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研究成果の概要（和文）：西ナイル熱やデング熱、黄熱や日本脳炎等は、節足動物媒介性ウイル

スであり、宿主動物への感染経路として節足動物を利用する。節足動物とウイルスにおける相

互作用の分子遺伝学的な解明を目的とし、体内においてシュード型ウイルスを継続産生する昆

虫（ショウジョウバエおよび蚊）を用いて、媒介性を付与する遺伝学的性質の一端を明らかに

した。この研究から得られた知見は、節足動物側からのウイルス媒介のコントロール法開発の

研究基盤となることが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：Blood-sucking arthropods, including mosquitoes transmit numerous 
virus disease during blood feeding.  Using a virus infection model in Drosophila and Aedes 
mosquito, we uncovered genetically encoded resistance of vector mosquito to virus infection 
as measured by the extent to which survival rate decreased via increasing virus burden.  
These results suggest that anti-virus responses of vector mosquito are not restricted to its 
survival but rather can be applied to capacity to employ virus mutualism during the 
disease transmission. 
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１．研究開始当初の背景 
	 西ナイル熱やデング熱、黄熱や日本脳炎等
は、節足動物媒介ウイルスによる新興感染症
または再興感染症であり、世界的に大きな脅
威となっている。これらのウイルス性疾患の
多くは、その病原体保有動物が家畜や野生動
物であることから、節足動物によって橋渡し
される新しいカテゴリーの人獣共通感染症
として注目されている。これらのウイルスの
感染拡大の可能性は否定できず、それらに関

わる基盤研究の重要性は年々増している。 
	 節足動物媒介性ウイルスは、宿主動物への
感染経路として節足動物を利用する（図１）。
そのため、節足動物媒介性ウイルス症の対策
の一つとして、節足動物側からのコントロー
ルが従来考えられている。近年、節足動物媒
介性の感染症の一つであるマラリアにおい
て、遺伝子組換え技術を用いたマラリア原虫
を媒介できない節足動物の作出が脚光を浴
びている。同様の狙いがウイルスにおいても
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達成されれば、他の節足動物媒介性感染症へ
の応用の可能性が高まることを意味し、新興
感染症や再興感染症の基盤研究として重要
対象と考えられる。しかしながら、このため
には、節足動物体内におけるウイルスとの相
互作用の知見が極めて重要である。そこで研
究代表者は、節足動物とウイルスにおける相
互作用の基礎生物学的な解明に重点を置い
た。 
	 本研究は、抗ウイルス反応機構の実体を解
明すると同時に、今までブラックボックスに
なっていた「病原体媒介節足動物がウイルス
を媒介する理由」、すなわち病原体媒介性の
生物学的意義とその起源に迫る一面を持ち
合わせている。上記のように純生物学的な学
問的性質を持ちつつ、それらの解明が節足動
物媒介性ウイルスのコントロールにおける
重要な手法の確立に直結する、極めてユニー
クな研究である。これらの研究から得られる
知見をもとに、節足動物側からのウイルス媒
介のコントロール法開発の研究基盤とする。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：節足動物媒介性ウイルスの特徴 
 
２．研究の目的 
	 節足動物媒介性ウイルスについて極めて
興味深いことは、ヒトや家畜に疾病を引き起
こし、時には死に至らしめるウイルスが、節
足動物の生存には何ら影響を及ぼさないと
いうことである。宿主も節足動物も同じ真核
細胞で構成されていることを考えれば、この
明確な差異は極めてユニークである。そこで
研究代表者は、媒介節足動物には抗ウイルス
反応機構が存在し、「ウイルスの増殖」と「節
足動物による排除」の両者のバランスが存在
するという仮説を立てた。この仮説が生物学
的に検証されれば、節足動物媒介性ウイルス
の人為的コントロールの重要な手がかりと
なり得ると予想される。 
	 研究代表者はその研究戦略として、❶媒介
性・非媒介性節足動物の抗ウイルス性状の比
較解析、❷節足動物の抗ウイルス反応関連遺
伝子の同定と解析、❸媒介性節足動物の抗ウ
イルス反応システムのコントロール、から成
る３つの段階的手法により、この仮説の検証
に取り組んでいる。節足動物のウイルス排除

能力を抑制し、そのバランスを崩すことで、
ウイルスに対する感受性が変化するか検討
する。また逆のアナロジーにより、ウイルス
反応能力を強化することで、ウイルス伝播能
力の減衰が可能か否か確かめる。これらの基
礎生物学的な研究アプローチは、節足動物を
用いたウイルスの伝播阻止の方法論の確立
につながると期待される。 
 
３．研究の方法 
（1）媒介性・非媒介性節足動物の抗ウイル
ス性状の比較解析 
FHV による致死性およびウイルス増殖効率
において、ネッタイシマカとショウジョウバ
エが全く相反する挙動を示す可能性を検討
するため、以下の実験をおこなう。ショウジ
ョウバエとネッタイシマカの体内において
FHV の挙動を定量・観察するために、節足
動物体内における FHV の多角的な検出法を
確立する。抗 FHV ポリクローナル抗体およ
びモノクローナル抗体を作成し、それらの抗
体を用いてウエスタン法および免疫染色法
により節足動物体内の FHV の定量化をおこ
なう。植物や脊椎動物の抗ウイルス反応機構
として、RNA 干渉が注目されている。RNA
干渉による抗ウイルス反応はウイルスの
RNAゲノムを短いRNAへ分解するのが特徴
である。節足動物体内において FHV 遺伝子
が分解されているかを調べるため、FHV を
構成する RNA断片（RNA1および RNA2）
の cDNAプローブを用い、ノーザン法により
節足動物体内における FHV RNA の分解活
性を測定する。上記のように節足動物体内の
FHV の定量化と感染組織の同定を多角的に
おこない、ネッタイシマカとショウジョウバ
エにおけるウイルスの挙動を比較し差異を
検討する。 
（2）ネッタイシマカにおける抗ウイルス反
応の機能的解析 
研究代表者がショウジョウバエから既に同
定した抗ウイルス反応遺伝子の候補群につ
いて、ネッタイシマカにおける機能解析をお
こなう。ネッタイシマカではハマダラカに次
いで 2007 年に全ゲノム情報の整備が完了し、
他種遺伝子のホロモジー解析が一段と容易
となった。ネッタイシマカ−FHV感染実験系
において、抗ウイルス反応の実体を解明する
ために、RNA 干渉法を用いた遺伝子機能減
衰実験（ノックダウン法）をおこなう。研究
代表者が見出した dicer-2 をはじめとする抗
ウイルス反応遺伝子のネッタイシマカホモ
ログをクローニングし、これら遺伝子の二本
鎖 RNA（dsRNA）を作成する。この dsRNA
をネッタイシマカ腹腔に直接注入し、ターゲ
ット遺伝子の機能を低下もしくは無効にさ
せる。この処置を施したネッタイシマカに
FHV を感染させ、その個体における抗ウイ



ルス反応（致死性・ウイルス増殖能・ウイル
ス遺伝子分解能等）への影響を調べる。次に、
分子生物学的解析（原因遺伝子の cDNA配列
の決定、in situハイブリによるmRNA発現
パターン解析、培養細胞を用いたアッセイな
ど）も併せておこなう。 
（3）遺伝子改変ハマダラカ等を用いたウイ
ルス増殖の人為的調節 
媒介性節足動物のウイルス増殖システムの
コントロールの可能性を検討するため、遺伝
子改変ハマダラカの作成を実施する。蚊の吸
血メカニズムの精巧さは良く知られている。
宿主動物にほとんど痛みを与えることなく 1 
µl以上の血液を吸い出すと同時に、血液凝固
抑制因子などを含んだ唾液を唾液腺から分
泌し、宿主体内に効率よく送り込む。蚊が吸
血の際に宿主に注入するこの唾液に着目し、
唾液成分とともに自律増殖能を持たないウ
イルス（シュード型ウイルス）を宿主体内に
注入する方法を考案、検証した。シュード型
水泡性口内炎ウイルス（シュード型 VSV）は、
宿主細胞への侵入に必須な VSV-G遺伝子を
欠損しているため、そのままでは宿主組織中
において増殖ができない。そこで蚊の一種で
あるハマダラカ(Anopheles stephensi)の唾
液腺特異的遺伝子 aappのプロモーターを用
いて、VSV-G遺伝子を唾液腺のみに発現する
トランスジェニック蚊（TG蚊）を作成する。
この TG蚊では、シュード型 VSVが存在す
ると、唾液腺細胞でのみウイルスの増殖が期
待される。この遺伝子改変ハマダラカ系統に
おいて、VSVの感染実験をおこなう。ウエス
タン法、ノーザン法、プラークアッセイ法等
を用いて、ハマダラカ体内における VSVの
挙動を多角的に評価し、本研究の重要仮説で
ある「ウイルスの侵入に対して、節足動物は
ウイルス増殖のバランスに依って対抗して
いる」可能性を検証する。 
	 以上の研究計画得られると期待される知
見を集約することにより、ウイルスと節足動
物における相互作用を浮き彫りにすること
を目指す。	 
	 
４．研究成果	 
（1）研究代表者は、分子遺伝学的解析が可
能なネッタイシマカ（Aedes	 aegypti）−フロ
ックハウスウイルス（FHV）感染実験系を確
立した。ネッタイシマカは、黄熱やデング熱
の重要な媒介節足動物として知られている。
これまで、ウイルスと節足動物の相互作用に
関して、培養細胞を用いた細胞学的研究がほ
とんどである。そのため、節足動物体内にお
けるウイルス増殖に関わる分子生物学的知
見はごく僅かである。その大きな理由として、
研究を進める上で取扱いが安全なモデルウ
イルスが少ないということが挙げられる。	 
	 そこで研究代表者は、西ナイル熱やデング

熱などの危険性の高い節足動物媒介性ウイ
ルスの代替えとして、フロックハウスウイル
ス（以下 FHV）を使用した。一般的に、節足
動物媒介性ウイルスは、宿主動物である哺乳
類や鳥類に病原性を示すが、節足動物を死滅
させることはない。FHV は、昆虫、植物、線
虫と生物界を超えて感染する。さらに、FHV
はヒトや哺乳類に対し病原性を示さないた
め、実験上極めて安全性が高い。また、ほと
んどの節足動物媒介性ウイルスの核酸は、一
本鎖 RNA（＋）で構成されており、FHV も同
様である。つまり、両者は多くの共通点を持
っており、FHV のゲノム情報もすでに解明さ
れているため、実験モデルとして 適である。	 
	 本研究では、ネッタイシマカの抗ウイルス
反応機構を効率よく探索するために、実験動
物昆虫であるショウジョウバエ（Drosophila	 
melanogaster）を利用した。利点として、シ
ョウジョウバエは優れた遺伝学的手法を駆
使することのできる生物であり、短期間に遺
伝子間の相互作用や機能の解析を可能とす
る。また、ショウジョウバエは「ウイルス“非
媒介性”節足動物」である。この利点を 大
限に活用し、ショウジョウバエにおいて抗ウ
イルス反応機構を探索し機能解析を行い、そ
の情報をネッタイシマカにフィードバック
することで迅速な解析が可能となる。	 
	 その結果、FHV の人為的感染は、“媒介性”
節足動物であるネッタイシマカに対しては
その生存率に何ら影響が無いが、ショウジョ
ウバエは高い致死性を示すことが明らかと
なった（図２）。また同時に、ショウジョウ
バエ体内における FHV の増殖が、ネッタイシ
マカよりも迅速且つ急激であることを明ら
かにした。この現象は、ネッタイシマカがウ
イルスの増殖を抑制している重要な証拠で
あり、媒介性のネッタイシマカと非媒介性の
ショウジョウバエにおいてウイルス感染に
対する反応性が異なることが明らかとなっ
た。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図２：非媒介性のショウジョウバエと媒介性
のネッタイシマカにおける体内 FHV 増殖	 
	 
（2）媒介節足動物においてウイルスに対す



る感受性が低い原因を明らかにする。これま
での研究代表者の研究から、ショウジョウバ
エにおいてウイルスに対する感受性を制御
する遺伝子として、dicer-2 を同定すること
に成功している。これらの遺伝子に着目し、
ネッタイシマカ−FHV 感染実験系へフィード
バックすることにより、分子遺伝学的手法を
駆使し、ウイルスと節足動物の相互作用の解
明を目指した。	 
	 近年、自然免疫しか持たない節足動物や植
物の抗ウイルス反応として、RNA 干渉が注目
されている。昆虫媒介性ウイルスの研究を進
めるにあたり、分子遺伝学的解析が可能で安
全性の高いネッタイシマカ（Aedes	 aegypti）
-フロックハウスウイルス（FHV）感染実験系
を確立した。このネッタイシマカに対し、RNA
干渉の重要なコンポーネントである Dicer-2
の機能阻害を施したところ、FHV の増殖が有
意（〜100 倍）に亢進した（図３）。これらの
結果から、ウイルス媒介昆虫はその媒介能を
保証するために、ウイルスの増殖を適切な範
囲に調節しいている可能性が示唆された。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図３：ベクターの RNA 干渉システム阻害によ
る FHV 増殖促進効果	 
	 
（3）水泡性口炎ウイルス VSV（Vesicular 
stomatitis virus）は、昆虫から哺乳類まで実
に多様な宿主細胞に感染することができる
ことが知られている。そこで、ショウジョウ
バエ体内において、VSVが増殖可能か検証し
た結果、感染初期（感染後 5日まで）には直
線的にウイルスが増殖することが示され、感
染後期（感染後 5日以降）にはウイルス量が
ピークに達した後、減少することが明らかに
なった。この VSV 感染により、ショウジョ
ウバエが致死に至る傾向は見られなかった。 
	 シュード VSV をショウジョウバエ体内で
増殖させるため、VSV-Gタンパク質を発現す
る遺伝子組換えショウジョウバエを作成し
た。シュード型ウイルスはエンベロープタン
パク質をコードする遺伝子を人為的に欠損
させているため、多段階感染が不可能なウイ
ルスである。これらのウイルスを増殖させる
ためには、ウイルスのエンベロープタンパク

質を発現した細胞を作成する必要がある。そ
こで、このシュード VSV の生体内での増殖
を試みた。作成した da>VSV-G系統の個体に、
シュード VSV を感染させた。本研究に用い
たシュード VSVが感染した細胞は、GFPを
発現する。感染後 5日経過したショウジョウ
バエ体内においてこれらシュード型ウイル
スの増殖が観察された。また、感染後 4日経
過した個体のウイルス量を S2 細胞を用いて
測定したところ、da>VSV-G系統においてウ
イルスの増殖が確認された。これらの結果か
ら、節足動物におけるシュード VSV の人為
的増殖は可能であることが明らかとなった。 
	 次 に、蚊の一種であるハマダラカ
（Anopheles stephensi）の唾液腺特異的遺
伝子 aapp のプロモーターを用いて、VSV-G
遺伝子を唾液腺のみに発現するトランスジ
ェニック蚊（TG 蚊）を作成した。この TG
蚊では、シュード型水泡性口炎ウイルスが存
在すると、唾液腺細胞でのみウイルスの増殖
が期待される。そこで、シュード型ウイルス
を蚊体腔内に微量注入したところ、野生型蚊
ではウイルスが全く検出されないのに対し、
TG 蚊ではウイルス数の顕著な増加が観察さ
れた（図４）。すなわち、体内においてシュ
ード型ウイルスを継続産生する蚊の作出に
成功した。以上の成果により、節足動物にお
けるウイルス増殖機構の一端が明らかとな
った。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図４：	 aapp-VSV-G 系統の蚊の唾液腺におけ
るシュード VSV（緑および赤色）の増殖	 
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