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研究成果の概要（和文）：ヤブカの一種ヒトスジシマカは，世界各地で流行するデング熱の主要な媒介蚊であ
る．本研究では，ヒトスジシマカがなぜ効率の良いデングウイルスの媒介種となりうるのか，その高いウイルス
親和性と媒介特性を支える分子基盤について分子レベルで明らかにすることを目的とした．まず，デングウイル
スの吸着・侵入に関わる受容体の探索を目的とした発現スクリーニング系の構築を試みた．さらに，ヒトスジシ
マカ細胞のデングウイルス感受性に影響を与える因子について解析を行った．

研究成果の概要（英文）：The Asian tiger mosquito, Aedes albopictus, is regarded as the major vector 
of dengue fever in various parts of the world. The purpose of this study was to investigate the 
molecular basis of the efficient transmission of dengue virus by Aedes albopictus mosquitoes. We 
tried to develop a novel expression screening method for identifying cell surface receptors for 
dengue virus binding and entry, and also investigated host and viral factors that affect dengue 
virus susceptibility of Aedes albopictus cells. 

研究分野：衛生昆虫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
蚊やダニなどの節足動物は，人畜から吸血
する際に様々な感染症を伝播する．吸血性の
節足動物が媒介する病原ウイルスはアルボ
ウイルスと総称され，熱帯・亜熱帯地域を中
心に世界各地で公衆衛生上の大きな問題と
なっている．デングウイルスはフラビウイル
ス科に属する蚊媒介性のアルボウイルスで，
世界で年間約５千万～１億人の感染者と数
万人の死者を出すデング熱の病原体である．
デングウイルスは，ヒトが保有宿主となり，
これをヤブカ属の蚊が媒介することで，蚊→
ヒト→蚊の感染環が形成され維持されてい
る．とりわけヒトスジシマカ Aedes 
albopictusはデングウイルスに対して高い親
和性と媒介能を有しており，その高い環境適
応能と繁殖力で，近年世界各地に分布を拡大
させている．日本では 2014 年，首都圏を中
心に150名を超えるデング熱の国内感染が発
生したが，我々は実際に感染推定地に生息す
るヒトスジシマカ個体群を調べ，デングウイ
ルスを高率に保有していることを確認した．
今回のデング熱感染拡大は，本蚊種の生態的
特性とウイルス媒介特性が大きく関与して
いたことは明らかである．しかし，ヒトスジ
シマカがなぜ効率の良いデングウイルスの
媒介種となりうるのか，その高い親和性と媒
介特性を支える分子基盤についてはほとん
ど明らかになっていない． 

 
２．研究の目的 
ヤブカの一種ヒトスジシマカは，世界各地
で流行するデング熱の主要な媒介蚊であり，
高いデングウイルス増殖能と媒介能とを併
せ持つ．また近年，ヒトスジシマカは，デン
グウイルスと同属のジカウイルスの媒介蚊
としても注目されている．本研究では，デン
グウイルスがヒトスジシマカ細胞へ感染す
る初期過程を分子レベルで明らかにするた
めに，①ヒトスジシマカ細胞表面で発現する
デングウイルス受容体（レセプター）候補を
検索・同定し，蚊体内における発現特性を明
らかにし，②特異的ウイルス受容体を介した
デングウイルスの蚊細胞への特異的な吸着
と侵入のメカニズムを分子レベルで解明す
ることを目的とした．将来的には，ヒトスジ
シマカのデングウイルスに対する高い親和
性と媒介特性を支える分子基盤を解明する
ことを目標とした． 
 
３．研究の方法 
（１）デングウイルス国内分離株のゲノム解
析 
 スクリーニングに用いるデングウイルス
株を決定するため，2014 年に東京都内 4ヵ所
で捕集された蚊から分離されたデングウイ
ルスについて，エンベロープ遺伝子の解析を
行った．より詳細にウイルス株間の比較を行
うため，次世代シーケンサーを用いたゲノム
広範にわたる解析も行った．このために，デ

ングウイルスのゲノム RNA から，逆転写反応
により cDNA を合成した．計 3 組のプライマ
ーを用いた PCR により，デングウイルスの遺
伝子コード領域をカバーする3つの断片を増
幅した．これらの増幅断片を用いて，さらな
る断片化とアダプターライゲーションによ
りライブラリーを調製した．これらをIon PGM
システムによる次世代シーケンス解析に供
した． 
 
（２）実験に用いるヒトスジシマカ由来培養
細胞の性状解析 
デングウイルスの重要なベクターである
ヒトスジシマカにおけるデングウイルス増
殖機構の解明には, ヒトスジシマカ由来培
養細胞が世界中で広く利用されている. 今
回実験に用いるヒトスジシマカ由来培養細
胞の一つである C6/36 細胞について，ある維
持系統株では昆虫特異的ウイルス（デンソウ
イルスの一種）が潜在感染していることが知
られており，デングウイルスの増殖と細胞変
性効果等を低下させる可能性が示唆されて
いる．このため，可能な限り他のウイルスの
汚染の少ない細胞系統を用いて，ヒトスジシ
マカ由来 cDNA ライブラリーを作成するのが
望ましいと考えられた．そこで入手元の細胞
バンクの異なる複数の C6/36 細胞株(JCRB 株
および ECACC 株)の潜在感染ウイルスの有無
について，次世代シーケンサーを用いて調査
した．  
 
（３）発現スクリーニング系構築の試み 
 ヒトスジシマカのデングウイルスのレセ
プターを探索するため，C6/36 細胞（ECACC）
から poly(A)選抜による mRNA 精製を行い，
cDNA ライブラリーの作成を行った．cDNA は
発現ベクターへの組換えが容易なGatewayベ
クターにクローニングした（図 1）．また，既 

 
図 1. cDNA ライブラリーの作製 
 
知のデングウイルスレセプターの一つであ
るヒトの DC-SIGN をコードする遺伝子
（CD209）をコントロールとして用いるため，
Gateway ベクターにサブクローニングした．
作成した cDNA ライブラリーは，バキュロウ
イルスベクターに導入し，ヨトウガの一種
Spodoptera frugiperda 由来の培養細胞 Sf9
に接種した．Sf9 細胞で増殖したバキュロウ
イルスは，細胞膜を自らのエンベロープとし



て細胞から出芽するため，細胞膜上で発現し
たレセプターはバキュロウイルスに取り込
まれ，デングウイルスとの相互作用が予想さ
れる．プレート上に固相化したデングウイル
スに対して cDNA ライブラリー発現バキュロ
ウイルスを加えると，デングウイルスのレセ
プターを発現している細胞から出芽したウ
イルスのみがデングウイルスと相互作用し，
選抜されると期待された． 
 
（４）ヒトスジシマカ培養細胞に持続感染し
ているウイルスによるデングウイルスの増
殖に与える影響 
入手元細胞バンクが異なる複数のC6/36細
胞株におけるデングウイルスの増殖性につ
いて，ウイルス力価を指標に比較した．結果，
デングウイルス感受性の異なることが判明
した 2つの細胞株（JCRB 株および ECACC 株）
の RNA 解析を,次世代シーケンサーを用いて
行い,両株間の発現遺伝子の差異を検出した.
さらに 2 種のウイルスに持続感染している
ことが明らかとなった C6/36 JCRB 株 (デン
グウイルス低感受性) について, これらの
ウイルスをそれぞれ単離し, デングウイル
ス高感受性株であるECACC株に接種し, これ
らのウイルスの感受性と細胞傷害性の評価
を行った. また，双翅目昆虫で知られている
自然免疫経路に注目し, 持続感染ウイルス
存在下における各種シグナル経路の発現解
析を行った. 
 
４．研究成果 
（１）デングウイルス国内分離株のゲノム解
析 
 デングウイルスの 2014 年国内分離株のエ
ンベロープ遺伝子の解析を行った結果，調べ
たすべての分離株が 1 型ウイルスであった．
これら分離されたデングウイルス株のうち
11 株のコード領域全長を決定した．これらを
国内感染患者から得られたデングウイルス
のゲノム配列を比較した結果，完全一致する
ウイルス株が 7株，一方，塩基置換を持つ株
が 4株あり，これらのうちアミノ酸変異を伴
うものが 2株含まれていた．これらの変異が
細胞感受性等に影響するかについては現時
点で不明である．これら分離株の中から実験
に用いる株の選定を行った． 
 
（２）実験に用いるヒトスジシマカ由来培養
細胞の性状解析 
ヒトスジシマカ由来 cDNA ライブラリーを
作成する準備として，実験に用いるデングウ
イルスに高感受性なヒトスジシマカ由来培
養細胞を検索し，また昆虫ウイルス等の潜在
感染がないかを確認した．その結果，入手元
の異なる C6/36 細胞株間（JCRB 株, ECACC 株）
で, 本来は同一クローン細胞であるにも関
わらずデングウイルス感受性に顕著な違い
があることを見出した（後述）．次に JCRB 株, 
ECACC 株それぞれの RNA 解析を行った結果, 

デングウイルス感受性の低かった JCRB 株で
は新種のウイルスであるShinobi tetravirus 
(SHTV，仮称) とラブドウイルス科の 1 種で
ある Menghai rhabdovirus (MERV) の 2 種の
ウイルスが持続感染していることが明らか
となった.各ウイルスの完全長ゲノムを決定
し解析した結果, SHTV は 3 つの ORF を含む
4,982 nts の+鎖の 1本鎖 RNA, MERV は 5つの
ORF を含む 10,777 nts の-鎖の 1 本鎖 RNA を
それぞれゲノムとして持つことが判明した
(図 2).各ウイルスの推定 RNA-dependent RNA  

 
図 2. SHTV, MERV のゲノム構造 
 
polymerase 配列より系統樹を作製し解析し
た結果, SHTVは同じ双翅目昆虫であるショウ
ジョウバエから見つかっている Newfield 
virus と最も近縁であり, MERV は他種の蚊で
見つかっている Puerto Almendras virus と
最も近縁であり, これら 2つのウイルスは昆
虫ウイルスの 1種であると推定された. JCRB
株, ECACC 株の両者は増殖能, 細胞形態を含
め見かけの表現系には違いが認められない
ことから, 今回見出した2種の持続感染ウイ
ルスはC6/36細胞に対して非病原性のウイル
スであると考えられた.また，JCRB 株のゲノ
ム DNA および培養上清を解析した結果, SHTV, 
MERV は細胞ゲノムに挿入されたウイルス様
配列（endogenous viral element）ではなく, 
培養上清中に放出される感染性のウイルス
であることが確認された. また，JCRB 株の培
養上清より限外希釈法を用いて SHTV, MERV
非保有細胞株であるECACC株に接種試験を行
うことで，SHTV, MERV それぞれを単離するこ
とに成功した. 単離したウイルスをそれぞ
れECACC株に感染させたところ, 細胞の増殖
能や形態への影響は認められず, 非病原性
の持続感染が再現できた. 以上の結果に基
づき，潜在感染ウイルスのない細胞系統
（ECACC）を用いて，ヒトスジシマカ由来 cDNA
ライブラリーを作成した． 
 
（２）発現スクリーニング系構築の試み 
デングウイルスの受容体候補の探索のた
めのスクリーニング系の検討を行った．デン
グウイルス受容体は膜タンパク質であると
考えられたため，ヒトスジシマカの cDNA ラ
イブラリーを用いて受容体候補の膜タンパ
ク質の発現とデングウイルスとの相互作用
を利用した発現スクリーニングを計画した．
まず，バキュロウイルスベクターを利用した
スクリーニング法について検討を行った．方
法としては，cDNA をバキュロウイルスベクタ
ーに導入し，昆虫培養細胞 Sf9 に感染させ新
たなウイルス粒子を形成させることによっ
て，エンベロープに発現した膜タンパク質を



取り込ませる．次にデングウイルスと結合す
るウイルス粒子を選抜して導入遺伝子を調
べることで，受容体候補を絞り込むこととし
た（図 3）． 
 

図 3．ウイルス固相化プレートによるレセプ
ター発現バキュロウイルスの選抜（模式図） 
 
一方，スクリーニングの陽性コントロールと
して用いるために，すでにヒト細胞における
デングウイルスの受容体の一つとして知ら
れる DC-SIGN をコードする遺伝子（CD209）
cDNAをGatewayベクターにクローニングした．
CD209とヒトスジシマカのcDNAライブラリー
をそれぞれGatewayベクターの組換え反応に
よりバキュロウイルスベクターに導入し，
Sf9 細胞にトランスフェクトして，組換えウ
イルスの形成と力価を調べた．しかし原因は
不明であるが，作製したバキュロウイルスを
感染させた細胞でのウイルスの顕著な増殖
は確認できず，導入遺伝子の発現は確認でき
なかった．このため今後，スクリーニング系
の再構築と至適化が必要と考えられた． 
  
（４）ヒトスジシマカ培養細胞に持続感染し
ているウイルスによるデングウイルスの増
殖に与える影響 
ヒトスジシマカ由来 C6/36 細胞の JCRB 株
およびECACC株間のデングウイルス感受性を
比較したところ，２つのウイルスの潜在感染
を受けている JCRB 株は，ECACC 株に比べて著
しく非感受性であることが判明した．この差
は，デングウイルス力価がプラトーに達する
感染後 3〜4 日目において 100 倍以上と極め
て顕著であった（図 4）. 

 
図 4. JCRB 株および ECACC 株におけるデング
ウイルス (DENV) 増殖曲線 
 
これら細胞株のデングウイルス感受性の違
いが，潜在感染しているウイルス（SHTV, 
MERV）による直接的な影響であるのか，ある
いは潜在感染ウイルスが，宿主細胞のデング

ウイルス感受性に関わる遺伝子（レセプター
を含む宿主側因子など）の発現を変化させる
ことによる間接的な影響であるのかは不明
である．いずれにしても，野外のヒトスジシ
マカ個体群においても，デングウイルス感受
性は一様ではなく，蚊個体や蚊系統間でかな
り異なる可能性もあることが推定される．一
方，蚊を含む双翅目昆虫では，病原体に対す
る防御メカニズムとして RNAi，Toll 経路, 
Jak/STAT 経路，オートファジー等が知られて
いる. C6/36 細胞は，RNAi-defective な細胞
系であることがすでに知られており, 今回
調査した細胞株間のデングウイルス感受性
の違いは，RNAi 以外の経路中の何らかの異常
に起因する可能性もある.現在，これらの自
然免疫経路のデングウイルスに対する防御
機構, および JCRB 株の持つ高いデングウイ
ルス抵抗性のメカニズムの詳細を明らかに
するとともに, ヒトスジシマカ個体レベル
におけるデングウイルス等のフラビウイル
スの感受性機構の分子基盤の解明を試みて
いる. 
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