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研究成果の概要（和文）：蚊媒介性ウイルス研究に有用な蚊由来培養細胞系の開発を試み、ネッタイシマカおよ
びヒトスジシマカから新規細胞株の樹立に成功した。これら細胞系は各種蚊媒介性ウイルスに対して異なる感受
性を示すことが判明した。日本脳炎ウイルスの主要な媒介蚊であるコガタアカイエカの培養細胞NIID-CTRのゲノ
ム配列解析を行い、参照ゲノムアセンブリを得た。また、トランスクリプトーム解析を行い、遺伝子予測や変異
解析等を行った。
ウイルス分離･検出に汎用されるVero細胞と比較し、我々が分離したヒト肝がん細胞株Huh7.5.1-8細胞は、いく
つかの昆虫及びダニ媒介性ウイルスに対して細胞変性効果が高いことが分かった。

研究成果の概要（英文）：We attempted to develop mosquito-derived cultured cell lines useful for 
mosquito-borne virus research, and succeeded in establishing new cell lines from Aedes aegypti and 
Aedes albopictus. These cell lines were found to be differentially susceptible to various 
mosquito-borne viruses.　De novo genome assembly was conducted for the NIID-CTR cell culture, which 
was derived from Culex tritaeniorhynchus. Obtained biological resources will benefit studies of 
population genetics and molecular mechanisms for virus transmission of this important vector 
mosquito.
We found that Huh7.5.1-8 cells, isolated from human hepatoma Huh 7 cells by us, were highly 
permissive to arthropod-borne viruses such as Japanese encephalitis virus, Sindbis virus, and severe
 fever with thrombocytopenia syndrome virus. 

研究分野： 衛生昆虫学

キーワード： 節足動物媒介性ウイルス　宿主細胞　ゲノム科学　ゲノム編集　バイオインフォマティクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により樹立に成功した蚊由来培養細胞系は、デングウイルス・ジカウイルス・黄熱ウイルスなど、蚊媒介
性ヒト病原ウイルスに対する感受性や宿主範囲ならびに媒介能を規定する分子基盤解明に役立つと期待される。
本研究で得られた結果から、NIID-CTR細胞のモデル細胞としての妥当性が示され、コガタアカイエカの生態やウ
イルスの媒介能に関する分子基盤を明らかにするための重要な情報基盤となると期待される。
我々が分離したHuh7.5.1-8細胞は、既存の昆虫及びダニ媒介性ウイルスの簡便な分離･検出に利用できることが
期待され、また、未知の昆虫及びダニ媒介性ウイルスの分離･検出にも有用である可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）媒介節足動物の培養細胞株は、系統発生的に異なる宿主間を行き来するアルボウイルスの
感染成立と宿主特異性の分子基盤解明に役立つ革新的なツールとなり、さらに病原体サーベイ
ランスや検査・診断、予防ワクチン・治療薬開発など、新興・再興感染症の対策研究に有用なバ
イオ資源としての活用が期待される。蚊媒介ウイルスに関しては、ヒトスジシマカ由来の C6/36
細胞が世界中で最も汎用されているが、本細胞系は、抗ウイルス機構の一部が機能不全となった
変異細胞株であり、本来ヒトスジシマカが媒介に関与しない多くの蚊媒介性ウイルスに対して
も高い感受性を示すことが知られている。一方で、多種多様な蚊媒介性ウイルスは、それぞれに
異なる種類の蚊によって媒介されることから、ウイルス増殖・伝播特性の正しい理解のためには、
それぞれのウイルスに特異的または主要な媒介蚊種を用いた実験解析系の開発と利用が望まれ
る。また、ダニ媒介性ウイルス研究に有用な培養細胞に関しては、汎用性のあるものが少なく、
とりわけ本邦で重要なウイルス媒介種の細胞系もこれまで樹立されていない。 
一方、これら宿主生物である節足動物各種の全ゲノム情報は、その生物種に対して様々な遺伝

学・分子生物学的な研究を行う上で必要不可欠な研究基盤である。我が国において重要な節足動
物媒介性感染症である日本脳炎の主要な媒介蚊はコガタアカイエカ(Culex tritaeniorhynchus)
であるが、本蚊種のゲノム配列は未だ明らかにされていない。 
 
（２）ヒト肝がん細胞株 Huh7 に由来し、C型肝炎ウイルス（HCV）に対する感染感受性が非常に
高く、細胞変性効果も示す亜株 Huh7.5.1-8 細胞を我々は分離し、HCV 研究の有用なツールとな
ることを示してきた（JJID, 2015；J. Virol. 2015, 2018 等）。Huh7.5.1-8 細胞は自然免疫系の
応答に欠損を示すことからも、当該細胞は HCV のみならず、感染症研究において広く利用可能性
があるのではと考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、日本脳炎・デング・ジカ・黄熱・重症熱性血小板減少症候群ウイルスなど、ヒト

に病原性を示す節足動物媒介性ウイルスを対象に、バイオインフォマティクスやゲノム編集な
どのゲノム科学技術を活用して、節足動物（蚊・ダニ）および霊長類（ヒト・サル）それぞれの
宿主細胞から、ウイルス感染増殖に影響を与える宿主遺伝子群をゲノムワイドに同定する。この
知見をもとに、ウイルス感受性や増殖性が従来よりも各段に優れたゲノム改変宿主細胞を合理
的に作出し、節足動物－霊長類間の感染現象を反映した新しい細胞培養感染実験系を創出につ
なげる。 
 
（１）ウイルス高感受性の節足動物宿主細胞系の新規開発と特性解析 
ウイルス媒介節足動物由来の新規培養細胞系の樹立を目的として、デング熱・ジカウイルス感

染症等の媒介蚊であるネッタイシマカ及びヒトスジシマカ、重症熱性血小板減少症候群等の媒
介種と考えられているフタトゲチマダニの胚子を用いた初代培養を試みる。このうち得られた
増殖性のある細胞集団をもとに、細胞株化に向けたさらなる継代培養を続ける。樹立された培養
細胞の各種節足動物媒介性ウイルスに対する感受性等の性状解析を行う。 
日本脳炎を媒介するコガタアカイエカ由来の培養細胞である NIID-CTR の全ゲノム配列を決定

する。細胞および蚊個体について、発育ステージや組織別に転写物を対象とした全転写物解析
（RNA-seq）も併せて行う。得られたゲノムアセンブリに対して、RNA-seq で得た転写物の情報
から遺伝子領域を特定しアノテーションを行う。また、近縁種ネッタイイエカのゲノム情報も利
用して効率的に遺伝子予測を行う。解読したゲノム情報については、NIID-CTR 細胞の改変に活
用し、Vectorbase（媒介節足動物の統合ゲノムデータべース）など国際的なデータベースに登録
し公開する。 
 
（２）ウイルス高感受性の霊長類宿主細胞系の新規開発と特性解析 
Huh7.5.1-8 細胞の感染症研究における宿主細胞としての有用性を検討する目的で、HCV 以外

の昆虫媒介性ウイルスやダニ媒介性ウイルスに対する感染感受性を検討する。また、節足動物媒
介性ウイルスの感染感受性・許容性や持続感染成立のメカニズムを解析するために、感染感受
性・許容性の異なる細胞株の樹立を試み、これら細胞の解析を行うことも目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ウイルス高感受性の節足動物宿主細胞系の新規開発と特性解析 
①新規節足動物由来培養細胞系の作出 
 デング熱やジカウイルス感染症の媒介蚊であるネッタイシマカとヒトスジシマカの胚子を用
い、初代培養を行った。また、重症熱性血小板減少症候群ウイルスの媒介種とされるフタトゲチ
マダニの胚子を用い、初代培養を行った。これら初代培養細胞について、適宜培地の更新を行い
ながら培養を続け、安定した維持培養が可能になるまで継代を続けた。作出された細胞株につい



ては、各種節足動物媒介ウイルスに対する感受性を調べた。 
 
②日本脳炎ウイルス媒介蚊のゲノム解析 
NIID-CTR 細胞から高分子 DNA を抽出し Oxford Nanopore MinION によるロングリード解析(7。

6 Gb、 N50=31 kb）、および BGISEQ-500 によるショートリード解析（54 Gb、 100PE）を行った。
得られたリードを用いて、ハイブリッド de novo アセンブリを行った。 
また、NIID-CTR 細胞および、国内（島根県）で採集されたコガタアカイエカの個体から RNA を

抽出し、mRNA-seq 解析を行った。得られたデータを NIID-CTR ゲノム配列にマッピングし遺伝子
予測を行った。 
 
（２）ウイルス高感受性の霊長類宿主細胞系の新規開発と特性解析 
① 節足動物媒介性ウイルスの Huh7.5.1-8 細胞及び Vero 細胞に対する感染能の比較 
 蚊媒介性ウイルスとして日本脳炎ウイルス(Japanese encephalitis virus; JEV)およびシン
ドビスウイルス(Sindbis virus; SINV)、ダニ媒介性ウイルスとして重症熱性血小板減少症候群
ウイルス(severe fever with thrombocytopenia syndrome virus; SFTSV, Dabie bandavirus)
を用いて、Huh7.5.1-8 細胞とウイルス分離･検出に汎用されるアフリカミドリザル腎由来 Vero
細胞とでウイルス感受性を比較した。 
 
② 節足動物媒介性ウイルスに対する感染感受性の異なる HeLa 細胞の分離と性状解析 
 ヒト子宮頸がん由来 HeLa 細胞は一般的にウイルス感受性の低い細胞として知られる。クロー
ニングした多数の HeLa 細胞亜株について、節足動物媒介性ウイルスに対する感染感受性を広く
検討する。感染感受性の異なる株を選抜し、遺伝子発現解析を含めた性状解析を行う。 
 
③ 節足動物媒介性ウイルスに対する持続感染細胞株の樹立と性状解析 
 SINV や JEV に感染しても完全には死滅しない Vero 細胞を親株として、生き残る細胞を継代す
ることで、SINV および JEV の持続感染感染株の樹立を試みる。樹立株について、遺伝子発現解
析を含めた性状解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１） ウイルス高感受性の節足動物宿主細胞系の新規開発と特性解析 
ウイルス媒介節足動物由来の新規培養細胞系の樹立を目的として、デング熱・ジカウイルス感

染症等の媒介蚊であるネッタイシマカおよびヒトスジシマカ、および重症熱性血小板減少症候
群等の媒介種と考えられているフタトゲチマダニの胚子を用いた初代培養を試みた。具体的に
は、それぞれの産下卵を表面殺菌した後、切断あるいは圧潰し、VP12 培地あるいは L-15B 培地
（牛胎児血清 10-20%添加）を用いて初代培養を行った。適宜培地の更新を行いながら培養を続
けたところ、一部の初代培養において細胞の増殖が確認された。これらの細胞集団の培養を継続
して細胞株化を試みた。このうち、ネッタイシマカを用いた初代培養では、付着性細胞の顕著な
増殖が確認された（右図）。引き続き split ratio 1:8–1:9 で
継代を繰り返した結果、安定した維持培養が可能となった。樹
立に成功した新規ネッタイシマカ細胞系 AeAe-GH98 の各種ヤ
ブカ媒介性ウイルス感受性について調べた結果、デングウイル
ス・黄熱ウイルス・ジカウイルスに対して，それぞれに異なる
感受性を示すことが明らかとなり（右表）、今後これらウイル
スの感受性の差の要因や宿主範囲を規定する分子基盤解明を
進める予定である。一方、既存のネッタイシマカの培養細胞系
はいくつか存在するが、蚊媒介性ウイルスの増殖に影響を与え
る可能性のある潜在感染ウイルスが存在するなど、研究に使用
する上で問題も多い。今回作成に成功した AeAe-GH98 細胞は、
メタゲノム解析により、ウイルスフリーであることが確
認された。また、凍結により長期保存が可能で、より汎用
性のある市販培地への順化にも成功しており、今後、有
用な in vitro 実験系としての活用が期待される。さら
に、由来となったネッタイシマカの飼育系統も維持して
いるため、今後 in vivo, in vitro 双方の比較実験など
の利用も可能である。 
ヒトスジシマカの初代培養に関しても、ネッタイシマ

カと同様に連続継代が可能な細胞系の作出に成功した
（未発表）。既存のヒトスジシマカの培養細胞系はいくつ
か存在するが、抗ウイルス関連遺伝子の変異や潜在感染ウイルスが存在するなど、研究に使用す
る上で問題も多い。今回作成に成功した新規培養細胞は、メタゲノム解析により、ウイルスフリ
ーであることが確認された。また凍結保存が可能で、今後有用な in vitro 実験系としての活用
が期待される。また同様に、由来となった飼育系統も継代維持しているため、今後 in vivo, in 
vitro 双方の比較実験としての利用も可能である。 



一方、フタトゲチマダニの初代培養に関しては、ある程度の期間は細胞の維持ができたものの、
持続的な増殖を示す細胞集団はこれまでに得られていない。今後、培地や培養条件の再検討が必
要と考えられた。 
Oxford Nanopore MinION および，BGISEQ-500 を用いたハイブリッド de novo アセンブリによ

り、コガタアカイエカ由来 NIID-CTR 細胞の
ゲノムアセンブリを得た（右表）。得られた
アセンブリは総アセンブリサイズ約 500Mb
で，contig の N50 は 219 kb であった。ゲ
ノムアセンブリの完全性を示す指標である
BUSCO (Benchmarking Universal Single-
Copy Ortholog) は 99。0%であった。これ
らの指標の値は，これまでに解析された近
縁種の蚊のゲノムアセンブリと比べても遜
色の無いものであり，コガタアカイエカに
ついて良好な参照ゲノム配列が得られたと
言える。 
 mRNA-seq 解析により得られたリードを、
NIID-CTR 細胞のゲノムアセンブリにマッ
ピングし，遺伝子予測を行った。コガタア
カイエカの個体から得られたリードも
NIID-CTR 細胞のゲノムアセンブリに高効
率でマッピングされ，本研究によって得ら
れたゲノムアセンブリがコガタアカイエ
カの参照配列として様々な用途に用いる
ことができることが示唆された。また、野
外で採集されたコガタアカイエカの個体
の遺伝子型データと，NIID-CTR 細胞のゲノ
ムの遺伝子型データを集団遺伝学的に比
較したところ，NIID-CTR 細胞の遺伝子型は
国内本州の遺伝的クラスターに属すると
いう結果を得られた（右図）。遺伝学的にも
NIID-CTR 細胞は国内のコガタアカイエカ
の集団を代表した培養細胞であると言え
る。 
また今回行った蚊培養細胞を用いた一連のゲノム解析手法は、各種節足動物由来培養細胞を

対象としたゲノム解析にも応用可能であり、節足動物媒介ウイルスの宿主細胞としての特性解
明に有用であると考えられる。今後、これらの結果をゲノム改変宿主細胞の開発につなげていき
たい。 
 
（２） ウイルス高感受性の霊長類宿主細胞系の新規開発と特性解析 
① 節足動物媒介性ウイルスの Huh7.5.1-8 細胞及び Vero 細胞に対する感染能の比較 
 Vero 細胞と比較して Huh7.5.1-8 細胞では、JEV、SINV、SFTSV すべてにおいて、ウイルス感染
後の細胞変性効果（細胞死）がより早く認められることが分かった。すなわち、ウイルス感染の
検出がより早期にできることが明らかとなった。感染後、Vero 細胞は完全には死滅しない（し
にくい）が、Huh7.5.1-8 細胞では完全に死滅する。この結果から、節足動物媒介性ウイルスに
ついても Huh7.5.1-8 細胞は有用な宿主細胞であることが示された。 
 
② 節足動物媒介性ウイルスに対する感染感受性の異なる HeLa 細胞の分離と性状解析 
 SFTSV に対してウイルス感受性の異なる HeLa 亜株を数株分離した。これらの亜株の感受性の
違いは、JEV に対しても同様の傾向が見られた。SINV についてもおおむねその傾向が見られた。
これら細胞の遺伝子発現解析を行った結果、既知のウイルス感受性遺伝子に加え，様々な遺伝子
発現変化の情報が得られた。これらの遺伝子の感染感受性・許容性への関与の検討を進めている。 
 
③ 節足動物媒介性ウイルスに対する持続感染細胞株の樹立と性状解析 
 Vero 細胞において、JEV(rAT)株の持続感染細胞株を樹立できた。SINV 単独の持続感染株は樹
立できなかったが、SINV と JEV の共持続感染細胞は樹立できた。これら細胞株は 1 年間以上に
わたり、持続感染を維持できることも確認した。非感染・JEV 一過性感染・持続感染細胞（2種）
間での遺伝子発現パターンを比較し，各感染形態に特徴的な遺伝子発現変化の情報を得て、大き
な変化の見られた遺伝子についてウイルス増殖・持続性獲得に対する影響の解析を進めている。
今後、これらの結果をゲノム改変型宿主細胞の開発につなげていきたい。 
 

表 NIID-CTR 細胞ゲノムのアセンブリ統計 
 

ネッタイ

シマカ 

ネッタイ

イエカ 

 

コガタアカ

イエカ 

（本研究） 

Genome size 1.28 Gb 579 Mb 507 Mb 

Num scaffolds 4,758 3,172 2,053 

Contig N50 11.6 Mb 28.5 Kb 219 Kb 

Scaffold N50 409 Mb 486 Kb 2.0 Mb 

Complete 

BUSCOs 

(Insecta_odb9) 

98.8% 96.7% 99.0% 

図 NIID-CTR 細胞遺伝子型の PCA クラスタリング 
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