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研究成果の概要（和文）：本研究は、蚊と共存し病原性の無い昆虫特異的ウイルスが、ヒトに伝播し感染症の原
因となる蚊媒介性ウイルスが蚊に同時に感染した際に、増殖伝播に及ぼす影響を明らかにすることを目的として
いる。我々がこれまでに蚊から単離した2種類の昆虫特異的ウイルスの性状を明らかにし、蚊への感染系を確立
した。これらのウイルスが、培養細胞および媒介蚊成体においてデングウイルス2型の増殖に与える影響を検証
した結果、今回用いたウイルスはデングウイルスの蚊成体内での増殖に影響を与えずに共存して増殖可能である
ことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to clarify the effects of non-pathogenic 
insect-specific viruses that co-exist with mosquitoes on replication and transmission when 
mosquitoes are simultaneously infected with mosquito-borne viruses that cause infectious diseases.
Using two types of insect-specific viruses which we have isolated from mosquitoes, we investigated 
the effects of these viruses on the growth of dengue virus type 2 in cultured cells and adult 
mosquito vectors. The results indicated that the infection rate and viral replication of dengue 
virus 2 were not affected by co-infection with these insect-specific viruses in adult Aedes 
albopictus mosquitoes.

研究分野：ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
蚊などの節足動物が媒介しヒトや動物に感染症を起こすデング熱等のウイルス感染症の多くは、未だ予防法や治
療法が確立しておらず、媒介蚊の対策が最も重要である。本研究は、媒介蚊に共存し病原性の無いウイルスの存
在と性状を明らかにし、蚊の中でデングウイルス等の病原性ウイルスの増殖を抑制する方法を検証するものであ
る。媒介蚊を自然界から排除するのは困難であり、蚊に感染する様々なウイルスの特性を理解し利用すること
で、環境に配慮した蚊媒介性ウイルス感染症の予防策を見出す研究である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
昆虫特異的ウイルスであるネジェウイルス群は、世界各地の蚊やサシチョウバエから同定さ
れている 1 本鎖(＋)RNA ウイルスで、新たな分類群として提唱されている未分類のウイルス群
である。ネジェウイルス群のウイルスはアメリカ、ヨーロッパ、アフリカ、アジアの世界各地の
蚊やサシチョウバエから見つかっており、世界的に分布する昆虫特異的ウイルスと考えられる
が、ウイルスの病原性や存在意義に関してはいまだ不明である。ネジェウイルス群のみならず、
蚊には多くのウイルス種が存在しており、そのほとんどはヒトや動物に感染性が無く病原性を
示さないものと考えられる。 
こうした自然界に存在する非病原性ウイルスを以って病原性ウイルスを制する可能性を検証
し、蚊に常在し動物に病原性の無いウイルスの存在を生かし、蚊の生態系を変えること無く病原
性ウイルスの伝播を減らすことで、感染症の流行を阻止するという対策案に繋がる研究として
本研究を実施した。 
 
２．研究の目的 
 
蚊などの節足動物が媒介しヒトや動物に感染症を起こすアルボウイルス感染症の多くは、未
だ特異的予防法や治療法が確立しておらず、媒介蚊の防蚊対策が最も重要であり、生態系を考慮
した効率的な防蚊対策が求められている。 
本研究では、蚊と共存し病原性の無い昆虫特異的ウイルスが、蚊に同時に感染したアルボウイ
ルスの増殖に及ぼす影響を明らかにする。昆虫特異的ウイルス感染蚊によるアルボウイルス制
御法の可能性を示し、蚊媒介性ウイルス感染症の予防策に繋げることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）蚊に感染している昆虫特異的ウイルスの単離と性状解析。 
① ss(+)RNAウイルスであるネジェウイルス群のロレトウイルス(LORV) 
② 新規の未分類 ss(+)RNAウイルスである Hatsudai Tombus-like virus（TLV） 
 
（２）蚊由来培養細胞（ヒトスジシマカ由来 C6/36細胞）において、昆虫特異的ウイルスとの共
感染が各種アルボウイルス増殖効率に及ぼす影響を解析した。 

 
（３）各種継代蚊成体（Aedes albopictus, Aedes aegypti, Culex pipiens）への感染系の確立と、蚊成
体における昆虫特異的ウイルス共感染が各種アルボウイルス増殖効率に及ぼす影響を解析し
た。 

 
４．研究成果 
 
（１）蚊に感染している昆虫特異的ウイルスの単離と性状解析 
① ss(+)RNAウイルスであるネジェウイルス群のロレトウイルス(LORV) 
ボリビアに生息する Psorophora 
属の蚊のライセ―トを、蚊由来細
胞である C6/36細胞に接種し、数日
後に細胞変性（CPE）を認めた培養
上清を継代し、上清中の RNAを次
世代シークエンサー（NGS）にて解
析した結果、LORV を同定した。
C6/36 細胞で増殖させた LORV を
用いて各種の感染実験を実施し
た。 

LORV は蚊由来 C6/36 細胞にお
いて増殖効率が非常に高く、感染
後 12時間から 24時間で CPEが見
られた。 

LORVをモルモットに接種し、ウ
イルスタンパク質を検出する為の
抗体を作出した。LORV抗血清を用
いて、感染細胞におけるウイルス
タンパク発現を検討した結果、感
染後 12 時間でほぼすべての C6/36 図１ 蚊から単離された RNAウイルス 



細胞の細胞質にウイルス抗原が陽性であった。 
培養上清中の LORV をショ糖密度勾配により分画精製し、ウイルス粒子を電子顕微鏡で観察
した結果、50 nm程度の楕円形のウイルス粒子を確認した（図１）。 
 
② 新規の未分類 ss(+)RNAウイルスである Hatsudai Tombus-like virus（TLV） 
日本の初台由来のヒトスジシマカ継代株を用いて RNA-seq 解析を実施した際に、約 2 kb の

RNA ウイルス様の遺伝子が 2 種類検出された。蚊のライセ―トを、C6/36 細胞に接種しウイル
ス単離を試みた結果、CPEが見られた細胞上清において、上記の RNAウイルス遺伝子を同定し
た。このウイルスは未分類の ss(+)RNAウイルスと考えられ、2,303 nt と 1,959 ntの 2つのセグ
メントから成る RNAゲノムを保有していた。昆虫等で見つかっている Tombusvirusに近縁と考
えられた為、一時的な名称を Hatsudai Tombus-like virus（TLV）とした。ウイルス感染細胞上清を
ショ糖密度勾配により分画精製し、ウイルス粒子を電子顕微鏡で観察した結果、50 nm程度の楕
円形の一端に特徴的な形状を持つウイルス粒子を確認した（図１）。 
 
（２）蚊由来培養細胞（ヒトスジシマカ由来 C6/36細胞）において、昆虫特異的ウイルスとの共
感染が各種アルボウイルス増殖効率に及ぼす影響 

 
① LORV（100 or 10 TCID50 /ml）と、フラビウイルス属のジカウイルス（ZIKV）又はデングウ
イルス 2型（DENV2）（5×105 FFU/ml）を、同時又は単独で C6/36細胞に感染させ、24時間後、
48時間後に細胞上清を回収し、上清中のウイルス力価又はウイルスコピー数を qRT-PCRにより
測定した。その結果、ZIKV又
は DENV2 の 48 時間後のウ
イルス量は、単独感染時と比
べてLORVと共感染させた際
に増殖量が低下した。一方
LORV のウイルスゲノム量
は、ZIKV、DENV2との共感
染による増殖への影響は見
られなかった（図 2）。 
 
② TLV (2×104 TCID50 /ml)
と DENV2 (2×105 pfu /ml)を単
独または同時に C6/36 細胞へ
感染させ、24時間おきに 96時
間までの細胞上清を回収し、
各ウイルス量を解析した。そ
の結果、DENV2のウイルス量
は、DENV2単独感染時に比べ
て共感染時に若干の増殖量の
低下が見られた。TLV の増殖
は、DENV2との共感染により
顕著にウイルス量が低下し
た。TLV 増殖は培養細胞にお
いて、DENV2共感染の影響を
受けることが判明した。 
 
（３）各種継代蚊成体（Aedes albopictus, Aedes aegypti, Culex pipiens）への感染系の確立と、蚊成
体における昆虫特異的ウイルス共感染が各種アルボウイルス増殖効率に及ぼす影響を解析 
 
① LORVの成虫蚊、又は幼虫での増殖形態を明らかにするため、in vivo感染実験を実施した。
ヒトスジシマカ、ネッタイシマカ、アカイエカの成虫継代蚊に LORV を人口吸血により感染さ
せ、2週間後の各蚊個体での LORV 感染を qRT-PCR で解析した結果、ヒトスジシマカ、ネッタ
イシマカで感染率が高く、ウイルスコピー数は多くの個体で 108コピー以上であった。また、ネ
ッタイシマカ幼虫への LORV感染実験の結果、幼虫への感染はほとんど認められず、LORVがシ
マカ成虫で効率的に増殖することが判明した。 
ヒトスジシマカを用いた LORV感染系を用いて、LORVが蚊成体内で、DENV2と共感染した
際のウイルス増殖への影響を検討した。ウマ血液に LORV（1×109 /ml）および DENV2（1×107 
/ml）を単独又は両方を加えて人口吸血装置により雌蚊（各群 25匹）に感染させ、2週間後に生
存蚊の各個体におけるウイルス量を qRT-PCRにより測定した。 
その結果、LORVとの共感染による DENV2の感染率、および共感染した個体の DENV2ゲノ
ム量は、DENV2感染単独の蚊と比較し顕著な差が認められなかった。このことから、蚊由来細

図 2 C6/36細胞における LORVと DENV2の共感染 

図 3 C6/36細胞における TLVと DENV2の共感染 



胞での LORV共感染による DENV2増殖抑制の結果と異なり、蚊成体内では、双方のウイルスが
共存し増殖し得ることが明らかとなった（図 4）。 

 
 
 

② TLVは継代飼育ヒトスジシマカ（初台株）に常在していることが判明したことから、日本の
沖縄および京都で採集したヒトスジシマカでの TLV 感染を調査した。その結果、沖縄および京
都で採集したヒトスジシマカから TLVは検出されなかった。ヒトスジシマカにおいて、TLV感
染が DENV増殖に与える影響を検証する為、TLVが感染していない沖縄由来ヒトスジシマカ（浦
添株）の継代飼育株を樹立し、TLV と DENVの共感染実験を実施した。ヒトスジシマカ（浦添
株）に TLVを経口感染後 5日目に DENV2を人口吸血により感染させた群と、DENV2単独感染
群の DENV2感染 2週間後のウイルス量を各個体で検証した。その結果、TLA及び DENV2感染
率共に、単独感染時に比べて、共感染時の感染率とウイルスゲノム量に顕著な差は見られなかっ
た。これらの結果から、ヒトスジシマカ成体内において、TLVは DENV2と共感染が可能であり、
共存による双方のウイルス増殖に明らかな影響がないことが判明した。 

 
 
 
これらの結果から、今回検証した昆虫特異的ウイルスである LORVと TLVに関しては、培養
細胞を用いた in vitro での結果とは異なり、蚊成体内においては DENV2の増殖に顕著な影響を
与えず、双方のウイルスが共存し増殖し得ることが明らかとなった。今後、LORV と TLV の他
のアルボウイルスへの影響や、他の昆虫特異的ウイルスを用いた in vivo でのウイルス増殖への
影響を検証する必要がある。 
 

図 4 ヒトスジシマカにおける LORVと DENV2の共感染 

図 5 ヒトスジシマカ(浦添株)における TLVと DENV2の共感染 
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