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研究成果の概要（和文）：本研究では、蚊のゲノムに内在するラブドウイルスヌクレオプロテイン様配列(ERNE)の構造
と機能を解明することを目的とした。
その結果、ネッタイイエカ、アカイエカ、チカイエカの一部系統においてERNEの存在を確認された。しかしながらこれ
らERNEは、イエカの系統や個体によってゲノム上の遺伝子構造や配列には多様性があることが判明した。また一部系統
では、当該蛋白質がコードされる方向とは逆のアンチセンス鎖側に相当するRNAのほうがより多く転写されていること
が示唆された。 

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the structure and function of the endogenous 
rhabdoviral nucleoprotein element (ERNE) in the mosquito genomes.
Several laboratory strains of Culex quinquefasciatus, Culex pipiens pallens and Culex pipiens form 
molestus had ERNEs in their genomes. However, the gene structure and sequence of the ERNE varied 
depending on the strain or individual of the Culex mosquitoes. Transcription analysis showed that, in a 
mosquito strain, the antisense RNAs of the ERNE were transcribed more abundantly than the sense strand 
RNAs.

研究分野：衛生昆虫学
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１．研究開始当初の背景 
生物のゲノムには、レトロウイルスに由来
する配列が数多く認められており、これら内
在性レトロウイルス由来の遺伝子が、体細胞
のがん化や哺乳動物における胎盤形成など、
生物の生命現象やゲノム進化に深く関与し
ていることはよく知られている。これまで生
物のゲノムに内在化しているウイルス由来
の配列は逆転写酵素を持つレトロウイルス
のみであると考えられてきた。しかし近年、
様々な生物のゲノム中にレトロウイルス以
外の RNA ウイルスの遺伝子と高い相同性を
示す配列が次々と見出され、生物のゲノムに
はこれまで考えられていた以上に多様なウ
イルス由来の配列が内在化していることが
明らかになってきた (Katzourakis and 
Gifford 2010; Holmes 2011)。我々は最近、
日本脳炎ウイルスの主要媒介蚊であるコガ
タアカイエカ Culex tritaeniorhynchusから、
ラブドウイルス科（－鎖 RNA ウイルス）の
新規ウイルスであるコガタアカイエカラブ
ド ウ イ ル ス Culex tritaeniorhynchus 
rhabdovirus (CTRV) を分離発見し、その性
状について報告した (Kuwata et al. Journal 
of Virology 2011)。CTRVは、分子系統解析
からはショウジョウバエのシグマウイルス
と近縁であったが、特異な粒子形態や細胞核
での複製など、既知のラブドウイルスには見
られない特徴を有していた。さらに興味深い
ことに、病原体を媒介する吸血性節足動物で
ある蚊やマダニのゲノムに、CTRVのヌクレ
オプロテイン（Ｎ）遺伝子と高い相同性を示
す遺伝子が内在化していることを、データベ
ース解析の過程で偶然見出した。そこで吸血
性節足動物のゲノムに内在するラブドウイ
ルス様遺伝子の機能と進化的意義の解明を
目的とした研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
近年、様々な真核生物のゲノムに、レトロ
ウイルス以外の RNA ウイルスに由来する遺
伝子配列が内在化していることが明らかと
なり、その機能と生物進化における意義が注
目されている。最近我々は、蚊から分離発見
した新規ラブドウイルスであるコガタアカ
イエカラブドウイルスの遺伝子解析の過程
で、本ウイルスのヌクレオプロテイン(N)遺
伝子と高い相同性を示す遺伝子が、蚊のゲノ
ムに内在化していることを見出した（下図）。

本研究では、蚊のゲノムに内在するラブドウ
イルスのヌクレオプロテイン様領域
(Endogenous Rhabdoviral N Element; 
ERNE) 遺伝子の構造と機能を解明すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）各種イエカ属蚊における ERNE の分
布 
データベース解析の結果、イエカ属蚊の
ERNE はゲノム上に２つのイントロンを含
む遺伝子として存在していることが推察さ
れた。そこでまず、様々なイエカ属蚊種およ
び系統における ERNE 配列の有無について
調査した。対象として選んだ９種１３系統の
イエカ属蚊飼育系統よりそれぞれのゲノム
DNAを抽出した（２～１０個体／系統）。次
に ERNE の第２、３番エクソン領域に特異
的プライマーを作製し、増幅産物の有無を調
べた（下図）。 

 
（２）ERNE近傍領域の遺伝子配列の決定 
 ERNE が蚊ゲノムに挿入される機構とし
てはトランスポゾン等の転移因子の存在が
考えられる。そこで、本研究では ERLN近傍
領域の遺伝子配列の決定を試みた。すなわち、
ERLN が含まれると考えられるゲノム領域
（195000～204000）について特異的プライマ
ーを設計し、PCRを行い、得られた増幅産物
について塩基配列を決定した。 
 
（３）イエカ属蚊における ERNE 遺伝子の
RNA発現検証 
蚊細胞内においてERNEがRNAとして存
在するか検証するため、蚊より RNA を抽出
し、ERNE 特異的プライマーを用いて
RT-PCRを行った。また、転写の方向性を検
証するために、strand-specific RT-PCRを行
った。 
 
（４）ERNEの起源についての分子系統学的
検討 
検出された ERNE 遺伝子について、各種
ラブドウイルスの N 蛋白質コアモチーフの
アミノ酸配列に基づいた分子系統解析を行
った。 
 
４．研究成果 



（１）各種イエカ属蚊における ERNE の分
布 
９種１３系統のイエカ属蚊飼育系統より
それぞれゲノム DNAを抽出し、ERNE特異
的プライマーを用いて PCR を行った。その
結 果 、 ネ ッ タ イ イ エ カ Culex 
quinquefasciatusのHRN系統と SGP系統、
ならびにチカイエカ Culex pipiens form 
molestusの TTK系統において、予想される
サイズの増幅産物が得られた。各産物のシー
クエンス解析を行った結果、これらは ERNE
配列であることが確認された。なお、アカイ
エカ Culex pipiens pallensの RNS系統にお
いては、ERNE遺伝子の一部断片のみが見出
された。いずれの蚊系統においても、ERNE
遺伝子を持つ個体と持たない個体が混在し
ていることが明らかとなった。また、ERNE
遺伝子の有無について、雌雄間で特段の差は
認められず、同性個体でも ERNE 遺伝子を
持つ個体と持たない個体が混在していた。  
 
（２）ERNE近傍領域の遺伝子配列の決定 
イエカ属蚊９系統を対象に、ERNEが含ま
れると考えられるゲノム領域（195000～
204000）について特異的プライマーを設計し、
ロング PCRを行った。その結果、SGP系統、
NIID系統、NSM系統、RNS系統、TTK系
統の各イエカ系統において長鎖の増幅が確
認された。なお、SGP系統、TTK系統の PCR
産物内には ERNEが認められ、RNS系統で
は ERNEの一部が認められた。一方、NIID
系統、NSM系統では ERNEの存在が確認で
きなかった。それぞれの ERNE について塩
基配列を決定し、遺伝子構造を比較した（下
図）。（１）の結果と併せて考えると、ERNE

配列が検出された蚊種または系統すべての
個体が ERNE 遺伝子を完全な形で保持して
いるのではなく、蚊系統または個体によって
ゲノム上の遺伝子構造や配列にはかなりの
多様性があり、相互に異なる場合があること
が明らかとなった。 

 
（３）イエカ属蚊における ERNE 遺伝子の
RNA発現検証 

ERNE 遺伝子に由来する転写物を調べる

目的で、ERNE遺伝子の増幅が顕著にみられ
たネッタイイエカ SGP 系統ならびにチカイ
エカの TTK 系統（各系統雌雄２個体）を用
いて RNA を抽出し、以下の実験を行った。
各 RNA抽出物を DNase処理後、RT-PCRを
行った結果、予想される位置に増幅産物が確

認された（下図 B）。一方、同じ核酸抽出物
を用い、逆転写反応を介さないで PCR を行
った結果、増幅産物は確認されなかった（下
図 A）。さらに、Oligo-dT プライマーを用い
た逆転写反応後、ERNE特異的プライマーを
用いて PCR 反応を行ったが、明瞭な増幅産
物は確認されなかった。以上の結果から、蚊
の細胞内でERNEに由来するRNA転写物は
存在すると考えられるが、ERNE 遺伝子が
mRNA として発現まで起こっているかは確
認できなかった。 
さらに、転写の方向性を strand-specific 

RT-PCRにより調べたところ、当初の予想に
反して ERNE 遺伝子のコードされる正方向
（センス鎖側）の転写物は比較的少なく、逆
に蛋白質をコードしないアンチセンス鎖側
の転写が圧倒的に優勢であることが示唆さ
れた。また、センス鎖側の転写物については、
未知のイントロンの存在を考慮しても、オー
プンリーディングフレーム内に in-frame の
停止コドンが存在するようであり、完全な蛋
白質をコードしない可能性が考えられた。こ
のため、当初計画していた ERNE 遺伝子の
翻訳産物を標的としたノックアウトによる
表現型解析については現時点で再検討を要
することとなり、まず ERNE 遺伝子の転写
機構を詳細に検討する必要があると考えら
れた。 
 
（４）ERNEの起源についての分子系統学的
検討 
検出された ERNE 遺伝子について、ラブ
ドウイルス N 蛋白質コアモチーフのアミノ
酸配列に基づいた分子系統解析を行った結
果、これらイエカ属蚊ゲノムへの ERLNのイ
ンテグレーションは比較的最近起こったこ
とが推察された（下図）。 
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