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研究成果の概要（和文）：ハマダラカにおける吸血や血液消化に重要な遺伝子を明らかにするため、性分化遺伝
子のノックアウトに伴いメスで血液消化が出来ないハマダラカ系統において中腸や唾液腺の遺伝子発現を解析し
た。中腸においては野生型との網羅的な比較解析を行い、野生型と比べて吸血後の発現量に差がある遺伝子群を
明らかにした。それらの遺伝子のうち、アミノ構造から消化酵素と予想されるアミノペプチダーゼ遺伝子につい
てCRISPR/Cas9によるノックアウト解析を行い、雌の妊性に関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate genes important for blood feeding and digestion in 
anopheline mosquitoes, gene expression of the midgut and salivary glands of female that exhibited 
the dysfunction in blood digestion due to knockout of the sex differentiation gene was analyzed. In 
the midgut, comprehensive comparative analyses were performed between this females and wild-type 
females, and genes with the different expression levels were clarified. Among these genes, the 
aminopeptidase gene, which is predicted to be a digestive enzyme based on the amino structure and 
homology searches, was subjected to knockout analysis by CRISPR/Cas9 and revealed to be involved in 
female fertility.

研究分野：昆虫発生学・遺伝学、衛生動物学、寄生虫学

キーワード： 吸血　発生・分化　ゲノム編集　害虫防除　ベクターバイオロジー　性分化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では血液消化不良をおこすハマダラカ系統を用いることで、血液消化・吸収に関与する可能性のある遺伝
子群を明らかにするとともに、これらの遺伝子発現の制御に性分化遺伝子が直接的あるいは間接的に関与するこ
とを明らかした。ハマダラカにおいて中腸や唾液腺は血液の消化・吸収や吸血行動に重要なため、これらの組織
で発現する遺伝子を制御できれば、吸血不良や消化不良などによる妊性低下や致死により蚊の防除が期待出来
る。本研究で明らかになった遺伝子群はマラリアベクター制御のための新しい標的になることが期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ハマダラカはマラリアの病原体（マラリア原虫）を媒介する疾病媒介昆虫（ベクター）である。
従って、ハマダラカを減らすことは非常に有効なマラリア対策である。しかし、既存の殺虫剤は
耐性個体の出現や環境中への残留物による人体・生態系へ影響があり、新しい制御法開発が課題
となっている。 
 ハマダラカの中腸は通常の餌からの栄養分を吸収することに加えて、吸血後の血液消化やそ
の吸収にも重要な器官である。また、唾液腺は吸血を円滑に行うための唾液の産生に重要な器官
である。さらには、どちらもマラリア原虫の媒介に重要な器官でもある。これらの器官の解析か
らはベクター制御・マラリア制御に向けた標的分子の同定が期待できる。蚊の吸血はメスが卵黄
タンパク質の材料としての栄養源を得るための現象であるため、吸血・血液消化に関わるメス特
異的な制御機構があると考えられているが、未だに in vivo で機能が解明された分子は少ない。
これまでは遺伝子ノックアウトの実験系がなく解析の障害であったが、近年、ゲノム編集技術が
蚊にも導入され、遺伝子破壊による機能解析実験が可能になってきた。 
 研究代表者はハマダラカ（Anopheles stephensi）における遺伝子操作技術を有しており、ゲ
ノム編集も導入している。これまでに、性分化に関わる doublesex（dsx）遺伝子において雌特
異的アイソフォーム（dsxF）のノックアウト系統（dsxF-KO）を作製している。この系統では雌
が吸血行動を示すが、中腸での血液の消化不良が見られることを見出していた。このことから、
dsxF-KO 系統の雌中腸で発現が変化する遺伝子を解析し、それらの遺伝子の機能解析を行うこと
で、吸血・血液消化、卵成熟などに重要な分子を同定できると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
dsxF-KO 系統と野性型のメス成虫の吸血後の中腸において RNA-Seq を行い、各遺伝子の発現量
を比較する。dsxF-KO 系統で発現の低下、あるいは欠失が見られる遺伝子を解析し、血液消化に
関わる候補遺伝子を検索する。それらの遺伝子について野性型個体で吸血前から継時的に qRT-
PCR 解析を行い、吸血（消化）に伴って発現誘導が起こるか調べる。 
 上記で得られた発現情報を元に血液消化に関わる候補遺伝子を選抜し、ゲノム編集を利用し
てノックアウト系統を作出する。血液消化、不妊、致死への影響を解析し、血液消化に必須な遺
伝子かどうか評価する。 
 唾液腺にもメス特異的な機能があると考えられてるため、dsxF-KO 系統の吸血時についても吸
血量、吸血に要する時間などを詳細に調べる。dsxF-KO 系統唾液腺の遺伝子発現、タンパク質量
について野生型と比較を行い、吸血に重要な新規遺伝子の検索、機能解析を行う。 
 
 
３．研究の方法 
(1) dsxF-KO 系統中腸での発現遺伝子解析 
dsxF-KO 系統の中腸では、血液消化に重要な遺伝子発現の低下あるいは欠失が考えられる。そこ
で、この系統と野生型系統のメスの中腸サンプルを用いてトランスクリプトーム（RNA-seq）解
析を行う。相同性検索（BLAST）などの情報をもとに消化に重要と推測される遺伝子を選抜する。 
血液消化に関わる遺伝子は、吸血後に初めて発現、あるいは発現が増大すると予想される。そこ
で選抜した遺伝子について野生型の中腸での発現を吸血前から経時的に定量 RT-PCR で確認する。
また、それらの遺伝子を dsxF-KO 系統の中腸でも同様に定量 RT-PCR で解析し比較する。得られ
た結果を総合し、ノックアウト解析する中腸遺伝子を選抜する。 
 
(2) 中腸遺伝子のノックアウト系統の作出と解析 
CRISPR-Cas9 を利用して、選抜した遺伝子に対するノックアウト個体を作製し、系統化する。樹
立した系統でも吸血実験を行い、表現型解析から消化・吸血や卵成熟に重要かどうか評価する。 
 
(3) dsxF-KO 系統の吸血行動および唾液遺伝子の解析 
dsxF-KO 系統では唾液遺伝子の発現が抑制され、吸血行動にも影響が出ていることも考えられる。
マウスへの吸血行動を解析し、吸血の成功率、血管の探索時間、吸血量などを調べる。吸血行動
に異常が見られる場合は、唾液腺サンプルでの発現比較解析を行う。in vitro 解析が進んでい
る唾液遺伝子 aapp（anopheles antiplatelet protein）、apyrase などから優先的に解析を行い、
発現に大きく差が見られるものについてはノックアウト解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
(1) dsxF-KO 系統中腸での発現遺伝子解析 
野生型雌成虫個体（以下：野生型雌）及び dsxF-KO ヘテロ接合雌個体（以下、dsxF-KO 雌）にお
いて、それぞれ吸血前と吸血12時間後の中腸から抽出したRNAを用いてRNA-Seq解析を行った。
その後、吸血前と吸血 12時間後において、それぞれ野生型雌と dsxF-KO 雌間で遺伝子発現量の
比較を網羅的に行った。その結果、吸血前で野生型雌と dsxF-KO 雌間で発現量に差が見られたの
は 10遺伝子であった。また吸血 12時間後では 49遺伝子で発現量に差が見られた。これら遺伝



子について BLAST 解析やアミノ酸のドメイン解析を行ったところ、吸血 12 時間後の dsxF-KO 雌
で発現が低下している遺伝子に、プロテアーゼ活性を有することが推測されるものが１つ見ら
れた。 
さらに、吸血後 24時間の中腸でも RNA-Seq 解析を行い、野生型雌と dsxF-KO 雌間で遺伝子発現
量の比較を網羅的に行った。その結果、5,273 遺伝子で発現量に差が見られ、発現が上昇するも
のが 2,331 遺伝子、低下するものが 2,942 遺伝子であった。これら遺伝子についても BLAST 解
析やアミノ酸のドメイン解析を行ったところ、発現が顕著に低下（8倍以上）するものにはアミ
ノペプチダーゼ、アンモニア代謝関連遺伝子、トランスポーターが含まれていた。これらは過去
の文献などからアミノ酸の消化・吸収やその後のアンモニア代謝に関与することが推測される。
発現が顕著に減少している遺伝子のうち、アミノペプチダーゼ N様遺伝子（APNL）とグルタミン
合成酵素遺伝子（GS）について、継時的な qRT-PCR 解析を行い、野生型雌では吸血後発現が一度
大きく上昇するのに対
して、dsxF-KO 雌では吸
血後24時間から96時間
に至るまで発現が低い
まま（APNL）、もしくは上
昇の幅が低い（GS）こと
が明らかになった。 
一方で、消化初期に働く
酵素として知られるト
リプシンやキモトリプ
シン類については、吸血
後12時間及び24時間ど
ちらでもあまり発現量に変化がなかった。 
 
(2) 中腸遺伝子のノックアウト系統の作出と解析 
まず、中腸遺伝子のノックアウトを行うにあたり、これまでは遺伝子ノックアウトは TALEN で行
なっていたが、CRIPSR/Cas9 系を導入を試みた。眼の色素遺伝子（kmo）と体色遺伝子（yellow）
の可視的な表現型が期待される二つの遺伝子に対しての gRNA を設計・作製し、Cas9 タンパク質
との複合体を初期胚に注入することにより、それぞれゲノム DNA への変異の導入に成功した。 
 上記で確立した技術を用いて、APNL 遺伝子についてノックアウト系統の作製を行い、遺伝子
ORF 中に塩基の欠損を起こした変異系統の樹立に成功した。この系統では変異によって標的遺伝
子のアミノ酸の読み枠にフレームシフトが起こることから、タンパク質の機能が破壊されてい
ると推測された。この変異系統（以下、APNL-KO 系統）の KOホ
モの雌個体をマウスに吸血させたところ、吸血 4 日後には野生
型と同様に中腸での血液の残存は見られなかった。しかしなが
ら、KOホモ個体では吸血後の卵巣において成熟卵の数に顕著な
減少がみられた。このことについては、APNL 欠損は血液消化の
初期には影響を及ぼさないが、後期のペプチドの分解に影響を
及ぼしている可能性が考えられる。また、幼虫期での餌の消化
異常に伴う栄養不足の可能性も考えられる。このことに関して
は今後、野生型及び dsxF-KO 系統において成虫以外の発生段階
での APNL 遺伝子の発現の比較を行い、明らかにする必要があ
る。一方、APNL-KO 系統の KO ホモの雄個体では特に交尾や子孫
の発生率への影響はみられていない。以上の結果から、APNL は
雌の妊性に関与することが考えられ、APNL が雌の妊性を制御す
る標的になる可能性が示唆された。 
また、GS 遺伝子に関しては、ネッタイシマカでは中腸の囲食膜の形成に関わる可能性が報告さ
れている。囲食膜は昆虫における食物の消化や微生物からの防御に重要な構造で、蚊では吸血後
に囲食膜が発達することが知られている。今後、GS の機能解析や dsxF-KO 雌における囲食膜の
解析を行うことで、吸血時の囲食膜発達メカニズムの解明につながることが期待できる。 



 
(3) dsxF-KO 系統の吸血行動および唾液遺伝子の解析 
dsxF-KO 系統の蚊の吸血行動をマウスを用いて解析した
ところ、dsxF-KO 雌は野生型雌と同等に吸血対象に対する
プロービング行動を示すことが分かった。一方で、吸血量
を中腸内のヘモグロビンの量で比較したところ、dsxF-KO
雌では野生型に比べて吸血量が少ない個体が多く見られ
ることがわかった。 
唾液腺抽出物を用いた SDS-PAGE 解析では、dsxF-KO 雌と
野生型の間で比較してタンパク質量に差のあるバンドが
確認できなかった。過去の報告から吸血時に関与してい
ることが示唆されている唾液タンパク質遺伝子から
aapp、apyrase を含む 6 種について定量 RT-PCR 解析を行
ったところ、dsxF-KO 雌と野生型雌との間で mRNA の発現
量に有意差は見られなかった。、 
dsx は昆虫の性特異的な形態の発現にも働くことが知られているため、dsxF-KO 雌の口器の微細
構造に影響が出て、その結果、吸血不良の個体が多い可能性も考えられる。 
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