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研究成果の概要（和文）：マラリアなどのベクター媒介性感染症の予防にはベクターコントロールが最重要であ
る。しかし近年、既存の殺虫剤の環境や人体への悪影響、殺虫剤耐性蚊の出現などの問題から新たなベクターコ
ントロールの開発が望まれている。そこで本研究では、次世代の殺虫分子として注目されている殺昆虫天然毒
「ヴェノム」の利用に着目し、ステージ特異的ヴェノム発現原虫によるベクター媒介性感染症の制御法の開発を
目指した。解析の結果、蚊に対して強い毒性効果を示すヴェノムが同定され、作製したヴェノム発現原虫のベク
ターステージへの伝播能が確認された。本研究により、ヴェノム発現原虫による新規ベクターコントロール法の
開発が期待された。

研究成果の概要（英文）：Vector control is most important for the prevention of vector-borne diseases
 such as malaria. However, insecticides have a lot of problems such as the adverse effects on the 
environment and human body and the emergence of the insecticide-resistant insects. From these 
backgrounds, the development of a new vector control method is desired. Focusing on the use of “
Venom”, which is insecticidal natural toxins attracting attention as next-generation insecticidal 
molecules, this study was aimed at the development of a new vector-borne diseases control strategy 
by vector stage-specific Venom expression in protozoan. As a result of Venom screening analysis, the
 Venom exhibiting the strong toxic effect on the mosquitoes was identified. Additionally, the 
transmission ability of the recombinant Venom-expressing protozoan was confirmed. These findings 
were expected to contribute the development of a new vector control method.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マラリアは蚊によって伝播されるベクター媒介性感染症の一つであり、未だ年間の死亡者数が約40万人以上を超
える世界最大の感染症である。近年の殺虫剤耐性などの課題を克服する次世代の殺虫分子として、有毒生物由来
の殺昆虫天然毒「ヴェノム」の利用が注目されているが、従来の殺虫剤散布のような使用法では多大なコストを
要することが課題であった。本研究により、蚊に対して毒性作用の高いヴェノムが同定され、作製したヴェノム
発現原虫はベクターステージへの伝播能を有することが示唆された。今後のさらなる研究により、ベクターステ
ージ特異的ヴェノム発現マラリア原虫により蚊を殺傷する新規ベクターコントロール法の開発が期待された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
マラリアは蚊によって伝播されるベクター媒介性感染症の一つで、2016 年の WHO による

報告では年間の死亡者数が約 40万人以上とされており、その感染症対策が急務とされている。
ベクター媒介性感染症の予防法は殺虫剤や殺虫剤処理した蚊帳などによるベクターコントロー
ルが最重要である。しかし近年、既存の殺虫剤の環境や人体への悪影響、さらには殺虫剤耐性
蚊の出現などの問題から新たなベクターコントロールの開発が望まれている。 
近年、注目されている代替法として囮誘引法がある。これは、二酸化炭素・熱・においなど

を吸血源として認識する蚊の習性を逆利用し、血液バッグや誘引動物を囮として吸血させるこ
とで間接的にヒトが吸血されるのを防ぐものである。この手法において、囮となる吸血源に殺
虫成分を含有させることができれば、新規ベクターコントロール法の開発につながると予想さ
れる。 
そこで、哺乳動物に対する安全性と環境負荷の低さから次世代の殺虫分子として注目されて

いる殺昆虫天然毒「ヴェノム」の利用に着目した。ヴェノムは、ハチ・クモ・サソリ等の有毒
生物由来のペプチドまたはタンパク質で構成されるため、既存の殺虫剤とは異なる作用機序に
よる殺虫効果により、殺虫剤耐性の課題を克服することが可能であると期待される。ただし、
ヴェノム分子の抽出・精製および化学合成には多大なコストを要することが課題とされる。 
一方、感染には宿主－病原体という「宿主特異性」が存在する。マラリアを例にすると、マ

ラリア原虫はヒトをはじめとする脊椎動物を中間宿主とし、ハマダラカのみを終宿主とする。
このように、ある病原体は、ある種の宿主にのみにしか寄生しえないという特徴がみられる。 
以上の背景を踏まえて本研究では、この宿主特異性に着目し、ベクターステージ特異的にヴ

ェノムを発現する組換えマラリア原虫を作製し、蚊に感染させることで、病原体自身が蚊を致
死または伝播不能状態にすることが可能なのではないかという着想に至った。この宿主特異性
を逆利用した方法では、従来の殺虫剤散布法と比べて、他の動物種や環境へ悪影響を及ぼすリ
スクが極めて低く、殺虫対象である生物種特異的にヴェノム効果を発揮させることができると
予測される。 

 
２．研究の目的 
 先行研究において、蚊への毒性効果が報告されていたヴェノムでは、病原体に対する毒性効
果もみられていた(Carter V et al., 2013)。本研究で提唱する「ベクターステージ特異的ヴェノ
ム発現性マラリア原虫による新規ベクターコントロール法」を実現するためには、病原体への
悪影響がなるべく少なく、蚊特異的な毒性効果を示すヴェノム分子が望ましい。 
 そこで本研究では、まず、ヴェノムスクリーニング解析による蚊に対して特異的かつより毒
性効果の強いヴェノム分子の同定を目指した。次に、実際にヴェノム発現マラリア原虫を作製
し、蚊へ感染させることは可能であるかを立証し、ベクターステージ特異的ヴェノム発現原虫
による新規ベクター媒介性感染症の制御という方法論の確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
①ヴェノムスクリーニング解析 
先行研究において蚊への毒性が示されている

「Melittin」を陽性コントロールとし、新たに
7種のヴェノム(Venom-A, B, C, D, E, F, G)を入
手し、ヴェノムスクリーニング解析を行った。
ハマダラカは、明暗=16:8、27℃の条件下で継
代飼育されている Anopheles stephensi を用い
た。実体顕微鏡下で二酸化炭素による麻酔で不
動化したハマダラカの腹節基部に 50 µM に調
整したヴェノム溶液または陰性コントロールと
して PBS(-)を約 130 nl の容量でインジェクシ
ョンした(図 1)。インジェクションにはガラスマ
イクロニードル電動インジェクターを用いた。
インジェクション後、飼育用ケージに蚊を移動
させ、麻酔覚醒を確認後、上記条件下で飼育し
た。インジェクション後 7 日間の蚊の生死数をモニタリングした。陰性コントロールと比べて
生存率に有意な低下がみられたヴェノムについては、ヴェノム濃度を段階希釈(0.125－50 µM)
した解析を行い、50%致死量(LD50)を算出した。 
 
②ヴェノム遺伝子導入マラリア原虫の作製 
 本実験のマラリア感染実験には、ヒトへの感染能がなく比較的安全とされる齧歯類特異的マ
ラリア原虫 Plasmodium berghei を用いた。①で同定されたヴェノムについて遺伝子導入用ベ
クターを構築した。プロモーターにはベクターステージ特異的転写活性が見込まれるサーカム
スポロゾイトを選定した。レポータータンパク質の GFP を発現する Plasmodium berghei 
ANKA 株を用いて構築したヴェノム導入ベクターのトランスフェクションを行った。PCR に
より目的遺伝子の導入を確認後、限界希釈法による変異株のクローニングを行った。クローン



変異株は、Inverse PCR およびシーケンス解析により導入箇所を特定した。最後に、クローン
変異株に感染したマウスのハマダラカへの吸血による感染実験を行い、変異株のベクターステ
ージへの伝播能を解析した。 
 
４．研究成果 
ヴェノムスクリーニング解析の結果、イン

ジェクション後 1日目から陽性コントロール
「 Melittin 」に加え、 3 種のヴェノム
(Venom-B, C, E)において蚊に対する有意な
毒性効果が示された(図 2)。LD50 を測定した
結果、「Venom-B」は LD50=4.95x10-6 mg/頭
(7.12x10-13 mol) 、 「 Melittin 」 は
LD50=1.03x10-5 mg/頭(3.6x10-12 mol)であっ
た。モル質量換算で計算すると、「Venom-B」
は「Melittin」よりも毒性作用が約 5 倍強い
ことが示唆された(図 3)。これより、蚊に対
してより強い毒性効果を示すヴェノムが同
定された。 
次に、有意な毒性効果が示されたヴェノム

について遺伝子導入用ベクターを構築し、ト
ランスフェクションにより組換えマラリア
原虫を作製した。一部のヴェノムについて、
クローン変異株の作製に成功した。クローン
変異株のハマダラカへの感染実験の結果、ハ
マダラカにおいて GFP 蛍光が確認されたこ
とから、ヴェノム発現原虫はベクターステー
ジへの伝播能を有することが示唆された(図
4)。 
本研究によって、蚊に対してより強い毒性

効果を示すヴェノムが同定された。さらに、
ヴェノム発現原虫により蚊を致死または伝
播不能状態にする新規ベクターコントロー
ル方法論は実現可能であることが示唆され
た。 
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