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研究成果の概要（和文）：ネパールのカトマンズ、バラトプル、ポカラの3都市で、道路沿いの使用済みタイヤ
からネッタイシマカとヒトスジシマカの幼虫を採集し、殺虫剤抵抗性解析と電位感受性Na+チャンネルの変異検
出を行なった。その結果、ネッタイシマカにV1016G変異が多く見つかり、この変異と殺虫剤耐性に有意な相関が
あることが明らかになった。ヒトスジシマカでは本分子に変異は見いだされず、また殺虫剤耐性もそれほど高く
はなかった。
　ネッタイシマカの本分子を培養細胞で発現させ、自動パッチクランプ解析を行った。その結果、本分子由来の
電流を検出することができたが、阻害解析に用いる為には十分では無く、発現システムの検討が必要と考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：Larvae of Aedes aegypti and Ae. albopictus were collected from used tires 
located along the streets of Kathmandu, Bharatpur, and Pokhara in Nepal, and subjected to 
insecticide resistance analysis and voltage-sensitive Na+ channel (VSSC) mutation detection. As a 
result, many V1016G mutations were found in Ae. aegypti, and those mutations were shown to be 
significantly correlated with the level of insecticide resistance. No mutation was found in VSSC 
molecule of Ae. albopictus, and insecticide resistance level of this species was not so high 
compared to that of Ae. aegypti. 
 When Ae. Aegypti VSSC (wild-type) molecule was expressed in cultured mammalian cells and an 
automated patch clamp analysis was performed, a current presumably derived from this channel 
molecule was detected, while the level of current was not high enough for further inhibitor 
analysis.

研究分野：衛生動物学　分子細胞生物学

キーワード： 殺虫剤耐性　電位感受性ナトリウムチャンネル　ネパール

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
世界各地域の疾病媒介蚊の電位感受性Na+チャンネル分子にどのような変異が起こっているのかを明らかにする
「変異のカタログ化」解析は十分に進んでおらず、また殺虫効果の比較解析に用いることができる、本チャンネ
ル分子を恒常的に発現する細胞は存在しない。このような状況の中、本研究ではネパールにおけるAedes属蚊の
殺虫剤感受性情報状況を明らかにした。また本チャンネル分子を効率よく哺乳類培養細胞で発現させるシステム
を構築した（一定程度の電流を計測）。今後、発現させる細胞の検討を行うことにより、新規薬剤スクリーニン
グシステムの開発につながると考えられる。

※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。



１．研究開始当初の背景 
 疾病媒介蚊、なかでも Aedes 属蚊（ネッタイシマカ Aedes aegypti, ヒトスジシマカ Aedes 
albopictus）のコントロールは喫緊の課題となっている。殺虫剤、なかでも殺虫効力とともに
環境中での安定性に優れるピレスロイド剤は殺虫剤の主成分として使われてきており、疾病
媒介蚊のコントロールに多大な貢献をしてきた【1】。しかし、ピレスロイド剤の大量使用は
対象害虫にピレスロイド抵抗性を誘導する結果となり、ピレスロイド剤を用いたコントロー
ルに世界的に支障が生じてきている。ピレスロイド抵抗性の主要な原因としてはその作用点
である神経の電位感受性 Na+チャンネルに対する阻害効果の減少（ノックダウン抵抗性(kdr)）
と体内での代謝酵素の活性増大の 2 つが代表的であるが、特に前者の kdr 変異は協力剤等の
使用による防除対策が不可能で、疾病媒介蚊の難防除問題の主要因となっている。 
しかしながら、世界各地域の疾病媒介蚊で本 Na+チャンネル分子のどの部分にどのような
変異が起こっているのかを明らかにする「変異のカタログ化」解析は十分に進んでいない。
またそれらの変異による、本 Na+チャンネル分子のピレスロイド剤に対する感受性の変化も、
一部の変異を除いて明らかにされていない。また、殺虫効果の比較解析に用いることのでき
るマテリアル〈Na+チャンネル分子を恒常的に発現する細胞〉は存在しない。このことはピレ
スロイド剤をベースにした誘導体の各種変異型 Na+チャンネル分子に対する阻害効果解析、
新規薬剤のスクリーニングを進める上での大きな障害となっている。 

 
２．研究の目的 
上記の背景をもとに、本研究は ① Aedes 属蚊の遺伝子変異情報収集（カタログ化）を行
い、② 殺虫効果の比較解析に用いることのできるマテリアル〈Na+チャンネル分子を発現す
る細胞〉の作製を目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
① 電位感受性 Na+チャンネルの kdr 変異情報収集（カタログ化） 
1 フィールド選択 
フィールド調査解析を行う地域として、Aedes 属蚊の kdr 変異情報の報告が十分でない地域
であること、解析の現地拠点があること、治安が安定していること。以上にあてはまる場所と
して、ネパールを選択し、さらに気候条件の異なる Kathmandu、Bharatpur、Pokharaの 3都市
地域をフィールドに設定した。 

 
2 蚊の幼虫採集と簡易殺虫剤感受性試験 
上記各都市の主要道路を走行し、道路沿いにある使用済みタイヤから蚊の幼虫の採集を行っ
た。ノックダウン感受性を評価するために、簡易殺虫剤感受性試験を採集日当日に行った。2
種類の濃度の d-T80-allethrin （0.1 および 0.4 ppm）を使用し、各幼虫のノックダウンまでの
時間を記録し、ノックダウン時間中央値 (KT50)を表 1のようにスコア化した。さらに感受性指
数を、0.1 ppm と 0.4 ppm でのスコアの積として求めた（従って、感受性指数 1 は d-T80-
allethrin に対して最も感受性の高い蚊、感受性指数 36 は d-T80-allethrin に対して最も感受性
の低い蚊を意味する）。感受性試験後、Rattanarithikul らの指標に従って各幼虫の形態的識別
を行い、その後の分析のために各幼虫を 100% エタノールに入れて保存した。 
 
表 1. ノックダウン感受性のスコア 
ノックダウン時間中央値 (KT50) スコア 

5 分未満 １ 

5 ～ 10 分未満 ２ 

10 ～ 15 分未満 ３ 

15 ～ 20 分未満 ４ 

20 ～ 30 分未満 ５ 

30 分以上 ６ 

 



3．変異解析 
 殺虫剤感受性試験後、採集場所あたり 20 匹の幼虫に対して PCR を行い、さらにシーケン
ス解析を行うことにより、S989P, I1011M, L1014F, V1016G, F1534Cの変異を検索した。 
 
② 殺虫効果の比較解析に用いることのできるマテリアルの作製 
1. 発現コンストラクト作製と発現細胞  

Ae. aegypti 電位感受性 Na+チャンネルWT（野生型）α鎖とβ鎖の cDNAのクローニングを
PCRにより行った。さらに、これまでに蚊の Na+チャネル分子を哺乳類細胞で発現解析を行っ
た例が無いため、ゲノムへの遺伝子導入方法（2 hit 2 oligo 法【2】、DICE法【3】）と発現さ
せる細胞(HEK293, CHO-K1)の検討を行った。 
 
2. 自動パッチクランプシステムによる解析 
 SyncroPatch 384i（Nanion）を用いて発現コンストラクト導入細胞の電流値を測定し、Na+ 
channel解析標準プログラムで解析を行った。 
 
４．研究成果 
① 電位感受性 Na+チャンネルの kdr 変異情報収集（カタログ化）【4】 
ネパールの 3つの都市で使用済みタイヤから 880 匹の幼虫を採集した。そのうち 442 匹が 

Ae. aegypti、359 匹が Ae. albopictusであった。79 匹はイエカ種を含む他の種であった。45地
点の採集地のうち、33地点で Ae. aegypti、35地点で Ae. albopictusの幼虫を確認した。 Pokhara
では他の都市と比較して Ae. aegyptiが優勢であった（χ2 = 75.4、df = 2、P < 0.0001）。 
図 1に３都市の Ae. aegyptiの感受性指数の分布を示す。高い感受性指数（> 30）（強い抵抗
性）は、Bharatpurの 13 採集地の 3地点、Kathmanduの 8採集地の 3地点、および Pokharaの 
11採集地の 5地点で記録された。 

 
図 1. 3 都市における Ae. aegypti幼虫の感
受性指数の分布 
感受性指数は、簡易殺虫剤感受性試験結果
により求めた。各円内の色は感受性指数を示
し、指数が大きいほど、d-T80-allethrin に対
する感受性が低い（抵抗性が強い）。引用文
献４Fig. 2を改変。 

 
 V1016G 変異頻度は F1534C 変異頻度より高かった。V1016G 変異は Bharatpur に比べて、
Kathmanduと Pokharaで高頻度に検出された。F1534C 変異の頻度は、Pokharaで最も高かった。 
S989P 変異は Pokharaで収集された Ae. aegypti幼虫 1匹からホモ接合体として検出された。感
受性指数と V1016G 変異との間には有意な相関関係が検出されたが (R2=0.32、P=0.0009)、
F1534C ではそのような相関関係は検出されなかった (R2=0.040、P=0.28)。 

Ae. albopictus の感受性指数は Pokhara の 1 か所（感受性指数 18)を除き. すべての採集場所
で 15未満であり（図 2）、Ae. aegypti に比べて低く、d-T80-allethrinに対する感受性は高いこ
とが明らかになった。また Ae. albopictus 359 匹からは、L982、S989、I1011、L1014、V1016、
F1534の部位での変異はいずれも検出されなかった。 

 
図 2. Ae. albopictus 幼虫の感受性指数の
分布 
感受性指数は、簡易殺虫剤感受性試験結
果により求めた。 各円内の色は感受性指数
を示し、指数が大きいほど、d-T80-allethrin
に対する感受性が低い（抵抗性が強い）。引
用文献４Fig. 5を改変。 



ネパールの Ae. aegyptiでは、V1016G変異とピレスロイド耐性との間に相関が検出されたが、
この V1016G 変異は東南アジア諸国で高頻度に報告されている【5, 6】。地球温暖化による生
息域拡大と使用済みタイヤに産みつけられたAedes属蚊の卵がタイヤの輸送と共に各国へ拡散
していることにより、Aedes属蚊が生息域を広げている。ネパールにおける Ae. albopictusの報
告は 1950 年代からあったが、Ae. aegyptiの最初の報告はごく最近の 2009年のことであり、ネ
パールへの Ae. aegypti 移入は最近の出来事であると考えられる【7】。またネパールにおいて
はベクター防除のための殺虫剤の使用が限られてきたことがあり【8】、上記とあわせて考え
ると、kdr 変異はネパールで選択されたものではなく、変異を有する蚊の侵入によって国外か
ら導入された可能性が高いと考えられる。 
さらに詳細な状況を解析するために、ネパール近隣国でのフィールド調査を検討したが、

COVID-19の影響で実施には至らなかった。 
 
② 殺虫効果の比較解析に用いることのできるマテリアルの作製 

Ae. aegypti電位感受性 Na+チャネルのα subunitに対するプライマーを用いて PCR増幅を行
った結果、6330bpの増幅産物が得られた。またβsubunitに対するプライマーを用いて PCR増
幅を行った結果 1491bpの増幅産物が得られた。 
 
発現ベクターにα鎖とβ鎖を組込んだもの、α鎖のみを組込んだもの、それぞれを２Hit 

2Oligo 法で HEK293 細胞ゲノムのセーフハーバーAAVS1 領域に導入した。Puromycin でスク
リーニング後、シングルセルクローニングを行った。それらの細胞の電気生理学的プロファイ
ルを、自動パッチクランプを用いて解析を行った結果、図 3のようにα鎖とβ鎖を組込んだも
ので、Ae. aegypti 電位感受性 Na+チャンネル由来と考えられる電流（-200～-500 pA）が検出さ
れた。この値は HEK293 細胞の内在性のもの（約-100 pA）と比較して最大で約 5 倍量であっ
たため、阻害剤による解析を行うためには、十分ではないと考えられた。 

 

 
図 3. HEK293 細胞で発現させた Ae. aegypti 電位
感受性Na+チャンネルの自動パッチクランプ解析 
 解析ウインドウごとに個別の細胞の結果を示す。
Control：HEK293 細胞。α:α鎖を導入した細胞。
α＋β：α鎖とβ鎖を導入した細胞。 
 
 

 上記の結果より、HEK293細胞より内在性電流値が低い CHO-K1細胞を選択し、新たに発現シ
ステムの構築を行った。α 鎖と β鎖を 2A配列で連結し、ドキシサイクリン(DOX)で発現誘導可
能なプロモータの制御下においた。本コンストラクトを DICE法で V (CHO-K1)細胞にトランス
フェクション後、シングルセルクローニングを行い、発現コンストラクトがゲノムに組み込まれ
た PA3細胞を得た。PA3細胞を 33℃と 37℃の温度で培養を行い、DOX (100ng/mL)で 48時間の
発現誘導を行った。DOX による 48 時間の発現誘導で α 鎖の蛋白レベルでの発現を確認したう
えで、PA3細胞の電気生理学的プロファイル解析を、自動パッチクランプを用いて行った。その
結果、PA3 細胞では V (CHO-K1) 細胞と比較して、33℃と 37℃のいずれの培養温度を用いても
Ae. aegypti 電位感受性 Na+チャンネル由来と考えられる電流は検出されなかった（図 4）。 



 
 
図4. CHO-K1細胞で発現させた Ae. aegypti 電位感受性Na+チャンネ
ルの自動パッチクランプ解析 
 解析ウインドウごとに個別の細胞の結果を示す。V: Control 細胞。
PA３:α鎖とβ鎖を発現。33 は 33℃で培養、37 は 37℃で培養。いず
れもDOX (100ng/mL)で 48 時間の発現誘導を行った。 
 
 
 

本研究では蚊の Na+チャンネル分子を哺乳類の培養細胞で機能を持ちながら発現させた報告
例が無いため、他の生物種のチャネル分子の発現に用いられことが多い HEK293 細胞と CHO-
K1 細胞を用いて発現検討を行った。HEK293 細胞では Ae. aegypti 電位感受性 Na+チャンネル由
来と考えられる電流を検出することができた。しかしながら阻害剤によるプロファイル解析を
行うには十分ではないと考えられた。そこで、CHO-K1 細胞に変更したが、CHO-K1 細胞は
HEK293 細胞に比べて、10kb を越えるコンストラクト全体をゲノム上の目的の位置に導入する
ことが難しかったため、DICE法を利用することとした。DICE法を用いることで高効率にCHO-
K1 細胞上に遺伝子を導入することが可能となり、α鎖とβ鎖を DOX で発現誘導可能な細胞を
得ることができた。実際に DOX による発現誘導がかかることが明らかになったが、Ae. aegypti 

電位感受性 Na+チャンネル由来の電流を検出することができなかった。 

上記の原因は不明であるが、Xenopus の Oocyte を用いたシステムでは発現されていることか
ら【9】、低温での培養が可能な昆虫細胞で発現させる。あるいは同様にHEK293 細胞、CHO-K1
細胞では発現が困難であった他の生物種の電位感受性 Na+チャンネルの発現に成功した報告例
がある ND7/23細胞を用いることなどを検討していきたい【10】。 
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