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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は，ネッタイシマカに自然感染した蚊共生細菌ボルバキアを活用して、
デング熱流行を制御する安心・安価な技術を開発することである。金ナノ粒子を使った簡便なボルバキア検出手
法の有効性が確認された。また、マニラのネッタイシマカの集団遺伝解析から、幹線道路を横断する蚊の飛翔が
妨げられていることも明らかになった。さらに、メトロマニラで採取した429匹のネッタイシマカ成虫をリアル
タイムPCRによりボルバキア濃度を定量した結果、ボルバキア陽性となった267個体のうち、３つのボルバキア系
統グループ間で、蚊体内のボルバキア濃度に有意な違いがあることが明らかにされた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop a safe and inexpensive technique to 
control dengue fever epidemics by utilizing the mosquito-symbiotic bacterium Wolbachia strains 
infected in the dengue vector Aedes aegypti. The effectiveness of the simple Wolbachia detection 
method using gold nanoparticles proposed by this study was confirmed. Population genetic analysis of
 the Aedes aegypti in Manila also revealed that the flight of mosquitoes crossing large roads was 
limited. In addition, real-time PCR quantification of Wolbachia concentrations in 429 adults Aedes 
aegypti collected in Metro Manila revealed significant differences in Wolbachia concentrations in 
mosquito bodies among three Wolbachia strain groups among the 267 individuals that tested positive 
for Wolbachia. 

研究分野： 熱帯疫学

キーワード： デング熱　ネッタイシマカ　フィリピン　ボルバキア　蚊媒介感染症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ネッタイシマカに自然感染した蚊共生細菌ボルバキアを活用してデング熱流行を制御する手法の活用に繋がる
様々な発見をした。特に、ネッタイシマカ体内で高濃度になりやすいボルバキア株があったことは、蚊体内にお
いて効率的にデングウイルス濃度を制御するために、これらのボルバキア株の活用が有効だることを示唆する有
用な発見となった。

※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 
 近年，東南アジアではデング熱等の蚊媒介感染症が大流行している。蚊は世界で最も多くの人
間を殺す生物である。デングウイルスは「ヒト-蚊-ヒト-」の感染環により流行が拡大する。投薬
等の医学的制御だけではなく，蚊へのウイルス感染や蚊の移動拡散に着目した生態学的制御も
重要であり，環境工学が果たす役割は大きい。 
近年，蚊からヒトへのデングウイルス感染を抑制する昆虫共生細菌ボルバキア（Wolbachia）

が注目されている。ボルバキアとウイルスは競合関係にあり，ボルバキア感染蚊の体内ではウイ
ルスが増幅しない。ボルバキアはメス蚊から子に垂直感染する。したがって，ボルバキアに感染
したメス蚊を環境中に放虫すれば，ウイルスを感染しない安全な蚊への集団置換が進むことが
期待される。近年，オーストラリアやマレーシアなどの世界 8 都市で，ハエから単離したボルバ
キア株を注射したネッタイシマカを大量に放虫する社会実験が試みられているが，その試みは
極めて限定的である。遺伝子汚染の観点から，地域外から持ち込んだ細菌株の環境拡散に地 元
政府・住民の合意を得られにくいからである。さらに，地域ごとのネッタイシマカに遺伝的に適
応した細菌株を使っていないため，垂直感染しにくく，ボルバキア感染蚊が増えにくいとも考え
られている。 
 従来，ネッタイシマカにはボルバキアは自然感染しないと考えられていたが，申請者らはこの
従来の定説を覆し，2016 年にマニラ広域でネッタイシマカにボルバキアが自然感染している事
実を世界で初めて見つけた，その後，他の海外研究グループも複数都市で自然感染を報告してい
る。この自然感染の発見が本申請研究の発想の出発点である。現在もマニラではデング熱が流行
しており，ネッタイシマカのボルバキア感染率 17.7％では低いと考えられる。この感染率を効
率良く高めるための技術開発が本研究課題の核心である。 
 
２．研究の目的 
近年，蚊からヒトへのデングウイルス感染を抑制する昆虫共生細菌ボルバキアが注目されて

いる。本研究の目的は，地域のネッタイシマカに自然感染したボルバキアを活用してデング熱流
行を制御する安心・安価な技術を開発することである。 
 
３．研究の方法 
まず、米国・ミシガン州立大に渡航して，ナノバイオセンサー研究室においてボルバキアの検

出精度を高める金ナノ粒子の最適粒径や密度の設計と共に，金ナノ粒子に固定する DNA 断片の
設計を行った。実際に想定される低濃度かつ低純度の DNA 試料からでも検出できる頑健な技術
を開発を目指した。 
また、フィリピン・マニラで採取したネッタイシマカ成虫から抽出した DNA を使った DNA 多型

解析（マイクロサテライト解析）をした。また、次世代シークエンサーでゲノム情報を迅速に解
読した。各ゲノムから膨大な数の一塩基多型（SNP）領域を検索する。SNP データから地点間の
遺伝子流動の強さ（≒移動個体数）を推定する。遺伝子流動と土地利用区分や道路形状等の多変
量環境データの関係を機械学習モデルで定量化した。 
次に、フィリピン・マニラにおいて，多くの水たまり（バケツ，花瓶等）から蚊幼虫を採取す

る。金ナノ粒子法とボルバキア特異的プライマーによる定量 PCR 法で感染を検査し，母→子の垂
直感染率を推定する。また，一部の個体は体内のボルバキア DNA コピー数を定量し，ボルバキア
量の個体間変動を調べる。ボルバキア DNA の配列も解読することで，蚊体内で増えやすい遺伝系
統をスクリーニングして，放虫に用いるべき系統を明らかにする。 
また、当初予定していたボルバキア感染蚊への集団置換の実証実験については、新型コロナウ

イルス感染症の流行により実施することができなくなったため断念した。 
 
４．研究成果 
まず、米国・ミシガン州立大のナノバイオセンサー研究室とテレビ会議を通じて金ナノ粒子に

よるボルバキア感染検査法の開発を行った（図１）。研究室から特許のかかった金ナノ粒子を分
与していただき，蚊の全身から抽出した DNA からボルバキアに由来する DNA を検出するための
最適な実験プロトコルを見つけるための実験を行った。蚊 DNA に占めるボルバキア DNA の割合

図１ 金ナノ粒子を用いたボルバキア DNA の検出実験の結果。 



が非常に低いので，ボルバキアに
特異的な配列を有する磁石プロー
ブを使ったボルバキア DNA を濃縮
する手法の開発を行った。その結
果、ボルバキア（Target DNA）と
金ナノ粒子を混ぜて２０分間反応
させたチューブの色が変化する反
応が観察されたが、非対象生物の
大腸菌 DNA や水か蚊 DNA では反応
しなかったため、金ナノ粒子によ
りボルバキア DNA を特異的に検出
できることが確認された。しかし、
DNA 濃度が低い場合には、ボルバ
キアの検出はできなかった。 
次に、マニラの 1ｋｍ×2km の小

さい範囲を対象にして 200m 幅の
幹線道路で採取した 376 個体のネ
ッタイシマカ成虫から抽出した
DNA を使って、種内個体間で高い
DNA 多型が見られやすいことが知
られている 11 領域のマイクロサ
テライトマーカーを使った DNA 多
型実験を行った（図２）。その結果，
感染道路を跨ぐ蚊の移動が統計的
有意に制限されていることが分か
った。また，DNA 多型データに基づ
く起源生息地を推定した結果，起
源生息地から幹線道路を渡って採
取された蚊は 26個体（6 .9％）に
止まることも分かった。このこと
から、幹線道路を横断する蚊の飛
翔が妨げられていることが明らか
になった。病原性ウイルスに感染
した蚊がある地域で発生した場合
に、幹線道路を超えた飛翔は制限
されることを前提に、殺虫剤の散
布計画を立てるなども可能にな
る。 
また、メトロマニラ広域から集めた 217 個体のネッタイシマカ成虫から抽出した DNA を使っ

て、ゲノムワイドに一塩基多型（SNP）遺伝子座の遺伝子頻度を推定する Double digest 
restriction-site associated DNA (ddRADseq)解析も行った。その結果、12,771 SNP 遺伝子座
を見つけることができた。これら SNP 遺伝子座を使った集団遺伝解析の結果、雄集団と雌集団の
集団遺伝構造を比較すると、雄集団の方が地域集団間の遺伝的分化が大きく、メトロマニアの地
域間交流が制限されている傾向が明らかにされた。 
 
（３）ボルバキア感染蚊の繁殖と感染の検証 
フィリピンのマニラの 183 世帯から収集したヒトスジシマカ（Aedes albopictus）成虫 12個

体とネッタイシマカ（Aedes aegypti）359 個体、11 世帯の 17 個の水容器から採取したシマカ
属幼虫（n = 509）から、ボルバキアを PCR で検出した．シマカ属幼虫と成虫の DNA は、最適化
されたポリメラーゼ連鎖反応（PCR）条件に従い、wsp マーカーと 16S マーカーを用いてボルバ
キアの有無を調べて、さらに、感染しているボルバキアの塩基配列を決定した。また、昆虫の系
統発生解析に用いられることが多いミトコンドリア DNA の cox1 マーカーを用いた PCR を行
い、ボルバキア陽性サンプルの cox1 マーカーの塩基配列も決定した。 
その結果，ネッタイシマカ成虫 359 個体中 3 個体（0.84%）とヒトスジシマカ成虫 12 個体中

12 個体（100%）がボルバキア陽性であり，幼虫はすべてボルバキア陰性（0/509; 0%）であった．
ボルバキアの検出に用いた二つの DNA マーカーのうち、wsp マーカーでは 6個体のヒトスジシマ
カが陽性となり，16S マーカーでは 3 個体のネッタイシマカと 10 個体のヒトスジシマカが陽性
となった．興味深いことに、1世帯から 3匹のボルバキア陽性のヒトスジシマカが，ヒトスジシ
マカ（wsp と 16S）マーカーとミトコンドリア cox1 マーカーのすべてで単一のハプロタイプを持
っていることが判明した．理論的には、ボルバキアに感染した母個体から生まれた子孫（兄弟姉
妹）はボルバキアゲノムとミトコンドリアゲノムを共有（同じ DNA 配列を有する）。つまり、こ

図２ フィリピン・マニラに生息するネッタイシマカへ
のボルバキア感染状況を調査した183世帯の分布。緑（四
角形）は幼虫が採取された世帯、青（五角形）はボルバ
キア陽性蚊が採取された世帯、赤（三角形）はボルバキ
ア陰性蚊が採取された世帯を表す。 



の世帯で捕獲されたボルバキア陽
性の３個体は、同じ母個体から生
まれ、その母個体からボルバキア
が母系感染したことを示してい
る。この結果は，実験室に確認され
ていたボルバキアの母系感染が、
野外蚊においても起きてることを
示す初の証拠となった。野外採集
した蚊の母系感染を検証するため
に，ボルバキアのＤＮＡマーカー
（wsp と 16S）とミトコンドリア 
DNA のcox1マーカーの塩基配列デ
ータを組み合わせるアプローチの
有効性を示した。 

メトロマニラで採取した 429 匹
のネッタイシマカ成虫をリアルタ
イム PCR によりボルバキ濃度を定
量した。wsp マーカーで陽性となっ
た 267 個体のうち、雌個体よりも
雄個体の方が優位に高い濃度のボ
ルバキアを有していることが明ら
かになった。また、ボルバキアのwsp
配列に基づく系統解析の結果、３つ
の系統グループがメトロマニラに
は存在していた。これら系統グルー
プ間においても、蚊体内のボルバキ
ア濃度に有意な違いがあることが
明らかにされた。 
 

図３ フィリピン・マニラの幹線道路（B の茶色線）に
分断された１３のネッタイシマカ地域集団間の遺伝的
分化。A：１３地域集団間の遺伝的類似関係とそこから
検出された３つの遺伝的グループ。B:１３地域集団の
上記３つの遺伝的グループの位置。 
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