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研究成果の概要（和文）： 網羅的ウイルス探索法（RDV 法）を改良することによって，多様

なウイルス種の同定と発見が可能になった．ベトナム捕集蚊から日本脳炎ウイルス，Dak Nong 
virus（新規のメソニドウイルス科），Culex flavivirus，Nam Dinh virus，Banna virus を分

離した．フィリピンの Culex vishnui から Negev virus を分離し，加えて複数の感染性因子の

存在を明らかにした．本邦産 Culicoides 属ヌカカから Shamonda virus と Sathuperi virus を

分離し，それらウイルスの遺伝子情報を基にウイルス診断系を確立した．フィリピンルソン島

ではネッタイシマカが主要なデング熱媒介蚊であることを推察し，ピレスロイド系殺虫剤抵抗

性の遺伝子を持つ集団がルソン島全域に分布していることを明らかにした． 
 
研究成果の概要（英文）：Improved system for rapid determination of viral RNA sequences 
(RDV) contributed to the identification and discovery of various types of the viruses. In 
Vietnam, Japanese encephalitis virus, Dak Nong virus (unclassified Mesonidoviridae), 
Culex flavivirus, Nam Dinh virus and Banna virus were isolated from mosquitoes. In the 
Philippines, Negev virus was isolated from Culex vishnui, and several infectious agents 
were found in mosquito pools. Shamonda virus and Sathuperi virus were isolated from 
Culicoides biting midges in Japan. PCR-based virus diagnosis was established based on the 
genetic information of these virus isolates. It was suggested that Aedes aegypti is regarded 
as the primary vector of Dengue fever in Luzon island, Philippines. The sensitivity to 
pyrethroid insecticide was low in Ae. aegypti. It was clarified that the pyrethroid resistance 
gene is widely spread throughout Luzon island.                
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温暖化に代表される地球環境の変化に最も影

響を受ける疾病の一つが節足動物媒介性感染

症である．温帯地域にある日本，およびその

他の東アジア諸国では，気温上昇や降水量の

増加により，蚊やヌカカ，ダニなどの吸血昆

虫類の分布域の拡大，活動期間の延長が懸念

され，それに伴い節足動物媒介性ウイルスの

流行地域の拡大や流行頻度の増大，変異ウイ

ルス出現頻度の上昇，さらには熱帯・亜熱帯

地域からの新たなウイルスの侵入も予想され

ることから，アルボウイルス感染症に対する

新たな調査・研究の必要性が増してきている．  
(1) 蚊媒介性ウイルス感染症においては，

1999 年以降，北米大陸に流行拡大したウエス

トナイル熱の我国への侵入が危惧され，アジ

ア・オセアニア諸国においては依然として日

本脳炎やデング熱が流行し，熱帯アフリカ・

中南米においては黄熱病，最近ではインド洋

周辺におけるチクングニア熱の流行など，世

界中にアルボウイルス感染症が広く蔓延して

いる．申請者らは，2003 年よりウエストナイ

ルウイルス（WNV）の日本国内への侵入を監

視するための全国調査，2005 年からは日本脳

炎ウイルス（JEV）の分布調査を開始した（厚

生労働科学研究費補助金による）．国内で

WNV の存在は確認されなかったが，日本と

インドネシアの蚊から新規のフラビウイルス

（ Culex flavivirus, Aedes flavivirus: 
Hoshino et al., 2007, 2009），国内捕集蚊から

新規のトティウイルス（Omono River virus: 
Isawa et al., 2011）が分離され，JEV がアジ

ア全域で依存として活発であることも判明し

た．また，ベトナム捕集蚊からは Nam Dinh 
virus（Nga et al., 2012），Banna virus
（Nabeshima et al., 2008）が分離され，JEV
のみならず，これらウイルスも東南アジアか

ら日本に運ばれてくる危険性が指摘された． 
(2) ヌカカ媒介性ウイルス感染症においては，

アカバネウイルスによるウシの抗体陽転が九

州・沖縄地方で毎年確認され（Kurogi et al., 
1987），2002 年には九州・関西地方でアイノ

ウイルス感染症が流行した（Yanase et al., 
2005）．また，これまで海外でのみ分布して

いるとみなされていたピートン，サシュペリ，

シャモンダウイルス（Matsumori et al., 2002; 
Yanase et al., 2004, 2005）が 1999 年以降，

九州・中国地方でも分離され，これらウイル

スが熱帯・亜熱帯地域から我国に侵入したこ

とが強く示唆された． 
これらアルボウイルスの移動は，渡り鳥な

どウイルスの保有・増幅動物が移動してくる

可能性や，媒介昆虫が偏西風・台風に伴い飛

来してくる可能性などが指摘されていた．本

研究の調査地であるフィリピンおよびベト

ナムは，日本に飛来する渡り鳥や長距離移動

性昆虫の発生源，あるいは移動経路上にある

地点と考えられるが，フィリピンにおいては，

保有動物および媒介昆虫類からのアルボウ

イルス分離に関する報告はほとんどされて

いなかった．また，本研究で用いた網羅的ウ

イルス探索法（RDV: Rapid determination 
system of viral RNA sequences）は，コウモ

リ（Maeda et al., 2007），ダチョウ（Sakai et 
al., 2008）などからの新規ウイルスの分離・

同定に貢献したが，媒介昆虫類への本格的な

応用は本研究が初めての試みである． 
(3) デング熱媒介蚊における殺虫剤抵抗性に

においては，フィリピンは全土的にデング熱

が流行しており，東南アジア諸国の中でもデ

ング熱の流行が最も深刻な国の一つである．

これまでの研究で，主要なデング熱媒介蚊は

ネッタイシマカであると示唆されたが，それ

はマニラ市およびその周辺の都市部での結

果であり，実態は不明である．デング熱対策

として 3か月毎にピレスロイド系殺虫剤が散

布されているが，その後の媒介蚊発生状況お

よび殺虫剤抵抗性のモニタリングはほとん

ど行われておらず，薬剤散布の効果は評価さ

れていない．毎年デング熱が流行することを

考えると，流行対策が効果的ではない可能性

も指摘されている．また，近年，ヒトスジシ

マカが主要な媒介蚊となっているチクング

ニア熱の発生も報告されるようになり，これ

らヤブカ 2種の分布を正確に把握することが

急務である． 
 
２．研究の目的 
東南アジア諸国に分布する主要な媒介昆

虫である蚊とヌカカを材料とし，それらが媒

介するヒトや家畜の未知病原ウイルスを

RDV 法により迅速に同定し，ウイルス学的

諸性状を明らかにしようとするものである．

本研究の調査地であるフィリピンおよびベ

トナムは，日本に飛来する渡り鳥や長距離移

動性昆虫の発生源，あるいは移動経路上にあ

る地点であることから選定した．この重要な

2 国に分布するアルボウイルスを網羅的に探

索することによって，東南アジア地域におけ

るアルボウイルスの多様性の実態を把握し

ようと考えた．また，RDV 法によるウイル

スの迅速な同定と遺伝子解析システムの確

立により，ヒトや家畜に感染・蔓延する未知

のウイルス感染症が突如出現する事態に際

して，危機管理の観点から事前対応型の防疫

システムの構築に繋がることが期待される． 
ベトナムにおいては，従来より蚊の捕集調



 

 

査とウイルス分離が精力的に行われており，

アルボウイルスに関する情報は徐々に蓄積

されてきている．このため，本研究では友好

的に共同研究を進める中で，様々な手技・手

法の基本的情報を共有し標準化することを

主たる目的とした．フィリピンにおいては，

アルボウイルスに関する研究はほとんど行

われていないことから，蚊・ヌカカの分布調

査のみならず，ウイルス分離法に関する技術

提供も目標の一つである．また，全土的に問

題となっているデング熱の防除に向けた殺

虫剤抵抗性の発達状況調査を視野に入れた

調査・研究も行うこととした． 
 
３．研究の方法 
(1) ①蚊の捕集：フィリピン・ベトナムにお

いて，成虫を CDC 型ドライアイストラップ，

スウィーピング法，動物囮法，吸虫管等によ

り捕集した．捕集蚊は，形態的特徴や遺伝子

配列を基に種の同定を行い，種構成と分布状

況を明らかにした．その後ウイルス分離用に

プールを作成し，速やかに冷凍（－80℃）保

存した．②ウイルス分離と検出：捕集蚊の種

類を同定し，種別・捕集地別にウイルス分離

用の乳剤を作成した．これらの乳剤を材料と

して蚊由来細胞C6/36を用いてウイルス分離

を行った．2 回の盲継代の後，細胞病変（CPE）

が観察された培養上清を回収し，病原性因子

の同定を試みた．培養上清より RNA を抽出

し，既知のアルボウイルスを検出する

RT-PCR およびその増幅産物の塩基配列の解

析を行い，ウイルスの同定を試みた．③ウイ

ルス粒子の精製と電子顕微鏡による観察：培

養上清から PEG 沈殿法でウイルス粒子を回

収し，ショ糖密度勾配法で遠心して精製した

ウイルス粒子を電子顕微鏡を用いて観察し

た．④遺伝子解析：精製粒子から RNA を抽

出し，逆転写反応により cDNA ライブラリー

を合成した．Nextera（イルミナ社）を用い

てアンプリコンを作成し，Miseq により解析

した．cDNA ライブラリーの遺伝子配列を

CLC 遺伝子解析ソフトの De novo assembly
機能を用いて large contig を得た後，NCBI
のBlast programで得られた配列の由来を調

べた． 
 
(2) ①ヌカカの捕集：九州・沖縄地域で牛の

血液を採取し，アルボウイルス媒介ヌカカを

定期的に捕集した．フィリピンにおいてトラ

ップによるヌカカ捕集を実施し，捕集された

ヌカカは形態学的手法により種を同定した．

一部の個体は，ミトコンドリア遺伝子（cox1
および cox2）の配列を決定し，日本および他

の東南アジア諸国で捕集された個体と比較

した．②ウイルス分離と検出：牛の血液およ

び ヌ カ カ 乳 剤 は ハ ム ス タ ー 由 来 細 胞

（HmLu-1 および BHK21），もしくは Vero
細胞に接種し，CPE を示す材料を選抜した．

培養上清からの病原性因子の同定は前述し

たと同様である．次いで，材料を接種した培

養細胞の透過型電子顕微鏡観察を行い，ウイ

ルス粒子の有無を確認した．CPE を示したが，

RT-PCR 法による遺伝子の増幅が認められな

かった材料の培養上清からRNAおよびDNA
を抽出し，RDV 法によってウイルスの遺伝

子断片の取得を試みた． 
 
(3) ①蚊の捕集および種の同定：2010年フィ

リピンルソン島において，国道沿いに保管さ

れている古タイヤを調査し，水溜りに発生す

るデング熱媒介蚊幼虫の有無を調べた．自動

車修理工場もしくは住民の所有する敷地内

に古タイヤが認められた場合は，柄杓，小魚

用ネット，ピペット等を用いて幼虫を採集し

た．同時に水の溜まっている古タイヤの数，

家屋の位置情報（GPSによる）を記録した．

採集可能な地点が多数存在する場合は10km
毎に調査を行った．採集された幼虫は，殺虫

試験に使用する個体（20頭/個所）を除き，

99.5%エタノールに保存した．形態学的特徴

を基に種を同定し，分布地図を作製した．②

殺虫試験および遺伝子解析

 

：殺虫試験用の幼

虫は，0.1および0.4ppmのd-アレスリン水溶

液にそれぞれ10頭入れ，半数の個体が死亡す

るのに要した時間から感受性スコアを算出

した．殺虫試験に用いた幼虫は試験後すべて

99.5%エタノールに保存し，個体ごとにDNA
を抽出しPCRの後，ダイレクトシークエンス

により神経伝達ナトリウムチャンネルに存

在するkdr遺伝子の有無を調査した． 

４．研究成果 
(1) ベトナム捕集蚊 12,621 頭をウイルス分

離に供し，JEV（図 1），Nam Dinh virus，
Culex flavivirus，Banna virus を分離し，新

たに分離された未分類の Mesonidoviridae 
ウイルスを Dak Nong virus（DKNV）と命

名した．現在，これら分離株の情報をもとに

ベトナム国内におけるウイルス分布マップ

を作製中である．RDV 法の技術的改良が進

んだことにより，さらに複数の新規ウイルス

が同定された可能性が示唆されたが，本研究

終了までに，コガタアカイエカから分離され

たエンベロープを有する球状ウイルスを，ニ

ドウイルス目メソニドウイルス科に属する

新規RNAウイルスであると同定し（図 2, 3），



 

 

Dak Nong virus（DKNV）と命名した．脊椎

動物に対する感染性や病原性については不

明であるが，今後詳細な調査が望まれる． 

図 1. 遺伝子 I 型 JEV エンベロープ領域の塩基配列を

もとに近隣結合法（NJ 法）で作製した分子系統樹．赤

字は本研究で分離された JEV. 

  図 2. DKNV の精製ウイルス粒子の電子顕微鏡像． 

 
図 3. エンベロープ領域の塩基配列をもとに NJ 法で作

製した分子系統樹. 赤字は本研究で分離された DKNV. 
  
フィリピン捕集蚊からは，C6/36 細胞に

CPE を示す蚊プールが得られ， Culex 
vishnui から分離された株（PL17）は，培養

上清の電子顕微鏡による観察から，米粒状の

ウイルス様構造物が多数確認された（図 4）．
精製物から核酸を抽出し，High-throughput
解析を行った結果，約 9kbp の large contig
が得られ，Blast 解析で一本鎖(+)RNA ウイ

ルス Negev virus（Vasilakis et al., 2013）と

高い相同性を示したことから，PL17 は

Negev virus と同定された（図 5）．今後，本

株の詳細な解析を行い，病原性や宿主範囲に

ついても検証する． 

図 4．PL17 株の精製ウイルス粒子． 

 
図 5. RdRp モチーフ配列をもとに NJ 法で作製した分

子系統樹．（外群）CiCLV；citrus leposis virus C． 
赤字は本研究で分離された Negev virus PL17 株. 
 
(2) 牛およびヌカカから分離されたブニャウ

イルス属オルソブニャウイルス科およびレ

オウイルス属オルビウイルス科ウイルスの

塩基配列を決定し，それぞれのウイルスの系

統関係を明らかにするとともに，PCR 法によ

る検出法の検討を行った． 
牛の血液から分離された KSB-1/P/03 株を

感染させた培養細胞を透過型電子顕微鏡で

観察し，ウイルス粒子を確認した（図 6）． 

図 6. KSB-1/P/03 株感染細胞の電子顕微鏡像． 
 

ウイルス遺伝子断片を RDV 法などによって

取得し，それらの配列を決定した結果，本株

がラブドウイルス科エフェメロウイルス属

の新規のウイルスであることが明らかにな

った．同様に牛の血液から分離された

ON-6/P/05株を感染させた培養細胞の透過型
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電子顕微鏡で観察し，抽出した 2 本鎖 RNA
ゲノムのアガロースゲル電気泳動像から，本

株がレオウイルス科オルビウイルス属の新

規のウイルスである可能性示唆された．また，

フィリピン産ウシヌカカの一部が本邦産種

と同じ遺伝型に含まれることがミトコンド

リアの配列に基づく系統樹解析から明らか

となり，東南アジアがヌカカ媒介性ウイルス

の供給源となっていることが示唆された． 
 
(3) フィリピンルソン島での幼虫調査から，

ネッタイシマカは島のほぼ全域に分布し，ヒ

トスジシマカは局地的に分布することが明

らかになった．また，ネッタイシマカのピレ

スロイド系殺虫剤に対する感受性の低下は

島の全域で認められ，抵抗性kdr遺伝子が高

頻度に見つかった（図7）．しかし，殺虫試

験で低感受性であってもkdr頻度が低い集団

もあり，kdr遺伝子以外の要因が抵抗性発達

に関わる可能性も示唆された． 
ルソン島で主要なデング熱媒介蚊である

と思われるネッタイシマカのピレスロイド

系殺虫剤に対する感受性は一様に低下して

いたことから，各自治体で行っている殺虫剤

散布を見直す必要があることを指摘した．ま

た，チクングニア熱の発生が報告された地域

のヒトスジシマカの密度は高く，本種の関与

が疑われるため，詳細な調査が必要である． 

図 7. ピレスロイド系殺虫剤に対する感受性スコア．

左：ネッタイシマカ，右：ヒトスジシマカ．スコアは赤

（抵抗性）→緑（感受性）を示した 
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