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Ａ．研究目的  

 1．流行地でウイルスに感染した蚊の動態を把

握して早期に駆除することは、患者発生を未然に

防ぐ方策にもつながる。このために、採集蚊から

の病原体検出を迅速に行う必要がある。RT-LAMP

法の更なる簡便化計った。 

2．ピレトロイド系薬剤は、ヒトや哺乳動物に

対する毒性が低いことから広く使われている。タ

イでは、24 時間以内に患者宅の周囲地区にデル

タメトリンあるいはペルメトリンを噴霧し、近傍

研究要旨 

 感染蚊からウイルスゲノムを RT-LAMP 法で簡便化を計り、反応時間の短縮および長波長 UV ライトの

使用により目視検査で陰・陽性の区別が明確となった。また、RNA の精製過程を省略しても陽性の結果

が得られること、さらに携帯型長波長 UV ライトを使用することによって、設備の整っていない流行地

においても迅速なRT-LAMP法が実施可能となった。 

 デング熱流行地で採集したネッタイシマカ幼虫を羽化させた後、ペルメトリン耐性蚊に存在するナト

リウムチャネル遺伝子の IIS6 の部分断片を、RT-PCR 法で増幅させ、配列決定を行ったころ、4 つの塩

基変異が検出された。これら2ヶ所の突然変異部位について詳細を解析した結果、ペルメトリン耐性ネ

ッタイシマカの野外集団が既に生じていたことが明らかとなった。 

 レユニオン島由来のチクングニアウイルスによる日本国内輸入症例が報告されていることから、国内

のヒトスジシマカおよびその近縁媒介蚊種、リバーズシマカとヤマダシマカの本ウイルス感受性を検討

したところ、前述の2種に本ウイルス感受性があることが明らかとなった。わが国固有の蚊種であるこ

とから、本ウイルスが国内に侵入した際は、ヒトスジシマカのみならず、これら蚊種の対策も考慮する

必要がある。 
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に生息する全ての蚊成虫を殺処分している。しか

し、殺虫剤抵抗性の蚊に関する情報は少ない。薬

剤耐性が蚊で生じる要因として、電位開口型ナト

リウムチャネル遺伝子の感受性の変化がある。こ

の遺伝子の1塩基置換は、ピレトロイドに対する

標的部位耐性を誘発する。本研究では、野外で採

集したネッタイシマカにおけるペルメトリン耐

性と関係のあるkdr 遺伝子のIIS4-6ドメインに

おける突然変異の頻度を検討した。 

 3．レユニオン島由来のチクングニアウイルス

は、2006年 12月に2例の輸入症例が日本国内で

初めて報告された。本症の主媒介蚊はヒトスジシ

マカとされていることから、日本国内に生息する

ヒトスジシマカの近縁種を含む蚊 2 種の本ウイ

ルス感受性を実験的に検討した。 

 

Ｂ．研究方法  

 Ｂ．1．調査方法 

 1．供試蚊：日本国産ヒトスジシマカおよびタ

イ国産ネッタイシマカ雌成虫を使用した。 

 蚊乳剤の作製： 2％MEM を用いて蚊乳剤を作

製し、その遠心・上澄み液を原液として試験に用

いた。 

 供試ウイルス： 国立感染症研究所より分与さ

れたチクングニアウイルスSL11131を用いた。 

 試験方法： 10 倍希釈系列を準備して蚊乳剤

とウイルスの混合液を準備した。 

 RT-LAMP法： 栄研科学（株）のRNA増幅試薬

キット（RT-LAMP）を用いた。 

 RT-PCR法： Invitrogen社のOne-step RT-PCR

試薬を用いた。 

 2．ペルメトリン耐性ネッタイシマカが報告さ

れている地区で採集した。羽化成虫に0.75%ペル

メトリンを 1 時間暴露させて生存した成虫をペ

ルメトリン耐性と判断した（WHO判断基準） 

  2.1．殺虫剤感受性試験 

 羽化後2-5日の未吸血雌蚊を使って、WHO標準

手順に従って殺虫剤感受性試験を行った。なお対

照区の蚊の死亡率が20%を超えたら、実験を終了

した。 

  2.2. 薬剤耐性ネッタイシマカの kdr を調べる

ために、PCR 生成物を精製し、Automated DNA シ

ーケンサー(PE Applied Biosystems)を使い、

Macrogen Inc., Koreaが配列決定した。 

 2.3. ペルメトリン暴露時間に対する 2 つの突

然変異の影響を調べた。 

 3.1 蚊の飼育： 蚊の飼育は、25℃・1日の日

長16時間の飼育室で行った。 

  3.2 供試蚊： 継代飼育虫の奄美大島産のリバ

ーズシマカと長崎産ヤマダシマカを用いた。実験

には、羽化7日経過後の雌成虫を使用した。 

  3.3 供試ウイルス： レウニオン島由来のチク

ングニアウイルスからストックウイウイルス液

（ウイルス力価：3 x 10 の 8 乗 PFU/ mL）を準

備した。 

 3.4 蚊の感染実験： 感染実験は大分大学の動

物実験委員会から事前に承認を得て、BSL3 施設

で実施した。蚊の胸部へのウイルス接種： 接種

装置を用いて、蚊の胸部にウイルス液を約0.1 uL

接種した。蚊の経口摂食によるウイルス感染： 

速遠心で上澄みを除いたpacked cell（採血時の

血液量の約半分）に対して、蔗糖（試薬特級、和

光純薬）を最終濃度2％になるように加えた。そ

の後、チクングニアウイルス液を等量加えて混合

した。  

  3.5．RT-PCR法によるチクングニアウイルスの

ゲノム検出には、TRIzol®試薬 (Invitrogen, 

Carlsbad, USA)と RNaeasy mini kit（Qiagen）

を組合せて、蚊個体から全RNAを抽出した。 

 

（倫理面への配慮） 

 なし 

 

Ｃ．研究結果 

 1.1．RT-LAMP 法による蚊乳剤中のウイルスゲ

ノム検出： 反応液中に、ウイルス力価を含む蚊
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乳剤のいずれにおいても、RT-LAMP法の目視で蛍

光を観察した。 

 1.2．RT-PCR法による蚊乳剤中のウイルスゲノ

ム検出： RNA未精製の蚊乳剤の濃度が高い反応

液では、PCR産物の増幅は認められなかった。蚊

乳剤の濃度が薄くなると、特異的な増幅がRT-PCR

で認められた。 

 2.1. 採集したネッタイシマカは高いペルメ

トリン耐性を示した。また、生存した耐性ネッタ

イシマカ個体のナトリウムチャネル遺伝子にヌ

クレオチド置換が検出された。 

 3.1．ウイルスを蚊の胸部に接種した際の蚊の

感染結果では、リバーズシマカとヤマダシマカも

本ウイルスに感受性をもつことが示唆された。 

 3.2．蚊が経口的にウイルスを吸液した際の蚊

の感染結果では、同様に2種蚊から、ウイルスゲ

ノムが検出されたことから、本2蚊種のチクング

ニアウイルス感受性が明らかとなった。また、ヤ

マダシマカの脚から本ウイルスゲノムが検出さ

れたことから、ウイルス媒介能を有することが示

唆された。 

 

Ｄ．考察 

 １． RNA未精製の蚊乳剤を使っても、RT-LAMP

法では、目的の増幅産物を得ることができた。こ

れはBst DNA Polymeraseの特性に由来すると考

えられた。また、RNA未精製の蚊乳剤を用いても、

目視検査を行うことが可能であった。 

 2.1. タイ国の野生ネッタイシマカ集団で、高

レベルのペルメトリン耐性が認められた。ペルメ

トリンと相乗剤を併用することが、もう一つ考え

られる手段である。耐性集団での耐性アレルの出

現頻度は、タイ国の蚊集団でkdr耐性アレルの頻

度が上昇していることを示す徴候がある。タイ国

では、ピレトロイドの使用が続いていること、お

よび、異なる殺虫剤クラス間の交差耐性が生じる

のを避けることを考えれば、そのような情報は不

可欠のものである。ある国が、媒介昆虫対策とし

てピレトロイドに頼るのであれば、ネッタイシマ

カ の耐性集団が生じることは、媒介昆虫対策プ

ログラムにとって懸念されることとなる。 

 3.1.リバーズシマカとヤマダシマカがチクン

グニアウイルスに対して感受性を有することを、

胸部接種法と経口摂食法によって、実験的に証明

した。 

 蚊の人工吸血方法には種々の方法が報告され

ているが、リバーズシマカとヤマダシマカは、マ

ウスよりもヒトからの吸血嗜好性が高いように

思われる。我々は、チクングニアウイルスを接種

した種々の遺伝子ノックアウトマウスを用いた

検討を始めている。この方法が確立されると経口

感染実験はより容易であり、満腹吸血の蚊を使用

すれば、比較的定量性のある結果が導き出せると

思われる。 

 我が国において、ヒトスジシマカ、ヤマダシマ

カ、リバーズシマカの3蚊種のヒトとの接触度合

いは、それぞれの蚊種の生息域から考えると、ヒ

トスジシマカが最も高く、ヤマダシマカ、リバー

ズシマカの順となろう。日本の本州ではヒトスジ

シマカがチクングニアウイルスの主要な媒介蚊

と言うことは言えるかも知れない。しかし、南西

諸島や琉球列島の島々は森林に覆われている地

域が多いので、これらの地域ではリバーズシマカ

とヒトとの接触度合いは、都会よりも高いことが

推察されることから、媒介蚊対策を講じる際は考

慮する必要があろう。 

 

Ｅ．結論 

 1.1. 蚊乳剤からRNAを精製しなくてもRT-LAMP

法で目的の増幅産物を得ることが出来た。 

 1.2. 蛍光・目視検出試薬を反応液に加えた際は、 

長波長のブラックライトが有効であったことか

ら、携帯用の市販品を見つけることが出来たので、

フィールド調査には有効であろう。 

 1.3. 感染症の流行地で RT-LAMP 法を行う場合

は、反応試薬中に、蚊ホモジネート、蛍光・目視
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検出試薬などを加えて、30〜45 分後に携帯型の

長波長ブラックライトを用いて陽性の有無を調

べる事が可能となった。 

 2.1.野外で採集した幼虫を実験室に持ち帰り、

羽化した成虫を用いて、薬剤試験を行ったところ、

ペルメトリン耐性の点突然変異が 4 箇所で見つ

かった。 

 2.2．これらのアミノ酸置換が、ペルメトリン

耐性ネッタイシマカ.の野外採集集団に生じてい

たことが明らかになった。 

 3.1．蚊の胸部接種法と経口摂食法によるチク   

ングニアウイルス感染実験を行い、日本に生息す

るリバーズシマカとヤマダシマカの雌成虫が、本

ウイルス感受性を持つ事が明らかとなった。 

 3.2．我が国における上記の蚊 2 種の分布生息

域および蚊の感受性から疫学的意義を考察した。 

 

Ｆ．健康危険管理情報 

 なし 
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