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第１章 DA と OA が宿主探索行動へ及ぼす影響 

 

緒言 

経済発展に伴ったヒトやモノの移動量の増加は、媒介蚊の移動や感染症の拡大を容易

にし、蚊媒介性感染症の危険性を増大させた。代表的な蚊媒介性感染症であるデング熱

は、世界人口の約半数に罹患するリスクがあると言われている 1。日本も例外ではなく、

2014年8月、東京都においてヒトスジシマカが媒介するデング熱が発生した（Figure 1）

2。これは、1945 年以来初となる国内感染事例である。さらに、越冬能力を有するヒト

スジシマカ（Aedes albopictus)での増殖が可能となったチクングニアウイルス（A226V）

をはじめとした、ウイルス突然変異株の出現は、突如として全く新しい蚊媒介性ウイル

ス感染症が世界の広範な地域で新興する可能性を一層高めた 3。これを機に、2010 年、

我が国ではチクングニアウイルスによって引き起こされるチクングニア熱が、感染症法

4 類感染症に指定された。このように蚊媒介性ウイルス感染症の対策は、我が国の公衆

衛生上、ますます重要な課題の一つとなっている。所属する福岡大学微生物薬品化学研

究室は、これまで蚊媒介性ウイルス感染症に対する防疫の強化を目的として、ウイルス

の早期検出を基盤とする監視体制の強化に尽力してきた 4-7。しかし、ワクチンなどの

存在しない新興の蚊媒介性ウイルス感染症の予防は、“媒介蚊に刺されないこと”が重

要となることから、監視体制の強化にあわせて媒介蚊の制御が急務である。現在、蚊の

制御における主要なツールは、殺虫剤及び忌避剤である。殺虫剤は、蚊の繁殖域に散布

し、個体数を減らすという比較的簡便なツールであるが、蚊以外の益虫なども殺してし

まうため生態系の破壊が危惧されている。一方、忌避剤は、殺虫剤と比較して生態系へ

の影響は少ないが、個人で塗布を行う必要があり、手間と個人の感染症への意識の継続

が必要である。したがって、蚊の特性を知り、生態系に悪影響が少なく、散布が可能な

新しい蚊の「制御ツール」の創出が望まれている。 

本研究は、蚊に特徴的な“雌蚊が吸血対象を探索する行動（宿主探索行動）”に着目

した。宿主探索行動を抑制するツールは、吸血行動に至る蚊の数を減らし、蚊媒介性感

染症を予防することが期待される。また、このツールは、環境や人体への悪影響を減ら

すため、蚊と他の生物種で異なる分子を標的とすることが望まれる。これまで野外で採

取したヒトスジシマカを用いてトランスクリプトーム解析を行い、868 個の塩基配列

を決定し、他の生物種と相同性の低い 266 個の未知の塩基配列を検出している。これ

は、蚊に特異的なタンパク質が存在することを強く示唆しており、蚊に特異的な宿主探

索行動制御タンパク質を標的とすることで、蚊に選択的で、環境や人体へ悪影響のない

ツールの創出ができる可能性を示している。しかし、宿主探索行動の制御機構は不明な

点が多いため、標的とするタンパク質を選定することはできない。そこで、まず、宿主
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探索行動の制御機構を明らかにするため、昆虫の中枢において自発運度や睡眠・覚醒、

記憶学習といった様々な行動の制御に関与する生体アミンのドパミン（DA)とオクトパ

ミン（OA）に注目した 8,9。雌蚊において、頭部 DA 量は羽化後徐々に減少する 10。興

味深いことに、この期間、宿主探索行動は増加する。よって、DA が宿主探索行動を制

御する因子の 1 つであると予想した。また、ショウジョウバエの性行動は、DA と OA

による重複した制御を受ける 11。このため、OA は、DA とともに雌蚊の宿主探索行動

を制御すると予想した。 

以上のことから、本研究では、まず DA と OA が宿主探索行動に及ぼす影響を検討し

た。次いで、それらが宿主探索行動を制御する際に、発現量が変動する遺伝子を確認し、

宿主探索行動を制御する遺伝子を調査した。得られた知見をもとに蚊に特異的な宿主探

索行動制御タンパク質を標的とした、新しい抑制ツールの創出を目指した。 

本章は、DA と OA が宿主探索行動に及ぼす影響を検討した。 
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第１節 薬剤処置による雌蚊の DA と OA 量の増加 

 

本章は、DA と OA が宿主探索行動に影響を及ぼすことを明らかにするため、雌蚊の

DA と OA 量を増加させた。ショウジョウバエにおいて、DA の前駆体である

L-β-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) を餌のスクロースに混ぜて与え、頭部DA 量

を増加させる方法がある 12。今回、同様の方法を用いて羽化後の蚊に L-DOPA を与え

DA 量の増加を試みた。一方、OA の前駆体であるチラミンは、昆虫において神経伝達

物質として働く 13。このため、前駆体であるチラミンではなく OA を直接与えた。本節

は、予備実験（「実験の部 Ⅱ. 実験方法 3. 薬剤処置による生存率への影響の検討」参

照）で決定した 3.5mM L-DOPA と 30mM OA を雌蚊に処置し、雌蚊の DA および OA

量が増加することを確認した。 

 

 

(a) 実験方法 

同日に羽化した成虫蚊は、雌雄各 100 匹となるように実験用ケージに移した。そ

して、羽化直後から、3％スクロース（以下 Control 群）、3.5mM L-DOPA（以下

DA 群）、30mM OA（以下 OA 群）を実験用ケージ内に静置し、自由飲水させた。

羽化後 0、3、6 日目に実験用ケージから雌蚊を回収し、実体顕微鏡下で頭部を切り

出した。そして、内部標準を含んだ 0.1M 過塩素酸中でホモジナイズし、その上清

中の DA 及び OA 量を、電気化学検出器を組み合わせた高速液体クロマトグラフィ

ー（HPLC-ECD）で測定した（Table1）。各群は、 12 サンプルずつ測定した。 

 

(b) 実験結果 

Control 群において雌蚊頭部の DA 量は、羽化後 0 日目に高く、その後減少した

（day 0: 26.5 ± 2.5; day 3: 3.7 ± 0.4; day 6: 1.9 ± 0.2 pmol/head）。これに対し、

DA 群の DA 量は、Control 群 のような減少が見られず、羽化後 3 日目と 6 日目で

有意に増加した（day 0: 25.3 ± 2.4; day 3: 21.9 ± 6.2; day 6: 23.3 ± 4.5 pmol/head）。

OA 群の DA 量は、Control 群と同様に羽化後減少し、Control 群と有意な差は見ら

れなかった（day 0: 28.9 ±1.8; day 3: 4.0 ± 0.7; day 6: 2.0 ± 0.4 pmol/head、

Figure 2A）。次に、雌蚊頭部の OA 量を測定した結果、Control 群と DA 群の OA

量は、羽化後やや増加する傾向がみられた（Control 群: day 0: 0.29 ± 0.03; day 3: 

0.75 ± 0.06; day 6: 0.86 ± 0.07 pmol/head、DA 群: day 0: 0.32 ± 0.02; day 3: 0.60 ± 

0.06; day 6: 0.73 ± 0.05 pmol/head）。OA 群の OA 量は、Control 群と比べて羽化

後 3 日目と 6 日目に有意に増加した（day 0: 0.34 ± 0.03; day 3: 61.96 ± 23.34; 

day 6: 102.27 ± 28.52 pmol/head、Figure 2B）。これは、L-DOPA を処置した DA
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群でのみ DA 量が増加すること、OA を処置した OA 群でのみ、OA 量が増加する

ことを示している。 

 

 

 

検出器 950mV versus an Ag/AgCl reference electrode

カラム EICOM PAK SC-5ODS (150 x 3.0 mm; EICOM)

設定温度 25˚C

流速 0.5 ml/min

移動相

pH 5.0  0.1M クエン酸－酢酸ナトリウム 80%

メタノール 20%

1-ドデカンスルホン酸ナトリウム 130mg

内部標準 3,4-dihydroxybenzylamine (DHBA)

Table 1. HPLC-ECD の測定条件

A)

群

群

群

B)

群

群

群
Figure 2.薬剤処置による雌蚊のDA と

OA 量の増加
A) DA 量の測定、B) OA量の測定
Two-way ANOVA followed by 
Student’s t-test, 
*P < 0.05, **P < 0.01 (vs Control 群)
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第２節 DA と OA が宿主探索行動へ及ぼす影響 

 

 前節までに、L-DOPA を処置した DA 群で DA 量が増加すること、OA を処置した

OA 群で OA 量が増加することを明らかにした。本節では、この DA 群と OA 群におけ

る雌蚊の宿主探索行動の変化を観察した。 

 

 

(a) 実験方法 

同日に羽化した成虫蚊は、雌雄各 100 匹となるように実験用ケージに移した。そ

して、羽化直後から、3％スクロース（以下 Control 群）、3.5mM L-DOPA（以下

DA 群）、30mM OA（以下 OA 群）を実験用ケージ内に静置し、自由飲水させた。

そして、羽化後 0 日目から 6 日目まで毎日宿主探索行動を観察した（Figure 3A）。

各群は、6 回繰り返し測定を行った。 

 

(b) 実験結果 

Control 群において、雌蚊の宿主探索行動は、羽化後徐々に増加した（Control

群（vs DA 群）: day 0: 0.0 ± 0.0%; day 1: 4.9 ± 2.6%; day 2: 17.2 ± 3.9%; day 3: 25.5 

± 3.6%; day 4: 23.5 ± 3.9%; day 5: 27.1 ± 3.1%; day 6: 35.7 ± 2.6%、Control 群（vs 

OA 群）: day 0: 0.2 ± 0.2%; day 1: 3.2 ± 1.1%; day 2: 16.0 ± 3.9%; day 3: 22.3 ± 

4.1%; day 4: 26.4 ± 1.7%; day 5: 35.1 ± 2.3%; day 6: 32.5 ± 4.0%）。これに対し、

DA 群と OA 群の宿主探索行動は、Control 群のような増加が見られず、結果とし

て、羽化後3日目から6日目にかけて有意に減少した（DA群: day 0: 0.8 ± 0.4%; day 

1: 3.7 ± 1.4%; day 2: 10.7 ± 3.3%; day 3: 13.0 ± 1.8%; day 4: 15.1 ± 3.4%; day 5: 

16.1 ± 2.6%; day 6: 13.9 ± 5.1%、OA 群: day 0: 0.0 ± 0.0%; day 1: 3.9 ± 1.9%; day 

2: 13.8 ± 2.4%; day 3: 13.8 ± 1.7%; day 4: 16.2 ± 2.6%; day 5: 14.9 ± 1.5%; day 6: 

14.0 ± 3.6%、Figure 3B、3C）。これは、DA と OA が雌蚊の宿主探索行動の制御

に関与していることを示している。 
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A)宿主探索行動の測定装置と計算式
B) DA 量の増加が宿主探索行動へ及ぼす影響
Two-way repeated measures ANOVA followed by Tukey’s test 
*P < 0.05, **P < 0.01 (vs Control 群)
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第３節 DA と OA が交尾と餌摂取量へ及ぼす影響 

 

宿主探索行動は、雌蚊の交尾や餌摂取状態に影響を受ける 14。そこで、本節では、

DA 量 と OA 量の増加が交尾と吸水へ及ぼす影響について検討した。 

 

 

1. DA と OA が雌蚊の交尾に与える影響 

(a) 実験方法 

同日に羽化した成虫蚊は、雌雄各 100 匹となるように実験用ケージに移した。そ

して、羽化直後から、3％スクロース（以下 Control 群）、3.5mM L-DOPA（以下

DA 群）、30mM OA（以下 OA 群）を実験用ケージ内に静置し、自由飲水させた。

羽化後 3 日目に実験用ケージから雌蚊を回収し、実体顕微鏡下で貯精嚢を切り出し

た。そして、正立顕微鏡（400 倍）にて精子の有無を観察した（Figure 4A）。各群

4 回繰り返し観察を行った。 

 

(b) 実験結果 

DA 群および OA 群の交尾率は、Control 群の交尾率と比較して有意な差はなか

った（Control 群: 100± 0.0%、DA 群: 95± 5.0%、OA 群: 100± 0.0%、Figure 4B）。

これは、DA と OA が雌蚊の交尾に影響を及ぼすことなく宿主探索行動を減少する

ことを示している。 

 

 

2. DA と OA が雌蚊の餌摂取量に与える影響 

(a) 実験方法 

同日に羽化した成虫蚊は、雌雄各 100 匹となるように実験用ケージに移した。そ

して、羽化直後から、3％スクロース（以下 Control 群）、3.5mM L-DOPA（以下

DA 群）、30mM OA（以下 OA 群）を実験用ケージ内に静置し自由飲水させた。羽

化後2日目に0.01 %ブリリアントブルーFCFを混ぜた3.5mM L-DOPA、30mM OA

を実験用ケージ内に設置した。そして、羽化後 3 日目に雌蚊を回収した。回収した

雌蚊は、2 匹ずつ PBS に入れホモジナイズした。ホモジナイズ液を遠心し、その

上清の吸光度を測定した（波長 630nm）。各群 8 回繰り返し測定を行った。 

 

(b) 実験結果 

DA 群と OA 群の吸光度は、Control 群と比較して有意な差はなかった（Control

群: 0.048 ± 0.007、DA 群: 0.053 ±0.009、OA 群: 0.040 ±0.003、Figure 4C）。これ
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は、DA と OA が雌蚊の餌摂取量に影響を及ぼすことなく宿主探索行動を減少する

ことを示している。 
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A)雌蚊貯精嚢における精子の確認
B) DA量の増加とOA量の増加が雌蚊の交尾へ及ぼす影響
C) DA量の増加とOA量の増加が雌蚊の餌摂取量へ及ぼす影響
One-way ANOVA, NSP > 0.05 (vs Control 群)
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第４節 小括 

 

 本章は、DA と OA が宿主探索行動に影響を及ぼすことを明らかにするため、雌蚊の

DA 量と OA 量を増加させ、宿主探索行動の変化を観察した。その結果、DA および

OA 量を増加させることで、羽化後 3 日目から 6 日目において雌蚊の宿主探索行動が減

少することを示した（Figure 3B、3C）。これは、DA と OA によって雌蚊の宿主探索

行動が制御されることを示した最初の報告である。この研究成果は、引用文献 15 で報

告した。 

これまで、雌蚊に DA と OA の枯渇薬である-methyl-tyrosine (AMT)と 5-HT の枯

渇薬である-methyl-tryptophan を羽化後 3 日目の雌蚊に処置した報告がある 16。その

結果、Novak らは、5-HT の枯渇が雌蚊の吸血行動を制御する一方で、DA の枯渇は、

宿主探索行動および吸血行動に影響を及ぼさないことを示した。Novak らの報告にお

いて、AMT を処置した雌蚊の DA 量は薬剤未処置の雌蚊と比較し、約 50%程度に抑え

られている。本章において、DA 量は羽化後 0 日目に比べ、羽化後 3 日目で十分に減少

していることを示した（Figure 2A）。このため、羽化後 3 日目の雌蚊を使って DA 量

を減少させたとき、DA の宿主探索行動への影響を観察することが困難だったのかもし

れない。なお、Novak らの報告において、OA 量は測定されておらず、AMT による OA

量への影響はわからない。 

さらに本章は、DA 量の増加は OA 量を有意に増減しないこと、OA 量の増加も同様

に、DA 量を有意に増減しないことを明らかにした。これは、DA と OA による宿主探

索行動を制御する機構が、互いに独立して機能していることを示唆している。ショウジ

ョウバエ雄の性行動において、DA と OA が重複した役割を有していることが示されて

いる 11。これと同様に DA と OA の重複した役割が雌蚊の宿主探索行動においても存在

するのかもしれない。 

羽化後、DA 量は減少する。本章は、この時 DA 量を増加させ、DA 量の減少を抑え

ることで宿主探索行動が減少することを示した。これに対して、OA 量は、羽化後やや

増加する傾向が見られた。そして、本章はこの時“さらに”OA 量を増加させることで

宿主探索行動が減少することを示した。このように羽化後の DA 量と OA 量の挙動が異

なることから、DA と OA による宿主探索行動の制御機構は異なることが示唆された。

しかしながら、本章で検討した宿主探索行動、交尾、餌摂取量において DA と OA の効

果の違いは見られなかった。よって、DA と OA による宿主探索行動の制御機構の違い

について、更なる検討が必要であると考えられた。 

宿主探索行動は、雌蚊の交尾や餌摂取状況に影響を受けることが報告されている 14。

しかし、DA と OA を増加した時に観察される宿主探索行動の減少は、交尾や餌摂取量

の変化を伴わなかった。これは、DA と OA による宿主探索行動の制御機構が、交尾や
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餌摂取量とは異なる制御機構であることを示唆している。 

 昆虫は、哺乳類と同様に血液脳関門を有することが報告されている 17。また、これま

でにショウジョウバエにおいて L-DOPA を餌のスクロースに混ぜて与え、頭部 DA 量

を増加させる方法が示されている 12。そこで、本章は、DA 量を増加するため、L-DOPA

を用いた。その結果、雌蚊頭部の DA 量を有意に増加できることを明らかにし、本法が

蚊にも利用できることを示した（Figure 2A）。さらに、OA を餌に混ぜて与えることで

OA 量が増加することを示し、OA 量を増加する際にも本法が利用できることを示した。

（Figure 2B）。加えて、本法を利用し、忌避剤のように宿主であるマウスに薬剤を塗布

するのではなく、直接蚊に薬剤を処置することで、宿主探索行動を制御できることを示

した。これは、散布可能な宿主探索行動を抑制するツールを創出できる可能性を示して

いる。 

また、本章は、雌蚊の宿主探索行動は、羽化後 0 日目から 6 日目にかけて増加するこ

と、雌蚊の DA または OA 量を増加させると、宿主探索行動が減少することを明らかに

した（Figure 3B、3C）。そして、宿主探索行動を行う群（羽化後 6 日目の群）と宿主

探索行動を行わないかあるいは減少した群（羽化後 0 日目の群、DA 量または OA 量を

増加した群）という、宿主探索行動における表現型が異なる 4 つの群を作製できること

を明らかにした。そこで、続く第 2 章では、宿主探索行動を制御する遺伝子を調査する

ため、これら 4 つの群を用いて、宿主探索行動にあわせて発現量が増減する遺伝子を確

認した。 
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第２章 宿主探索行動を制御する遺伝子の調査 

 

緒言 

 本章は、DA と OA が宿主探索行動を制御する際に関わる、宿主探索行動を制御す

る遺伝子を調査するため、ヒトスジシマカ DNA マイクロアレイを用いた遺伝子発現解

析を試みた。マイクロアレイは、遺伝子の発現解析を行うための有用なツールの一つで

ある。現在、ヒトやマウスなどの哺乳類だけでなく、ショウジョウバエ、線虫、イネな

ど幅広い生物種において、マイクロアレイが実用化されている 18-22。しかしながら、ヒ

トスジシマカに対応したマイクロアレイは未だ実用化されておらず、マイクロアレイを

実施した報告もない。これまでにネッタイシマカ、ネッタイイエカ、ガンビエハマダラ

カなどで全ゲノム塩基配列が決定されている 23-25。中でもネッタイシマカとガンビエハ

マダラカは、その後のゲノム解析が精力的に進められ、利用できる転写産物の塩基配列

情報は充実している 26（Table 2）。そして、その情報を基にしたマイクロアレイが多数

作製され、遺伝子発現解析に用いられている 26-28。近年、ヒトスジシマカにおいて、全

ゲノム塩基配列が決定された 29。しかし、利用できるヒトスジシマカ転写産物の情報は

限られている（Table 2）。 

そこで、本章では、第１節から第３節で、マイクロアレイを作製するためにヒトスジ

シマカ転写産物の塩基配列データベースを構築した。そして、構築したデータベースを

基にマイクロアレイを作製した。第１章で宿主探索行動を行う群（羽化後 6 日目の群）

と宿主探索行動を行わないかあるいは減少した群（羽化後 0 日目の群、DA 量または

OA 量を増加した群）という、宿主探索行動における表現型が異なる 4 つの群を作製し

ている。従って、続く第４節では、この 4 つの群に対し、作製したヒトスジシマカマイ

クロアレイを用いて、宿主探索行動に合わせて発現量が増減する遺伝子を調査した。 

 

 

ヒトスジシマカ ネッタイシマカ ガンビエハマダラカ

全ゲノム塩基配列の決定
（引用文献）

Chen, X. G. et al. (2015)29 Nene, V. et al. (2007)23 Holt, R. A. et al. (2002)24

ゲノムサイズ26 1,967 Mbp 1,311 Mbp 273 Mbp

遺伝子26
総数 17,536 個 17,478 個 13,793個

タンパク質コード ? 15,796 個 13,007 個

転写産物26
総数 17,536 個 18,840 個 15,656 個

タンパク質コード ? 17,158 個 14,870 個

Table 2.科蚊における全ゲノム塩基配列の決定とゲノム解析の現状
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第１節 ヒトスジシマカ転写産物の塩基配列の取得 

 

本節では、ヒトスジシマカ転写産物の塩基配列データベースを構築するため、ヒトス

ジシマカ転写産物の塩基配列を取得した。塩基配列は、次世代シーケンサーを用いるほ

か、ダイレクトシーケンス、National Center for Biotechnology Information（NCBI）

からのダウンロードにより取得した。 

 

 

1. 次世代シーケンサーGS junior を用いたシーケンス 

(a) 実験方法 

発育ステージ、性別、部位の異なる 14 種類のサンプルを回収した（Table 3）。

回収した組織から ISOGENを用いてTotal RNAを抽出した。Total RNAは、DNase 

I で処理後、RNeasy Plus Mini Kit を用いて精製した。次いで、OligotexTM-dT30 

<Super> mRNA Purification Kit を用いて mRNA を調製した。mRNA は、Agilent 

2100 バイオアナライザを用いて rRNA 混入率を測定した。mRNA から cDNA ラ

イブラリーを作製し、次世代シーケンサー GS Junior を用いてシーケンスした。 

   

   

  

Table 3.回収したサンプルの種類とサンプル名

発育ステージ 性別 部位 サンプル名 サンプル名（略称）

幼虫 1齢 混合 全身 1st Larva L1

2 齢 混合 全身 2nd Larva L2

3 齢 混合 全身 3rd Larva L3

4 齢 混合 全身 4th Larva L4

蛹 蛹化後0日目 ♀ 全身 Pupa day0 female P0F

♂ 全身 Pupa day0 male P0M

蛹化後1日目 ♀ 全身 Pupa day1 female P1F

♂ 全身 Pupa day1 male P1M

成虫 羽化後0日目 ♀ 全身 Adult day0 female A0F

♀ 頭部 Adult day0 female  head A0F-H

♂ 頭部 Adult day0 male  head A0M-H

羽化後6日目 ♀ 全身 Adult day6 female A6F

♀ 頭部 Adult day6 female  head A6F-H

♂ 頭部 Adult day6 male  head A6M-H
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(b) 実験結果 

調製した mRNA の rRNA 混入率は、P0M を除き、すべてのサンプルで 10%前

後となった（「実験の部 Ⅱ. 実験方法 8. 次世代シーケンサーを用いたヒトスジシ

マカの塩基配列決定」参照、Table S3）。このサンプルを用いて、次世代シーケン

サーを用いてシーケンスした。その結果、計 1,046,966 リードを取得した。リード

数は、A6F が最も多く、次いで A0F、P1F、P0F と続いた（Table 4）。これは、

雌蚊に特徴的な配列を多く得たことを示している。また、総リード数に占める割合

は 1%以下であるが、幼虫に由来するリードも得た。これは、幼虫から成虫までに

発現する転写産物の配列を得たことを示している。 

 

 

 

 

  

Table 4.シーケンス結果より得られたリード

サンプル名 Raw リード数 (%総リード数)

L1 4,185 (0.4%)

L2 5,274 (0.5%)

L3 9,317 (0.9%)

L4 7,892 (0.8%)

P0F 117,349 (11.2%)

P0M 45,255 (4.3%)

P1F 167,811(16.0%)

P1M 97,770 (9.3%)

A0F 181,581 (17.3%)

A0F-H 57,193 (5.5%)

A0M-H 32,197 (3.1%)

A6F 223,783 (21.4%)

A6F-H 64,287 (6.1%)

A6M-H 33,072 (3.2%)

計 1,046,966 (100.0%)
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2. 次世代シーケンサーから取得したリードの De novo assembly 

(a) 実験方法 

次世代シーケンサーで取得したリードから De novo assembly によって、コンテ

ィグを作製した。De novo assembly を行うプログラムは、アルゴリズムの異なる

CLC Genomics Workbench v8.1（以下 CLC）および MIRA 4.0.2（以下 MIRA）、

を用いた。また、De novo assembly に用いるリードの処理方法により、CLC を用

いて 1 種類、MIRA を用いて 3 種類のコンティグを作製した（「実験の部 Ⅱ. 実験

方法 8. 次世代シーケンサーを用いたヒトスジシマカの塩基配列決定」参照、

Figure S6、Figure S7）。 

 

(b) 実験結果 

 De novo assembly に使用したリード、および De novo assembly の結果を Table 

5 に示す。CLC を用いた De novo assembly の結果、計 93,946 個の塩基配列（コ

ンティグ：34,826 個、シングルトン：59,120 個）を得た（以下 Sequences (CLC)）。

MIRA を用いた De novo assembly の結果、22,182 個（以下 Sequences (MIRA1)）、

21,504 個（以下 Sequences (MIRA2)）、9,060 個（以下 Sequences (MIRA3)）の

コンティグを取得した。 
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3. ダイレクトシーケンスによるヒトスジシマカ DA、OA 関連遺伝子の塩基配列決定 

(a) 実験方法 

DA 関連遺伝子、OA 関連遺伝子の塩基配列を決定した。雌蚊から Total RNA を

抽出し、DNase I 処理と精製を行った後、逆転写して cDNA を調製した。これを

鋳型とし、Table S5 に示すプライマーと KOD –Plus–（TOYOBO）を用いて PCR

を行った（「実験の部 Ⅱ. 実験方法 9. ダイレクトシーケンスによるヒトスジシ

マカ DA、OA 関連遺伝子の塩基配列決定」参照）。PCR は、94℃ 2 分の後、［98℃ 

10 秒、51 - 65℃ 30 秒、68℃ 1 分］の反応を 40 サイクル行った。PCR 産物は、

電気泳動により分離し PCR 産物の長さに一致する箇所のゲルを切り出し、DNA を

抽出した。これを鋳型としてダイレクトシーケンスを行った。シーケンサーは ABI 

PRISM 310 Genetic Analyzer を用いた。取得した塩基配列は、ネッタイシマカお

よびショウジョウバエ配列との一致率を確認し、目的の塩基配列が得られているこ

とを確認した。 

 

(b) 実験結果 

ダイレクトシーケンスの結果、10 個の DA 関連遺伝子と 6 個の OA 関連遺伝子

の配列を得た（Table 6）。配列の一致率は、VMAT、Octb3R を除き、ショウジョ

ウバエに比べてネッタイシマカの方が高かった。VMAT と Octb3R は、ショウジョ

ウバエの方が高い一致率を示したため、次にガンビエハマダラカの VMAT 

（Accession number: XM_313775）、Octb3R（Accession number: XM_312025）

と配列の一致率を確認した。その結果、配列の一致率は VMAT が 81.5%、Octb3R 

84.3%であった。ショウジョウバエに比べて高い一致率を示したことから、ヒトス

ジシマカの VMAT と Octb3R の塩基配列が得られていると考えた。これらダイレ

クトシーケンスから得られた配列を、以下 Sequences (PCR)と称した。 

 

 

4. NCBI に登録されている cDNA 塩基配列の取得 

(a) 実験方法 

NCBI で公開されているヒトスジシマカ mRNA 配列を取得した。また、上述の

「3. ダイレクトシーケンスによる生体アミン関連遺伝子の塩基配列決定」の結果

から、生体アミン関連遺伝子はネッタイシマカとヒトスジシマカで塩基配列の一致

率が高いことが示唆された。そこで、生体アミン関連遺伝子の塩基配列をマイクロ

アレイへ確実に搭載するため、ネッタイシマカの生体アミン関連遺伝子の配列を取

得した。 
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(b) 実験結果 

 NCBI から、75,289 個のヒトスジシマカ mRNA 塩基配列を取得した。これら配

列の由来は、68,133 個が雌蚊の卵母細胞、6,881 個が雌雄蚊の生殖器官に由来した

配列であった 30,31。また、29 個のネッタイシマカの生体アミン関連遺伝子の配列を

取得した。これら NCBI より得た配列を、以下 Sequences (NCBI)と称した。 

 

 

 

 

 

 

 

  

遺伝子名 取得した配列長（bp）
ネッタイシマカ ショウジョウバエ

Accession number 一致率（%） Accession number 一致率（%）

DA関連遺伝子

TH 1,102 XM_011495191 94.9 NM_057549 80.7 

DDC 1,600 XM_001648213 84.8 NM_165279 70.4 

ebony 712 XM_001651413 85.9 NM_079707 59.2 

NAT1 1,661 XM_001661350 82.7 NM_206212 48.6 

DAT 1,697 XM_001654196 91.2 NM_079039 67.9 

VMAT 730 XM_001659463 75.3 NM_001014524 76.3 

Dop1 968 JN043502 94.4 NM_057659 76.2

Dop2 1,240 JN043503 93.5 NM_170420 71.9 

Dop3 1,183 XM_001648573 95.5 NM_001014758 67.1 

DopEcR 821 XM_001654744 95.7 NM_139640 69.1 

OA関連遺伝子

Tdc1 538 XM_001656801 85.7 NM_136382 68.8 

Tdc2 445、630 XM_001656807 90.6, 88.6 NM_165483 79.6, 73.7 

Tbh 664 XM_001661064 86.4 Z70316 67.8 

OAMB 471 XM_001648194 90.3 NM_001275845 68.0 

Octb2R 514 XM_001651663 85.6 NM_001316576 64.7 

Octb3R 242 XM_001651665 72.0 NM_001038954 76.1 

Table 6.ダイレクトシーケンスで取得した配列

TH: Tyrosone hydroxylase, DDC: Dopa decarboxylase, NAT1: Dopamine N-acetyltransferase, DAT: Dopamine 
transporter, VMAT: Vesicular monoamine transporter, Dop1: Dopamine 1-like receptor 1, Dop2: Dopamine 1-
like receptor 2, Dop3: Dopamine 2-like receptor, DopEcR: Dopamine/Ecdysteroid receptor, Tdc1: Tyrosine 
decarboxylase 1, Tdc2: Tyrosine decarboxylase 2, Tbh: Tyramine beta hydroxylase, OAMB: Octopamine
receptor in mushroom bodies, Octb2R: Octopamine beta2 receptor, Octb3R: : Octopamine beta3 receptor
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第２節 マイクロアレイ作製に用いるヒトスジシマカ塩基配列の選

出 

 

本節は、Sequences (CLC)、Sequences (MIRA1)、Sequences (MIRA2)、Sequences 

(MIRA3)、Sequences (PCR)、Sequences (NCBI) 間で重複した配列を除去し、マイク

ロアレイ作製に用いるヒトスジシマカ塩基配列を選出した。これら、選出した配列群は、

ヒトスジシマカ塩基配列群 Aedes albopictus Fukuoka version 1.0（以下 AalbF1.0）

と称した。 

 

 

1. ヒトスジシマカ cDNA 塩基配列内の重複配列の除去と AalbF1.0 の作製 

(a) 実験方法 

Sequences (CLC)、Sequences (MIRA1)、Sequences (MIRA2)、Sequences 

(MIRA3) について、blastn 及び tblastx プログラムによる相同性解析を行った。

このとき、データベースは、ネッタイシマカ配列を用い、E-value の閾値は 10 と

した。ネッタイシマカ配列に相同性のあった配列は、ネッタイシマカ配列に付して

いる Accession number でグループ化し、グループ内で最もビットスコアの高い配

列を選出した（以下 Sequences (blast)）。ネッタイシマカ配列に対して相同性のな

かった配列は、配列長の長いものから順に 5000 個選出した（以下 Sequences 

(5000)）。 

次に、Sequences (NCBI) について、blastn 及び tblastx プログラムによる相同

性解析を行った。このとき、データベースは、前述のネッタイシマカ配列を用い、

E-valueの閾値は 10とした。ネッタイシマカ配列に対して相同性のあった配列は、

ネッタイシマカ配列に付している Accession number でグループ化した。そして、

Sequences (blast) に存在しないグループについて、グループ内で最もビットスコ

アの高い配列を選出した。この選出した配列に Sequences (PCR)を加え、

Sequences (PCR+NCBI)とした。最後に、Sequences (blast)、Sequences (5000)、

Sequences (PCR+NCBI)を一つにまとめ、AalbF1.0 を作製した（「実験の部 Ⅱ. 実

験方法 11. ヒトスジシマカ cDNA 塩基配列内の重複配列の除去と AalbF1.0 の作

製」参照、Figure S8）。 

作製した AalbF1.0 は、ゲノム解析により推定されたヒトスジシマカタンパク質

コード遺伝子（AaloF1.1 protein-coding）、ネッタイシマカタンパク質コード遺伝

子（AaegL3.3 protein-coding）、ガンビエハマダラカタンパク質コード遺伝子

（AgamP4.3 protein-coding）に由来する転写産物の配列と配列数および配列長を
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比較した。 

 

(b) 実験結果 

 重複配列を除去した結果、22,335 個の配列からなる AalbF1.0 を作製した（Table 

7）。配列数の内訳は、Sequences (blast)が 13,566 個、Sequences (5000)が 5,000

個、Sequences (PCR + NCBI)が 3,769 個だった。AalbF1.0 は、次世代シーケン

サーで得た配列（Sequences (blast)および Sequences (5000)）が、83.1%を占めた。 

次に、ゲノム解析により推定された各蚊の転写産物と AalbF1.0 を比較した。そ

の結果、各蚊の転写産物に比べ、AalbF1.0 の配列数は多く、平均長、最小配列長、

最大配列長は短かった（Table 7）。AalbF1.0 は、各蚊の転写産物に比べて配列長

が短いことから、AalbF1.0 の中に含まれる配列の中には、全長を反映していない

転写産物の配列も含まれることが示唆された。 

 

 

 

 

 

2. 昆虫ゲノムに対する相同性検索による AalbF1.0 の評価 

(a) 実験方法 

AalbF1.0 について、blastn プログラムによる相同性解析を行った。このとき、

データベースは、ヒトスジシマカ、ネッタイシマカ、ネッタイイエカ、ガンビエハ

マダラカ、ショウジョウバエのゲノムを用い、E-value の閾値は 1E-10 とした。そ

して、相同性を示した配列数とその配列の一致率から AalbF1.0 がヒトスジシマカ

に由来する配列であることを評価した。 

 

(b) 実験結果 

AalbF1.0 の配列は、ヒトスジシマカゲノムの配列に最も多く相同性を示し、次

いでネッタイシマカ、ネッタイイエカと続き、ショウジョウバエに相同性を示した

配列は最も少なかった（Table 8）。相同性を示した配列の一致率は、ヒトスジシマ

カで最も高く、次いでネッタイシマカ、ネッタイイエカと続き、ショウジョウバエ

配列名 種 配列数
平均配列長

(bases)
最小配列長

(bases)
最大配列長

(bases)

AalbF1.0 ヒトスジシマカ 22,335 1,134.98 69 9,953

AaloF1.1 protein-coding ヒトスジシマカ 17,536 1,381.10 150 32,463

Aaeg3.3 protein-coding ネッタイシマカ 17,158 1,868.72 105 34,498

AgamP4.3 protein-coding ガンビエハマダラカ 14,870 1,907.53 99 49,389

Table 7. AalbF1.0 の配列数と配列長
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との一致率は最も低かった。（Figure 5）。ネッタイシマカは、ヒトスジシマカに最

も近縁の種であり、次いでネッタイイエカ、ガンビエハマダラカ、ショウジョウバ

エの順に遠縁になる 32。AalbF1.0 は、近縁種のゲノムほど相同性を示す配列数が

多く、その一致率も高いことから、AalbF1.0 は、ヒトスジシマカ由来の配列であ

ることを明らかにした。 

 

 

 

 

 

  

データベース 相同性を示した
配列数（%）種 Version

ヒトスジシマカ A. albopictus v1.0 22,076 (98.8%)

ネッタイシマカ AaegL2 21,128 (94.6%)

ネッタイイエカ CulPip1.0 15,036 (67.3%)

ガンビエハマダラカ AgamP3 11,669 (52.3%)

ショウジョウバエ Release 6 plus 6,925 (31.0%)

Table 8. AalbF1.0 の昆虫ゲノムに対する相同性検索

20

40

60

80

100

配
列
の
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率
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%
）

Figure 5. AalbF1.0 の昆虫ゲノムに対する配列の一致率
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第３節 ヒトスジシマカ転写産物の塩基配列データベースの構築と

ヒトスジシマカマイクロアレイの作製 

 

 本節は、第２章 第２節で作製した AalbF1.0 の各配列にアノテーションを付加する

ことで、ヒトスジシマカ転写産物の塩基配列データベース Expressed sequence 

tags Aedes albopictus Fukuoka version 1.0（以下 ESTs (AalbF1.0)）を構築した。そ

して、構築した ESTs (AalbF1.0) を基にマイクロアレイを作製した。 

 

 

1. 昆虫の転写産物に対する相同性検索 

(a) 実験方法 

AalbF1.0 について、blastn 及び tblastx プログラムによる相同性解析を行った。

このとき、データベースは、ゲノム解析により推定されたヒトスジシマカ転写産物

（以下 AaloF1.1）ネッタイシマカ転写産物（以下 AaegL3.3）、ネッタイイエカ転

写産物（以下 CpipJ2.2）、ガンビエハマダラカ転写産物（以下 AgamP4.3）、ショ

ウジョウバエ転写産物（以下 Drmel Release 6 plus）を用い、E-value の閾値は

1E-10 とした。 

ゲノム解析により推定されたヒトスジシマカ転写産物 AaloF1.1 と本研究で作製

した AalbF1.0 が有する配列の違いを明らかにするため、相同性解析の結果を基に、

ヒトスジシマカゲノムあるいは他の蚊科の転写産物と相同性を示す一方で、

AaloF1.1 と相同性を示さない AalbF1.0 の配列を特定した。 

次に、昆虫転写産物（ネッタイシマカ、ネッタイイエカ、ガンビエハマダラカ、

ショウジョウバエ）との相同性検索および、ヒトスジシマカゲノムとの相同性検索

（「第２章 第２節 2. 昆虫ゲノムに対する相同性検索による AalbF1.0 の評価」参

照）の結果に基づいて、AalbF1.0 の各配列を「蚊に特異的な配列」、「昆虫に保存

された配列」、「その他」に分類した。そして、AalbF1.0 が「蚊に特異的な配列」

を有することを確認した。 

さらに、ネッタイシマカ、ネッタイイエカ、ガンビエハマダラカの転写産物との

相同性検索の結果に基づいて、AalbF1.0 の各配列の遺伝子を推定した。 

 

(b) 実験結果 

相同性を検索した結果、AalbF1.0 は、AaegL3.3 に最も多くの配列が相同性を示

し、次いで AaloF1.1 に相同性を示した（Table 9）。続いて、blastn プログラムに

よる相同性解析で相同性を示した配列について、配列の一致率を確認した。その結
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果、一致率は、AaloF1.1 で最も高かった（Figure 6A）。 

ヒトスジシマカ転写産物 AaloF1.1 に対する相同性検索の結果から、本研究で得

た AalbF1.0 の中に、ヒトスジシマカゲノムや他の蚊科の転写産物と相同性を示す

にもかかわらず、AaloF1.1 と相同性を示さない 6,442 個の配列が含まれることが

明らかとなった。これは、ゲノム解析から推定されたヒトスジシマカ転写産物

AaloF1.1 にない配列であり、本研究で作製した AalbF1.0 に特徴的な配列であるこ

とを示している。 

AalbF1.0 の昆虫ゲノムとの相同性は、ヒトスジシマカゲノムに最も多くの配列

が相同性を示し、AalbF1.0 を構成する配列のうち 98.8%が相同性を示した（「第２

章 第２節 2. 昆虫ゲノムに対する相同性検索による AalbF1.0 の評価」参照、

Table 8）。これに対し、昆虫転写産物との相同性は、ヒトスジシマカよりもネッタ

イシマカに相同性を示す配列が多く、ヒトスジシマカ転写産物と相同性を示した配

列は、AalbF1.0 を構成する配列のうち 70.7%と低かった。この結果から、ヒトス

ジシマカのゲノム解析から推定された転写産物 AaloF1.1 の情報が、ネッタイシマ

カ転写産物 AaegL3.3 と比較して不足していることが推察された。そこで、次にヒ

トスジシマカゲノムとヒトスジシマカ以外の昆虫転写産物（AaegL3.3、CpipJ2.2、

AgamP4.3、Drmel Release 6 plus）との相同性によって AalbF1.0 の配列を分類

した。その結果、蚊に特異的な配列は、AalbF1.0 の 47%を占めた（Figure 6B）。

宿主探索行動を抑制するツールの標的は、蚊に特異的なタンパク質を想定している。

蚊に特異的な配列の情報を含む ESTs (AalbF1.0) は、ツールの標的となる「蚊に

特異的な遺伝子」を探索するアレイを作製する上で有用なヒトスジシマカ転写産物

の塩基配列データベースとなることが予想された。 

続いて、相同性解析の結果から AalbF1.0 の各配列の遺伝子を推定し、その機能

毎に配列数をカウントした。その結果、宿主探索行動に関与する感覚器遺伝子のほ

か、生体アミン、概日リズム、免疫、代謝関連遺伝子など多様な遺伝子に由来する

転写産物を取得していることが明らかとなった（Table 10）。ヒトスジシマカ転写

産物 AaloF1.1 と相同性を示さない AalbF1.0 に特徴的な配列も同様に、多様な遺

伝子に由来する転写産物を取得していることが明らかとなった。これは、多様な遺

伝子に由来する転写産物の配列情報を有したヒトスジシマカ転写産物の塩基配列

データベースが構築されたことを示している。 



25 

 

 

 

 

 

 

 

 

データベース 相同を示した
配列数（%）種 Version

ヒトスジシマカ AaloF1.1 15,800 (70.7%)

ネッタイシマカ AaegL3.3 17,116 (76.6%)

ネッタイイエカ CpipJ2.2 14,959 (67.0%)

ガンビエハマダラカ AgamP4.3 14,151 (63.4%)

ショウジョウバエ Release 6 plus 1,1738 (52.6%)

Table 9. AalbF1.0 の昆虫転写産物に対する相同性検索

昆虫に保存

された配列

11,738個
(53%)

10,501個
(47%)

その他 96個

(0.1%以下)

蚊に特異的
な配列

B)

Figure 6. AalbF1.0 の昆虫転写産物に対する相同性
A) 昆虫転写産物に対する配列の一致率
B) 蚊に特異的な配列の割合
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2. AalbF1.0に対する次世代シーケンサーで取得した14種類のサンプルに由来するリ

ードのマッピング 

(a) 実験方法 

次世代シーケンサーで取得した 14 種類のサンプルに由来するリード（「第２章 

第１節 1. 次世代シーケンサーGS junior を用いたシーケンス」参照、Table 4）

をサンプル毎に AalbF1.0 にマッピングした。その後、マッピングしたリードの由

来サンプルによって AalbF1.0 の配列を分類した。 

また、宿主探索行動を行わない L1、L2、L3、L4、P0F、P1F、A0F と宿主探索

行動を行うA6F由来のリードのマッピング結果をそれぞれ比較した。これにより、

宿主探索行動に合わせて発現量が増減する転写産物が AalbF1.0 に含まれているこ

とを確認した。 

続いて、A0F-H と A6F-H に由来するリードのマッピング結果を比較した。同様

に A0M-H と A6M-H に由来するリードのマッピング結果を比較した。これにより、

雌蚊と雄蚊において羽化後に発現量が増減する転写産物を選出した。その後、雌蚊

と雄蚊で発現量が増減した転写産物を比較し、羽化後の雌蚊に特徴的な挙動を示す

転写産物が含まれていることを確認した。 

 

(b) 実験結果 

AalbF1.0 の配列にリードをマッピングした。その結果、由来サンプルが１種類

のみである配列が、AalbF1.0 の配列の約 20%を占めることを明らかにした（Table 

Table 10. AalbF1.0 の各配列の遺伝子の推定

遺伝子 配列数 AalbF1.0 に特徴的な配列数

生体アミン 44 4

感覚器 121 10

概日リズム 29 6

免疫 339 22

代謝 668 54

分解・消化 255 12

酸化還元・ストレス応答 601 60

輸送 626 69

複製・転写・翻訳 597 75

細胞骨格・構造 372 34

リボソーム複合体 486 78

その他の機能 5571 798

機能未知 12507 5155

非タンパク質コード 119 65

計 22,335 6,442
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11）。これは、AalbF1.0 が各発育ステージに特徴的な配列を有することを示してお

り、多種多様な遺伝子の転写産物の配列を取得できていることが示唆された。 

続いて、宿主探索行動を行わない、L1、L2、L3、L4、P0F、P1F、A0F と宿主

探索行動を行う A6F 由来のリードのマッピング結果に基づき、遺伝子発現解析を

実施した。その結果、A6F と比較して、L1、L2、L3、L4、P0F、P1F、A0F は多

様な遺伝子に由来する転写産物の発現量が増減した（Table 12）。この結果は、

AalbF1.0 が宿主探索行動に合わせて発現量が増減する転写産物の配列を含むこと

を示している。また、雌蚊と雄蚊で羽化後に発現量が増減した転写産物を比較した。

その結果、雌蚊で羽化後に発現量が増減する転写産物が増加 245 個、減少 229 個

あった。そして、その中に雌に特徴的な挙動を示す転写産物が増加 161 個、減少

167 個あった（Figure 7、Table 13）。宿主探索行動は、雌蚊に特徴的な行動であ

り、宿主探索行動を制御する遺伝子は、雌蚊に特徴的な挙動を示す可能性が高い。

この結果は、AalbF1.0 が、宿主探索行動を制御する遺伝子に由来する転写産物を

有することを示唆している。 

 

 

3. eArray を用いたプローブの設計とヒトスジシマカマイクロアレイの作製 

(a) 実験方法 

第２章 第３節 1、2 で得た情報を AalbF1.0 に付加し、ESTs (AalbF1.0) を構築

した。そして、ESTs (AalbF1.0) の配列情報に基づき、eArray を用いて、マイク

ロアレイのプローブを設計した。設計するプローブの長さは、60bp とした。 

 

(b) 実験結果 

 プローブを設計した結果、38,785 本のプローブ配列を得た。そして、これらプ

ローブを搭載したヒトスジシマカマイクロアレイを作製した。構築した ESTs 

(AalbF1.0) のデータベース情報と、設計したプローブの配列は、福岡大学薬学部

微生物薬品化学教室のデータサーバーに保存した。 
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Figure 7. 雌蚊と雄蚊で羽化後に発現量が増減した転写産物の比較
↑：発現量が増加した転写産物数、↓：発現量が減少した転写産物数を示す。
円が重なっている部位は、A0F-HとA0M-Hで発現量がともに増減した転写産物数を示す。

遺伝子
A0F-H A0M-H ♂と異なる挙動を示す

Up Down Up Down Up Down

生体アミン 2 0 1 0 1 0

感覚器 2 10 1 10 2 3

概日リズム 0 2 1 1 0 2

免疫 2 5 3 2 1 5

代謝 7 4 8 7 5 3

分解・消化 0 0 0 3 0 0

酸化還元・ストレス応答 6 7 6 6 6 5

輸送 13 5 10 9 9 4

複製・転写・翻訳 1 9 3 12 1 7

細胞骨格・構造 30 0 28 3 11 0

リボソーム複合体 0 29 2 15 0 22

その他の機能 63 45 91 82 45 31

機能未知 119 106 214 212 80 81

非タンパク質コード 0 7 5 6 0 4

計 245 229 373 368 161 167

Table 13. 羽化後に発現量が増減する転写産物の雌雄比較

Up: A6F-HあるいはA6M-Hに比べて発現量が増加した転写産物
Down: A6F-HあるいはA6M-Hに比べて発現量が減少した転写産物
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第４節 宿主探索行動を制御する遺伝子の調査 

 

 本節は、第１章で得た知見を基に宿主探索行動を行う雌蚊群と、宿主探索行動を行

わないかあるいは減少した群を作製した。そして、第２章で作製したヒトスジシマカマ

イクロアレイを用いて、宿主探索行動を制御する遺伝子を調査した。まず、宿主探索行

動にあわせて発現量が増減する遺伝子を特定した。続いて、その中から宿主探索行動を

制御する遺伝子の候補を選定した。 

 

1. マイクロアレイ実験の評価 

(a) 実験方法 

宿主探索行動を制御する遺伝子を調査する前に、作製したヒトスジシマカマイク

ロアレイによって、遺伝子の発現量を適切に検出できているかを確認した。 

第１章で得た知見を基に宿主探索行動を行う雌蚊群と、宿主探索行動を行わない

かあるいは減少した群を作製した。具体的には、薬剤未処置の群を作製し、羽化後

0 日目（以下 Newly emerged adult; NEA 群）と 6 日目（以下 Control 群）の雌蚊

を回収した。次いで、DA 群と OA 群を作製し、羽化後 6 日目に雌蚊を回収した（そ

れぞれ以下 DA 群、OA 群）。回収した各群の雌蚊頭部から Total RNA を抽出した。

Total RNA は、逆転写およびラベル化を行い、シアニンラベル化 cRNA を調製し

た。調製した cRNA は、ヒトスジシマカマイクロアレイへハイブリダイゼーション

した。その後、プローブ毎に蛍光を検出し、数値化することでシグナル値を得た。

シグナル値は quantile 法で正規化し、以降の解析に使用した。ネッタイシマカにお

いて、pupal cuticle protein (Vector base Gene ID: AAEL011045)、pupal cuticle 

protein 78E (Vector base Gene ID: AAEL003259)をコードする遺伝子は、雌蚊の

年齢を推定するときに指標となる遺伝子である。そして、これら遺伝子は羽化後発

現量が減少することが報告されている 33。そこで、この 2 つの遺伝子について、ヒ

トスジシマカマイクロアレイで得られた発現量を確認した。 

 

(b) 実験結果 

 pupal cuticle protein、pupal cuticle protein 78E の発現量は、Control 群と比べ

て NEA 群で発現量が増加した（Table 14）。これは、ネッタイシマカにおける発現

パターンと一致した。この結果は、本研究で作製したヒトスジシマカマイクロアレ

イを用いて、遺伝子の発現量を適切に検出できることを示している。 
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2. 宿主探索行動を制御する遺伝子の調査 

(a) 実験方法 

 宿主探索行動に合わせて発現量が増減する遺伝子を調べた。宿主探索行動を行う

Control 群と、宿主探索行動を行わないかあるいは減少した群（NEA 群、DA 群、

Control 群）で、各プローブのシグナル値を比較した。そして、Control 群と比較

し、発現量が増減した転写産物を遺伝子の機能毎に数えた。 

 

(b) 実験結果 

各プローブのシグナル値を比較し、シグナル値の対数から Scatter plot を作成し

た。その結果、NEA 群は Control 群に比べて、発現量が増加した転写産物と発現

量が減少した転写産物の数は同程度だった（Figure 8A）。これに対し、DA 群と

OA 群は、Control 群に比べて、発現量が減少した転写産物が多かった（Figure 8B、

8C）。そして、Control 群に比べて発現量が増加あるいは減少した転写産物数は、

NEA 群が 427 個と 417 個、DA 群が 70 個と 393 個、OA 群が 94 個と 569 個であ

った（Figure 8D）。DA 群と OA 群は、Control 群に比べて、発現量が減少した転

写産物が多いことが特徴的であったことから、宿主探索行動を制御する遺伝子は、

発現量が減少する転写産物の中に含まれることが予想された。 

第２章 第３節で、次世代シーケンサーで取得したリードを用いて、羽化後 0 日

目と羽化後 6 日目の雌成虫で全身（A0F vs A6F）と頭部（A0F-H vs A6F-H）にお

ける遺伝子の発現量を比較した（「第２章 第３節 2. AalbF1.0 に対する次世代シー

ケンサーで取得した 14 種類のサンプルに由来するリードのマッピング」参照、

Table 12、Table 13）。そこで、次世代シーケンサーで得られた結果とマイクロア

レイの結果（NEA 群 vs Control 群）を比較した。その結果、挙動が一致した転写

産物が、全身で 72 個（発現量増加：56 個、発現量減少：16 個）、頭部で 55 個（発

現量増加：49 個と発現量減少：6 個）あることが明らかとなった。マイクロアレイ

と次世代シーケンサーの両方で発現量の増減を検出した転写産物があることから、

マイクロアレイを用いて、宿主探索行動に合わせて発現量が増減する転写産物を検

出できていると考えられた。 

次に、Control 群と比較し、発現量が増減した転写産物を遺伝子の機能毎に調べ

Vector base Gene ID Description
シグナル値

Control群 NEA群

AAEL003259 pupal cuticle protein 78E 299.3 1267.9
AAEL011045 pupal cuticle protein 76.4 3497.2

Table 14.マイクロアレイ実験の評価
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た。その結果、生体アミンを除き、多様な遺伝子に由来する転写産物の発現量が増

減した（Table 15）。生体アミン関連遺伝子に由来する転写産物のシグナル値は、

マイクロアレイの検出限界以下であるものが多かった。また、シグナル値を計測で

きた生体アミン関連遺伝子は、発現量の増減基準を満たすものがなかった。したが

って、生体アミン関連遺伝子の発現量の変化は、マイクロアレイで検出できないほ

ど小さいことが示唆された。また、NEA 群は、他の群に比べて細胞骨格・構造で

発現量が増加していること、OA 群は、他の群に比べて、免疫、代謝、その他の機

能、機能未知の遺伝子で発現量が減少していることなど、各群に特徴が見られた。 

次に、各群で、宿主探索行動に合わせて発現量が増減した転写産物を比較した。

その結果、NEA 群、DA 群、OA 群に共通して、1 個の転写産物の発現量が増加し、

300 個の転写産物の発現量が減少していることが明らかとなった（Figure 8D、

Table 15）。羽化後 0 日目から羽化後 6 日目にかけて雌蚊の宿主探索行動は増加す

る。この間、宿主探索行動だけでなく、表皮の硬化や生殖器官の成熟といった生理

現象をはじめ、飛翔行動、食物探索行動、交尾行動といった行動の変化がある 33-36。

このため、NEA 群と Control 群で発現量が増減した転写産物の中に、宿主探索行

動を制御する遺伝子だけでなく、その他の生理現象や行動を制御する遺伝子が含ま

れることが予想された。NEA 群に対し、DA 群と OA 群は、Control 群と同様に羽

化後 6 日目にサンプルを回収している。さらに、第１章において、DA 群と OA 群

は、Control 群と比べて交尾や餌の摂取量に差がないことを明らかにしている。し

たがって、DA 群あるいは OA 群と Control 群の間で、発現量が増減した転写産物

の中に、羽化後に生じる生理現象や行動を制御する遺伝子が含まれる可能性は低い

と考えられた。以上のことから、上述の 301 個の転写産物は、宿主探索行動に合わ

せて発現量が増減すること、宿主探索行動が減少した NEA 群、DA 群、OA 群で

挙動が一致していることより、宿主探索行動を制御する遺伝子を含むことが期待さ

れた。 

前節で、次世代シーケンサーで取得したリードを用いて、雌に特徴的な挙動を示

す転写産物を選出した（「第２章 第３節 2. AalbF1.0 に対する次世代シーケンサー

で取得した 14 種類のサンプルに由来するリードのマッピング」参照、Figure 7）。

興味深いことに、これら 301 個の転写産物（発現量増加：1 個、発現量減少：300

個）の中に、選出した雌に特徴的な転写産物が 2 個含まれていた。この転写産物は、

Ribonuclease と機能未知の遺伝子であった。これら遺伝子は、雄蚊と異なる挙動

を示すことから、宿主探索行動を制御する遺伝子の候補として特に有力であると考

えられた。 
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Figure 8. 遺伝子発現量の比較
A) NEA群とControl群のScatter plot
B) DA群とControl群のScatter plot
黒のドットは、Zscoreとratioの値から発現量が増減したと判定した転写産物を示す。
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Figure 8. 遺伝子発現量の比較（続き）
C) OA群とControl群のScatter plot
黒のドットは、Zscoreとratioの値から発現量が増減したと判定した転写産物を示す。
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3. 宿主探索行動を抑制するツールの標的となる遺伝子候補の選定 

(a) 実験方法 

 本研究において、宿主探索行動を抑制するツールの標的は蚊に特異的なタンパク

質を想定している。そこで、NEA 群、DA 群、OA 群に共通した挙動を示す 301

個の転写産物（発現量増加：1 個、発現量減少：300 個）のうち、蚊に特異的な配

列をもつ転写産物を選出した。蚊に特異的な配列をもつ転写産物の選出は、ESTs 

(AalbF1.0) を参照した。 

 

(b) 実験結果 

蚊に特異的な配列をもつ転写産物を選出した結果、NEA・DA・OA 群で発現量

が増加した 1 個は、昆虫に保存された配列に含まれることが明らかとなった。

NEA・DA・OA 群で発現量が減少した 300 個は、蚊に特異的な配列をもつ転写産

物が 156 個存在した（Figure 9）。この 156 個の転写産物の中に、宿主探索行動を

抑制するツールの標的となる遺伝子が含まれていることが期待された。また、この

156 個の転写産物の中に、次世代シーケンサーの結果から雌蚊に特徴的であること

が推測された転写産物が 1 個含まれた。これは、機能未知の遺伝子であった。この

遺伝子は、宿主探索行動を制御する遺伝子候補として有力であることから、宿主探

索行動を抑制するツールの標的候補になる可能性が高いと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 9. NEA・DA・OA群に特徴的な転写産物に含まれる
蚊に特異的な配列をもつ転写産物の割合

昆虫に保存

された配列

145個 (48%)

蚊に特異的

な配列

156個 (52%)

その他 0個
(0%)
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第５節 小括 

 

本章では、独自に構築したヒトスジシマカ転写産物の塩基配列データベースを基にヒ

トスジシマカマイクロアレイを作製し、宿主探索行動を制御する遺伝子を調査した。そ

の結果、宿主探索行動を制御する遺伝子候補を選出した。そして、その中に蚊に特異的

な遺伝子があることを明らかにし、蚊に特異的な宿主探索行動を抑制するツールが創出

できる可能性を示した。 

雌蚊の宿主探索行動は、吸血後に減少する 37。ネッタイシマカにおいて、吸血後に発

現量が増減する遺伝子のデータベースが構築されている 38。興味深いことに、本章で示

したツールの標的候補となりうる遺伝子の中に、ネッタイシマカで吸血後に発現量が減

少する遺伝子が 6 個含まれていた。この 6 個の遺伝子は、代謝関連遺伝子、分解・消化

関連遺伝子、複製・転写・翻訳関連遺伝子、機能未知の遺伝子だった。これら遺伝子は、

宿主探索行動を行わないかあるいは減少する NEA 群、DA 群、OA 群だけでなく、吸

血後の宿主探索行動が減少する時期においても発現量が減少する。従って、これら 6 個

の遺伝子は、宿主探索行動を制御する遺伝子であることが強く示唆された。 

これまでに、宿主探索行動を制御する遺伝子として、匂い結合タンパク質（Odorant 

binding protein; OBP）である OBP37 および OBP39 がある 39。これらの遺伝子は、

Control 群と NEA 群で発現量が増減した転写産物の中に含まれた。しかし、Control

群と DA 群あるいは OA 群で発現量が増減した転写産物の中には含まれなかった。これ

は、DA と OA による宿主探索行動の制御が OBP37 や OBP39 とは異なる遺伝子によ

って引き起こされていることを示しており、これまでに報告のない宿主探索行動を制御

する遺伝子を明らかにできることが期待された。 

本章で選出した、301 個の宿主探索行動を制御する遺伝子候補の中に、宿主探索行動

へ関与することが報告されている遺伝子はなかった。今後、これら遺伝子について逆遺

伝学的な手法を用いることで、宿主探索行動を制御する遺伝子の特定とそのタンパク質

を標的とした宿主探索行動を抑制するツールの創出につながることが期待された。 

第 1 章から、宿主探索行動を制御する機構は DA と OA で異なることが示唆された。

このため、DA 群と OA 群でマイクロアレイの結果を比較した（「実験の部 Ⅱ. 実験方

法 17. 宿主探索行動を制御する遺伝子の調査」参照、Figure S10）。その結果、DA

群で発現量が増減した転写産物は、その大部分が OA 群で発現量が増減した転写産物と

重複していることが明らかとなった。したがって、DA と OA による宿主探索行動の制

御は、最終的に同じ遺伝子の発現量が増減することで機能することが示唆された。 

また、本章では、ヒトスジシマカマイクロアレイを作製することを目的として、22,335

個の配列情報を有する、ヒトスジシマカ転写産物の塩基配列データベース ESTs 

(AalbF1.0)を構築した。この ESTs (AalbF1.0) は、① ヒトスジシマカゲノム解析から
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推定されたヒトスジシマカ転写産物 AaloF1.1 にない転写産物を有する、② 蚊に特異的

な配列をもつ転写産物を有する、③ 多様な遺伝子由来の転写産物を有するという特徴

を持ち、独創的なデータベースであることを示した。さらに、次世代シーケンサーの結

果から、ESTs (AalbF1.0) は、宿主探索行動を制御する可能性の高い遺伝子の転写産物

情報を有することを示した。以上のことから、このデータベースに基づいて作製したマ

イクロアレイは、① ゲノムプロジェクトで報告のない遺伝子を検出できる、② ツール

の標的となる蚊に特異的な遺伝子を検出できる、 ③ 多様な遺伝子の発現量を検出でき

るといった特徴を持つことが期待された。 

 ヒトスジシマカと近縁種であるネッタイシマカでは、ゲノムプロジェクトで推定され

た遺伝子や転写産物の情報を基に、これまでに多数のマイクロアレイが作製されている

26。本章第２節、第３節で ESTs (AalbF1.0) の配列について、ネッタイシマカゲノムお

よび転写産物に対する相同性を検討した。その結果、相同性を示す配列数は多いが、そ

の配列の一致率は、ヒトスジシマカと比較して約 10%程度低かった（Table 8、Table 9、

Figure 5、Figure 6A）。マイクロアレイは、塩基配列の相同性を利用して遺伝子の発現

量を検出する。このため、本章で作製したヒトスジシマカマイクロアレイは、ネッタイ

シマカマイクロアレイに比べ、ヒトスジシマカの遺伝子発現量解析に特化したアレイで

あると考えられた。 
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総括ならびに結論 

 

本論文は、蚊媒介性感染症の予防を目指し、雌蚊に特徴的な行動である宿主探索行動

の制御に着目した。そして、その制御機構を解明するため、DA と OA が宿主探索行動

に及ぼす影響を検討した。次いで、それらが宿主探索行動を制御する際に、発現量が増

減する遺伝子を確認し、宿主探索行動を制御する遺伝子を調査した。 

以下に、本研究で得られた結果を要約して示す。 

 

 

第１章 DA と OA が宿主探索行動へ及ぼす影響 

1） L-DOPA を処置すると DA 量が有意に増加した。 

2） OA を処置すると OA 量が有意に増加した。 

3） DA 量あるいは OA 量を増加したとき、雌蚊の宿主探索行動は減少した。 

4） DA 量あるいは OA 量を増加したとき、雌蚊の交尾率や餌摂取量は増減しなかった。 

5） 宿主探索行動を行う群と宿主探索行動を行わないかあるいは減少した群という、宿

主探索行動における表現型が異なる 4 つの群を作製した。 

 

 

第２章 宿主探索行動を制御する遺伝子の調査 

1） 次世代シーケンサーを用いるほか、ダイレクトシーケンス、NCBI からのダウンロ

ードによりヒトスジシマカ転写産物の塩基配列を取得し、マイクロアレイ作製に用

いる塩基配列群 AalbF1.0 を選出した。 

2） AalbF1.0 は、ヒトスジシマカゲノム解析から推定されたヒトスジシマカ転写産物

AaloF1.1 にない塩基配列、蚊に特異的な塩基配列、多様な遺伝子由来の転写産物

の塩基配列を有することを相同性解析により明らかにした。 

3） AalbF1.0 は、宿主探索行動にあわせて発現量が増減する転写産物の塩基配列、雌

蚊に特徴的な挙動を示す転写産物の塩基配列を有することが、次世代シーケンサー

による遺伝子発現解析の結果から示唆された。 

4） AalbF1.0 の各配列に 2)、3) の情報を付加し、独自のヒトスジシマカ転写産物の塩

基配列データベース ESTs (AalbF1.0) を構築した。 

5） 構築したデータベースを基に、ヒトスジシマカマイクロアレイを作製した。 

6） ヒトスジシマカマイクロアレイを用いて、宿主探索行動に合わせて発現量が増減す

る転写産物を検出した。 

7） 6) の転写産物の中に、宿主探索行動を行わないか減少した群に共通して発現量が

増減する 301 個の転写産物が含まれた。 
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8） 7) の転写産物の中に、宿主探索行動への関与が報告されている遺伝子に由来する

転写産物は含まれなかった。 

9） 7) の転写産物の中に、蚊に特異的な配列を有する転写産物が含まれた。 

 

 

以上の結果から、DA と OA の 2 つの生体アミンが雌蚊の宿主探索行動を制御するこ

とを示した。また、独自のヒトスジシマカ転写産物の塩基配列データベースを構築し、

ヒトスジシマカマイクロアレイを作製した。そして、マイクロアレイを用いて DA と

OA が宿主探索行動を制御する際に発現量が増減する遺伝子の中から、宿主探索行動を

制御する遺伝子の候補を選出した。さらに、その候補の中に、宿主探索行動を抑制する

ツールの標的となる蚊に特異的な遺伝子が含まれることを示した。今後、これら遺伝子

候補の中から宿主探索行動を制御する遺伝子を特定することが課題となるが、これら候

補遺伝子の中に宿主探索行動への関与が報告されている遺伝子はなく、新たな宿主探索

行動を制御する遺伝子の発見につながることが予見された。 

 蚊媒介性感染症の罹患リスクは、今後ますます増加することが予想される 1。本研究

で使用したヒトスジシマカは、南極を除く全ての大陸に生息することから、蚊媒介性感

染症リスクの拡大に寄与する代表的な種であると考えられる 40。本研究で構築した独自

のヒトスジシマカ転写産物の塩基配列データベースとヒトスジシマカマイクロアレイ

は、遺伝子発現解析の基盤として、今後のヒトスジシマカにおける分子生物学的な研究

に貢献できることが期待された。 

現在、蚊の制御における主要なツールは、殺虫剤及び忌避剤である。殺虫剤は、蚊の

繁殖域に散布し、個体数を減らすという比較的簡便なツールであるが、蚊以外の益虫な

ども殺してしまう可能性があるため、生態系の破壊が危惧されている。一方、忌避剤は、

殺虫剤と比較して生態系への影響は少ないが、個人で塗布を行う必要があり、手間と個

人の感染症への意識の継続が必要である。これに対し、本研究は、1) 蚊に特異的な遺

伝子に由来するタンパク質を標的とし、蚊に選択的である、2) 宿主ではなく蚊を作用

点とする、という新しい特性をもったツールの創出を目指している。したがって、本研

究は、蚊媒介性感染症を予防する新たな戦略への展開が期待される。 
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実験の部 

I. 実験材料 

1. 使用した蚊 

使用したヒトスジシマカは、福岡大学 3 号館裏においてヒューマンバイト法で採集

し、室内で継代飼育した。 

 

 

2. 宿主探索行動の測定に使用したマウス 

ペントバルビタール（5 mg/mL）の腹部投与により、麻酔を施した BALB/c 雌マウ

ス（九動株式会社）を用いた。投与量は一回に 200 l とした。 

 

 

3. 試薬 

(a) 蚊の幼虫期の餌 

マウスのペレットを粉砕したものと乾燥酵母を等量混合した。餌は、室温保存した。 

 

(b) 3％ スクロース 

スクロース 15 g をイオン交換水で溶解し、500 mL にメスアップした。調製後、冷

蔵保存した。 

 

(c) 3.5mM L-β-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) 

L-DOPA（ナカライテスク）21 mg を 3％スクロースで溶解し、30 mL にメスアッ

プした。その後、ボルテックスで十分に撹拌して溶解させた。調製後、冷蔵保存し

た。 

 

(d) 30mM OA 

(±)-Octopamine hydrochloride（sigma）170.68mg を 3％スクロースで溶解し、30 

mL にメスアップした。その後、ボルテックスで十分に撹拌して溶解させた。調製

後、冷蔵保存した。 

 

(e) ペントバルビタール（5 mg/mL） 

ペントバルビタール 50 mg を生理食塩水 10 mL に溶かして調製した。 
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(f) 0.1M Perchloric acid (PCA) 

70% PCA（和光純薬）429.5l を超純水で 50mL にメスアップした。その後、ボル

テックスで十分に撹拌した。調製後、室温保存した。 

 

(g) 0.1N 塩酸 

500mL 滅菌瓶に超純水 480mL を入れ、濃塩酸（12N、和光純薬）4mL を加え十

分に攪拌した。調製後、室温保存した。 

 

(h) 0.02M 酢酸 

200mL滅菌瓶に酢酸（和光純薬）1.14mLを加え超純水で 200mLにメスアップし、

0.1M 酢酸を調製した。次に、50mL チューブに超純水 40mL を入れ、調製した 0.1M

酢酸を 10mL 加え十分に攪拌した。調製した 0.1M 及び 0.02M 酢酸は、室温保存

した。 

 

(i) HPLC 用 1ng/l DA、OA、3,4-dihydroxybenzylamine (DHBA) 標準液 

50mL チューブに各試薬を2.5mgに相当する補正した量を入れ、0.1N HCl 25mL

でメスアップし十分に攪拌し 100ng/l 標準液を調製した。次に、1.5mL チューブ

に 0.02M 酢酸を 990l 加えた。そして、100ng/l 標準液を 10l 加えボルテック

スで十分に撹拌し 1ng/l 標準液を調製した。調製した 100ng/l 標準液は、遮光し

て-80℃保存した。1ng/l 標準液は、遮光して冷蔵保存した。 

各試薬は、塩化物塩であるため以下のように補正して用いた。 

《補正》 

 分子量 Free の分子量 2.5mg 相当量 

DA 189.64 153.18 3.10mg 

OA 189.64 153.18 3.10mg 

DHBA 220.06 139.15 3.95mg 

（例）DA の場合 

2.5 mg DA→2.5×189.64/153.18＝3.10 mg DA・HCl 

 

(j) HPLC 用ホモジナイズ溶液 

1.5mL チューブに 0.1 M PCA を 990l 加えた。その後、1ng/l 

3,4-dihydroxybenzylamine (DHBA) 10l を加え、ボルテックスで十分に撹拌した。

そして、使用するまで冷蔵庫で遮光保存した。HPLC 用ホモジナイズ溶液は、用時

調製した 
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(k) HPLC の移動相 

以下の組成で調製した。 

0.1M 酢酸ナトリウム－クエン酸溶液（pH 5.0） 80% 

HPLC 用メタノール（ナカライテスク） 20% 

1-ドデカンスルホン酸ナトリウム          130mg/L 

 

(l) 0.1M 酢酸ナトリウム－クエン酸溶液（pH 5.0） 

0.1M 酢酸ナトリウム溶液と 0.1M クエン酸溶液を適量混合して pH5.0 に調整し

た。 

 

(m) 0.1M 酢酸ナトリウム溶液 

酢酸ナトリウム・無水（和光純薬）8.203 g を超純水で溶解し、1 L にメスアップ

した。 

 

(n) 0.1M クエン酸溶液 

クエン酸・一水和物（和光純薬）21.014 g を超純水で溶解し、1 L にメスアップし

た。  

 

(o) Phosphate Buffered Saline (PBS) (-) 

10×PBS (-)を超純水で希釈し、1×PBS (-) にして使用した。10×PBS (-)は以下の

組成で調製した。 

NaCl 80g 

KCl 2g 

リン酸水素二ナトリウム十二水和物 36.3g 

リン酸二水素カリウム 2.4g 

超純水で 1L にメスアップした（10N 塩酸で pH7.4 に合わせた。）。 

 

(p) 0.01 % ブリリアントブルーFCF を混ぜた 3% スクロース、3.5mM L-DOPA、およ

び 30mM OA 

ブリリアントブルーFCFを 3% スクロースで溶解し、1% ブリリアントブルーFCF

を調製した。50mL チューブに 3% スクロース、3.5mM L-DOPA、30mM OA を

29,700l 入れた後、1% ブリリアントブルーFCF 300l を加えボルテックスで十分

に撹拌した。各試薬は、用時調製した 
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II. 実験方法 

1. ヒトスジシマカの飼育 

採取した蚊は、日照時間 light/dark 16h（AM 10:00～）/8h（AM 2:00～）湿度

70± 10% RH、温度 27 ± 2℃に設定したインキュベーター内で継代飼育した。

継代は、実験に使用した群とは別に、継代用の群を作製した。 

(a) 卵の孵化 

縦横深さ 23×33×5cm のバットに脱塩素した水道水（水道水を 1 日程インキュ

ベーター内に静置したもの）を適当量入れた。次いで、蚊の卵のついた紙と少量の

幼虫用餌をバットに入れ半日～1 日静置した。 

 

(b) 幼虫期～蛹期（1 齢幼虫は卵を水に浸してから半日～1 日で出現する。） 

蚊の幼虫期用の餌を毎日適量与えた。蛹化した個体は駒込ピペットを用いて回収

した。シャーレの蓋にコットンを敷き、その上に蛹を並べ、飼育用ケージ（20×20

×30cm）内に静置した。 

 

(c) 成虫期 

羽化した成虫には、餌として 3％スクロースを飼育用ケージ内に静置した。 

3％スクロースは、小瓶に詰めた綿に 3％スクロースを染み込ませて与えた。 

 

(d) 産卵期 

吸血は、雌雄蚊を同ケージに入れ 2 日以上経ってから行った。吸血から 2、3 日

後に飼育用ケージ内に卵回収用容器を約 1 日設置し、卵を回収した。卵回収用容器

は、茶色い容器に脱塩素した水道水を入れ、容器の内側にキムタオルを巻いたもの

を用意した。回収した卵は、飼育用ケージの外で更に一日、回収容器に入れたまま

静置した。その後、回収容器から卵のついたキムワイプを取り出し、乾燥させた。

乾燥した卵は、湿度 70± 10% RH、温度 27 ± 2℃に設定したインキュベーター

内で保存した。保存した卵は、3 ヶ月以内に使用した。 

 

 

2. 実験に使用した蚊の群の作製 

蛹期に実体顕微鏡下で尾の形態学的違いを基に雌雄に分離し、紙コップに移して

それぞれ羽化させた（Figure S1）。この時使用した紙コップは、中にコットンを敷

き、蛹を並べた後、実験用ケージと同様の布にて蓋をした。同日に羽化した成虫蚊

は、吸虫管を用いて雌雄各 100 匹となるように、実験用ケージ（20×20×30cm）

に移した。そして、羽化直後から、3％スクロース、3.5mM L-DOPA、30mM OA
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を実験用ケージ内に静置し自由飲水させた。 

      

 

 

 

3. 薬剤処置による生存率への影響の検討 

(a) 薬剤処置濃度の決定 

(a-1) 実験方法 

同日羽化した雌蚊は、紙コップに 20 匹ずつ移した。その後、紙コップの上にコ

ットンを置き、その上に薬剤を 1mL 滴下した。薬剤は、羽化後 0 日目から 6 日目

まで毎日与えた。羽化後 6 日目までに死亡した雌蚊を数え、アボットの補正式を用

いて補正死亡率を算出し（補正死亡率＝｛（薬剤処理区の死亡率）－（対照区の死

亡率）｝/ ｛100－（対照区の死亡率）｝）、補正死亡率から生存率を求めた（生存率= 

1－補正死亡率）41。その後、算出した生存率からシグモイド曲線を作成し、LC50

を得た。シグモイド曲線は、Origin 8.1 を使って作成した。L-DOPA は、10mM 以

上は溶解できなかったことから 0、0.3、1、3、10mM を処置した。一方 OA は、0、

0.3、1、3、10、30、100、300mM を与えた。各薬剤濃度の検討は、3－6 回繰り

返し行った。 

(a-2) 実験結果 

L-DOPA を処置した群は、全ての濃度で死亡率の低化は認められず、LC50 は算

出できなかった（Figure S2A）。一方、OA を処置した群の生存率は、30mM から

100mM の間で減少し、LC50 は 39.5mM となった（Figure S2B）。以上の結果か

ら、L -DOPA 処置濃度は 3.5mM、OA 処置濃度は 30mM に決定した。 

 

(b) 薬剤処置による生存率への影響 

(b-1) 実験方法 

 同日に羽化した成虫蚊は、雌雄各 100 匹となるように実験用ケージに移した。そ

して、羽化直後から、3％スクロース（以下 Control 群）、3.5mM L-DOPA（以下

DA 群）、30mM OA（以下 OA 群）、を実験用ケージ内に静置し自由飲水させた。

羽化後 6 日目までに死亡した雌蚊を数え、アボットの補正式を用いて生存率を求め

Figure S1.蛹における雌雄の区別
A) 雌、B) 雄

A) B)
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た。検討は、6 回繰り返し行った。 

(b-2) 実験結果 

 DA 群の生存率は、100.0%だった。OA 群の生存率は、99.9%だった。以上の結

果から、薬剤処置によって生存率への影響はないものとし、以降の実験は、L -DOPA 

処置濃度は 3.5mM、OA 処置濃度は 30mM とした。 
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生
存
率
（

%
）

L-DOPA 処置濃度（mM）

50

0

0.3 1 3 10

A)

100
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0

OA 処置濃度（mM）

生
存
率
（
％
）

0.3 1 3 10 30 100 300

B)

Figure S2. 薬剤処置濃度と生存率の関係
A) L-DOPAの処置、B) OAの処置
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4. HPLC を用いた DA 及び OA 量の測定 

DA および OA 量の測定は、引用文献 42,43を参考にした。 

(a) DA・OA 量の測定にむけた検量線の作成 

(a-1) 実験方法 

1.5mL チューブに 0.02M 酢酸を 980l 加えた。その後、100ng/l DA、OA 標

準液を各 10l ずつ加えボルテックスで十分に撹拌し、1ng/l DA・OA 混合標準液

を調製した。次いで、新しい1.5mL チューブに0.1M PCAを990l加えた後、1ng/l 

DA・OA 混合標準液を 10l 加えて 10pg/l DA・OA 混合標準液を調製した。Table 

S1 に従い、調製した 10pg/l、1ng/l DA・OA 混合標準液および 1ng/l DHBA 標

準液を混合し、10 pg/l DHBA 中に DA と OA が 0、1、2、5、10、20 pg/l とな

るように検量線用標準液を調製した。検量線用標準液 20l を HPLC に注入した。

測定条件は、Table 1 に示す（「第１章 第１節 薬剤処置による雌蚊の DA と OA

量の増加」参照）。得られたクロマトグラムから DA、OA、DHBA のピーク面積を

求め、内部標準法を用いて検量線を作成した。 

 

 

(a-2) 実験結果 

DHBA に対するピーク面積比と量比から検量線を作成した結果、良好な直線関係

を得た（DA: R2 = 0.9983、OA: R2 = 0.9949、Figure S3A、3B）。 

 

(b) サンプルの調製と測定 

吸血行動の観察後、雌蚊に氷麻酔を施した。実体顕微鏡下、雌蚊頭部を切り出し

た。切り出した雌蚊頭部 1 匹分を HPLC 用ホモジナイズ溶液 50 l に入れ、バイオ

マッシャーⅡ（ニッピ）を用いてホモジナイズした。その後、15000rpm、4˚C、

20min で遠心し、得られた上清は新しい 1.5mL チューブに移した。そして、上清

20l を HPLC に注入し、DA 量と OA 量を測定した。 

 

DA・OA濃度 (pg/l) 0 1 2 5 10 20

DA・OA / DHBA比 0 0.1 0.2 0.5 1 2

1ng/l DA・OA － － － － 10l 20l

10pg/l DA・OA － 100l 200l 500l － －

1ng/l DHBA 10l 10l 10l 10l 10l 10l

0.1 M PCA 990l 890l 790l 490l 980l 970l

Total volume 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

Table S1. 検量線用標準液の調製
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5. 宿主探索行動の測定 

羽化日を羽化後 0 日目とし、羽化後 0～6 日目まで毎日、1 日に 1 回 PM 7:00（イ

ンキュベータ内が明期になって 9 時間後）に行った。また、宿主探索行動は飼育条

件と同じ湿度 70± 10% RH、温度 27 ± 2℃の環境下で行った。実験開始前に、

測定装置内に 5 分間、蚊の入った実験用ケージを入れ静置した（「第１章 第 2節 

DA と OA が宿主探索行動へ及ぼす影響」参照、Figure 3A）。その後、ペントバル

y = 0.8855x - 0.0044
R² = 0.9949

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0 0.5 1 1.5 2

O
A

/D
H

B
A

 (
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V.

s)
 

OA/DHBA (pg/pg)

A)

y = 0.8806x - 0.0014
R² = 0.9983

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0 0.5 1 1.5 2

D
A

/D
H

B
A

 (
V.

s/
V.

s)
 

DA/DHBA (pg/pg)

B)

Figure S3. DA・OA量の測定にむけた検量線
A) DA、B) OA
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ビタールにより麻酔を施したBALB/c雌マウスと 3％スクロースを実験用ケージ内

に 30 分間静置し、観察を行った。観察中、静置したマウスに止まった雌蚊は、宿

主探索行動を行ったとみなし、吸虫管により吸引回収し、カウントした（Figure S4）。

観察終了後、回収した雌蚊を同ケージに戻し、宿主探索行動を示した雌蚊の割合を

算出した（雌蚊の宿主探索行動（%） = （マウスに誘引された雌蚊数）/ （ケージ

内の雌蚊総数）×100）。 

          

 

 

6. 雌蚊の交尾の確認 

雌蚊に氷麻酔を施した後、スライドグラス上に適量（米粒大）の PBS (-) 溶液を

滴下し、PBS (-)上に麻酔下の雌蚊を置いた。そして、実体顕微鏡下、虫ピンを用

いて雌蚊の尾部より貯精嚢を取り出した。取り出した貯精嚢は、正立顕微鏡（400

倍）にて精子の有無を観察した。精子が観察された個体は、交尾ありと判定した。

交尾率は、交尾の確認を行った雌蚊数あたりの交尾ありの雌蚊数の百分率として算

出した。 

 

 

7. 餌摂取量の測定 

ショウジョウバエにおいて、餌にブリリアントブルーを混ぜて与え、餌摂取量を

測定する方法がある 44。同様の方法を用いて、雌蚊の餌摂取量を測定した。同日に

羽化した成虫蚊は、雌雄各 100 匹となるように実験用ケージに移した。そして、羽

化直後から、3％ スクロース（Control 群）、3.5mM L-DOPA（DA 群）、30mM OA

（OA 群）を実験用ケージ内に静置し自由飲水させた。羽化後 2 日目に 0.01 %ブリ

リアントブルーFCF を混ぜた 3％ スクロース、3.5mM L-DOPA、30mM OA を実

験用ケージ内にそれぞれ設置した。そして、羽化後 3 日目に雌蚊を回収した。回収

誘引

①吸血前に雌蚊を回収
② 雌蚊の数をカウント

吸虫管

Figure S4. 宿主探索行動の測定
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した雌蚊は、2 匹ずつ全身を PBS (-) 100l に入れホモジナイズした。ホモジナイ

ズ液は、15000rpm 15min で遠心し、その上清 90l を 96well プレートに移した。

そして、Immuno Mini NJ – 2300 で吸光度を測定した。波長は、630nm を使用し

た。 

 

 

8. 次世代シーケンサーを用いたヒトスジシマカの塩基配列決定 

本研究は、次世代シーケンサーGS Junior（ロシュ・ダイアグノスティックス）を

用いてシーケンスを行った（Figure S5）。 

(a) mRNA の調製 

各サンプルは、Table S2 に示す匹数を回収した。そして、適当な匹数ずつ

ISOGEN（ニッポンジーン）1mL に入れた。このとき、幼虫および蛹は、水中か

ら駒込ピペットを用いて回収し、超純水で 3 回洗浄した後 ISOGEN に入れた。成

虫頭部は、氷麻酔下で頭部を切り出し、ISOGEN に入れた。 

ISOGEN に入れたサンプルをバイオマッシャーⅡ（ニッピ）を用いてホモジナ

イズした後、ISOGEN のプロトコールに従い Total RNA を抽出した。抽出した

Total RNA は、DNase I（QIAGEN）で処理した後、RNeasy Plus Mini Kit

（QIAGEN）を用いて精製した。精製したTotal RNAは、Nano drop 2000（Thermo）

を用いて濃度を測定した。次いで、Oligotex –dT30 <Super> mRNA Purification 

Kit（タカラバイオ）を 1-3 回繰り返し使用し、mRNA を抽出した。抽出した mRNA

は、Agilent 2100 バイオアナライザ（Agilent Technology）を用いて、rRNA の混

入率を確認した。 

本研究で調製した mRNA の rRNA 混入率を Table S3 に示す。なお、幼虫、蛹、

成虫雌全身のサンプルは、mRNA を 2 回調製した。このうち、成虫雌全身のサン

プルのうち 1 つは、バイオアナライザを使用できなかったため rRNA 混入率は未

測定である（Table S3 中で「未」と表示した。）。この mRNA を用いて「第２章 第

１節 1. 次世代シーケンサーGS junior を用いたシーケンス」を実施した。 

 

(b) 次世代シーケンサーGS Junior を用いたシーケンス 

GS Junior（ロシュ・ダイアグノスティックス）のマニュアルに従い、mRNA か

ら cDNA ライブラリーを作製した。作製したライブラリーは、Agilent 2100 バイ

オアナライザ（Agilent Technology）を用いてサイズ分布を確認した後、ミニフル

オロメーターQUANTIFLUORTM-ST（Promega）を用いて定量した。そして、GS 

Junior Titanium emPCR Kit (Lib-L) （Roche）または GS Junior+ emPCR Kit 

(Lib-L)（Roche）を用いてエマルジョン PCR を行った。エマルジョン PCR 後、

DNA ライブラリービーズを回収し、GS Junior を用いてシーケンスした。 
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Total RNAの抽出： ISOGEN

Total RNA

ゲノムの分解：RNase-free DNase set

Total RNAの精製：RNeasy Plus Mini Kit

mRNA

mRNAの抽出：Oligotex –dT30 <Super> mRNA Purification Kit

Mosquitoes

断片化：ZnCl2

逆転写：cDNA Synthesis Kit

アダプターの付加

エマルジョンPCR

cDNA

シーケンス（GS Junior）

A A A

A A A

A A A

A A A

: mRNAA A A

Figure S5.次世代シーケンサーを用いたシーケンスの流れ

cDNA
ライブラリー

: Other

: rRNA

: Genome
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Table S2. シーケンスのために用意したサンプルの種類と匹数

発育ステージ 性別 部位 サンプル名 サンプル名（略称） 匹数

幼虫 1齢 混合 全身 1st Larva L1 2000

2 齢 混合 全身 2nd Larva L2 400

3 齢 混合 全身 3rd Larva L3 100

4 齢 混合 全身 4th Larva L4 100

蛹 蛹化後0日目 ♀ 全身 Pupa day0 female P0F 100

♂ 全身 Pupa day0 male P0M 100

蛹化後1日目 ♀ 全身 Pupa day1 female P1F 100

♂ 全身 Pupa day1 male P1M 100

成虫 羽化後0日目 ♀ 全身 Adult day0 female A0F 30-90

♀ 頭部 Adult day0 female  head A0F-H 650

♂ 頭部 Adult day0 male  head A0M-H 1020

羽化後6日目 ♀ 全身 Adult day6 female A6F 30-90

♀ 頭部 Adult day6 female  head A6F-H 650

♂ 頭部 Adult day6 male  head A6M-H 1020

Table S3.シーケンスのために調製したmRNAのrRNA混入率

サンプル名 rRNA混入率（%）

L1 2.9、3.1

L2 3.6、5.6

L3 3.4、4.8

L4 3.0、6.6

P0F 5.4、5.6

P0M 6.5、22.5

P1F 6.6、12.8

P1M 6.4、7.6

A0F 未、11.5

A0F-H 10.9

A0M-H 11.1

A6F 2.9

A6F-H 5.9

A6M-H 4.7
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(c) 次世代シーケンサーから取得したリードの De novo assembly 

De novo assembly を行うプログラムは、CLC Genomics Workbench v8.1（以下

CLC）および MIRA 4.0.2（以下 MIRA）、Newbler、CAP3、SeqMan NGen と様々

なものが存在するが 45、本実験では、アルゴリズムの異なる CLC Genomics 

Workbench v8.1 と MIRA 4.0.2 の 2 つのプログラムを用いた。 

 

CLC Genomics Workbench v8.1 を用いた De novo assembly 

次世代シーケンサーを用いて取得したリードに対し、CLC Genomics 

Workbench v8.1 の Remove duplicate reads ツールを使用してエマルジョン PCR

の過程で PCR が異常にかかった重複配列を除去した。次いで、クオリティースコ

アおよびリードの配列長を基にトリミングを行った（Trim using quality scores 

Limit = 0.05、リードの 5’および 3’末端から除去した塩基数 = 15、除去したリード

配列の断片長 < 30）。トリミング後のリードは、De novo assembly ツールを使用

して De novo assembly を実行した（Word size = 21、Bubble size = 307、Minimum 

contig length = 100）（Figure S6）。これら一連の流れは、CLC user manual を参

考にした。De novo assembly 後に出力されたコンティグとシングルトンを以下

Sequences (CLC)と称した。 

 

 

 

MIRA4.0.2 を用いた De novo assembly 

MIRA 3rd party tool の sff_extract 0.3.0 を使用して、次世代シーケンサーを用

いて取得したリードから、アダプターのタグ配列のシーケンスにおいて 3 塩基以上

次世代シーケンサーを用いて取得したリード

重複配列を除去したリード

トリミング後のリード

コンティグとアセンブリに使用されなかった配列（シングルトン）

Sequences (CLC) （コンティグとシングルトン（配列長≧ 100bp））

De novo assembly

リードのトリミング（配列長 < 30bpは、除去）

重複配列の除去

配列長による選別（配列長 < 100bpは、除去）

Figure S6. CLC Genomics Workbench v8.1を用いたDe novo assembly
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シーケンスエラーを呈している配列を除去した（処理 1）。次いで、処理 1 後のリ

ードについて、blastn プログラムによる相同性解析を行った。このとき、データベ

ースは、ネッタイシマカ rRNA およびミトコンドリアに由来する塩基配列を用い、

E-value の閾値は 10 とした。そして、ネッタイシマカ rRNA およびミトコンドリ

アと相同性がある配列を除去した（処理 2）。最後に、ネッタイシマカ rRNA およ

びミトコンドリアの配列が特に多く含まれていた、羽化後 0 日目の雌蚊全身及び蛹

全身サンプル（蛹化後 0、1 日目の雌雄）のリードを処理 2 後のリードから除いた

（処理 3）。これら処理 1－3 を施したリードは、MIRA4.0.2 を使用して De novo 

assembly を実行した（Figure S7）。このとき、リードは、リード長 ≧ 40、クオ

リティースコア ≧ 20 を使用した。パラメーターは、GS Junior をはじめとした

ロシュ・ダイアグノスティックスの 454 Sequencing Systems に推奨された値を設

定した（Table S4）。De novo assembly後に出力されたコンティグを以下Sequences 

(MIRA1)（処理1のリードを使用）、Sequences (MIRA2) （処理2のリードを使用）、

Sequences (MIRA3) （処理 3 のリードを使用）と称した。 

 

 

 

      

  

Table S4. MIRA4.0.2 で設定したパラメーター

設定項目 パラメーター

AS (Assembly options)
nop (Number of passes) = 5
ardct (Coverage threshold) = 2

SK (Parameters for SKIM algorithm)
not (Number of threads) = 32
bph (Bases per hash) = 21
mmhr (Max megahub ratio) = 0

HS (Parameters for Hash Statistics) mnr (Mask nasty repeats) = yes

CO (Contig parameters) asir (Assume SNP instead of repeats) = no

CL (Clipping options)
msvs ?
msvsmfg(Max front gap) = 8
msvsmeg(Max end gap)=12

AL (Align parameters for Smith-Waterman align) mo(Minimum overlap)=20
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9. ダイレクトシーケンスによるヒトスジシマカ DA、OA 関連遺伝子の塩基配列決定 

(a) ヒトスジシマカ cDNA の調製 

氷麻酔下の雌蚊を ISOGEN（ニッポンジーン）に入れ、バイオマッシャーⅡ（ニ

ッピ）を用いてホモジナイズした。ホモジナイズ後、ISOGEN のプロトコールに

従い Total RNA を抽出した。抽出した Total RNA は、DNase I（QIAGEN）で処

理した後、RNeasy Plus Mini Kit（QIAGEN）を用いて精製した。精製した Total 

RNA は、Nano drop 2000（Thermo）を用いて濃度を測定した後、ReverTra Ace 

qPCR RT Master Mix（TOYOBO）を用いて逆転写し cDNA を調製した。 

 

(b) 標的遺伝子の PCR を用いた増幅と PCR 増幅後の DNA の抽出 

作製した cDNA を鋳型として KOD –Plus–（TOYOBO）を用いて PCR を行っ

た。PCR は、94℃ 2 分の後、［98℃ 10 秒、51 - 65℃ 30 秒、68℃ 1 分］の反応

を 40 サイクル行った。PCR で使用したプライマーは、プライマー設計ソフト

（Primer3Plus）を用いて設計した（Table S5）。PCR 産物は、2%アガロースゲル

を用いた電気泳動により分離し、0.1 mg/mlエチジウムブロマイド溶液で染色した。

紫外線下で DNA の検出を行い、各遺伝子の断片長に位置する増幅産物のゲルを切

り出した。そして、MonoFas DNA purification Kit (GL Sciences)を用いて、ゲル

から DNA を抽出した。 

 

(c) ダイレクトシーケンス 

抽出した DNA を鋳型として BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit を

用いてシーケンス PCR を行った。シーケンス PCR は、96℃ 1 分の後、［96℃ 10

秒、50℃ 5 秒、60℃ 4 分］を 25 サイクル行った。シーケンス PCR 後、

Ethanol/EDTA/Sodium Acetate 沈殿法により精製し、ABI PRISM 310 Genetic 

Analyzer を用いてシーケンスした。取得した塩基配列は、Geneious 6.1.6 を用い

てコンセンサス塩基配列を作製した 46。 

 

(d) 相同性解析 

作製したコンセンサス塩基配列は、ネッタイシマカ遺伝子およびショウジョウバ

エ遺伝子の塩基配列に対してアライメントを行い、配列の一致率を確認した。この

とき、Geneious 6.1.6 を用いた 46。 
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遺伝子 プライマー名 Forward (5’ to 3’) Reverse (5’ to 3’)

TH
Aalb TH_1 GACGTATCCTGAAGGCTGTCGA GTCGGGTTCTGGTGTGTGGTAT

Aalb TH_2 ACCGAAACCGAGAACAAGACCT TCTGTGTTGAGCTGTGACACCA

DDC

Aalb DDC_1 ATCCAAACATGCCAGTCCCAGA GGCGTAGAAAGGAATGAGGCCT 

Aalb DDC_2 ACGTCCAACCAATCCCACTCAT GCTTCACTCAGGTCGTTGCTTC 

Aalb DDC_3 CGGCCGATTCGTTCAACTTCAA GCAGCAATACGATTTTGCGCAA 

NAT1

Aalb NAT1_1 TAGTCTTCCGTCGTCGCGATTT GCAATTTCAGGACTTCCTCGGC 

Aalb NAT1_2 TTGGGTCGTATGGCTTCGAAGA GCTTCTCCGGGTCGAAAACTTG 

Aalb NAT1_3 CTGATGATCCCCCAGCAAAGCT TCGTTCATCGTAGCAGCTATTCCA

ebony Aalb ebony_1 TCAGGTCATTGGACGCTCTACG GGGTTAGCGGACTGGTGTTAGT 

DAT

Aalb DAT_1 CGCAACATCGAAACTGGCAA GCGCTTTTGTCCAGTTCCAG

Aalb DAT_2 CGATCCTTTGCAAACCGTTCGA CAGCCGGATACACCACAAACAC

Aalb DAT_3 GTGTTTTTCTCGTTGGGACCGG GCGGGATCATGATCATGGAGG

VMAT Aalb VMAT_1 AGAGCATTGCAGGGTATTGGGT CACCAACATCCACTCGAAACCG

Dop1 Aalb Dop1 TTTCTCTCCGTAGCCGGTAA GGCGGATACCTGTTCGAGAT

Dop2
Aalb Dop2_1 AATAATGCAACTGACTTCTAC GATATACGTCTGCTCGCAAGAG

Aalb Dop2_2 ACGTGGTTCTTCGGTGAAGA GTTTTGGCGGCCTTCTTCTC

Dop3
Aalb Dop3_1 TGAACGGAGCGTGGACGTT AGGGAATCTGCGTTGTCGTT

Aalb Dop3_2 ATTTATGTTGGCCACGGTCGTG GACGAAGCTGTTCATGTAGCCG 

DopEcR
Aalb DopEcR_1 TCATCTTAGCGGTCGCCATC TCGGATTGGCCAGATTCTCG

Aalb DopEcR_2 ACGTGCTATGTCGGATCGTC TAGCCGGCCCTTGGTTTTAC

Tdc1 Aalb Tdc1_1 CGCATTCTTCGATCGAGAAGGC GCTCGTAGGTGACACAAAACCG

Tdc2
Aalb Tdc2_1 GCAACTATCTGGAAACGTTGGAGC ACGGATGCTGCTGCTTGAGATA 

Aalb Tdc2_2 ATCGACTACGCCGATTCGTTCA GCAGATCCGGGAGTTTTTGGTG

Tbh Aalb Tbh_1 CGGTGGAAACGACGTATTGGTG CACGCACATCTCATCGCTGATC 

OAMB Aalb OAMB_1 TGCTGGCCATCCTCATCTTCAT GAACAGCATCACGAACATGGGG 

Octb2R Aalb Octb2R_1 TCCTTCATGTGTGACGTGTGGA GGGTTCGTGCAGCCTTATGTTC 

Octb3R Aalb Octb3R_1 TTTGGACCGTTTATGTGCGACG ACATCTCCGGGTTGTCCTTGAG 

Table S5. ダイレクトシーケンスで使用したPCRプライマー
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10. National Center for Biotechnology Information（NCBI）に登録されているヒト

スジシマカ cDNA 塩基配列の取得 

NCBI で公開されているヒトスジシマカ mRNA 配列を取得した

（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/home/about/）。加えて、3. ダイレクトシーケンス

による生体アミン関連遺伝子の塩基配列決定の結果から、生体アミン関連遺伝子は

ネッタイシマカとヒトスジシマカで塩基配列の一致率が高いことが示唆された。そ

こで、生体アミン関連の遺伝子を補うため、ネッタイシマカの生体アミン関連遺伝

子の配列を取得した。取得した生体アミン関連遺伝子の Vector base の Gene ID を

以下に示す。 

 

DA 関連遺伝子（12 個）： AAEL017098、AAEL014373、

AAEL014238、AAEL012952、

AAEL011088、AAEL010106、

AAEL008816、AAEL005834、

AAEL005793、AAEL003920、

AAEL002740、AAEL000266 

  

OA 関連遺伝子（8 個）： AAEL003462、AAEL006844、

AAEL005952、AAEL010856、

AAEL005945、AAEL018302、

AAEL014224、AAEL016990 

  

セロトニン関連遺伝子（9 個）： AAEL002717、AAEL005581、

AAEL008360、AAEL011844、

AAEL015553、AAEL016993、

AAEL017120、AAEL017162、

AAEL009573 

 

 

TH: Tyrosone hydroxylase, DDC: Dopa decarboxylase, NAT1: Dopamine N-acetyltransferase, DAT: Dopamine 
transporter, VMAT: Vesicular monoamine transporter, Dop1: Dopamine 1-like receptor 1, Dop2: Dopamine 1-
like receptor 2, Dop3: Dopamine 2-like receptor, DopEcR: Dopamine/Ecdysteroid receptor, Tdc1: Tyrosine 
decarboxylase 1, Tdc2: Tyrosine decarboxylase 2, Tbh: Tyramine beta hydroxylase, OAMB: Octopamine
receptor in mushroom bodies, Octb2R: Octopamine beta2 receptor, Octb3R: : Octopamine beta3 receptor

Table S5. ダイレクトシーケンスで使用したPCRプライマー（続き）
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11. ヒトスジシマカ cDNA 塩基配列内の重複配列の除去と AalbF1.0 の作製 

 次世代シーケンサーによるシーケンス、ダイレクトシーケンス、NCBI からのダ

ウンロードによって取得した配列について、重複した配列を除去し、ヒトスジシマ

カ塩基配列群（Aedes albopictus Fukuoka version 1.0; AalbF1.0）を作製した。 

Sequences (CLC)、Sequences (MIRA1)、Sequences (MIRA2)、Sequences 

(MIRA3) について、blastn 及び tblastx プログラムによる相同性解析を行った。

このとき、データベースは、ネッタイシマカ配列を用い、E-value の閾値は 10 と

した。相同性のあった配列は、ネッタイシマカ配列の Accession number によって

グループ化し、グループ内で最もビットスコアの高い配列を選出した（以下

Sequences (blast)）。ネッタイシマカ配列に対して相同性のなかった配列は、配列

長の長いものから順に 5000 個選出した（以下 Sequences (5000)）。 

次に、Sequences (NCBI) について、blastn 及び tblastx プログラムによる相同

性解析を行った。このとき、データベースは、前述のネッタイシマカ配列を用い、

E-value の閾値は 10 とした。相同性のあった配列は、ネッタイシマカ配列に付し

ている Accession number によってグループ化した。そして、Sequences (blast) に

存在しないグループについて、グループ内で最もビットスコアの高い配列を選出し

た。この選出した配列に、Sequences (PCR)を加え、Sequences (PCR+NCBI)とし

た。最後に、Sequences (blast)、Sequences (5000)、Sequences (PCR+NCBI)を一

つにまとめ、AalbF1.0 を作製した（Figure S8）。 

 

                              

12. 昆虫ゲノムに対する相同性検索による AalbF1.0 の評価 

AalbF1.0 について、blastn プログラムによる相同性解析を行った。このとき、

データベースは、ヒトスジシマカ、ネッタイシマカ、ネッタイイエカ、ガンビエハ

マダラカ、ショウジョウバエのゲノム塩基配列を用い、E-value の閾値は 1E-10 と

した。使用した昆虫ゲノム塩基配列は、NCBI から取得した（Table S6）。 

各昆虫ゲノムに相同性を示した AalbF1.0 の配列数と配列の一致率を算出した。

そして、AalbF1.0 の配列が、1) ヒトスジシマカゲノムの配列に最も多く相同性を

示すこと、2) 相同性を示した配列はヒトスジシマカゲノムの配列と最も配列の一

致率が高いことを確認し、AalbF1.0 がヒトスジシマカに由来する配列であること

を評価した。 
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13. AalbF1.0 へのアノテーション付加 

(a) 昆虫転写産物に対する相同性検索 

(a-1) AalbF1.0 が保有する「AalbF1.0 に特徴的な配列」の確認 

AalbF1.0 について、blastn及び tblastxプログラムによる相同性解析を行った。

このとき、データベースは、ゲノム解析により推定されたヒトスジシマカ転写産物

（以下 AaloF1.1）ネッタイシマカ転写産物（以下 AaegL3.3）、ネッタイイエカ転

写産物（以下 CpipJ2.2）、ガンビエハマダラカ転写産物（以下 AgamP4.3）、ショ

ウジョウバエ転写産物（以下 Drmel Release 6 plus）を用い、E-value の閾値は

1E-10 とした。蚊の転写産物の配列は、Vectorbase から取得し 26、ショウジョウ

バエの転写産物は、NCBI から取得した（Table S7）。相同性検索の結果から、ヒ

トスジシマカゲノムあるいは、他の蚊科の転写産物と相同性を示す一方で、

AaloF1.1 と相同性を示さない配列を特定し、これを AalbF1.0 に特徴的な配列とし

た。これにより、ゲノム解析により推定されたヒトスジシマカ転写産物 AaloF1.1

と本研究で作製した AalbF1.0 が有する配列の違いを検討した。 

 

(a-2) AalbF1.0 が保有する「蚊に特異的な配列」の確認 

ヒトスジシマカのゲノム解析から推定された転写産物 AaloF1.1 の情報は、ネッ

タイシマカ転写産物 AaegL3.3 と比較して不足していることが推測された（「第２

章 第３節 1. 昆虫の転写産物に対する相同性検索」参照）。そこで、ヒトスジシマ

カ以外の昆虫転写産物（AaegL3.3、CpipJ2.2、AgamP4.3、Drmel Release 6 plus）

と、ヒトスジシマカゲノムとの相同性解析の結果に基づいて配列を分類した

（Figure S9）。そして、AalbF1.0 が保有する「蚊に特異的な配列」を確認した。 

 

種 Source Version

ヒトスジシマカ
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/

45?genome_assembly_id=258452
A. albopictus v1.0

ネッタイシマカ
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/

44?genome_assembly_id=226612
AaegL2

ネッタイイエカ
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/

393?genome_assembly_id=28760
CulPip1.0

ガンビエハマダラカ
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/

46?genome_assembly_id=22679
AgamP3

ショウジョウバエ
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/

47?genome_assembly_id=204923
Release 6 plus

Table S6. 相同性検索で使用した昆虫ゲノム
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(a-3) AalbF1.0 の各配列の遺伝子の推定 

ネッタイシマカ、ネッタイイエカ、ガンビエハマダラカの転写産物との相同性検

索の結果に基づいて、AalbF1.0 の各配列の遺伝子を推定した。そして、AalbF1.0

の各配列を遺伝子の機能によって、生体アミン関連遺伝子、感覚器関連遺伝子、概

日リズム関連遺伝子、免疫関連遺伝子、代謝関連遺伝子、分解・消化関連遺伝子、

酸化還元・ストレス応答関連遺伝子、輸送関連遺伝子、複製・転写・翻訳関連遺伝

子、細胞骨格・構造関連遺伝子、リボソーム複合体関連遺伝子、その他の機能の遺

伝子、機能未知遺伝子、非タンパク質コード遺伝子に分類した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table S7. 相同性検索で使用した昆虫転写産物

種 Source Version

ヒトスジシマカ https://www.vectorbase.org/transcriptomes AaloF1.1

ネッタイシマカ https://www.vectorbase.org/transcriptomes AaegL3.3

ネッタイイエカ https://www.vectorbase.org/transcriptomes CpipJ2.2

ガンビエハマダラカ https://www.vectorbase.org/transcriptomes AgamP4.3 

ショウジョウバエ
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/47?g

enome_assembly_id=204923
Release 6 plus

Figure S9. 相同性結果に基づく配列の分類

AalbF1.0

蚊科の転写産物、ヒトスジシマカゲノムと相同性を検索

蚊1種以上に相同性あり 相同性なし

「その他」

ショウジョウバエの転写産物と相同性を検索

相同性なし相同性あり

「蚊に特異的な配列」「昆虫に保存された配列」
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(b) 次世代シーケンサーで取得した 14 種類のサンプルに由来するリードのマッピング 

(b-1) AalbF1.0 に含まれる各配列の由来サンプルの確認 

次世代シーケンサーで取得した 14 種類のサンプルに由来するリード（第２章 

第１節 1. 次世代シーケンサーGS junior を用いたシーケンスを参照）をトリミン

グした（実験の部 Ⅱ. 実験方法 8. (c) 次世代シーケンサーから取得したリードの 

De novo assembly を参照）。そして、トリミング後のリードをサンプル毎に

AalbF1.0 にマッピングした。その後、AalbF1.0 の各配列を「由来サンプルが１種

類のみである配列（L1 のみ、L2 のみ、L3 のみ、L4 のみ、P0F のみ、P0M のみ、

P1F のみ、P1M のみ、A0F のみ、A0F-H のみ、A0M-H のみ、A6F のみ、A6F-H

のみ、A6M-H のみ）」、「由来サンプルが複数の配列（L1 –L4 のうち 2 つ以上、

P0F, P0M, P1F, P1M のうち 2 つ以上、A0F, A0F-H, A0M-H,A6F, A6F-H, A6M-H

のうち 2 つ以上、異なる発育ステージのサンプル 2 つ以上）」、「由来サンプルが不

明な配列（リードがマッピングしない配列）」に分類した。AalbF1.0 に対するリー

ドのマッピングは、CLC Genomics Workbench v8.1 を用いた。 

 

(b-2) AalbF1.0 が保有する「宿主探索行動に合わせて発現量が増減する転写産物」

の確認 

宿主探索行動を行わない L1、L2、L3、L4、P0F、P1F、A0F と宿主探索行動を

行う A6F 由来のリードのマッピング結果をそれぞれ比較した。AalbF1.0 の各配列

に特異的にマッピングしたリードの数をカウントし、算出された値に 0.01 を加え

た。その後、quantile 法で正規化し、以降の遺伝子発現解析に使用した。発現量の

増減は、Kal's Z-test によって得られた P-value と Proportions fold change によっ

て判定した。P-value < 0.05 かつ|Proportions fold change| ≧ 1.5 を満たす転写

産物を発現量が増減したと判定した。 

 

(b-3) AalbF1.0 が保有する「雌蚊に特徴的な挙動を示す転写産物」の確認 

A0F-H と A6F-H 由来のリードのマッピング結果を比較した。同様に A0M-H と

A6M-H 由来のリードのマッピング結果を比較した。これにより、雌蚊と雄蚊にお

いて羽化後に発現量が増減する転写産物を選出した。その後、雌蚊と雄蚊で発現量

が増減した転写産物を比較し、雄蚊と異なる挙動を示す転写産物を確認した。解析

方法及び発現量の判定は、(b-2) と同様に行った。 

 

 

14. マイクロアレイプローブの設計 

実験の部 Ⅱ. 実験方法 13 で得た情報を AalbF1.0 に付加し、ヒトスジシマカ

転写産物の塩基配列データベース（以下 Expressed sequence tags Aedes 
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albopictus Fukuoka version 1.0; ESTs (AalbF1.0))を構築した。そして、ESTs 

(AalbF1.0) の配列情報に基づき、eArray

（http://www.genomics.agilent.com/en/Custom-Design-Tools/eArray/?cid=AG-P

T-122&tabId=AG-PR-1047）を用いて、マイクロアレイのプローブを設計した。

設計するプローブの長さは、60bp とした。構築した ESTs (AalbF1.0)のデータベ

ース情報と、設計したプローブの配列は、福岡大学微生物薬品化学教室のデータサ

ーバーに保存した。 

 

 

15. マイクロアレイを用いた遺伝子発現解析 

(a) 群の作製 

同日に羽化した成虫蚊は、雌雄各 100 匹となるように実験用ケージに移した。そ

して、羽化直後から、3％スクロース、3.5mM L-DOPA、30mM OA を実験用ケー

ジ内に設置し、自由飲水させた。 

3％スクロースを設置した実験用ケージから、羽化後0日目（以下Newly emerged 

adult; NEA 群）と 6 日目（以下 Control 群）の雌蚊を回収した。次いで、3.5mM 

L-DOPA と 30mM OA を設置した実験用ケージから、羽化後 6 日目にそれぞれ雌蚊

を回収した（それぞれ以下 DA 群、OA 群）。 

 

(b) マイクロアレイに用いるサンプルの調製 

各群の雌蚊頭部から ISOGEN を用いて Total RNA を抽出した。Total RNA は、

DNase I で処理した後、RNeasy Plus Mini Kit を用いて精製した。精製した Total 

RNA は、その後、Agilent Low-Input QuickAmp Labeling Kit, one-color を用い

て逆転写およびラベル化を行い、シアニンラベル化 cRNA を調製した。 

 

(c) ハイブリダイゼーションとシグナル値の取得 

調製した cRNA は、ヒトスジシマカマイクロアレイへハイブリダイゼーションし

た。ハイブリダイゼーションは、Agilent 社のプロトコールに従った。その後、プ

ローブ毎に蛍光を検出し、数値化してシグナル値を得た。取得したシグナル値は、

quantile 法で正規化し、以降の遺伝子発現解析に使用した。発現量の増減は、シグ

ナル値から算出した Zscore と ratio によって判定した。 Zscore≧2.0 かつ ratio≧

1.5 を満たす転写産物を発現量増加、あるいは、Zscore≦－2.0 かつ ratio≦0.66 を

満たす転写産物を発現量減少と判定した。 

 

(d) マイクロアレイ実験の評価 

ネッタイシマカとガンビエハマダラカにおいて、pupal cuticle protein (Vector 
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base Gene ID: AAEL011045)、pupal cuticle protein 78E (Vector base Gene ID: 

AAEL003259)をコードする遺伝子は、雌蚊の年齢を推定するときに指標となる遺

伝子として報告されている 33 。これら遺伝子は羽化後発現量が減少することが報

告されている。そこで、この遺伝子について、ヒトスジシマカマイクロアレイで得

られた発現量を確認した。そして、Control 群と比べて羽化直後の NEA 群で発現

量が高いことを確認することで、作製したヒトスジシマカマイクロアレイによって、

遺伝子の発現量を適切に検出できていると評価した。 

 

(e) 宿主探索行動を制御する遺伝子の調査 

(e-1) 宿主探索行動にあわせて発現量が増減する転写産物の把握 

宿主探索行動を行う群（Control 群）と宿主探索行動を行わないか減少した群

（NEA 群、DA 群、OA 群）で、シグナル値を比較した。発現量の増減は、シグナ

ル値から算出した Zscore と ratio によって判定した。 Zscore≧2.0 かつ ratio≧1.5 

を満たす転写産物を発現量増加、Zscore≦－2.0 かつ ratio≦0.66 を満たす転写産

物を発現量減少と判定した。Control 群と比較し、発現量が増減した転写産物は、

ESTs (AalbF1.0) の情報を基に遺伝子の機能毎に分類した。 

また、第 1 章で DA と OA による制御機構が異なることが示唆されたため、遺伝

子の機能毎に DA 群、OA 群で発現量に差がみられた転写産物を比較した（Figure 

S10）。その結果、OA 群は、免疫、代謝、その他の機能、機能未知の遺伝子に由来

する転写産物で DA 群と異なる転写産物の発現変化が見られた。対して、DA 群は、

その他の機能、機能未知の遺伝子に由来する転写産物で OA 群と異なる転写産物の

発現変化が見られた。これら発現パターンの違いは、DA 量の増加と OA 量の増加

にそれぞれ特徴的なパターンかもしれない。このように、発現パターンが異なる一

方で、DA 群で発現量が増減した転写産物は、その大部分が OA 群で発現量が増減

した転写産物と重複していた。これについて、以下、「第 2 章 第 5 節 小括」で述

べることとする。 

 

(e-2) 宿主探索行動を制御する候補遺伝子の選出 

(e-1) で発現量に差がみられた転写産物を NEA 群、DA 群、OA 群間で比較した。

そして、NEA 群、DA 群、OA 群の全ての群で、発現量が増加または減少した転写

産物を確認した。 

 

(e-3) 宿主探索行動を抑制するツールの標的となる遺伝子の選定 

NEA 群、DA 群、OA 群の全ての群で、共通した挙動を示す転写産物の中から、

蚊に特異的な配列を有する転写産物を選定した。蚊に特異的な配列をもつ転写産物

の選出は、ESTs (AalbF1.0) を参照した。 
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16. 統計処理 

各実験で使用した統計方法は、各 Figure に付した。なお、危険率が 5％である

場合を統計学的に有意差有りとした。 
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