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Ⅰ．研究概要

１．研究開始当初の背景
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 （WHO：Fact sheet Dengue and severe 
dengue）。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（Seki, N. et al. Nihon Koshu Eisei Zasshi62, 238-250 
（2015））。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 
（Kumar, N. P. et al. J Gen Virol 89, 1945-1948 （2008））。
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。
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（Yamamoto, S. & Seto, E. S. Japanese Association 
for Laboratory Animal Science63, 107-119 （2014））。
雌蚊において、頭部DA 量は羽化後徐々に減少する。
興味深いことに、この期間、宿主探索行動は増加する
（Andersen, J. P.et al. Journal of insect physiology52, 
1163-1170 （2006））。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（Chen, A. et al.. Genetics193, 159-176 （2013））。この
ため、OAは、DAとともに雌蚊の宿主探索行動を制御
すると推測された。本研究は、DAとOAが宿主探索行
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動に及ぼす影響が明らかになることで、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
ツールが創出できると予想された。

２．研究の目的
本研究は、蚊の宿主探索行動の制御における生体アミ

ンの役割をDA だけでなく、OAなども含め明らかにす
る。また、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。

３．研究の方法
３－１．ヒトスジシマカの飼育

実験には、福岡大学３号館裏においてヒューマンバイ
ト法で採集したヒトスジシマカを室内で継代飼育したも
のを用いた。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して、飼育した。

３－１－１． 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。

３－１－２．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。

３－１－３．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、スクロース15 
gをイオン交換水で溶解し、500mLにメスアップして調
整した後、冷蔵保存した。小瓶に詰めた綿に３％スクロー
スを染み込ませて与えた。

３－１－４．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。

3-1-5．蚊の群分け
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（図１）、紙コップに移してそれぞれ羽化させた。
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を実験用ケージ内に静置し自由飲
水させた。

３－２．薬剤処置による生存率への影響
同日羽化した雌蚊を紙コップに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１
mL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）。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。

３－３．HPLCを用いたDA及びOA量の測定
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 µl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 ℃、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20µl
をHPLCに注入し、DA量とOA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

図1.　蚊の蛹　A） 雌、B） 雄
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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（表
１）。各群は、12サンプルずつ測定した。

３－４．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。その後、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（図２, ３）。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）。

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）、

図２．宿主探索行動の測定法

30mM OA（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。各群は、６回繰り返し測定を
行った。

３－５．餌摂取量の測定
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。回収した雌蚊は、２匹
ずつ全身をPBS （－） 100ul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
90ul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。

３－６．雌蚊の交尾率の測定
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）、 3.5mML-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（図４）。
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。

図３.　宿主探索行動測定装置

図４．雌蚊貯精嚢中の精子

表 1 ．HPLCの測定条件
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４．研究成果
４－１．薬剤処置が蚊の生存率に与える影響

L-DOPAを処置した群は、全ての濃度で生存率は低化
せず、LC50は算出できなかった（図５A）。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（図５B）。以上の結果か
ら、L -DOPA 処 置 濃 度 は3.5mM、OA 処 置 濃 度 は
30mMとした。また、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
めた。その結果、DA群の生存率は、100.0%、OA群の
生存率は、99.9%であった。以上の結果から、実験に使
用した薬剤処置は蚊の生存率に対して影響はないことが
示唆された。

４－２．薬剤処置後の雌蚊頭部のDA・OA量
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±0.2pmol/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±4.5pmol/head）。OA群の

図５．薬剤の処置濃度と蚊の生存率

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±0.4pmol/head、図６）。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±0.07pmol/
head、DA群 : day 0 : 0.32±0.02 ; day 3 : 0.60±0.06 ; day 
6 : 0.73±0.05pmol/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、図６）。以上のことから、L-DOPAを処置
したDA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量が増加することが示唆された。

４－３．DAとOAが宿主探索行動に及ぼす影響
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 

図６．薬剤処置後の雌蚊頭部のDA・OA量
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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%、
図７）。以上のことから、DAとOAは雌蚊の宿主探索行
動の制御することが示唆された。

４－４．DA とOAが蚊の餌摂取量に与える影響
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、図８）。以上のことから、
DAとOAは雌蚊の餌摂取量に影響を与えないことが示
唆された。

４－５．DA とOAが蚊の交尾に与える影響
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%、

図７．DAとOAが雌蚊の宿主探索行動に与える影響

図８．DA とOAが蚊の餌摂取量に与える影響

DA群 : 95±5.0%、OA群 : 100±0.0%、図８）。以上のこ
とから、DAとOAは雌蚊の交尾率に影響を与えないこ
とが示唆された。

本研究は、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。また、本研究成果より、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。

羽化後、DA量は減少する。実験結果より、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、増加する傾向が見られた。そして、この時
OA量を増加させることで宿主探索行動は減少すること
を示した。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
ることが予想された。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。

今後、本研究成果を応用して、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。これらの成果を応用して、新たな宿主探索行動を
抑制するツールを創出できることが期待された。
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