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学位論文題名 

Identification, molecular characterization, and application of a novel 
virus isolated from mosquito larvae in Okushiri Island, Japan 

(北海道奥尻島において蚊幼虫から分離された新規ウイルスの同定、性状解析 

および利用) 

 

 本論文は、英文 69 頁、図 11、表 4、主要部分は 2 章からなり、参考論文 2 編が

付されている。蚊類は公衆衛生上最も影響の大きな害虫の 1つであり、マラリアや

デング熱、チクングニア熱、日本脳炎、そして黄熱病など多くの重篤な感染症の病

原体を媒介する。蚊媒介感染症への対策としては病原体媒介昆虫である蚊の防除が

極めて重要である。蚊の防除を展開するに当たり、他の害虫防除と同様に IPM（総

合的病害虫管理）の概念のもと、化学的防除法に代わる環境負荷の低い生物的防除

手法の充実が環境保護の観点から強く望まれる。現在、昆虫特異的ウイルスの利用

は、生物的防除資材として最も重要な選択肢の 1つと考えられているが、蚊の防除

に利用できる十分なウイルスが分離されていないのが現状である。 

本研究は、このような現状に鑑み、野外の蚊幼虫からの新規ウイルス（奥尻ウイ

ルス）の分離・性状調査、ならびにその利用に向けた基盤構築を目的として行われ

たものである。本論文は、北海道奥尻島において採集した蚊幼虫からの新規ウイル

ス分離とその性状解析結果を第 1章に、そのウイルスの遺伝情報機能解析と利用の

ための基盤構築の成果を第 2章にまとめたものである。  

 

1) 奥尻ウイルスの分離同定と性状解析 

北海道奥尻島で採集したヤブカ（Aedes）幼虫サンプルから、ウイルスの分離を試

み た 。 サ ン プ ル 抽 出 液 を ヤ ブ カ 由 来 の 培 養 細 胞 C6/36 細 胞

に接種したところ、細胞病変効果（CPE）を示すものが存在した。最も強く細胞病

変を示した培養細胞の培養液を電子顕微鏡で観察したところ大量のウイルス様粒



子が確認できた。このウイルス様粒子を精製し、再び C6/36 に接種したところ、同

様の強い CPE が観察されたことから、これを奥尻ウイルスと命名し、さらに詳しく

調査した。ウイルス粒子は、直径 50-70nm のほぼ球状であり、9,704 塩基からなる

一本鎖RNAを含んでいた。このRNAをクローニングし、塩基配列を解析したところ、

5’末端にはおそらく Cap 構造が存在し、3’末端にはポリ A尾部を有するポジティ

ブ鎖であることが判明した。また、本 RNA には３つの主要 ORF（open reading frame 

1，2，および３）が存在し、それぞれ 268 kDa, 45 kDa, 22 kDa のウイルスタンパ

ク質がコードされていた。ORF1 にコードされるアミノ酸配列には、

methyltransferase domain, Ftsj-like methyltransferase domain, helicase 

domain そして RNA-dependent RNA polymerase domain が含まれており、これらの

機能を有するウイルス非構造タンパク質がコードされていると考えられた。一方、

ORF2と ORF3にコードされるアミノ酸配列には膜貫通領域や糖鎖の付加部位の存在

が予想され、ウイルスの構造タンパク質がコードされている可能性が示唆された。

これらの配列をもとに本ウイルスの進化系統解析を行ったところ、本ウイルスは現

在提案されている新規の昆虫特異的ウイルスグループである Negevirus に属し、植

物ウイルスとも近い関係を有することが判明した。 

 

２）感染性cDNAの構築と奥尻ウイルスを用いた外来遺伝子の発現 

奥尻ウイルスゲノム情報の機能解析と本ウイルスを用いた蚊の防除資材や遺伝

子発現ベクターの開発のために極めて重要である感染性ｃDNAの構築を試みた。ま

ず、断片化されてクローニングされたウイルスRNAを連結させ、完全長ｃDNAを構

築した。つぎに、これをin vitro転写させて得られたRNAをC6/36細胞に導入した

ところ、ウイルス粒子を感染させた場合と同様のCPEが観察されるとともに、感染

性ウイルス粒子が得られ、奥尻ウイルスの感染性ｃDNAクローンを得ることが出来

たと結論した。次に、本ウイルスRNA のORF3を蛍光タンパク質遺伝子（gfp）に置

き換えた組換えウイルスRNAを作製した。本ウイルスRNAは、単独でgfpは発現でき

るが感染性粒子は産生出来なかった。しかし、このRNAを野生型のウイルスRNAと同

時に導入することで、感染性組換えウイルス粒子を得ることが可能であった。 

以上、本研究では奥尻島で採集した蚊幼虫から新規Negevirusを分離し、遺伝情

報解析と進化系統学的解析を加えた。また、本ウイルスの感染性cDNAとそれを利

用した外来遺伝子発現システムの構築に成功した。これらの成果は、現在詳細が

不明なNegevirusの生態とウイルスゲノム機能の解析、および本ウイルスの利用開

発に向けて道を開くものとして高く評価できる。 

よって、審査員一同は、Yudistira Wahyu Kurniaが博士（農学）の学位を受けるの

に十分な資格を有するものと認めた。 

 


