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はじめに

　生物のゲノムは，遺伝子だけでなく，実に様々な種類の
DNA 配列から構成されている．その中には，ウイルス由
来の配列が存在することは，現在では広く知られている．
これらの配列は，内在性ウイルス配列（endogenous viral 
element, EVE）と呼ばれ，全ての生物が有しているといっ
ても過言ではない．感染する際に，自身のウイルスゲノム
RNA から逆転写した DNA を，宿主ゲノムに組み込むレ
トロウイルス由来の EVE は，1970 年代から，その発見が
なされ，1990 年代からは，機能解明が盛んに行われてき
た 1–5）．一方で，非レトロウイルス由来の内在性ウイルス
配列（non-retroviral EVE: nrEVE）の存在への認識は，
近年の次世代シーケンス解析（NGS）の急速な発展と普及
によって，多様な生物種から様々なウイルス由来の配列が
同定されるまで，“当たり前” ではなかったといえる．
　本稿では，そのような nrEVE 探索が精力的に行われる
ようになった時期，筆者がフランス・パスツール研究所に
在籍した際（2015 年 -2020 年）に行った，蚊の内在性ウイ
ルス配列の抗ウイルス機構の解明についての研究を紹介す
ると共に，残されている課題についても議論したい．また
本研究では，「蚊の内在性ウイルス配列が，ウイルス複製
を抑制する」という核となる仮説を実証することができた
と考えているが，全てが当初の仮説通りに進んだわけでは
なく，予期せぬ結果により，幾度も軌道修正に迫られた．
その過程は，研究を進める上で，非常に重要なものである
が，このような紆余曲折の経緯は，研究論文には載ること

はない．本寄稿には，研究成果を通して，若手ウイルス研
究者の育成にもつなげたいという意味合いもあるとのこと
であったため，上記のような試行錯誤の部分もシェアする
ことで，若手研究者の皆様の今後に生かされるものが，僅
かでもあれば幸いである．
　　

シマカの EVEは昆虫特異的ウイルス由来である

　EVE は，ウイルス感染の際に宿主ゲノムに組み込まれ
た全長もしくは断片的なウイルス DNA 配列であり，宿主
におけるウイルス感染の歴史の痕跡であるともいえる．長
い進化的時間の中で，変異の蓄積によるストップコドンの
導入や転写抑制などにより，EVE の多くは，ウイルスの
化石と化しているが，一部の EVE では，類似ウイルスの
感染制御から宿主の胎盤形成など多岐に渡る機能を果たし
ていることが示されている 1–6）．一方で，これらの機能解
明のほとんどは，哺乳類のレトロウイルス由来の EVE に
おける知見であり，nrEVE の機能が示されたものは非常
に限られている．その数少ない例の一つとして，リスのゲ
ノムから同定されたボルナウイルスの nrEVE 由来タンパ
ク質を人為的に細胞株に発現させることで，類似のウイル
ス複製を抑制するという報告がある 7）．これにより，
nrEVE も抗ウイルス機構として働き得ることが初めて示
された．
　私は，上記の先行研究に加え，博士課程の頃に従事して
いたレトロウイルスのゲノム組み込み過程についての研
究，そして 1st ポスドクとして，米国・ペンシルベニア州
立大学で行っていたマラリア原虫媒介蚊の研究経験から，
蚊の EVE の存在と，その潜在的な機能の有無に興味を持
つようになった．ヤブカ属シマカ亜属の蚊（以下，シマカ）
は，デングウイルス（DENV）やジカウイルス（ZIKV）など，
多くのアルボウイルス（arthropod-borne virus: arbovirus）
を媒介する．これらのウイルス感染に対して，シマカは，
small interfering RNA（siRNA）経路や Jak/STAT など
の免疫経路といった抗ウイルス機構を備えていることが知
られている 8）．そこで，シマカのゲノムにもアルボウイル
ス由来の nrEVE が存在し，レトロウイルスやボルナウイ
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ルス由来の nrEVE のようにタンパク質を発現することで，
DENV などの感染を蚊個体内で制御しているのではない
かという可能性を考えた．今，振り返れば，もっと様々な
可能性に思慮を巡らすべきであったと思うが，当時の私は，
少なくとも上記のような仮説を立て，その実現に期待を膨
らませていた．そして，この仮説の実証をするために，昆
虫免疫研究の第一人者であるパスツール研究所の Maria-
Carla Saleh 教授の研究室に 2nd ポスドクとして赴いた．
　研究開始当初は，シマカの EVE における知見が限られ
ていたため，まず，我々は，NGS 解析によって，シマカ
の中でも主要なアルボウイルス媒介蚊として知られるネッ
タイシマカとヒトスジシマカのゲノム中に DENV や
ZIKV などに類似性を持つ nrEVE が存在するかを検討し
た．しかしながら，ただの一つもこれらのアルボウイルス
由来の EVE を見つけることはできなかった．この知見は，
他の複数グループによっても確認されており，現在では，
共通の認識となっている 9–11）．つまり，研究開始早々に仮
説の一部が，否定される結果となったのである．しかし，
一方で，昆虫特異的ウイルス（insect-specific virus: ISV）
由来と思われる nrEVE が複数同定された．ISV は，その
名の通り，昆虫にのみ感染性を示し，人をはじめとする脊
椎動物には，感染しないとされているウイルスの総称である．
シマカなどの媒介蚊でも，古くは 1970 年代，特に 2000 年代
以降，多種多様な ISV が，同定されている 12）．シマカゲ
ノムにおける ISV 由来の nrEVE は，2004 年に報告され
ており，これは昆虫で同定された初めての nrEVE の例で
もある 13）．この報告では，DENV などが属するフラビウ
イルスを標的とした degenerate PCR 法を用いて，ネッタ
イシマカから 1 種，ヒトスジシマカから 3 種の nrEVE を
同定しており，細胞株における転写物の検出にも成功して
いる．興味深いことに，同定された nrEVE の中には，約 4.5 
kbp の ORF を 保 持 し て い た も の も あ っ た． 一 方 で，
nrEVE からのタンパク質産生や生存地域が異なるシマカ
集団においても当該 nrEVE が保存されているのかなどの
検討は行われていなかった．我々がバイオインフォマティ

クスによって同定した ISV 由来の nrEVE の一部にも，上
記 4 つと共通する配列があったため，まず，上記 4 種の昆
虫特異的フラビウイルス由来の nrEVE に焦点を当て，そ
の機能解明に向けた詳細な性状解析を行うこととした．

シマカ EVEからの piRNA産生

　我々は，ヒトスジシマカとネッタイシマカで実験的に同
定された 4 種の昆虫特異的フラビウイルス由来の nrEVE
に便宜上，それぞれ Aedes albopictus flaviviral element

（ALFE1, -2, -3: ヒトスジシマカ由来 EVE），Aedes aegypti 
flaviviral element 1（AEFE1: ネッタイシマカ由来 EVE）
と名前をつけた（図 1）．これらの nrEVE は，異なるシマ
カ細胞株ならびにアジアとアフリカから採取したシマカの
DNA 試料を用いた PCR により，検出がみられたため，
蚊集団間で広く保存されていることが示された 14）．また，
4 種全ての nrEVE 由来の転写物も RT-PCR により確認さ
れた．その一方で，ヒトスジシマカとネッタイシマカ細胞
株を用いたプロテオーム解析では，ALFE1-3，AEFE1 由
来のタンパク質は確認されなかった 14）．これは，研究開
始当初に立てた nrEVE からのタンパク産生という仮説が，
また一つ否定されたことを意味しており，再び方向転換を
迫られることになった．
　Saleh 教授の研究室では，2013 年に RNA ウイルスであ
る Flock house virus などが感染したショウジョウバエに
おいて，レトロトランスポゾンの逆転写酵素活性により，
ウイルス RNA から cDNA が合成され，さらにその cDNA
を基質とした siRNA の産生と標的ウイルスの複製阻害が起
きることを報告していた 15）．そこで，ALFE1-3 と AEFE1
からも siRNA が産生されているのかを調べるために，ヒト
スジシマカとネッタイシマカ個体における small RNA 解析
を行ったところ，siRNA ではなく，PIWI-interacting RNA

（piRNA）が産生されていることが明らかになった（図 2）14）．
さらに，この ALEF1-3 と AEFE1 由来の piRNA は，アン
チセンス鎖のみ産生されていた．つまり蚊の nrEVE 機能
として，「piRNA を産生することで，同じ配列を有する外

図 1 ヒトスジシマカとネッタイシマカ細胞株から同定された昆虫特異的フラビウイルス様EVEの構造（文献14より改変）
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来のウイルス RNA を分解し，その複製を抑制する」とい
う新たな仮説が浮上した．

新たな仮説検証のためのモデル探し

　我々がシマカの nrEVE から piRNA が産生されること
を報告して間も無く，他グループにより，ネッタイシマカ
とヒトスジシマカのリファレンスゲノム中から，数百にも
上る様々なウイルス由来の nrEVE が同定され，その多く
が piRNA を産生していた 9,10,16）．さらに nrEVE からの
piRNA 産生は，シマカ以外にも，哺乳類，様々な節足動物，
貝類などにおいても報告され，生物種を超えた普遍的な機

能を果たしている可能性が示唆された 9,10,14,16–19）．その可
能性の一つとして，我々は nrEVE 由来 piRNA が核酸配
列特異的に外来のウイルス RNA を分解し，その感染を阻
害することを考えた．しかしながら，先行研究 9,10）によ
りシマカのリファレンスゲノムから同定されていた
nrEVE（ISV 由来）は，現存するウイルスとは，配列相
同性が低く，上記の仮説の検証ができないという問題に直
面した．一方で、我々は，EVE 同定・検出において，リファ
レンスゲノムを用いた in silico 探索だけでなく，様々なシ
マカ DNA 試料を用いた，PCR も数多く行ってきた中で，
同じ種類のシマカでも，集団ごとに保有している nrEVE 

図 2 ALFE2および AEFE1からの piRNA産生
 ALFE2 と AEFE1 配列にマッピングされた small RNA のサイズ分布（上段），EVE 配列と産生された piRNA のリー

ド数（中段），piRNA 中の核酸の出現頻度（下段）．オレンジと青色はそれぞれ，ポジティブおよびネガティブ鎖由
来のリードを示す（文献 14 より改変）．

図 3 新規に同定された ALFE様 EVE構造とヒトスジシマカ DNA試料からの検出
 ベトナム由来のヒトスジシマカから，新たに同定された ALFE 様 EVE（ALFE4-11）．異なるヒトスジシマカ細胞

株および個体 DNA 試料を用いた PCR による ALFE4，-7，-8 DNA の検出（文献 14 より改変）．
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らに，CFAV-EVE1 NS2 と CFAV NS2 由来の piRNA 配
列間における 10 塩基の重なりなど，piRNA 経路を介した
標的 RNA の切断の際に見られる特徴 22）も確認された．
したがって，CFAV 感染ネッタイシマカ個体において，
CFAV-EVE1 が piRNA を産生することで，外来の CFAV 
RNA を切断していることが示された 21）．
　piRNA 経路は，元来，生殖系の細胞において，トラン
スポゾンの発現を抑制する機構として発見されたものであ
る 22–24）．シマカなどの媒介蚊においては，様々なアルボ
ウイルスや ISV 感染時に，ウイルス由来の piRNA 産生は
観察されていたが，その抗ウイルス機能は，明らかにはなっ
ておらず，議論の的となっていた 10,25–29）．よって，我々
が 観 察 し た CFAV-EVE1 由 来 の piRNA に よ る CFAV 
RNA の切断が，必ずしも CFAV の複製に重大な影響を与
えていることには，直結しない．そこで，CFAV-EVE1
を CRISPR/Cas9 システムを用いて，ノックアウト（KO）
したネッタイシマカ系統を作製し，CFAV 複製への影響
を検討した．この際には，piRNA 経路が活性化している
と考えられる生殖系器官の卵巣と体細胞由来の器官として
頭部を用いることとした．CFAV-EVE1 KO 系統（CFAV-
EVE1（-/-）） と CFAV-EVE1 を 保 有 す る 姉 妹 系 統

（CFAV-EVE1（+/+））に，それぞれ CFAV を感染させ，
ウイルス RNA を定量した結果，CFAV-EVE1（-/-）系統
において，より高い CFAV RNA 量が検出された（図 5）
21）．また，この傾向は，特に卵巣において，顕著に見ら
れた．さらに CFAV-EVE1（-/-）系統では，CFAV-EVE1
からの piRNA の産生と CFAV RNA の切断が観察されな
くなっていた．以上の結果より，CFAV-EVE1 は piRNA
経路を介して，CFAV RNA を分解し，その複製を抑制す
ることが強く示唆された（図6）．これは，nrEVE機能をネッ
タイシマカ，ひいては多細胞生物個体を用いて初めて明ら
かにしたものである．また，蚊における piRNA 経路が抗
ウイルス機構であるか否かという疑問に対しても，標的ウ
イルスと相補な配列を有する EVE が存在する場合には，

の種類が異なるという知見を得ていた（図 3）14）．そこで，
特定のシマカ集団のゲノムには，現存する ISV と同じ配
列を有する EVE が存在する可能性を考え , ネッタイシマ
カで広く自然感染が確認されている ISV である cell-fusing 
agent virus（フラビウイルス属）20）に高い核酸相同性を
持 つ nrEVE の 探 索 を 行 う こ と と し た． 当 時 の SRA

（sequence read archive）に登録されていたほぼ全ての
ネッタイシマカの DNA および RNA シーケンスデータに
対し，BLAST を用いた CFAV 配列の網羅的探索を行っ
た と こ ろ，CFAV の非構造遺伝子である NS2，NS4A，
NS4B，NS5 の部分的配列が , 異なる二方向で接合した構
造を持つ nrEVE（以下，CFAV-EVE1）を同定することが
できた（図 4）21）．さらに，我々が保有していたタイ由来
のネッタイシマカ系統の一つにおいて ,CFAV-EVE1 の存
在が PCR により確認された．この CFAV-EVE1 の同定と
それを保有するネッタイシマカ系統により，nrEVE 由来
の piRNA によるウイルス感染抑制という仮説の検証が可
能となった．

CFAV-EVE1による CFAV複製の抑制

　まず，CFAV-EVE1 由来の piRNA が，プラス鎖一本鎖
RNA ゲノムを持つ CFAV を標的とするためには，CFAV
ゲノムに対して，アンチセンス鎖の piRNA を発現してい
る必要がある．これを検討するために，CFAV-EVE1 保
有ネッタイシマカから small RNA ライブラリを作製し，
piRNA 産生を解析したところ，CFAV-EVE1 の NS4A/
NS2 配列部分から，CFAV ゲノムに対して，アンチセン
ス鎖の piRNA が発現していることが確認された 21）．次に
CFAV-EVE1 由 来 の ア ン チ セ ン ス 鎖 piRNA が CFAV 
RNA を認識・切断するのかを検討するため，CFAV を胸
腔内接種より感染させた成体蚊における small RNA 解析
を行った．その結果，CFAV-EVE1 の NS2 部分からのア
ンチセンス鎖 piRNA の産生に加えて，その相補鎖（CFAV
の NS2）由来のセンス鎖 piRNA の産生が観察された．さ

図 4 ネッタイシマカから新規に同定された CFAV由来の EVE（CFAV-EVE1）の構造
 ネッタイシマカに広く自然感染が観察される ISV である cell-fusing agent virus（CFAV）と約 96％の核酸相同性を

示す新規 nrEVE（文献 21 より改変）．
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図 5 CFAV-EVE1ノックアウトにより，CFAV感染蚊中の CFAV RNA量が増大する
 独立した 6 回の CFAV 感染実験における CFAV-EVE（+/+）（黒箱ひげ図）と CFAV-EVE（-/-）ネッタイシマカ系統（白

箱ひげ図）の頭部および卵巣中の CFAV RNA 量（ネッタイシマカ rp49 遺伝子で補正）．各ドットは，4-5 個体分の
各器官における CFAV RNA 量を示す（文献 21 より改変）．

図 6 ネッタイシマカの nrEVE による piRNA 経路を介したウイルス複製抑制の模式図（文献 21 より改変）
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所の Viruses and RNAi Unit に在籍した際に行ったものであ
り，ユニット長である Maria-Carla Saleh 教授，そのラボメン
バー，そして，同研究所の Insect-Virus Interactions Unit の
Louis Lambrechts 博 士，Artem Baidaliuk 博 士（ 現・
Evolutionary Genomics of RNA Viruses Unit），オランダ・
ラドバウド大学の Pascal Miesen 博士をはじめとした共同研
究者の皆様に深い感謝を申し上げます．
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　本稿に関連し，開示すべき利益相反状態にある企業等は
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piRNA 経路は，抗ウイルス活性を示し得るという一つの
答えを提示できたと考えている．

おわりに

　近年の NGS 解析とバイオインフォマティクスの台頭に
より，様々な生物種における多種多様な nrEVE の存在が
明らかになり，それら nrEVE 由来の piRNA 産生が確認
されつつある．したがって，我々が今回，ネッタイシマカ
と ISV をモデルに明らかにした piRNA 経路を介したウイ
ルス複製抑制という nrEVE の機能は，他の生物において
も観察される可能性が十分あり，今後の研究成果が期待さ
れる．また，シマカの nrEVE を介した抗ウイルス機構に
ついて，残されている大きな疑問としては，nrEVE によ
るウイルス感染阻害が，病態の抑制などの観点から，宿主
にどの程度の利益をもたらしているかという点である．人
を含む哺乳類においては，ウイルス感染によって，病態が
誘導されることが一般的に認知されているため，ウイルス
複製の抑制は，ウイルス病態の抑制につながると考えられ
ている．一方で，シマカなどの媒介蚊では，モデル昆虫の
ショウジョウバエなどと比較しても，ウイルス感染による
急激な生存期間の減退などが観察されづらい．よって，媒
介蚊をモデルに nrEVE の抗ウイルス機構の解明をさらに
進める上では，ウイルス量の増減だけでなく，感染蚊の生
存や行動への影響という観点からも評価することで，
nrEVE が真に宿主にとって重要な役割を果たしているの
かが，明らかとなってくると考えている．
　蚊における EVE 機能について，「アルボウイルス由来
の EVE がタンパク質を発現し，アルボウイルス感染を抑
制する」という仮説から始まった本研究は，「ISV 由来の
EVE が piRNA を産生し，核酸配列特異的に ISV を抑制
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