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研究成果の概要（和文）：イモゾウムシ個体・個体群でのFarinocystis sp.の病原力を定性・定量的に評価でき
るようにするため、原虫オーシストの人工脱嚢法を検討し、ヘキサンによる前処理を施す有効な方法を提示し
た。次に、オーシストを介した水平伝播では、宿主消化管内におけるオーシスト脱嚢に関与する宿主因子の検討
を行うとともに、さまざまなサツマイモ害虫に対する本原虫の感染性を調査し、オーシスト脱嚢における宿主消
化管抽出液中のプロテアーゼの関与を明らかにした。また、パルスNMR法により、感染個体での1H核緩和時間の
増大が認められ、外見上健全個体との相違が認められない感染個体においても、代謝の変化を確認することがで
きた。

研究成果の概要（英文）：A Farinocystis neogregarine parasite was isolated from mass-reared colonies 
of the West Indian sweet potato weevil, Euscepes postfasciatus, at the facility of Okinawa 
Prefectural Plant Protection Center (OPPPC) in 2004. First, in order to evaluate the virulence of 
Farinocystis sp. against the host both qualitatively and quantitatively, artificial excystation of 
the oocysts was investigated. It revealed that a pretreatment with hexane was most effective for the
 oocyst excystation. Then, in order to evaluate a horizontal transmission through the oocysts, 
bioassays against various insect pests of sweet potato were conducted as well as host intestinal 
factors related to the oocyst excystation were investigated. Several proteases such as serine 
protease were involved in the oocyst excystation. In the pulse NMR experiment, metabolic changes and
 differences were detected between infected and non-infected host individuals.

研究分野： 昆虫病理学

キーワード： Farinocystis sp. 　Euscepes postfasciatus　オーシスト人工脱嚢法　スポロゾイト単離　感染培養系
　パルスNMR法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、侵入害虫且つ難防除害虫のイモゾウムシから初めて分離された原虫を対象とした。この原虫病は達成
間近の根絶防除事業を阻む深刻な原因となっており、本研究から得られた成果はイモゾウムシ根絶防除に寄与で
きるものである。また、本原虫の宿主はイモゾウムシに限られており、極めてユニークな生態をもって宿主個
体・個体群での感染を維持している可能性が高い。そのため、本研究で明らかとなった原虫の生物学的諸性状
は、新たなグレガリナ原虫特性の発見へと繋がるものである。また、イモゾウムシの代謝解析により明らかとな
った原虫感染が宿主昆虫に与える影響の一端は、昆虫病理学に大いに貢献するものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
イモゾウムシ West Indian sweet potato weevil（学名 Euscepes postfasciatus）は、西イン

ド諸島原産のサツマイモの重要害虫である。日本での発生は奄美大島以南の南西諸島及び小笠
原諸島に限られており、現在その分布拡大を防ぐために特殊害虫に指定され、植物防疫法によ
り厳重に移動規制されている。沖縄県では、不妊虫放飼法を軸としたイモゾウムシの根絶防除
事業が展開されている（山岸・下地, 2000）。この不妊虫放飼法には、大量の不妊化用イモゾウ
ムシ成虫の確保が必至である。同県病害虫防除技術センターでは、1994 年からイモゾウムシの
施設内大量増殖が開始され、週当たり 300 万頭以上の不妊虫生産を目指してイモゾウムシを大
量増殖し、2004 年 8 月初旬までは安定した生産数を確保して継続的に不妊虫放飼を行ってき
た。しかし、同年 9 月以降、不妊化用成虫生産数は急激に低下し、週当たり 150 万頭前後とな
った。同時に、成虫の短命化と産卵数の減少が認められたため、それら成虫の磨砕液を検鏡し
たところ、大量の原虫オーシストが検出された。 
著者らはこれまでの研究から、本原虫をアピコンプレックス門、種虫綱、グレガリナ（簇虫）

亜綱、新グレガリナ（裂殖簇虫）目、Farinocystis 属の 1 種であると同定した（森田ら, 2007）。
また、宿主の短命化や産卵数の減少は、本原虫感染によって引き起こされることが明らかとな
った（Kumano et al., 2010）。その後、同センターでは、イモゾウムシ用人工飼料の開発と卵
表面殺菌法などの検討が行われ、無菌的な人工飼料育によっても週当たり 33 万頭までイモゾ
ウムシを大量生産できるようになった。ところが 2013 年になって、人工飼料育個体群におい
ても本原虫感染が確認され始め、新たな対策が必要となっている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、サツマイモ塊根育及び人工飼料育イモゾウムシ個体・個体群における本原虫の病

原力、感染伝播機構、そして原虫病に応答する宿主代謝制御を解析することによって、原虫病
の蔓延を食い止め、不妊化用イモゾウムシの生産数を確保しようとするものである。また一方
で、本原虫の宿主に与える影響は大きいことから、現行の不妊虫放飼法での防除効果を増強で
きるような微生物的防除因子としての利用可能性を検討することを大きな目的としている。具
体的には、(1)イモゾウムシ個体及び個体群での本原虫の病原力を定量的に評価できるようにす
るため、原虫オーシスト人工脱嚢法及び原虫活性定量法を確立し、これらの方法を用いて、各
種溶媒処理した原虫オーシストの不活化条件を検討、(2)オーシストより脱出してきた原虫スポ
ロゾイトの密度勾配遠心法による分離・回収法を確立するとともに、増員増殖虫体からの in 
vitro 培養系を確立、(3)本原虫の水平伝播機構を解明するため、イモゾウムシ以外のサツマイ
モ害虫及びその天敵昆虫における本原虫の感染伝播を調査、また、(4)パルス NMR 法により、
Farinocystis sp. に感染したイモゾウムシの生体内代謝機構を解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 原虫オーシスト人工脱嚢法及び原虫活性定量法の確立  
原虫オーシストは、沖縄県病害虫防除技術センターにおいて死亡したイモゾウムシ成虫より

回収し、PercollTM 密度勾配遠心法を改変して精製した（新見, 2013）。オーシスト表面の脂質
層を除去するために、遠心分離（5,000×g, 3 分間）してペレット化したオーシストにエタノー
ルを加えて懸濁し、さらに 2 倍量の有機溶媒を加えて懸濁した後に、27ºC で 3 分間静置した。
静置後、再びエタノールを加え、遠心洗浄（5,000×g, 1 分間）した後、炭酸バッファー（pH9.0）
を加えて遠心分離（5,000×g, 3 分間）する操作を 3 反復行った。有機溶媒により前処理したオ
ーシストを遠心操作によりペレット化した後、0.4%トリプシン溶液を加えて懸濁し、27ºC 条
件下で 6 時間静置した。トリプシンに懸濁したオーシストは、反応を止めるため、遠心分離し
て上清を除去した後、PBS（pH7.5）に再懸濁した。PBS に懸濁したオーシストを位相差顕微
鏡下 200 倍で観察し、脱嚢率を算出した。オーシスト内部にスポロゾイトが見られない、ある
いはほとんどのスポロゾイトが放出されていると判断できるものを脱嚢したオーシストとみな
した。実験は 3 反復行い、その平均値を用いて各前処理の脱嚢率を比較した。得られた脱嚢率
について Turkey の多重検定（有意水準 5%）を行った。 
原虫活性を定量するにあたっては、回収したスポロゾイトを遠心分離（1,000×g，5 分間，

4ºC）してペレット化した。Fluorescein diacetate を 0.2 µg、Propidium iodide を 0.05 µg 溶
解させた PBS 中で穏やかに懸濁した後、暗所で 1 時間静置した。静置後、遠心分離（1,000×g，
5 分間，4ºC）を行い、PBS を加えて再懸濁して、染色されたスポロゾイトを蛍光顕微鏡下で
観察した。 

 
(2) 原虫スポロゾイトの密度勾配遠心法による分離・回収法及び in vitro 培養系の確立 

PercollTM を用いたオーシストとスポロゾイトの分離は、Cryptosporidium 属原虫や Plasmo- 
dium 属原虫で行なわれている方法を改変して行った。調製した PercollTM 溶液を、60%、40%、
20%の順に穏やかに 15 ml 遠心管に注ぎ、PercollTM 密度勾配を作製した。脱嚢を誘導したオ
ーシストを懸濁した PBS を PercollTM 密度勾配の上層に穏やかに注ぎ、遠心分離（3,000×g，
15 分間）した。60% PercollTM 溶液と 40% PercollTM 溶液の間にできるスポロゾイトのバンド
をパスツールピペットで回収した。また、表面殺菌した既感染人工飼料育イモゾウムシ幼虫を
実体顕微鏡下で解剖して脂肪体を切り出し、30%牛胎児血清及び 2%抗生物質を添加した



MGM464 培地中 27ºC で培養した。この初代培養を回収して、30%（w/w）Percoll 密度勾配
上に重層し、1,800 g、27ºC、3 分間遠心して、増員増殖期にある原虫細胞を含むバンドを回収
した。これを同培養液に希釈して培養を開始した。 
 
(3) 各種サツマイモ害虫及びその天敵昆虫における本原虫の感染伝播 
供試したイモゾウムシ以外のサツマイモ害虫は、チョウ目ヤガ科のハスモンヨトウ（Spodo- 

ptera litura）、カメムシ目アブラムシ科のモモアカアブラムシ（Myzus persicae）及びワタア
ブラムシ（Aphis gossypii）、コナジラミ科のタバココナジラミ（Bemisia tabaci）、カスミカ
メ科のクロトビカスミカメ（Halticus insularis）、ダニ目ハダニ科のカンザワハダニ
（Tetranychus kanzawai）、アブラムシ類の天敵昆虫としてコウチュウ目テントウムシ科のナ
ミテントウ（Harmonia axyridis）である。各種昆虫への原虫オーシストの接種には、1×108 
oocysts/ml に調整した精製オーシスト浮遊液を用い、オーシスト浮遊液に浸漬するか、植物葉
に添加して吸汁させることにより接種した。その後、25 ºC で一定期間飼育した。原虫感染の
有無は、原虫感染簡易検出法（新見ら, 2013）を用いて、特異的像副産物の検出により判断し
た。供試昆虫を滅菌水で 30 分間洗浄し、体表に付着したオーシストを除去した後、1.5 ml チュ
ーブ中でチューブミキサーを用いて磨砕した。磨砕試料よりゲノム DNA を抽出し、PCR によ
り原虫感染の有無を判定した。 

 
 (4) パルス NMR 法によるモゾウムシ生体内代謝の解析 
 イモゾウムシ幼虫及び成虫への原虫オーシストの接種は、浸漬による経口接種を行った。精
製オーシスト浮遊液（1×108 oocysts/ml）中にイモゾウムシ幼虫または成虫を一定時間浸漬し、
経口的にオーシストを摂食させて感染させた。非感染及び感染イモゾウムシ個体をサンプルチ
ューブ（径 5 mm）に入れ、スピン・格子緩和時間（T1）及びスピン・スピン緩和時間（T2）
をパルス NMR 装置（JEOL MU25）により測定した。測定法としては、T1 は Saturation 
Recovery 法で、T2は CPMG 法を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 原虫オーシスト人工脱嚢法及び原虫活性定量法の確立 
本原虫オーシストは FITC について難染性であり、脂質層がこれに関与している可能性があ

った。そこで、界面活性剤や有機溶媒への浸漬など脂質層に影響を与えうる処理を探索した。
FITC による染色強度を指標として各処理を比較した結果、界面活性剤処理では顕著な変化は 
みられなかったが、有機溶媒処理において FITC の染色強度が増加した。特に、トルエンやキ
シレン、ヘキサンなど極性の低い有機溶媒において、染色強度の増加は顕著であった。また、
オーシストを浸漬したヘキサンを薄層クロマトグラフィーによって分析した結果、ヘキサン中
にトリアシルグリセロール（TAG）を含む複数のオーシスト由来の脂質の溶解が確認された。
本種オーシストにおいても脂質層が存在することが明らかとなった。 
本種オーシストに脂質層が存在することが明らかとなったため、界面活性剤や有機溶媒への

浸漬など脂質層に影響を与えうる処理を行った後にトリプシン溶液中に懸濁することで、オー
シストの脱嚢が見られるかを調査した。その結果、界面活性剤による前処理及びエタノール、
アセトン、エチルエーテルを用いた試験区ではオーシストの脱嚢率に顕著な変化は見られなか
ったが、トルエン、キシレン、ヘキサンを用いた前処理をした試験区において 70%前後の脱嚢 
率が得られた。この 3 種の有機溶媒におい
て、脱嚢率に有意な差は見られなかったこ
とや、トルエンやキシレンが劇物指定を受
けていることを考慮し、以降の実験におい
て、オーシストの前処理としてヘキサンを
用いることとした。 
ヘキサンとトリプシンを用いて本種のオ

ーシストの脱嚢を誘導できることが明らか
となったが、このとき放出されるスポロゾ
イトが死細胞であっては有益な脱嚢法とは
言えない。そこで、スポロゾイトに対し
FDA-PI 二重染色を行い、生死を判定した。
ヘキサンとトリプシンを用いてオーシスト
の脱嚢を誘導した後、PercollTM 密度勾配法
を用いてスポロゾイトを回収し、FDA-PI
二重染色を行った。その結果、回収された
スポロゾイトは全て FDA陽性かつ PI 陰性
であり、生細胞であることが確認された
（Fig. 1）。 

Farinocystis sp. の感染としては、オーシストを介した水平伝播が考えられている。そのた
め、原虫病の感染を阻止するため、宿主体内におけるオーシストの脱嚢を阻害することが 1 つ
の方法として挙げられる。しかしながら、本種オーシストの宿主内における脱嚢のメカニズム

        
Fig. 1 スポロゾイトの FDA-PI 二重染色像 

各 arrowhead はスポロゾイトを指す。 
Bright field: 可視光によるスポロゾイトの顕微鏡 
像; FDA: 緑色蛍光 



は知見に乏しい。そこで、宿主腸内におけるオーシストの脱嚢に関連する宿主因子の検討を行
った。宿主であるイモゾウムシの幼虫から消化管を採取し、これを磨砕した後、遠心分離した
上清を回収することで宿主消化管抽出液を得た。この宿主消化管抽出液にオーシスト懸濁し、
脱嚢が誘導されるかを調査した。このとき、ヘキサンによる前処理を行ったオーシストと、前
処理を行っていないオーシストの 2 種類についてそれぞれ試験区を設け、脱嚢率を調査した。
その結果、ヘキサンによる前処理を行ったオーシストを宿主消化管抽出液に懸濁した場合のみ
脱嚢が確認され、そのときの脱嚢率は約 55 %であった（Fig. 2）。以降の実験においては、ヘ
キサンによる前処理を行ったオーシストの脱嚢を誘導する宿主消化管抽出液中の因子を調査し
た。宿主消化管抽出液中にプロテアーゼ阻害剤を添加した条件下でオーシストの脱嚢率を調査
した結果、消化管抽出液にプロテアーゼ阻害剤である complete を加えた場合、オーシストの 
脱嚢率が対照区の 55%に低下した。
しかしながら、オーシストの脱嚢
は完全には阻害されなかったため、
宿主消化管抽出液中にはこれらの
プロテアーゼ以外にも脱嚢を誘導
する因子が含まれていることが示
唆された。ザイモグラフィーによ
っても、宿主消化管抽出液中にお
けるプロテアーゼの存在を検討し
た結果、基質特異性の異なる複数
のプロテアーゼが確認された。基
質にゼラチンを用いた場合に強く
検出されるプロテアーゼは、
complete による処理を行った試験
区ではバンドが検出されなくなっ
たため、セリンプロテアーゼある
いはシステインプロテアーゼであ
ることが示唆された。また、宿主
消化管抽出液中には complete に
よって阻害されるプロテアーゼと、
阻害されないプロテアーゼが存在
することも確認された。 
 
(2) 原虫スポロゾイトの密度勾配遠心法による分離・回収法及び in vitro 培養系の確立 

PercollTM 密度勾配遠心法により、オーシストと脱嚢したオーシストから放出されたスポロゾ
イトを分離し、スポロゾイトのみを回収することができた。 
表面殺菌した既感染人工飼料育イモゾウムシ幼虫を実体顕微鏡下で解剖して脂肪体を切り出

し、27ºC で培養した。この初代培養から PercollTM 密度勾配遠心法により増員増殖期にある 
原虫細胞を含むバンドを回収した。これを同培
養液に希釈して培養を開始した。培養開始後、
増員増殖期にある鎌状のスポロゾイトは活発
に増殖を続けていたが、その後、一部にやや球
形の原虫細胞が認められ始め、鎌状の原虫細胞
と小型球形の原虫細胞が混在した状態が長期
間継続された（Fig. 3）。培養 120 日後の感染
培養には、大型球形の原虫細胞 であるガメト
シスト（直径約 30 µm）が観察され始め、その
数が増加していった。現在の感染培養には、依
然として多数の鎌状のスポロゾイト様原虫細
胞及び小型球形の原虫細胞が認められるとと
もに、ガメトシストに混在して遊離された多数
のオーシストが観察されている。これらのこと
より、本原虫細胞は一定の栄養条件のみで分裂
増殖及び細胞分化が可能であること、またオー
シストの自発的な脱嚢の可能性が示唆された。 

 
(3) 各種サツマイモ害虫及びその天敵昆虫における本原虫の感染伝播 

Farinocystis sp. の野外での伝播性を検討するために、イモゾウムシ以外のさまざまなサツ
マイモ害虫及びその天敵昆虫に対する本原虫の感染性を調査した。チョウ目ヤガ科のハスモン
ヨトウ、カメムシ目のアブラムシ類及びコナジラミ、カスミカメ、ダニ目ハダニ科のカンザワ
ハダニ、そしてアブラムシ類の天敵昆虫としてコウチュウ目テントウムシ科のナミテントウを
供試して接種試験を行い、原虫感染簡易検出法により感染の有無を調査したが、いずれの昆虫

        
Fig. 3 Farinocystis sp. 感染培養 

各 arrow はスポロゾイト様原虫細胞を、 
arrowhead は球形の原虫細胞を指す。 

      
Fig. 2 オーシストのヘキサン処理及び宿主消化管抽出液への懸濁に

よる脱嚢率（グラフ上の直線は標準偏差を示す） 

Hexane: ヘキサンによる前処理を行い宿主消化管抽出液に 
懸濁; Without Hexane: ヘキサンによる前処理を行わず宿主
消化管抽出液に懸濁; Hexane Control: ヘキサンによる前処
理を行いPBS に懸濁; Negatibe Control: ヘキサンによる前
処理を行わず PBSに懸濁 



種にも本原虫感染は認められなかった。しかしながら、昆虫体表等がオーシストによって汚染
され、それを介しての本原虫の伝播の可能性は否定できなかった。 
 
(4) パルス NMR 法によるモゾウムシ生体内代謝の解析 
パルス NMR 法により、Farinocystis sp. に感染したイモゾウムシの生体内代謝の変化を調

査した。感染イモゾウムシ成虫個体において、1H 核磁気緩和時間 T1の有意な延長が認められ
た。また、特定のシグナル強度が感染個体と非感染個体で明瞭に異なり、外見上健全個体との
相違が認められない感染個体において、代謝の変化を確認することが可能であった。 
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