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研究成果の概要（和文）：当初は、血体腔内への培養濾液のインジェクションによる毒性の評価を実施し、3kDa
以上の分子サイズの画分に致死性が認められた。また、インジェクション蚊での行動変化も観察された。しか
し、保有菌株の感染性の変化により、経口投与による実験系に変更して研究を進めた。菌培養濾液は、経口投与
でも毒性を発揮することが明らかとなり、菌培養濾液中になんらかの致死因子が含まれることが考えられた。経
口投与においても、3kDa以下の分子サイズで毒性が認められた。一方、培養条件を変えて生育させた供試菌株の
トランスクリプトーム解析を実施し、合計3755の発現変動遺伝子を検出した。こちらに関しても、解析を進めて
いる。

研究成果の概要（英文）：Initially, toxicity of fungal culture filtrate was evaluated by injection to
 hemocoel of Anopheline, and toxicity was observed in fractions of higher than 3kDa molecular size. 
However, due to the changes in fungal phenotype  infectivity to mosquitoes, fungal application 
method was changed to oral administration method on this research.  It was shown that the fungal 
culture filtrate has toxicity even by oral administration, and it was expected that some lethal 
factors were contained in the fungal culture filtrate. Even in the oral administration, toxicity was
 observed in molecular size of less than 3kDa. On the other hand, transcriptome analysis was done by
 comparing gene expression on the fungal isolate which was cultured under different conditions, and 
changes in gene expression was detected in a total of 3755 genes. 

研究分野：応用昆虫学

キーワード： 昆虫寄生菌　ハマダラカ　バクターコントロール

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、ハマダラカの宿主探索行動や吸血行動などを抑制する、昆虫寄生菌の行動制御機構の分子基盤を明ら
かにすることを目的とした。特に昆虫寄生菌の培養ろ液中に産出される代謝産物の比較解析と行動解析の組み合
わせにより、行動制御関連因子および遺伝子を同定することを目指した。これらの作用機構を応用することによ
り、菌の代謝産物を用いたベクターコントロールによる感染症低減技術の確立につながるものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
本研究は、ハマダラカの宿主探索行動や吸血行動などを抑制する、昆虫寄生菌の行動制御機構

の分子基盤を明らかにすることを目的とした。自然界では、寄生者が宿主の行動を操作する行動

制御という生物現象が知られている。これまでに申請者は、ハマダラカにおいて、昆虫寄生菌の

感染により、感染症の媒介に必須である各種行動が制御されることを明らかにした。本研究課題

では、昆虫寄生菌の異なる培養方法を用いることで、この行動制御の発現を人為的にコントロー

ルし、昆虫寄生菌の培養ろ液中に産出される代謝産物の比較解析と行動解析の組み合わせによ

り、行動制御関連因子および遺伝子を同定することを目指した。 
 
２．研究の目的 
自然界では、寄生者の生存率や繁殖率を向上するために動物宿主の行動をコントロールする現

象(行動制御）が、ウイルスやバクテリア、真菌、原虫、捕食寄生者（寄生蜂など）、線虫等の寄

生者で見られる。このような宿主行動制御の分子機構を明らかにすることは、寄生者の寄生戦略

における進化的なバックグラウンドを明らかにするのに加え、宿主―寄生者間の分子生物学的・

生化学的相互作用を俯瞰することで、宿主行動の発現やその形質に重要な因子の特定につなが

るものと期待された。これまでの申請者の研究で、ハマダラカはB. bassiana 60-2の感染により、

次世代を生産するための吸血宿主を探し出す鍵となる誘引源に対し反応性を失い、目前に吸血

源が存在しても吸血行動がとれないことを明らかにしている。また、これらの一連の行動が病原

体の伝播においても必須の行動となる。このようなハマダラカの行動を制御するB. bassiana側の

因子とその機能を明らかにすることは、全く新しい戦略に基づくハマダラカ防除技術の確立に

貢献することが期待された。さらに、ハマダラカ側の吸血行動や病原体伝播に関連する行動学的

形質の理解が深まり、蚊の行動を直接攻撃するような新規薬剤の開発などに発展するポテンシ

ャルを有する。以上のような背景から、本研究課題では、ハマダラカにおける病原体伝播に必須

の行動を制御する、B. bassiana 60-2の行動制御機構の分子基盤を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
申請者は、B. bassiana 60-2の培養条件を変更することで、病原性や行動制御の発現をコントロ

ールする手法を見出し、通常のCzapek-Dox液体培地（CD）でB. bassiana 60-2を培養し、その培養

ろ液をハマダラカにインジェクションしても殺虫効果と行動制御効果が現れない。しかし、酵母

エキス加用Czapek-Dox液体培地（CDY）を用いて培養することで、ハマダラカへの殺虫効果と行

動制御効果が発現することを見出した。本研究課題では、CDおよびCDY内で培養したB. bassiana 

60-2の培養ろ液を用いて比較解析を実施した。 

 培養濾液のSDS-PAGEで検出された18 kDaおよび16 kDaのB. bassiana 60-2特異的なタンパク質に

ついて、リコンビナントタンパク質を作成した。両タンパク質コード領域のcDNAから、それぞ

れ620bpおよび580bpの標的遺伝子を特定し、T7プロモーター配列を含むプラスミドベクター

（pT7 Blue）にこれらのPCR産物をTAクローニングした。さらに、標的遺伝子領域を制限酵素処理

により切り出し、発現ベクターのpRSET-Cに組み込んだ。これを大腸菌 BL21 Star (DE3)株に形質

転換し、PCRにより両遺伝子の発現を確認した。これらリコンビナントタンパクをハマダラカの

血体腔内にインジェクションした。 

 B. bassiana 60-2の培養濾液をインジェクションしたハマダラカの吸血行動率と吸血量、産卵数

を評価した。加えて、3 kDaのろ過膜で限外濾過した培養濾液をハマダラカの血体腔内にインジ



ェクションした。 

B. bassiana60-2が、ハマダラカに対する経皮感染力を失っていることが明らかとなった。感染力

を回復させるため虫体連続培養を実施したが、感染力は回復せず、新たな投与方法を検討した。

その結果、B. bassiana 60-2は経口投与で病原性を発現することが明らかとなり、経口投与による

感染実験法の確立を進めた。さらに、菌培養濾液の経口投与でも毒性が確認されたことから、培

養濾液中になんらかの致死因子が含まれることが考えられ、その毒性は、血体腔インジェクショ

ンと同様、菌の培養条件によってコントロール可能であることを見出した。 

培養濾液を3.5kDaの透析チューブによるバッファー交換を行なって経口投与し、より分子サイ

ズの小さい化合物が疑われたことから、液体クロマトグラフィーによる分子サイズごとの画分

の経口投与を実施した。一方、培養条件を変えて生育させたB. bassiana 60-2間のRNAseqによるト

ランスクリプトーム解析を実施した。 

 
４．研究成果 

3 kDaのろ過膜で限外濾過した培養濾液をインジェクションしたところ、3 kDa以上の画分では、

半数致死日数が12.2日と対照区および培地処理区に対して有意に短い値を示した。一方、3 kDa以

下の画分のインジェクションでは、弱い致死性を示した。このことから、当該菌株では、3 kDa

以上の化合物が主体となり、3kDa以下の低分子化合 
物も複合的に作用することで致死性を発現していることが明らかとなった。 

 また、これら

培養濾液をSDS-

PAGEにかけたと

ころ、18 kDaおよ

び 16 kDa に B. 

bassiana 60-2特

異的なバンドが

検出された。こ

れらのアミノ酸

配列解析を行ったところ、18 kDaが物質同定されていないタンパク質様の化合物であり、16 kDa

が細胞壁のマンノプロテインであることが明らかになった。これらB. bassiana 60-2特異的なタン

パク質について、リコンビナントタンパクを作成して、ハマダラカにインジェクションしたが致

死性を示さなかった。 

 B. bassiana 60-2の培養濾液をインジェクションしたハマダラカの吸血行動率と吸血量、産卵数

を評価したところ、インジェクション直後の個体で産卵数が23%減少し、培養濾液中に産卵に影

響を与える因子が含まれることも明らかとなった。 

これまでB. bassiana 60-2の高病原性を確認した後、培養濾液を用いた研究に集中していたため、

B. bassianaの感染実験を長きにわたって実施していなかった。令和２年度、新たに感染実験を実

施したところ、B. bassiana 60-2はハマダラカに対する経皮感染力を失っていることが明らかとな

った。感染力を回復させるため虫体連続培養を実施したが、感染力は回復せず、新たな投与方法

を検討した。その結果、B. bassiana 60-2は経口投与では病原性を発現することが明らかとなり、



経口投与による感染実験法

の確立を進めた。B. bassiana 

60-2経口投与個体の解剖と

蛍光顕微鏡観察により、ハ

マダラカの後腸および素嚢

に菌体が多く存在し、これ

らの器官から感染が起こる

ことを明らかにした。これ

まで昆虫寄生菌の経口毒性に

関する知見は少なく、これ自体

が重要な発見につながった。  

さらに、培養濾液の経口投与

でも毒性が確認されたことか

ら、培養濾液中になんらかの

致死因子が含まれることが考えられ、その毒性は菌の培養条件によってコントロール可能であ

ることを見出した。培養条件は、血体腔インジェクションと同様にツァペックドックス培地に

イースト抽出物を入れるかどうかでコントロールすることができる。イースト抽出物入培地を

用いた培養濾液をSDS-PAGEにかけたところ、特異的なバンドが検出されたことから、3.5kDaの

透析チューブによるバッファー交換を行なって経口投

与したが、毒性が失われたため、より分子サイズの小

さい化合物が疑われた。現在、液体クロマトグラフィ

ーによる物質同定を進めている。一方、培養条件を変

えることで培養濾液の毒性をコントロールすることが

できることから、培養条件を変化させて培養したB. 

bassiana 60-2間のトランスクリプトーム解析を実施

し、合計3755の発現変動遺伝子を検出した。こちらに

関しても、解析を進めている。 
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