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研究成果の概要（和文）：本研究では、これまで培養細胞で増殖できないとされてきたバキュロウイルスにおい
ても培養細胞を用いずに遺伝子組換えを行う手法を新たに開発することを目的とし、大腸菌で遺伝子組換えを行
なったバキュロウイルスのゲノムDNAを昆虫卵に注射して感染させる方法の確立を試みた。近年、ゲノム編集技
術の発展により卵にDNA等の核酸を打ち込む技術の応用範囲は広い。フェムトインジェクションを用いることに
より卵殻の薄い卵への注射を可能にした。

研究成果の概要（英文）：In this study, it was aimed to develop a new method for gene recombination 
without using cultured cells, injection of insect eggs with genomic DNA of baculoviruses genetically
 modified in E. coli. Recently, due to the development of genome editing technology, technology of 
injecting nucleic acid into eggs was extensively applicable. Femtoinjection technology allowed to 
inject DNA into insect eggs with thin eggshells. 

研究分野： 応用昆虫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
昆虫の卵は、種によって卵殻の薄くて柔らかいものや、卵そのものの厚みが薄いものがある。多様な卵の形態に
対応して、注射接種する技術が確立できれば、モデル昆虫以外の種を用いたゲノム編集が可能になる。また、本
研究の方法により培養細胞を用いない組換えバキュロウイルスが構築できれば、これまで解析できなかったバキ
ュロウイルス 遺伝子の機能が解明できる。また、マーカー遺伝子を搭載した組換えバキュロウイルスの構築が
可能になるので、バキュロウイルス の感染経路の解明が可能になる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景  
バキュロウイルスは、生物農薬やタンパク質発現などのベクターとして利用されている。バ
キュロウイルスが発現ベクターとしてよく利用される主な理由は、培養細胞を用いた組換え
ウイルスの作製が容易であるからである。しかし、約600種あるバキュロウイルスのうち、
実は、感染可能な培養細胞を持つバキュロウイルスは数10種類に満たない。また、バキュロ
ウイルスのゲノムには100 個以上の遺伝子がコードされているが、機能がわかっている遺伝
子はその半数にも満たない。一方、バキュロウイルスはチョウ目など重要な農業害虫の主要
な天敵であるため、バキュロウイルスのゲノムにコードされている未解明の遺伝子の機能が
分かれば、新しい害虫制御法の糸口が見つかる可能性がある。遺伝子組換えが可能になれば、
これらの機能未知の遺伝子を欠損させることができるため、調べたい遺伝子を持つ野生株の
ウイルスと遺伝子組換えにより欠損させた欠損株の表現系を比較することにより、未知の遺
伝子の機能が明らかになる。また、遺伝子組換えの手法が使えなかったバキュロウイルスに
もマーカー遺伝子を搭載することが可能になるため、培養細胞で培養できなかったバキュロ
ウイルスが宿主昆虫に感染するしくみ、すなわち感染機構の解明が可能になる。 

 
２．研究の目的  
本研究は、上記の現状を踏まえて、従来の組換えウイルス作製法とは全く異なる、フェムトイン
ジ ェ ク シ ョ ン （ 超 微 量 注 射 ） 法 を 用 い た 新 し い 組 換 え 法 を 開 発 す る 。 
感染可能な培養細胞のないバキュロウイルスの全ゲノムを元にしたBacmid（バキュロウイル
スのシャトルベクター）の組換えDNAは、構築されている（Saito et al., 2015）。そこで、ES
細胞のようなデリケートな細胞に対しても、半定量的に遺伝子やタンパク質などを直接導入で
きるフェムトインジェクション法を用いて、バキュロウイルスDNAの昆虫卵に注射接種する
方法を接種を開発する。 
 
３．研究の方法  
これまで培養細胞がなく遺伝子機能解析が行えなかったチャノコカクモンハマキの核多角体病
ウイルス（Adoxophyes honmai NPV: AdhoNPV）の遺伝子欠損株を作製することを目的とし、
チャノコカクモンハマキ卵にウイルスDNAを注射接種する方法の検討を試みた。チャノコカク
モンハマキは、扁平な卵を50個くらいの卵塊で産卵する。そのため、まず卵塊から個別の卵を
分離してシャーレに固定する方法を検討した。卵の分離には化学的に卵殻を溶解させ、物理的に
撹拌する方法を検討した。次に、卵塊にそのまま注射接種する方法とその孵化率を向上させる方
法を検討した。 
 
４．研究成果  
チャノコカクモンハマキの卵塊から分離した単体の卵を分離する方法は、無機塩水溶液を用い
て卵を分離することに成功し、防腐剤を添加したゲルに固定することができたが、その後の孵化
率が著しく低下した。卵が孵化しなかった原因として、操作中の物理的な衝撃、ゲルに固定する
操作、防腐剤が関係すると考え一つづつ検討を行った。その結果、物理的な衝撃と防腐剤の添加
が、それぞれ卵の孵化率低下に関係することがわかったが、これらの要因を除いても孵化率の向
上が見られなかった。その原因として、それぞれの操作の組み合わせにより卵の孵化率が低下し
てしまう可能性が考えられた。次に卵を単離せずに卵塊のまま注射接種する方法を試みた。超微
量注射用のガラスキャピラリーを作製し、マイクロインジェクターの角度を調整することで卵
塊へ注射接種することが可能になったが、産卵後 24 時間以内の卵を用いたところ孵化率が約



10%と低かった。そこで、卵塊を採集するための成虫の交尾産卵条件を検討した。すなわち、光
周期を操作することにより、産卵直後の卵を回収する方法を検討した。その結果、産卵4時間以
内の卵塊にウイルスDNAを注射することが可能になった。 
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