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研究成果の概要（和文）：昆虫の培養細胞は、遺伝子機能解析・昆虫微生物研究・薬剤スクリーニングなど多く
の研究分野で有用なツールとして数多く利用され、重要性・必要性が増してきている。しかし、どんな昆虫から
も培養細胞が樹立できる方法は確立されていない。そこで昆虫培養細胞を樹立する新しい手法の確立を目指し
た。初代培養時に様々なストレスを与えた結果、培養液量の調整で細胞遊出が促進されることが分かった。ま
た、新規初代培養用培養液の開発を行い良好な結果を得た。加えて、樹立された培養細胞とその由来組織との遺
伝子発現を比較したところ、培養細胞ではがん化に関係する遺伝子が高発現していることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Cultured insect cells have been used as a useful tool in many research 
areas, including gene function analysis, insect microbiology research, and drug screening. Their 
importance and need are increasing. However, a method for the establishment of cultured cell lines 
from any insect has not been established. Therefore, we aimed to establish a new method for the 
establishment of cultured insect cells. Subsequently, we found that changing the amount of culture 
medium during primary culture enhanced cell proliferation. We also developed a new culture medium 
for primary culture and obtained good effects. In addition, we compared gene expression between the 
established cultured cells and their derived tissues and found that genes related to oncogenesis 
were highly expressed in the cultured cells.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
昆虫培養細胞を用いた様々な研究において、研究対象とする昆虫由来のものを用いることがベストであるが、現
時点では培養細胞を樹立できない昆虫が多く、他の昆虫の培養細胞を利用しなければならないことが多い。しか
し、害虫防除に応用できる分野である昆虫ウイルスや共生微生物などの研究では、ホストとなる昆虫由来の培養
細胞であることが求められる。どんな昆虫からでも培養細胞を樹立できる方法があれば、今まで培養細胞がなく
他の研究手法を取らなければならなかった農業害虫をはじめとする様々な昆虫の研究促進に貢献できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
分子生物学や遺伝子工学の進歩に伴い、生体内 in vivoから生体外 in vitroへと研究分野が広
がってきているが、これには培養細胞・組織などの培養系の利用が必要不可欠である。昆虫学の
分野では、1962年に Graceによって初めて昆虫の培養細胞が作出されて以来、今日までに 1500
系統を超える数の昆虫培養細胞が作られている１）。これら培養細胞は、遺伝子機能解析・タンパ
ク質発現・昆虫微生物研究・薬剤スクリーニングなど多くの研究分野で有用なツールとして数多
く利用され、重要性・必要性が増してきている。複雑な生体内での反応などを比較的単純な系と
して検証することが出来、また実験材料として多くの昆虫を飼育または収集する代わりに、実験
室内で増殖させることができるなど、その培養細胞を利用するメリットはとても大きい。 
しかし、樹立されている昆虫培養細胞のうち、半数以上をハエ目とチョウ目由来のものが占め
ている。なぜなら比較的容易に細胞系の樹立ができるチョウ目やハエ目昆虫に対して、カメムシ
目やハチ目昆虫などは樹立が困難な種が多いからである。このような差は、主に初代培養に用い
る培養液の成分がその目専用に開発されたものではないことや、材料となる昆虫が共生細菌を
持つことなどが理由として考えられてきた。このように、昆虫の種類によっては培養細胞樹立が
成功する確率は非常に低く、どんな昆虫でも必ず培養細胞が作出できるという方法はいまだに
確立されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、どんな昆虫からも培養細胞を樹立できる手法の確立を目的とし、二つのアプロー
チで新たな培養細胞樹立方法の検討を行なった。 
１）培養プロセスの改良と新規初代培養用培養液の開発：培養細胞を樹立するためには、長期間
の初代培養が必要となる場合がほとんどである。その「長期間培養」という、培養期間中に細胞
が受けるストレスの代わりに、人為的ストレスを与えることにより細胞増殖を誘導することが
できないか検証を行なった。また、初代培養に適した新規培養液の開発を行なった。 
２）培養細胞と細胞由来組織間での遺伝子発現の比較を行い培養細胞化に関わる遺伝子を探索
し、初代培養に応用する方法の開発：培養に供試した組織が培養細胞になる過程では、共通の遺
伝子発現変動が起きている可能性がある。そこで供試組織と樹立された培養細胞の遺伝子発現
を比較し、その変化を人為的に起こすことにより新たな初代培養法へ応用することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(１）培養プロセスの改良を目的に、培養細胞の樹立報告がない昆虫（エンドウヒゲナガアブラ
ムシ、クサギカメムシ、チャバネアオカメムシなど）の組織を用いて、様々なストレス処理を行
い、培養中の細胞の増殖が誘導されないかを検証した。具体的には、高温処理（30℃、2～24hr）、
低温処理（4℃、24hr）、pH 処理（pH4.5～5.6、3～30min）、高浸透圧処理、培養液の液高調整、
スフェロイド様細胞塊（U底プレート、遠心処理）などを、培養開始直後、一日培養後、培養開
始前（虫体）などに行なった。いずれのサンプルも、供試した組織や細胞が死んでしまうまで培
養を継続し、経過を観察した。 
 
(２）これまで初代培養に用いられてきた培養液を参考にして、新規初代培養用培養液の開発を
行なった。市販の培養液だけでなく各成分を混合した自作の培養液を作成し、培養液中の糖、塩
類などの含有量の変更、培養液の液性の検討を行なった。培養液の評価は、カメムシ、アブラム
シ、ミツバチなどの初代培養に供することで行った。 
 
(３）３種類の組織（血球、表皮、脂肪体）から樹立したハスモンヨトウの培養細胞とそれら培
養細胞の由来組織の RNA-seq 解析を行った。培養細胞と由来組織での遺伝子発現量解析を行い、
発現量が大きく変化する遺伝子を抽出、精査した。 
 
(４）(３）で精査した遺伝子が培養細胞樹立に関与しているかを検証する実験系として、ハスモ
ンヨトウ幼虫体液を用いた ex vivo 評価系の構築を行なった。幼虫体液を培養液中に回収し、1
日間培養後リポフェクション試薬を用いて蛍光遺伝子導入を行い、その後数日間培養し、蛍光顕
微鏡下で蛍光タンパク質の発現を確認
した。 
 
４．研究成果 
(１）様々な人為的ストレスを与えるこ
とで、細胞増殖の誘導を試みた結果、カ
メムシにおいて培養液の液量を通常用
いる場合（３ml）に比べ多くし（５ml）、
液高を高くした場合（図１）や、スフ 図１ 培養液量を変えた場合の初代培養（クサギカメムシ） 

１ml ３ml ５ml 



ェロイド様細胞塊を形成させた場合に、初期の細胞遊出が促進される傾向にあった。一部サンプ
ルでは現在も培養が継続できている。それ以外の処理区では、細胞増殖が促進される傾向があっ
てもサンプル間で差があり、はっきりとした効果が見られなかった。 
 
(２）初代培養には、市販されている培養液や、
MGM-450２）、MGM-464３)など高栄養の培養液に10
〜20%の FBS（牛胎児血清）を添加して用いる
ことが多い。今回これら既存の培養液の組成
を参考に検討し、糖類の組成がこれまでの培
養液とは異なる新規初代培養用培養液MXap50
を開発した。この培養液に FBS を 20%添加し
たものを用いることで、培養細胞樹立の報告
が少ないカメムシ目やハチ目昆虫の初代培
養の期間を長いもので一年以上延長することに成功した（図２）。一部の昆虫サンプルでは現在
も培養を継続中である。 
 
(３）遺伝子発現量解析には、ハスモンヨトウのリファ
レンスゲノムにマッピングする方法と de novo アッセ
ンブリからコンティグごとの発現量を求める方法を行
なった。 
これらの結果をもとに階層クラスター分析を行った結
果、異なる３種の組織と、３種の培養細胞でそれぞれク
ラスターを形成することがわかった（図３）。これは組
織から培養細胞になる過程で、遺伝子発現が同一方向に
変化していることを示唆している。また培養細胞とその
由来組織間での遺伝子発現量比較を行った（図４Ａ）。
赤のプロットは細胞で高発現、緑のプロットは由来組織
で高発現の遺伝子を示す。また３種類の組織、細胞のそれ
ぞれのサンプル間で
DEG（発現変動遺伝子）
を検出した。そのうち３
対のサンプル間で共通
して細胞で高発現して
いる遺伝子が 992 個、組
織で高発現している遺
伝子が 1121 個であった
（図４Ｂ）。 
それぞれのサンプル間
での DEG を発現量の差
が大きい順にスコア化
し、共通してスコアが高
いものから順位づけを
した。それら遺伝子に対してアノテーションを行い、その結
果をもとに、培養細胞で高発現している遺伝子から培養細胞
化に関わる候補遺伝子を選択した（図５）。これら候補遺伝
子には、哺乳類のがん化に関連する遺伝子のオーソログやス
トレス応答タンパク質などが含まれていた。昆虫の培養細胞
化の一つの過程として、細胞のがん化によるものがあること
が示唆された。 
 
(４）(３）の候補遺伝子を評価する実験系として、ハスモン
ヨトウ組織に遺伝子導入を行う ex vivo 実験系の検討を行
った。検討の結果、以下の条件で導入した蛍光タンパク質
の発現が観察された。使用組織は回収がしやすい幼虫の血
球を使用、初代培養用培養液（20% FBS 添加）で培養、リポフェクション試薬は FuGENE HD を使
用、メラニゼーション防止にグルタチオンを添加した（図６）。 
しかし、遺伝子導入から蛍光が観察されるまでの期間は２〜７日と幅があった（ハスモンヨトウ
培養細胞では翌日から蛍光が観察される）。また導入効率も低く、時には蛍光が観察されない時
もあり、さらに安定した培養の方法、遺伝子導入条件を検討する必要がある。 

図２ 新規初代培養液MXap50 を用いた初代培養 
チャバネアオカメムシ セイヨウミツバチ 

図 3 階層クラスター分析 

図４ 発現変動遺伝子 
Ａ：Volcano plot Ｂ：各組織、細胞間で共通しているDEG 

Ａ Ｂ 

図５ 候補遺伝子と heat map 
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図６ 幼虫血球を用いた ex vivo 培養系の検討 
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