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研究成果の概要（和文）：イモゾウムシ病原性原虫の感染増殖様式および生活環を解明するため、感染イモゾウムシの
組織切片を経時的に作製して光顕下で観察した。本原虫は、接種1日後にスポロゾイトが血体腔に侵入した後、一連の
複雑な生活環を示した。その一部は本原虫特異的と考えられ、新規の感染増殖様式をもつ可能性が示唆された。次に、
本原虫のリボソームRNA遺伝子の一部塩基配列をもとに特異的なプライマーを設計し、PCRを用いた原虫感染簡易検出法
を開発した。この方法を利用して本原虫の宿主範囲は非常に狭いことが確認された。また、原虫オーシストの人工脱嚢
法について検討し、化学的処理後に物理的処理を行う有効な2つの方法を提示することができた。

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 at the facility of Okinawa Prefectural Plant Protection Center (OPPPC) in
 2004. First, development and life cycle of the Farinocystis in host weevils were investigated. At 1 day t
o 2 days post-inoculation, the sporozoites migrated to the fat body and then developed to represent a mero
gony, gametogony, and sporogony during its complex life cycle. Second, a simple method for detection of th
e Farinocystis infection in OPPPC weevil colonies was successfully developed. Third, the coleopteran insec
ts were inoculated with the Farinocystis oocysts and its infection was examined using PCR. The result sugg
ested that the Farinocystis has a very narrow host range. Lastly, artificial excystation of the Farinocyst
is oocysts was investigated, and it was revealed that the procedures with a chemical treatment following a
 physical grinding were effective for the oocyst excystation.
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１．研究開始当初の背景 
イモゾウムシ West Indian sweet potato wee-

vil（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お
よ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。
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。沖縄県病
害虫防除技術センターでは、2002 年からイモ
ゾウムシの施設内大量増殖が始まり、2004 年
8 月初旬までは安定した生産数を確保してい
た。ところがそれ以降、不妊化用成虫生産数
は急激に低下し、成虫の短命化と産卵数の減
少が認められた。そこで、それら成虫の磨砕
液を検鏡したところ、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 種であると推定した（森田
ら, 2007）。また、本原虫感染によってイモゾ
ウムシの短命化や産卵数の減少が引き起こ
されることが明らかとなり、将来的に IPM（総
合的病害虫管理）の 1 つとして、本原虫をイ
モゾウムシの微生物的防除に利用できる可
能性は十分に考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、現在沖縄県で展開中のイモゾウ

ムシ根絶防除事業での不妊虫用イモゾウム
シにおける原虫病の蔓延を防ぐ手段を講じ
るとともに、本原虫を利用したイモゾウムシ
の微生物的防除の可能性を検討することを
大きな目的として、本原虫の生物学的諸性状、
特に病理学的および疫学的性状を解明しよ
うとするものである。 
具体的には、(1)本原虫の感染増殖様式お

よび生活環を明らかにする、(2)本原虫のリ
ボソーム RNA 遺伝子の一部塩基配列を決定
し、本原虫特異的な配列をもとに PCR 法を用
いた原虫感染簡易検出法を開発する、(3)そ
の原虫感染簡易検出法によって、サツマイモ
塊根内のイモゾウムシ個体群における本原
虫感染率を調査するとともに、(4)各種鞘翅
目昆虫を供試して本原虫の宿主範囲および
病原性を調査する、また、(5) in vitro でのよ
り詳細な本原虫の生活環および感染増殖様
式を解明するため、感染単位スポロゾイトを
オーシストから人為的に脱嚢させるオーシ
スト人工脱嚢法について検討することを目
的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) イモゾウムシ病原性原虫の感染増殖様
式および生活環の解明 
沖縄県病害虫防除技術センターで大量増

殖中に死亡したイモゾウムシ成虫を、滅菌水
中で磨砕し、脱脂綿で濾過した。原虫オーシ
ストの精製は、PercollⓇ密度勾配遠心法（安永
ら, 1991）を改変して行った。まず、脱脂綿
濾過試料を 30%（w/w）PercollⓇ上に重層し、
1,800 g、25˚C、20 分間遠心した。得られた沈
殿を回収し、滅菌水に再浮遊させたものを粗
精製オーシストとした。次に、60,000 g、6˚C、
20 分間遠心して形成した 30%（w/w）Percoll
密度勾配上に、粗精製オーシスト浮遊液を重
層し、1,800 g、25˚C、20 分間遠心した。下方
に形成されたオーシストのみを含むバンド
を回収した後、滅菌水で遠心洗浄し、精製  
オーシストを調製した。 
イモゾウムシ幼虫および成虫への原虫  

オーシストの接種は、浸漬による経口接種を
行った。すなわち、精製オーシスト浮遊液（108 
oocysts/ml）中にイモゾウムシ幼虫または成虫
を一定時間浸積し、経口的にオーシストを摂
食させた。 
オーシストを接種したイモゾウムシ個体

を経時的に採取し、カルノア液（エタノー
ル：クロロホルム：酢酸＝6：3：1, v/v/v）に
2 日間浸漬して固定した。続いて、95%エタ
ノールで脱水処理を行った後、Technobit 7100
（Kulzur Wehrheim）で包埋し、ミクロトーム
（ライカ回転ミクロトーム RN2155，ライカ）
で 5 μm の切片を作製した。切片をヘマトキ
シリン・エオシン染色した後、封入してプレ
パラートを作製して、光学顕微鏡（Axioplan 2 
Universal Microscope, ZEISS）下 400～1,000 倍
で観察した。 
 
(2) 本原虫リボソーム RNA 遺伝子の一部塩
基配列の決定とイモゾウムシにおける原虫
感染簡易検出法の開発 
ゲノムDNAの抽出のために、原虫オーシス

トペレットを1.5 mlチューブ中でチューブミ
キサーによって磨砕した。磨砕試料をDNA抽
出バッファー（100 mM Tris-HCl (pH 9.5)、1 M 
KCl、100 mM EDTA）500 μlに懸濁して攪拌し
た。95˚Cで10分間静置した後、再び攪拌し、
滅菌超純水で50倍に希釈した。 
プライマーの設計へ向け、Farinocystisと同

目に属し、ヒアリSolenopsis invictaに感染する
Mattesia YHD株の検出に使用されたプライ 
マーペアp10 ∙ p37（表1）（Valles and Pereira, 
2003）を供試してPCR を行った。このPCR 増
幅産物のダイレクトシーケンスによって塩基
配列を決定し、その配列をもとに本原虫に特
異的なプライマーペアPgsp1・Pgsp2および
Pgsp3・Pgsp4を設計した（表1）。次に、本原
虫の18S rDNAの塩基配列を用いて、BLAST検
索により相同性の高い8種の原虫を選抜し、そ
れらの28S rDNAにおける保存領域をもとに
Hal1（Reverse primer）を設計した。本プライ
マーおよび上述のPgsp3を用いたPCRにより
得られた4.6 kbpの増幅産物のダイレクトシー
ケンスによって、本増幅産物の塩基配列を決
定した後、ITS1およびITS2領域にそれぞれ



Hlsp1（Forward primer）、Hlsp2（Reverse primer）
を設計した（表1）。 

PCR では、ゲノム DNA 0.5 μl、10×PCR 
buffer for Hybripol（BIOLINE）1 μl、2 mM dNTP 
1 μl、50 mM MgCl2 0.3 μl、100 μM Forward 
primer 0.05 μl、100 μM Reverse primer 0.05 μl，
0.025 U/μl Hybripol（BIOLINE）0.05 μl の反
応液を使用した。また、反応条件は 96˚C 2 分、
98˚C 10 秒、60˚C 30 秒、72˚C 30 秒の 35 サイ
クルとした。 
 

 
 
(3) イモゾウムシ病原性原虫の宿主範囲お
よび病原性の調査 
供試した鞘翅目昆虫は、鞘翅目コガネムシ

上科コガネムシ科のアオドウガネ Anomala 
albopilosa albopilosa、シロテンハナムグリ Pr- 
otaetia orientalis submarumorea、およびカブト
ムシ Trypoxylus dichotomus、ハムシ上科ハム
シ科のウリハムシ Aulacophora indica、マメゾ
ウムシ科のヨツモンマメゾウムシ Callosobr- 
ucbus maculatus およびアズキゾウムシ
Callosobruchus chinensis、ゾウムシ上科ミツギ
リゾウムシ科のアリモドキゾウムシ Cylas fo- 
rmicarius、オサゾウムシ科のコクゾウムシ
Sitophilus zeamais、ゾウムシ科のアルファル
ファタコゾウムシ Hypera postica、そしてゴミ
ムシダマシ上科ゴミムシダマシ科のコクヌ
ストモドキ Tribolium castaneum である。 
原虫オーシストの鞘翅目昆虫への接種に

は、1×107 oocysts/ml に調整した精製オーシ
スト浮遊液を用いた。オーシスト浮遊液を、
コガネムシ科昆虫には 10 µl 経口接種した。
ハムシ上科、ゾウムシ上科およびゴミムシダ
マシ科昆虫には、オーシスト浮遊液に 5 分間
浸漬することにより接種した。その後、原虫
オーシストを接種した昆虫を 25°C で 2 週間
飼育した。 
原虫感染の有無は、前述(2)の原虫感染簡

易検出法を用いて、本原虫特異的増幅産物の
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、脂肪体を摘出した。摘出した脂肪
体を検体として、同様にして PCR を行った。
また、供試昆虫の組織固定切片を前述(1)と
同様の方法で作製し、光学顕微鏡下 400～
1,000 倍で観察を行うことによっても、感染
の有無を確認した。 
 
 

(4) 原虫感染簡易検出法を用いたサツマイ
モ塊根内での原虫感染率の調査 
サツマイモ塊根内のイモゾウムシ個体に

おける原虫感染率を調査するため、累代的に
サツマイモを与えて飼育したイモゾウムシ
系統の個体をサツマイモ 1 塊根から 100 頭、
人工飼料育個体にサツマイモを与えて産卵
させた第 3 世代をサツマイモ 3 塊根から 100
頭ずつ採取した。採取したイモゾウムシを 1.5 
ml チューブ中でチューブミキサーにより磨
砕した後、（2）と同様の方法でゲノム DNA
を抽出し、PCR により原虫感染率を調査した。
次に、サツマイモ塊根外に脱出後の成虫にお
ける原虫感染率を調査するため、任意にサツ
マイモ飼育系統から 100 頭、人工飼料育個体
にサツマイモを与えた第 2 世代から 100 頭を
採取し、同様にゲノム DNA を抽出した後、
PCR を行った。 
 
(5) オーシスト人工脱嚢法の検討 
感染単位のスポロゾイトをオーシストか

ら脱嚢させる、オーシスト人工脱嚢法につい
て検討した。 
化学的処理では、まず、オーシスト浮遊液

（106～108 oocysts/ml）を遠心して、オーシス
トペレットを得た。このペレットに対し、以
下の処理を行った。①オーシストペレットを
2 mM タウロコール酸ナトリウムに懸濁し、
27˚C で 2 時間処理した。②オーシストペレッ
トを 2.2% NaHCO3、4 mM タウロコール酸ナ
トリウム、0.04%トリプシンに懸濁し、27˚C
で 2 時間処理した。③オーシストペレットを
0.4%トリプシン、0.75%タウロコール酸ナト
リムに懸濁し、27˚C で 2 時間処理した。④   
オーシストペレットを 0.75%タウロコール酸
ナトリウム、2.5 mM MgCl2 に懸濁し、27˚C
で 2 時間処理した。トリプシン濃度による脱
嚢数の変化を調査するため、オーシストペレ
ットを 1%、2.5%、および 5%トリプシンに懸
濁し、27˚C で 2 時間処理した。また、pH の
効果を調査するため、オーシストペレットを
2 mM タウロコール酸ナトリウム（pH 5.5）に
懸濁して 27˚C で 2 時間処理した後、PBS（pH 
8.0）で洗浄した。再び、2 mM タウロコール
酸ナトリウム（pH 8.0）に懸濁し、27˚C で 2
時間処理した。さらに、次亜塩素酸ナトリウ
ム処理の効果を調査するため、オーシストペ
レットを有効塩素濃度 0.1%の次亜塩素酸ナ
トリウムに懸濁し、直ちに PBS で洗浄した後，
2 mM タウロコール酸ナトリウム（pH 8.0）あ
るいは 5%トリプシンに懸濁して，27˚C で 2
時間処理した。 
物理的処理では、上述の化学的処理を行っ

た後、ペレットを PBS で洗浄し、少量の PBS
中でチューブミキサーを用いて30秒間、1分間、
3 分間、または 5 分間破砕した。 
オーシスト脱嚢率は、化学的処理および物

理的処理後、光学顕微鏡下 400 倍でオーシス
ト 1,000 個のうち脱嚢しているオーシストの
数を計測することにより評価した。各試験は

表 1 本研究で利用または新たに設計したプライマー 

p10 5' GAAAACGGCCATGCACCAC 3' 
p37 5' GGAGARGRAGCCTKAGARAYSG 3' 
Pgsp1 5' GTTGCTGCATCTTCTTCAGC 3' 
Pgsp2 5' CATAAGGTGCTGAAAGTGTCG 3' 
Pgsp3 5' TTTTGCTAAGGAAGCGTGGT 3' 
Pgsp4 5' GTCGTATGAATCACAATTTCCAATCT 3' 
Hlsp1 5' CTAAGTTTGAACTGCTTTTGCTT 3' 
Hlsp2 5' ATTCTCGGCAGCTCACAG 3' 



3 回反復し、Duncan の多範囲検定法（有意水
準 5%）により統計処理を行った。 
 
４．研究成果 
(1) イモゾウムシ病原性原虫の感染増殖様
式および生活環の解明 
イモゾウムシに経口的に摂取されたオー

シストは、宿主の中腸で脱嚢し、接種 1 日後
にはスポロゾイトが血体腔に観察された。ス
ポロゾイトは長径 10～15 µm、短径 2～3 µm
で、接種 2 日後までに、中腸から血体腔、脂
肪体へと移動した。増員増殖期になると、ス
ポロゾイトは丸い形状となり、小核メロント
に成長した。接種 2～4 日後には、宿主脂肪
体中に、球状で多核の小核メロントが観察さ
れた。小核メロントは様々な大きさを呈し、
約 30 µm 前後で複数の核を有していた。小核
メロゾイトには 2 つの型、すなわち、球形も
しくは半球形で単核のもの（図 1A-a）と、細
長いスポロゾイトに類似した蠕虫状のもの
（図 1A-b）が認められた。前者の型の小核メ
ロゾイトは大核メロゾイトへと成長したが、
後者の型の小核メロゾイトは接種 5 日後以降
も観察され続けた。接種 6 日後から観察され
た大核メロントは球状で、直径 30～35 µm 程
度であった。大核メロントは出芽分裂して、
直径 12 µm～13 µm の大核メロゾイトを形成
した。大核メロゾイトは球形もしくは半球形
を呈し、大きな核を中心に 1 つ有していた。
高感染率の宿主個体では、脂肪体のほとんど
が大核メロントおよび大核メロゾイトで占
められていた。接種 7 日後には、半球形の大
核メロゾイトは対となり（図 1B）、ガモント
を形成した（図 1C）。接種 7～15 日後には、
ガメトシストが観察された（図 1D）。ガメト
シストは約 20 個前後の核を含み、それらが
ガメートを形成した後、接合して 10 個前後
の球状のザイゴートを形成した（図 1E）。そ
の後、ザイゴートは固いオーシスト殻で覆わ
れ始め、オーシストが形成されるに至った
（図 1F）。8 個以上のオーシストを含むガメ
トシストが多く認められ、接種 13 日後には、
成熟したオーシストがガメトシストから遊
離して血体腔へ放出された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

代表的な鞘翅目昆虫病原性新グレガリナ
目原虫である Mattesia 属原虫（Brooks, 1988）
および F. tribolii（Ashford, 1968）の生活環と
比較すると、本原虫の生活環では小核メロゾ
イトには 2 つの型が存在し、球形または半球
形で単核の型は M. trogodermae および F. 
tribolii に類似した形態であった。しかし、細
長い蠕虫状の型はスポロゾイトに類似した
細胞で、最初に認められた接種 5 日後から  
オーシストが成熟し終わる接種 15 日後まで
継続して観察され、M. trogodermae および F. 
triboliiの生活環では確認されないものであっ
た。また、F. tribolii の一世代所要時間は 7 日
であったが、本原虫ではその約 2 倍の 13～14
日を要した。 
 
(2) イモゾウムシにおける原虫感染簡易検
出法の開発 
本研究で設計したプライマーPgsp1（For-

ward primer）を用いた場合、Reverse primer
として Pgsp2 および Pgsp4 のいずれのプライ
マーを供試しても、本原虫に非特異的な増幅
産物が多数確認された。また、精製オーシス
トからの抽出 DNA であっても、明瞭な本原
虫特異的増幅産物は検出されなかった。Pgsp3
（Forward primer）を用いた場合は、Reverse 
Primer として Pgsp2 および Pgsp4 を供試する
と、明瞭な本原虫特異的増幅産物が検出され
た。この際、Pgsp3・Pgsp2 のプライマーペア
においては、非特異的な増幅産物は検出され
なかったが、Pgsp3・Pgsp4 のプライマーペア
においては、少量ながら非特異的な増幅産物
が検出された。 
本原虫の ITS 領域に特異的プライマーペア

Hlsp1・Hlsp2 を新たに設計して PCR を行った
ところ、458 bp の本原虫特異的な増幅産物が
得られた。本増幅産物は内部に EcoRI の認識
配列を含んでおり，RFLP 解析に有効である
と考えられた。また、本プライマーペアの感
度は 104 oocysts/0.5 ml であり、原虫の簡易検
出法として利用できるものであった。さらに、
PCR 酵素として Hybripol（BIOLINE）を用い
ることにより、簡便にゲノム DNA を抽出す
ることができる上、抽出 DNA の精製なしで
も PCR に供試することが可能となった。 
 
(3) イモゾウムシ病原性原虫の宿主範囲お
よび病原性の調査 
数種鞘翅目昆虫に原虫オーシストを接種

し、感染の有無を PCR 法で確認した結果、コ
ガネムシ科、ゴミムシダマシ科およびハムシ
上科マメゾウムシ科昆虫では、本原虫特異的
な増幅産物を検出することはできなかった。
ハムシ上科ハムシ科のウリハムシでは 5 個体
中 1 個体で、一方、ゾウムシ上科昆虫では、
アリモドキゾウムシで 100 個体中 15 個体、
コクゾウムシでは 10 個体中 9 個体、アル   
ファルファタコゾウムシでは 10 個体中 1 個
体で本原虫特異的な増幅産物が得られた。各
個体の組織固定切片を作製し、光学顕微鏡下
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図 1 本原虫の生活環中に観察された原虫細胞 
                          （Bar=10 µm） 



で観察したところ、コガネムシ科、ゴミムシ
ダマシ科およびハムシ上科の各昆虫では、非
接種個体と接種個体の間で脂肪体の性状に
違いは認められなかった。一方、ゾウムシ上
科昆虫では、本原虫のスポロゾイトと思われ
る原虫細胞が脂肪体の間隙に観察された。し
かし、感染イモゾウムシの脂肪体中で見られ
る増員増殖期以降の原虫細胞は観察されな
かった。 
コガネムシ科、ゴミムシダマシ科およびマ

メゾウムシ科昆虫では、PCR による検出、組
織固定切片の観察のいずれにおいても、本原
虫の感染は認められなかった。ハムシ科ウリ
ハムシでは、PCR 検出法により 1 個体に本原
虫特異的と見られる増幅産物が検出された
が、組織固定切片の観察では原虫細胞は観察
されなかった。このことから、ウリハムシも
本原虫に非感染であると考えられた。一方、
ゾウムシ上科昆虫では、PCR 検出法で一部の
個体に本原虫特異的な増幅産物が認められ、
組織固定切片にはスポロゾイト様原虫細胞
も観察されたが、増員増殖期以降の原虫細胞
を観察することはできなかった。従って、本
原虫の宿主範囲はゾウムシ上科に限られる、
非常に狭いものと判断された。 
ゴミムシダマシ科コクヌストモドキは、Fa- 

rinocystis 属の唯一の記載種である F. tribolii
の宿主として知られている（Ashford, 1968; 
Rabindra et al., 1981）。しかし、イモゾウムシ
から分離された Farinocystis 属の 1 種と推定
される本原虫は、コクヌストモドキに感染し
なかった。このことから、本原虫は新種か、
あるいは、長期間イモゾウムシを宿主として
きたことにより病原性が変化した可能性が
あると推察された。 
 
(4) 原虫感染簡易検出法を用いたサツマイ
モ塊根内での原虫感染率の調査 
サツマイモ 4 塊根から各 100 頭のイモゾウ

ムシを採取して PCR を行った結果、サツマイ
モ飼育系統では 6 個体、人工飼料育系統にサ
ツマイモを与えた第 3 世代では 0～2 個体の
原虫感染が認められた。しかし、サツマイモ
塊根内のほとんどの幼虫、蛹、および羽化直
後の成虫においては、原虫の感染は検出され
なかった。また、サツマイモ塊根外に脱出し
た成虫を供試して PCR を行ったところ、原虫
感染率はサツマイモ飼育系統で 59 個体、人
工飼料育個体にサツマイモを与えた第 2 世代
では 8 個体で原虫感染が認められた。本原虫
病が垂直伝播すると仮定すると、サツマイモ
飼育系統において成虫の半数以上が感染し
ていたにもかかわらず、サツマイモ塊根内の
幼虫、蛹、および羽化直後の成虫にほとんど
感染が見られないということは考えにくい。
従って、本原虫病では、経卵巣伝播は起こら
ないと判断された。サツマイモ塊根外の成虫
においては、サツマイモ飼育系統で約 60%の
原虫感染率を示したにもかかわらず、人工飼
料育個体にサツマイモを与えた第 2 世代での

原虫感染率が約 10%であったことから、本原
虫感染の伝播は緩慢であると考えられた。 

 
(5) オーシスト人工脱嚢法の検討 

2 mM タウロコール酸ナトリウムによる化
学的処理後に物理的処理を行った結果、本原
虫オーシストの脱嚢率は破砕時間に比例し
て増加し、5 分間の物理的破砕を行った実験
区では約 20%の脱嚢率が得られた。2.2% 
NaHCO3、 4 mM タウロコール酸ナトリウム、 
0.04%トリプシンによる化学的処理後に物理
的処理を行った結果、やはり脱嚢率は破砕時
間に比例して増加し、5 分間の破砕により
10%前後の脱嚢率となった。一方、0.4%トリ
プシン、0.75%タウロコール酸ナトリウムに
よる化学的処理後に物理的処理を行った結
果、5 分間の破砕によっても 10%に満たない
低い脱嚢率となった。また、0.75%タウロ   
コール酸ナトリウム、2.5 mM MgCl2による化
学的処理後に物理的処理を行った結果、5 分
間の破砕で 10%前後の脱嚢率が得られた。 
トリプシン濃度による脱嚢数の変化を調

査した結果、コントロールおよびいずれのト
リプシン濃度処理区でも、脱嚢したオーシス
ト数は破砕時間に比例して増加する傾向に
あった。また、5%トリプシン処理後 5 分間の
破砕を行った区では、1,000 個中 100 個以上
の脱嚢したオーシストが見られた。 
イモゾウムシが属する鞘翅目ゾウムシ科

の消化管内は、pH 5.2 から pH 8.4 という pH
勾配が存在する。また、2 mM タウロコー
ル酸ナトリウムによる化学的処理と物理
的処理により、20%前後の脱嚢率が得られ
たことより、オーシストを pH 5.5 のタウロ 
コール酸ナトリウムで処理した後に、pH 8.0
のタウロコール酸ナトリウム、あるいは、5%
トリプシンで処理することによる脱嚢率へ
の効果を調査した。その結果、どちらの処理
区においても脱嚢率は 5%前後となり、pH を
変化させることによる効果は認められな  
かった。 
次亜塩素酸ナトリウムによる処理は、トリ

プシンの働きを効率的にするとの報告があ
る（Smith et al., 2005）。また、昆虫培養細胞
系を使用した in vitro 実験でコンタミネー  
ションを防ぐ手段になると考えられること
から、次亜塩素酸ナトリウムによる前処理を
用いることを試みた。様々な脱嚢法で供試さ
れている次亜塩素酸ナトリウム濃度では、ダ
メージを受けたオーシストが数多く観察さ
れたことから、ダメージが比較的低い 0.1%次
亜塩素酸ナトリウムによる前処理を行った。
続いて、2 mM タウロコール酸ナトリウムま
たは 5%トリプシンによる処理を行い、さら
に物理的処理を行った結果、全体的に脱嚢率
は低いものとなった。しかし、2 mM タウロ
コール酸ナトリウムによる処理よりも 5%ト
リプシン処理の方が、脱嚢率が高くなる傾向
が認められた。 
以上のことより、以下の 2 つのオーシスト



人工脱嚢法が有効であると判断された。① 
オーシストペレットを 2 mM タウロコール酸
ナトリウムに懸濁、27˚C で 2 時間処理→PBS
で 2 度洗浄→少量の PBS 中でチューブミキ 
サーにより 5 分間以上破砕。②オオシストペ
レットを 0.1%次亜塩素酸ナトリウムに懸濁
→PBS で 2 度洗浄→5%トリプシンに再び懸
濁→27˚C で 2 時間処理→PBS で 2 度洗浄→少
量のPBS中でチューブミキサーにより 5分間
以上破砕。 
本研究で検討したいずれの脱嚢法でも、運

動性を保持したスポロゾイトが数多く観察
された。今後は、より高い脱嚢率が得られる
脱嚢法および効率的なスポロゾイト回収法
を検討していく必要がある。 
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