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研究成果の概要（和文）：近年、宿主に生殖異常をもたらすボルバキアを、害虫に対する生物的防除資材として
利用する試みが様々な昆虫を対象に検討されている。本研究では、ビロウドカミキリ由来のボルバキアを、マツ
材線虫病の媒介昆虫であるマツノマダラカミキリの卵にマイクロインジェクション法により注入し、ボルバキア
を定着させることを目的とした。ボルバキアをインジェクションした卵のうち、成虫まで発育した個体の割合は
13％、そしてボルバキアに感染していた成虫の割合は0.6％であった。このように、上法によりビロウドカミキ
リ由来のボルバキアをマツノマダラカミキリに定着させることはできたが、そのボルバキアは次世代の個体には
移行しなかった。

研究成果の概要（英文）：In recent year, many attempts have been examined to use Wolbachia, which 
causes reproductive alteration in the hosts, as a biological control agent against pests. In this 
study, Wolbachia derived from Acalolepta fraudatrix was injected into eggs of Monochamus alternatus,
 which is the vector of pine wilt disease, by the microinjection method to establish 
Wolbachia-infected strain of M. alternatus. Of the Wolbachia-injected eggs, the percentage of 
individuals that developed to adults was 13%, and the percentage of adults infected with Wolbachia 
was 0.6%. Wolbachia derived from A. fraudatrix could be fixed in M. alternatus, but the Wolbachia 
did not transfer to the next generation offspring via infected females.

研究分野： 森林保護、森林昆虫学、線虫生態学、分子生物学

キーワード： ボルバキア　ビロウドカミキリ　マツノマダラカミキリ　マイクロインジェクション

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、マイクロインジェクション法を用いることで、ビロウドカミキリ由来のボルバキアをマツノマダ
ラカミキリに導入できることが示された。これはマツ材線虫病の防除対策としてボルバキアを利用するための大
きな一歩であると言える。また、マツノマダラカミキリの細胞培養に成功し、かつ、その細胞にボルバキアを感
染させることができた。将来、マツノマダラカミキリの細胞に馴化したこのボルバキアを、マツノマダラカミキ
リ個体に定着させることができれば、ボルバキアに感染したマツノマダラカミキリ系統の確立につながるかも知
れない。

※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 
ボルバキアは主に昆虫類の細胞内に寄生する細菌で、全昆虫種の 20～60％がこの細菌に感染

していると考えられている。この細菌は宿主昆虫に生殖異常をもたらすことで知られている。そ
の生殖異常には幾つかタイプがあり、1）細胞質不和合（感染雄と非感染雌との間で次世代を作
らせない）、2）雄殺し（雄に発育すべき卵を孵化させない）、そして 3）雄の雌化（遺伝的には
雄でも雌に発育させる）などが挙げられる。このように、ボルバキアは宿主昆虫の生殖機能を著
しく撹乱する性質を持つことから、衛生害虫あるいは農業害虫に対する生物的防除資材として
の利用も期待されるなど応用的な分野でも脚光を浴びている。 
申請者はこれまで、日本最大の森林病害であるマツ材線虫病に関する研究に従事してきた。そ

の中のテーマの 1 つとして、本病を媒介するマツノマダラカミキリ（写真 1）に対し、このボル
バキアを生物的防除素材として利用するための技術開発を模索し続けてきた。すなわち、他の昆
虫種に寄生しているボルバキアをマツノマダラカミキリに導入することで、マツ材線虫病を抑
え込むことはできないだろうか、という発想である。そのような中、申請者はマツノマダラカミ
キリと同様にマツ類を宿主とする森林昆虫の一種ビロウドカミキリ（写真 2）にボルバキアが感
染していることを明らかにし、さらに、このボルバキアは宿主であるビロウドカミキリに細胞質
不和合を引き起こすことを示した。 

写真 1 マツノマダラカミキリ成虫         写真 2 ビロウドカミキリ成虫 
 
 
２．研究の目的 
 このように、マツノマダラカミキリと同じカミキリムシ科の昆虫であるビロウドカミキリで
細胞質不和合、すなわち不妊化を引き起こすボルバキアが検出された。そこで本研究では、この
ビロウドカミキリに感染しているボルバキアを、マツノマダラカミキリに導入することを目的
とした。 
 
 
３．研究の方法 
 異種昆虫間のボルバキアの導入では、一般的にマイクロインジェクションという方法が使わ
れる。これは、ドナー種由来のボルバキアをマイクロキャピラリー（微細なガラス針）を用いて、
ターゲットとなるレシピエント種にインジェクションするという手法である。本研究では、以下
の 2つのインジェクション方法を試すことにした。1つは、ドナー種であるビロウドカミキリの
体内組織から取り出したボルバキアをレシピエント種であるマツノマダラカミキリの卵に直接
注入する方法である。これは、様々な昆虫種で実施されている手法である。2つ目は、あらかじ
めマツノマダラカミキリの培養細胞を作成し、その細胞にビロウドカミキリのボルバキアを感
染させた後、その感染細胞由来のボルバキアをマツノマダラカミキリの卵に同じくマイクロイ
ンジェクション法を使ってインジェクションするという手法である。これは、ドナー種由来のボ
ルバキアをレシピエント種に直接インジェクションするよりも、事前に培養しておいたレシピ
エント種の細胞にボルバキアを感染させ馴化させておくことで、レシピエント種へインジェク
ションした後の定着率を向上させようとする技術である。 
 
 
４．研究成果 
（1）マツノマダラカミキリ卵への悪影響が少ないマイクロインジェクション法の検討 
ボルバキアのインジェクション実験を行う前に、マツノマダラカミキリの卵にできるだけ悪

影響を与えないインジェクション法を検討するため、マイクキャピラリーの形状とキャピラリ
ーを打ち込む卵の位置について検討を行った。注入物は PBS 溶液とした。マイクロキャピラリー
の形状については、先端がより細い（尖っている）キャピラリーの方が卵の孵化率が高くなった。
また、キャピラリーを打ち込む卵の位置については孵化率に大きな違いはなかった。最終的に、
細いマイクロキャピラリーを用いてインジェクションすることで約 8割の卵の孵化に成功した。
この孵化率は、通常のマツノマダラカミキリの卵の孵化率と大差がないことから、この手順でイ



ンジェクションを行うことで、マツノマダラカミキリの卵に対するインジェクションの影響は
最小限に抑えられるものと推測された。 
 
（2）ビロウドカミキリからマツノマダラカミキリへのボルバキアの直接導入 
（1）の結果を受け、先端が細いマイクロキャピラリーを用い、また、マツノマダラカミキリ

卵へのインジェクションは卵の端に行うことにした（写真 3、4）。合計 3度のインジェクション
実験を実施した。 
 

      

 
 
 
               

 
 

 
1 回目はビロウドカミキリ終齢幼虫の脂肪体からボルバキアを抽出・精製してボルバキア溶液

を作製し、その溶液をマツノマダラカミキリの受精卵にインジェクションした。合計 160 個のマ
ツノマダラカミキリ卵にインジェクションを行ったところ、そのうちの 61 個体（38％）が孵化
した。（1）の実験における孵化率は 80％であったことから、ボルバキア溶液がマツノマダラカ
ミキリの卵の発育に大きなダメージを与えたことにより孵化率が低下したと推測された。また、
成虫まで発育した個体は 36 個体（22.5％）で、ボルバキアに感染していたのは 3個体（雄 1頭，
雌 2頭）（1.9％）であった。その感染雌成虫 2頭が産んだ卵にボルバキアは移行しなかった。 
2 回目の実験では、ビロウドカミキリ雌成虫の卵巣（未受精卵を含む）からボルバキアを抽出・

精製し、その溶液をインジェクションに用いた。合計 333 個のマツノマダラカミキリ卵に対しイ
ンジェクションを行ったところ、孵化したのは 70 個体（21％）となり、終齢幼虫の脂肪体由来
のボルバキアを用いた時よりも孵化率が低下した。また、成虫まで発育した個体も 29 個体（8.7％）
で、この値も前回より低くなった。最終的にボルバキアの感染が確認できた個体はわずか 1個体
（雌 1頭）（0.3％）であり、その感染雌は卵を生産しなかった。 
3 回目の実験では、ボルバキアの抽出源を再度終齢幼虫の脂肪体に戻しインジェクションを行

った。合計 450 個のマツノマダラカミキリ卵に対しインジェクションを行ったところ、238 個体
（52.9％）が孵化した。これは 3回実施した実験の中で最も高い数値であり、ボルバキアの抽出
源を終齢幼虫の脂肪体にしたことで、孵化率が上昇したものと思われる。現在、これらの幼虫は、
人工飼料上で飼育しており、今後成虫に発育させた後、ボルバキア感染の有無を確認する予定で
ある。 
 

（3）マツノマダラカミキリの培養細胞由来のボルバキアを用いた導入 
 マツノマダラカミキリの前蛹脂肪体を用いて細胞の培養を開始した。初期段階で細胞の増殖
が順調であっても、次第に増殖しなくなる株も多くあり、最終的に 2株の培養細胞を樹立するこ
とに成功した。この 2株はマツノマダラカミキリ終齢幼虫の同じ組織由来であったが、増殖速度
や細胞の形状が異なっていた。この 2株のうちの 1つは、順調に細胞が増殖し、増殖スピードも
徐々に速くなった（写真 5）。1～2週間程度で植え継ぎができる程度に増殖が安定したところで、
ビロウドカミキリ由来のボルバキアの感染を試みた。その結果、培養細胞内にボルバキアが感染
していることが診断 PCR により明らかになり、透過電子顕微鏡による観察でも、細胞内のボルバ
キアの存在が確認された（写真 6）。ボルバキアが感染した後も、細胞の増殖に特に問題はなか
ったことから、マツノマダラカミキリ卵へのインジェクション実験に向けて、培養細胞からのボ
ルバキア抽出・精製法の検討を行った。その結果、ボルバキア感染細胞培養液１ml あたり、5×
108個（細胞当たり 100 個程度）のボルバキアを得ることに成功した。また、ボルバキア感染細
胞をジルコニアビーズ（径 1mm）とともにボルテックスミキサーで攪拌し、細胞を破砕後、遠心
処理およびフィルター処理をすることにより、インジェクションに用いるボルバキア溶液を効
率よく調整できることが明らかとなった。 
 

写真 3 顕微鏡下でインジェクションを 

している様子。左側から光を当て、 

右側のマイクロキャピラリーで 

卵にボルバキアをインジェクションする。 

写真 4 マツノマダラカミキリの卵に 

マイクロキャピラリーを右側 

から打ち込んでいる様子。 

2 mm 



 

 
 
 
 
 
（4）研究の総括 
 ビロウドカミキリから抽出したボルバキアをマツノマダラカミキリの卵に直接インジェクシ
ョンする方法を用いることで、低率ではあるが、ボルバキアに感染したマツノマダラカミキリ成
虫を作ることに成功した。その中で、ボルバキアに感染した雌成虫が 3頭得られたものの、これ
ら 3頭の雌成虫のうち 2頭が産んだ卵からはボルバキアが検出されず、また、1頭は卵を産まな
かった。このように、直接インジェクションした個体にはボルバキアを定着させることができた
が、次世代へのボルバキアの感染は確認できなかった。他のマイクロインジェクション実験の報
告を見ても、異種昆虫間でのボルバキアの導入は決して容易ではなく、レシピエント種における
定着率は高くはない。よって、ボルバキアに感染したマツノマダラカミキリ系統を確立するため
には、数多くの卵にインジェクションを行い、ボルバキア感染個体を少しでも多く得ることが重
要であると考えられる。なお、3回目の実験は現在も継続中であり、これまでに行った実験より
も孵化率が高い結果となっていることから、ボルバキアに感染した成虫個体が多く確保できる
ことを期待している。また、本研究課題の中で、マツノマダラカミキリの培養細胞株を樹立する
ことに成功した。これまでにカミキリムシ科昆虫由来の培養細胞は 3種しか報告されておらず、
この短期間にマツノマダラカミキリの培養細胞を樹立できたことは大きな成果であると考えて
いる。さらに、本研究では、このマツノマダラカミキリ培養細胞株にビロウドカミキリ由来のボ
ルバキアを感染させることにも成功した。これはカミキリムシ科昆虫では初めての報告である。
しかし、培養細胞由来のボルバキアをマツノマダラカミキリの卵にインジェクションするまで
には至らなかった。培養細胞由来のボルバキアを用いたマツノマダラカミキリ卵へのインジェ
クション実験については今後取り組むべき課題であると考えている。 

写真 5 マツノマダラカミキリの培養細胞 写真 6 マツノマダラカミキリの培養細胞に 

感染しているボルバキア（赤矢印） 

100 μm 
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