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緒言  

 国 際 連 合 広 報 セ ン タ ー  (UNIC: United Nations Information Centre)  

(2019) によると 2019 年の時点で 77 億人である世界人口は、2030 年には 85

億人、 2050 年には 97 億人、 2100 年には 109 億人へと増加すると予測され

ている。また、国連食糧農業機関  (FAO: Food Agriculture Organaization of 

the United Nations) によると人口増加に比例し、穀物の需要も増加すると

予測されている。しかし、食料を生産するための耕地面積は 1965 年から 2015

年までほぼ変化がなく、今後の増加も期待できない  (西本 ,  2019)。また、農

作物の生産において、気候変動や水資源の制約、土壌劣化などの不安定要素

が存在し、穀物供給が逼迫するリスクも指摘されている  (農林水産省 ,  2018)。

国連気候変動枠組条約  (UNFCCC: United Nations Framework Convention 

on Climate Change) (2018) によると気候変動により熱帯性暴風雨や洪水、

干ばつといった異常気象が引き起こされており、FAO (2017) によれば 2005

年から 2015 年の間には自然災害によって発展途上国の農業部門で 960 憶ド

ル相当の損害が生じ、この 40 年でアジア太平洋地域の自然災害による経済

的損失は 16 倍に増加したと報告されている。このような環境下においても

世界人口を支える食料を安定して供給するためには、単位耕地面積当たりの

生産性の向上が必須である  (西本 ,  2019)。そのためには、新たな耕作地の造

成や品種改良による収量の増大だけでなく、効率的な植物保護技術の開発が

極めて重要となっている  (国見 ,  2016)。  

日本植物防疫協会  (2008) によると、Oerke et al.  (1994) は、経済的に重

要とされる 8 作物の生産性について解析した結果、生産金額ベースにおいて

潜在的に 70%の損失を被っていると報告している。つまり、適切な病害虫や

雑草の防除を行わなかった場合に生産可能な量は潜在的な収量の 30%という

ことになると説明している。国見  (2016) によると、現在の世界の推定農業

生産額 111 兆円のうち、病害虫や雑草害により 43 兆 3,000 億円の損失があ
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るとされており、病害虫や雑草の効率的な防除方法の開発は農業の重要な課

題となっている。  

 現在、病害虫防除には化学合成農薬が主要な役割を果たしている  (国見 ,  

2016)。化学合成農薬は、農業生産の向上と安定に大きな役割を果たしている

一方で、不適切・過剰な使用による環境汚染、生態系の攪乱、農薬抵抗性生

物の出現などの問題も引き起こしている  (岡田 ,  1993)。環境汚染の原因とな

った化学合成農薬の例として、有機塩素系殺虫剤が挙げられる。有機塩素系

殺 虫 剤 と は 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ェ ニ ル ト リ ク ロ ロ エ タ ン  (DDT: 

Dichlorodiphenyltrichloroethane) や ベ ン ゼ ン ヘ キ サ ク ロ リ ド  (BHC: 

Benzene Hexachloride) などで、日本においては第二次世界大戦後に使用さ

れ始めた。有機塩素系殺虫剤の殺虫効果は極めて高いが、昆虫以外の生物へ

の毒性も強く難分解・蓄積性で環境汚染を引き起こすなどの問題点があった

ため、1970 年代までに国内外で多くの剤が使用禁止となった  (木村ら ,  2010)。

その後も、様々な化学合成農薬が開発され続け、1990 年頃にはネオニコチノ

イド系の剤が開発された。ネオニコチノイド系農薬はニコチン類似構造を持

ち、毒性については昆虫特異性が高いため、世界中で使用量が増加している。

一方、ネオニコチノイド系農薬には浸透性があるため、例えば種子内部に浸

透すると成長後も殺虫効果が持続するが、果実内部に浸透すればその残留が

問題と なる  (木村ら ,  2010)。また 、花 粉 媒介ミ ツバチ の蜂 群 崩壊症 候群  

(CCD) との関係も指摘されているなどその利用が問題視されている  (中村 ,  

2015)。このように化学合成農薬は、効率的な病害虫防除を可能にする一方で、

過度な使用により環境問題を引き起こすという側面も持ち合わせているため、

化学合成農薬に依存した防除体系の改善が求められている。  

日本においては、1999 年 7 月に 21 世紀における食料、農業および農村に

関する施策の基本指針となる「食料・農業・農村基本法」が施行され、この

基本法の施策を具体的に実施するための基本的な計画として 2000 年 3 月に
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「食料・農業・農村基本計画」が閣議決定された。この計画では農業の持続

的な発展について触れられており、「農業は、食料その他の農産物の供給の機

能及びそれ以外の多面的機能という重要な機能を有している。したがって、

将来にわたって、食料の安定供給が確保され、かつ、多面的機能が発揮され

るようにするためには、農業の持続的な発展が図られなければならない。 こ

のため、農業生産に必要な農地、農業用水その他の農業資源及び農業の担い

手が確保され、農業技術水準の向上を伴いながら、地域の特性に応じてこれ

らが効率的に組み合わされた望ましい農業構造が確立されるようにするとと

もに、農業の自然循環機能  (農業生産活動が自然界における生物を介在する

物質の循環に依存し、かつ、これを促進する機能 )  の維持増進により、環境

と調和のとれた農業生産の確保が図られるようにしなければならない。」と

書かれている  (農林水産省 ,  2000)。その後、2005 年 3 月に新たに閣議決定さ

れた「食料・農業・農村基本計画」では、改革の基本的視点として「環境保

全を重視した施策の展開」が位置付けられ、環境保全を重視した安定した農

業生産を求められるようになった  (農林水産省 ,  2005)。ここで述べられてい

るような環境と調和のとれた農業、すなわち環境保全型農業を推進するため

には農薬を効率的に利用する技術の開発が必要であり、その手段のひとつに

IPM (Integrated Pest Management) が挙げられる  (對馬 ,  2014)。農林水産

省では、IPM の定義を総合的病害虫・雑草管理とし、「利用可能なすべての防

除技術を経済性を考慮しつつ慎重に検討し、病害虫・雑草の発生増加を抑え

るための適切な手段を総合的に講じるものであり、これを通じ、人の健康に

対するリスクと環境への負荷を軽減、あるいは最小の水準にとどめるもので

ある。また、農業を取り巻く生態系の攪乱を可能な限り抑制することにより、

生態系が有する病害虫及び雑草抑制機能を可能な限り活用し、安全で消費者

に信頼される農作物の安定生産に資するものである。」と定義している  (農林

水産省 ,  2005)。IPM における防除では、化学合成農薬を利用する化学的防除
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のほかに、生物的防除、物理的防除などの活用が目指されている  (對馬 ,  2014)。 

IPM の推進・定着を目指すにあたってはいくつもの課題が挙げられる。そ

の課題のひとつとして、環境負荷の軽減などに向けた農薬使用の改善がある。

農薬による防除は IPM においても最も効果的な手段となるため、環境に配慮

した薬剤の選択や使用が重要となる。そのためには、病害虫の発生状況に応

じて環境負荷軽減を考慮した、選択性薬剤や植物生長調節剤、生物農薬等の

使用が求められている  (大岡 ,  2009)。生物農薬とは、天敵生物や天敵微生物、

フェロモンやホルモンなどの生化学的物質を含んだ生物防除剤で、これらを

使用した病害虫防除を生物防除という。上記のうち天敵微生物を利用した生

物農薬は微生物農薬とも言われる。微生物農薬は、昆虫病原微生物を資材化

し害虫防除に利用される微生物殺虫剤、植物病害の防除に使用される微生物

殺菌剤、雑草防除に使用される微生物除草剤の 3 つに大別されており、細菌、

真菌、ウイルス、線虫などが利用されている  (国見 ,  2016)。実際に製剤化さ

れ て い る 昆 虫 病 原 微 生 物 の 一 例 と し て 、 昆 虫 病 原 性 細 菌 の Bacillus 

thuringiensis や昆虫病原性糸状菌の Beauveria bassiana などが挙げられる。

Bacillus thuringiensis aizawai は、「ゼンターリ顆粒水和剤」という商品名

で住友化学から販売されており、アオムシ、コナガ、ヨトウムシなどの防除

に用いられている。B. bassiana は、「ボタニガード ES」という商品名でア

リスタ  ライフサイエンス株式会社から販売されており、コナジラミ類、アザ

ミウマ類、コナガなどの防除に利用されている。本研究対象である微胞子虫

は、日本では製剤化されていないが、米国では微生物農薬として登録・製剤

化された例がある。  

微胞子虫  (Microsporidia) は、昆虫や魚類、哺乳類などに感染性を示す単

細胞真核生物である  (Tanada and Kaya, 1993)。以前は原生生物に分類され

ていたが、現在は菌界の一分類群に位置づけられている  (Keeling, 2009)。こ

れまでに約 187 属 1,500 種が発見され  (Vávra and Lukeš, 2013)、いずれも
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高い宿主特異性をもっており、宿主の約 4 割が昆虫で占められる  (Tanada 

and Kaya, 1993)。宿主昆虫としては、チョウ目が最も多く、次いでハエ目、

コウチュウ目、ハチ目、バッタ目、カメムシ目と多岐に及んでおり、感染す

ると宿主昆虫に対して病気を引き起こす  (青木・畠山 ,  2014)。微胞子虫に感

染した昆虫には、発育遅延や脱皮不全などの病徴が現れ、致死する場合もあ

る。微胞子虫による病気の例としてカイコ微粒子病があり、カイコ  Bombyx 

mori (Linnaeus) (チョウ目 :  カイコガ科 )  の最も致命的な病気として養蚕業

に大きな損失をもたらしてきた  (Bhat et al.,  2009)。カイコ微粒子病は、微

胞子虫 Nosema bombycis によって引き起こされ、特に脂肪体、中腸、マルピ

ーギ管、生殖腺に感染しやすいことが明らかになっている  (青木・畠山 ,  2014)。

また、感染幼虫の上皮には黒コショウ様の斑点病徴が見られることや経卵感

染 す る な ど の 特 徴 が あ る  (Bhat et al. , 2009) 。 既 に 製 剤 化 さ れ て い る

Paranosema locustae はバッタ目に感染し、食欲や発育・繁殖不良を引き起

こして感染宿主を衰弱させ、死亡率を高める  (Canning, 1962; Henry and 

Oma, 1974; Ewen and Mukerji,  1980; Johnson and Pavlikova, 1986)。主に

脂肪体に感染し、感染が重度になると腹部やまれに胸部がローズピンクやく

すんだ赤に変色するという病徴が現れる  (Canning, 1962)。P. locustae は微

生物農薬として「Nolo BaitT M」という商品名で M & R Durango, Inc. から

販売されており、アメリカ西部をはじめとする地域や多くの国でバッタ目の

防除に利用されている  (Plichuk et al .,  2013)。  

微胞子虫を生物農薬の資材として防除に利用する利点としては、宿主特異

性が高く選択的な防除が期待できる点、自然界において昆虫同士の共食いや

小鳥などの捕食者により水平伝播するため、広範囲での防除が期待できる点、

経卵感染によって垂直伝播もするため、世代を超えた長期的な防除が期待で

きる点などが挙げられる  (安永 ,  1995)。しかし、今のところ製剤化に至った

微胞子虫は P. locustae のみである。微生物農薬を開発する上での問題点と



6 
 

しては、防除効果の安定性や製剤化のための大量培養法・保存性などが挙げ

られる。微生物農薬は「生き物」を利用しているため、防除効果を安定化さ

せることが難しい。防除効果が不安定になる要因としては、使用する微生物

の性質や状態や、防除効果が環境に左右されやすいことなどが考えられる  

(吉田・對馬 ,  2013)。昆虫に微胞子虫が感染した場合、感染から死亡までの期

間が長いだけでなく、死に至らないケースも多くあるため、短期間での防除

に向いていない  (安永 ,  1995)。宿主特異性も高いため、使用する微胞子虫の

種類や害虫発生状況や頻度あるいは使用場所の環境を考慮する必要がある。

また、微生物農薬を開発する際には製剤化の際に製造コストの低減化を図る

必要がある。製造コストを下げるためには効率的な微生物の大量培養法や保

存性を高める技術の開発が求められる。また、保存期間の長さは、製剤の流

通コストや販路確保の観点からも重要となる  (吉田・對馬 ,  2013)。微胞子虫

は偏性細胞内寄生性という特徴を持つため、人工培地での培養が難しく、胞

子の大量生産には宿主である昆虫生体を用いることになる。そのため、飼育

が容易な昆虫に感染し、胞子の増殖性が高い微胞子虫の種を選抜する必要も

ある。加えて、微胞子虫の胞子の活性は、温度、保存状態、保存期間によっ

て変化するため、より保存条件の良い株の選抜やより良い保存方法を探さな

ければならない  (安永 ,  1995)。  

既に製剤化されている P. locustae 以外に防除資材としての活用が期待さ

れている種は複数報告されている。例としては、ヨーロッパアワノメイガ  

Ostrinia nubilalis (Hübner) (チ ョ ウ 目 :  ツ ト ガ 科 ) に 感 染 す る Nosema 

pyrausta (Lewis et al .,  2009) やアカヒアリ  Solenopsis invicta (Buren) (ハ

チ目 :  アリ科 )  に感染する Vairimorpha invictae (Briano et al. , 2012)、マイ

マイ ガ  Lymantria dispar (Linnaeus) (チョ ウ 目 :  ド ク ガ科 )  に感 染 する

Vairimorpha disparis (Solter et al. ,  2012) などがある。しかし、製剤化へ

の条件を満たすことが難しく、未だ微生物農薬として製剤化には至っていな
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い。製剤化への障壁となっている課題のひとつに保存性が挙げられる。一般

的に微胞子虫は生理食塩水中で保存されるが、塩は製剤化の際に必要となる

化合物との相互作用を起こす可能性がある。そのためには生理食塩水ではな

く別の方法で保存可能な微胞子虫が求められる。よって、微胞子虫を用いた

新たな微生物農薬を実現するためには、これまでに報告された種のみではな

く、詳細な研究が行われていない属種に着目して研究を行い、既知微胞子虫

にはない新たな有用な特性を有する微胞子虫を発見することが「Nolo BaitT M」

に次ぐ 2 例目の微胞子虫微生物農薬の開発の糸口になる。  

現在、日本では様々な地域で微胞子虫の有用株の検索や資材化研究が進め

ら れ て い る 。 2012 年 に 東 京 都 小笠 原 諸島 で ハ ス モ ンヨ ト ウ  Spodoptera 

litura (Fabricius) (チョウ目 :  ヤガ科 )  の捕獲調査が行われ、捕獲個体から新

規の微胞子虫が分離された。分離微胞子虫株のうちの 1 株は、胞子サイズと

遺伝子配列解析の結果から既知微胞子虫株と比べて極めて大型の胞子サイズ

を 有 す る Trachipleistophora 属 微 胞 子 虫 と 推 定 さ れ た  (Shigano et al. ,  

2015)。日本において Trachipleistophora 属微胞子虫の分離例はなく、この

株が国内初報告となった。それ以降、大型サイズの微胞子虫は小笠原諸島以

外の国内地域で相次いで分離報告されるようになった  (Imura et al. ,  2019)。

しかし、Trachipleistophora 属微胞子虫の詳細な性状についての報告例は少

ないことから、本分離株は既知微胞子虫株とは異なる特性を持つ可能性があ

る。そこで、国内で分離された大型の胞子サイズの微胞子虫株の詳細な特性

について調査することは、微胞子虫を利用した新たな微生物農薬の開発と

IPM への活用につながると考え、本研究に取り組んだ。  

本論文では、第 1 章で 2012 年に東京都小笠原諸島で捕獲したハスモンヨ

トウより分離され、国内初報告となった Trachipleistophora 属と推定された

微胞子虫株の生物学的特性の調査について、第 2 章では日本国内で分離され

た Trachipleistophora 属微胞子虫の特性のさらなる解明を目的として、チョ
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ウ目以外の昆虫からの Trachipleistophora 属をはじめとする昆虫感染性大

型微胞子虫の分離を試みた結果について記載した。第 3 章では、第 2 章で分

離され、Trachipleistophora 属と推定された株と Imura et al . (2019) で報

告された Trachipleistophora 属と同様に大型の胞子サイズを持つ Vavraia 属

と 推 定 さ れ た 株 を 用 い て 第 1 章 と 同 様 に 生 物 学 的 特 性 を 調 査 し 、

Trachipleistophora 属微胞子虫の特徴を再確認すると同時に他の昆虫感染性

大型微胞子虫の特性を調査も行って比較した結果を記載した。第 4 章では、

第 1～ 3 章で使用した微胞子虫株の属や種の生物学的特性をより詳細に検討

するために細胞接種実験を行い、胞子形成様式を観察した結果を取りまとめ

た。総合討論では、日本においては大型サイズの微胞子虫の分離例やその特

性の調査事例がほとんどないため、新たな知見が得られるだけでなく、未知

の株の特性を調査することは、微胞子虫による微生物農薬の製剤化のための

手掛かりになりうることから、日本国内で分離された大型微胞子虫の生物学

的特性を複数株精査して比較することで、大型微胞子虫の分類学的位置を明

らかにし、微生物農薬への活用の可能性について考察した。  
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第 1 章 Trachipleistophora haruka の生物学的特性  
序論  

 微胞子虫は、現在、約 187 属 1,500 種が発見されている  (Vávra and Lukeš, 

2013)。その分類は、生物学的特性と分子生物学的特性の両方を踏まえて行わ

れる  (青木・畠山 ,  2014)。生物学的特性には、胞子の形状・大きさ、感染宿

主の種類やその病徴、胞子形成様式、孵化特性などが含まれる。また、微胞

子虫を微生物農薬として活用することを目指す際には、特に感染宿主や宿主

への感染性・病徴、孵化特性といった点について詳細に検討する必要がある。  

微胞子虫の宿主の約 4 割とされている昆虫へは経口感染が一般的である。

微胞子虫の胞子が昆虫の中腸内に入るとアルカリ性の腸液などの刺激により

孵化し、感染する。胞子の孵化には、 (1)胞子の活性化  (外部環境から刺激を

受ける )、 (2)胞子内の浸透圧の増加、 (3)極糸の翻転、 (4)胞子内のスポロプラ

ズム  (Sporoplasm) が極糸を通り移動、といった段階があるとされているが、

その正確な過程は明らかになっていない  (Keohane and Weiss, 1998)。胞子

の活性化が促進される条件としては、アルカリ性・酸性・酸性からアルカリ

性またはアルカリ性から中性への pH の変化が挙げられる  (Undeen and 

Avery, 1984; Undeen and Epsky, 1990)。アルカリ性と酸性の両方の条件下

で孵化する種もある  (Hashimoto et al .,  1976)。このように、胞子を孵化さ

せ る 条 件 は 、 宿 主 特 異 性 や 外 部 環 境 に よ り 種 間 で 大 き く 異 な っ て い る  

(Undeen and Epsky, 1990)。例えば、カイコ微粒子病の原因である Nosema 

bombycis NIS-001 は、カリウムイオン  (K⁺ )  により胞子の活性化が促され、

25℃付近が至適温度であるとされている  (Hashimoto et al. , 1976)。Nosema 

algerae (Anncaliia algerae: Watts et al . (2014) により属名を変更 )  は、水

のみで孵化するとされている  (Undeen, 1978)。  

本章では、2012 年に東京都小笠原諸島父島で捕獲されたハスモンヨトウ雄

成虫から分離された微胞子虫 66 株の中から胞子サイズ測定と小サブユニッ
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トリボソーム RNA (Small Sub Unit ribosome RNA: SSU rRNA) 遺伝子配

列解析により、Trachipleistophora 属の微胞子虫であると推定された 1 株を

選び、孵化特性を検証し、その保存条件および孵化特性の確認を行った。ま

た、微生物農薬化を考える際には、昆虫への感染性や胞子の効率的な増殖方

法について検討する必要があるため、カイコへの感染性調査も行った。  

 

  



11 
 

材料および方法  

1. 供試微胞子虫株  

 供試材料には、 2012 年 9 月 28 日から 10 月 5 日に東京都小笠原諸島父島

で 捕 獲 さ れ た ハ ス モン ヨ ト ウ 雄 成 虫 よ り分 離 さ れ た 微 胞 子 虫株 の 中 か ら

Trachipleistophora sp. OSL-2012-10 (以降、Trachipleistophora haruka と

す る )  を 用 い た  (Fig. 1)。 Shigano et al .  (2015) の 先 行 研 究 に よ り 、 T. 

haruka の胞子サイズの長径と短径は 4.54±0.38×2.66±0.22 µm で、SSU 

rRNA 遺伝子解析により Trachipleistophora 属と推定されている。実験対照

区として Nosema bombycis NIS-001 (Nb-NIS) を用いた  (Fig. 2)。なお、こ

れらの供試株は蒸留水  (Distilled Water: D.W.) とともに 4℃の条件下で保

存したものを用いた。  

Fig. 1 T. haruka の胞子写真  

Bar は 10 µm を示す。  

 

Fig. 2 Nb-NIS の胞子写真  

Bar は 10 µm を示す。  
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2. 各処理条件における孵化率  

 胞子の孵化特性を調べるため、蒸留水  (D.W.)、生理食塩水  (NaCl (Wako 

Pure Chemical Industries,  Ltd.))、水酸 化カリ ウム 水溶液  (KOH (Wako 

Pure Chemical  Industries,  Ltd.))、塩化カリウム水溶液  (KCl (Wako Pure 

Chemical Industries,  Ltd.))  と過酸化水素水  (H₂O₂  (Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.))  の混合液で孵化処理を行い、孵化率を測定した。また、胞

子の孵化に対する温度の影響を調べるため、 4℃および 25℃の条件下での孵

化実験を行った。いずれの実験とも 3 反復行った。  

 

2.1. 4℃条件下における胞子の孵化率  

胞子の孵化処理には、蒸留水  (D.W.)、 0.85% (w / v)  NaCl、 0.1 M (mol /  

L) KOH、 0.1 M KCl + 3% (w /  v)  H₂O₂  を用いた。胞子の孵化処理操作中は

氷上、静置するときは 4℃にて行った。胞子数の計測は 4℃の低温室内で行

った。  

胞子液 100 µl を遠心分離機 Centrifuge 5415D (Eppendorf Ag. 以降、遠

心操作は特に言及のない限り同機種を使用した )  で 3,000 rpm 10 分間遠心

した。遠心後、上澄みを取り除き、胞子を孵化させるために、蒸留水、0.85% 

(w /  v) NaCl、 0.1M KOH をそれぞれ 1 ml ずつ入れ 60 分間静置した。KCl 

と H₂O₂処理のものは 0.1 M KCl + 3% (w /  v) H₂O₂  1 ml の混合液を加えて

40 分間静置した。静置後、 3,000 rpm 10 分間遠心操作を行い、遠心後に上

澄みを取り除き、 0.25% (w /  v)  トリプシン溶液を 500 µl 加え、 40 分間静置

することで極糸を融解・除去した。静置後、3,000 rpm 10 分間遠心分離を行

い、サンプル溶液より上澄みを取り除き、胞子に蒸留水を 100 µl 加えて測定

用試料とした。この測定用胞子液をよく撹拌し、セルカウンタープレート改

良ノイバウエルタイプ  (WATSON Co., Ltd.)  に 6 µl ずつ滴下し、位相差顕

微鏡 OPTIPHOT-2 (×400) (Nikon Co.)  を用いて孵化胞子数と未孵化胞子数
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を計測した。孵化率は、未孵化胞子数÷全胞子数×100 により算出した。胞

子の孵化処理操作中は氷上、静置するときは 4℃にて行った。胞子数の計測

は 4℃の低温室で行った。  

 

2.2. 25℃条件下における胞子の孵化率  

 胞子の孵化処理には、蒸留水  (D.W.)、 0.85% (w / v)  NaCl、 0.1M KOH、

0.1 M KCl + 3% (w /  v)  H₂O₂  を用いた。実験前に 25℃に保温したウォータ

ーバス  (AS ONE Co. )の中で胞子液と蒸留水、 0.85% (w / v)  NaCl、 0.1M 

KOH、 0.1 M KCl + 3% (w /  v)  H₂O₂  を 1 時間保温した。なお孵化処理と測

定は 4℃条件下と同様の方法で行った。  

 

3. カイコへの感染性の調査  

供試昆虫には、株式会社高原社より購入した実用系統カイコ  (錦秋×鐘和 )

を使用した。カイコを飼育する際の飼料には、シルクメイト  2S (Nosan, Co.)

を用いた。供試微胞子虫株には T. haruka を用いて、 1 頭当たりの接種胞子

数が 1.0×10⁴  spore となる接種条件を設定した。接種頭数は 10 頭とした。 

微胞子虫胞子を接種する前日にカイコ 2 齢幼虫を絶食させた。寿司容器  

(SF 角桶 2 大和  (23.5×23.5×4.1 cm) (CP Chemical, Inc.))  に、接種濃度に

調整した胞子液を 30 µl 滴下したシルクメイト  2S (1.4×1.4×0.2 cm) を 1 枚

入れた。胞子液をシルクメイト片に染み込ませた後、 1 日間絶食させたカイ

コの 2 齢幼虫を 10 頭入れ、摂食させた。摂食後は、シルクメイト片を適宜

与えながら、 27℃  16 L :  8 D で集団飼育した。飼育は熟蚕になるまで行っ

た。飼育時は適宜観察し、感染性を確認した。  

 感染率を求めるため、飼育途中で死亡した個体と熟蚕まで成長した個体そ

れぞれを 1 頭ずつ乳鉢に入れ、D.W.を 1 ml 加えて乳棒で磨砕した。磨砕液

をスライドガラスに滴下してプレパラートを作製し、システム顕微鏡 BX53 
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(×400) (Olympus Co.)  で任意の 5 視野を観察して胞子の有無を確認した。

胞子を確認した場合は、5 視野の胞子数を計測し、感染程度の判定を行った。

感染程度は、 5 視野の合計胞子数から 1 視野当たりの平均胞子数を算出し、

0 胞子を -、 1~10 胞子を +、 11~100 胞子を ++、 101 胞子以上を +++と判断し

て、++以上を重度感染とした。磨砕結果より、感染率を算出した。感染率  (%) 

は、感染個体数÷全接種個体数×100 により算出した。  
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結果  

1. 各処理条件における孵化率  

T. haruka と対照区の Nb-NIS の各条件における孵化率測定の結果を Table 

1 に示した。4 つの条件で孵化率を測定した結果、T. haruka の蒸留水による

処理の孵化率の平均は、4℃で 11.4%、25℃で 11.8%であった。一方、対照区

の Nb-NIS の蒸留水処理の孵化率の平均は、4℃で 2.5%、25℃で 2.1%であっ

た。次に、T. haruka の 0.85% (w / v)  NaCl による処理の孵化率は、 4℃下で

1 回目 20.5%、2 回目 15.3%、3 回目 7.0%、平均 14.3%であった。25℃下は、

1 回目 31.9%、 2 回目 30.6%、 3 回目 30.4%、 3 回とも 30%を超え、平均値

31.0%であった。一方、対照区の Nb-NIS の 0.85% (w /  v)  NaCl による処理

の孵化率の平均は、 4℃で 5.4%、 25℃で 1.6%であった。 0.1 M KOH による

処理において、T. haruka の孵化率は、4℃下で 1 回目 46.4%、2 回目 17.9%、

3 回目 37.0%、平均 33.8%であった。25℃下では、1 回目 36.5%、2 回目 41.6%、

3 回目 44.0%、平均値 40.7%であった。一方、対照区の Nb-NIS の 0.1 M KOH

による処理の孵化率の平均は、 4℃で 79.6%、 25℃で 83.2%であった。 T. 

haruka の 0.1 M KCl + 3% (w /  v)  H₂O₂処理における孵化率は、 4℃下で 1

回目 36.4%、 2 回目 31.8%、 3 回目 34.1%、平均 34.1%であった。 25℃下で

は、1 回目 36.6%、2 回目 38.3%、3 回目 38.0%、平均値 37.6%であった。一

方対照区の Nb-NIS の孵化率の平均は、 4℃で 84.0%、 25℃で 77.6%であっ

た。  

以上の結果より、T. haruka において蒸留水  (4℃・ 25℃ )  と 0.85% (w / v)  

NaCl (4℃ )  の孵化率の平均は 11~15%であったが、0.85% (w /  v) NaCl (25℃ )、

0.1 M KOH (4℃・ 25℃ )、 0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂  (4℃・ 25℃ )  の孵化

率の平均は 30%を超えていた。対照区の Nb-NIS において 0.1 M KOH と 0.1 

M KCl + 3% (w / v)  H₂O₂の 2 条件で胞子の孵化を確認し、その孵化率は温

度に関係なく 80%前後であった。  
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Table 1 T. haruka および Nb-NIS の胞子の各条件における孵化率  

 
D.W.: 蒸留水、NaCl: 生理食塩水  (0.85% (w /v) NaCl)、KOH: 0.1 M 水酸化カリウム水溶液、KCl+H₂O₂ :  0.1 M 塩

化カリウム水溶液と 3% (w /  v)  過酸化水素水の混合液  

 

  

T. haruka D.W. 20.2 0 14.0 11.4 20.3 15.1 0 11.8

NaCl 20.5 15.3 7.0 14.3 31.9 30.6 30.4 31.0

KOH 46.4 17.9 37.0 33.8 36.5 41.6 44.0 40.7

KCl+H₂O₂ 36.4 31.8 34.1 34.1 36.6 38.3 38.0 37.6

Nb -NIS D.W. 5.9 0 1.7 2.5 2.2 3.9 0 2.1

NaCl 6.9 3.5 5.9 5.4 1.2 3.6 0 1.6

KOH 88.7 72.8 77.2 79.6 79.5 86.3 83.8 83.2

KCl+H₂O₂ 70.6 93.3 88.0 84.0 55.3 91.8 85.8 77.6

1st 2nd 3rd Ave.
Strain Condition 25℃4℃

Percentage of germination  (%)

1st 2nd 3rd Ave.
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2. カイコへの感染性の調査 

 T. haruka を接種したカイコを時系列的に磨砕した時の胞子数の変化を Table 2 に示し

た。接種胞子濃度 1.0×10⁴ (spore / 頭) で T. haruka をカイコに接種した結果、感染率は

100%で、10 個体中 9 個体が重度感染した。熟蚕前に死亡した個体は 5 齢幼虫 1 個体のみ

で、残りの 9 個体は熟蚕まで成長した。 

 

Table 2 T. haruka を接種したカイコの磨砕結果

 

＊は死亡個体を示した。感染程度は、検鏡時の 5 視野の合計胞子数から 1 視野当たりの

平均胞子数を算出し、0 胞子を-、1~10 胞子を+、11~100 胞子を++、101 胞子以上を+++と

判断して、++以上を重度感染として評価した。また、測定不能は胞子濃度が非常に高いた

めに、その定量評価ができなかったことを示す。 

  

経過日数 5視野胞子数

(日) (spore)

1 18 10 +

2 18 80 ++

3 19 240 ++

4 19 145 ++

5 19 75 ++

6 19 120 ++

7 20 測定不能 +++

8 20 測定不能 +++

9 5 ＊ 21 205 ++

10 22 85 ++

感染程度

感染率 100%

熟蚕

熟蚕

熟蚕

熟蚕

熟蚕

熟蚕

熟蚕

熟蚕

熟蚕

No. 齢期
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考察 

微胞子虫胞子の孵化には様々な化学的および物理的刺激が関係しており、その刺激とな

る物質は種によって異なる (Undeen, 1990)。化学的な刺激としては、カリウム、リチウム、

ナトリウム、セシウムといった陽イオンと臭化物、塩化物、ヨウ化物、フッ化物といった陰

イオンが挙げられ、胞子の孵化の促進に用いられている (Undeen and Avery, 1988; Undeen 

and Epsky, 1990; Frixione et al., 1994)。特にチョウ目昆虫を宿主とする微胞子虫は、カリ

ウムイオンとアルカリ側の pH で孵化するとされている (石原, 1969)。 

孵化特性の調査で、対照区の Nb-NIS は、K⁺を含む 0.1 M KOH、0.1 M KCl + 3% (w / 

v) H₂O₂による処理でのみ孵化を確認した。また、温度による孵化率の変化は少なかった。

一方で、T. haruka も K⁺を含む 0.1 M KOH、0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂による孵化処

理で胞子の孵化を確認した。さらに 25℃条件下で 0.85% (w / v) NaCl による孵化処理を行

った場合、K⁺を含む 0.1 M KOH、0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂による孵化処理と同様に

胞子が孵化した。K⁺を含む 0.1 M KOH、0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂による孵化処理で

は、温度により孵化率に変化はなかったが、0.85% (w / v) NaCl による孵化処理では、4℃

条件下よりも 25℃条件下の方で高い孵化率を確認した。これらの結果から、T. haruka の

孵化条件には、K⁺以外にナトリウムイオン (Na⁺) や温度変化が含まれることが示唆された。 

Na⁺により孵化する微胞子虫として、Nosema apis (De Graaf et al., 1993) や Nosema 

locustae (Paranosema locustae (Shi et al., 2009)) (Whitlock and Johnson, 1990) が既に

報告されている。N. apis は 0.5 M NaCl と 0.5 M NaHCO₃ (De Graaf et al., 1993)、P. 

locustae は 0.1 M NaCl の他に 2.5 M スクロースや 5%ポリエチレングリコール、0.1 M ト

リス塩酸バッファー (Whitlock and Johnson, 1990) が胞子を孵化させるためには必要で

あり、一方、生理食塩水のみの処理では孵化しないことが報告されている (Weiss and 

Becnel, 2014)。しかし、T. haruka の胞子は 25℃条件下において 0.85% (w / v) NaCl の生

理食塩水のみで孵化することから、この孵化特性は T. haruka の胞子が活性化する際の特

徴であると考えられた。したがって、T. haruka を実験に供する際には胞子液をなるべく氷

上等で冷却するとともに、生理食塩水以外の溶液で保存するのが適切である。また、
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Trachipleistophora 属をはじめとする昆虫感染性大型微胞子虫も同様の性質を持つ可能性

があるため、さらに詳細な調査をする必要がある。 

T. haruka のカイコへの感染率は 100%であった。10 個体中 9 個体が重度感染を確認し

たものの、すべての個体が 5 齢以上に成長したことから、T. haruka はカイコに対して致死

性が低い株であること、カイコへ感染させた場合には、その生体内で微胞子虫胞子を安定し

て増殖させることが可能であることが示唆された。微生物農薬化を見据えた場合、家畜化し

ているため飼育が容易なカイコを用いて T. haruka を増殖すれば、効率的な胞子生産につ

ながるものと期待される。 
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第 2 章 チョウ目以外からの昆虫感染性大型微胞子虫株の検索 
序論 

 第 1 章の結果より、2012 年に初めて日本で確認されたチョウ目昆虫由来の

Trachipleistophora 属微胞子虫は特異的な孵化特性を有していた。そこで、本章では日本国

内で分離された Trachipleistophora 属微胞子虫の特性をさらに解明することを目的に、チ

ョウ目昆虫以外の微胞子虫の検索対象としてトンボ目昆虫に着目し、Trachipleistophora 属

をはじめとする昆虫感染性大型微胞子虫の分離を試みた。 

トンボ目昆虫は、自然環境下のみでなく水田や公園の池などでも見られる身近な昆虫で

ある。トンボ目昆虫からの微胞子虫分離例としては、スウェーデンにおけるヤゴからの事例

があるが (Larsson, 1986, 1988, 1990)、日本国内における報告例は今までない。肉食性で

あるトンボ目昆虫は、幼虫期には、例えば水中に生息するカの幼虫を (浦辺ら, 1986)、成虫

になると、ハエ目、ハチ目、コウチュウ目などの飛翔性昆虫を捕食する(Sukhacheva, 1996)。

アキアカネ Sympertrum frequens (Selys) (トンボ目: トンボ科) やイトトンボ類において

は、ツマグロヨコバイ Nephotettix cincticeps (Uhler) (カメムシ目: ヨコバイ科) を捕食し

た観察事例がある (小山・城所, 2003)。ハエ目、ハチ目、コウチュウ目などは、いずれも微

胞子虫の感染宿主となっており、ハエ目のアカイエカ Culex pipiens (Linnaeus) (ハエ目: 

カ科) からは Vavraia culicis (Weiser, 1977)、ハチ目のセイヨウミツバチ Apis mellifera 

(Linnaeus) (ハチ目: ミツバチ科) からは Nosema ceranae (Yoshiyama and Kimura, 2011)、

コウチュウ目のサカハチテントウ Hippodamia convergens (Guérin-Méneville) (コウチュ

ウ目: テントウムシ科) からは Tubulinosema hippodamiae (Bjørnson et al., 2011) といっ

た微胞子虫が分離されている。よって、仮に捕食された生物が微胞子虫感染個体であった場

合には、捕食者であるトンボ目昆虫へ二次感染を引き起こす可能性がある。そのため、肉食

性のトンボ目昆虫から微胞子虫の分離を試みれば、被食者由来の微胞子虫が検出される可

能性もあり、トンボ目昆虫は幅広い新規微胞子虫株の探索源になりうる。 

そこで、第 2 章では、神奈川県藤沢市で捕獲されたシオカラトンボ  Orthetrum 

albistylum speciosum (Uhler) (トンボ目: トンボ科) に着目して微胞子虫を検索し、分離さ
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れた微胞子虫株に対して、胞子サイズ測定と分子系統解析を実施し、属を推定した。 
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材料および方法 

1. シオカラトンボからの微胞子虫の分離 

 供試昆虫には、神奈川県藤沢市で 2014 年に捕獲したシオカラトンボ成虫 1,016 頭を用い

た。捕獲は捕虫網を用いて行った。シオカラトンボから微胞子虫を分離するために、磨砕と

検鏡を行った。磨砕は以下の方法で実施した。検鏡しやすくするために翅を切断したトンボ

の基部を 1 個体ずつ乳鉢に入れ、0.85% (w / v) NaCl を 1-5 ml 加えて乳棒で磨砕した。次

に磨砕液でプレパラートを作製し、システム顕微鏡 BX53 (×400) で検鏡して微胞子虫胞

子の有無を確認した。胞子を確認した場合は、常法に従って磨砕液中の夾雑物をろ過と遠心

分離によって精製し、0.85% (w / v) NaCl を加えて 4℃下で保存した。1 個体から得られた

胞子液を 1 株とし、複数の分離株の中から 4 株を選択して以下の実験に用いた。 

 

2. トンボ目昆虫由来微胞子虫株の胞子サイズ 

 撹拌した胞子液をスライドガラスに滴下してプレパラートを作製した。システム顕微鏡 

BX53 (×1,000) で検鏡し、顕微鏡デジタルカメラ DP21 (Olympus Co.) とイメージングソ

フトウェア cellSens Standard 2 (Olympus Co.)を用いて胞子サイズを測定した。測定値よ

り胞子の長径と短径の平均値と標準偏差を算出し、既知の微胞子虫株の胞子サイズの数値

との比較を行った。比較には以下の既知微胞子虫株、Nosema bombycis NIS-001 (Nb-NIS)、

Vairimorpha sp. NIS-M11 、 Vairimorpha sp. NIS-M12 (Kawarabata, 2003) 、

Trachipleistophora hominis (Field et al., 1996)、Trachipleistophora extenrec (Vávra et 

al., 2011)、Trachipleistophora sp. OSL-2012-10 (Shigano et al., 2015)、V. culicis (Lobo et 

al., 2006)、V. culicis subsp. floridensis (Vávra and Becnel, 2007)、Vavraia sp. YGSL-2015-

12、Vavraia sp. YGSL-2015-13 (Imura et al., 2019)、Paranosema grylli、P. locustae 

(Sokolova and Lange, 2002)、Paranosema whitei (Milner, 1972) のデータを参考にした。 
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3.  SSU rRNA 遺伝子配列による分子系統解析 

3.1. DNA 抽出 

 DNA 抽出は、ガラスビーズ法 (Hatakeyama and Hayasaka, 2002) で行った。0.5 ml チ

ューブに胞子液を適量入れ、STE buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0 (Nacalai Tesque, Inc.)、

1 mM EDTA pH 8.0 (Nippon Gene Co., Ltd.)、10 mM (Kanto Chemical Co., Inc.)) で洗浄

した。洗浄後、Glass beads, acid-washed (particle size 425-600 µm) (Sigma-Aldrich Japan 

Co., Llc.) 150 mg と STE buffer 200 µl を加えて、VORTEX-GENI 2 (M&S Instruments 

Inc.) で 30 秒間破砕した。破砕後、上澄み 150 µl を 1.5 ml チューブに回収した。上澄み回

収後の 0.5 ml チューブに STE buffer 150 µl を加え、1 分間再破砕した。破砕後、上澄み

100 µl を 1.5 ml チューブに回収した。回収溶液を BLOCK INCUBETOR BI-525A (Astec 

Co., Ltd.) にて 95℃で 2 分間熱処理した。DNA 抽出溶液のタンパク質を取り除くために、

Phenol / Chloroform / Isoamyl alcohol (25: 24: 1) (Nippon Gene Co., Ltd)処理を行った後、

エタノール沈殿により DNA を回収し、TE (pH 8.0) (Nippon Gene Co., Ltd) を加えて－

20℃で保存した。 

 

3.2. SSU rRNA 遺伝子の増幅 

 抽出した DNA の SSU rRNA 遺伝子配列 (1,200 bp) を増幅した。プライマーには、

Sigma-Aldrich Japan Co., Llc. に合成委託した VN001F (5’ -CAC CAG GTT GAT TCT 

GCC TGA C-3’ ) および VN001R (5’ -GGT TTA CCT TGT TAC GAC TT- 3’ ) (Hatakeyama 

et al., 1997) を用いた。プライマー以外の PCR 溶液には SP-Taq DNA Polymerase (Cosmo 

Genetech Co., Ltd)、10×SP-Taq Buffer (Cosmo Genetech Co., Ltd)、2.5 mM dNTP 

Mixture (Cosmo Genetech Co., Ltd) を使用し、SP-Taq DNA Polymerase の終濃度が 0.025 

U/µl、プライマーの終濃度が 0.5 µM になるように調整した。Mastercycler® Parsonal 

(Eppendorf Co., Ltd.) を用いて PCR により遺伝子を増幅した。PCR プログラムは、変性 

95℃ 1 分、アニーリング 45℃ 1 分、伸長 72℃ 1 分、40 cycles とした。 

 PCR 後、アガロースゲル電気泳動で遺伝子の増幅を確認した。Agarose ITM (Amreco Inc.)
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と 50×TAE (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)で作製した 2% (w / v) アガロースゲル

と Mupid®-2plus (Mupid Co., Ltd.) を用いて、100 V で 30 分間泳動した。泳動後のアガロ

ースゲルを臭化エチジウム水溶液 1 µg/ml に浸して増幅 DNA 断片を染色した。染色後、

ChemidocTM XRS (Bio-Rad Laboratories, Inc.) を用いて泳動図を撮影した。 

 PCR 後の増幅 DNA 断片は、FastGeneTMGel / PCR Extraction kit (Nippon Genetics Co., 

Ltd) を用いて精製して－20℃で保存した。 

 

3.3. クローニング 

 大腸菌による SSU rRNA 遺伝子の増幅断片のクローニングを行った。PCR 産物をプラ

スミドベクターに導入するために DynaExpress TA PCR Cloning Kit (pTAC-2) 

(Biodynamics Laboratory Inc.)を用いた。ライゲーション反応は、16℃ 1 時間とした。ラ

イゲーション産物を ECOSTM Competent E. coli DH5α (Nippon Gene Co., Ltd.) に形質転

換し、培地に広げて培養した。培地には、大腸菌群用 X-GAL 寒天培地｢ニッスイ｣ (Nissui 

Pharmaceutical Co., Ltd.) に、終濃度を 50 ng/ml となるように調整したアンピシリンナト

リウム (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) 加えたものを使用し、37℃ 16 時間培養し

た。 

 培養によって出現した青と白のコロニーの中から、白いコロニーを選抜し、X-GAL 寒天

培地に単離移植して37℃ 16時間で培養した。培養と同時にDynaExpress TA PCR Cloning 

Kit (pTAC-2) に付属の M13F (5’ –TGT AAA ACG ACG GCC AGT- 3’ )、M13R (5’- CAG 

GAA ACA GCT ATG AC -3’ ) のプライマーと Quick TaqTM HS DyeMix (Toyobo Co., Ltd.)

を用いて Mastercycler® Parsonal で PCR を行い、プラスミドベクターへの挿入 DNA 断

片の有無を確認した。PCR プログラムは、変性 94℃ 20 秒、アニーリング 55℃ 20 秒、

伸長 72℃ 80 秒、25 cycles とした。アガロースゲル電気泳動は 3.2 に従って実施した。プ

ラスミドベクターの導入が確認されたら、単離移植した菌を液体培地 2-YT BROTH 

(Thermo Fisher Scientific Inc.) で 37℃ 16 時間振とう培養した。培養後、EZ-10 Spin 

Column Plasmid DNA Miniprep Kit (Bio Basic Inc.) でプラスミドを回収した。回収後、
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導入配列の有無を確認するためにプラスミド DNA に制限酵素処理をした。制限酵素には

PvuⅡ(Takara Bio Inc.) を使用し、Mastercycler® Parsonal で 37℃ 1 時間反応させた、反

応後は、アガロースゲル電気泳動で切片 DNA の分離パターンを確認した。 

 

3.4. 系統樹の作成 

 回収したプラスミドの SSU rRNA 遺伝子の塩基配列解析は Fasmac Co., Ltd. に委託し

た。解析用プライマーには、Sigma-Aldrich Japan Co., Llc.に合成委託した SP6 (5’ -GAT 

TTA GGT GAC ACT ATA G-3’ )、T7 (5’ -TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3’ )、515F (5’ 

-GTG CCA GCM GCC GCG GTA A-3’ ) (M = A or C) を使用した。解析により得られた配

列を CAP3 Sequence Assembly Program (http://doua.prabi.fr/software/cap3) (Huang and 

Madan, 1999)、SeqConv v081 (for Windows) を用いて結合し 1 本化した。次に BLAST 

(URL: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) の  Nucleotide BLAST による  SSU 

rRNA 遺伝子配列の相同性検索を行った。 マルチプルアライメント には、Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 (MEGA7) (URL: 

http://www.megasoftware.net/) (Kumar et al., 2016) および CLISTAL W プログラム 

(Thompson et al., 1994) を用いた 。その後、近隣結合法 (Saitou and Nei, 1987) で系統

樹を作成した。近隣結合法の計算には、Tamura 3-parameter (T92 94 model) (Tamura, 

1992) を用い、ブートストラップ は 1,000 回とした (Felsenstein, 1985)。既知の微胞子

虫のSSU rRNA遺伝子配列をNCBI (GenBank) より引用した。引用した塩基配列は、Table 

3 に示した。外群にはカビの 1 種である Kickxella alabastrina (AF007537) の SSU rRNA

配列を用いた。 
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Table 3 系統樹の作成に使用した微胞子虫の株名とその Accession Number 一覧 

 
 塩基配列はいずれも NCBI (GenBank) より取得した。 

  

No. Strain Accession No.
1 Encephalitozoon cuniculi L07255
2 Endoreticulatus bombycis AY009115
3 Glugea plecoglossi KY882286
4 Kneallhazia solenopsae AF031538
5 Nosema apis U26534
6 Nosema bombycis  SES-NU D85503
7 Nosema  furnacalis U26532
8 Paranosema grylli AY305325
9 Paranosema locustae AY305324
10 Paranosema whitei AY305323
11 Pleistophora sp. Sd-Nu-IW8201 D85500
12 Systenostrema alba AY953292
13 Tubulinosema acridophagus AF024658
14 Trachipleistophora sp. AH2006a DQ403816
15 Trachipleistophora hominis AJ002605
16 Trachipleistophora sp. OSL-2012-10 LC052202
17 Trachipleistophora sp. KNSL-2015-2 LC422327
18 Trachipleistophora sp. YGSL-2015-10 LC422325
19 Trachipleistophora sp. YGSL-2015-11 LC422326
20 Vairimorpha  sp. NIS-M11 D85501
21 Vairimorpha  sp. NIS-M12 D85502
22 Vavraia culicis AJ252961
23 Vavraia culicis subsp. floridensis XR_552272
24 Vavraia sp. KNSL-2015-3 LC422328
25 Vavraia sp. YGSL-2015-12 LC422329
26 Vavraia sp. YGSL-2015-13 LC422330
27 Vavraia sp. YGSL-2015-14 LC422331
28 Vittaforma corneae U11046
29 Kickxella alabastrina AF007537
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結果 

1. シオカラトンボからの微胞子虫の分離 

神奈川県藤沢市で捕獲されたシオカラトンボ 1,016 頭を磨砕した結果、14 株の胞子液を

得た。この中から 4 株 (FOA-2014-2、FOA-2014-10、FOA-2014-12、FOA-2014-13) を選

抜して、胞子サイズ測定と遺伝子配列解析に供した。 

 

2. トンボ目昆虫由来微胞子虫株の胞子サイズ 

FOA-2014-2 の胞子サイズの長径と短径は 4.08±0.16×2.35±0.18 µm、FOA-2014-10 は

4.42±0.28×2.35±0.14 µm、FOA-2014-12 は 4.86±0.28×2.57±0.14 µm、FOA-2014-13

は 4.02±0.14×1.83±0.11 µm であった (Table 4)。FOA-2014-2 は T. hominis (4.00×2.40 

µm) に、FOA-2014-12 は Vavraia sp. YGSL-2015-12 (4.87×2.73 µm) と V. culicis subsp. 

floridensis (4.70×2.70 µm) に、FOA-2014-13 は Vairimorpha sp. NIS-M11 (3.90×1.70 

µm) に近似した胞子サイズであった (Fig. 3)。FOA-2014-10 には特に近似した既知微胞子

虫株がなく、V. culicis (4.50×2.57 µm) と T. hominis (4.00×2.40 µm) と P. grylli (4.60×

2.15 µm) の間に位置した (Fig. 3)。 
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Table 4 供試株と既知微胞子虫株の胞子サイズ  

 

 点線上部に供試株、下部に既知微胞子虫株のデータを示した。  

  

Length (mean±S.D.) Width (mean±S.D.)
FOA-2 4.08±0.16 2.35±0.18 ―
FOA-10 4.42±0.28 2.35±0.14 ―
FOA-12 4.86±0.28 2.57±0.14 ―
FOA-13 4.02±0.14 1.83±0.11 ―
Nosema bombycis NIS-001 3.60 2.20 Kawarabata (2003)
Paranosema grylli 4.60 2.15 Sokolova and Lange (2002)
Paranosema locustae 5.25 3.00 Sokolova and Lange (2002)
Trachipleistophora extenrec 4.60 2.70 Vávra et al . (2011)
Trachipleistophora hominis 4.00 2.40 Field et al . (1996)
Trachipleistophora sp. OSL-2012-10 4.54 2.66 Shigano et al . (2015)
Vairimorpha  sp. NIS-M11 3.90 1.70 Kawarabata (2003)
Vavraia culicis 4.50 2.57 Lobo et al . (2006)
Vavraia culicis subsp. floridensis 4.70 2.70 Vávra and Becnel (2007)
Vavraia sp. YGSL-2015-12 4.87 2.73 Imura et al . (2019)
Vavraia sp. YGSL-2015-13 5.36 2.91 Imura et al . (2019)

Spore size (µm)
Strain Reference



 

 
 

29 

 

Fig.  3 胞子サイズの分布  

 右側の凡例には分布図内の各マーカーに対応する微胞子虫の株名を示した。  
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3. SSU rRNA 遺伝子配列による分子系統解析 

 SSU rRNA 遺伝子配列解析の結果、FOA-2014-2 と FOA-2014-10 は T. hominis の配列

と 99.8%、FOA-2014-12 は Vavraia sp. YGSL-2015-13 の配列と 99.9%、FOA-2014-13 は

P. grylli の配列と 98.1%の配列相同性を示した (Table 5)。 

 系統樹においても、FOA-2014-2とFOA-2014-10はT. hominis、FOA-2014-12はVavraia 

sp. YGSL-2015-12 と Vavraia sp. YGSL-2015-13、FOA-2014-13 は P. grylli と同じクラス

ターに分類されており、相同性を示した種と同様の結果となった (Fig. 4)。 
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Table 5 SSU rRNA 遺伝子配列の BLAST による相同性検索結果  

Strain Rank Description Query Cover (%) Ident (%) Accession No. 
1 Trachipleistophora hominis 100 99.77 AJ002605
2 Trachipleistophora sp. YGSL-2015-11 100 99.61 LC422326
3 Trachipleistophora sp. YGSL-2015-10 100 99.54 LC422325
4 Trachipleistophora sp. OSL-2012-10 100 99.54 LC052202
5 Trachipleistophora sp. KNSL-2015-2 100 99.30 LC422327
1 Trachipleistophora hominis 100 99.77 AJ002605
2 Trachipleistophora sp. YGSL-2015-11 100 99.61 LC422326
3 Trachipleistophora sp. YGSL-2015-10 100 99.54 LC422325
4 Trachipleistophora sp. OSL-2012-10 100 99.54 LC052202
5 Trachipleistophora sp. KNSL-2015-2 100 99.30 LC422327
1 Vavraia sp. YGSL-2015-13 100 99.92 LC422330
2 Vavraia sp. YGSL-2015-12 100 99.85 LC422329
3 Vavraia sp. KNSL-2015-3 100 99.00 LC422328
4 Vavraia culicis subsp. floridensis 100 99.00 XR_552272
5 Vavraia culicis 100 98.69 AJ252961
1 Paranosema grylli 100 98.12 AY305325
2 Paranosema whitei 100 97.22 AY305323
3 Antonospora locustae 100 96.78 AY376351
4 Nosema oryzaephili 100 96.62 HM002483
5 Paranosema locustae 100 96.48 AY305324

FOA-2014-2

FOA-2014-10

FOA-2014-12

FOA-2014-13
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Fig. 4 SSU rRNA 遺伝子配列比較による系統樹 

 赤は Trachipleistophora 属、青は Vavraia 属、紫は Paranosema 属をそれぞれ示す。本

論文で解析した株には＊を付けた。数字はブートストラップ値を示す。 
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考察 

 トンボ目昆虫からの微胞子虫分離例としては、Larsson (1986, 1988, 1990) によって報告

されており、キバネルリボシヤンマ Aeshna grandis (Linnaeus) (トンボ目: ヤンマ科) か

らの微胞子虫 Systenostrema alba と Resiomeria odonatae、ヨツボシトンボ Libellula 

quadrimaculata (Linnaeus) (トンボ目 : トンボ科 ) からの微胞子虫 Systenostrema 

candida、Coenagrion hastulatum (Chapentier) (トンボ目: イトトンボ科) からの微胞子虫

Nudispora biformis の分離報告が挙げられる。これらは、いずれもスウェーデンで捕獲さ

れたヤゴから分離されたものである。日本においてトンボ目昆虫からの微胞子虫分離例は

ないため、本研究による報告は、国内初事例となった。 

胞子サイズ測定と SSU rRNA 遺伝子配列解析の結果より、各供試微胞子虫株の属を推定

した。FOA-2014-2 は，胞子サイズの比較において T. hominis と近似しており，SSU rRNA

遺伝子配列解析においても Trachipleistophora 属のクラスターに収束し、T. hominis と

99.8%と高い相同性を示したため、Trachipleistophora 属であると推定した。FOA-2014-10

は、胞子サイズの近似株が確認されず、V. culicis と T. hominis と P. grylli の間に位置し

た。SSU rRNA 遺伝子配列解析では、Trachipleistophora 属のクラスターに収束し、T. 

hominis の 配 列 と 99.8% と 高 い 相 同 性 を 示 し た 。 よ っ て 、 FOA-2014-10 は

Trachipleistophora 属の可能性が高いものの、他属の可能性も否定できない。FOA-2014-12

は、胞子サイズの比較において Vavraia sp. YGSL-2015-12 と近似し、SSU rRNA 遺伝子

配列解析では Vavraia 属のクラスターに収束し、Vavraia sp. YGSL-2015-13 と 99.9%の高

い相同性を示したため、Vavraia 属微胞子虫であると示唆された。FOA-2014-13 は、胞子

サイズ測定では Vairimorpha sp. NIS-M11 の値に近似したが、SSU rRNA 遺伝子配列解析

では Paranosema 属のクラスターに所属し、P. grylli の 98.1%の相同性を示した。一方、

胞子サイズについては、Paranosema 属のいずれの既知微胞子虫株とも近似性はなく、P. 

grylli の SSU rRNA 遺伝子配列との相同性の数値からも、FOA-2014-13 は Paranosema 属

系統の新種である可能性が示唆された。 

 本章の研究では、トンボ目昆虫から分離した微胞子虫株の中には、Trachipleistophora 属
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や Vavraia 属といった大型の胞子サイズの昆虫感染性微胞子虫が含まれていた。

Trachipleistophora 属微胞子虫の日本初報告は、2012 年に東京都小笠原諸島で捕獲された

ハスモンヨトウからの分離記録である  (Shigano et al., 2015)。第 1 章より、この

Trachipleistophora 属微胞子虫株 (T. haruka) は，既知株とは異なる特異な孵化特性を持

っていることが明らかとなった。よって、トンボ目昆虫から分離した大型の胞子サイズの供

試株も T. haruka と同様の特性を持つ可能性がある。そこで、大型の胞子サイズの昆虫感染

性微胞子虫の特性をさらに詳しく明らかにするために、4 株の中から FOA-2014-10 を選抜

し、以降の実験に供試した。 
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第 3 章 他の昆虫感染性大型微胞子虫の生物学的特性 
序論 

第 1 章では、2012 年に東京都小笠原諸島父島で捕獲されたハスモンヨトウより検出され

た微胞子虫株 (T. haruka) は、既知微胞子虫株とは異なる特異な孵化特性を有しているこ

とを明らかにした。よって、他の Trachipleistophora 属をはじめとする大型の胞子サイズ

の昆虫感染性微胞子虫にも同様の特性を有する可能性が想定された。 

そこで、本章では、供試微胞子虫株とした 2014 年に神奈川県藤沢市で捕獲したシオカラ

トンボより分離された Trachipleistophora sp. FOA-2014-10 (Trachipleistophora sp. FOA) 

と 2015 年に山口県山口市で捕獲したハスモンヨトウより分離された Vavraia sp. YGSL-

2015-13 (Vavraia sp. YGSL) について T. harukaと同様の孵化特性を有するかを調査した。

Vavraia 属微胞子虫は Trachipleistophora 属と同様に大型の胞子サイズを持つ属である。

Trachipleistophora sp. FOA は、第 2 章で実施した SSU rRNA 遺伝子配列解析では

Trachipleistophora 属のクラスターに収束した株である。Vavraia sp. YGSL は、Imura et 

al. (2019) によって SSU rRNA 遺伝子配列解析が行われ、Vavraia 属のクラスターに分類

された株である。この 2 株に対照として Nb-NIS を加え、T. haruka と同条件で生物学的特

性を調査した。また、第 1 章の T. haruka の結果との比較を行い、昆虫感染性大型微胞子

虫株の生物学的特性について検討した。 
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材料および方法 

1. 供試微胞子虫株 

 供試微胞子虫株として、Trachipleistophora sp. FOA と Vavraia sp. YGSL を用いた。

Trachipleistophora sp. FOA は、2014 年に神奈川県藤沢市で捕獲されたシオカラトンボか

ら分離され (Fig. 5)、第 2 章で胞子サイズの長径と短径は 4.42±0.28×2.35±0.14 µm、

SSU rRNA 遺伝子配列解析では Trachipleistophora 属と推定された株である。Vavraia sp. 

YGSL は、2015 年に山口県山口市で捕獲されたハスモンヨトウから分離された (Fig. 6)。

胞子サイズの長径と短径は 5.36±0.40×2.91±0.20 µm で、SSU rRNA 遺伝子配列解析に

より Vavraia 属と推定された株である (Imura et al., 2019)。なお、対照区には第 1 章と同

様に Nb-NIS を用いた。これらの供試株は蒸留水 (D.W.) とともに 4℃の条件下で保存した

ものを用いた。 

Fig. 5 Trachipleistophora sp. FOA の胞子写真 

Bar は 10 µm を示す。 

Fig. 6 Vavraia sp. YGSL の胞子写真 

Bar は 10 µm を示す。 
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2. 各処理条件における孵化率の測定 

 胞子の孵化特性を調べるため、蒸留水 (D.W.)、生理食塩水 (0.85% (w / v) NaCl )、水酸

化カリウム水溶液 (0.1 M KOH )、塩化カリウム水溶液 (0.1 M KCl ) と過酸化水素水 (3% 

(w / v) H₂O₂) の混合液で孵化処理を行い、孵化率を測定した。また、胞子の孵化に対する

温度の影響を調べるため、4℃および 25℃の条件下で 3 回反復して孵化率の測定実験を行

った。実験方法は、第 1 章の材料および方法の 2 に従った。 

 

3. Trachipleistophora sp. FOA-2014-10 における NaCl の最適孵化濃度の調査 

 昆虫培養細胞への接種実験では微胞子虫胞子の孵化処理に KOH を使用するが、

Trachipleistophora sp. FOA は KOH で孵化しにくいため、NaCl を用いて孵化処理を行う

ことにした。そこで、最も孵化に適した NaCl の濃度を確かめるための実験を行った。 

 

3.1. NaCl の濃度の違いによる孵化率 

 供試微胞子虫株には Trachipleistophora sp. FOA を用いた。胞子の孵化処理には、0.85%、

1.5%、3.0%、5.0%、10.0%の濃度に調整した NaCl と対照区として蒸留水を用いた。実験

は、室温 (25℃) 条件下で実施した。 

胞子液 100 µl を遠心分離機 Centrifuge 5415D で 3,000 rpm 10 分間遠心した。遠心後、

上澄みを取り除き、胞子を孵化させるために、0.85%、1.5%、3.0%、5.0%、10.0%の NaCl

と蒸留水をそれぞれ 1 ml ずつ入れ 60 分間静置した。静置後、3,000 rpm 10 分間遠心操作

を行い、遠心後上澄みを取り除き、0.25% (w / v) トリプシン溶液を 500 µl 加え、40 分間

静置することで極糸を融解・除去した。静置後、3,000 rpm 10 分間遠心分離を行い、上澄

みを取り除き、蒸留水を 100 µl 加え、測定用試料とした。この測定用胞子液をよく撹拌し、

セルカウンタープレート改良ノイバウエルタイプに 6 µl ずつ滴下し、位相差顕微鏡

OPTIPHOT-2 (倍率×400) を用いて孵化胞子数と未孵化胞子数を計測した。孵化率は、未

孵化胞子数÷全胞子数×100 により算出した。 
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3.2. NaCl の濃度と温度条件の違いによる孵化率 

 3.1.の結果をより詳細に検討するために、温度条件を加えて孵化特性を調べた。孵化処理

には、0.85%と 3.0%の NaCl と蒸留水、供試微胞子虫株には Trachipleistophora sp. FOA

と対照として Nb-NIS を用いた。また、温度による胞子の孵化の影響を調べるため、4℃お

よび 25℃の条件下で 3 回反復して実験を行った。 

 孵化処理と測定は、3.1.に従った。なお、4℃条件下の場合は、胞子の孵化処理操作中は氷

上、静置するときは 4℃にて行った。胞子数の計測は 4℃の低温室内で行った。25℃条件下

の場合は、実験前に 25℃に保温したウォーターバスの中で胞子液と 0.85%と 3.0%の NaCl

と蒸留水を 1 時間保温してから行い、実験操作は室温 (25℃) の条件下で実施した。 

 

4. カイコへの感染性・増殖率の調査 

Trachipleistophora sp. FOA と Vavraia sp. YGSL のカイコへの感染率を調べると同時に

胞子を回収し、生体内における胞子増殖率を算出した。 

供試昆虫には、株式会社高原社より購入した実用系統のカイコ (錦秋×鐘和) を使用した。

カイコを飼育する際の飼料には、シルクメイト  2S を用いた。供試微胞子虫株には

Trachipleistophora sp. FOA と Vavraia sp. YGSL を用いて、1 頭当たりの接種胞子数が 1.0

×10²、1.0×10⁴、1.0×10⁶、1.0×10⁶、1.0×10⁷ spore となる 5 つの接種条件を設定した。

対照として、D.W.と Nb-NIS (1.0×10⁴ spore / 頭) 処理の 2 つの条件を設けた。接種頭数

は 1 区当たり 20 頭、対照区では 10 頭とした。 

微胞子虫胞子を接種する前日にカイコ 2 齢幼虫を絶食させた。寿司容器に、各濃度に調

整した胞子液をそれぞれ 60 µl ずつ滴下したシルクメイト 2S (2.0×2.0×0.2cm) を 1 枚ずつ

入れた。対照区では、シルクメイト 2S (1.4×1.4×0.2cm) に胞子液または D.W.を 30 µl 滴

下した。胞子液をシルクメイト片に染み込ませた後、1 日間絶食させたカイコの 2 齢幼虫を

20 頭ずつ入れ、摂食させた。摂食後は、シルクメイト片を適宜与えながら、27℃ 16 L : 8 

D で集団飼育した。飼育は 5 齢幼虫になるまで行った。飼育時は 5 日ごとに観察し、感染

状況を確かめた。 
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 感染率を求めるため、飼育途中で死亡した個体と 5 齢幼虫まで成長した個体を磨砕した。

カイコを 1 頭ずつ乳鉢に入れ、D.W.を 1 ml 加えて乳棒ですり潰して磨砕した。磨砕液をス

ライドガラスに滴下してプレパラートを作製し、システム顕微鏡 BX53 (×400) で任意の 5

視野を観察して胞子の有無を確認した。胞子を確認した場合は、5 視野の胞子数を計測し、

感染程度の判定を行った。感染程度は、5 視野の合計胞子数から 1 視野当たりの平均胞子数

を算出し、0 胞子を-、1~10 胞子を+、11~100 胞子を++、101 胞子以上を+++と判断して、

++以上を重度感染とした。磨砕結果より感染率を算出した。感染率 (%) は、感染個体数÷

全接種個体数×100 により算出した。磨砕を行う際、数個体を解剖して感染した際の生体内

の状態を確認した。 

 胞子回収を行うため、全個体の磨砕液をブレンダーでさらに撹拌した。撹拌後の磨砕液を

医療ガーゼ (Kawamoto, Co.) で包んだ白十字綿 (Hakujuji Co., Ltd.) でろ過し、4℃下で

1 日静置した。静置後、滅菌 D.W.を加えながら、遠心機 LC-200 (Tomy Seiko Co., Ltd.) を

用いて 3,000 rpm で 10 分間遠心して粗精製を行った。遠心後、上澄みを取り除き、滅菌

D.W.を加え、4℃下で保存した。 

 増殖率を求めるため、胞子回収後の胞子液の胞子濃度を算出した。胞子液をよく撹拌し、

セルカウンタープレート改良ノイバウエルタイプに滴下して胞子数を計測した。計測値よ

り、胞子液全量内の胞子数を算出した。その後、胞子増殖率 (%) を回収胞子液全量内の胞

子数÷接種胞子数×100 により算出した。 
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結果 

1. 各処理条件における孵化率 

1.1. Trachipleistophora sp. FOA 

Trachipleistophora sp. FOA と対照区の Nb-NIS の各処理条件における孵化率測定の結

果を Table 6 に示した。第 1 章の T. haruka と同じ 4 条件で孵化率を測定した結果、

Trachipleistophora sp. FOA の蒸留水処理の孵化率の平均値は、4℃で 2.0%、25℃で 4.1%

であった。これに対して、対照区の Nb-NIS の蒸留水処理の孵化率の平均値は、4℃で 3.3%、

25℃で 4.6%であった。次に Trachipleistophora sp. FOA の 0.85% (w / v) NaCl 処理の孵

化率は、4℃下で 1 回目 4.7%、2 回目 1.1%、3 回目 3.0%、平均 2.9%であった。25℃下で

は、1 回目 52.9%、2 回目 28.6%、3 回目 22.2%、平均 34.6%であった。一方、対照区の Nb-

NIS の 0.85% (w / v) NaCl 処理の孵化率の平均値は、4℃で 1.3%、25℃で 4.6%であった。

0.1 M KOH 処理による Trachipleistophora sp. FOA の孵化率は、4℃下で 1 回目 1.8%、2

回目 0.6%、3 回目 3.2%、平均 1.9%であった。25℃下では、1 回目 18.9%、2 回目 6.4%、

3 回目 5.4%、平均値 10.2%であった。0.1 M KOH による処理の孵化率は、4℃と 25℃とも

に 20%を下回る値であった。一方、対照区の Nb-NIS の 0.1 M KOH による処理の孵化率

の平均は、4℃で 63.0%、25℃で 84.5%であった。最後に、Trachipleistophora sp. FOA の

0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂処理の孵化率の平均値は、4℃下で 70.3%、25℃下で 77.7%で

あった。対して対照区の Nb-NIS の 0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂処理の孵化率の平均は、

4℃で 75.2%、25℃で 76.3%であった。 

以上の結果より、対照の Nb-NIS において 0.1 M KOH と 0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂

処理の 2 条件で胞子の孵化が確認され、その孵化率は温度に関係なく 70%前後であること

が明らかになった。Trachipleistophora sp. FOA において、蒸留水 (4℃・25℃) と 0.85% 

(w / v) NaCl (4℃) 処理での孵化率の平均は 5%以下であったが、0.85% (w / v) NaCl (25℃) 

処理の孵化率の平均値は 34.6%、0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂ (4℃・25℃) 処理では 70%

を超えた。一方で、0.1 M KOH 処理の平均孵化率は 4℃で 1.9%、25℃で 10.0%となってお

り、0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂ (4℃・25℃) 処理よりも低かった。 
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Table 6 Trachipleistophora sp. FOA および Nb-NIS の各条件における孵化率  

 
D.W.: 蒸留水、NaCl: 生理食塩水  (0.85% (w /v) NaCl)、KOH: 0.1 M 水酸化カリウム水溶液、KCl+H₂O₂ :  0.1 M

塩化カリウム水溶液と 3% (w /  v) 過酸化水素水の混合液  

 

FOA-2014-10 D.W. 0 0 6.1 2.0 8.3 1.3 2.8 4.1

NaCl 4.7 1.1 3.0 2.9 52.9 28.6 22.2 34.6

KOH 1.8 0.6 3.2 1.9 18.9 6.4 5.4 10.2

KCl+H₂O₂ 70.3 70.3 70.3 70.3 76.7 79.2 77.2 77.7

Nb -NIS D.W. 3.7 0 6.1 3.3 4.8 6.9 2.2 4.6

NaCl 0 3.0 0.7 1.3 3.5 4.9 5.5 4.6

KOH 70.5 47.6 71.0 63.0 83.7 88.0 81.8 84.5

KCl+H₂O₂ 75.9 76.5 73.3 75.2 69.4 81.6 77.9 76.3

2nd 3rd Ave.
Strain Condition

Percentage of germination  (%)
4℃ 25℃

1st 2nd 3rd Ave. 1st
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1.2. Vavraia sp. YGSL 

Vavraia sp. YGSL と対照区の Nb-NIS の各条件における孵化率測定の結果を Table 7 に

示した。T. haruka と Trachipleistophora sp. FOA と同じ 4 条件で孵化率を測定した結果、

Vavraia sp. YGSL の蒸留水による処理の孵化率の平均は、4℃で 2.6%、25℃で 22.2%であ

った。これに対して、対照の Nb-NIS の蒸留水処理の孵化率の平均は、4℃で 1.2%、25℃

で 1.8%であった。0.85% (w /v) NaCl 処理において、Vavraia sp. YGSL の孵化率は、4℃下

で 1 回目 9.5%、2 回目 10.1%、3 回目 0%、平均 6.5%であった。25℃下では、1 回目 55.6%、

2 回目 50.2%、3 回目 38.8%と、いずれも 35%を超え、平均値 48.2%となった。一方、対照

区の Nb-NIS の 0.85% (w /v) NaCl 処理の孵化率の平均は、4℃で 3.2%、25℃で 5.9%であ

った。次に、Vavraia sp. YGSL の 0.1 M KOH 処理の孵化率は、4℃下で 1 回目 59.3%、2

回目 66.7%、3 回目 58.8%、平均 61.6%であった。25℃下では、1 回目 61.3%、2 回目 59.2%、

3 回目 49.0%、平均値 56.5%であった。一方、対照区の Nb-NIS の 0.1 M KCl + 3% (w / v) 

H₂O₂による処理の孵化率の平均は、4℃で 84.8%、25℃で 65.3%であった。0.1 M KCl + 

3% (w / v) H₂O₂処理による孵化率については、Vavraia sp. YGSL では、4℃下で 1 回目

57.6%、2 回目 63.6%、3 回目 56.7%、平均 59.3%であった。25℃下では、1 回目 48.6%、

2 回目 55.9%、3 回目 45.6%、平均値 50.0%であった。一方、対照の Nb-NIS では、4℃で

84.6%、25℃で 65.9%であった。 

以上の結果より、対照の Nb-NIS において 0.1 M KOH と 0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂

処理の 2 条件で胞子の孵化を確認し、その孵化率の平均は温度に関係なく 60%以上であっ

た。Vavraia sp. YGSL において、蒸留水 (4℃) と 0.85% (w /v) NaCl (4℃) の孵化率は 0-

11%、蒸留水 (25℃) では 20%前後であったが、0.85% (w /v) NaCl (25℃)、0.1 M KOH 

(4℃・25℃)、0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂ (4℃・25℃) ではおおむね 50%を超えた。 
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Table 7 Vavraia sp. YGSL および Nb-NIS の各条件における孵化率  

 
D.W.: 蒸留水、NaCl: 生理食塩水  (0.85% (w /v) NaCl)、KOH: 0.1 M 水酸化カリウム水溶液、KCl+H₂O₂ :  0.1 M

塩化カリウム水溶液と 3% (w /  v)  過酸化水素水の混合液  

 

 

YGSL-2015-13 D.W. 0 5.5 2.2 2.6 20.5 28.1 18.0 22.2

NaCl 9.5 10.1 0 6.5 55.6 50.2 38.8 48.2

KOH 59.3 66.7 58.8 61.6 61.3 59.2 49.0 56.5

KCl+H₂O₂ 57.6 63.6 56.7 59.3 48.6 55.9 45.6 50.0

Nb -NIS D.W. 0 3.7 0 1.2 1.5 0.7 3.1 1.8

NaCl 4.7 0 5.1 3.2 3.5 4.9 9.2 5.9

KOH 85.6 81.5 87.2 84.8 58.2 65.2 72.4 65.3

KCl+H₂O₂ 88.8 82.5 82.4 84.6 69.9 53.0 74.7 65.9

2nd 3rd Ave.
Strain Condition

Percentage of germination  (%)
4℃ 25℃

1st 2nd 3rd Ave. 1st
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1.3. 3 種の昆虫感染性大型微胞子虫の孵化率の比較 

 本研究に用いた昆虫感染性大型微胞子虫 3 株、T. haruka、Trachipleistophora sp. FOA、

Vavraia sp. YGSL と対照の Nb-NIS の各処理条件での平均孵化率を Table 8 に示した。 

 0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂ (4℃・25℃) 処理では、3 株とも Nb-NIS と同様に孵化を

確認した。0.1 M KOH (4℃・25℃) 処理では、T. haruka と Vavraia sp. YGSL は Nb-NIS

と同様に孵化したが、Trachipleistophora sp. FOA の孵化率は、4℃で 1.9%、25℃で 10.2%

と低かった。Nb-NIS においては、蒸留水と 0.85% (w /v) NaCl 処理では温度条件にかかわ

らず孵化率は 6%以下であったが、昆虫感染性大型微胞子虫 3 株は 25℃条件下での 0.85% 

(w /v) NaCl による処理で 30%以上の孵化率を示した (Table 8)。 

 よって、この 3 種の供試株の昆虫感染性大型微胞子虫の孵化には K⁺以外に温度変化と

0.85% (w /v) NaCl が関与していることが明らかとなった。また、T. haruka と Vavraia sp. 

YGSL は同じ孵化特性を示したが、Trachipleistophora sp. FOA ではこれら 2 株と異なる

孵化特性を示した。 

 

Table 8 各処理条件における平均孵化率の総括表 

 

  

 

 

 

4℃ D.W. 11.4 2.0 2.6 2.5

NaCl 14.3 2.9 6.5 5.4

KOH 33.8 1.9 61.6 79.6

KCl+H₂O₂ 34.1 70.3 59.3 84.0

25℃ D.W. 11.8 4.1 22.2 2.1

NaCl 31.0 34.6 48.2 1.6

KOH 40.7 10.2 56.5 83.2

KCl+H₂O₂ 37.6 77.7 50.0 77.6

Condition
T. haruka FOA YGSL Nb -NIS

Average germination rate (%)
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2. Trachipleistophora sp. FOA-2014-10 における NaCl の最適孵化濃度 

2.1. NaCl の濃度の違いによる孵化率 

 5 つの濃度の NaCl で孵化処理をした Trachipleistophora sp. FOA の孵化率は、0.85%濃

度で 25.1%、1.5%濃度で 36.8%、3.0%濃度で 52.4%、5.0%濃度で 23.9%、10.0%濃度で

30.5%となった (Table 9)。対照とした蒸留水処理の孵化率は 5.5%であった (Table 9)。よ

って、3.0%濃度の NaCl による処理の孵化率が最も高い結果となった。 

 

Table 9 NaCl の濃度の違いによる Trachipleistophora sp. FOA の孵化率 

 

 

 

2.2. NaCl の濃度と温度の違いによる孵化率 

 Trachipleistophora sp. FOA と対照の Nb-NIS について、NaCl 濃度と温度条件を組み合

わせて実施した孵化率測定結果を Table 10 に示した。その結果、Trachipleistophora sp. 

FOA の 0.85% (w / v) NaCl による処理の孵化率は、4℃下で 1 回目 11.2%、2 回目 12.3%、

3 回目 4.4%、平均 9.3%であった。25℃下では、1 回目 30.5%、2 回目 27.4%、3 回目 30.9%、

平均値 29.6%であった。一方、対照の Nb-NIS の 0.85% (w / v) NaCl による処理の孵化率

の平均は、4℃で 2.8%、25℃で 4.8%であった。3.0%NaCl 処理では、Trachipleistophora 

sp. FOA の孵化率は、4℃下で 1 回目 25.6%、2 回目 31.8%、3 回目 32.7%、平均 30.0%で

あった。25℃下は、1 回目 71.4%、2 回目 65.3%、3 回目 66.1%、3 回とも 60%を超え、平

均値 67.6%であった。一方、対照の Nb-NIS の 3.0%NaCl による処理の孵化率の平均は、

4℃で 4.8%、25℃で 5.9%であった。蒸留水処理における Trachipleistophora sp. FOA の孵

Concentration of NaCl (%) Percentage of germination (%)

0.85 25.1

1.5 36.8

3.0 52.4

5.0 23.9

10.0 30.5

D.W. 5.5
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化率の平均は、4℃で 2.3%、25℃で 1.5%、一方、対照の Nb-NIS では、4℃で 2.7%、25℃

で 2.0%であった。 

 よって、Trachipleistophora sp. FOA では 25℃条件下の 3.0%NaCl での孵化率が最も高

くなった。 
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Table 10 Trachipleistophora sp. FOA と Nb-NIS の NaCl 濃度と温度の違いによる孵化率  

 

各条件における孵化率とその平均値を示した。  

 

FOA-2014-10 0.85%NaCl 11.2 12.3 4.4 9.3 30.5 27.4 30.9 29.6

3.0%  NaCl 25.6 31.8 32.7 30.0 71.4 65.3 66.1 67.6

D.W. 1.7 3.3 1.8 2.3 2.5 2.0 0 1.5

Nb -NIS 0.85%NaCl 1.3 1.7 5.5 2.8 1.2 4.9 8.1 4.8

3.0%  NaCl 1.6 7.1 5.6 4.8 1.0 5.6 11.0 5.9

D.W. 0.1 1.6 6.2 2.7 0.5 0 5.5 2.0

1st 2nd 3rd Ave.
Strain Condition 25℃4℃

Percentage of germination  (%)

1st 2nd 3rd Ave.
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3. カイコへの感染率 

Trachipleistophora sp. FOA をカイコに接種した結果、感染率は 1.0×10² (spore / 頭) 

区と 1.0×10⁴ (spore / 頭) 区で 0% (Table 11, 12)、1.0×10⁵ (spore / 頭) 区で 20% (Table 

13)、1.0×10⁶ (spore / 頭) 区で 85% (Table 14)、1.0×10⁷ (spore / 頭) 区で 70%であっ

た (Table 15)。どの接種濃度区においても 90%以上の個体が 5 齢まで成長した。1.0×10⁵ 

(spore / 頭) 区では、感染した 4 個体のうち 3 個体が重度感染した (Table 13)。1.0×10⁶ 

(spore / 頭) 区では感染した 17 個体のうち 10 個体 (Table 14)、1.0×10⁷ (spore / 頭) 区

では感染を確認した 14 個体のうち 9 個体が重度感染個体であった (Table 15)。経過観察中

の死亡個体は、どの区においても 2 頭以下、うち感染を確認したのは 1.0×10⁷ (spore / 頭) 

区の 4 齢で死亡した 1 個体のみであったが、その感染程度は軽度であった (Table 15)。こ

れに対して、Vavraia sp. YGSL のカイコへの感染率は、1.0×10² (spore / 頭) 区と 1.0×

10⁴ (spore / 頭) 区で 0% (Table 16, 17)、1.0×10⁵ (spore / 頭) 区で 30% (Table 18)、1.0

×10⁶ (spore / 頭) 区で 100% (Table 19)、1.0×10⁷ (spore / 頭) 区で 95%で (Table 20)、

どの接種濃度区においても 90%以上の個体が 5 齢まで成長した。1.0×10⁵ (spore / 頭) 区

で感染した 6 個体は全て軽度感染であった (Table 18)。1.0×10⁶ (spore / 頭) 区と 1.0×

10⁷ (spore / 頭) 区ではいずれも 19 個体で感染を確認し、そのうち 16 個体が重度感染個

体であった (Table 19, 20)。経過観察中に死亡した個体が 1.0×10² (spore / 頭) 区と 1.0×

10⁵ (spore / 頭) 区で 1 頭ずつ発生したが、生育ステージはそれぞれ 2 齢と 5 齢であった 

(Table 16, 18)。1.0×10⁵ (spore / 頭) 区の死亡個体の感染程度は軽度感染であった (Table 

18)。1.0×10⁶ (spore / 頭) 区では 3 頭の 5 齢死亡個体を、1.0×10⁷ (spore / 頭) 区では 4

齢と 5 齢の死亡個体をそれぞれ 2 頭ずつ確認したが、死亡個体はいずれも重度感染してい

た (Table 19, 20)。なお、1.0×10⁶ (spore / 頭) 区においては、接種後の経過観察中に 1 頭

損失した。損失理由としては、餌替え時の作業の過誤が挙げられる。Trachipleistophora sp. 

FOA と Vavraia sp. YGSL とを比べると、後者のほうが高い感染率を示した。対照の D.W.

区での感染率は、0% (Table 21)、また、Nb-NIS 接種区の感染率は 100%であった (Table 

22)。また、1.0×10⁶ (spore / 頭) 区の個体を解剖したところ、絹糸腺で白いシストが観察
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された (Fig. 7)。このような状態の絹糸腺は、Trachipleistophora sp. FOA と Vavraia sp. 

YGSL の両方で確認された。 
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Table 11 Trachipleistophora sp. FOA の 1.0×10² (spore / 頭) 区の磨砕結果 

 

 感染程度は、検鏡時の 5 視野の合計胞子数から 1 視野当たりの平均胞子数を算出し、0 胞

子を-、1~10 胞子を+、11~100 胞子を++、101 胞子以上を+++と判断して、++以上を重度

感染として評価した。 

  

経過日数 5視野胞子数

(日) (spore)

1 4 18 0 -

2 5 18 0 -

3 5 18 0 -

4 5 18 0 -

5 5 18 0 -

6 5 18 0 -

7 5 18 0 -

8 5 18 0 -

9 5 18 0 -

10 5 18 0 -

11 5 18 0 -

12 5 18 0 -

13 5 18 0 -

14 5 18 0 -

15 5 18 0 -

16 5 18 0 -

17 5 18 0 -

18 5 18 0 -

19 5 18 0 -

20 5 18 0 -

No. 感染程度齢期

感染率 0%
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Table 12  Trachipleistophora sp. FOA の 1.0×10⁴ (spore / 頭) 区の磨砕結果 

 

 ＊は死亡個体を示した。感染程度は、検鏡時の 5 視野の合計胞子数から 1 視野当たりの

平均胞子数を算出し、0 胞子を-、1~10 胞子を+、11~100 胞子を++、101 胞子以上を+++と

判断して、++以上を重度感染として評価した。 

  

経過日数 5視野胞子数

(日) (spore)

1 5 ＊ 15 0 -

2 5 18 0 -

3 5 18 0 -

4 5 18 0 -

5 5 18 0 -

6 5 18 0 -

7 5 18 0 -

8 5 18 0 -

9 5 18 0 -

10 5 18 0 -

11 5 18 0 -

12 5 18 0 -

13 5 18 0 -

14 5 18 0 -

15 5 18 0 -

16 5 18 0 -

17 5 18 0 -

18 5 18 0 -

19 5 18 0 -

20 5 18 0 -

No. 齢期 感染程度

感染率 0%
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Table 13  Trachipleistophora sp. FOA の 1.0×10⁵ (spore / 頭) 区の磨砕結果 

 

 ＊は死亡個体を示した。感染程度は、検鏡時の 5 視野の合計胞子数から 1 視野当たりの

平均胞子数を算出し、0 胞子を-、1~10 胞子を+、11~100 胞子を++、101 胞子以上を+++と

判断して、++以上を重度感染として評価した。 

  

経過日数 5視野胞子数

(日) (spore)

1 4 ＊ 15 0 -

2 4 18 0 -

3 5 18 0 -

4 5 18 0 -

5 5 18 0 -

6 5 18 0 -

7 5 18 0 -

8 5 18 0 -

9 5 18 0 -

10 5 18 0 -

11 5 18 4 -

12 5 18 0 -

13 5 18 0 -

14 5 18 25 +

15 5 18 77 ++

16 5 18 76 ++

17 5 18 0 -

18 5 18 0 -

19 5 18 0 -

20 5 18 72 ++

No. 齢期 感染程度

感染率 20%
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Table 14  Trachipleistophora sp. FOA の 1.0×10⁶ (spore / 頭) 区の磨砕結果 

 

 感染程度は、検鏡時の 5 視野の合計胞子数から 1 視野当たりの平均胞子数を算出し、0 胞

子を-、1~10 胞子を+、11~100 胞子を++、101 胞子以上を+++と判断して、++以上を重度

感染として評価した。 

  

経過日数 5視野胞子数

(日) (spore)

1 5 18 122 ++

2 5 18 67 ++

3 5 18 63 ++

4 5 18 301 ++

5 5 18 51 +

6 5 18 0 -

7 5 18 76 ++

8 5 18 8 +

9 5 18 235 ++

10 5 18 0 -

11 5 18 79 ++

12 5 18 45 +

13 5 18 39 +

14 5 18 3 -

15 5 18 33 +

16 5 18 13 +

17 5 18 183 ++

18 5 18 69 ++

19 5 18 205 ++

20 5 18 14 +

No. 齢期 感染程度

感染率 85%
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Table 15  Trachipleistophora sp. FOA の 1.0×10⁷ (spore / 頭) 区の磨砕結果 

 

 ＊は死亡個体を示した。感染程度は、検鏡時の 5 視野の合計胞子数から 1 視野当たりの

平均胞子数を算出し、0 胞子を-、1~10 胞子を+、11~100 胞子を++、101 胞子以上を+++と

判断して、++以上を重度感染として評価した。また、測定不能は胞子濃度が非常に高いた

めに、その定量評価ができなかったことを示す。 

  

経過日数 5視野胞子数

(日) (spore)

1 3 ＊ 9 0 -

2 4 ＊ 14 41 +

3 5 18 0 -

4 5 18 15 +

5 5 18 146 ++

6 5 18 測定不能 +++

7 5 18 測定不能 +++

8 5 18 612 +++

9 5 18 0 -

10 5 18 0 -

11 5 18 31 +

12 5 18 60 ++

13 5 18 測定不能 +++

14 5 18 72 ++

15 5 18 0 -

16 5 18 9 +

17 5 18 54 ++

18 5 18 185 ++

19 5 18 0 -

20 5 18 25 +

No. 齢期 感染程度

感染率 70%
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Table 16 Vavraia sp. YGSL の 1.0×10² (spore / 頭) 区の磨砕結果 

 

＊は死亡個体を示した。感染程度は、検鏡時の 5 視野の合計胞子数から 1 視野当たりの

平均胞子数を算出し、0 胞子を-、1~10 胞子を+、11~100 胞子を++、101 胞子以上を+++と

判断して、++以上を重度感染として評価した。 

  

経過日数 5視野胞子数

(日) (spore)

1 2 ＊ 5 1 -

2 5 17 0 -

3 5 17 0 -

4 5 17 0 -

5 5 17 0 -

6 5 17 0 -

7 5 17 0 -

8 5 17 0 -

9 5 17 0 -

10 5 17 0 -

11 5 17 0 -

12 5 17 0 -

13 5 17 0 -

14 5 17 0 -

15 5 17 0 -

16 5 17 0 -

17 5 17 0 -

18 5 17 0 -

19 5 17 0 -

20 5 17 0 -

No. 齢期 感染程度

感染率 0%
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Table 17  Vavraia sp. YGSL の 1.0×10⁴ (spore / 頭) 区の磨砕結果 

 

 ＊は死亡個体を示した。感染程度は、検鏡時の 5 視野の合計胞子数から 1 視野当たりの

平均胞子数を算出し、0 胞子を-、1~10 胞子を+、11~100 胞子を++、101 胞子以上を+++と

判断して、++以上を重度感染として評価した。 

  

経過日数 5視野胞子数

(日) (spore)

1 4 ＊ 10 0 -

2 5 ＊ 17 0 -

3 5 17 0 -

4 5 17 0 -

5 5 17 0 -

6 5 17 0 -

7 5 17 0 -

8 5 17 0 -

9 5 17 0 -

10 5 17 0 -

11 5 17 0 -

12 5 17 0 -

13 5 17 0 -

14 5 17 0 -

15 5 17 0 -

16 5 17 0 -

17 5 17 0 -

18 5 17 0 -

19 5 17 0 -

20 5 17 0 -

No. 齢期 感染程度

感染率 0%
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Table 18  Vavraia sp. YGSL の 1.0×10⁵ (spore / 頭) 区の磨砕結果 

 

 ＊は死亡個体を示した。感染程度は、検鏡時の 5 視野の合計胞子数から 1 視野当たりの

平均胞子数を算出し、0 胞子を-、1~10 胞子を+、11~100 胞子を++、101 胞子以上を+++と

判断して、++以上を重度感染として評価した。 

  

経過日数 5視野胞子数

(日) (spore)

1 5 ＊ 18 28 +

2 5 18 15 +

3 5 18 0 -

4 5 18 0 -

5 5 18 0 -

6 5 18 0 -

7 5 18 0 -

8 5 18 0 -

9 5 18 0 -

10 5 18 0 -

11 5 18 0 -

12 5 18 0 -

13 5 18 0 -

14 5 18 0 -

15 5 18 0 -

16 5 18 13 +

17 5 18 43 +

18 5 18 11 +

19 5 18 0 -

20 5 18 6 +

No. 齢期 感染程度

感染率 30%
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Table 19  Vavraia sp. YGSL の 1.0×10⁶ (spore / 頭) 区の磨砕結果 

 

 ＊は死亡個体を示した。感染程度は、検鏡時の 5 視野の合計胞子数から 1 視野当たりの

平均胞子数を算出し、0 胞子を-、1~10 胞子を+、11~100 胞子を++、101 胞子以上を+++と

判断して、++以上を重度感染として評価した。また、測定不能は胞子濃度が非常に高いた

めに、その定量評価ができなかったことを示す。 

  

経過日数 5視野胞子数

(日) (spore)

1 5 ＊ 19 測定不能 +++

2 5 ＊ 19 186 ++

3 5 ＊ 19 252 ++

4 5 19 130 ++

5 5 19 221 ++

6 5 19 14 +

7 5 19 64 ++

8 5 19 測定不能 +++

9 5 19 測定不能 +++

10 5 19 239 ++

11 5 19 246 ++

12 5 19 153 ++

13 5 19 30 +

14 5 19 75 ++

15 5 19 測定不能 +++

16 5 19 132 ++

17 5 19 測定不能 +++

18 5 19 測定不能 +++

19 5 19 50 +

20

No. 齢期 感染程度

感染率 100%
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Table 20  Vavraia sp. YGSL の 1.0×10⁷ (spore / 頭) 区の磨砕結果 

 

 ＊は死亡個体を示した。感染程度は、検鏡時の 5 視野の合計胞子数から 1 視野当たりの

平均胞子数を算出し、0 胞子を-、1~10 胞子を+、11~100 胞子を++、101 胞子以上を+++と

判断して、++以上を重度感染として評価した。また、測定不能は胞子濃度が非常に高いた

めに、その定量評価ができなかったことを示す。 

  

経過日数 5視野胞子数

(日) (spore)

1 4 ＊ 14 測定不能 +++

2 4 ＊ 19 測定不能 +++

3 5 ＊ 19 測定不能 +++

4 5 ＊ 19 測定不能 +++

5 5 19 測定不能 +++

6 5 19 測定不能 +++

7 5 19 60 ++

8 5 19 測定不能 +++

9 5 19 239 ++

10 5 19 127 ++

11 5 19 5 +

12 5 19 101 ++

13 5 19 180 ++

14 5 19 43 +

15 5 19 286 ++

16 5 19 150 ++

17 5 19 6 +

18 5 19 測定不能 +++

19 5 19 0 -

20 5 19 226 ++

No. 齢期 感染程度

感染率 95%
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Table 21 D.W. 区の磨砕結果 (対照区) 

 

 感染程度は、検鏡時の 5 視野の合計胞子数から 1 視野当たりの平均胞子数を算出し、0 胞

子を-、1~10 胞子を+、11~100 胞子を++、101 胞子以上を+++と判断して、++以上を重度

感染として評価した。 

  

経過日数 5視野胞子数

(日) (spore)

1 5 17 0 -

2 5 17 0 -

3 5 17 0 -

4 5 17 0 -

5 5 17 0 -

6 5 17 0 -

7 5 17 0 -

8 5 17 0 -

9 5 17 0 -

10 5 17 0 -

No. 齢期 感染程度

感染率 0%
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Table 22 Nb-NIS の 1.0×10⁴ (spore / 頭) 区の磨砕結果 (対照区) 

 

 ＊は死亡個体を示した。感染程度は、検鏡時の 5 視野の合計胞子数から 1 視野当たりの

平均胞子数を算出し、0 胞子を-、1~10 胞子を+、11~100 胞子を++、101 胞子以上を+++と

判断して、++以上を重度感染として評価した。また、測定不能は胞子濃度が非常に高いた

めに、その定量評価ができなかったことを示す。 

  

経過日数 5視野胞子数

(日) (spore)

1 4 ＊ 9 測定不能 +++

2 4 ＊ 9 133 ++

3 3 ＊ 13 測定不能 +++

4 3 ＊ 13 測定不能 +++

5 3 ＊ 13 測定不能 +++

6 3 ＊ 13 測定不能 +++

7 4 ＊ 13 測定不能 +++

8 3 ＊ 15 測定不能 +++

9 4 ＊ 15 測定不能 +++

10 4 ＊ 15 測定不能 +++

No. 齢期 感染程度

感染率 100%
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Fig. 7 3 種の微胞子虫胞子をカイコに接種した時の解剖状況 

 A は Trachipleistophora sp. FOA の 1.0×10⁶ (spore / 頭) 接種区 (接種 18 日後)、B は

Vavraia sp. YGSL の 1.0×10⁶ (spore / 頭) 接種区 (接種 19 日後)、C は D.W.区 (接種 15

日後) のカイコの解剖写真を示す。絹糸腺の白いシストが確認された部分を赤矢印で示

す。 
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4. 接種濃度別のカイコへの感染性と増殖率 

接種後の経過日数ごとに接種個体の齢期を記録した結果、Trachipleistophora sp. FOA 接

種区では、接種 5 日後にはすべての濃度区でおおむね 3 齢幼虫に、また、接種 10 日後には、

80%以上の個体が 4 齢幼虫まで成長していた。接種 13 日後には 5 齢幼虫が観察され始め、

1.0×10⁴ (spore / 頭) 区では、75%の個体が 5 齢幼虫へと成長した。接種 16 日後には全濃

度区においてほぼすべての個体が 5 齢幼虫となった  (Table 23) 。よって、

Trachipleistophora sp. FOA 接種区では、接種濃度の違いによる成長速度に大きな差はな

く、急激な個体数の減少も確認されなかった (Fig. 8)。これに対し、Vavraia sp. YGSL 接

種区では、接種 5 日後には全区において 3 齢幼虫に、接種 10 日後には、1.0×10² (spore / 

頭) 区と 1.0×10⁴ (spore / 頭) 区の全生存個体が 4 齢幼虫へと成長したのに対し、1.0×10

⁶ (spore / 頭) 区の生存個体は全て 3 齢幼虫のままであった。また、1.0×10⁵ (spore / 頭) 区

と 1.0×10⁷ (spore / 頭) 区においては、80%以上の個体が 4 齢幼虫へと成長したが、一部

で 3 齢幼虫も確認された。接種 13 日後には、1.0×10² (spore / 頭) 区と 1.0×10⁴ (spore 

/ 頭) 区では 5 齢幼虫が観察され始めたが、他の 3 区では全生存個体が 4 齢幼虫のままであ

った。接種 16 日後になると 1.0×10² (spore / 頭) 区と 1.0×10⁴ (spore / 頭) 区の全生存

個体は 5 齢幼虫へと成長していた。他の 3 区においても 70％前後の個体が 5 齢幼虫へと成

長し、一部で 4 齢幼虫も観察された (Table 24)。Vavraia sp. YGSL 接種区では、1.0×10⁵ 

(spore / 頭) 区、1.0×10⁶ (spore / 頭) 区および 1.0×10⁷ (spore / 頭) 区で他の 2 区に比

べ成長の遅延が確認されたが、経過観察期間内に急激な個体数の減少は確認されなかった 

(Fig. 9)。対照の D.W.区では、全個体が 10 日後に 4 齢幼虫に、16 日後に 5 齢幼虫へと成長

した (Table 25, Fig. 10)。同じく対照の Nb-NIS では、接種 13 日後に生存していた個体は

全て 3 齢幼虫であり、接種 16 日後には全個体が死亡した (Table 26, Fig. 11)。 
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Table 23 Trachipleistophora sp. FOA 接種区における接種後の経過日数ごとの生存頭数  

 

 経過日数ごとの生存頭数を齢期ごとに集計した。 10²から 10⁷は各接種濃度である 1.0×10²から 1.0×10⁷  (spore /  

頭 )  区を示す。  

  

10² 10⁴ 10⁵ 10⁶ 10⁷ 10² 10⁴ 10⁵ 10⁶ 10⁷ 10² 10⁴ 10⁵ 10⁶ 10⁷ 10² 10⁴ 10⁵ 10⁶ 10⁷

2齢 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3齢 20 20 19 20 20 4 0 3 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

4齢 0 0 0 0 0 16 20 17 20 17 19 5 16 11 14 2 0 1 0 1

5齢 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 15 4 9 5 18 19 18 20 17

計 20 20 20 20 20 20 20 20 20 19 20 20 20 20 19 20 19 19 20 19

生存頭数 (頭)

齢期
5日後 10日後 13日後 16日後
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Table 24  Vavraia sp. YGSL 接種区における接種後の経過日数ごとの生存頭数  

 

経過日数ごとの生存頭数を齢期ごとに集計した。 10²から 10⁷は各接種濃度である 1.0×10²から 1.0×10⁷  (spore /  

頭 )  区を示す。  

 

10² 10⁴ 10⁵ 10⁶ 10⁷ 10² 10⁴ 10⁵ 10⁶ 10⁷ 10² 10⁴ 10⁵ 10⁶ 10⁷ 10² 10⁴ 10⁵ 10⁶ 10⁷

2齢 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3齢 19 20 20 19 20 0 0 3 19 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

4齢 0 0 0 0 0 19 19 17 0 19 6 13 20 19 20 0 0 7 5 4

5齢 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 6 0 0 0 19 19 13 14 15

計 19 20 20 19 20 19 19 20 19 20 19 19 20 19 20 19 19 20 19 19

生存頭数 (頭)

齢期
5日後 10日後 13日後 16日後
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Table 25 微胞子虫胞子を接種していない D.W. 区における経過日数ごとの生存頭数 (対

照区) 

 

 経過日数ごとの生存頭数を齢期ごとに集計した。 

 

Table 26  Nb-NIS 接種区における接種後の経過日数ごとの生存頭数 (対照区) 

 

経過日数ごとの生存頭数を齢期ごとに集計した。10⁴は接種濃度である 1.0×10⁴ (spore 

/ 頭) 区を示す。 

  

5日後 10日後 13日後 16日後

- - - -

2齢 0 0 0 0

3齢 10 0 0 0

4齢 0 10 5 0

5齢 0 0 5 10

計 10 10 10 10

齢期

生存頭数 (頭)

5日後 10日後 13日後 16日後

10⁴ 10⁴ 10⁴ 10⁴

2齢 0 0 0 0

3齢 10 7 1 0

4齢 0 1 2 0

5齢 0 0 0 0

計 10 9 3 0

生存頭数 (頭)

齢期
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Fig. 8  Trachipleistophora sp. FOA 接種区におけるカイコの齢期と生存頭数の推移 

 縦軸は生存頭数を、横軸は経過日数を示す。棒グラフは青の部分が 2 齢、桃色が 3 齢、

灰色が 4 齢、黄色が 5 齢の頭数を示す。 
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Fig. 9  Vavraia sp. YGSL 接種区におけるカイコの齢期と生存頭数の推移 

 縦軸は生存頭数を、横軸は経過日数を示す。棒グラフは青の部分が 2 齢、桃色が 3 齢、

灰色が 4 齢、黄色が 5 齢の頭数を示す。 
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Fig. 10  D.W. 区におけるカイコの齢期と生存頭数の推移 

 縦軸は生存頭数を、横軸は経過日数を示す。棒グラフは青の部分が 2 齢、桃色が 3 齢、

灰色が 4 齢、黄色が 5 齢の頭数を示す。 

 

 

Fig. 11  Nb-NIS 接種区におけるカイコの齢期と生存頭数の推移 

 縦軸は生存頭数を、横軸は経過日数を示す。棒グラフは青の部分が 2 齢、桃色が 3 齢、

灰色が 4 齢、黄色が 5 齢の頭数を示す。 
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磨砕後の感染個体を精製し、回収胞子数を算出した結果、Trachipleistophora sp. FOA の

1.0×10⁵ (spore / 頭) 区では 2.1×10⁷ (spore)、1.0×10⁶ (spore / 頭) 区では 4.4×10⁷ 

(spore)、1.0×10⁷ (spore / 頭) 区では 7.4×10⁸ (spore)となった。回収胞子数は、接種濃

度に比例して増加、増殖率はそれぞれ、1,050%、220%、370%となり、1.0×10⁵ (spore / 頭) 

区が最も高くなった (Table 27)。これに対して、Vavraia sp. YGSL における回収胞子数は、

1.0×10⁵ (spore / 頭) 区では 1.2×10⁷ (spore)、1.0×10⁶ (spore / 頭) 区では 3.5×10⁸ (spore)、

1.0 × 10 ⁷  (spore / 頭 ) 区では 8.5 × 10 ⁸  (spore) となった。回収胞子数は、

Trachipleistophora sp. FOA と同様に接種濃度に比例して増加し、増殖率はそれぞれ、600%、

1,750%、425%となり、1.0×10⁶ (spore / 頭) 区が最も高くなった (Table 28)。 

 

Table 27  Trachipleistophora sp. FOA 接種区での胞子増殖率 

 
胞子増殖率 (%) は、回収胞子液全量内の胞子数÷接種胞子数×100 により算出した数値

を示す。 

 

Table 28  Vavraia sp. YGSL 接種区での胞子増殖率 

 
胞子増殖率 (%) は、回収胞子液全量内の胞子数÷接種胞子数×100 により算出した数値

を示す。 

 

  

接種濃度 (spore / 頭) 接種胞子数 (spore) 回収胞子数 (spore) 増殖率 (%)

1.0 × 10⁵ 2.0 × 10⁶ 2.1 × 10⁷ 1,050

1.0 × 10⁶ 2.0 × 10⁷ 4.4 × 10⁷ 220

1.0 × 10⁷ 2.0 × 10⁸ 7.4 × 10⁸ 370

接種濃度 (spore / 頭) 接種胞子数 (spore) 回収胞子数 (spore) 増殖率 (%)

1.0 × 10⁵ 2.0 × 10⁶ 1.2 × 10⁷ 600

1.0 × 10⁶ 2.0 × 10⁷ 3.5 × 10⁸ 1,750

1.0 × 10⁷ 2.0 × 10⁸ 8.5 × 10⁸ 425
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考察 

微胞子虫胞子の孵化には様々な化学的および物理的刺激が関係しており、その刺激とな

る物質は種によって異なるとされる (Undeen, 1990)。化学的な刺激の 1 例として挙げられ

る Na⁺により孵化する微胞子虫として、N. apis (De Graaf et al., 1993) や N. locustae (P. 

locustae (Shi et al., 2009)) (Whitlock and Johnson, 1990) が既に報告されている。しかし、

これらの微胞子虫胞子は生理食塩水のみの処理では孵化しないことが報告されている 

(Weiss and Becnel, 2014) 。しかし、第 1 章で示したとおり、T. haruka の胞子は 25℃条

件下において 0.85% (w / v) NaCl のみでも孵化することを確認した。この結果より T. 

haruka には既知微胞子虫株とは異なる特異な孵化特性を有していることが明らかとなっ

た。そこで、Trachipleistophora 属微胞子虫の特徴を再確認する必要性があると同時に、他

の Trachipleistophora 属をはじめとする大型胞子サイズの昆虫感染性微胞子虫にも同様の

特性を有する可能性があると考え、トンボ目昆虫由来の Trachipleistophora sp. FOA とチ

ョウ目昆虫由来の Vavraia sp. YGSL の生物学的特性を併せて調査した。 

孵化特性の調査で対照とした Nb-NIS は、K⁺を含む 0.1 M KOH、0.1 M KCl + 3% (w / 

v) H₂O₂による処理でのみ孵化を確認した。なお、温度による孵化率の変化は少なかった 

(Fig. 10, 12)。一方、Trachipleistophora sp. FOA においては、K⁺を含む 0.1 M KCl + 3% 

(w / v) H₂O₂による孵化処理で胞子の孵化を確認した。また、25℃条件下で 0.85% (w / v) 

NaCl による孵化処理を行った場合、0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂の処理の孵化率よりも

低いものの胞子の孵化を確認した。しかし、0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂処理と同様に K

⁺を含む 0.1 M KOH 処理では、4℃下で蒸留水と 0.85% (w / v) NaCl と同レベルの 10%以

下の孵化率を、25℃条件下では 0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂と 0.85% (w / v) NaCl による

処理よりも低い 20%以下の孵化率を示した。よって、K⁺を含んでいても溶液によっては、

孵化特性に違いをもたらすこと、および、全体的に 4℃条件よりも 25℃条件において孵化

率が高くなる傾向にあることが明らかになった。Vavraia sp. YGSL においては、K⁺を含む

0.1 M KOH、0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂による孵化処理で胞子の孵化を確認した。さら

に 25℃条件下で 0.85% (w / v) NaCl による孵化処理を行った場合、K⁺を含む 0.1 M KOH、
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0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂による孵化処理と同レベルで胞子が孵化した。特に 0.85% (w 

/ v) NaCl では、4℃条件の孵化率は 10%程度であったが、25℃条件では平均でおよそ 50%

を示し、胞子の孵化に温度条件が影響を与えていることが推察された。Vavraia 属微胞子虫

を孵化させる既知の条件として、V. culicis と Vavraia oncoperae の報告例がある。すなわ

ち、V. culicis は 0.2 M KCl で、V. oncoperae は 3 mM EDTA で事前処理をしたのち 0.2 M 

KCl で孵化するとされている (Undeen, 1983; Malone, 1990)。Vavraia sp. YGSL において

も 0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂による処理で孵化することを確認した。 

第 1 章において調査した T. haruka は、0.1 M KOH、0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂処理

と 25℃条件下の 0.85% (w / v) NaCl 処理で胞子の孵化を確認したことから、本株の孵化特

性には、K⁺以外に Na⁺や温度変化が含まれるものと考えられた。これまで Na⁺が胞子の孵

化に関与することはあるが生理食塩水のみの処理では孵化しないことが報告されているこ

とから (Weiss and Becnel, 2014)、25℃条件下の 0.85% (w / v) NaCl のみで孵化する点は

T. haruka の胞子が活性化する際の特徴であることが明らかになった。また、本章で調査し

た 2 株においても T. haruka と同様の傾向を確認した (Fig. 12)。本研究で供試した

Trachipleistophora 属と Vavraia 属の特徴として、大型の胞子サイズであることがあげら

れる。よって、孵化特性に K⁺以外に Na⁺や温度変化が含まれ、特に 25℃条件下の 0.85% 

(w / v) NaCl のみで孵化する点は、昆虫感染性大型微胞子虫の特徴となる可能性が示唆され

た。しかし、Trachipleistophora sp. FOA においては 0.1 M KOH の処理における孵化率が

低かったのに対し、他の 2 株においては 0.1 M KOH でも孵化するなど、同属で同様の特徴

を有する微胞子虫間においても孵化条件における差異を確認した。KOH は第 4 章で行う細

胞接種実験の際に、胞子の孵化処理に使用する溶液であることから、KOH を用いない他の

孵化処理方法についての検討を行った。 

5 つの濃度の NaCl で孵化処理をした Trachipleistophora sp. FOA の孵化率は、3.0% 

NaCl において最も高くなった。より詳細に孵化特性を調べるために 4℃と 25℃の温度条件

で、0.85% (w / v) NaCl、3.0% NaCl、D.W.で孵化率を測定した。その結果、25℃条件下の

3.0% NaCl における平均孵化率が 67.6%となり、0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂による孵化 
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Fig.  12 各供試株の孵化特性  (総括 ) 

縦軸は孵化率、横軸は温度条件を示す。青の棒グラフは D.W.、赤は NaCl、黄色は KOH、緑は KCl+H₂O₂の処理による

孵化率を示す。  
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処理の平均値 (4℃: 70.3%、25℃: 77.7% (Table 6)) に近い値となった。よって、3.0%の濃

度の NaCl であれば、細胞接種実験の際に妨げにならないと判断し、第 4 章の細胞接種実験

の Trachipleistophora sp. FOA の胞子の孵化処理条件とした。 

カイコに接種した結果、Trachipleistophora sp. FOA と Vavraia sp. YGSL はともに

1.0×10⁵ (spore / 頭) 以上の接種濃度で感染を確認した。よって、この 2 株も T. haruka と

同様にカイコへの感染性があることが判明した。Trachipleistophora sp. FOA の感染率は、

1.0×10⁵ (spore / 頭) 区で 20%、1.0×10⁶ (spore / 頭) 区で 85%、1.0×10⁷ (spore / 頭) 区

で 70%となっており、1.0×10⁶ (spore / 頭) 区以上で高くなる傾向にあり、また、重度感

染個体も確認された。Vavraia sp. YGSL においても感染率は、1.0×10⁵ (spore / 頭) 区で

30%、1.0×10⁶ (spore / 頭) 区で 100%、1.0×10⁷ (spore / 頭) 区で 95%となっており、

1.0×10⁶ (spore / 頭) 区以上で高くなる傾向にあり、また、重度感染個体も確認された。

ただ、どの区においても 90%以上の個体が 5 齢まで成長し、成長速度も Trachipleistophora 

sp. FOA では D.W.区とほとんど変わらず、また、接種濃度による差も確認されなかった。

Vavraia sp. YGSL でも、感染を確認した 1.0×10⁵ (spore / 頭) 区以上では成長の遅延が確

認されたが、死亡個体はどの区においても 1 個体以下であった。これらの結果より、この 2

株はカイコの体内で胞子を増殖させるが、成長を極度に遅延させることはないものの、絹糸

腺においてシストを確認できるほどの重点的な感染が確認されたため、繭を作る際の吐糸

の段階から影響を及ぼし、上蔟時や営繭後に死に至る可能性が示唆された。 

感染個体より胞子回収をした結果、Trachipleistophora sp. FOA と Vavraia sp. YGSL で

はともに回収胞子数が接種濃度に比例して増加した。増殖率を算出したところ、

Trachipleistophora sp. FOA では 1.0×10⁵ (spore / 頭) 区で 1,050%、1.0×10⁶ (spore / 頭) 

区で 220%、1.0×10⁷ (spore / 頭) 区で 370%、Vavraia sp. YGSL では 1.0×10⁵ (spore / 頭) 

区で 600%、1.0×10⁶ (spore / 頭) 区で 1,750%、1.0×10⁷ (spore / 頭) 区で 425%となっ

たことから、回収胞子数の多さが増殖率の高さにはつながらないという結論が得られた。 

本章で供試した 2 株には、カイコに感染しても若齢致死させず、老齢幼虫まで成長させ

るという特徴が認められた。微生物農薬への利用を検討する際、カイコにこのような病徴を
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示す株は、第 1 章の T. haruka と同様に有用株になるものと推察した。また、

Trachipleistophora sp. FOA は 1.0×10⁵ (spore / 頭) 区で 1,050%、Vavraia sp. YGSL は

1.0×10⁶ (spore / 頭) 区で 1,750%と非常に高い胞子増殖率を示したことから、より増殖率

が高い条件を追究することで、効率的な胞子生産が可能となるものと期待される。 
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第 4 章 昆虫感染性大型微胞子虫の胞子形成様式の比較 
序論 

微胞子虫の属や種の分類は、生物学的特性と分子生物学的特性の両方を踏まえて行われ

る (青木・畠山, 2014)。Larsson (1999) によれば、宿主や極糸の構造、胞子形成過程にお

ける核数や胞子の形成数、胞子形成時に形成される膜の有無などが分類基準になるとされ

ている。これらの特徴の中には、微胞子虫を宿主に感染させ、胞子形成様式を観察しなけれ

ば決定できない項目もある。経口感染が一般的である昆虫の場合は、昆虫が微胞子虫胞子の

付着した餌を摂食し、胞子が中腸内に入ると腸液のアルカリ性消化液やカリウムイオンな

どの刺激により孵化し、極糸を外翻しながら突出させ、中腸細胞などの細胞組織を貫通する。

この時に胞子内の核を含む胞子原形質の一部であるスポロプラズム (芽体) が極糸の中を

通り、宿主細胞内へ送り込まれる。その後、侵入したスポロプラズムがメロント (分裂子)、

スポロント (胞子芽母細胞)、スポロブラスト (胞子芽) の順に発育し、分裂・増殖を繰り返

しながら最終的に多数の胞子を形成する。微胞子虫の胞子形成様式は属によって異なって

おり、属を推定するための指標の 1 つとなる (青木・畠山, 2014)。しかし、昆虫へ感染実験

では生体の状態や生体組織により、観察を妨げられることがある。 

 そこで、本章では第 1 から 3 章で調査した、T. haruka、Trachipleistophora sp. FOA、

Vavraia sp. YGSL の 3 株を用いて、昆虫培養細胞への接種実験を行った。経過時間ごとに

観察し、胞子形成様式を確認するとこで、供試微胞子虫株の属や種を詳細に検討した。 
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材料および方法 

1. 供試材料 

 供試微胞子虫株には、T. haruka と Trachipleistophora sp. FOA と Vavraia sp. YGSL、

対照区として Nb-NIS を用いた。 

 供試培養細胞には、研究室で継代培養を行っている Sf 9 細胞 (ツマジロクサヨトウ卵巣

由来細胞) を用いた (Fig. 13)。細胞培養液には、昆虫細胞培養用培養液 TC-100 (SIGMA-

ALDRICH, Inc.) に 10%ウシ胎児血清 (Fetal Bovine Serum : FBS) (General Electric, Co.)

と 1% 抗生物質  (Antibiotic-Antimycotic) (Penicillin G, sulfuric acid streptomycin, 

amphotericinB, Ampicillin) (Life Technologies, Co.) を添加したものを用いた。 

Fig. 13 Sf 9 細胞 

継代 7 日後の細胞を 200 倍の倍率で観察した。 

 

2. 微胞子虫胞子液の精製 

 昆虫から回収した胞子液には、細菌や夾雑物が多く含まれているので、そのまま細胞に接

種するとコンタミネーションが起こる可能性が高くなる。細菌や夾雑物を取り除く必要が

あるため、コロイドシリカ (Ludox🄬🄬 HS-40) (SIGMA-ALDRICH, Inc.) を用いた密度勾配

遠心分離法 (Solter et al., 2012) による精製を行った。遠心分離には日立分離用超遠心機

CP80WX (Hitachi Koki Co., Ltd.) とスイングローターP28S2 (Hitachi Koki Co., Ltd.) を

用いた。遠心分離を行う以外の作業は、全てクリーンベンチ PCV1305BRG3 (Hitachi, Ltd.) 

内で行った。また、なるべく氷上で胞子液を冷却しながら行った。 
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まず、50 ml チューブに Ludox🄬🄬 HS-40 16 ml と 0.05 M NH₄Cl (NACALAI TESQUE, 

INC.) 1 ml 入れた。次に Ludox🄬🄬 HS-40 の上に層を重ねるように滅菌 D.W. 16 ml と 0.05 

M NH₄Cl 1 ml 入れ、チューブのふたを閉め、横に倒して 2 時間静置した。静置後、50 ml

チューブの中身を CENTRIFUGE WAVE 40PA TUBE (Hitachi Koki Co., Ltd.) に移し、

5 分静置した。胞子液 1 ml に 0.1% (w / v) SDS (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)を

0.5 ml 入れ、撹拌し、静置後のチューブ内の液体の上に層を重ねるように入れ、超遠心機

で 5℃で 10,000 rpm 30 分間遠心した。遠心後、胞子層のみを 15 ml チューブに移した。

滅菌 D.W.を加えて撹拌し、遠心機 LC-200 を用いて 3,000 rpm 10 分間遠心を行った。

Ludox🄬🄬 HS-40 を取り除くために、この作業を 3 回繰り返した。遠心後、上澄みを取り除

き、滅菌 D.W.を 10 ml、AmphotericinB Suspension (Wako Pure Chemical Industries, 

Ltd.) を 1 ml、Kanamycin Sulfate Solution (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) を

100 µl 入れて、4℃下で保存した。 

 

3. 培養細胞への接種と観察 

 Sf 9 細胞に対して供試微胞子虫株 T. haruka、Trachipleistophora sp. FOA、Vavraia sp. 

YGSL と Nb-NIS の接種実験を行った。遠心分離を行う以外の作業は全てクリーンベンチ

PCV1305BRG3 内で行った。 

胞子液に Amphotericin B Suspension (胞子液 1 ml に対し Amphotericin B 100 µl) を入

れて撹拌し、遠心機 LC-200 で 3,000 rpm 10 min 遠心を行った。遠心後、上澄みを取り除

き、Trachipleistophora sp. FOA については 3.0%NaCl を、それ以外の 3 種については 0.1 

M KOH を 1 ml 加えて 40 分間静置し、胞子を活性化させた。静置中に培養していた Sf 9

細胞を 50 ml チューブに移し、遠心機 LC-200 を用いて 2,000 rpm 10 分間遠心を行った。

遠心後は上澄みを取り除き、新しい培地を 15 ml 入れた。よく撹拌し、Falcon® セルカル

チャーフラスコ 50 mL プラグシールキャップスラントネック (Cornig, Inc.) へ入れ、そ

こに活性処理を行った胞子液を一気に入れ、静かに撹拌した。撹拌後、微胞子虫を接種した

細胞液を Falcon® セルカルチャーフラスコ 25 mL プラグシールキャップスラントネッ
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ク (Cornig, Inc.) 15 個に 1 ml ずつ分注した。Falcon® セルカルチャーフラスコ 25 mL プ

ラグシールキャップスラントネック の底面全体に微胞子虫を接種した細胞液を手早く広げ

て馴染ませ、40 分間静置した。静置後は上澄みを静かに取り除き、新しく培地を 2.5 ml 加

え、27℃下で培養した。 

接種 12、24、72、120、168、192、216、240、264、288、312、336、360 時間後に標

本を作製した。T. haruka の標本はサイトスピンを用いて、その他の標本は遠心式集細胞装

置 CYTOPROⓇ 7622 型 (Phoenix Science Inc.) を用いて作製した。 

サイトスピンによる標本は、浮遊細胞収集バケット (Tomy Seiko Co., Ltd.) に細胞培養

液を入れ、遠心機LC-200で1,500 rpm 12分間遠心を行った。遠心式集細胞装置 CYTOPRO

Ⓡ 7622 型による標本は、シングルチャンパーに細胞培養液を入れ、1,500 rpm 12 分間遠

心してスライドガラス上に細胞を貼り付けた。遠心後、プレパラートに 100%メタノール 

(Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) を滴下して細胞を固定した。5 分間静置後に風乾

した。 

作製した標本はそれぞれギムザ染色を行った。ギムザ液 (Merck, Ltd.) にリン酸塩緩衝

液 (Kishida Chemical Co., Ltd.) を 1 : 9 の比率で加えた溶液を標本に滴下し、30 分間静

置した。静置後、ギムザ液を水道水で洗い流し、風乾した。ギムザ染色を行った標本は、シ

ステム顕微鏡 BX53 (×1,000) で検鏡し、胞子形成過程を観察した。 
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結果 

1. Trachipleistophora haruka の胞子形成様式 

 T. haruka を Sf 9 細胞に接種した結果、胞子形成に至る各発育ステージが確認された。

スポロプラズムとメロントは接種 12 時間後より、スポロントは接種 264 時間後より、スポ

ロブラストは接種 312 時間後より、胞子は接種 288 時間後より確認された。接種 240 時間

後まででは栄養繁殖期のみが、接種264時間以降では胞子形成期が確認された (Table 39)。 

観察された発育ステージの例として、栄養繁殖期では接種 24 時間後の標本から単核のス

ポロプラズム (Fig. 14-A)、接種 192 時間後の標本から単核の初期メロント (Fig. 14-B)、接

種 24 時間後の標本から核分裂した 2 核の初期メロント (Fig. 14-C)、接種 360 時間後の標

本から細胞分裂をした単核のメロント (Fig. 14-D)、接種 360 時間後の標本から 2 核のメロ

ント (Fig. 14-E)、接種 288 時間後の 4 核のメロント (Fig. 14-F) がそれぞれ確認された。

胞子形成期の胞子形成様式として、接種 312 時間後の標本からスポロント (Fig. 15-A)、接

種 312時間後の標本からスポロブラスト (Fig. 15-B)、接種 288時間後の標本から胞子 (Fig. 

15-C) が確認された。スポロント以降の発育ステージではパンスポロブラスト膜を確認し、

膜内には 8～27 個の単核性胞子を形成していた。 
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Table 29 T. haruka の発育ステージの推移 

 

 経過時間ごとに確認した発育ステージのマスを塗りつぶして示した。桃色系で栄養繁殖

期 (Merogony)、緑系で胞子形成期 (Sporogony) の発育ステージを示した。 

  

Sporoplasm Meront Sporont Sporoblast Spore
12
24
72
120
168
192
216
240
264
288
312
336
360

Merogony Sporogony
Growth stage

Time after
inoculation (hr)
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Fig. 14 T. haruka の胞子形成様式 (栄養繁殖期) 

 A は接種 24 時間後の単核のスポロプラズム、B は接種 192 時間後の単核の初期メロン

ト 、C は接種 24 時間後の核分裂した 2 核の初期メロント、D は接種 360 時間後の細胞分

裂をした単核のメロント、D は接種 360 時間後の 2 核のメロント、F は接種 288 時間後の

4 核のメロントを示した。Bar は 10 µm を示す。標本は 1,000 倍の倍率で観察した。 

  



 

83 
 

 

Fig. 15 T. haruka の胞子形成様式 (胞子形成期) 

 A は接種 312 時間後のスポロント、B は接種 312 時間後のスポロブラスト)、C は接種

288 時間後の胞子を示した。Bar は 10 µm を示す。標本は 1,000 倍の倍率で観察した。 
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2. Trachipleistophora sp. FOA-2014-10 の胞子形成様式 

 Trachipleistophora sp. FOA を Sf 9 細胞に接種した結果、胞子形成に至る各発育ステー

ジが確認された。スポロプラズムとメロントは接種 12 時間後より、スポロントとスポロブ

ラストは接種 120 時間後より、胞子は接種 192 時間後より確認された。接種 72 時間後まで

は栄養繁殖期のみが観察され、接種120時間以降では胞子形成期が確認された (Table 30)。 

観察された発育ステージの例として、栄養繁殖期では接種 12 時間後の標本から単核のス

ポロプラズム (Fig. 16-A)、接種 72 時間後の標本から単核の初期メロント (Fig. 16-B)、接

種 120 時間後の標本から 2 核あるいは 4 核のメロント (Fig. 16-C)、接種 120 時間後の標本

から多核体メロント (Fig. 16-D) などがそれぞれ確認された。胞子形成期の発育ステージ

として、接種 336 時間後の標本からスポロント (Fig. 17-A)、接種 360 時間後の標本からス

ポロブラスト (Fig. 17-B)、接種 360 時間後の標本から胞子 (Fig. 17-C) が確認された。ま

た、接種 336 時間後の標本から 64 核を持つスポロブラスト (Fig. 17-D) が確認された。ス

ポロント以降の発育ステージではパンスポロブラスト膜が確認され、膜内には 7～32 個の

単核性胞子が形成されていた。 
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Table 30  Trachipleistophora sp. FOA の発育ステージの推移 

 

 経過時間ごとに確認した発育ステージのマスを塗りつぶして示した。桃色系で栄養繁殖

期 (Merogony)、緑系で胞子形成期 (Sporogony) の発育ステージを示した。 

  

Sporoplasm Meront Sporont Sporoblast Spore
12
24
72
120
168
192
216
240
264
288
312
336
360

Time after
inoculation (hr)

Growth stage
Merogony Sporogony
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Fig. 16  Trachipleistophora sp. FOA の胞子形成様式 (栄養繁殖期) 

A は接種 12 時間後の単核のスポロプラズム、B は接種 72 時間後の単核の初期メロント、

C は接種 120 時間後の 2 核あるいは 4 核のメロント、D は接種 120 時間後の多核体メロン

トを示した。Bar は 10 µm を示す。標本は 1,000 倍の倍率で観察した。 
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Fig. 17 Trachipleistophora sp. FOA の胞子形成様式 (胞子形成期) 

 A は接種 336 時間後のスポロント、B は接種 360 時間後のスポロブラスト、C は接種 360

時間後の胞子、D は接種 336 時間後の 64 核を持つスポロブラストを示した。Bar は 10 µm

を示す。標本は 1,000 倍の倍率で観察した。 
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3. Vavraia sp. YGSL-2015-13 の胞子形成様式 

Vavraia sp. YGSL を Sf 9 細胞に接種した結果、胞子形成に至る各発育ステージが確認さ

れた。スポロプラズムは接種 12 時間後より、メロントは接種 24 時間後より、スポロント

は接種 120 時間後より、スポロブラストは接種 168 時間後より、胞子は接種 192 時間後よ

り確認された。接種 72 時間後までは栄養繁殖期のみが観察され、接種 120 時間以降では胞

子形成期への移行が確認された (Table 31)。 

観察された発育ステージの例として、栄養繁殖期では接種 192 時間後の標本から単核の

スポロプラズム (Fig. 18-A)、接種 240 時間後の標本から 2 核あるいは 4核のメロント (Fig. 

18-B) などがそれぞれ確認された。胞子形成期の発育ステージとして、接種 216 時間後の

標本から単核性のスポロント (Fig. 18-C) と 2 核性のスポロント (Fig. 18-D)、接種 336 時

間後の標本からスポロブラスト (Fig. 18-E)、接種 192 時間後の標本から胞子 (Fig. 18-F) 

が確認された。スポロント以降の発育ステージではパンスポロブラスト膜が確認され、膜内

には 16~40 個の単核性胞子が形成されていた。 
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Table 31  Vavraia sp. YGSL の発育ステージの推移 

 

 経過時間ごとに確認した発育ステージのマスを塗りつぶして示した。桃色系で栄養繁殖

期 (Merogony)、緑系で胞子形成期 (Sporogony) の発育ステージを示した。 

 

  

Sporoplasm Meront Sporont Sporoblast Spore
12
24
72
120
168
192
216
240
264
288
312
336
360

Time after
inoculation (hr)

Growth stage
Merogony Sporogony
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Fig. 18  Vavraia sp. YGSL の胞子形成様式 

A は接種 192 時間後の単核のスポロプラズム、B は接種 240 時間後の 2 核あるいは 4 核

のメロント、C は接種 216 時間後の単核性のスポロント、D は接種 216 時間後の 2 核性の

スポロント、E は接種 336 時間後のスポロブラスト、F は接種 192 時間後の胞子を示した。

Bar は 10 µm を示す。標本は 1,000 倍の倍率で観察した。 
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4. Nosema bombycis NIS-001 の胞子形成様式 

Nb-NIS を Sf 9 細胞に接種した結果、各発育ステージが確認された。接種 12 時間後には

既に胞子形成期に移行しており、接種 72 時間以降に胞子が確認された (Table 32)。 

観察した発育ステージの例として、栄養繁殖期では接種 12 時間後の標本から 2 核のスポ

ロプラズム (Fig. 19-A)、接種 24 時間後の標本から 2 核のメロント (Fig. 19-B) などがそ

れぞれ確認された。胞子形成期の発育ステージとして、接種 72 時間後の標本からスポロン

ト (Fig. 19-C)、スポロブラスト (Fig. 19-D)、接種 120 時間後の標本から胞子 (Fig. 19-E) 

が確認された。なお、パンスポロブラスト膜の形成は確認されなかった。 
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Table 32  Nb-NIS の発育ステージの推移 

 

 経過時間ごとに確認した発育ステージのマスを塗りつぶして示した。桃色系で栄養繁殖

期 (Merogony)、緑系で胞子形成期 (Sporogony) の発育ステージを示した。 

  

Sporoplasm Meront Sporont Sporoblast Spore
12
24
72
120
168
192
216
240
264
288
312
336
360

Time after
inoculation (hr)

Growth stage
Merogony Sporogony
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Fig. 19  Nb-NIS の胞子形成様式 

 A は接種 12 時間後の 2 核のスポロプラズム、B は接種 24 時間後の 2 核のメロント、C

は接種 72 時間後のスポロント、D は接種 72 時間後のスポロブラスト、E は接種 120 時間

後の胞子を示した。Bar は 10 µm を示す。標本は 1,000 倍の倍率で観察した。 
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考察 

Trachipleistophora 属微胞子虫のタイプ種である T. hominis の胞子形成様式 (Hollister 

et al., 1996) とVavraia属微胞子虫のタイプ種であるV. culicisの胞子形成様式 (Weiss and 

Becnel, 2014) は報告例があるため、本研究の観察結果をこれらと比較することで供試微胞

子虫株の属や種の検討を行った。 

Sf 9 細胞に供試微胞子虫 4 株を接種した結果、T. haruka において接種 240 時間後まで

では栄養繁殖期のみ、接種 264 時間以降では胞子形成期を確認した。Trachipleistophora sp. 

FOA においては接種 72 時間後までは栄養繁殖期のみが観察され、接種 120 時間以降では

胞子形成期が確認された。Vavraia sp. YGSL では接種 72 時間後までは栄養繁殖期のみが

観察され、接種 120 時間以降では胞子形成期への移行が確認された。対照の Nb-NIS は接

種 12 時間後には既に胞子形成期に移行していた。胞子形成を確認した時間は、T. haruka

で接種 288 時間後、Trachipleistophora sp. FOA で接種 192 時間後、Vavraia sp. YGSL で

接種 192 時間後、Nb-NIS で接種 72 時間後であった (Table 33)。これらの結果より、昆虫

感染性微胞子虫の Trachipleistophora 属と Vavraia 属の供試株は対照の Nb-NIS に比べ、

胞子形成に長時間を要することが明らかとなった。供試株の中で、最も時間を要したのは T. 

haruka であった。Trachipleistophora sp. FOA と Vavraia sp. YGSL は T. haruka よりも

短く、互いに類似した傾向を示した。 
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Table 33 供試微胞子虫 4 株の胞子形成時間  

 

 桃色の範囲は栄養繁殖期、緑の範囲は胞子形成期を示した。SP は初めに形成された胞子を確認した時間を示した。  

 

~ 12 24 72 120 168 192 216 240 264 288 312 336 360
Trachipleistophora haruka SP
Trachipleistophora  sp. FOA-2014-10 SP
Vavraia  sp. YGSL-2015-13 SP
Nosema bombycis  NIS-001 SP

Strain
Time after inoculation (hr)
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 標本観察により、T. haruka では、スポロプラズム、スポロブラスト、胞子は単核である

ことを確認した。胞子形成期ではパンスポロブラスト膜の形成を、スポロブラストと胞子の

発育ステージではパンスポロブラスト膜内に 8～27 個の胞子形成を確認した (Table 34)。

Trachipleistophora sp. FOA では、スポロプラズム、スポロント、スポロブラスト、胞子は

単核であることを、胞子形成期ではパンスポロブラスト膜の形成を確認した。スポロブラス

トと胞子の発育ステージではパンスポロブラスト膜内に 7～32 個の胞子形成を確認した 

(Table 34)。Trachipleistophora 属のタイプ種である T. hominis の胞子形成様式はパンスポ

ロブラスト膜内に 2～32 個の単核性胞子を形成することとされている (Hollister et al., 

1996)。よって、供試微胞子虫 2 株で確認した胞子形成様式は Trachipleistophora 属のタイ

プ種の形成様式に近似していることが明らかになった。Vavraia sp. YGSL では、スポロプ

ラズム、スポロント、スポロブラスト、胞子は単核であることを、胞子形成期ではパンスポ

ロブラスト膜の形成を確認した。スポロブラストと胞子の発育ステージではパンスポロブ

ラスト膜内に 16～28 個の胞子形成を確認した (Table 35)。Vavraia 属のタイプ種である V. 

culicis の胞子形成様式は、パンスポロブラスト膜内に 8・16・32 個の単核性胞子を形成す

ることとされている (Weiss and Becnel, 2014)。よって、Vavraia sp. YGSL で確認した胞

子形成様式は Vavraia 属のタイプ種に近似していたことが明らかになった。 
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Table 34 Trachipleistophora 属の観察結果  (総括表 ) 

 
 Trachipleistophora 属のタイプ種として T. hominis を示した  (Hollister et al . , 1996)。  

 

Table 35 Vavraia 属の観察結果まとめ  (総括表 ) 

 
 Vavraia 属のタイプ種として V. culicis を示した  (Weiss and Becnel,  2014)。  

 

項目 Trachipleistophora  hominis T. haruka FOA-2014-10

胞子の核数 単核 単核 単核

形成胞子数(spore) 2～32 8～27 7～32

パンスポロブラスト膜の有無 有 有 有

項目 Vavraia culicis YGSL-2015-13

胞子の核数 単核 単核

形成胞子数(spore) 8・16・32 16～28

パンスポロブラスト膜の有無 有 有
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 しかし、T. haruka では栄養繁殖期において、単核の初期メロントの細胞質が発育せずに

2 核へと核分裂し、その後細胞質を発育させながら 2、4 核へと核分裂していく形成過程と

単核の初期メロントが細胞質を発育させながら単核のメロントへと細胞分裂していく形成

過程が確認された。細胞分裂した単核メロントはさらに核分裂をする可能性もある。このこ

とから、T. haruka の栄養繁殖期 (メロント形成) は 2 型ある可能性が示唆された。

Trachipleistophora 属のタイプ種の T. hominis において、栄養繁殖期が 2 型であるという

報告例はないため (Hollister et al., 1996)、これは T. haruka の特徴であると言える。

Vavraia sp. YGSL では、パンスポロブラスト膜につつまれた 2 核性のスポロントと膜内

に 40 個の胞子を形成した形態が、また、Trachipleistophora sp. FOA では、64 核性のスポ

ロブラストがそれぞれ確認された。Vavraia 属の胞子形成数は膜内に 8・16・32 胞子と定

義されているが、まれに 64 胞子を形成することもある (Weiss and Becnel, 2014)。64 核性

のスポロブラストが確認された Trachipleistophora sp. FOA は、Vavraia 属である可能性

も排除できない。このように、タイプ種にはない形態が観察されたことから、供試微胞子虫

3 株は、遺伝子配列解析にて推定された近縁種の別系統である可能性もある。 

Trachipleistophora 属のタイプ種である T. hominis は、Pleistophora 属微胞子虫と

Vavraia 属微胞子虫の形態的特徴の比較により Trachipleistophora 属に分類されている 

(Hollister et al., 1996)。Vavraia 属のタイプ種である V. culicis は当初 Pleistophora 属に分

類されていたが、その後、形態的特徴により Vavraia 属へと変更されている (Weiser, 1977)。

Trachipleistophora、Vavraia、Pleistophora の 3 属は、パンスポロブラスト膜を持つとい

う特徴を有している。特に Trachipleistophora、Vavraia の 2 属は、形態的にも遺伝子 (SSU 

rRNA・RPB1) 的にも近似しており分類が難しい (Vávra et al., 2006)。よって、本研究で

供試した 3 株の分類についても、今後さらに詳しく生物学的特性や分子生物学的特性を研

究することで、Trachipleistophora 属、Vavraia 属の定義がより明確にできるものと考えら

れる。 
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総合討論 
微胞子虫は微生物農薬としての活用が期待されているが、現在、製剤化されているのは 1

例のみである。今後活用を期待されている種は数多く存在するが、製剤化への条件を満たす

ことが難しく未だ微生物農薬として製剤化には至っていない。製剤化への障壁となってい

る課題のひとつに保存性が挙げられる。一般的に微胞子虫は生理食塩水中で保存されるが、

塩は製剤化の際に必要となる化合物との相互作用を起こす可能性がある。そのためには生

理食塩水ではなく別の方法で保存可能な微胞子虫の発見が求められる。よって、「Nolo 

BaitTM」に次ぐ 2 例目の微胞子虫による微生物農薬の開発の糸口を発見するためには、こ

れまでに報告された種のみではなく、詳細な研究が行われていない属種に注目して研究を

行い、既知微胞子虫にはない新たな知見を得る必要がある。日本においては大型サイズの微

胞子虫の分離例やその特性の調査事例はほとんどない。そこで、本研究では日本国内で分離

された大型の胞子サイズを持つ微胞子虫の生物学的特性を複数株精査して比較を行い、属

や種の分類学的位置を明らかにし、微生物農薬への活用の可能性を検討するため、孵化特性

の調査と細胞接種による胞子形成様式の観察を行った。 

T. haruka、Trachipleistophora sp. FOA、Vavraia sp. YGSL の孵化特性を調査した結果、

T. haruka と Vavraia sp. YGSL では 0.1 M KOH (4・25℃)、0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O

₂ (4・25℃) および 0.85% (w / v) NaCl (25℃) 処理で、Trachipleistophora sp. FOA では

0.1 M KCl + 3% (w / v) H₂O₂ (4・25℃) と NaCl (25℃) 処理で胞子の孵化が確認された。

この結果より、大型微胞子虫 3 株の孵化特性には、K⁺以外に Na⁺と温度が関係しているこ

とが明らかになった。Na⁺が胞子の孵化に関与している微胞子虫の報告例はあるが (Weiss 

et al., 2014)、生理食塩水のみで孵化する微胞子虫の報告例はない中で、供試微胞子虫 3 株

の胞子は 25℃条件下であれば生理食塩水のみで孵化するという孵化特性を有していた。こ

の点は Trachipleistophora 属微胞子虫や他の大型微胞子虫の胞子が活性化する際の特徴に

もなる可能性がある。よって、保存には従来の生理食塩水の利用は不適であり、孵化特性調

査において他の条件に比べて胞子の孵化が抑えられている傾向にあった蒸留水 (D.W.) を

含む、別の保存条件を検討する必要がある。例えば、微生物農薬化を想定した場合、水保存
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は利点のひとつになる。また、利点として、安価である、液体の蒸発などによる濃度変化が

起こらないため安定的に胞子を保存できる、他の物質と混合する際に影響がなく手間がか

からない、などが挙げられる。実際に農作物に散布することを想定すると、生理食塩水で保

存したものをそのまま使用すると塩害が生じる可能性があるが、水保存であれば全く問題

ない。このように製剤化を想定した場合、水保存をはじめとする Na⁺を含まない保存方法

を追究すべきである。加えて、供試した 3 株にはカイコへの感染性も確認された。カイコは

家畜化し、飼育が容易で成育コントロールもしやすいため、胞子の大量増殖に向いている。

微胞子虫による微生物農薬は、1980 年の「Nolo BaitTM」の登録以降、40 年間新規製剤化

されていない。本研究で供試した 3 株には、保存性と胞子の生産性の面で世界で 2 例目の

製剤として、また、今後の新たな剤の開発に向けた突破口となる可能性がある。 

胞子形成様式を観察した結果、大型サイズの 2 属の胞子形成は、Nosema 属に比べ長時

間を要した。T. haruka ではパンスポロブラスト膜に 8 から 27 個の単核性胞子の形成を、

Trachipleistophora sp. FOA では膜内に 7 から 32 個の単核性胞子の形成を確認した。

Trachipleistophora 属のタイプ種の T. hominis の胞子形成様式は膜内に 2 から 32 個の単

核性胞子を形成すると報告されているため、これら 2 株の胞子形成様式はタイプ種と近似

していた。Vavraia sp. YGSL では膜内に 16 から 28 個の単核性胞子の形成を確認した。

Vavraia 属のタイプ種の V. culicis の胞子形成様式は膜内に 8・16・32 個の単核性胞子する

と報告されているため、Vavraia sp. YGSL の胞子形成様式もタイプ種のものと近似してい

た。供試した 3 株いずれも SSU rRNA 遺伝子による系統解析で推定された属のタイプ種に

近似していた。しかし、T. haruka では 2 パターンのメロント、Trachipleistophora sp. FOA

では膜内に 64 核のスポロブラスト、Vavraia sp. YGSL では 2 核性のスポロントと膜内に

40 個の単核性胞子といった、既知の報告例にはない形態も確認された。これらの結果より、

供試した 3 株には遺伝子配列解析にて推定された近縁種とは別系統である可能性もある。

Trachipleistophora、Vavraia の 2 属は、形態的にも遺伝子 (SSU rRNA・RPB1) 的にも近

似しており分類が難しいとされている (Vávra et al., 2006)。本論文で行った DNA 配列に

よる系統解析でも、これらの大型微胞子虫と高い類縁関係が示された。よって、本研究に供
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試した 3 株の分類においても、不確かな部分が存在した。 

本研究により、日本において分離された大型の Trachipleistophora 属と Vavraia 属の微

胞子虫には、25℃の生理食塩水で孵化するという既知微胞子虫株にはない新規の孵化特性

を有していることが明らかとなった。これは、大型の微胞子虫に共通する特性となる可能性

がある。現在、製剤化されている P. locustae は大型の胞子サイズの微胞子虫で、孵化の際

に Na⁺を必要とする (Whitlock and Johnson, 1990)。よって、大型の微胞子虫孵化特性に

は Na⁺が関与していることから、これまでに製剤化に成功した株と同様の傾向を持つ供試

株は製剤化できる可能性がある一方、胞子形成様式の観察により、この 3 株には遺伝子配

列解析で推定された Trachipleistophora 属、Vavraia 属の近縁種あるいは他属に類別され

る可能性も示された。Trachipleistophora 属と Vavraia 属は、形態的にも遺伝子的にも近

似しており、分類が難しいものの、本研究で用いた 3 株が有する新規の孵化特性やユニー

クな発育ステージが明らかとなったことは、今後の微胞子虫の分類の進展に貢献するもの

と期待される。 
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摘要 
 総合的病害虫管理 (IPM) を推進する上で、化学農薬の使用量を低減して効率よく病害虫

を防除するための技術として、生物的防除の普及が期待されている。害虫の生物的防除への

活用が期待されている微生物のひとつに微胞子虫が挙げられる。微胞子虫は、現在 1,500 種

ほど報告されているが、属や種によって異なる特性を有するため、微生物農薬としての利用

は進んでいない。特にこれまで微胞子虫を用いた微生物農薬の製剤化の障壁となっている

課題の一つに保存条件の問題がある。微胞子虫は一般的に生理食塩水中で保存されるが、塩

は製剤化に必要な他の化合物との相互作用を起こしやすい。そのためには、製剤化の課題解

決には塩を用いずに保存可能で、今までにない特性を持つ微胞子虫の検出・研究が必要であ

る。そこで、本研究では日本国内で分離された大型微胞子虫に着目し、生物学的特性を複数

株精査して比較を行った。 

 本論文ではまず、T. haruka、Trachipleistophora sp. FOA、Vavraia sp. YGSL の孵化特

性を調査した。その結果、大型微胞子虫 3 株の孵化特性には、K⁺以外に Na⁺と温度が関係

していることを確認した。Na⁺が胞子の孵化に関与している微胞子虫の報告例はあるが 

(Weiss et al., 2014)、生理食塩水のみで孵化する微胞子虫の報告例はなく、供試微胞子虫 3

株の胞子は、既知の微胞子虫において報告されていない孵化特性を有することが明らかと

なった。この点は Trachipleistophora 属微胞子虫や他の大型微胞子虫の胞子が活性化する

際の特徴となる従来にはない孵化特性であるため、製剤化を目指す際の問題解決の糸口と

なるものと期待される。次に、胞子形成様式を観察した結果、大型サイズの

Trachipleistophora 属および Vavraia 属の胞子形成は、Nosema 属に比べ長時間を要した。

また、いずれも SSU rRNA 遺伝子による系統解析で推定された各属のタイプ種に近似して

いたが、既知報告にはない発育ステージも観察された。これらの結果より、供試した 3 株は

遺伝子配列解析で推定された上記近縁種の別系統である可能性が示唆された。

Trachipleistophora および Vavraia の 2 属は、形態的にも遺伝子的にも近似しており分類

が難しいとされている (Vávra et al., 2006)。今後、さらに詳しく生物学的特性や分子生物

学的特性を研究することで大型微胞子虫の分類の進展が期待される。  
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