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Embryonic tissues of the smaller brown planthopper, Laodelphax striatellus FALLEN were 

cultivated for over 100 days in vitro. When the basic medium (Mitsuhashi's NCM-4A) was 

supplemented with the haemolymph of Philosamia cynthia PRYERI, active cell migration and 

mitoses were observed. Tissues either with or without trypsinization attached themselves well 

to the glass surface of culture vessels. In the trypsinized tissue cells migrated more actively 

than in the tissue without trypsinization. They continued growing to form epithelial cell sheets. 

Mitoses was observed in those cell sheets. There were many hollow spherical vesicles on the 

explant and the vesicles continued to swell up. In the embryonic tissue culture of L. striatellus, 

one type of fibroblast like cells, two types of wandering cells and three types of epithelial-like 

cells were observed. By the subculture of the original explants, including the growing tissues 

and the hollow spherical vesicles, similar vesicles were formed again on the explants, and 

active growing cells migrated from the original explants. However no cell growth was obtained 

from the separated cells.

緒 言

これ まで 植 物 ウイ ル ス の媒 介 昆 虫,と くに2, 3の ヨ

コバ イ類 の体 外 培 養 が 試 み られ,そ の 初 代 培 養 に 成 功 し

た い くつ か の例(VAGO and FLANDERE, 1963; HIRUMI 

and MARAMOROSCH, 1964; MITSUHASHI and MARA-

MOROSCH, 1964; MITSUHASHI, 1965)が あ り,CHIU and 

BLACK (1967)はwound tumor virusの 媒 介 昆 虫 で あ

るAgallia constricta (VAN DUZEE)の 継 代 培 養 に 成 功 し,

ヨ コバ イ類 の 組織 培 養 に お い て は じめ てcell lineを 確

立 した。

わ が 国 で は さき に三 橋(1965)に よ って イ ネ萎 縮 病 ウ

イ ル ス の媒 介昆 虫 ツマ グ ロ ヨ コバ イ の初 代 培 養 が 報 告 さ

れ,近 年 筆 者 らは イ ナ ズ マ ヨ コバ イ の 初 代 培 養 に 成 功 し

た(山 田 ら,1969)。 しか しな が らイ ネ 縞 葉 枯 病,イ ネ 黒

条萎縮病お よび ムギ北地 モザイ ク病を伝搬す る ヒメ トビ

ウンカの体外培養につい てはまだ成功 した例が ない。

本研究は ヒメ トビウンカの胚子組織 よ り体外培養で増

殖細胞を得,さ らにそ の増殖細胞を長期間培養す るこ と

がで きたので報告す る。
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材 料 お よ び方 法

1. 材 料

ヒメ トビウ ンカ(Laodelphax striatellus FALLEN)の 受精

雌虫を イネ苗を植 えたガ ラス筒 に24時 間放飼 して産卵 さ
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せ,採 卵 して実験 材料に供 した。 産卵は25℃, 1日16時

間 の ビタル ックス照 明の恒温室 の もとで行なわれ た。 こ

の条件下で,産 卵後4日 目に採卵 し,1回 の実験 に約100

個 の卵 を用いた。

2. 培養方法

卵は遠心管 の中で,70%エ チルアル コールで約30秒 間

表面殺菌 し,そ の後滅菌蒸留水で2～3回 洗浄 した。 表

面殺菌 した卵はMITSUHASHI and MARAMOROSCH (1964)

がMacrosteles fascifrons STÅLの 胚子組織 を培養 した とき

と同様 の方法で処理 した。培養容器はMITSUHASHI and 

MARAMOROSCH (1964)と 同 じように ガ ラス リング の上

下を カバ ーグラスで 封 じた ものを使用 し,sitting drop 

cultureで 培養 した。 培養は27℃ の恒温室 において行な

った。

3. 培養液

供試 した培養液 はMITSUHASHI (1965)が ツマ グロヨ

コバイ の胚子 の体外培養に用 いた培地 と,三 橋 の ツマ グ

ロ ヨコバイ組織培養用培地(NCM-4A)を 基本 培地 とし

た。NCM-4Aの 組成はNCM-4B (MITSUHASHI, 1969)

に含 まれ る牛胎児血清 を半量 に した ものである(三 橋,

私信)。

本実験では これ らの基本培地 に シンジ ュ蚕Philosamia 

cynthia P RYERIの 幼虫 の体液お よび ア メ リカザ リガニ,

Procambarus clarkii GIRARDの 体液 を基 本培地100mlに

対 しそれぞれ4%お よび2%添 加 した ものを用い各培地

での培養状態 を比較検討 した。 本実験 ではMITSUHASHI 

(1965)の 培地(培 地Iと 記す)に シンジュ蚕の体液を添

加 した培地を培地II, NCM-4A(培 地IIIとす る)に シ

ンジ ュ蚕 の体液を添加 した ものを培地IV,培 地IIIにアメ

リカザ リガニの体液 を添加 した ものを培 地Vと 記す。

シンジ ュ蚕 お よびア メ リカザ リガ ニの体液は56℃, 30

分熱処理 した後,2,000rpm, 10分 の遠心操作 を した。

そ の上清 を ミリポアー フ ィル ター(径0.45μ)で 濾過 し

て,濾 過液を培地に添加 した。

4. 観 察

成長細胞 の観察お よび写真撮影 は ニ コンMD型 倒 立

位相差顕微鏡で行 なった。培養細胞 のある ものはBOUIN

氏液で 固定 してDelafieldのhaematoxylinで 染色 して

保存 した。

実 験 結 果

1. 培地 の比較検討

培地I～Vを 用いて,培 養状態を観察 して どの培地が

ヒメ トビウンカの細胞培養に適 してい るかを検討 した。

そ の結果 を各培地 ご とに記す と次の ようであ った。

i) 培地I

細胞 の移住 はご くわ ずか しか起 こらず,少 し移住 した

細胞 も培養開始後5～6日 目で退化 した。 しか し移植 片

(元の組織)の 収縮運動 は活発 であ った。

ii) 培地II

細胞 の移住はかな り活発で,培 養開始後10日 目ぐらい

まで続 いたが,細 胞分裂 に よって細 胞が増殖する までに

はいた らなか った。移植 片は よく収縮 運動を くりかえ し

た。

iii) 培地III

細胞移 住は少 しみ られ たが,そ れ 以上細胞増殖が認 め

られず,培 養開始 後10日 目頃 か ら移住 した細胞が退化 し

は じめた。移植 片の収縮 運動はみ られなか った。

iv) 培地IV

培養 開始 後24時 間以内に細胞の移住が始 ま り,以 後活

発に移 住を続け た。繊 維芽状 細胞 の移住後,游 走細胞,

上皮性細胞 の移 住 も起 こ り,上 皮性細胞では細胞分裂に

よる増殖が よく観察 され た。 繊 維芽状細胞はnetwork

を,上 皮性細胞 はcell sheetを 形成 した。 しか し移植片

の収縮運 動はあ ま りみ られなか った。

v) 培地V

細胞 移住は不活発で,移 住 した組胞 も培養開始後5～

6日 で退 化 した。移植片 の収縮運動 もみ られ なか った。

以上 の5種 の培地を用いた結果では,ヒ メ トビウ ンカ

の胚子 の体外培養 には培地IVが 最適であ った。 したが っ

て以後 の実験 にはすべて培地IVを 用いた。

なお ヨコバイ類 の体外培養(MITSUHASHI and MARA-

MOROSCH, 1964; MITSUHASHI, 1965)で 観察 され た中空

の球形組織 がいずれの培地で も観察 され,細 胞が活発に

増殖 した培地 ほ ど大 きな中空球 形組織に発達 した。

2. 培養の経過

培養開始後24時 間以 内に繊 維芽状の細胞の移住がみ ら

れ た。 この繊維芽状細 胞は他の細胞に先だ って移住 しは

じめ,培 養 開始後15日 目ころにな るとnetworkを 形成

した。 この細胞 はHIRUMI and MARAMOROSCH (1964)

の繊維芽状細胞I型,MITSUHASHI and MARAMOROSCH 

(1964)のA型 繊維芽状細胞 と同 じもので,双 極性 の細

長い細胞質を伸ば して放射状 に増殖 した。 細胞 の大 きさ

は長 さ約150～200μ,幅 約10μ で,核 は小楕 円形 で緻密

であ り,そ の大 きさは約7.5μ であ る(第1図)。

繊維芽状細胞 の移住後,游 走細胞 も移 住 しは じめ培養

開始後15日 目ころには移植片(元 の組織)の まわ りに多

数出現 した。 この游走細胞には2種 類 の 細胞が 出現 し
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ヒメ トビウンカ胚子 から得 られた培養細胞 および組織(dark phase contrast)。 第1図 繊維芽状 細胞(×600)。

第2図 小型游走 細胞(短 い矢 印),お よび大型游走細 胞(長 い矢印)(×300)。 第3図 中空球 形組 織(×600)。 第4図 小

型上 皮性細胞 のcell sheet (×400)。

た。 一 つ は 大 き さ約20～30μ,核 の大 き さが 約10μ で,

MITSUHASHI (1965)の 小 型 游 走 細 胞 に よ く似 た細 胞 で あ

る。 他 は 大 き さ約100～150μ,核 の 直径 は 約20μ で細

胞 質 が 非 常 に うす く広 が って お り,MITSUHASHI (1965)

の 大 型 游 走 細 胞 に 属 す る もの と考 え られ る。 これ らの細

胞 は 同 じ よ うな時 期 に 移 植 片 の まわ りに 出現 した(第2

図)。

培 養 開 始 後6日 目こ ろ に な る とMITSUHASHI (1965)

が ツマ グ ロ ヨ コバ イ の体 外 培 養 で 観 察 した も の と 同 じ よ

うな 中 空球 形 組 織 が 形 成 され た(第3図)。 これ は 一 層

の細 胞 層 か らな る 中空 の 球 形 組 織 で,ほ とん ど上 皮 性 細

胞 を含 ん で お り,頻 繁 に細 胞 分 裂 を く り か え し成 長 し

た 。

上 皮 性 細 胞 に は3種 類 の細 胞 が 出現 した。 そ の 一つ は

MITSUHASHI and MARAMOROSGH (1964)がA型 上 皮細

胞,ま たMITSUHASHI (1965)が 小 型 上 皮細 胞 と述 べ て

い るの に よ く似 た細 胞 で,培 養 開 始 後6日 目 ころか ら移

住 し始 め た 。 こ の細 胞 は 急 速 に 広 が っ て培 養 開 始 後15日

目 ころ に な る とcell sheetを 形 成 した。 細 胞 の大 き さは

長 さ約25μ,幅 約20μ の 多 角 型 で 細 胞 質 は緻 密 で あ り,

核 は 円形 で 直 径 約7.5μ で あ った(第4図)。 細 胞 分 裂 は

cell sheet中 で しば しば 観 察 され た。 つ ぎに 出現 した上
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第5図 細胞膜が明確に認 められ る 上皮性細胞,矢 印は細 胞分裂 を起 こしている細胞 を示す(×900)。 第6図 

空胞 を多 く含む上皮性細胞(×600)。

皮 性 細 胞 は前 述 の上 皮性 細 胞 と同 じよ うに 培 養 開 始 後6

日 目 ころ か ら移 住 を始 め,15日 目 こ ろに な る とcell sheet

を 形 成 し た。 こ れ はMITSUHASHI and MARAMOROSCH 

(1964)のC型 上 皮 細 胞 と同 じ もの で,細 胞 間 の境 界が

明瞭 な細 胞 で あ る。 細 胞 の 大 き さは 約25μ で,核 は 円

形 で 直径 約10μ で あ った。 細 胞 分 裂 はcell sheet中 で

頻 繁 に観 察 され た(第5図)。 これ ら2種 の 上 皮 性 細 胞

は しば しば 同一 の移 植 片 よ り混 合 して 増 殖 して きた 。 培

養 開始 後100日 以 上 も増 殖 しつ づ け,大 き なcell sheetを

形 成 した。

上 皮性 細 胞 は 前述 の2種 類 の 他 に,培 養 開 始 後26日 目

ころか ら空 胞 を 多 く含 む上 皮 性細 胞 が 出 現 し,cell sheet

を形 成 す る まで に広 が った。 この 細 胞 の 大 き さは 約50～

75μ,核 の直 径 は 約12.5μ で あ り(第6図),MITSU-

HASHI and MARAMOROSCH (1964)のE型 上 皮 細 胞 に よ

く似 て い る。

本培 養 に お い て,1種 の繊 維 芽 状 細 胞,2種 の游 走 細

胞 お よび3種 の 上 皮性 細胞 が 出現 した。 そ の うち 繊 維 芽

状 細 胞 と游 走 細 胞 は培 養 開 始 後30日 ぐ らい で 退 化 す る も

の が 多 か った が,上 皮性 細 胞 の うち 小 型 の 上 皮 性 細 胞

(第4図)と 細 胞 壁 の 明 瞭 な上 皮 性 細 胞(第5図)は100

日以上 培 養 を つ づけ て も著 しい退 化 は 認 め ら れ な か っ

た。

3. トリプ シ ン 処理 の効 果

本実 験 で は,胚 子 を トリプ シ ン処 理 を して 培 養 に 供 し

た が,ト リプ シ ン処 理 に よ って悪 影 響 を 受 け る場 合 もあ

りうるので,同 じ培養条 件下で処理の効果を調 べた。

そ の結 果,MITSUHASHI and MARAMOROSCH (1964)の

M. fascifrons胚 子組織培養 の場 合と同様に,ト リプ シン

処理 しない もので も ガラス 面へ の 付着は 良好で あ っ た

が,移 住は処理 した ものの方が良好で,そ の後 の細胞増

殖 も活発で あ った。

4. 継代 培養 の試み

培 養開始 後1か 月 目ころに な る と 上皮性細胞はcell 

sheetを 形成 し,中 空組織 も大 き く発達 した。 その よう

な移植 片,中 空組織お よびcell sheetを それぞれ別 々に

継代培 養を試 みた。

移植片 と中空組織は機械的に ガラス面か らはが し,初

代培 養の時 と同 じよ うに トリプ シン処理 して,別 の容 器

に植 えついだ。 この場合,中 空組織 を機械的には が す

と,中 空の形態 を失 なったが,そ れを細胞間 の結合がゆ

るむ 程度に トリプシン処理 を した。 上皮性細胞 のcell 

sheetは0.05%ト リプシ ン液で10分 間処理後,培 地を加

えて処理 を止めて静置 し,6時 間 後に新 しい培地に と り

かえ て,同 じ容器で培養を続けた。

そ の結 果,中 空 組織は同 じような中空組織 を形成 した

に とどまった。上 皮性細胞のcell sheetは 週1回 あて同

じ操作 を く りかえ したが,増 殖 細胞は得 られず3週 間 目

で退化 した。 ただ初代培 養の移植 片を植えついだ場 合だ

け,伸 びは遅 か ったが,初 代培 養 と同 じような増殖細胞

が得 られた。
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考 察

HIRUMI and MARAMOROSCH (1964)は ヨコバイの1種

M. fascifronsの 体外培養 を行 な うにあた り,反 転 期の卵

の胚子を用い るのが培養に最適 であ り,増 殖細胞 は この

時期 の発育胚子 のみか ら得 られ たと 報告 した。MITSU-

HASHI and MARAMOROSCH (1964)はM. fascifronsの そ

の他の発育時期の胚子か らも同様 な細胞増殖が得 られ る

が,上 記の発育胚子は最 も扱いやすい と述 べてい る。 し

たが って本実験 において もヒメ トビウ ンカの同 じ発育時

期の胚 子を用いた。 この時期の卵は胚子 の摘出が容易で

あ り,培 養材料が多量にあつめ られ る利点があ ったが,

そ れに比べ,こ れ よ り早い時期の ものは胚子が小 さ く,

材 料が 多 くとりに くい。またこれ よりおそい時期 の胚子を

用 いる とガ ラス面への付着が悪 く培養に適 さなか った。

鱗翅 目昆 虫の体外培養 において,あ る種 の昆虫の体液

を培養液 に 添加 す る ことに よって,細 胞 の発 育を促進

し,cell lineを 確立で きるほ どの効果 を示す い くつかの

例が報告 さ れ て い る(鮎 沢 ら,1961; GRACE, 1958, 

1962)。 また最近Agallia constricta胚子 の体外培養 におい

て も,CHIU and BLACK (1967)はlobsterの 体液 ある

いはAntheraea eucalyptiの体液を加え ることに よってsub-

cultureに 成功 した。

本研究 において,数 種 の培地 の検討 を試み た 結 果,

NCM-4Aに シンジ ュ蚕 幼虫の体液を 添加 した培地が ヒ

メ トビウンカの培養 に最適 であ り,体 液を加えない培地

では細胞移住 も悪 か った ことを考えあわせ ると,シ ンジ

ュ蚕幼虫 の体液 には ヒメ トビウ ンカの培 養細胞 の発育を

促進す るのに有効 な成分が含 まれ ている もの と思 わ れ

る。

培養中に中空球形組織が現われ たが,こ れ は ゴキ ブ リ

の組織培養(LARSEN, 1964; MARKS and REINECKE, 1964)

や ヨコバイ類 の培養(MITSUHASHI and MARAMOROSCH, 

1964; MITSUHASHI, 1965)で 報告 された ものと同 じもの

であ る。本実験に現われた中空球形組織はほ とん ど上皮

性細胞 で形 成 され てお り,細 胞 増殖 も活発だ った ので継

代培養 を試み たが,再 び中空組織 を形成す るのみであ っ

た。 この中空組織 の形成 機構 は まだ明 らかでない。

本実験 において,ヒ メ トビウンカの胚子初 代培養 か ら

繊維芽状細胞1種,游 走細胞2種 お よび上 皮性細胞3種

の計6種 類 の細胞が 出現 した。 これ らの細胞 中,最 もよ

く増殖 した のは上皮性 の細胞で あ り,長 く培養 を続け る

と大 き く広が るcell sheetが 得 られ るので,こ の細胞 を

用いて ヒメ トビウ ンカに よ り伝搬 され る植物 ウイルスの

感染実験を行 な うこと も可能 であろ うと考 え られ る。 し

か し詳細 な ウイルス感染 と増殖 の研究 には,こ れ らの細

胞 の継代培養 を 行な ってcell lineを 確立す る ことが必

要であ ろ う。それに よって植物 ウイルスを定量 的にあつ

か うこともで きるよ うに な り,媒 介昆虫 と植物 ウイルス

の相互関係を解明す るのに有効 な手段 とな りうる ものと

考 え られ る。

摘 要

1) ヒメ トビウンカの胚子組 織 よ り体外培養で増殖細

胞 を得,さ らにそ の増殖細胞 を100日 以上培 養す ること

がで きた。

2) 基本培地(NCM-4A)に シンジュ蚕幼虫の体液を

添加す る ことに よって,増 殖細胞 が得 られ た。

3) 胚子 を トリプ シン処理 した もの と,し ない ものの

培養状態をみ ると,処 理 しない もので もガ ラス面へ の付

着は良好であ ったが,移 住は処理 した ものの方 が 良 好

で,そ の後 の細胞増殖 も活発であ った。

4) 継代培養 の試みでは,初 代培養 の移植片 を植えつ

いだ場合だけ,伸 びは遅いが,初 代培養 と同 じよ うな増

殖 細胞が得 られた。
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