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は　 じ　 め 　 に

　 持続的農業 を支え る 農薬 の 新 しい 試 み と して 生 物農薬

が 関心 を 集 め て い る．さま ざ まな生物農薬の 可能性が 天

敵関係 に あ る生物 の 組合せ の なか に 求め られ て い るが，

生 物農 薬の な か で もっ と も広 くまた 長 く用 い られ て い る

BacitlUS　tlmyingie；isis もそ の 存在意義が 再認識 され て

い る ．B ．　thuringiensis の 殺 虫 活 性 は 鱗翅 目，双 翅 目，

鞘翅 目昆虫幼虫の 広 い 範囲に 及ぶ．

　 最近 われわ れ は コ ガ ネ ム シ 類 幼虫 に 対 し て 殺虫活性 を

示すま っ た く新 しい タ イ プ の B ．t／itt・Fingiensis を徳島

県 の 土 壌か ら分離 した ．わ れわ れ の 発 見 した 菌株 は ，土

壌生 息 の 難防除害虫 で あ る コ ガ ネ ム シ 幼虫 に対 し て有効

な生物農薬 に な る可能性 を も っ て い る ．本総説 で は 生 化

学，農 薬施 用 の 多方面か ら こ の 新 しい 菌株 の 解説 を行 な

い ，併せ て生 物農薬の なか で もっ とも多 く利用 され て い

る B ．thuringiensis の 一
般的解説 も行な う．B ．　tJtτ｛rin −

giensisを有効成分 と す る BT 製剤 に 対す る 理 解の
一

助

となれ ば 幸 い で あ る ．紙 幅 の 都合 で 遺 伝 子 に 関 して は す

べ て 割愛 した ．

BaciltUS 　thuringiensis の 分類

B ．thuringiensis は 土壌お よび 土壌 に 近 い 環境 に 生息

す る
， 胞子を作 る桿菌 で ある．Bacillus　 cereUS に きわ

め て 近 い 菌 で あ り，殺虫性タ ン パ ク を 細 菌細胞内 に 生 産

蓄債す る 特徴 を もっ ．現在 も世界各地の 土壌か ら新 しい

活 性 ス ペ ク トル を もっ た B ．thuvingilensis が 単離 され

て い る．図 1に 筆者 の
一

人 ， 大庭 らが 推定 した ，殺虫活

性を もっ B ．th・t｛ringiensis が 土壌 か ら分離 され る頻度

を示 した ．土 壌か ら分離され る B ，cereZts 群 の 細菌 の う

ち約 1・−3％ が 結晶性 タ ン パ ク を 生産す る． こ の 割合 は

地域 で 異 な りイ ン ド ネ シ ア で は 6％，ア メ リ カ で は も っ

と低 い よ うで あ る．しか し こ れ らの 結晶性 タ ン パ ク生 産

菌の う ち 60％ 以上 は 鱗 翅 目，双 翅 目 ， 鞘翅 目 に は 無毒

で あ る．結晶性タ ン パ クを生産 しな い 菌 （B ．cereus に

分類 さ れ る〉の うち B ．thurin
．
aiensis の 鞭毛 の 抗血清

に 反 応 す る もの は 約 30％ だ が ， 血清型が 40 を越え る

現在 で は こ の 割合は は るか に 高 い と思 わ れ る。つ ま り非

常 に高い 割合で B ．cereUS と B 、　tlturingiensisとは 血清

反 応 で 交差す る こ とに な る．こ の ように 比較的小 さな出

現頻度 の なか で 現在ま で に ， 数多 くの B ，thUTingiensis

が 単離さ れ ， 新規な株 が み っ か っ て い る （表 D．な か

で も，Goldberg と Margalit が 1977 年に イ ス ラ エ ル

の 乾燥地 帯で ， 蚊 の 幼虫 ボ ウ フ ラ を 殺虫する B ．thurin −

8乞6η 5露 serovar 　iscraelensisを 発見 し た こ とは ，　 B ．

thuringiensis の 殺虫活性の 対象が鱗翅目昆虫に 限 られ
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表 lBac ’illU・s　tht・tT・i”gi・ensils の 殺 虫 性 ク ン パ ク の 遺伝子 ， 分 子 量 ，由来，標的昆虫

遺伝子名 亜陲 お よ び 株 名 血 清 型 分 子 サ イ ズ 〔kDa ） 標的昆 虫
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な い こ と を 示 した 点で 画期的 で あ っ た．

　1983年 に は コ ロ ラ ドハ ム シ 等 に効 くB ．thuri”bviens
・is

tenebrionis が 発 見 され，鞘翅 目昆虫 もB ．功 躍 掬 8紹邦 皮 5

の 対象昆虫 に な っ た ．新規 な B ．tlZitr・i” giensis は 今後

も発見 され 続け る と 思 わ れ る．

　B ．thuvingiensis は 従来 生 化学 的 諸 性質，た と えば エ

ス テ ラーゼ 湎 性等に 基 づ い て 分類 された が ， 現在 は パ ス

ツ ール 研究 所の cle　 Barjac ら の 提 案に よ り，鞭毛 の 抗

原 （H 抗原）に 対す る抗血清 を 用 い て，抗原抗体反応を

行 な い 分類す る セ 卩 タ イ ピ ン グ （血清学的分類） が 用 い

られ て い る
1）．鞭毛抗原 に 対す る 反応 性 に 基 づ い て 分類

さ れ た 型，血清型 は ，現在 40 種類以 上 知 られ て い る．

血清型 と 殺虫 ス ペ ク トル の 閻に は 大まか な 対応関係が あ

るが，血清型 が 同
一

で あ っ て も必ず し も殺虫す る 対象昆

虫 （殺 虫 ス ペ ク トル ） が 同 じで は な い こ と は 注 意 しな け

ればな らな い ．こ れ は 毒素 タ ン パ ク の 遺伝 子 が 転移性遺
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図 1 土壌を主 とす る自然界か ら分離され る Bacit−

　　　ltts　 ce ・reus ／Baciltz
・ts 施 癬 η92：配 ∫露 群 の 結晶体

　　　産生能，昆虫毒性，お よ び H 抗原 に よ る分別

伝要素， ト ラ ン ス ポ ゾ ン ，と して 行 動 し，長 い 進 化 の な

か で種々 の 細菌間 を 移動 した た め と考えられ る，

　 わ れ わ れ の 単離 し た 菌株 は 血 清 型 23B 、　 t／i．U ，
・・
i：v
’
z−

，gie・nsis 　seros
’
ar ］

’
aPonensis の 1鞭毛 抗原 の 抗血 清 に 強 く

凝集 さ れ血清型 23 に 同定 し た
2）．B ．功 観 珈即砌 ∫露

s．erovar 　／ia．Ponepa．sis の 標準菌株 は 鱗趨 目昆山 で あ る コ

ナ ガ 幼虫 に 強 い 殺虫活性を示 し，カ イ コ ，チ ャ ハ マ キ に

は中程度，ハ ス モ ン ヨ ト ウに は 強 い 活性を示す，と こ ろ

が 血清型 23 と 同定され た 新 しい 菌株 は こ れ らの 鱗翅目

幼虫 に 対 し 50 μg 毒素 タ ン パ ク ／g ・
飼料 の 高濃 度 で も

ま っ た く殺虫活性 を 示 さ な い ．

　　　　　　ブ イ ブ イ株 の 殺虫 ス ペ ク トル

　人 工 飼育 して い る い くっ か の 昆虫幼虫を用 い て こ の 新

しい 菌 の 殺虫活性を調査 した と こ ろ ， 精翅 目昆虫 ドウ ガ

ネ ブ イ ブ イ Anoiwala 　 C
’
uPre α の 幼虫 に 対す る 殺虫活性

が 非常に 強い こ とを 発見 した
2・3），血清型 23 に 属 し ， 鱗

翅 目に 対す る 殺虫活性 が な く，鞘 翅 目昆虫 に対し て示す

菌株 は 現在 ま で知られ て お らず，わ れ わ れ は こ の 新規な

菌株に B ．thu．ringiensis 　seres ・ar 　YaPonensis　 strain

Buibui と命名 した （以 下 ブ イ ブ イ 株）
2）・ ド ウ ガ ネ ブ イ

ブ イ に 対す る LC ，o は 0．09 μ9 毒素 タ ン パ ク／g ・
飼料で

あ っ た．こ の 値 は い くつ か の B ，疏 雄 加 g麟 翻 ε が コ ガ

ネ ム シ幼 虫 に 対 して 示 した 毒素の な か で も っ と も強い も

の で あ る．

　 こ の 新規菌株 は ， カ ブ トム シ
，

マ ツ ノ マ ダ ラ カ ミ キ

表 2　コ ガ ネ ム シ類幼虫 に 対す る BaciU “ts　tlntriit
．

aiensis 　serovar 　］

’
aPotlensis 　strain 　Buibui の 殺虫 活 性

コ ガ ネ ム シ 幼虫 齢　期
　　 トキ シ ン 濃度
（μgl30 　kDa タ ン パ ク fg
　　 コ ン ポ ス ト）

致 死 率 （％）

処 理後日数
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　サ ク ラ コ ガ ネ と セ マ ダ ラ コ ガ ネ の 場合 ， 致 死 率 の 測 定 に は そ れ ぞ れ 8 匹 と 5 匹 の 幼虫 を 用 い ， 他の 場 合 は す べ

て IU 匹の 幼虫 を 用 い た ，ド ウ ガ ネ ブ ィ ブ イ とマ メ コ ガ ネ は 実験を 3 回繰 り返 した ．すべ て の 実験値 は コ ン トロ
ー

ル 値 を 引 い て あ る．
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リ，ニ ジ ュ ウ ヤ ホ シ テ ン トウ，ヨ モ ギ ハ ム シ の 幼虫 に 対

して は 殺虫活性を示 さなか っ た が ， サ ク ラ コ ガ ネ ， チ ビ

サ ク ラ コ ガ ネ，ア オ ドウ ガ ネ，マ メ コ ガ ネ，セ マ ダ ラ コ

ガ ネ，ヒ メ コ ガ ネな どの コ ガ ネム シ 類 の 幼虫に は い ずれ

も高い 殺虫 活 性を 示 した （表 2）3）．と くに ドウ ガ ネ ブ ィ

ブ イ，ア オ ドウ ガ ネ ，
マ メ コ ガ ネ等 に 強 い 殺虫活性を示

した こ とは ， こ れ らの 幼 虫 が 土 壌生 息性の 難防除害虫 で

あ る こ とか ら画 期的 な こ と で あ る と思 え る． ド ウ ガ ネ ブ

イ ブ イ は 温暖な地方 で 種 々 の 農作物 の 根部を食害 し，マ

メ コ ガ ネ は Japanese　 beetle と呼 ば れ ，
ア メ リカ合衆

国や ア ゾ レ ス 諸島 で 農 作物 に 被害を与え て い る 重要害虫

で あ り，両者 に 対 して 強 い 活 性 を 示 した こ と は 付 加 価 値

の 高 い B ．thurilaigiensisとい える．

　鞘翅 目昆虫 に 対 し て 殺 虫 活 性 を もつ B ，”粥 吻 癖 覩 ∫廊

は 1983 年 ドイ ツ の Krieg らに よっ て 初 めて 報告 され

た
4）． こ の 菌株 は 重要な貯穀害虫 を 含む鞘翅 目 ゴ ミ ム シ

ダマ シ 科昆虫 Tenebiionidae に 殺虫活性を示す こ とか

ら B ．tEturingiensis　 tenebrionis と呼 ば れ た が ，
ハ ム

シ科 の コ ロ ラ ドハ ム シ に も強 い 殺虫活性 を 示 し た ．以来

現在 まで に 10 菌株以 上 の 鞘翅 目昆 虫 に 活 性を もっ B ，

th” ri7igiensis が 発 見 さ れ て い る． こ れ ら は ブ イ ブ イ株

を除 い て す べ て コ P ラ ドハ ム シ に 対 して 殺虫 活 性を も

ち ， しか もあ る場合 は鱗翅 目昆虫幼虫 に 対 して も殺虫活

性を 示す．しか しブ イ ブ イ株 は ハ ム シ ， 鱗建 目昆虫 に 対

し殺 虫活性 を 示 さず ， B ．　thuringie ？2sis　tenebyionis に

代表 さ れ る ような ， 鞘翅目昆虫に 活性を示す既存 の 菌株

とは 明らか に 異な る．

殺虫性タ ンパ ク

　B ．tli　ttring ・iensisの 殺虫活性の 実体 は 殺虫性 タ ン パ ク

（以 下 プ ロ トキ シ ン ） で タ ン パ ク 分解酵素の 分解を 受 け

活性化 タ ン パ ク （以下毒素）に な る．プ ロ トキ シ ン が多

数集合 し結晶体を細菌細胞内に 形成する．結晶体は 大 き

さ 1〜2 μm 位 の 種 々 の 立体的形状 を と っ て い る ．立 方

体な い し直方体 （B ．≠ん彫 鋭 炉8η 5寛 tenebyionis 等），四

角錐 を底面 で 2個っ な ぎ合わ せ た バ イ ピ ラ ミ ッ ド （図 2）

（B ．tlturingiensis　 serovar 　kur∫tafti等）等 の 形 が 多

い ．B ．　thuringiensis　sero 、
卩
ar グα∫）θ％ 砌 ∫麓 基 準菌株 と

ブ イ ブ イ株の 結晶体 は球体ない し楕 円体 で 互 い に 非常 に

似 て い る．活性 ， っ まりタ ン パ ク レ ベ ル で は ま っ た く異

な る が ， 同 じ鞭毛抗原性を示 しか つ 同 し結晶形態をと る

の は なぜ な の か 興 味を 覚 え る とこ ろ で あ る．

　B ．thuringiensis の プ ロ トキ シ ン の 結晶体 は 普 通 ，

pH 　 IO−・12 の ア ル カ リ溶液 で 可溶化す る．ア ル カ リ で

の 浸漬 を 長 くす れ ば 活 性を 失う． ア ル カ リ処 理 の 際 IS
　一

図 2　Baciltus　thttringiensis　serovar 　huvstaki　HD −

　　　73 の 結晶体 の 走査 電 子顕微鏡写真 （（株）ク ボ

　　　 タ，坂中
一

敦氏提供）

メ ル カ プ タ ン ，ヂ チ オ ス レ イ トール 等 の 還 元 剤 を 加え て

CrylA タ ン パ ク結晶体と Cryll タ ン パ ク 結晶体 とを分

離す る こ とが で きる．し か し こ れ ら還元 剤は ブ イ ブ イ株

の 結晶体 か らの プ ロ トキ シ ン の 溶解 量 に 影響 しな い
5）．

　わ れ わ れ は ブ イ プ イ 株 の 培養菌 体か ら 結晶体を単離精

製，可溶化 しい くつ か の 生 化学的性質 を 明 らか に し た
5）．

ブィ ブイ 株 の 結晶体 は pH 　IO くらい の 比較的穏和な 条

件で容易 に 可溶化され ，
HD −1 株 の 結晶体よ り pH の

低 い ア ル カ リ溶液で 可溶化す る こ とが 示 され た 5）．プ ロ

トキ シ ン は マ イ ナ ス に 荷電 して い て 陰 イ オ ン 交 換体に 吸

着 し，DEAE イ オ ン 交換 ク ロ マ トグラ フ ィ
ーに よ っ て，

殺虫活性を示す 2 画分 が 0．1 と 0，2M −NaCl に よ り溶出

する．SDS −PAGE 分析 に よ る分子 サ イ ズ は前者は 65

kDa ，後 者 は 130 　kDa で あ っ た ．前者 の 存在 量は 後者

に 比べ 非常 に 少ない が ， 結晶体を 直接 SDS −PAGE 分

析 し た 場合 は 130kDa の 単一の バ ン ド しか 検出 で きず

（図 3），低分子 毒素 の 起源 は 非常 に 興味が もた れ た．

　低分子毒素の 由来 を推察する うえ で 興味あ る知見があ

る．そ れ は，一般に B ．thuringiensis の 殺虫性タ ン パ

ク 結晶体 の 表面 な い し内部に タ ン パ ク 分解酵素が存在

し ， 結晶体を 可溶化す る と 分解酵素が 働き，一
定時聞後

に は 70kDa ク ラ ス の 毒素が 出現す る
6）とい う報告で あ

る， こ の Bulla らの 知見 が ブ イ ブ イ 株 の 低分子毒素の

由来に も当 て は ま るか 否か は両タ ン パ ク を コ ードす る 遺

伝子 の 塩基配列 を 決定すれ ば 明らか と な る で あ ろ う．
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図 3BatliUus 　 t」・uringiens −is　 serovar ゴ砂 ・
・
ne7 ・sis

　　　 strain 　Bujbui ，　hursta．hi　HD −1 お よ び hurstaki

　　　HD −73 由来 の 殺虫性 結 晶 タ ン パ ク の SDS −

　 　 　 PAGE

　　　l％ SDS を 含む市皈 の SDS −PAG プ レ
ー

ト

　　　を 用 い た ．ア ク リル ア マ イ ド濃度 は 4〜20％

　　　勾配で あ る．右側 の 数宇 は マ
ーカー

の サ イ ズ

　　　を kDa で 表示 した．

　自動 ペ プ チ ドシ ーケ ン サ ーに よ っ て 両 トキ シ ン の N 一

末端 ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 し た ． 130kDa タ ン パ ク は

NH2 −XX −ProAsnGlnAsnGluTyrGlullelleAspAla −

Leu ，65　kDa タ ン パ ク は　NH ，
−SerArgAsnProGly −

ThrPl〕eUe と決定 さ れ少な くと もN 一末端 近 傍 の ア ミ ノ

酸配列は 両者 で 異な っ て い た ．しか も現在ま で に 報告 さ

れ て い る，鞘翅 目昆虫 を 殺 虫 す る プ ロ トキ シ ン の ア ミ ノ

酸配列 に は相同 の 配列 は な く， ブ イ ブ イ株 の プロ トキ シ

ン は 新規で あ る こ とが 示 唆 さ れ た．

　今ま で に 報告 され て い る B ．thttringie・nsi．s の プ ロ ト

キ シ ン の 分子 サ イ ズ は 130kDa と 70　kDa の 二 っ の ク

ラ ス に 分け られ る （表 1）．鱗翅 目昆虫 に 活性 を 示す多

くの プ ロ ト キ シ ン は 130kDa ク ラ ス が 多 い ．最近相

次 い で 発見 さ れ て い る，鞘 翅 目昆虫に 活性を示すプロ ト

キ シ ン の 分子 サ イ ズ は 70kDa ク ラ ス で あ る．唯一

CrylllC 殺虫性 タ ン パ ク は 130　kDa の プ ロ トキ シ ン で

あ る が ， タ ン パ ク分解酵素で 分解 し 70kDa の タ ン パ ク

に し て 初 め て 活性 を 示 す
7）． こ れ らの 事実 を 考え る と ，

DEAE ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

で 65　kDa の 毒素が 検出さ

れ た 事実 は ，
ブ イ ブ イ株も非常に 少量の 70kDa ク ラ ス

の タ ン パ ク を 生産 し て い る可能性 を 示 唆 す る もの か も し

れない ．しか し 130kDa が 主 要 プ ロ トキ シ ン で あ り，

そ の 活性発現 に タ ン パ ク分解酵素に よ る 前処理 を必要 と

しな い 点 で 従来 の 鞘 翅 日昆 虫 に 活性 を 示す プロ トキ シ ン

（CryIII 群，　 CryV ＞と異な り， ブ イ ブ イ株の ト キ シ ン

は 特異的 で あ る．

プ ロ トキ シ シ の 活性化

　昆虫幼虫が 殺虫性 タ ン パ ク 結晶体を 食下す る と， pH

10 位 の 高 い ア ル カ リ性 で あ る 中腸 消化液 で 結晶体か ら

プ ロ トキ シ ン が可 溶化す る．可溶化 した 130kDa あ る

い は 70kDa ク ラ ス の プ ロ トキ シ ン は さ らに ， 消化液 に

存在する ア ル カ リ性 タ ン パ ク分解酵素 に よ っ て 消化され

C一宋端 の 半分 （130kDa プ ロ トキ シ ン の 場合）
8・9） と多少

の N 一末端 を 失 い
ie）　M 素とな り， 昆虫幼虫 の 中腸上皮細

胞 の 特定部位 （レ セ プ ター）に 結合す る と考 えられ て い

る，70kDa ク ラ ス の プ ロ トキ シ ン の 場 合 も，消化酵素

の 分解を受け両端 の ア ミ ノ 酸を多少失い ，やや低分子化

され 毒素と な り同 じ ように レ セ プ ターに 結 合 す る と考 え

られ て い る．

　B ．thuringiensis 　serovar 　kttrstahi　HD −1や HD −73

由来 の 鱗翅 目幼虫に 活性 を 示す 130kDa の プ ロ トキ シ

ン を カ イ コ
，

コ ナ ガ， ハ ス モ ン ヨ トウ ， チ ャ ハ マ キ，

イ エ バ エ の幼虫申腸消化液で 処理す る と ， み なそれぞれ

50−・60kDa の 毒素を 生 じ る． こ れ ら毒素 は C一末端半

分 と お よ そ 30あ る い は 60 残 基 の N 一
末端 ア ミ ノ 酸 を

失 っ て い た ，ま た N 一
末端 の 切断箇所 は ト リ プ シ ン ， キ

モ トリ プ シ ン の 認識部位 と一
致 して い た

ID ）．ま た イ エ バ

エ は この 毒素で は 殺されない の で，消化液が 毒素を生産

す る だけ で は 殺虫 に 十分 で は な い こ と を 示 して い る．

　B ．thucringiensis　serovar 　huvstahi　HD −1 や HD −73

の 130kDa プ ロ ト キ シ ン を ト リ プ シ ン ， キ モ ト リプ シ

ン ， V8 プ ロ テ ア
ーゼ 等で 消化 して も，中腸消化液に よ

る処 理 の 場合 と同 じよ うに お よそ 60kDa の ペ プ チ ドに

な る 9・11・12 ）， こ の ペ プ チ ド は 消化液 で 24 時聞以 上 処 理

を行な っ て も， 都合の よ い こ とに ，幼虫 に とっ て は 悪 い

こ とに ，それ以上小 さく切断 され る こ と は な い ．こ の ペ

プ チ ドは 最小単位 の 毒素 と考え られ て い る．ち な み に ト

リ プ シ ン は Arg，　Lys の カ ル ポ キ シ ル 側，キ モ ト リ プ シ

ン は 主 と して 芳香族ア ミ ノ 酸残基 の カ ル ボ キ シ ル 末端側

を 認識 して 切断す る．

　 ブ イ ブ イ株 の プ ロ ト キ シ ン か ら毒素 を 作 る た め に，イ

オ ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーで 精製した 130kDa プ ロ

トキ シ ン を V8 プ ロ テ ア ーゼ で 消化 した ．消化物 を 経 時

的に SDS −PAGE 分析 した と こ ろ，24 時間以上 V8 酵

素 で 処 理 し て も，それ以上 は 消化 され な い 分子 サ イ ズ お

よ そ 65kDa の タ ン パ ク 分解酵素抵抗性 の コ ア ペ プ チ ド
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一Eleotronio 　Library 　



Pesticide Science Society of Japan

NII-Electronic Library Service

Pestioide 　Soienoe 　Sooiety 　of 　Japan

104 日本農薬学会誌　第 20 巻　第 1 号 　平成 7 年 2 月

が 検 出で きた
5）．

　 ブ イ ブ イ 株 の プ ロ トキ シ ン を V8 酵素処 理 して 得た 羝

抗性ペ プ チ ドが 最小単位 の 毒素 か 否 か は 現在不明 で あ る

が，ブ イ ブ イ 株 の プ ロ トキ シ ン も B ．th・uringiensis

serovar 　htfrstahi　 HD −1 等の 鱗翅 目に 殺虫 性を 示 す プ

ロ トキ シ ン 等 と 同 じ よ うに ， C一末端半分 の 切断と，
　 N 一

末端 の 短 い ア ミ ノ 酸鎖 の 切断が毒性 の 発 揮 に 必 要 で あ る

と考え られ る．こ れ は おそ らくこ の ような切断の 後 に 毒

素分子 が 一定の 三 次 元 的 コ ン フ ォ メ ーシ ョ ン を と り， そ

れが細胞膜 との 相互 作用 に 必須 な こ と を 示 して い る と思

わ れ る．

　B ．thuringieftsis　serovar 　kztrstaki　HD −1 株，ブ イ

ブイ 株 由来 の 分解酵素抵抗性 コ ア ペ プ チ ドの な か に ト リ

プ シ ン，キ モ ト リ プ シ ン が認識する 切断部位 が な い わけ

で は な く， ア ミ ノ 酸配列をみ れ ば い くつ か の 切断可能な

部位が み つ け ら れ る ．しか しこ れ らの 部位 は 中側 に 折 り

畳まれ て い て タ ン パ ク 分解 酵素 が 接近 で きず，抵抗性 の

コ ア ペ プ チ ドが 生 成す る と考え られ る，

毒素の 殺虫機構
一一

中腸上皮細胞 の 毒素 レ セ プ ター

　幼虫 中腸 の 組織 で 最内側 に 面 して い る上 皮 細匏層 は ，

杯状細胞 と 円筒細胞 か らな る一層 の 細 胞 層 で ，中 腸 の 内

容物か ら栄養を 吸収す る最前線 で あ る．杯状細胞 に は 大

ぎな腔 が 存在 し，円 筒 細 胞 の 中 腸 内 腔 側 に は ヒ トの 小腸

の 微絨毛 の ような ブ ラ ッ シ ュ 状 の 小突起が存在す る，こ

の 小突起 の 近辺 に は ，毒素が特異的に 結合す る 結合部位

（レ セ プ ター
）が 存在す る と考 え ら れ て い る．上皮細胞

膜上 に あ る こ の レ セ プ ター
に 毒素 が 結合す る と，毒素 タ

ン パ ク の N 一末端 近 傍 に あ る 疎水性部分が 細胞膜 の 疎水

性部分 と相 互 作 用 を 起 こ して 細胞膜内に 陥入 し，小孔 を

作 る．す る と細胞 の 選 択的 イ オ ン 輸送 が 攪乱 され ， 細胞

内 に 溶質が流入 し，栄養吸収 の 最前線 に あ る 上皮細胞 は

ホ メ オ ス タ シ ス を 失 うと考 え られ て い る ，

　毒素に よ っ て中腸組織や培養細胞が 膨潤する こ とが 鶴

察 さ れ る の は，細 胞 の 選 択的透過 性が失わ れ水が 細胞内

に 流入す る こ とを意味 して い る と考え られ る．

　しか し毒素と レ セ プ タ ーとの 結合 の 本当 の 姿 は 未解決

の 問題 で ， さまざまな仮説が あ る．Kllowlesと Dowl ；i）

の 考 え を ひ も と い て レ セ プ タ ーと 毒素 と の 結 合様式 を 囃

理 して み た い ．

　 レ セ プ タ ーと 毒素の 相 互 作 用 に は 大 別 し て 「 つ の モ デ

ル が考え ら れ る．

　1）　 レ セ プ ター自身が膜を貫通 して い る．レ セ プ ター

は ゲートで，毒素 は レ セ プ ターに 結 合 しゲ
ートを 開 く，

こ れ は リ ガ ン ドに よ る チ ャ ン ネ ル の 開 閉 と 同 じ モ デ ル で

あ る．こ の モ デル で は 小孔形成 と毒素結合 とが直接結 び

つ い て い る．こ の モ デ ル に も弱点が あ る ．あ る プ ロ トキ

シ ン ，た と え ば CrylA （C ）は ヤ ガ の 1 種 S ・Podoptera
ブ耀 gψ8γ磁 の 膜 に よ く結合す る が活性 は な い ． こ の モ

デ ル で は こ の ような現象を説明す る こ とが で きな い ．

　 2）　毒素 と レ セ プ タ
ーが 共 同 で 小 孔 を 形成す る．脂質

二 重膜に 毒素 を 加 え る と 小孔 が 形 成され る．こ の と きこ

の 毒素 に 感受性 の 幼虫 の 上皮細胞膜を加 え る と，膜 の

径 ， 化 学 量 論的数値 が 著 し く毘 なる こ とが 観察 さ れ て い

る の が こ の モ デ ル の 根拠 で あ る．

　 3）　 レ セ プ タ ーは 毒素 の 膜 へ の 集合，挿入 を 触媒 す

る．しか し小孔形成 に それ以上 の 役割 は 果 た さな い ．こ

の モ デ ル に は さ ら に 二 説 が 可 能 で あ る．

　 （a ） レ セ プ ターは単 に 毒素が結合す る手で あ る．手
一

杯 に 毒素 と 結合す る と 膜 ltの 毒素 の 濃度が 上昇す る ，

レ セ プ タ
ー

は 単 に 毒素濃度 を 上げ る だ けで あ る か ら，毒

素が高濃度 な ら レ セ プ タ
ーが な くて も小孔 を 作 ら な けれ

ばな らな い ．確か に あ る 毒素は タ ン パ クを 含まない 脂質

二 重層 に 小孔 を形成 で ぎる の が この モ デ ル の 根拠で あ

る．しか しす べ て の 毒素が作れ る わ けで は な い ．

　 （b ）　 レ セ プ ターに毒素が 結合する と，毒素分子 の 形

が 変化 して 膜 に 陥 入 す る こ と が で ぎ る よ うに な る ，こ の

モ デ ル で は レ セ プ ターは小孔形成 に 必須 で ，毒素の コ ン

フ ォ メ ーシ ョ ン 変化 な し に は 毒素 は 膜に 挿入 さ れ る こ と

は な い．

　 ご く簡単 に ま とめ た が ，
Knoxv ］es と Dow は （b）を

合理的な もの と考 えて い るの で あろ う．最近 イ ギ リ ス の

KIlight ら
14） お よ び ア メ リ カ の Sangada，la ら

15 ） は レ

セ プ タ ーが ア ミ ノ ペ プ チ ダーゼ で あ る と 報告 し た が ，

こ れ が事実 な ら （b ）に 述べ た モ デ ル に た い へ ん 都合 よ い

知見 で あ る．

　膜 に 形成 さ れ る とす る 小 孔 に 関 して は，K ＋ 選 択的 ，

カ チ オ ン が 透過 で きる ， また ア ラ ニ ン 等 の 低分子 は透過

で きる，電荷 に 関係な く蔗糖 ま で の 低分子 は 透 過 で きる

等 の 諸説 が あ るが実体 は は っ きり し て い な い．ま た直径

は 0．6nm ，長さ は細胞 膜 の ス パ ン で 6nm と い う報告

が あ る ．

　鞘翅 目昆虫 に 殺虫活性を示す CrylII 毒素は 三 つ の ド

メ イ ン か らな る こ とが Crylll 毒素 の X 一
線結晶解析か

ら示 され t： 16）
（図 4）．Li らは ， レ セ プ ター

に 結合 した

毒 素 は 膜 上 に ク ラ ス タ ーを 形 成 し， ド メ イ ン 1 に あ る

α
一

ヘ リ ッ ク ス 部分が 膜 に 陥入 し，毒素数分子 が 協同 して

小孔を形 成す る と考 え て い る ．

　 レ セ プ タ ーが ア ミ ノ ペ プ チ ダ ーゼ 活性を もっ て い る こ

と を 肯定的 に 捉え る と，次 の よ うに 考え る こ ともで き よ
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小 孔 形成 　 レ セ プ タ
ー

結 合 　安 定 性

図 4 　コ ン ピ ュ
ーターグ ラ フ ィ ッ ク ス に よ る 殺虫性

　　　 タ ン パ ク c・rylllA の 構造

　　　下 の 捧は ，CryIIIA プ ロ トキ シ ン の 3 個 の 機

　　　能 ドメ イ ン お よ び cry 遺伝子に 保存さ れ て い

　　　る 5 個の ブ ロ ッ ク （網 目模様）の 位置 を タ ン

　　　パ ク の
一

次構造 上 に 示 して あ る．棒の 下 に は

　　　各 ドメ イ ン の 役割を示 した．Li ら （19．　91）と

　　　KnowlCs （1994）か ら引用改変．

う，すな わ ち レ セ プ ターを 中心 に 上皮細胞膜 ヒに 集合 し

た 毒素 は ，レ セ プ タ ー
の ア ミ ノ ペ プ チ ダ ーゼ 活 性 に よ っ

て 最終的 に ト リ ミ ン グ さ れ コ ン フ ォ メ ーシ ョ ン 変喚を 遂

げ る．こ の 分子形変換 は 後 の 反応 に 必須 で，毒素 の ドメ

イ ン 1 の α
一ヘ リ ッ ク ス 部分 が 膜 に 陥 入 で き る よ うに な

る．レ セ プ ターが 酵素活性 を も っ て い る と い うこ と は た

い へ ん 魅 力 あ る知見 で あ る．

　前述 した ように プ ロ トキ シ ン は 幼虫巾腸内 で 修飾 さ

れ ， 生 じた 毒 素 は N 一末 端 ア ミ ノ 酸 の 何 残 基 か を 失 っ て

い る，消化酵素 に よ る N 一
末端 の 切断が ア ミ ノ ペ プ チ

ダーゼ に よ る トリ ミ ン グに 先 立 っ て 必要な の で は ない か

とわ れわれに は 想縁 され る．

ブイブイ株の 殺虫機構

　一
方 ブ イ ブ イ 株 の 殺虫性 タ ン パ クの 作用機作 の 詳細は

不明で あ るが ，筆者 の 一人，佐藤らは い くっ か の 興味あ

る知見を得 て い る の で 紹介 した い ．

　前述 した よ うに Cryl 型 の 毒素 は 幼 虫 消 化 液 に よ り分

解 され ， 生 じた 断片 （約 60kD 乱 の 消化液抵抗性断片）

が 殺 虫活性を 発揮す る．一方 ブ イ ブ イ 株 の 毒素 は ド ウ ガ

ネ ブ イ ブ イの 消化液に よ っ て試験管内で 数分 の う ち に 分

解 され，断片 は 20kDa 以下 に な っ た．ま た こ の 消化液

は CrvIA 毒素を も小 断片に 分解 した．

　 こ の よ うな 例 は コ ロ ラ ドハ ム シ の 消化 液 と CrylllA

毒素と の 間に もみ られ ，昆虫消化液と毒素 の 組合 せ 如何

で は 消化液抵抗性断片 は 存在 しない 場合が ある こ と を 示

して い る． もしこ の ように 短時間 で 幼虫中腸内に お い

て毒素が 分解 さ れ る な ら，毒素 の 作川機構 は 他 の B ．

thttri・ng ・iensis の 毒素 の 場合 と 異 な る 可 能 性 が 考 え られ

る．

　
一

方 ド ウ ガ ネ ブ イ ブ イ 幼虫 を 無菌飼育 し，消化液 を 採

取 し毒素を消化する と，消化液抵抗性 の 70kDa 程度 の

断片を検出 で きる．こ れ は ドウ ガ ネ ブ イ ブ イ の 腸管内に

共 生 す る細菌が 腸 管内で の 毒素消化 に 重要な働き を し て

い る こ とを 示 唆 し て い る．

ニヒ壌中での 残効性

　わ れわ れ は 上 に 紹介 して きた ブ イ ブ イ株の 製剤 （以 下

ブ ィ ブ イ BT 剤）を 調 製 し，い くつ か の 室内試験，お よ

び 隔離され た 狭い 実験場 の ス ポ ッ トで 圃場試験を行な っ

て い る．そ こ で 得 られ た， ブ イ ブ イ 株製剤が 将来性を

も っ て い る こ とを示す実験結果をい くつ か 紹介 した い ．

活 性 評 価 は す べ て ド ウ ガ ネ ブ イ ブ イ の 幼虫 を 用 い て 行

な っ た，

　B ．thu・y’ing・iensisの プ ロ トキ シ ン の 製剤 （以下 BT

剤）は 圃場 で 作物 に 散布 した 場合 ，

一般に 紫外線照射 に

よ っ て お よ そ 2〜3 週間の うちに 著 し く活性を失 う．一

方土壌中 に は 地 表面 よ り多 くの 微LIE物 が 存 在 し さ ま ざ ま

な タ ン パ ク分解酵 素を 分 泌 して い る と 考 え られ，土 壌内

に 散布 され た BT 剤 も急速 に 失活す る もの と 考 え ら れ

る．そ こ で ブ イ ブ イ BT 剤の 土壌中で の 残効性を 実験室

内で 評 価 し て み た （図 5）．畑土を採取 し殺菌 せ ず に ，

ブ イ ブ イ BT 剤を混合 し実験室内 で
一定条件下 に 静置 し

た ．経 時 的 に 残効性 を 調 査 す る と，120E 「閻 ほ ぼ
一

定 の

活性 を 保持 し続け た ．一
方夏 の 高温期を間 に 挟 ん だ 野外

の 実験場で は ， 活性は 8〔〕日間 で IO％ 程度に 減少 した，

しか し殺虫効果 は 初め の
一

回の 散布 で 十分 で ，
LGo の

10 倍量散布す れ ば 80 日 後に ま だ 1．C ／，o よ り多め の 毒素

が 存在する た め と推定 さ れ た ．

　ブ イ ブ イ株毒素の LCso は ， 処 理 後 7 日 目の 致 死 率 か

ら計算す る と約 〔〕．1μg130 　kDa 毒素礪 ・コ ン ポ ス トで

あ る
3 ♪，LC ，，。 値の 10 倍量 の毒素を 用 い る と処理 後 2−

3 日 で 幼虫 は ほ ぼ全 部死 亡 す る が ，LC50 値 あ る い は そ
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図 5BaciUus 〃〜」｛ゆ 紹 8π 5∫s　 serovar ゴaPonE ・nstls

　　　strain 　Buibui 由来 の 殺 虫 性 タ ン パ ク の 土 壌

　　　中 で の 残効 itk

　　　非殺菌畑 土 19 に 10μ9 の ブ イ ブ イ 株の プ ロ

　　　 トキ シ ン とお よ そ 10e 個の 胞子 を 含ん だ 混合

　　　液 Ilnl を混合す る 〔．ヒ図）．あ る い は 10 μg

　　　の プ ロ トキ シ ン の み を 含 ん だ 液 111nlを 混合

　　　す る （下図）．処理後 7 日 （●），14 日 （O ）に

　　　致 死 率 を 調 査 した ．（◆ ）は 毒素を 処 理 しな い

　　　畑土 （コ ン ト ロ
ー

ル 実験） の 殺虫率を 示す．

　　　Suzuki ら
21）か ら 引用改変．

の lf
’
IO 量 の 底 濃 度 の 毒 素 で 処 理 して も，幼 虫 の 死 亡 は

ゆ っ くりと進み ， 処理後 20 日の 致死率 は ほ ぼ 100％ に

近 い ．コ ガ ネ ム シ 幼虫 は こ の 間摂食を 停1L し て い る，し

た が っ て LCso 付近 の 濃度が土壌内で 保証 され て い れば，

圃場 に お い て も高い 防除効果 が 期待 で ぎ る と思 え る．

ブ イ ブ イ BT 剤の 土壌へ の 浸透性

　 シ バ を 張 っ た 狭 い ス ポ ッ トに ブ イ ブ イ BT 剤 を 散布 し

経時的に 土壌 サ ン プ ル を採取 し ， 殺虫活性が ど の よ うに

垂 直方向に 移行す る か を 調査 した ．散布後 1 日 1 回 1

リ ッ トル ttin2 の 水 を 毎 日 ま い た．土 壌 カ ラ ム を一定時 間

経過後 く り抜き，0〜3，3〜6，6〜9cm の 三 っ の ゾー
ン

か ら土 を サ ン プ リ ン グ して 殺虫活性 を 測定 した （図 6）．

お よ そ 4 週 間後 に 6〜9Cln の ゾーン に毒素が 到着 して

い る こ と が 読 み と れ る ．コ ガ ネ ム シ幼虫 は 夏 の 生育期に

は ， 圃 場 の 畑土 内や ，
ゴ ル フ コ

ース の 土 内 の O〜15cm

の 間に 生 息 して い る と 予 想 さ れ る．毒 素 の 土 壌 浸 透 性

は，土壌組成，灌水条件 に 左右され，図 6 の デ ータ を一

般化す る の は 尚早 で あ るが ，10Cln 程度 の 浸透が 期待 で

ぎれば，譜性が 長時間安定な こ と と 相ま っ て ， 実際の

フ ィ
ー

丿レ ドに お い て も高 い 防除効果 を 期待 で きる ．

：凱
m

　　　 ）
　

碍 SO

：■ ，

［田［nl／g

当

0　　　14　　 Z8　　42　　56　　70　　84

　 　 　 処理後 日数

図 6BaciUus 　 tkU」
’ingiens・is　 sero ・

．
ar 扣力こ）nenszs

　　　straln 　 Buibui の 殺虫性 タ ン パ クの 土壌巾 で

　　　の 垂直方 向へ の 浸透性

　　　土壌カ ラ ム を 適 宜採取 し ，
0〜3

，
3〜6，6〜9

　　　cm の 三 っ の 深 さ に 分け，各 ゾーン で の 殺虫

　　　活 性 を ドウ ガ ネ ブ イ ブ イ 1 齢幼虫を用 い て 処

　　　理 後 7 日 目に 測定 した ．St1Zuki　Pp　tl ）
か ら引

　　　用改変．

シバ ポ ッ トで の ドウ ガ ネブイプイの

　　 幼虫に対す る防除効果

　野外 で は コ ガ ネ ム シ 幼虫 の 発生 は 気 ま ぐれ ともい え

る ．幼虫 を 実験 区 に 放 し確実に 防除効 果 を 評 価 す る以 下

の よ うな 実験 を デ ザ イ ン した，ブ イ ブ イ BT 剤を シ バ を

張 っ た 狭い 区 域 に 散布 しす ぐに一定 量 の 水 を 散布後 ， シ

バ をサ ッ チ 層，硬 い 砂層とともに くり抜 ぎポ ッ トに 移植

した．毎 日水を
．一

定量供給す る 以外 は 自然条件下 に ポ ッ

トを 置 い た．こ の ポ ッ トに ドウ ガ ネ ブ イ ブ イ の 1，2， あ

る い は 3 齢の 幼虫を放飼 し，50 日後 に シ バ の 地上 部 の

被 害 状 況 ，乾 燥 重 量，幼 虫 の 致 死 率 ， 生 存幼虫 の 齢期な

どを調査 した．散布 した 毒素濃度 は ポ ッ ト当 り 2mg で

あ る ．

　ブイ ブ イ BT 剤を散布 しな い コ ン トロ
ー

ル 区で は地一L

部 の 緑 は 完全 に 喪失 し，乾燥 重 量 は著し く低下 した．ブ

イ ブ イ BT 剤を散布 し た 場合 ， 1 齢 ， 2 齢 を 放飼 した 区

で は，地 ．L部 は 非 常 に 新 鮮 な 緑 に 保 た れ 被害 は み ら れな

か っ た．しか し 3齢を放飼 した 区 で は 多少 の 被害が地 上

部 に 達 し緑が 多少失わ れた
17）．

ま　　と　　め

　新 規 な B ．thttring・iensis を 探 索 し，コ ガ ネ ム シ 科

毘虫幼虫 に の み 活性 を示 す 菌株 を 発見 し た．こ の B ，

thurin
．
oiens ・is は 活性 ， タ ン パ ク 質，遺伝子の すべ て の

点で既知 の B ．伽 ‘ア觀 8油 配 ∫ 菌株の いずれ と もま っ た

く異 な る．しか し毒素 は 5 個 の 保存領域 を もち，殺虫 の

機構は 基本的 に 他 の B ．th．ur ’insriensisと類 似 して い る
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と考 え ら れ る．こ の B ．th2tringiensis は ドウ ガ ネ ブ イ

ブ イ，マ メ コ ガ ネ ， ア オ ドウ ガ ネな ど の 難防除害虫 の 駆

除に 有効と思 わ れ る強い 活性を 示 した．

　持続的農業を 追求す る うえで 新 し い タ イ プ の 農薬 の 開

発が 強 く要望 され て い る．期待 され る新 しい 農薬 は標的

昆虫 を 殺すが 他 の 生 物に 大きな 影響 を お よ ぼ す こ とが な

く， 自然生態系を攪乱す る こ とが な い 農 薬で あ る．

　 生 物 農 薬 が 新 しい 農業生産技術 の 一つ と し て 定 着 で き

る か 否 か は ， 害虫 の 防除効果 の 判断基準を単 な る 殺虫効

果 に だ け求 め る の で は な く，長 期 的，総合的 な 視 野 か ら

の 効果判断基準 が っ くられ ， それが 多 くの 人 々 に 理解 さ

れ る か 否 か に か か っ て い る と思 え る．

　紙幅 が な く遺 伝子 関係を ま っ た く省 い た が，興味あ る

方 は H6fte ＆ Whiteley18＞ 等 を ，また ブ イ ブ イ 株に 関

して は わ れわ れ の 報告
tg・2° ）を 参 考 に して い た だ きた い ．
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