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研究成果の概要（和文）：鞘翅目害虫の成虫に特異的殺虫活性を有する B. thuringiensis 株を

保存株ライブラリーよりバイオアッセイや PCR によるスクリーニングで新規 Cry トキシンを見

いだす。成虫活性を有する Cry8D トキシンのハムシ類やコガネムシ類成虫に対する殺虫活性試

験を行い、成虫特異的な殺虫活性機構を解明し、難防除害虫が多数存在する鞘翅目成虫に対す

る微生物防除資材として、新規の BT 剤を開発する。 

 
研究成果の概要（英文）：To find the novel Cry toxin with specific insecticidal activity 
in adult Coleoptera pests, we were screening by PCR and Bioassay from our B. thuringiensis 
strains’ library. As microbial control agent against Coleoptera adults to conduct for 
the scarab beetle adult and leaf beetles adult of Cry8D toxin, and to elucidate the 
insecticidal activity mechanism adult-specific, is a flame pest control, I develop a new 
BT agents. 
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１．研究開始当初の背景 

土壌中に生息するコガネムシ幼虫に
よる農作物への被害は甚大であるが、同
様にハムシ類の成虫および幼虫による
農作物被害や、コガネムシ類成虫による
農作物被害も甚大である。鞘翅目害虫は
種類も数も多く、成虫に対する微生物防
除資材は乏しい。BT 剤が成虫防除資材
として利用できるとなると、環境に優し
く持続可能な農業生産の観点からも大

いに意義があると考えられた。  

２．研究の目的 

 農業上重要な難防除害虫であるコガネム
シ成虫やハムシ成虫を防除する為のＢ
Ｔ剤の開発を通して、これらのＢＴ剤の
他の鞘翅目昆虫に与える影響や、殺虫活
性機構の解明といった微生物防除資材
としての安全性に対する評価は行われ
ていなのが現状である。本研究により成
虫活性機構の解明が行われることによ
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り、新規 BT 剤として利用される場合の
安全性基盤を確立することにもつなげ
ることを目的とする。 
３．研究の方法 

コガネムシ・ハムシ類の成虫に対して殺虫
活性を有するCry8トキシンについては、感受
性昆虫側の受容体の研究がされていない。 

消化管における鞘翅目昆虫消化液によるCr
yトキシンのプロセッシング様式の解明を行
う。 

中腸消化管の上皮膜細胞に存在する受容体
分子の特定を行いたい。受容体分子の特定に
は、各Cryトキシンをカラムに固定化した後、
腸管の皮膜細胞から調整したＢＢＭＶを流し
、その中からトキシンにアフィニティーのあ
る分子を回収し、二次元電気泳動で分画した
後、分子の同定は当該研究機関に導入されて
いるＮ末端アミノ酸解析装置やマルディーＴ
ＯＦマス装置、ＬＣマス装置により行うこと
で同定する。 

既に報告のある、受容体候補分子、カドヘ
リン様タンパク質、アミノペプチデース、ア
ルカリフォスファターゼ、α―グルコシダー
ゼ、ＡＤＡＭ等の遺伝子をゲノム研究が進ん
でいるコクヌストモドキやマメコガネからク
ローニングを行い、大腸菌等の発現系を用い
て発現させ、鞘翅目活性Cryトキシンとのアフ
ィニティーについて検証する。 

 椰子の害虫であるココナッツビートル
やサトウキビの害虫であるタイワンカブト
ムシの発生が、東南アジア各国で問題となっ
ているが、BT 製剤による防除法は確立されて
いない。連携研究協力者であるインドネシ
ア・スリビジャヤ大学ユリア博士にコガネム
シ類に殺虫活性がある BT 菌株を用いてバイ
オアッセイを依頼し、これらの害虫に対する
防除法の確立を行う。 
４．研究成果 

コガネムシ類（マメコガネ、セマダラコガネ

、スジコガネ）やハムシ類（ハンノキハムシ

、コガタルリハムシ、イネドロオイムシ、ウ

リハムシ、ウリハムシモドキ）の幼虫および

成虫におけるこれらCryトキシンの消化管に

おけるプロセッシング様式を、消化液による

断片のSDS-PAGE解析、Ｎ末端アミノ酸解析を

行うことで比較し、何故これらのトキシンの

特異的な殺虫活性が発揮されるのかを明らか

にした。ハムシ類においては、ハンノキハム

シやコガタルリハムシの成虫殺虫活性は、Cry

トキシンの生成過程における消化液のプロセ

ッシング段階によって生じる54kDaﾀ断片によ

って決定されることを明らかにした。またこ

の断片が、中腸上皮組織においてオリゴマー

化され、殺虫活性を発揮することも明らかに

した。 
 コガネムシ・ハムシ類に対して殺虫活性を

有する Cry8 トキシンについては、感受性昆
虫側の受容体の研究がされておらず、腸管の
上皮膜細胞に存在する受容体分子の特定を
行った。受容体分子の特定には、各 Cry トキ
シンをカラムに固定化した後、腸管の皮膜細
胞から調整した Brush Border Membrane 
Vesicle（BBMV）を流し、それによって溶出
されるトキシンにアフィニティーのある分
子を回収し、ＳＤＳポリアクリルアミド電気
泳動で分画した後、分子の同定は当該研究機
関の生物分子解析センターに導入されてい
るＮ末端アミノ酸解析装置やマルディーＴ
ＯＦマス装置、ＬＣマス装置に依頼分析を行
うことでレセプター候補分子の同定を行っ
た。上記に示した農作物に甚大な被害をもた
らす鞘翅目害虫の中でハムシ類やコガネム
シ類のサンプリングに出向き各 Cryタンパク
質を、浸績法もしくは塗布法を用いて幼虫・
成虫に食下させることで、生物検定を行った。
椰子の害虫であるココナッツビートルやサ
トウキビの害虫であるタイワンカブトムシ
の発生が、東南アジア各国で問題となってい
るが、BT 製剤による防除法は確立されていな
い。研究協力者であるインドネシアのユリア
博士にコガネムシ・ハムシ類にバイオアッセ
イを依頼し、防除法の意見交換を行った。 
バイオアッセイの結果で殺虫活性が認めら
れたのはマメコガネ、セマダラコガネ、コク
ヌストモドキ、イネドロオイムシ、ハンノキ
ハムシ、コガタルリハムシ成虫に対してであ
り、定法に従い cry8 遺伝子のクローニング、
その遺伝子の大量発現と殺虫活性試験を行
うとともに、それらの Cry タンパク質の各昆
虫成虫の消化管におけるトキシンプロセッ
シング様式の検証を行ったところ、トキシン
断片は最終的には 54kDa 断片であり、α３－
α４ヘリックスの間に存在するループ領域
が切断されることがトキシンの殺虫活性に
深く関与していることを明らかにした。コガ
ネムシ中腸上皮組織から、中腸上皮細胞をコ
ラゲナーゼ処理により調整し、中腸上皮細胞
の培養細胞系を作成した。α３－４へリック
ス間のループが消化酵素によって切断さな
い変異体を作成することでこのループの役
割について、上記の細胞系を用いた Cry8 ト
キシンバインディングアッセイとオリゴマ
ー化について検討した。ループ間が切れない
変異体では、上皮細胞へのバインディングや
オリゴマー化は認められず、この間のループ
領域が切断された 54kDaのトキシンコア断片
がレセプターへの結合とオリゴマー形成に
深く関与していることが、細胞系によっても
明らかとなった。 
特異的殺虫活性を決める要因の一端であ

るトキシンレセプターの同定を行った結果、
マメコガネ成虫の Cry8Da トキシンレセプタ
ー分子としてβ－グルコシダーゼやアミノ



 

 

ペプチターゼＮ、アルカリフォスファターゼ
が同定された。幼虫でレセプター分子として
報告されているアミノペプチターゼやアル
カリフォスファターゼではなく、β－グルコ
シダーゼが成虫におけるレセプター分子と
して重要であることが明らかとなった。穀物
害虫であるコクヌストモドキ成虫からは、ト
キシンプロセッシングに関わると考えられ
ている消化液の中から新規のメタロプロテ
アーゼ遺伝子をクローニングし、Cry8 トキシ
ンのプロセッシングの様式の検討を行った。
またコクヌストモドキ成虫の Cry8 トキシン
レセプター候補分子として、カドヘリン様タ
ンパク質やグルコシダーゼの遺伝子をクロ
ーニングし、これらの分子を大腸菌で発現さ
せることで Cry8Da トキシンとの結合試験を
行い、レセプターとしての機能解析を行った
ところ、これらの分子が Cry8 トキシンと結
合することが明らかとなった。 

マメコガネ中腸上皮組織に存在する Cry8
トキシンに対するレセプター分子をアフィ
ニティークロマトにより精製することで、レ
セプター分子を分離し、その分子の同定を LC
／MS マス解析やＮ末解析で同定した。それに
よって同定されたレセプター候補分子とし
ては、アミノペプチターゼＮ、アルカリフォ
スファターゼが幼虫からは同定された。しか
しながら、成虫ではβ－グルコシダーゼがレ
セプター分子として同定されたが、幼虫でレ
セプター候補分子としてあげたアミノペプ
チターゼやアルカリフォスファターゼは
Cry8 トキシンとはアフィニティーがあるも
ののレセプター分子ではないことが明らか
となった。コガネムシ成虫の中腸からβ－グ
ルコシダーゼをイオン交換クロマトグラフ
ィー等のカラムで精製し分画された精製物
の Cry8 トキシンとのバインディングアッセ
イを行ったところ結合が認められ、その精製
物にはグルコシダーゼ活性があったことか
ら、成虫における Cry8 トキシンレセプター
分子はβ―グルコシダーゼであることが明
らかとなった。精製したβ－グルコシダーゼ
のアミノ酸配列の決定は、SDS ポリアクリル
アミドゲル電気泳動後、PVDF に転写したのち
バンドを切り出して、トリプシン、キモトリ
プシン、V8 プロテアーゼによる内部分解産物
の N末端アミノ酸配列解析によって決定した
ところ、コガネムシ由来のβ－グルコシダー
ゼのアミノ酸配列にはヒットする配列情報
がなかったので、既に全ゲノム解読が進んで
いる鞘翅目昆虫のゲノムデータベースのな
かからコクヌストモドキのデータベースと
Ｎ末解析によって明らかになった配列によ
って、デジェネレートＤＮＡプライマーを作
成しマメコガネ成虫からβグルコシダーゼ
の配列の一部を得、ＲＡＣＥ法によりβ－グ
ルコシダーゼ遺伝子のクローニングに成功

した。クローニングしたβ－グルコシダーゼ
を大腸菌で発現させたところグルコシダー
ゼ活性が確認された。現在は、このグルコシ
ダーゼを昆虫培養細胞の発現系であるバキ
ュロウイルス発現系を用いて、昆虫培養細胞
系での発現とこの機能解析を進めていると
ころである。また、鞘翅目昆虫において一般
的に行われている、ＲＮＡｉを用いた遺伝子
ノックダウンを行い、コガネムシ成虫中腸に
おける Cry8 トキシンレセプターの機能解析
を行うつもりである。 
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