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１．研究計画の概要 
(1)Cry4AaドメインⅡに存在するloop構造の

機能解析：Cry4Aaの殺虫活性及び特異性に関

与する機能構造の特定を目指す。特にドメイ

ンⅡに存在するloop構造(Cryトキシン一般で

殺虫活性及び特異性に関与すると考えられて

いる)の機能構造解析を行う。 
(2)高機能化Cry4Aaの構築：Cry4Aaを遺伝子

工学的に改変してCry4Aaの高機能化を試み

る。特にドメインⅡ loop2を標的とした変異

導入を行う。 
(3)効率の良い防除法の検討：Cry4Aaを利用

した効率の良い防除法を模索する。 
 

２．研究の進捗状況 
(1) 様々な Loop 置換変異体及びアラニン置

換変異体を構築して Cry4Aa loop1～3 の役

割を解析した。その結果、loop の長さを大き

く変化させない限り、顕著な殺虫活性の低下

なしにこれら loop の配列を改変できること

が明らかにした(雑誌論文②、③)。また、loop1
～3 と同様に Cry4Aa の分子表面に露出する

loopsβ1-α8、β4-β5、β8-β9 についても

解析を行い、これらが改変可能であることを

明らかにした(未発表データ)。 
 Cry4AaはCry1Aと極めて類似する３D構

造を持つものの、Cry1A とは異なる様式で受

容体結合することが示唆された。 
(2) Cry4Aa の生産系に大腸菌を用いるため、

大腸菌で高発現する人工遺伝子 cry4Aa-S1
を構築した(雑誌論文④)。Cry1A で受容体結

合に関与する loop2 も Cry4Aa では改変可能

であることが判明しているので、本研究では

loop2 にランダム変異を導入した Cry4Aa 変

異体ライブラリーの構築を進めた。当初は作

製効率の低さ(0.3-0.5%)に問題があったが、

プライマーの配列に改良を加えることで効

率を 4.2%にまで上昇させることに成功した。 
(3) 様々な効率的防除法の開発を進めた。 
①バキュロウイルス(XcGV)由来のプロテア

ーゼ  (エンハンシン 3)がカイコに対する

Cry1Aa の殺虫活性を促進した(未発表)。 
②人工遺伝子 cry4Aa-S2 を pUC303(シャト

ルベクター)に組込み、ラン藻(Synechococcus 
PCC7942 R2-SPc)の形質転換を行った。弱い

ながらもアカイエカに対する殺虫活性が観

察された(未発表)。 
③Cry4Aa の C 末端領域をペプチドタグとし

て利用し、タンパク質を凝集体として生産す

るシステムを開発した(雑誌論文①)。この成

果により可溶性トキシンの製剤化に道が開

けた。 
 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
(理由)概要にある項目(1)に関して、予定して

いた変異体構築を通した loop 構造の解析は

終了している。項目(2)に関してもライブラリ

ーの構築は順調であり、研究はクローンの性

状を解析する段階にある。項目(3)でもペプチ

ドタグの開発などで成果が上がっている。 
 



４．今後の研究の推進方策 

(1) Cry4Aa 由来のポリペプチドを用いた競

合実験行い、受容体と相互作用する Cry4Aa
機能構造の特定を目指す。 
(2) ライブラリーを拡充するとともに、変異

体の性状解析を進める。 
(3) 開発したペプチドタグを利用して可溶性

トキシンの製剤化を試みる。以って新しい害

虫防除剤の開発を行う。 
 

５. 代表的な研究成果 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
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