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研究成果の概要（和文）： 

本研究では受容体結合部位に関する機能構造解析を進め、殺蚊トキシン Cry4Aa のループが改
変可能であること、殺虫にはこれらが補完・協調する形で関与することを示唆した。またラン
ダムなアミノ酸配列を含む変異体ライブラリーから新しいタイプと考えられる変異体を選抜し
た。Cry トキシンと併用しうる防除資材を探索すると共に、タンパク質をアルカリ可溶性の凝
集体として生産できる画期的なペプチドタグ、4AaCter の開発にも成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The biological functions of loops in domain II of Cry4Aa were analyzed by 
mutagenesis. The results showed that all loops can be engineered without a loss of 
toxicity. This suggested that the multiple loops working cooperatively for receptor 
binding may be spread out in domain II and perhaps in domain III of Cry4Aa. This model 
was new, and was different from that of well characterized Cry1A toxins. Based on 
this hypothesis, mutant Cry4Aa library that contained random amino-acid sequences 
in domain II loop 2 region was constructed. Upon screening by bioassay using mosquito 
larvae (Culex pipiens), several unique mutants that may kill mosquitos with novel 
mode of action were isolated. Investigation to characterize these Cry4Aa mutants is 
still going on. On the researches to develop efficient insect-pest management, we 
showed that the virus metaroprotease, Enhancin3 from Xestia c-nigrum granulovirus 
and the insect-specific scorpion toxin, AaIT can be used as bio-pesticide to enhance 
the toxicity of Cry toxin. In addition, we developed novel peptide-tag, 4AaCter from 
the C-terminal region of Cry4Aa. We demonstrated that the use of 4AaCter may provide 
an innovational strategy for the efficient production of recombinant proteins. 
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ーリンゲンシス)は、世界のどこからでも分離

される一般的な好気性土壌細菌であり、芽胞

形成期にクリスタルと呼ばれるタンパク質結

晶を産生する。クリスタルの構成タンパク質

の中には特異的な殺虫活性を示すもの（Cry

トキシン）があり、微生物農薬としての利用

が進んでいる。 

Cryトキシンは標的細胞の選択性が高く、極

めて安全性の高い害虫防除資材であるが、逆

に「殺虫スペクトルが狭すぎる点」が障害と

なり、利用場面が限られている。また最近で

は、トキシン抵抗性害虫の出現が様々な昆虫

で報告されており、問題となっている。海外

ではこの問題を克服するため、遺伝子組換え

技術を導入した高機能化Cryトキシンの開発

が進められている。特に受容体結合に関与す

ると考えられているドメインⅡのループ構造

を標的とした変異導入により、Cryトキシンの

殺虫スペクトルが拡大する可能性を示唆して

いる。一方、日本では遺伝子組換えによるCry

トキシンの高機能化に関する研究は行われて

いない。 

本研究では、自然環境から新しい活性を示

すCryトキシンの発見がそう頻繁に望めない

状況を考え、遺伝子組換え技術を駆使してCry

トキシンの殺虫スペクトルや活性をコントロ

ールする技術を開発しようと考えた。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、Cryトキシンの殺虫スペク

トルや活性をコントロールする技術を遺伝子

組換え技術を駆使して開発することである。

そのためまず、「Cryトキシンの機能構造」を

解析して、殺虫活性に直接関与する構造や改

変可能な構造を特定する。その情報を基にCry

トキシンの一部を改変して「殺虫スペクトル

や活性のコントロール法」を模索する。また

「Cryトキシンの殺虫活性を助長する資材」に

関しても研究を進める。 

 
３．研究の方法 

本研究ではCryトキシンとして双翅目昆虫

（蚊）特異的な殺虫活性を示すCry4Aaを選択

した。蚊はマラリアやデング熱、日本脳炎な

どの重篤な病気を媒介する衛生害虫であり、

定期的に水溜りが出来る場所であれば簡単に

発生するため、根本的な対策が難しい。 

 

(1) 殺虫活性に関与する機能構造の解析 

 Cry4Aaを含む多くのCryトキシンは3つのド

メインで構成される極めて類似した構造を持

つと考えられている。機能構造についても幾

つかの知見が得られており、ドメインⅡ、特

に分子表面に露出するループ構造が受容体結

合に機能していると考えられている。そこで

本研究でもCry4Aaの分子表面に露出するルー

プ構造(ループ1, 2, 3)を標的にして次のよう

な解析を進めた。 

①遺伝子操作が簡便な大腸菌を用いて効率の

良いCry4Aa生産系を構築した。 

②Cry4Aaのループ1, 2, 3の内の一つを他のル

ープ構造に置き換えた変異体を構築して殺

虫活性の変動を調査した。 

③Cry4Aaのループ1, 2, 3のアミノ酸配列をそ

れぞれアラニンに置換した変異体を構築し

て殺虫活性の変動を調査した。 

④ループ1, 2, 3以外のループ構造についても

アラニン置換変異体を構築して殺虫活性の

変動を調査した。 

⑤ループ構造を含むポリペプチドをCry4Aaと

競合させ、ポリペプチドによる殺虫活性阻

害を観察した。 

 

(2) 殺虫スペクトルや活性のコントロール 

(1)の研究から、Cry4Aaの分子下部に露出す

るループ構造を改変しても殺虫活性を大きく

減少させないことが示された。そこで鱗翅目

昆虫特異的なCry1Aトキシンで受容体結合に

関与することが示唆されているループを標的

に以下のような変異体を構築して解析した。 

①ループ2をランダムなアミノ酸配列に置換

した変異体ライブラリーを構築。そこから

特徴的な活性を示す変異体をスクリーニン

グした。 

②ループを鱗翅目昆虫特異的Cry1AaやCry1Ab

のループ構造と置換した変異体を構築して

殺虫スペクトルの変化を観察した。 

 

(3) Cryトキシンの殺虫活性を助長する資材 

Cryトキシン抵抗性害虫の出現を防ぐ方法

として、「作用機構の異なる複数のトキシン

を利用する」というものがある。抵抗性の獲

得には害虫遺伝子の変異が関与すると考えら

れるが、複数のトキシンに対応する変異を同

時に獲得する可能性は極端に低くなるためで

ある。そこで本研究ではCry4Aaの殺虫活性を

強化・補完する資材の探索を行った。 

①シロイチモジヨトウ顆粒病ウイルス由来の



 

 

メタロプロテアーゼ(Enhancin)を微生物殺

虫剤として利用した。 

②昆虫特異的サソリトキシンを製剤化し、微

生物殺虫剤としての利用を試みた。 

 またトキシンの安定性や将来の製剤化を考

慮して、可溶性タンパク質をアルカリ可溶性

の凝集体として発現する新しいコンセプトの

タンパク質生産システムを構築した。 

③Cry4AaのC末端領域に由来するポリペプチ

ドを解析してタンパク質を凝集体として生

産・蓄積するペプチドタグを開発した。 

 
４．研究成果 

(1) 殺虫活性に関与する機能構造の解析 

①大腸菌を用いて効率よく Cry4Aa を生産す

るシステムを構築した(雑誌論文⑤)。一般

的に大腸菌と B. thuringiensis 間ではコド

ンの利用率が異なる。そこで cry4Aa 遺伝子 

のコドンを大腸菌の遺

伝子に適応させた人工

遺伝子を構築し、グル

タチオン S-トランス

フェラーゼ(GST)との

融合タンパク質として

発 現 さ せ た 結 果 、

Cry4Aa の生産量が 2-3

倍上昇した(図 1)。 

          図 1 人工遺伝子の発現 

 

②Cry4Aa ドメインⅡのループ 1～3 を他のル

ープに置換した変異体を構築して解析した

結果、殺虫活性にはループ 2のみが必要で、

ループ 1 及び 3 は改変しても殺虫活性に大

きく影響しないことが明らかになった(雑

誌論文④)。 

③Cry4Aa のループ 1～3 を構成するアミノ酸

をアラニン残基に置換した変異体を構築し

て解析した結果、ループの構造(長さ)を大

きく変化させない限り、ループ 1～3の全て

が改変可能であることが示唆された(雑誌

論文③)。これは Cry4Aa の殺虫活性に複数

のループ構造が協調的・補完的に関与する

ことを示唆しており、一般的な Cry トキシ

ンに対する Cry4Aa の特異性が示された。 

④三次元構造モデル

を 精 査 す る と 、

Cry4Aa ではループ 1

～3 以外にもβ1-α

8 (I334-S339)、β4-

β5  (N403-D408)、β

8-β9 (G461-D468)間

のループ構造が分 

子下部に露出しており、受容体との相互作

用に関与する可能性が考えられる(図 2)。 

そこでこれらのループ構造についても構成

するアミノ酸をアラニン残基に置換した変

異体を構築して解析した。その結果、これ

らのループ構造についてもCry4Aaでは改変

可能であることが明らかになった(未発表

データ)。 

⑤タンパク質に変異を導入する場合、変異の

蓄積が許容範囲を超えると分子構造自体が

不安定になる。Cry4Aa も同様で、例えルー

プ構造であっても２箇所以上の変異導入に

より、構造が不安定化する。そこで分子表

面に露出するループを１つ含むポリペプチ

ドをデザインし、Cry4Aa と競合させること

で機能構造を特定しようと考えた。まず本

研究の過程で開発したペプチドタグ

(4AaCter, (3)-③参照)を利用してループ

(1, 2, 3, β1-α8, β4-β5,β8-β9)を 1

つずつ含む 6 種類のポリペプチドをアルカ

リ可溶性の凝集体として大量生産すること

に成功した。そして競合実験の結果、単独

のポリペプチドだけでは Cry4Aa の殺虫活

性を大きく阻害しないことが明らかになっ

た(未発表データ)。様々な組み合わせのポ

リペプチドを用いた競合実験については現

在も進行中である。 

 

(2) 殺虫スペクトルや活性のコントロール 

①Cry トキシン、特に鱗翅目昆虫特異的な

Cry1A は受容体にループ 2 を介して結合す

ると考えられている。一方、本研究(1)の結

果から、Cry4Aa のループ 2は改変可能であ

ることが判明している。構造上の類似性か

らCry4Aaのループ2も Cry1Aと同様に受容

体結合部位として機能することが考えられ

る。本研究では Cry4Aa のループ 2領域にラ

ンダムなアミノ酸配列を挿入した変異体ラ

イブラリーを構築して、そこから新規の受

容体を介して殺虫活性を発揮する変異体を

スクリーニングしようとした。まず、ラン

ダム変異を導入したCry4Aa変異体ライブラ

リーの構築についてであるが、当初は殺虫

活性を示す変異体が得られる効率の低さ

(0.3- 0.5%)に問題があったが、プライマー

の配列に改良(アミノ酸を指定するコドン
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図 2 Cry4Aaのモデル



 

 

としてnnnからnntに変更した)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(未発表データ)。現在変異体の解析

を進めており、ライブラリーからユニーク

な構造を持つ３つの変異体を選抜している

(#18-4, -14, -25)。これらはループ 2に野

生型と異なるアミノ酸配列を含み、それ以

降が欠失した変異体であった(投稿準備中)。

これらの変異体は野生型Cry4Aaと大きく異

なる構造を持つため、既知の Cry トキシン

とは全く異なる様式で殺虫活性を発揮して

いることが考えられた。現在、この変異体

の作用機構についてさらに詳細な解析を進

めている。 

 

②双翅目昆虫特異的な Cry4Aa のループを鱗

翅目昆虫特異的な Cry1Aa や Cry1Ab のルー

プ構造と置換した6種類のCry4Aa変異体を

構築した(未発表データ)。変異体は GST 融

合タンパク質として問題なく発現したもの

の、期待したような鱗翅目昆虫(カイコ)に

対する殺虫活性は付加されなかった。また

野生型 Cry4Aa の標的であるアカイエカ幼

虫に対する殺虫活性も失われた(図 3)。 

 

 

 

 

 

図 3 ループ置換変異体の殺虫活性 

変異体において高次構造が変化している可

能性を調査するため、変異体を精製してト

リプシン処理などによる解析を進めた結果、

変異体の構造不安定性が明らかになった。

その結果、構築した変異体は昆虫消化液中

のプロテアーゼによって分解されてしまう

可能性が考えられた。変異体構築において、

変異導入による構造変化を予測する必要が

考えられ、変異体トキシンの三次元構造モ

デリングの方法を検討中である。 

 

(3) Cry トキシンの殺虫活性を助長する資材 

①シロイチモジヨトウ顆粒病ウイルス(XcGV)

はバキュロウイルス科に属する昆虫特異的

なウイルスである。XcGVは標的昆虫の囲食

膜(腸組織の保護膜)の主要構成成分である

ムチン(糖タンパク質, IIM)を分解するメタ

ロプロテアーゼ(Enhancin3, E3)を生産する。

本研究ではE3をCryトキシンと併用するこ

とを考え、E3をGST融合タンパク質として発

現させた。発現タンパク質は不溶性の封入

体を形成したものの、8M尿素で可溶化後、

リフォールディングするとカイコに対する

Cry1Aaの殺虫活性を助長する効果が観察さ

れた(図4)。E3による囲食膜破壊がCryトキ

シンの殺虫力増強に有効である事が示され

た。 

 

 

 

 

 

        図4 E3によるCry1Aaの殺虫助長効果 

②作用機構の異なる3種類の昆虫特異的サソ

リトキシン(AahIT1, LqhdprIT3, BjαIT)を

Cry4Aaの殺虫増強剤として利用することを

考えた。遺伝子を人工合成し、4AaCterタグ

を利用してタンパク質を調製することに成

功した。アカイエカ幼虫を用いたバイオア

ッセイの結果、AahIT1についてはCry4Aaの

殺虫活性を最大3.5倍助長した(投稿準備

中)。 

③Cryトキシンはアルカリ可溶性の凝集体と

して生産され、プロテアーゼによる分解か

ら保護されている。Cryトキシンのようなタ

ンパク質凝集体の形成は可溶性タンパク質

の製剤化を容易にし、防除法の開発におけ

る選択肢も広げる。そこで本研究では、

Cry4Aaの活性化過程で除かれるC末端領域

に注目して、凝集体形成を促す因子(ポリペ

プチド、4AaCter)を特定した(雑誌論文①、

②)。4AaCterは連結したタンパク質をアル

カリ可溶性の凝集体として生産するもので、

発現タンパク質の生産量上昇や精製手順の

簡略化など、タンパク質生産に様々な利便

性を付与することを示した。 

 

以上、本研究ではCry4Aaのループ構造に注

目して包括的な機能構造解析を行った。これ

は本分野における最初の本格的な研究であり、

Cry4Aaの変異体を構築する上で重要な基礎的

知見を多く得ることができた。また本研究で

はループ2にランダムな配列を挿入する方法

で、全く新しいタイプのCryトキシンを創製す

ることが可能であることが示した。これはCry

トキシンのオーダーメイド化を進める上で大

きな意味を持つと考えている。 

またCryトキシンと併用可能なトキシンを
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探索する過程で、エンハンシンやサソリトキ

シンなどの有望な微生物防除資材も得ること

ができた。同時にタンパク質をアルカリ可溶

性の凝集体として生産できる画期的なペプチ

ドタグ、4AaCterの開発にも成功した。4AaCter

は可溶性トキシンなどの大量生産を可能とす

るだけでなく、調製が困難なタンパク質を生

産するためにも利用できる便利なツールにな

ると考えられる。 
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