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研究成果の概要（和文）：殺虫性タンパク質のループ２およびループ３部位に変異を導入して

ファージディスプレイし、それをカドヘリン様受容体でパニングスクリーニングすること

でカドヘリン様受容体に対して結合親和性が増した殺虫性タンパク質変異体が比較的容易

に獲得できることが明らかになった。すなわち、既存の殺虫性タンパク質を進化分子工学

的方法で目的とする害虫に効くものへと変換するための基盤技術が完成した。 
 
研究成果の概要（英文）：It was indicated that Cry toxin mutants affinity-maturated to 

cadherin-like receptor is expected to be easily acquired, if mutation is introduced in 

loop 2 or loop 3 of Cry toxin, mutant Cry toxins are displayed on the T7 phage, and 

mutant-toxin-displaying phages are screened by bio-panning using cadherin-like receptor. 

That is to say, base technology was developed for the directed evolution of Cry toxin 

by which any available Cry toxins are possible to be changed to be highly active to any 

insect pests.  
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１．研究開始当初の背景 
昆虫だけに病原性を持つ土壌細菌ＢＴ

(Bacillus thuringiensis)菌の殺虫の仕組み

の本質はそれが作る多様な殺虫性タンパク

質にある。我々人類は多様に進化した各系統

の菌が作る、少しずつ活性スペクトルが違う

殺虫性タンパク質をいろいろな害虫に当て

はめて、ＢＴ剤として利用している。一方、
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殺虫性タンパク質は受容体（受け取る分子）

への結合を介して作用する。そこで、昆虫の

受容体に対する殺虫性タンパク質の結合性

を人為的に改変あるいは向上させたなら、殺

虫スペクトルや殺虫活性が改良できる。現実

にはＢＴ菌がこの薬学の大原則に即した改

変に相当することを「進化」を通してやって

きた。よって、多様な殺虫性タンパク質は多

様な殺虫スペクトルをもつ。ところで、ＢＴ

菌を含めた地球上の生物が、あり得る全ての

変異タンパク質のうちのほんの一部しか作

っておらず、変異体には無限の可能性がある

ことが知られている。しかし、100 種の変異

体を作り調べるだけでも大変である既存の

タンパク質工学の手法では、有り得る 10 の

何十乗と言う変異体を調べつくすことなど

まったく不可能である。ところが最近、「進

化分子工学」が生まれ、そこにおける最強の

手法「ファージディスプレイ（ファージ上提

示）」でこの処理能力問題のかなりの部分が

解決できることを「抗体の進化分子工学」が

証明した。よって、この進化分子工学の方法

がＢＴ殺虫性タンパク質に利用できるなら、

そのスペクトルや活性を自在に改変する方

法が確立できるはずである。また、「殺虫性

タンパク質から目的害虫に対してオーダー

メイドで作るタンパク質殺虫剤」という新概

念を世界に送り出す事が可能になる。 

 
２．研究の目的 
本研究では、ファージディスプレイとパニ

ングといった進化分子工学的技術を主要技

術とする効率的な殺虫性タンパク質の改良

技術を完成させ、同時に害虫により効く殺虫

性タンパク質を実際に作出する方法の完成

を目指して３つの実験を並行して進めるこ

ととした。 

(1)殺虫性タンパク質上の受容体結合部位の

解明 

殺虫性タンパク質上のカドヘリン様受容

体結合部位が解明できれば、効果的な変異導

入が可能になり、受容体に高い結合親和性を

もつ殺虫性タンパク質変異体が容易に作れ

るようになると期待できる。そこで、変異導

入法と障害物導入法を用いて、殺虫性タンパ

ク質上のカドヘリン様受容体結合部位を明

らかにすることとした。 

(2) カドヘリン様受容体高親和性変異体を

とる変異導入法の確立 

これまでの知見と(1)の結果を総合的に考

慮した殺虫性タンパク質上の受容体結合候

補領域に変異を入れ、殺虫性タンパク質をデ

ィスプレイしたファージから成る変異体ラ

イブラリーを作り、カイコの受容体に結合親

和性が増した変異体をカドヘリン様受容体

に対しパニング法でスクリーニングし、どの

部位の変異体ライブラリーから効果的にカ

ドヘリン様受容体に対して結合親和性が向

上した変異体が取れるかを明らかにするこ

とした。 

(3)実際の害虫により効く変異体取得に向け

た方法の構築 

(1)(2)はカイコとそれにより良く効く殺

虫性タンパク質を作り出すための基礎実験

とモデル実験である。一方、最終目標は、実

際の害虫に高い殺虫活性を持つ殺虫性タン

パク質の作り方の完成である。当初は、

(1)(2)で得た知識と技術から、オオタバコガ

に対して殺虫活性を増した殺虫性タンパク

質を取得する方法の構築を目指した。しかし、

モデル実験をより高度な目標に定め直すこ

ととした。すなわち、カイコに効く殺虫性タ

ンパク質をチャイロコメノゴミムシダマシ

といった系統発生的に大きく離れた昆虫に

効くものへと変換する技術の構築を目指す

こととした。なぜならば、この技術が完成す

れば、手持ちの殺虫性タンパク質から目的と

する害虫に効く殺虫性タンパク質を自在に

作り出すことが可能になると期待されるか

らである。 

 
３．研究の方法 
(1)殺虫性タンパク質上のカドヘリン様受

容体結合部位の解析 

大腸菌の発現系を利用して、カドヘリン

様受容体結合部位の候補になっている

Cry1Aa 型殺虫性タンパク質のループ部位

のアミノ酸をシステインに置換し、あるい

は更にそのシステインに 2kDa 程度の立体

障害を結合させ、カドヘリン様受容体への

結合親和性への影響を表面プラズモン共鳴

を応用したバイオセンサーBiacore を用い



 

 

て調べ、結合部位を解析した。 

(2) カドヘリン様受容体高親和性変異体を

とる変異導入法の確立 

 (1)で得られた情報をもとにループ 1、ル

ープ２、ループ３領域に、また既知の文献

で示唆されている情報をもとに更にループ

α８領域に、連続した４アミノ酸がランダ

ムな配列になるように変異を入れ、それを

ファージ上に発現させ、変異導入場所が異

なる合計１１種類のファージディスプレイ

ライブラリーを構築した。このライブラリ

ーをカイコガのカドヘリン様受容体でパニ

ングによりスクリーニングし、どのライブ

ラリーから効率的にカドヘリン様受容体に

結合親和性を増した変異体が取れるかを解

析した。また、得られた殺虫性タンパク質

変異体を大腸菌で生産し、カイコガ幼虫に

活性が向上したかをバイオアッセイで調査

した。また、カイコガのカドヘリン様受容

体を発現させた昆虫培養細胞 Sf9 に対する

傷害活性を評価した。 

(3)実際の害虫により効く変異体取得に向け

た方法の構築 －カイコガに効く殺虫性タ

ンパク質にチャイロコメノゴミムシダマシ

のカドヘリン様受容体に結合親和性を獲得

させる方法の構築― 

カイコに効く殺虫性タンパク質からチャ

イロコメノゴミムシダマシといった系統発

生的に大きく離れた昆虫に効くものへと変

換する技術の構築を目指し、Cry1Aa型殺虫性

タンパク質のループ３領域に連続した４ア

ミノ酸がランダムな配列になるように変異

を入れた。そして、その殺虫性タンパク質変

異体をファージ上にディスプレイしたファ

ージライブラリーに対し、大腸菌で用意した

組換え型チャイロコメノゴミムシダマシカ

ドヘリン様受容体でパニングによるスクリ

ーニングを行った。 

 

４．研究成果 

(1)殺虫性タンパク質上の受容体結合部位 

アミノ酸のシステインへの置換とその

システインへの立体障害の導入を利用して

Cry1Aa 型殺虫性タンパク質の受容体結合

部位を解析した。その結果、ループ１，２

３およびループα８部位は共にカドヘリン

様受容体に接近・密着する部位であること

が示唆された。また、特にループ２はカド

ヘリン様受容体への直接的な結合に関与す

る部位であることが示唆された（図１）。ま

た、ループ１，２部位は、他の分子と結合

すると殺虫性タンパク質をオリゴマー化す

る性質を持つことが明らかになった。すな

わち、これらの部位は、Cry1Aa型殺虫性タ

ンパク質が受容に結合した際にオリゴマー

化して細胞膜に穴をあける機能を獲得する

ためのスイッチの機能を持つことが明らか

になった。この様に、受容体に対する結合

親和性を増大させるために適すると期待さ

れる殺虫性タンパク質上の部位が明らかに

なったとともに、殺虫性タンパク質の分子

機能に関する重要な情報が得られた。 

(2) カドヘリン様受容体高親和性変異体を

獲得する変異導入法の確立 

Cry1Aa 型殺虫性タンパク質のループ３部

位に変異を導入した異なる２つのライブラ

リーからカドヘリン様受容体に対して結合

親和性が１０倍以上向上した変異体が３種

類採れた。一方、ループ２部位に変異を導

入した１つのライブラリーからもカドヘリ

ン様受容体に対して結合親和性が３０倍以



 

 

上向上した変異体が３種類採れた。よって、

殺虫性タンパク質のループ２，３のこれら

の領域に変異を導入してファージディスプ

レイし、それをカドヘリン様受容体でパニ

ングスクリーニングすることでカドヘリン

様受容体に対して結合親和性が増した変異

体が比較的容易に取れることが明らかにな

った（図２）。 
現在までにループ３変異体に対してしか

評価は終了していないが、カドヘリン様受

容体に対して結合親和性が向上したにもか

かわらずそれらの変異体のカイコガ幼虫に

対する殺虫活性はほとんど向上していなか

った。しかし、幼虫に対する活性に関して

は、消化液に対する耐性の変化（消化液に

より分解しやすくなること）など様々な要

因が影響を与えうるので、変異体の細胞傷

害活性が本当に向上していないかについて

は培養細胞に受容体を発現させた系を用意

して評価する必要があった。そこで、カイ

コガのカドヘリン様受容体を発現させた昆

虫培養細胞 Sf9に対する傷害活性を評価した。

しかし、この傷害活性も２倍程度にしか上が

っていなかった。このことから、導入した変

異がカドヘリン様受容体に対して結合親和

性を向上させたが、同時に殺虫性タンパク

質の他の機能に不具合を生みだしたために

結果的に殺虫活性が相殺されたか、あるい

はカドヘリン様受容体が真の受容体ではな

く、より重要な受容体が存在するために効

果が出なかったと考えられた。 
以上のような結果に対しては、今後の

殺虫性タンパク質の進化分子工学的改変

において大きな意味を持つ知見であると

評価できる。すなわち、現在の感触の範囲

では、おそらく殺虫性タンパク質が作用す

る上でより重要な意味を持つ「真の受容体

分子」を同定し、更にその分子に対する殺

虫性タンパク質上の結合部位を明らかに

して今回と同じ作業に持ち込めば、必ず殺

虫性タンパク質の殺虫活性を自在に向上

させる方法が完成できると期待される。 
(3)カイコガに効く殺虫性タンパク質にチャ

イロコメノゴミムシダマシのカドヘリン様

受容体に結合親和性を獲得させる方法の構

築 

チャイロコメノゴミムシダマシのカドヘ

リン様受容体への結合性を獲得した変異体

の選抜をバイオパニングで実施し、Cry1Aa

型殺虫性タンパク質のループ３部位に変異

を導入したライブラリーから、結合性が全

くないところから出発して明らかに結合性

を獲得した変異型殺虫性タンパク質を１ク

ローン獲得した。すなわち、ある既存の殺

虫性タンパク質を出発材料にして、それを

全く効かない害虫の受容体に結合親和性を

持つものに変える方法が完成したと言える。

現在はこの変異型殺虫性タンパク質がチャ

イロコメノゴミムシダマシに殺虫活性をも

獲得したか否かを詳細に解析中である。も

し殺虫活性が見られたなら、カドヘリン様

受容体に対して結合親和性を持たせること

で殺虫活性を獲得したことになる。また、

もし、殺虫活性が見られなかったなら、カ

ドヘリン様受容体が真の受容体でなかった

ことが原因である可能性が高いと考えられ

る。もし後者が正しいなら、「真の受容体分

子」の同定を介して、ここで完成した受容

体に結合親和性を高める技術を真の受容体

に対して適用することができる。 
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