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研究成果の概要（和文）：　環境に優しい「タンパク質殺虫剤」の創生を目指して「BT菌が作り出す殺虫性タンパク質
を人類が自在に改善し，使い勝手を格段に上げる方法」の構築を目指した．殺虫性タンパク質の一部はABCトランスポ
ーターC2(ABCC2) を受容体として利用し宿主昆虫を殺すことが，しかもCry1A型殺虫性タンパク質に限れば，それがチ
ョウ目昆虫に有効な理由はその細胞がCry1A型毒素が利用できるABCC2を持つからであることを明らかにした．これらの
知見を基盤にして殺虫性タンパク質を各種昆虫のABCC2に適応進化させる方法を作るために，ABCC2大量生産・精製法を
確立し，スクリーニング系の基盤を構築した．

研究成果の概要（英文）：　　To generate “Proteinaceous Insecticide” we attempted to make a method which 
can improve activity of the insecticidal protein made by BT. A group of insecticidal protein was 
indicated to act insect host using ABC transporter C2 as a receptor. It was also suggested that 
susceptibility of lepidopteran insects to Cry1A toxins largely depend on ABCC2s they have on the cells. 
To make a method by which we can evolve the binding affinity of insecticidal protein toward ABCC2 of 
target insects, we established large scale production system and purification system for ABCC2.We also 
made a platform for the screening system for the improved insecticidal proteins.

研究分野： 昆虫病理学，昆虫生理学
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１． 研究開始当初の背景 
 

人口の爆発的急増で食糧増産は急務となり
，殺虫剤は益々不可欠なものになってきた．
しかし，過去の多くの化学殺虫剤が人間にと
って有害であり，残留して地球生態系に負担
をかけるものであったのは事実である．そこ
で，このような食糧と環境の問題を同時に解
決するため，本研究ではこれまでに安全性が
十分証明され使用実績が豊富なBacillus 
thuringiensis(BT)菌が作り出す殺虫性タン
パク質を「人類が自在に改善し，使い勝手を
格段に上げる方策」を模索することとした．
すなわち，殺虫性タンパク質の作用機構と，
安全性の基となる特異的な作用の仕組みを解
明し，殺虫性タンパク質に進化分子工学の手
法を導入して，Ｂｔ菌に依存せずに安全な殺
虫剤を人類がいろいろな害虫に向けてオーダ
ーメイドで創り出す方法の構築に挑むことに
した． 
これまでの試みで，殺虫性タンパク質の真

の受容体の一つが毒物の排出装置ABCトラン
スポーターC2（ABCC2）であることが明らかに
なって来た．しかし，極めて多様である殺虫
性タンパク質の全てがこの分子を受容体にす
るか否かについては疑問であった．また，昆
虫も多様であり，全ての昆虫のABCC2が同様に
殺虫性タンパク質の受容体になり得るかは疑
問であった．また，殺虫性タンパク質に対す
る昆虫の感受性がその昆虫のABCC2に殺虫性
タンパク質が結合できることに由来するかも
はっきりしていなかった．一方，進化分子工
学とは受容体への結合性の向上を人工的に促
進する行為であるが，これを実現するために
は「殺虫性タンパク質が結合性を進化せたこ
とを評価する系」が必要であった．また，こ
れらの目的のためには受容体タンパク質の粗
精製標品の調製法の確立が必要であった．さ
らに，念願の進化分子工学に向けて変異体ラ
イブラリーを作る必要があった． 

 
２．研究の目的 
 
以上の背景から本研究では以下を目的とし

て実験を行った． 
(1)ABCC2が全ての殺虫性タンパク質にとって
普遍的な受容体分子であるかを明らかにする
． 
(2)Cry1Aa型殺虫性タンパク質にとってはど
の昆虫でもABCC2が受容体として機能するか
について明らかにする． 
(3)カイコガのABCC2(BmABCC2)大量発現系構
築とそれを用いた粗精製BmABCC2の調製法を
確立する． 
(4)BiacoreによりBmABCC2への殺虫性タンパ
ク質の結合の特性を明らかにする． 

(5)進化分子工学のためのCry8Ca型殺虫性タ
ンパク質変異体ライブラリーを作製しパニン
グ選抜系を構築する． 
 
３．研究の方法 
 
(1)受容体機能解析 
バキュロウイルス発現システムによって

Sf9細胞に各種ABCC2分子を発現させ，各殺虫
性タンパク質に対してSf9細胞が感受性を獲
得したか（膨潤するようになったか）を位相
差顕微鏡下で観察した． 
 

(2)BmABCC2の大量発現と粗精製BmABCC2の調
製 
バキュロウイルス発現システムによって

Sf9細胞にFLAGタグを付けたBmABCC2を発現さ
せ,膜画分を調製したのち，それを界面活性剤
n-dodecyl-β-D-maltosideで可溶化した．次
に，この溶液からBmABCC2を抗FLAG抗体アフィ
ニティービーズで粗精製した． 
 

(3)Biacore解析 
粗精製したBmABCC2をチップに固定化し，各種
殺虫性タンパク質の結合解離動態を解析した
． 
(4)変異体ライブラリーとパニング選抜系 
Cry8Ca型殺虫性タンパク質のループ３部位に
４アミノ酸連続ランダム変異を導入し，T7フ
ァージ上に提示させた． 
 
４．研究成果 
 
(1)殺虫性タンパク質受容体としてのABCC2の
普遍性について 
BT菌の殺虫性タンパク質はサブクラスが

60種類程もある多様性にとんだタンパク質
グループであり，それらは相互に30％程度



しか相同性がない．すなわち，各サブグル
ープに属する殺虫性タンパク質が同じ分子
種を受容体にしていると考える根拠はない
．そこでどの範囲のサブクラスの殺虫性タ
ンパク質にとってABCC2が受容体として機
能するのかを検討した．その結果Cry1Aaと
系統的距離の近いCry1Ab,Cry1Ac, Cry1Fa
はBmABCC2を受容体として利用することが
できた．一方，Cry1Aaと比較的距離が近い
Cry8Ca殺虫性タンパク質もさほど機能的と
は言えないまでもBmABCC2を受容体として
利用できることが明らかになった（図１）
．しかし，Cry1Aaとは遠い関係にあるCry3Aa
はBmABCC2を受容体として利用できなかっ
た．したがって，Cry1型殺虫性タンパク質
は一般的にチョウ目昆虫のABCC2を受容体
として利用でき，それ故にチョウ目昆虫を
殺すことができるのであろうと予測された
．また，系統的距離が離れると同じABCC2
を利用できなくなることに起因してCry8Ca
はチョウ目昆虫に弱い活性しか示すことが
できないものと考えられた．一方， Cry1
の中にはBmABCC2を受容体として利用でき
ないものも見つかった．また，Cry8Caと比
較的位置が近いCry9Aa もBmABCC2を受容体
として利用できなかった．よって，比較的
Cry1Aaに近い殺虫性タンパク質の中にも何
らかの理由でABCC2を利用できないものが
散在するのであろうと予測された． 
  

(2)Cry1Aa型殺虫性タンパク質にとってはど
のチョウ目昆虫においてもABCC2が受容体と
して機能するかについて 
 コナガとアズキノメイガのを発現する
Sf9細胞を用意して(1)と同様の実験を行っ
た結果，コナガとアズキノメイガにおいて
もCry1AaはABCC2を受容体として利用して
いることが明らかになった．このことから
，Cry1Aaのチョウ目昆虫における作用にお
いてはABCC2が受容体として重要な役割を果
たしているものと予測された． 
 
(3)BmABCC2大量発現系構築とそれを用いた粗
精製BmABCC2の調製法の確立 
 Baculovirus／Sf9システムを用いた
BmABCC2発現細胞を数リットルレベルで培養
し，n-dodecyl-β-D-maltosideで可溶化した
BmABCC2を抗FLAG抗体アフィニティービーズ
で粗精製することに成功した． 
  
(4)BiacoreによるBmABCC2への殺虫性タンパ
ク質の結合特性の解析 
バイオセンサーBiacoreを用いてCry1Aa型

殺虫性タンパク質のBmABCC2との結合特性の
解析を行った．その結果，BmABCC2分子に
Cry1Aaは高い速度の結合を示し，解離はきわ

めてゆっくりであることが明かになった．一
方，カイコに殺虫活性を持つCry1AbやCry1Ac
は同様の特徴を持つ結合解離パターンを示し
たが，ほとんど活性を持たないCry8Caは
BmABCC2に相対的により低い速度の結合と比
較的早い速度の解離を示した．また，カイコ
にまったく殺虫活性を持たないCry3Aaは
BmABCC2に対しほとんど結合性を示さなかっ
た．これらのことから，殺虫性タンパク質の
活性とABCC2への結合親和性との間には相関
があると考えられた． 
 

(5)進化分子工学のためのCry8Ca型殺虫性タ
ンパク質変異体ライブラリーとパニング選抜
系の構築 
 Cry8Ca 型殺虫タンパク質のループ３部位
に変異を入れて T7 ファージに発現させて，
1.0x106 個の変異体を含むライブラリーを作
製した．一方，粗精製した BmABCC2 をスチレ
ンプレートにコーティングし，このプレート
が Cry1Aa 提示 T7ファージを選択的に濃縮す
ることができるかと言ったモデル実験を行
った．結果，一回のパニングあたり５倍程度
の Cry1Aa 提示 T7ファージの濃縮が確認され
た．これによって，現在最も重要な受容体と
考えられるABCC2を対象とした殺虫性タンパ
ク質の進化分子工学の材料と方法の基盤は
大方完成したと考えられ，次のステージへの
前進に期待がもたれた． 
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