
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

B.thuringiensis Cry44Aaトキシンのカ類殺虫活性機構の解明

Elucidation of insecticidal activity mechanism of B. thuringiensis Cry44Aa toxin

６０２２２５８５研究者番号：

浅野　眞一郎（ASANO, SHINICHIRO）

北海道大学・農学研究院・准教授

研究期間：

２６４５０４６３

平成 年 月 日現在２９   ５ １５

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：熱帯性伝染病を媒介するシマカやイエカに対して強い殺虫活性を示すことが知られて
いる、Bacillus thuringiensis entomocidus INA288の産生するCry44Aaトキシンのネッタイシマカに対する殺虫
活性機構の解明を目標に研究を進めてきた。殺虫活性機構において重要な役割を果たすレセプター分子の検索を
行ったところ、アルカリフォスファターゼやABCとランスフェラーゼが候補分子として同定された。

研究成果の概要（英文）：I have been conducting research aiming at elucidating the insecticidal 
activity mechanism of Cry44Aa toxin produced by Bacillus thuringiensis entomocidus INA 288, which is
 known to have highly insecticidal activity against Aedes aegypti and Culex pippins which 
intermediate tropical infectious diseases. As a result of research for Cry44Aa toxin receptor 
molecules in A. aegypti which play an important role in insecticidal activity mechanism, alkaline 
phosphatase and ABC transferase were identified as candidate molecules.

研究分野：昆虫病理学

キーワード： entomocidus INA288　Cry44Aaトキシン　B. thuringiensis　トキシンレセプター　アルカリフォスファ
ターゼ　ABCトランスポーター　ネッタイシマカ
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１．研究開始当初の背景 
 Bacillus thuringiensis entomocidus 
INA288 は、シマカやイエカといった熱帯性
伝染病を媒介する蚊類に強い殺虫活性を示
すことが知られており、世界中で広く利用さ
れている B. thuringiensis israelensis (Bti)
由来の製剤に代わる新規の Bt 製剤として期
待されている。しかしながら、INA288 の蚊
類に対する殺虫活性機構については未だに
不明な点も多く、近年 Bti由来の Cry4Aaや
Cry11Aa トキシンに対する抵抗性蚊の出現
も危惧される中、その殺虫活性機構解明は急
務である。 
 
２．研究の目的 
 INA288 由来の Cry44Aa トキシンは、先
行研究からネッタイシマカやアカイエカに
強い殺虫活性を示し、その強さは Bti由来の
Cry4a や Cry11Aa トキシンに勝るものであ
ることが明らかとなっている。また、
Cry44Aaトキシンレセプターは、ネッタイシ
マカやアカイエカにおいて、Cry4Aa や
Cry11Aa トキシンレセプターとは競合しな
いと考えられている。そこで、ネッタイシマ
カから Cry4Aa や Cry11Aa トキシンレセプ
ター分子と考えられるタンパク質（アミノペ
プチターゼ N、アルカリフォスファターゼ、
カドヘリン様タンパク質、ABCトランスポー
ター等）遺伝子をクローニングして、レセプ
ター分子としての機能を調査することにし
た。 
 
３．研究の方法 
（1）ネッタイシマカからのレセプター候補
分子遺伝子のクローニング 
 ネッタイシマカ終齢幼虫中腸を摘出し、
Trizol を用いて組織を破砕したのち、total 
RNA を調整した。mRNA からリバーストランス
クリプターゼにより cDNA を合成し、ネッタ
イシマカゲノムデーターベース（TIGER Base）
の情報を元に、各レセプター候補分子の遺伝
子を特異的なプラーマーを用いてPCRにより
増幅させた。増幅された DNA 断片は、PCR 産
物をクローニングする pGEM-T TA クローニン
グキットでクローニングしたのち、塩基配列
の決定をシーケンサーで行った。 
（2）レセプター分子の Cry44Aa トキシンと
の結合調査 
 クローニングした各レセプター候補分子
の遺伝子は、タンパク質大量発現系である
pGEXベクターにつなぎこみGST融合タンパク
質として発現させた。GST カラムにて融合タ
ンパク質を精製し、グルタチオンセファロー
スカラムを用いてプルダウンアッセイによ
り結合調査を行なった。 
（3）AaeALP による Cry44Aa トキシンのネッ
タイシマカ殺虫活性阻害試験 
 GST 融合タンパク質として発現させた、
AaeALP1 もしくは AaeALP3 と、Cry44Aa トキ
シンをネッタイシマカに同時に供与するこ

とで、レセプター分子による殺虫活性阻害試
験を行った。 
（4）昆虫培養細胞発現系を用いた Cry44Aa
トキシンアッセイによる細胞損傷解析 
 AcMNPV 発現系を用いて、クサヨトウ由来の
昆虫培養細胞（Sf9）細胞系で、上記レセプ
ター候補分子を発現させ、Cry44Aa トキシン
を添加し、細胞損傷について観察した。 
 
４．研究成果 
 （1）ネッタイシマカにおける Cry44Aa ト
キシンレセプター候補遺伝子 
 ネッタイシマカに殺虫活性を示す B. 
thuringiensis 由来の Cry トキシンとそのト
キシンレセプター候補分子の調査を行なっ
た（表１）。ネッタイシマカにおける Cry ト
キシンレセプターは、殺虫活性機構において、
GPI アンカー型の中腸上皮組織上に提示され
る、アミノペプチターゼ Nやアルカリフォス
ファターゼに Cry トキシンが結合したのち、
カドヘリン様タンパクに集められ、オリゴマ
ー化したのちに、ABC トランスポーターを介
して細孔が形成され上皮細胞を崩壊させる
役割を果たしているとされる。 
 
表 1 レセプター候補分子とネッタイシマカ
殺虫活性 Cry トキシン 
 
レセプター候補分子  Cry トキシン 
カドヘリン様タンパ
ク質 

 Cry4Aa トキシン 
  Cry4Ba トキシン 
 Cry11Aa トキシン 
  Cry11Ba トキシン 

アミノペプチターゼ
N 

  Cry4Ba トキシン 
 Cry11Aa トキシン 
 Cry11Ba トキシン 

アルカリフォスファ
ターゼ 

 Cry4Ba トキシン 
  Cry11Aa トキシン 
  Cry11Ba トキシン 

ABC トランスポータ
ー 

  Cry11Aa トキシン 
  

ここに示された、候補分子の遺伝子をネッタ
イシマカからクローニングした。 
カドヘリン様タンパク質（AaeCad-l gene）、
アミノペプチターゼ N（AaeAPN1 gene）、アル
カリフォスファターゼ（AaeALP1,3,4 gene）、
ABC トランポーター（AaeABC gene）の各遺伝
子に特異的なプライマーを合成し、ネッタイ
シマカ中腸から作成した cDNA をテンプレー
トとして PCR により増幅したのち、シークエ
ンサーにて塩基配列を確認した。 
（2）レセプター候補分子の大腸菌での発現
と Cry44Aa トキシンとの結合調査 
 クローニングした各レセプター候補分子
を pGEX 発現ベクターシステムにて大腸菌
（BL21）で発現させた。AaeCad-1 は、カドヘ
リンリピート領域を分割して発現させた。
AaeABC は、Cry11Aa トキシン結合領域と考え
られるアウターループ領域を含む部分を発
現させた。AaeAPN1 と AaeALP1,3,4 は、シグ



ナル配列部分とGPIアンカー領域を除いた部
分を発現させた。 
 大腸菌で発現させたGST融合タンパク質を
GST カラムにて精製したのち、SDS-PAGE にて
精製を確認したのち、グルタチオンセファロ
ースを充填したカラムに精製したGST融合タ
ンパク質を流し込んだ。そこに、ビオチンラ
ベルした Cry44Aa トキシンを流し込み、GST
融合レセプタータンパク質とCry44Aaトキシ
ンとをカラム内で結合させた。結合させた
Cry44Aa トキシンとともに GST 融合タンパク
質を、還元型グルタチオンで溶出し、結合し
たトキシンを検出した（表 2）。 
 
表 2 プルダウンアッセイによるレセプター
と Cry44Aa トキシンとの結合調査 
レセプター分子 トキシン結合シグナル 
AaeCad-L CR4-7     無 
AaeCad-L CR8-11     無 
AaeAPN1       無 
AaeALP1       有 
AaeALP3     無 
AaeALP4     有 
AaeABCt     有 
 
（3）AaeALP による Cry44Aa トキシンのネッ
タイシマカ殺虫活性阻害試験 
 Cry44Aa トキシンとの結合試験で、結合の
見られた AaeALP1 と見られなかった AeALP3
による殺虫活性阻害実験を行なった。ネッタ
イシマカ２齢幼虫に対して、Cry44Aa トキシ
ン   1.5μgと AaeALP 75μgを同時に与えて、
24 時間後の死亡幼虫数を計測した（表 3）。 
 
表３ AaeALPによるCry44Aaトキシンのネッ
タイシマカ殺虫活性阻害 
試験区  死虫率 標準誤差 
Cry44Aa   86.67 ％  7.70 
Cry44Aa  
   + 
AaeALP1 

 
 37.78 ％ 

 
 5.88 

Cry44Aa  
   + 
AaeALP3 

 
 93.33 ％ 

 
 3.85 

標準誤差は、3 回の反復実験を行なって算出
を行い、死虫率は有意水準 5％の t 検定で有
意差があった。 
 
AaeCad-L の CR4-7 や CR8-11 についても同様
の殺虫活性阻害実験を行なったが、有意な殺
虫活性阻害効果は認められなかった。 
AaeAPN1、AaeALP4、AaeABCt については十分
量のGST融合タンパク質が得られず阻害実験
を行えなかったことから、AcMNPV による Sf9
細胞での発現、および Cry44Aa トキシンによ
る細胞損傷活性について調査することにし
た。 
（4）AcMNPV を用いた昆虫培養細胞発現系で
のCry44Aaトキシンアッセイによる細胞損傷
解析 

 pFastBac Dual(pFBD)バクミドシステムを
用いて、p10 プロモーター下流に egfp 遺伝子
を組込み(pFBD-EGFP)、polyhedrin プロモー
ター下流に、それぞれのレセプター分子の遺
伝子を組込んだバクミドを作成した。レセプ
ター分子の末端側に FLAG タグを付加したこ
とにより、Sf9 細胞で発現させたレセプター
分子は FLAG 抗体での検出が可能となった。 
 組換えバクミドは、 pFBD-AaeAPN1 、
pFBD-AaeALP1、pFBD-AaeALP3、pFBD-AaeALP4
ならびに pFBD-AaeABC を作成した。作成した
バクミド（2μg）とリポフェクション試薬（６
μl）を Sf9 細胞に添加し、３日間培養した。
３日後に蛍光実体顕微鏡にて約半数の細胞
での EGFP の発現を確認した。 
 各組換え AcMNPV を Sf9 細胞に播種し、プ
ラーク法によりウイルス力価を測定した。 
 各組換え AcMNPV を MOI=2 で Sf9 細胞に接
種し、3日後に培養細胞を回収し SDS-PAGE な
らびに Western ブロットに供試した。末端に
付加した FLAG タグにより、FLAG 抗体での発
現産物の確認を行なった（表 4, 図１）。 
 
表 4 各組換え AcMNPV の FLAG 抗体による発
現確認 
組換え AcMNPV FLAG 抗体シグナル 
EGFP-AcMNPV       — 
AaeAPN1-AcMNPV   140 kDa 
AaeALP1-AcMNPV     70 kDa 
AaeALP3-AcMNPV     70 kDa 
AaeALP4-AcMNPV     100 kDa 
AaeABC-AcMNPV     150 kDa 
非組換え AcMNPV         - 
 
      M     1    2    3    4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ FLAG抗体による組換えSf9細胞におけ
る発現産物の確認 
M：Western 分子マーカー 
1：非組換え AcMNPV を接種した Sf9 細胞膜 
2：EGFP-AcMNPV を接種した Sf9 細胞膜 
3：AaeALP1-AcMNPV を接種した Sf9 細胞膜 
4：AaeABC-AcMNPV を接種した Sf9 細胞膜 
 
 非 組 換 え AcMNPV 、 EGFP-AcMNPV 、



AaeALP1-AcMNPVならびにAaeABC-AcMNPVを接
種した Sf9細胞に Cry44Aa トキシンを添加し、
１時間後にトリパンブルーで染色すること
で、死細胞の数を計測した（表５）。 
 
表 5 各ウイルス接種した Sf9 細胞に
Cry44Aa トキシンを添加後（１時間）の死細
胞数の平均値(mean)と標準偏差(Standard 
Error) 
供試 No AaeALP1 AaeABC EGFP AcMNPV 
No.1 44.59 29.27 12.41  0.55 
No.2 44.00 25.22 11.39  0.84 
No.3 36.90 25.42  8.98  0.54 
No.4 43.57 17.82 16.18  0.85 
No.5 44.44 37.14 16.28  1.37 
No.6 44.26 40.00 15.03  0.40 
mean 42.96 29.14 13.38  0.76 
SE  1.22  3.36  1.20  0.14 
 
 AaeALP1-AcMNPVとAaeABC-AcMNPVを接種し
た Sf9細胞に Cry44Aa トキシンを添加した場
合、膨潤ならびに破裂した細胞が観察され、
１時間後には、AaeALP1-AcMNPV 接種細胞では
43％程度の死細胞が、AaeABC-AcMNPV 接種細
胞では 29％程度の死細胞が観察された。程度
の差はあるが、有意に Cry44Aa トキシンによ
る細胞損傷効果が認められた。しかしながら、
AaeALP1-AcMNPVとAaeABC-AcMNPVに死細胞率
で差があることから、トキシンレセプターと
しての機能の違いか、もしくは発現量の違い
により差異が認められるのではないかと考
えられた。 
 AaeAPN1-AcMNPV および AaeALP3-AcMNPV、
AaeALP4-AcMNPV を接種した Sf9 細胞に
Cry44Aa ト キ シ ン を 添 加 し た 場 合 、
EGFP-AcMNPV接種したSf9細胞の場合と同様、
Cry44Aa トキシンによる細胞損傷は観察され
なかった。 
 Cry トキシンによる中腸細胞への細孔形成
については、レセプターへの結合とオリゴマ
ー化と細孔形成に繋がる一連の作用機作が
考えられており、２つもしくは３つのレセプ
ター分子の協働関係が考えられる。AaeALP1
と AaeABC を同時に組込んだ AcMNPV を作成し、
さらなる作用機作の解明に繋げたい。 
 ネッタイシマカにおけるCry44Aaトキシン
レセプターとして、AaeALP1 と AaeABC が機能
していることが明らかとなったが、殺虫活性
作用機構の完全解明には至らなかった。 
 本研究では、Cry44Aa トキシンの有するネ
ッタイシマカに対するレセプターの同定と
その機能については明らかにすることがで
きたが、アカイエカに対するレセプターの同
定とその機能については明らかにすること
ができなかった。今後、イエカ類に対する殺
虫活性機構解明を行いたいと考えている。 
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