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研究成果の概要（和文）：世界中で蜂群崩壊症候群や人類に対する悪影響が危惧されている難分解性ネオニコチ
ノイド系殺虫剤（NEOs）が白色腐朽菌により分解可能であるとともに毒性も除去可能であることが明らかとなっ
た。また、本分解反応にはシトクロムP450が関与していることも突き止めた。さらにNEOsのピリジン環を資化可
能な細菌を選抜し、白色腐朽菌との共培養を行ったところ、NEOsを効率的に分解可能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neonicotinoides (NEOs) have been widely used world-wide. However, its 
toxicity for bees and neurological toxicity for humans are urgent problems. In the present study, we
 clarified that white-rot fungi could degrade and detoxify NEOs, and that cytochrome P450 was 
involved in the degradation. Moreover, the symbiotic systems of white-rot fungi with bacteria 
effectively degraded NEOs.

研究分野：環境生化学
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図 1 ネオニコチノイド系殺虫剤 

１．研究開始当初の背景 
 本来農薬は、農産物を安定的に提供するた
めに必要不可欠な農業資材として使用され
ている。しかしながら、1960 年代に問題と
なった DDT 等の塩素系有機化合物を始め、
開発当時は「安全」と謳われてきた農薬が、
後に人類に対して毒性を示すことが発覚し、
農薬登録が失効した化合物が多数存在する。 
 今回のターゲットであるネオニコチノイ
ド系殺虫剤（NEOs、図 1）は、1990年代に
有機リン系農薬の代替農薬として開発され
た比較的新しい農薬で、昆虫に対する選択毒
性が極めて高く、低濃度でかつ単独使用した
場合にも比較的低毒性であると報告されて
きた。しかしながら、2000 年代になり世界
各地でミツバチの大量死・大量失踪（蜂群崩
壊症候群）が報告されるようになり、その主
原因として NEOs がクローズアップされ社
会問題化してきている。既に EUでは、3種
の NEOsの使用が原則禁止されており、昨年
には、アセタミプリド（ACE）及びイミダク
ロプリド（IMI）が人間の発達中の神経系統
に悪影響を及ぼす可能性があると警告を発
している。 

 日本における NEOs の国内出荷量は 1992
年以降年々増加し、今もなお年間約 400トン
が出荷され使用されている状況にある。従っ
て、今後とも使用し続けると、その難分解性
が故に、今後土壌汚染・水環境汚染が顕在化
し、社会問題化が懸念されるとともに、「第
二の DDT」となる危険性を孕んでいる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、世界中で蜂群崩壊症候群
や人類に対する悪影響が危惧されている難
分解性 NEOs の微生物を巧みに利用した低
環境負荷型の無害化技術を確立し、安全・安
心技術を提案する。申請者が独自に発見した
高活性リグニン分解菌に着目し、NEOs代謝
経路を分子論的に解明して代謝産物を特定
し、生じた一次代謝産物に対する資化性細菌
と組み合わせることで、その効果と効率を飛
躍的に高めた共生培養系を構築し、完全分
解・無毒化技術を実現する。 
 
３．研究の方法 

(1) 供試菌 
 供試菌として白色腐朽菌 Phanerochaete 
sordida YK-624株及び P. chrysosporiumを
使用した。 
 
(2) NEOs分解実験 
 供試菌を 10 mLのKirkまたはポテトデキ
ストロース（PD）液体培地を含む 100 mL
三角フラスコに接種し、30℃で 5日間静置培
養した。前培養後 NEOs溶液を添加し、さら
に培養を行った。培養後、内部標準物質と 20 
mL アセトンを添加し、菌体を破砕した。ろ
過後、上澄み液をエバポレーターにて濃縮し、
10 mL メタノールにて再溶解させ、HPLC
分析に供した。また培養系にピペロニルブト
キシド（PB）もしくは 1-アミノベンゾトリ
アゾール（ABT）を添加し、NEOs分解に対
するシトクロム P450（CYP）の影響につい
ても検討した。 
 
(3) NEOs代謝産物の同定 
 供試菌を培養した Kirk液体培地（全 5 L）
に NEOsを添加し 20日間培養を行い、得ら
れた培養液を酢酸エチルにて抽出し濃縮し
た。得られた抽出物を各種クロマトグラフィ
ーに供し、代謝産物を単離・精製した。代謝
産物を各種NMR及びESI-MS解析に供した。 
 
(4) マウス神経芽細胞に対する毒性試験 
 マウス神経芽細胞Neuro2a細胞に対して、
NEOs あるいは NEOs 代謝産物を添加し 24 
時間無血清培地条件で培養を行った。培養後、
細胞生存率を MTT 法により測定し、毒性を
評価した。Student’s t-testにより有意差検定
を行った。 
 
(5) NEOs分解に関与する CYPの同定 
 304 種類の担子菌由来シトクロム P450 遺
伝子がそれぞれ導入された酵母を利用した
機能スクリーニングシステムを用いて、網羅
的に NEOs の代謝に関与するシトクロム
P450を探索した。 
 
(6) NEOs 代謝産物資化性細菌の獲得及び共
培養系における NEOs分解実験 
 NEOs 代謝産物を唯一炭素源として含む
M9 液体培地に静岡大学構内にて採取した土
壌を添加し、1 週間培養した。その後集積培
養を繰り返し、NEOs代謝産物資化性細菌を
単離した。得られた細菌と P. chrysosporium
を PD 液体培地に接種し前培養後、0.1 mM 
アセタミプリド（ACE）を添加し、所定期間
培養後、培養液中の ACEをHPLCにて定量
した。 
 
４．研究成果 
(1) 高活性リグニン分解菌によるNEOsの分
解 
 これまでに、高活性リグニン分解菌 P. 
sordida YK-624株により、ACE及びイミダ



クロプリド（IMI）が分解されることを報告
している。そこで本研究ではその他の NEOs
（クロチアニジン（CLO）、ジノテフラン
（DIN）、ニテンピラム（NIT）、チアメトキ
サム（THI））の分解実験を行った。その結果、
Kirk 液体培地にて、CLO は培養 20 日間で
40%、NITは培養 5日間で 100%、THIは培
養 20日間で約 18%、DINは培養 20日間で
31%分解されることが判明した。なお、PD
液体培地においても分解は認められたもの
の、Kirk液体培地より極めて低い結果となっ
た。 

 そこで分解代謝産物を同定すべく大量培
養を行い、分解代謝産物を単離精製し、構造
解 析 を 行 っ た 。 ま ず CLO か ら は
N-(2-chlorothiazol-5-yl-methyl)-N’-methylu
rea（TZMU）が分解代謝産物として同定さ
れ た （ 図 2 ）。 次 い で NIT か ら は
(E)-N-((6-chloropyridin-3-yl)methyl)-N-eth
yl-N’-hydroxy acetimidamide（CPMHA）が
同定された（図 3）。また DIN からは
N-((4aS,7aS,E)-1-methylhexahydrofuro[2,3
-d] pyrimidin-2(1H)-ylidene)nitramide
（PHPF）が同定された（図 4）。なお、CPMHA
及び PHPFは新規化合物であった。 
 これまでの検討において、NEOsの分解に
CYP が関与していることが判明しているた
め、上記の NEOsの分解に CYPが関与して
いるかどうか確認するため、培養系に CYP

阻害剤（PB及び ABT）を添加し、検討を行
った。その結果、どの NEOs の分解も CYP
阻害剤の添加により阻害されることが判明
した。つまり P. sordida YK-624 株による
NEOs の分解に CYP が関与していることが
判明した。 
 以上の結果より、CLO、NIT、DINの分解
代謝機構をそれぞれ図 2、図 3、図 4 のよう
に推定した。 
 
(2) 毒性評価 
 これまでの検討において、P. sordida 
YK-624株は各種NEOsを分解可能であるこ
とが判明している。そこで毒性除去も可能か
どうか検討するため、分解代謝産物の毒性を、
マウス神経芽細胞 Neuro2a 細胞を用いて評
価した。毒性評価に必要な量が得られた
TZMU を供した結果、CLO では濃度依存的
に毒性が認められたのに対して、TZMUでは
供試した濃度全てにおいて毒性が認められ
なかった（図 5）。つまり、P. sordida YK-624
株は NEOsを分解可能であるともに、毒性も
除去可能であることが判明した。 

 
(3) NEOs分解に関与する CYPの同定 
 これまでの検討において、P. sordida 
YK-624株によるNEOsの分解においてCYP
の関与が判明している。しかしながら P. 
sordida YK-624 株は全ゲノム解析を行って
おらず、分解に関与する CYP の同定は困難
を極める。そこで既に全ゲノム解析が行われ

 

図 2 P. sordida YK-624株による CLO

の推定代謝機構 

 
図3 P. sordida YK-624株によるNITの

推定代謝機構 

 
図 4 P. sordida YK-624 株による DIN

の推定代謝機構 

 

図 5 CLO及び TZMUの Neuro2a細胞

に対する毒性評価 



ており、なおかつ、各種 CYP 遺伝子を導入
した酵母による機能スクリーニングシステ
ムが構築されている P. chrysosporium にお
けるACEの分解及び関与するCYPの同定を
試みた。 
 まず分解試験を行った結果、本菌は PD液
体培地において培養 20 日間で ACE を 51%
分解した。また分解代謝産物として
6-chloro-3-pyridinemethanol（IM 0）が同定
された（図 6） 

 そこで、機能スクリーニングシステムを用
いて ACEを IM 0に代謝する CYPの検索を
行った結果、CYP5147A3組換え酵母が ACE
を IM 0 に代謝することが判明した。
CYP5147A3 はこれまでに、O-脱エチル、S
酸化、ステロイド 11-水酸化反応に関与する
ことが報告されており、本研究により
CYP5147A3 は ACE の脱側鎖の反応も可能
であることが示された。 
 
(4) IM 0資化性細菌の獲得及び共培養系にお
ける ACE分解実験 
 以上の検討により、白色腐朽菌は各種
NEOsを分解可能であり、IM 0や TZMUを
始めとする各種分解代謝産物が得られてい
る。しかしながら白色腐朽菌が行う反応はあ
くまでも側鎖の脱離や酸化反応に止まって
おり、ピリジン環の開裂には至っていない。
そこで NEOsの完全分解を目的に、モデル化
合物として ACE を用いて、さらに供試菌と
して P. chrysosporiumを使用し、ACEの分
解代謝産物である IM 0資化性細菌を獲得し、
本細菌と P. chrysosporium の共培養系を確
立し、ACEの完全分解を試みた。 

 まず静岡大学構内の土壌を IM 0を唯一炭
素源とする培地で集積培養を行い、IM 0の分
解にすぐれた細菌 3種（未同定でありここで

は d株、f株、g株とする）を得た。これら細
菌を P. chrysosporiumと共培養し、ACEの
分解を検討した結果、P. chrysosporium単独
より分解に優れた共培養系（d 株及び f 株）
が認められた（図 7）。今後、細菌の種同定、
及び培養条件の最適化などまだまだ検討の
余地を残しているものの、P. chrysosporium
－細菌共培養による ACE の効率的分解系の
構築し成功したと結論づけた。 
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図 6  CYP5147A3による ACEの IM 0
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図 7  P. chrysosporium－IM 0 資化性

細菌共培養系による ACEの分解 
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