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研究成果の概要（和文）：　Cry46Abは既知の３ドメイン型Cryトキシンと同様にカチオン選択的な小孔を形成す
ることが判明した。また膜貫入領域を標的とする変異導入解析の結果から、トキシン小孔のカチオン選択性と殺
虫活性の強さの間に相関関係がみられた。一方、優先的に透過させるカチオンの順位はトキシン毎に異なること
が判明した。カチオンの細胞内流入は浸透圧ショックのほかアポトーシスなどを誘導する可能性があり、この違
いが「殺虫活性の助長」や「抵抗性昆虫の出現抑制」を引き出す要因になっている可能性がある。この疑問の答
えを得るにはトキシンの膜貫入領域を標的とする変異導入解析を進める必要がある。

研究成果の概要（英文）： Our data demonstrated that Cry46Ab toxin formed cation-selective 
channel-pores in planar lipid bilayer as observed in other Cry toxins with 3 domain architecture. In
 addition, significant relationship between cation-selectivity of channel-pores and insecticidal 
activity was suggested by mutational analyses targeting the membrane-insertion region of Cry46Ab.
　Interestingly, cation preference of the channel-pores for permeabilization varied with type of Cry
 toxins. Since influx of ions into a cell generally causes not only osmotic shock but also induces a
 variety of signal transduction pathways, including apoptosis, our observation suggested the 
difference in cation preference of the channel-pores resulted in differences in insecticidal 
activity.

研究分野：昆虫病理

キーワード： Bacillus thuringiensis　Mosquitocidal Cry toxin　Cry46Ab　Mosquito larvae　Channel-pores
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では殺蚊Cryトキシンが標的細胞膜上に形成する小孔の性状を解析した。その結果、殺虫トキシンがカ
チオンを選択的に透過させるチャネルポアであることを明らかにした。トキシンが形成するチャネルポアはカチ
オン間でも明確な選択性を示し、それが殺虫活性と相関することも判明した。本研究の成果は新しい微生物殺虫
剤の開発に寄与すると考えるが、同時に最も原始的であるトキシンのチャネルポアがどのようにして透過させる
イオンを選別できるのか？という新たな学術的疑問を生んでいる。細胞には恒常性を保つ様々なタイプのチャネ
ルが存在する。トキシン小孔の研究はこれらチャネルの分子基盤の解明にも寄与することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
土壌細菌 Bacillus thuringiensis 亜種 israelensis (Bti)は胞子形成期に殺虫トキシンで構成される
タンパク質結晶 (クリスタル)を生産する。Bti クリスタルは蚊幼虫(双翅目昆虫)に特異的且つ非
常に強い殺虫活性を示し、30 年以上使用されている今でも野外における抵抗性蚊の出現が報告
されていない。Btiクリスタルは少なくとも 3種の Cryトキシン(Cry4Aa, Cry4Ba, Cry11Aa)と Cyt
トキシン(Cyt1Aa)で構成されるが、これらの中に作用機構の異なるトキシンが含まれており、そ
れらが補完的・協調的に働いて「高い殺虫活性」と「抵抗性昆虫の出現抑制」のために働いてい
ると考えられている。ただこれは確率の問題であり、その有効性が将来的にも保証されるもので
ないことは明らかである。 
このような状況の下、本研究グループでは新しいタイプの殺蚊 Cryトキシン(Cry46Ab)を同定
した(Hayakawa et al., 2017a)。Cry46Ab はもともとヒト白血病ガン細胞に対して選択的な細胞損
傷活性を示す Cryトキシン (パラスポリン)として見つかったものであるが(Hayakawa et al., 2007)、
この研究でイエカ属の蚊幼虫にも殺虫活性を示すことが明らかになった。Cry46Abは Bti由来の
Cryトキシン(３ドメイン型、３つのドメインで構成される特徴的な構造)や Cyt トキシンと異な
る構造(アエロリシン型、エロモナス菌由来のアエロリシンに似た構造)を持ち、その作用機構も
Bti由来のトキシンと異なることが期待された。実際、Cry46Abを Bti由来の Cry4Aaや Cry11Aa
と混合することで、殺虫活性に明らかな助長効果を示すことが判明した(Hayakawa et al., 2017a)。 

Cry46Abは Btiに代わりうる新しい害虫防除システムの構築、少なくとも Btiの延命につなが
るシステムの構築に資すると期待され、その作用機構や既知トキシンとの相互作用について解
析する必要性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 「殺虫活性の助長」や「抵抗性昆虫の出現抑制」は、作用機構の異なる殺虫剤を混合使用した
場合に観察される特徴である。よって Cry46Abと Bti由来のトキシンとは構造だけでなく、そ
の作用機構においても異なっていることが期待される。一方、Cry46Ab は小孔形成トキシンで
あることが示されており(Hayakawa et al., 2017a)、Bti由来のトキシンと同様な作用機構であるこ
とが示唆される。では一体 Cry46Ab と Bti 由来のトキシンの間にどのような違いがあり、「殺
虫活性の助長」や「抵抗性昆虫の出現抑制」に寄与するのであろうか？本研究ではこの答えを明
らかにするため、電気生理学的な手法を駆使してトキシン(Cry46Ab や Bti 由来の Cry4Aa、
Cry11Aa等)が形成する小孔の性状を明らかにしようと考えた。 
 
３．研究の方法 
(1)組換えトキシンタンパク質の調製 
本研究では Cry46Ab (Hayakawa et al., 2017a)のほか、殺蚊活性を有する３ドメイン型 Cryトキ
シンとして Bti由来の Cry4Aa (Hayakawa et al., 2008), Cry4Ba, Cry11Aa (Yamagiwa et al., 1999)、Bt
菌亜種 jagathesan由来の Cry11Ba (Hayakawa et al., 2017b)を大腸菌で生産した。トキシンはグル
タチオン S-トランスフェラーゼ(GST)融合タンパク質として大腸菌で発現させ、glutathione-
sepharose 4B (GE Healthcare)を用いて精製した。精製した GST 融合トキシンはトロンビン処理、
もしくはトリプシン固定化カラム(Hayakawa et al., 2017a)で処理して活性化した。Cry4Baの生産
では Hayakawaらの方法に従って作製した人工遺伝子(cry4Ba-S1, LC597654)を用いた。 
 
(2)Cry46Ab変異体の構築 
 構造上の比較から Cry46Ab の膜貫入部位は β8-β9 を含む領域と考えられた。本研究ではこの
領域において正の電荷を持つリジンを負の電荷を持つグルタミン酸に置換した変異体(K155E と
K156E)、逆に負の電荷を持つグルタミン酸を正の電荷を持つリジンに置換した変異体(E159Kと
E163K)、合計４種の変異体を構築した。変異は特異的プライマーセットを用いた Site-directed 
mutagenesis法で導入した。 
 
(3)組換えトキシンの生物(殺虫)活性検定 
 トキシンの殺虫活性はアカイエカ幼虫を用いたバイオアッセイで評価した。アカイエカ卵は
大日本除蟲菊株式会社から供与していただき、23℃のインキュベータ中で 3 齢幼虫まで飼育し
た。蚊の幼虫はある程度の粒径を持つものしか餌と認識しないため、トキシンはラテックスビー
ズ(径 0.8 µm, Sigma)に吸着させた。アカイエカ幼虫に対するトキシンの殺虫活性は、投与 48時
間後の死虫率から評価した。50％致死濃度(LC50)はプロビット法(Finney 1971)を用いて算出した。 
 
(4)トキシンが形成する小孔の性状解析 
 人工脂質の平面膜を作製し、そこにトキシンの小孔を形成させた。人工脂質には大豆由来のリ
ン脂質(アゾレクチン, Sigma)を用い、以下の３通りの方法(①～③)で平面膜の作製および小孔形
成を試みた。小孔由来のチャネル電流を計測することで、小孔のイオン透過性を解析した。 
①ペインティング法(最も基本的且つ簡易な手法であるが、効率が悪く膜電流の計測に時間が
かかる。シングルチャネルの計測も可能)：実験では２つのチャンバー(シス側、トランス側)
で構成される計測装置を用いた(図１)。n-デカンに懸濁したアゾレクチン溶液(40 mg/ml)を
シス側チャンバー下部に開けた小孔(径 200 μm)に塗り付け、脂質の薄膜を形成させた(図１)。



薄膜形成後に活性化トキシンをシス側チャンバーに添加すると、通常は 30分程度でトキシ
ン小孔が形成されるので、チャネル電流をその時点の電圧に対してプロットした I-V グラ
フを作成した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
          図１ 人工平面膜の作製(ペインティング法) 
 
②リポソーム融合法(無溶媒の脂質膜であるリポソーム上で小孔を形成させる。ペインティン
グ法と比べて効率は良いが、シングルチャネルの計測は困難)：ペインティング法と同様な
脂質平面膜を作製した。また別途アゾレクチンで構成されるリポソームを作製した。活性化
トキシンをリポソーム懸濁液に加えると、リポソーム上に小孔が形成されるので、それをシ
ス側チャンバーに加えて脂質平面膜との融合を促した。 

 
③チップディップ法(無溶媒の脂質平面膜が作製できる。ペインティング法と比べて効率が 
良く、シングルチャネルの計測も可能)： ガラス管(GD-1.2, Narishige)の先端を Puller(Nobato)
で引き延ばした後にヒートポリッシャーで先端の径が 10-30 μmとなるように整え、シスチ
ャンバーとして利用した(図２)。トランスチャンバーには 1.5 mlマイクロチューブを用いた
(図２)。トランスチャンバーを記録液で満たし、そこにトキシン入り記録液を満たしたシス
チャンバーを挿入した。トランスチャンバーにヘキサンで懸濁したアゾレクチン溶液(5 
mg/ml)を重層し、速やかにヘキサンを揮発させると液面に脂質の単層膜が形成される。シス
チャンバーを上下させることで、先端に平面膜(脂質２重層)を形成させた(図２)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
            図２ 人工平面膜の作製(Tip-Dip法) 
 
４．研究成果 
(1)Cry46Abが形成する小孔の性状 
①シングルチャネルコンダクタンス 
 150 mM NaClや 150 mM CaCl2溶液中における Cry46Ab小孔のシングルチャネルコンダクタン
スを調査した。開状態と閉状態を行き交うチャネル電流(図３)が観察され、シングルチャネルコ
ンダクタンスは 150 mM NaCl中で 31.8 ± 2.7 pS、150 mM CaCl2中で 24.2 ± 0.7 pSと見積もられ
た。 
 
 
 
 
 
 
 

図３ Cry46Ab小孔のチャネル電流 
 Cry46Ab小孔の 150 mM KCl溶液中でのシングルチャネルコンダクタンスは 103 ± 4.1 pSと見
積もられている(Hayakawa et al., 2017a)。単純に比較することは難しいが、Cry46Ab小孔は Na＋や
Ca2＋よりも K+を透過させやすいことが示唆された(Sakakibara et al., 2019)。 
 
②小孔のイオン選択性 

Cry46Ab 小孔のイオン選択性を明らかにした。人工脂質平面膜はペインティング法で作製し、
シス側とトランス側のチャンバーを異なる塩溶液で満たした。まずシス側に 600 mM KCl、トラ
ンス側に 150 mM KClを用いた場合、I-Vグラフに直線性が見られ、逆転電位(VR)は-18.38 mVと
見積もられた。この値と計測に用いた塩濃度を Goldman-Hodgkin-Katz式に導入した結果、Cl-に
対する K+の透過率(PK/PCl)は 3.67、すなわち Cry46Ab小孔はカチオン選択的であることが判明し



た(Sakakibara et al., 2019)。 
またシスおよびトランスのチャンバーそれぞれが異なる塩溶液(150 mM KClや 150 mM NaCl、

75 mM CaCl2)で満たされている状態でチャネル電流を測定し、K+や Na+、Ca2+の何れが優先的に
Cry46Ab小孔を透過するか調査した。その結果、Cry46Ab小孔が透過させるカチオンの優先度は
K+ > Na+、K+ > Ca2+、Ca2+ > Na+であることが明らかになった(Sakakibara et al., 2019)。Cry46Abが
形成する小孔はイオンチャネルと異なり、非常に原始的な構造を持つと考えられるが、それでも
明確なイオン選択性を備えていることが判明した。 
 
(2)Cry46Abが形成する小孔のイオン選択性と殺虫活性 
①Cry46Ab変異体の構築 
 Cry46Abと高い相同性を示すトキシン Cry46Aaでは X線結晶構造解析を基にした三次元構造
モデルが構築されている(Akiba et al., 2009)。Cry46Aaでは、同じアエロリシン型トキシン(アエロ
リシンや ε トキシン)との構造比較から β8-β9 を含む領域が膜貫入すると考えられている。この
領域には疎水性アミノ酸残基と親水性アミノ酸残基が繰り返す構造があり、膜貫入後に β バレ
ルを形成すると考えられている。 
 Cry46Abの β8-β9領域には正の電荷を持つリジンが 2つ(K155と K156)と負の電荷を持つグルタ
ミン酸が 2つ(E159と E163)が存在する。これらアミノ酸残基は形成する小孔の内腔側に配置され、
小孔のイオン透過性に影響する可能性があると考えた。そこでこれらアミノ酸残基を反対の電
荷を持つアミノ酸残基に置換した 4種の変異体(K155E, K156E, E159K, E163K)を構築した。 
 
②Cry46Ab変異体の殺虫活性 
 Cry46Ab変異体は GST融合タンパク質として大腸菌で生産した。変異体 K156Eについては構
造安定に問題があり、トキシン活性化の過程で分解されてしまったが、残りの変異体トキシンは
問題なく生産できた。精製した変異体トキシンを 3 齢アカイエカ幼虫に投与し、48 時間後の死
虫率を観察、50%致死濃度(LC50)を算出した(図４)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             図４ Cry46Ab変異体の殺虫活性 
 

Cry46Ab WTの LC50値は 0.98 μg/mlと見積もられた。一方、変異体では K155Eが 0.54 μg/ml、
E159Kが 1.53 μg/ml、E163Kが 2.74 μg/mlであった(図４)。この結果は変異体 K155Eで殺虫活性
が大幅に上昇し、逆に E159Kと E163Kで活性が減少していることを示していた。変異を導入す
ることで形成する小孔のイオン透過性が変化して、それが殺虫活性に影響したこと予想された。 
 
③Cry46Ab変異体が形成する小孔のイオン透過性 
 Cry46Ab 変異体が形成する小孔のイオン選択性を調査した。トキシンの小孔形成はリポソー
ム融合法で行い、平面膜両側を 4倍の濃度差の KCl溶液(600 mM KCl/シス側、150 mM KCl/トラ
ンス側)で満たした条件下でチャネル電流を測定した。 
 測定したチャネル電流を I-Vグラフ上にプロットすると、全てのグラフが直線性を示した。逆
転電位(VR)はWTで-9.38 ± 0.66 mV(n = 7)、PK/PCl値は 1.86と見積もられた。これは Cry46Ab WT
が形成する小孔において、K+の方が Cl-よりも 2倍程度透過しやすいことを示している。一方、
殺虫活性が上昇していた K155E変異体の VR値は-17.06 ± 2.82 mV(n = 5)、PK/PCl値は 3.29とな
り、Cl-に対する K+の選択性が WTよりも 1.5倍程度上昇していた。一方、殺虫活性が低下して
いた変異体 E159Kと E163Kの VR値はそれぞれ-6.17 ± 1.58 mV(n = 5)と-5.66 ± 2.30 mV(n = 11)で
あり、PK/PCl値はそれぞれ 1.50と 1.45であった。これらの値はWTよりも低く、E159Kおよび
E163Kが形成する小孔において Cl-に対する K+の選択性が減少していることを示していた。 
 一般的に Cry トキシンが標的細胞膜上に小孔を形成すると、イオンや水の細胞内流入が促さ
れ、オスモティックショックで細胞が破壊されると考えられている。本研究で構築した Cry46Ab
変異体 K155E では形成する小孔のカチオン選択性が上昇しており、その結果として細胞外カチ
オンさらには水の細胞内流入が促されたと考えられた。逆に変異体 E159Kと E163Kが形成する
小孔ではカチオン選択性が低下しており、その結果としてイオンや水の細胞内流入が抑制され
ていることが考えられた。Cry46Abの膜貫入領域におけるアミノ酸残基 K155や E159、E163は、小
孔を透過するイオンの種類や量を制御するホットスポットである可能性が考えられた。 
 
(3)３ドメイン型殺蚊 Cryトキシンが形成する小孔のイオン透過性 
 上述のように、Cry46Ab の構造(アエロリシン型)は既知の殺蚊 Cry トキシン(３ドメイン型)と



大きく異なるため、その作用機構においても大きな違いがあると期待される。実際、Cry46Abと
３ドメイン型 Cryトキシン(Cry4Aaや Cry11Aa、Cry11Ba)を混合使用すると、明らかな殺虫活性
助長効果が観察される(Hayakawa et al., 2017a)。これは作用機構が異なる殺虫剤を混合使用した
場合に特徴的な現象である。一方、本研究の結果では Cry46Ab も既知の Cry トキシンと同様な
小孔形成トキシンであることが示されている(Sakakibara et al., 2019; Hayakawa et al., 2020)。 
 本研究では作用機構上の違いを明らかにする目的で、いくつかの３ドメイン型殺蚊 Cry トキ
シン(Bti由来の Cry4Aaおよび Cry4Ba、Cry11Aa、Bt亜種 jagathesan由来の Cry11Ba)について形
成する小孔の性状を解析し、Cry46Ab小孔との差異を明らかにしようと考えた。 
 
①Cry4Aaが形成する小孔のイオン透過性 
 GST融合タンパク質として生産した組換えCry4Aaを glutathione-sepharose 4Bに吸着させた後、
トロンビン処理することで活性化トキシンを切り出した。Tip-Dip 法で作製したアゾレクチン平
面膜を用いてチャネル電流を測定した結果、150 mM KCl溶液中でのシングルチャネルコンダク
タンスは約 200 pSと見積もられた。これは Cry46Ab小孔のシングルチャネルコンダクタンスよ
りも 2倍程度高い値であり、Cry4Aa小孔の方が Cry46Ab小孔よりもイオンを透過させやすいと
示唆された。また平面膜両側を 4倍の濃度差の KCl溶液(600 mM KCl/シス側、150 mM KCl/トラ
ンス側)で満たした条件下での PK/PCl値は 4.7 と見積もられ、Cry46Ab 小孔と同様なカチオン選
択的であることが示された。一方、Cry4Aa小孔を透過するカチオンの優先順位は Na+ > K+、Na+ 
> Ca2+、K+ > Ca2+であり、Cry46Ab小孔(K+ > Na+、K+ > Ca2+、Ca2+ > Na+)と異なることが明らか
になった。 
 
②Cry4Baが形成する小孔のイオン透過性 
 組換え Cry4Baは Cry4Aaと同様な手法で生産・精製した。Tip-Dip法で作製したアゾレクチン
平面膜を用いてチャネル電流を測定した結果、150 mM KCl溶液中でのシングルチャネルコンダ
クタンスは最大約 400 pSと見積もられた。平面膜両側を 4倍の濃度差の KCl溶液(600 mM KCl/
シス側、150 mM KCl/トランス側)で満たした条件下での PK/PCl値は 2.2と見積もられ、Cry4Aaや
Cry46Ab 小孔と同様なカチオン選択的であることが示された。一方、Cry4Ba 小孔を透過するカ
チオンの優先順位は Na+ < K+, Na+ < Ca2+, and K+ < Ca2+であり、Cry46Ab小孔だけでなく、Cry4Aa
小孔とも異なっていた。構造が類似するトキシン間でもイオン透過性が異なることが示された。 
 
③Cry11Aaが形成する小孔のイオン透過性 
 組換え Cry11Aa も Cry4Aa と同様な手法で生産・精製した。Tip-Dip 法で作製したアゾレクチ
ン平面膜を用いてチャネル電流を測定した結果、150 mM KCl溶液中でのシングルチャネルコン
ダクタンスは最大約 300 pS と見積もられ、Cry4Aa 小孔や Cry46Ab 小孔よりも高い値が得られ
た。しかし Cry4Aa や Cry46Ab の方が若干高い殺虫活性を示すことが LC50値を基にした比較で
示されており、コンダクタンスの値だけでは殺虫活性の強さが説明できないと考えられた。平面
膜両側に 4倍濃度差の KCl溶液が存在する条件下での PK/PCl値は 1.1であり、カチオン/アニオ
ン選択性がないか、わずかにカチオン選択的な小孔であることが示された。Cry11Aa小孔を透過
するカチオンの優先順位は K+ > Na+, Ca2+ > K+, and Ca2+ > Na+であり、Cry4Aa小孔や Cry4Ba小
孔、Cry46Ab小孔とも異なることが明らかになった。 
 
④Cry11Baが形成する小孔のイオン透過性 
 GST 融合タンパク質として生産した組換え Cry11Ba は glutathione-sepharose 4B を用いて精製
した。トキシンはトリプシン固定化カラムを用いて活性化し、リポソーム融合法で形成する小孔
の性状を解析した。平面膜両側に 4倍濃度差の KCl溶液が存在する条件下での PK/PCl値は 2.2で
あり、構造が類似する Cry11Aaの小孔よりもカチオン選択的であることが示された。Cry11Ba小
孔を透過するカチオンの優先順位は Na+ < K+, Na+ > Ca2+, K+ > Ca2+であり、Cry46Ab小孔や他の
３ドメイン Cryトキシン小孔と異なることが明らかになった。 
 以上、Cry46Abは既知の３ドメイン型殺蚊 Cryトキシン(Cry4Aa、Cry4Ba、Cry11Aa、Cry11Ba)
と全く異なる構造を持つが、共にカチオン選択的な小孔を形成するトキシンであることが判明
した。また Cry46Ab の膜貫入領域を標的とする変異導入解析の結果から、トキシン小孔のカチ
オン選択性が殺虫活性の強さと相関することが明らかになった。一方、優先的に透過させるカチ
オンの順位は Cry46Ab と３ドメイン型殺蚊 Cry トキシン間で、さらに言うと同じ３ドメイン型
殺蚊 Cryトキシンでもトキシン毎に異なることが判明した。 
 上述のように Cry46Ab と３ドメイン型殺蚊 Cryトキシン(Cry4Aa、Cry11Aa、Cry11Ba)の混合
トキシンでは明らかな殺虫活性助長効果が観察される。これは作用機構の異なるトキシンを混
合使用した場合に特徴的な現象である。一般的にカチオンの細胞内流入は浸透圧ショックのほ
かアポトーシスなどを誘導する可能性がある。Cryトキシンの殺虫活性はこれらが複合的に組み
合わされた複雑な機構で引き起こされる可能性が示唆される。形成する小孔のカチオン透過性
の違いが「殺虫活性の助長」や「抵抗性昆虫の出現抑制」を引き出す要因になっている可能性が
ある。本研究では行ったような膜貫入領域を標的とする変異導入解析を様々なトキシンで進め、
野生型(WT)と異なるイオン透過性が異なる変異体が得られれば、新たに生じたこの疑問の答え
も得られると考える。 
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