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Summary 

I.緒 言

Bacillus thuringiensis は，わが国では古くからカ

イコに卒倒性軟化病を起こす病原細菌として知られ

ている。Bacillusthuringiensisは Bacilluscereusに

きわめて類似した細菌で，芽胞嚢形成時に芽胞と結

晶性タンパク質を形成することによってのみ B.

cereusと区別されている。

B. thuringiensisの発見は 1901年石渡が死亡した

家蚕幼虫から病原菌を分離し，“sottoBacillen" 

として記載したのが始まりである。その後，

BERLINER引がThuringiaとし、う町でスジコナマダ
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ラメイガ (Ephestiakuhniella)幼虫から再び病原菌

を分離し，町の名にちなんで“Bacillusthuringien・

sis"と命名された。この株はBerliner株と呼ばれ

type strainとして世界に知られている制。この後，

TOUMANOFF and V AG073)がカイコの軟化病死体

から病原菌を分離し，亜種の 1つ B.cereus var. 

。lestiが追記された。 HEIMPELand ANGUS25)はB.
thuringiensisが，芽胞形成時に芽胞嚢の中に菱形の

結品物を産生することを確かめ，B. cereusとは別種

であることを初めて明らかにした。また，この結晶

は経口的に昆虫の消化管内に取り込まれると，中腸

の消化液中で、アルカリ分解，ひきつづき消化酵素の

分解をうけて，腸管麻癖ならびに全身麻捧をともな

う毒性を示すことが報告された2へまた， α-exotox-

in (ホスホリバーゼC)およびβexotoxin(耐熱性

の菌体外毒素〉と区別して o-endotoxin(o一外毒素〉

と呼ばれている26)0 o-endotoxinは昆虫の消化液で

分解されると 130~145kDaのプロトキシンとな

り，ひきつづき 55~65kDaのトキシンにまで酵素

分解をうける 34)が，この o-endotoxinは自然界にお

いても極めて易分解性のポリペプチドであり，環境

を汚染しない微生物農薬 (BT製剤)として 1970年

代初頭から実用化されている。

B. thuringiensisの各菌株の産生する結晶性タン

パク質は，一般に菱形を呈し鱗麹目昆虫に対して選

択的に殺虫活性を示すことで知られていた。しかし，

近年，通常の菱形結晶タンパク質以外に，結晶形態

が通常の菱形とは異なる不定形立方体Cirregular)

あるいは，サイコロ状(CuboidaJ)結晶として産生す

る亜種が次々と見出された7，12，31)。また，通常， 1芽

胞あたり 1個の結晶タンパク質が形成されるが， 1 

芽胞当り 2個ないし 3個形成される菌株も発見され

た51)。さらに，菱形結晶とサイコロ状結品を様々な割

合で産生する B.thuringiensis分離菌株も報告され

ている叫。現在，B. thuringiensisの産生する結晶性

タンパク質の形態としては，ダイヤモンド型 (dia.

mond shaped)，菱形(bipyramidaD，偏菱型立方体

(rhomboidaD等が知られ，結品タンパク質は芽胞

嚢内で，芽胞とならんで形成されることから par・

asporal inclusion bodyとも呼ばれる。結晶性タン

パク質は芽胞嚢の時期を経て芽胞とともに菌体外に

遊離する26)が，その時期は各亜種によって異なり，

早いもので24時聞から遅いもので約 10日間であ
る24.31)。

一方，B. thuringiensisの産生する結晶タンパク質

は従来，鱗週目幼虫に強L、病原性を有することが報

告されていた。 REEVESand GARCIA57)がB.thur-

ingiensis BA -068株が蚊の幼虫に病原性を示すこ

とを初めて見いだして以来，し、くつかの亜種，すな

わちsubspp.kurstaki HD-1， tolωorthi， galleriae， 

kenyae， entomocidus， aizawai23)， subsp. 

israelensis21>， subsp. kyushuensis51)， subspp. darm-

stadiensis 73-E-10-2， 73-E-10-1655)において蚊の

幼虫に対する病原性が見いだされ，B. thuringiensis 

の微生物農薬としての利用範囲が広がった。現在で

はさらに斡麹目昆虫に対して殺虫活性を示すB.

thuringiensis菌株も見し、だされてし、る州。

また，遺伝子工学の進展を背景にB.thuringiensis 

の結晶性タンパク質遺伝子 (CrystalProtein gene: 

cη遺伝子)の同定も始められた。 IIZUKAら30)は独

自に開発した B.thuringiensis菌株から plasmid

DNAを効率よく抽出する方法を用いて，B. thurin-

giensis菌株から単離された各々のplasmidDNA

を検討した結果， 50~150MDa の分子量をもっ plas­

midDNAが全ての B.thuringiensis菌株な共通し

て存在していることを見出し，B. t，幼huri切η~gi，μf厄6ω仰n削t岱SI;ゐ.旨S 菌株

のこれらの plasmidDNAが結晶性タンパク質を

コ一ドする可能性を持つことを指摘した2目2.3訓3叩0ヘこれ

に基づいて，同じく 1981年 SCHNEPF and 

WH凹I汀TELEy6臼問2幻}によつて初めて s叩ubs叩p.k初ur:符.Stlω1幼hμiHD--

1D日ipe1株の Cη 遺伝子のクロ一ニングがなされ，

SCHNEPFら63)がsubsp.kurstaki HD-1で

SHlBANOら66)がsubsp.sotto において， ADANG 

ら1)がsubsp.kurstaki HD-73等それぞれ全塩基配

列を報告して以来，多くの亜種で cη 遺伝子がク

ローニングされ，塩基配列の決定もなされた3叫。現

在，結晶性タンパク質は，菌体内の複数の大きな

plasmid DNA (通常 1~数個〉と chromosomal

DNAにコードされていることが明らかにされてい

る。

B. thuringiensis菌株の様々な cry遺伝子の塩基

配列が明らかになるに従って，鱗麹目・双題目・鞘

趨目昆虫に殺虫活性を有するそれぞれの cη 遺伝子

の特徴も明らかとなり cη 遺伝子の分類が行われ

る28)とともに目下，cry遺伝子とその産物の殺虫活

性発現機構の解明42)が進められている。

これら新しい cη 遺伝子の解析の結果，画期的な

殺虫性タンパク質の利用法がHOFTEら27)によっ
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て示された。すなわち，cry遺伝子をアグロパグテリ

ウムのバイナリーベクターとつないでタパコの細胞

内に移行させ，植物体における cry遺伝子の発現に

成功させたことである。これによって害虫耐性植物

の作出が可能となった。現在，各種の植物，トマト 15}，

ワタ 56) ナタネ37)等に，選択的な殺虫活性を有する

cry遺伝子を導入する研究が盛んに行われ，実用化

実験ならびに鴎場での実験が進められるようになっ

た。また，微生物にcry遺伝子を導入し新規 BT製

剤を開発する試みもなされている。例えば，B. thur-

ingiensisでは双麹目昆虫に強い活性を示すsubsp.

israel，仰 SlSに鞘麹目昆虫に活性を有する cη'lJl遺

伝子を導入・発現させることで殺虫活性範囲を広く

したり川，Pseudomonas fluorescensにcryIA(c)遺

伝子を導入して園場での残効性を高める試み20)が

なされたり，さらにはすでに微生物農薬として広く

利用されている Autogr.ゆhacal:扮rnica多角体病ウ

イルス (NPV)にcη'IA(b)遺伝子を組み込んで

AcNPVの殺虫活性を高めようとする試みもなされ

ている州。一方，B. thuringiensisの殺虫活性機構の

解明を分子生物学的に進める動き，B. thuringiensis 

殺虫性結晶タンパク質感受性昆虫中腸に存在するレ

セプタータンパク質の解析42) ならびに結晶性タン

パク質 (CryIIlA)のX線結品構造解析48)によって

提唱された結品タンパク質3次構造モデルをもとに

感受性昆虫中腸に存在するレセプタータンパグ質と

の関連79)など基礎的な研究においても長足の進歩

が見られた。これらの研究は，殺虫性結晶タンパク

質の感受性昆虫に対する殺虫活性機構を解明し，さ

らには感受性昆虫に対する選択的殺虫活性を高める

上でも重要で、ある。特に，近年多くの国と地域で発

見されている BT製剤に対する抵抗性獲得昆虫，例

えばPlodiainterpunctella (indianmeal moth)の

cryIA(b)タンパク質に対する抵抗性獲得75)や，

Plutella xylostella (diamondback moth)のcη'IA

(b)タンパク質に対する抵抗性獲得同などの抵抗

性獲得機構解明にも，感受性昆虫における殺虫性結

品タンパク質に対するレセプタータンパク質の研究

は重要である。

このようにB.thuringiensis菌株の cη 遺伝子の

研究が進むにつれ，cry遺伝子の改変ならびにその

利用が今後の BT殺虫製剤の大きな 1つの方向で

あることが認識されると同時に，未だ自然界に埋も

れたままになっている新しい殺虫活性の cη遺伝子

を有する B.thuringiensisの分離ならびにその菌株

の有する cry遺伝子同定が重要な課題となってき

た。

B. thuringiensisの分類は現在DE BARJAC and 

BONNEF0I11)の提案による鞭毛抗原(H-antigen)に

基づいて行なわれており， serotype 45までの亜種な

らびに鞭毛抗原をもたない亜種ωuhanensisとあわ

せて約50亜種が報告されている(表1)47)。しかし

同じ serotypeの中にも異なる性質をもった菌株が

見いだされており見35A61L 同じ serotyp巴内に存在

する殺虫活性の異なる B.thuringiensis菌株の分類

や，新しい殺虫活性スベクトルを有する菌株の分類

には不適当で、あると言える。近年，菊田40)は，従来

のH-serotypeの分類によらず，走査電子顕微鏡に

よる結晶形態の観察，結晶性タンパク質のSDS
polyacrylamide gel電気泳動法による解析， plas-

midDNAプロフィールなどを考慮した B.thurin-

giensis菌株の分類を報告した。しかしながら，この

方法ではやはり B.thuringiensis菌株の有する殺虫

活性ならびに cry遺伝子の種類を推定することはで

きない。これらのことから，B. thuringiensis菌株の

有する殺虫活性スベクトルならびにcη 遺伝子によ

るあらたなB.thuringiensis菌株の分類法が求めら

れてきた。

HOFTE and WHITELEy28)は，B. thuringiensis 

の結品性タンパク質についてのレビューの中で，そ

れまでに報告された数十種類の cη 遺伝子を，殺虫

活性スベクトルならびにcη 遺伝子の相向性によっ

て，cryI ~cryIV 遺伝子に分類しようという提案を

行った。すなわち，cryI遺伝子は，鱗麹目昆虫に対

して殺虫活性を有する結品タンパク質をコードする

遺伝子であり，cryII遺伝子は鱗麹目と双麹目昆虫

に対して，cryIII遺伝子は鞘麹目昆虫に対して，そし

てcηIV遺伝子は双麹目昆虫に対して殺虫活性を

有する遺伝子として，それぞれの cη 遺伝子を分類

した。そして，異なった殺虫活性スベクトノレを有す

る 、くつかの cη 遺伝子についての殺虫活性特異

領域が示された刊)。また，浅野・飯塚3)は，cryIA(a) 

遺伝子の家蚕殺虫活性特異領域19)をプロープとし

たサザンハイブリダイゼーションにより家蚕に対す

る殺虫活性が予測できることを明らかにした。さら

に，cry遺伝子を同定することで，B. thuringiensis 

菌株の殺虫活性の予測が可能であるか否かが検討さ

れてきた4，5，8，9，38)。
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表 1 Bacillus thuringiensis菌株の分類

Table 1 Classification of B. thuringiensis strains 

H-antigen 

1 
2 
3a，3c 
3a，3b，3c 
3a，3d 
3a， 3d， 3e 
4a，4b 
4a.4c 
5a，5b 
5a，5c 
6 
7 
8a，8b 
8a，8c 
8b，8d 
9 
10a，10b 
10a， 10c 
lla，llb 
lla，llc 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18a，18b 
18a，18c 
19 
20a，20b 
20a，20c 
21 
22 
23 
24a，24b 
24a，24c 
25 
26 
27 
28a，28b 
28a.28c 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 

Serovar 

thuri日giensis
finitimus 
。lesti
kurstaki 
sumiryoshiensis 
fukuokaensis 
sotto 
kenyae 
galleriae 
canadensis 
entomocidus 
azzawaz 
押wmsonz
ostriniae 
nzgenenszs 
tolωorthi 
dan冗st，ョdiensis
londorina 
tωou仰押
kわyu俗shue悶szs
t幼ho問 itSO悶i
ρaki.お旨tωanz
zsγraele抑szおf与S 
dakota 
indiana 
tohokuensis 
kumamotoensis 
yosoo 
tochigiensis 
yunnanenszs 
ρondicheriensis 
colmeri 
shando四'giensis
}alりonenszs
neoleonensis 
novosibirsk 
coreanenszs 
silo 
押texzcanenszs
monterη 
jegathesan 
amagzenszs 
medellin 
toguchiηi 
ca押teroun
leesis 
konkukian 
seoulensis 
malaysiensis 
andalousiensis 
oswaldocruzi 
brasiliensis 
h仰 zhongensis
sooncheon 
jinghongiensis 
guzyangzenszs 
higo 
roskildiensis 

Abbreviation 

叩

剛

山

部

諮

問

仙

川

m
m
m即
m
m
m
m
m
m
m
m
m
M
M
m
m
m
m
m
m
鉱
山
間
r
m
m間
山

旧

国

国

剛

問

問

問

m
m
m
m
m問
問

First mention and/or first valid description 

Berliner， 1915; Heimpel & Angus， 1958 
Heimpel & Angus， 1958 
Toumano仔&Vago， 1951; Heimpel & Angus， 1958 
de Barjac & Lemille， 1970 
Ohba & Aizawa， 1989 
Ohba & Aizawa， 1989 
Ishiwata， 1905; Heimpel & Angus， 1958 
Bonnefoi & de Barjac， 1963 
Shvetsova， 1959; de Barjac & Bonnefoi， 1962 
de Barjac & Bonnefoi， 1972 
Heimpel & Angus， 1958 
Bonnefoi & de Barjac， 1963 
Bonnefoi & de Barjac， 1963 
Gaixin， Ketian， Minghua & Xingmin， 1975 
Wiser & Prasertphon， 1984 
Norris， 1964・deBarjac& Bonnefoi， 1968 
Kreig， de Barjac & Bonnefoi， 1968 
Arantes et al. (not published) 
Kreig， 1969 
Ohba & Aizawa， 1979 
de Barjac & Thompson， 1970 
de Barjac， Cosmao Dumanoir， Shail王&Viviani， 1977 
de Barjac， 1978 
De Lucca， Simonson & Larson， 1979 
De Lucca， Simonson & Larson， 1979 
Ohba， Aizawa & Shimizu， 1981 
Ohba， Ono， Aizawa & Iwanami， 1981 
Lee H. H. (not published) 
Ohba， Ono， Aizawa & Iwanami， 1981 
Wan-Yu， Qi-Fang， Xue-Ping & You-Wei， 1979 
Rajagopalan et al. (not published) 
De Lucca， Palmgren & de Barjac， 1984 
Ying， Jie & Xichang， 1986 
Ohba & Aizawa， 1986 
Rodriguez-Padilla et al.， 1988 
Burtseva， Kalmikova et al.， (to be published) 
Lee H. H. et al.， 1994 
de Barjac & Lecadet (not published) 
Rodriguez-Padilla & Galan-Wong， 1988 
Rodriguez-Padilla (not published) 
Lee L. H. Cto be published) 
Ohba Cnot published) 
Orduz， Rojas， Correa， Montoya & de Barjac， 1992 
Hodirev Cnot published) 
Jacque恒lard，1990; Juarez-Perez et al. Cto be published) 
Lee H目H.et al.， 1994 
Lee H. H. et al.， 1994 
Shim (not published) 
Ho Cnot published) 
Santiago-Alvarez et al. Cto be published) 
Rabinovitch et al. (to be published) 
Rabinovitch et al. (to be publish氾，d)
Yu Ziniu (to be published) 
Lee H. H. (not published) 
Rong Sen Li (not published) 
Rong Sen Li (not published) 
Ohba (not publdshed) 
Hinrinschen and Hansen (not published) 
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本報においては，B. thuringiensis菌株の有する

cry 遺伝子 (cryI~cryIV 遺伝子)を PCR 法を用い

て増幅し，各 cη 遺伝子のプロープを作成するとと

もに，B. thuringiensis菌株の有する cry遺伝子の同

定方法を確立した。さらに，結晶性タンパク質の形

態ならびに結晶性タンパク質のペプチド解析と併せ

て考慮することで，有用な新規B.thuringiensis菌

株のスクリーニングが可能であることを示した。本

方法により新規B.thuringiensis菌株を検索した結

果， ドウガネブイブイ CAnomalaC~ψrea) に殺虫活

性を有する subsp.ja，戸onensisN141株を得た。その

N141株の有する cη 遺伝子 (cryN141)のクローニ

ングならびに塩基配列決定を行い，決定された塩基

配列をもとに推定された cηN141遺伝子のアミノ

酸配列とすでに報告されている同種の活性を有する

cη 遺伝子29)との相向性について検索したところ，

cηN141遺伝子は新しいタイプの αッ遺伝子であ

ることが判明した。以上，本報ではPCR法を中心と

した B.thuringiensis菌株の cry遺伝子同定法を確

立するとともに，同方法により，新規有用 B.thurin. 

giensis菌株を発見したのでこれらをとりまとめて

報告する。

11. PCR法による Bac抑制 thuringiensis

cry遺伝子同定法の確立

A. B. thuringiensis菌株における cryI遺伝子の

同定

1.目的

B. thuringiensis菌株における cηI遺伝子の同定

は，B. thuringiensis菌株の有する鱗麹目昆虫に対す

る殺虫活性を認識する上で重要である。 B.thurin-

giensisの鱗麹目昆虫に強し、殺虫活性を示す，cryI遺

伝子由来の殺虫活性タンパク質は，菱形形態、を有す

る結晶タンパク質で， 130 kDa程度の分子量のプロ

トキシンからなる。B.thun'ngiensis菌株の結晶タン

パク質の形態とプロトキンの SDS-polyacrylamide

gel electrophoresis CP AGE)によるペプチドの解析

が，B. thuringiensisの標準株 Ctypestrain)を用い

て行なわれている2，31，叫3凡さらに， cη，IA(a)遺伝子

由来の家蚕殺虫活性特異領域19)を用いたサザンハ

イブリダイゼーションによって，浅野・飯塚3)は家蚕

殺虫活性と cη'IA(α〉遺伝子の関係を明らかにし

た。

本報では，B. thuringiensis菌株で菱形結品を産生

している標準株の， cη11遺伝子を， PCR法とサザン

ハイブリダイゼーションを組み合わせた方法を用い

て同定した。さらに，この cryI遺伝子同定法を用い

て，北海道大学農学部応用分子昆虫学講座で分離・

同定された菌株について cηI遺伝子の同定ならび

に数種鱗麹目昆虫に対して殺虫活性試験を行った。

2.材料と方法

a 供試菌株:本報告に供試した B.thurin-

giensゐ標準株の由来は，浅野・飯塚2)に示した。北

海道大学農学部応用分子昆虫学講座において分離・

同定された菌株の分離源は菊田叫ならびに佐々

木60)に示した。

b cηI遺伝子プライマーの合成ならびに PCR

法による遺伝子の増幅 c;yl遺伝子同定のための

プライマ一合成は， KALMANら38)の方法にもとづ

き， DNAシンセサイザー CAppliedBio System社

表2 cηI遺伝子検索に使用したプライマー

Primer 

TYIAA 

TYIAB 

TYIAC 

TYIB 

TYIC 

TYID 

TYIE 

TYIF 

TYIUNI 

Table 2 Characteristics of primers used for cη11 screening 

Sequence Gene 

5' -GAGCCAAGCAGCTGGAGCAGTTT ACACC cηIIA(a) 

5' -TCGAATTGAA TTTGTTCCGGCAGAAGT A cη'IA(b) 

5' -TCACTTCCCA TCGACA TCT ACC cryIA(c) 

5' -GTCAACCTT A TGAGTCACCTGGGCTTC cηI/B 

5' -CAACCTCT ATTTGGTGCAGGTTC cη'IC 

シGGTACATTTAGATATTCACAGCCAC cηI/D 

5' -CTT AGGGA T AAA TGT AGT ACAG cη'IE 

5' -CCGGTGACCCA TT AACATTCCAATC cηI/F 

5'-A TCACTGAGTCGCTTCGCATGTTTGACTTTCTC cηI 

• The sizes of DN As amplified by using cryI -specific primers 

Size" (bp) 

724 

238 

487 

830 

288 

414 

880 

368 
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チド DNAプライマーは， KALMANら38)のプライ

マーの塩基配列をもとに合成した。それらの合成し

たプライマーを用い，それぞれの cηI遺伝子を，す

でにクローニングならびに遺伝子構造解析が報告さ

れている79)B. thuringiensis菌株から PCR法に

よって増幅し，ダイデオキシ法による遺伝子構造解

析を行って各 cryI遺伝子のプローブとした。

供試した B.thuriη~giensis 標準株 (20 株〉の cryI

遺伝子の同定の結果は，表3に示した。それぞれの

cηI遺伝子のコードする殺虫性タンパグ質につい

て，鱗麹目昆虫に対する特異的な殺虫活性が明らか

第四巻北海道大学農学部邦文紀要

表3 B. thuringiensisののつ11遺伝子の由来

Table 3 Occurrence of B. thuringiensis cηJ/ genes 

Occurrence 

ku符taki，sotto， ja.戸onensis，ento問。αidus
kurstaki， thuringiensis， darmstadiensis， 
tolωorthi， entomocidus， japonensis， 
wuhanensis 

kUl古taki，kenyae， wuhane抑sis

thuri河~giensis， entomoα'dus 

subtoxicus， entomocidus 

galleriae， darmstadiensis， toumanojfi， 
wuhanensis， japonensis 

kenyae， dan河stadiensis，tolwo付hi

cη'1A(a) 

cη'IA(b) 

cη'IA(c) 

cη11B 

cηIC 

cηID 

Gene 

crylE 

製〉で、行った(表 2)。

cryI遺伝子の増幅は， IIZUKAら叫の方法で抽出

されたDNAをテンプレートとして， Taqポリメ

ラーゼはAmpliTaq(Takara社製〕を用い，条件は

その酵素に付属するマニュアルに従って行った。増

幅されたDNAは3%アガロースゲノレ電気泳動によ

り解析された。

c 各 cηI遺伝子プ口}ブの作成:各cηI遺

伝子プロープは， YAMAMOTO and POWELL79)に従

い，それぞれの cryI遺伝子を有している B.thurin-

giensis菌株から PCR法にて増幅し，プラスミドベ

クター (pUC119)にクローニングした後，ダイデオ

キシ法59)にてシークエンスを行い作成した。

d 鱗麹目昆虫に対する殺虫活性試験: カイコ

に対する殺虫活性試験は，菊田川の方法に従い，経

口投与によって 4齢起蚕幼虫を用いて行った。コナ

ガ・ハスモンヨトウに対する殺虫活性試験は，それ

ぞれの終齢幼虫を用いて，人工飼料に供試した菌株

の乾燥粉末を混合して食下させ殺虫活性の検定は

48時間後に観察してとりまとめた。

3.結果

本報告に供試した B.thuringiensis標準株は，鱗

麹目昆虫に殺虫活性を有する菌株において多く観察

される，菱形結晶を産生する菌株で，それらの家蚕

に対する殺虫活性試験は，浅野・飯塚2)に示した。
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表4 鱗麹目昆虫に対する各種cηIトキシンの殺虫活性

Activity spectra of cη，1 toxins against some lepidoptera insects Table 4 

cry1 type 

lB 1C lF 

Spodoptera exig叩

Spodoptera littoralis 

Actebia Jもnnica

TrichoPlusia ni 

Heliothis virescens 

Ostri日ianubilalis 

Mamestra brassicae 

Pieris brassicae 

M仰向casexta 

Choristoneura J匂miferana

Lymantria dispar 

Orgyia leucostig押za

Malacoso問。 disstria

Bombyx mori 

Plutella砂lostella

Lambina fiscellaria 

+ 
十

+ 

+
+
+
 

lE 

± 

+ 

十
土
+

+ 
+ 

+ 
+ 

ID 

+ 

+ 

十
十
十
+
一
+
十

+ 
十

+ 
+ 

十
+
+
+
+
一
+
+
十
十
+

十

+ 

十

十

1A(c) 

+
+
+
 
+
+
+
+
一
±
+

lA(b) 

+ 

+
+
+
十
+
十
+
+
+
+
+
一
+
十

lA(a) 

+ 

十
+
+
+
+
十
+
十
+
+
+
+
+

Species 

+ + 
十+ 

+ 
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にされている(表 4)問。

供試した B.thuringiensis標準菌株の cryI遺伝

子の同定は，まず cηI遺伝子の増幅を PCR法を用

いて行い，さらに増幅された DNAを作成した cηI

遺伝子プローブによってサザンハイブリダイゼー

ションを行うことで同定した。

供試した B.thuringiensis標準株のカイコ (Bom.

め'xmori) ， コナガ (Plutellaxylostella)，ハスモン

ヨトウ(争odopteralitura)に対する殺虫活性につい

ては，表5に示した。殺虫活性は，カイコ・コナガ

では供試した B.thuringiensis菌株の乾燥粉体を滅

菌蒸留水に懸だくし， 1μg/μfで殺虫活性の認めら

れた菌株について(十)の表示とした。ハスモンヨ

トウについては同様にして 100μg/μJにおいて殺

虫活性の認められた菌株を(十〕の表示した。

カイコに対して殺虫活性を有する cη 遺伝子とし

て，C1)必4.(α)，cryIC， cryID， cηIE遺伝子が報告

されている凧76)。また，コナガに対して殺虫活性を有

表53種鱗麹目昆虫に対する B.thuringiensis菌株の
殺虫活性

Table 5 Toxicity against some insects 

subsp. 
Toxicity 

B.ma P. xb S. [C 

thuringiensis + 
jinitimus 

kurstaki HD-] + + 
sotto + + 
subtoxicl俗 + + 
entomocidus + 十 + 
oyamensls 

tolworthi 十 + 
dan河stadiensis 十 + 
toumanoffi + + 
dakota 

indiana 

tohokuensis 

kurnamotoensis 

tochigiensis 

戸mnanensls

wuhanensis + + 十

col押len

shandongiensis 

japonensis + + 

a: Bombyx mori， b: Plutella xゲlostella，

c:めodopteralitura 

するタンパク質遺伝子として，cryIA(a)， C1)必4.(b)，

cryIA(c)， cryIB， cryIC遺伝子が報告されている1ヘ
ハスモンヨトウについては近縁の種である，

Spodoptera littoralisに対する殺虫活性を有するタ

ンパク質遺伝子として cη'IC，cηIE遺伝子が報告

されている7510

カイコに殺虫活性の認められた B.thuringiensis 

菌株については，表3に示したカイコに殺虫活性を

有するタンパク質をコードしている cryI遺伝子の

いずれかを有していることが明らかとなった。さら

に， コナガ，ハスモンヨトウについてもそれぞれの

殺虫活性を有するタンパク質遺伝子が存在している

ことが明らかとなった。しかしながら，供試した B.

thuringiensゐ標準株の中で， subsp. wuhanensis株

のように，ハスモンヨトウに対する殺虫活性を有し

ているのに cη'ICならびにcηE遺伝子を有して

いない株や， subsp. tolωorthi株ならびにsubsp.

dannstadiensis株のように，cryJE遺伝子を有して

いるのにも拘わらずハスモンヨトウに対して殺虫活

性を示さない株も存在していた。

菊田40)ならびに佐々木60)のB.thuringiensis分

離株について，カイコ， コナガ，ハスモンヨトウに

対する殺虫活性試験ならびに cηI遺伝子の検索を

行った(表6)。

カイコについては，cη，IA(α〕遺伝子由来のタンパ

ク質が強い殺虫活性を示し，供試した B.thurin. 

giensis分離株においては，カイコに殺虫活性を示し

た菌株すべてにおいて cryIA(α〉遺伝子を有してい

た。

コナガに関しては cη'IA(b)ならびに cryIA(c)

遺伝子由来のタンパク質が強し、殺虫活性を示し，供

試した B.thuringiensis菌株の内，これらの cηI遺

伝子を有する菌株全てにおいて， コナガに殺虫活性

を有していた。コナガについては，cη'IA(a)， cryIB 

ならびにcη'IC遺伝子ともに殺虫活性が報告され

ており，供試した菌株の内でこれらの遺伝子を有す

るsubsp.aizaωaiに属する菌株が殺虫活性を示し

た。

ハスモンヨトウに関しては，cryICならびに

cηJE遺伝子由来のタンパク質が強い殺虫活性を示

し，供試した菌株について cη'IC遺伝子を有してい

る菌株 (subsp.aizawai IPL)は，殺虫活性が認めら

れたが cη'JE遺伝子を有している菌株 (subsp.

kenyae)は，殺虫活性は認められるものの弱かった。
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表6 3種鱗麹目昆虫に対する殺虫活性とその保有 cryl遺伝子

Table 6 Cηd genes and toxicity against three insects 

Toxicity 

S. IC 

+
一
+
一
十
一

+ 

p. x" 

+
十
+
+
十
十
+
十
+
+
十
+
十
+
+
+
+

+ 

+ 

B. ma 

+
+
+
十
十
+
十
+
+

+ 

+ 
+ 

+ 

cηd gene type 

cηIA(b) 

not detected 

cryIA(a)， cη'IACb)， cηIA(c) 

cη.JA(a)， cryIA(b)， cryIA(c) 

cη'IA(a)， cryIA(b)， cηdA(c) 

cryIA(a)， cηIA(b)， cηIA(c) 

cη'IA(a)， cη'IACb)， cη，IA(c) 

cryIA(a)， cη，IA(b)， cη'IA(c) 

crylA(a)， cηIA(b)， cηdA(c) 

cη，IA(a)， cη，IA(c) 

cηIA(a)， cηdA(b)， cη'IA(c) 

cηIA(b)， cryIA(c) 

cηlF(a)， cη，IA(c) 

cηdA(a) 

cηIA(b)， cryIA(c) 

cη'IA(b)， cη，IA(c)， cη'IE 
C1yIA(b)， cη'IA(c)， cη'IE 

crylA (b )， crylA (c)， crylE 

Cη'IA(b) 

crylACb) 

cη'IA(a)， cryIA(b)， cηIC(c)， cηID 

not detected 

cryIA(a) 

Strain No. (serotype) 

。lesti
alesti KMK9-20 

kurstaki HD-l 

kUf古takiPdk2-2 

kUl古takiPdk7-3 

kurstaki Pdk8-6 

kurstaki Pdr2 -3 

kurstaki Pdr5-1 

kurstaki Pdr10-1 

kurstaki DN2-1 

kurstaki Me6-18 

kurstaki KMK7-5 

kurstaki Mo1-1A 

sotto 

sotto KMK1-36 

kenyae 

kenyae Acp10-4 

ke河yaeGSK1-1 

galleriae 

galle円~ae AcplO-8 

aizawai IPL 

aizawai HU 

aizawai TMM3-32 十十

a: Bombyx mon'， b: Plutella xylostella， c:砂odoρteralitura 

litura)で、あり，それぞれの昆虫に対して殺虫活性を

有する cryI遺伝子が報告されている 74)。

カイコに対する殺虫活性試験では，殺虫活性が認

められた供試 B.thuringiensis標準菌株のすべて

が cη'IA(a)，cη'IC， cη'ID， cη'JE遺伝子のし、ず

れかの遺伝子を有していた，これらの cηI遺伝子を

PCR法を用いて同定することで B.thuringiensis 

菌株のカイコ殺虫活性を推定できると考えられた。

コナガに対しても，同様に殺虫活性が認められた菌

株すべてが，cryIA(a)， cryIA(b)， C1)必4(c)， cη'IB， 

cη'IC遺伝子のいずれかを有しており，これらの

cryI遺伝子を PCR法を用いて同定することでB

thuringiensis菌株のコナガ殺虫活性を推定できる

と考えられた。しかしながら，ハスモンヨトウに対

して殺虫活性が認められた subsp.entomoα・dus株

においては，cryIC遺伝子を有していたが， subsp. 

subsp. galleriae AcplO-8株のように cη'IA(b)遺

伝子のみを有しているにもかかわらず殺虫活性を示

した株が存在していた。

4，考察

HOFTE and WHlTELEy28)によって，B. thurin. 

giensisの有する cη 遺伝子の特異的殺虫活性なら

びに cη 遺伝子の相向性によって B.thuriη'giensis 

菌株の分類が行われた。本報では，B. thuringi，仰指

標準菌株の中で浅野・飯塚3)により家蚕殺虫活性と

cηlA(a)遺伝子との関連が調査された鱗麹目昆虫

の殺虫活性と関連が深い，菱形結晶を産生する株を

供試して，それぞれの菌株の有する cryl遺伝子と数

種鱗麹目昆虫の殺虫活性との関連性を明らかにし

た。

供試した昆虫は，カイコ(Bombyxmori) ，コナガ

CPlutelμxylostella)，ハスモンヨトウ(均odoptera
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wuhanensis株においてはcη.JCおよびcryIE遺伝

子は有していなかった。 subsp.darmstadiensis株な

らびにsubsp.tolworthi株においては， C1ツ'IE遺伝子

を有していたが，ハスモンヨトウに対する殺虫活性

はなかった。 VAN FRANKENHUYZEN74)の報告して

いる cη'ICならびにcη.JE遺伝子の殺虫活性は，

砂odo.ρteralittoralisに対しての殺虫活性であり，供

試したハスモンヨトウとは近縁であるが同種ではな

いので cη'ICならびに cryIE遺伝子をクローニン

グしその発現産物のハスモンヨトウ殺虫活性を調べ

る必要があると考えられた。また， subsp. wuhanen-

SlS株においては，どの cηI遺伝子がハスモンヨト

ウの殺虫活性に関与しているかについて，この株の

cryI遺伝子のクローニングならびに構造解析が行

われている50)。これら 3種類の昆虫種に対しては，

PCR法によって B.thuri昭 iensis菌種の cηI遺伝

子同定を行うことにより，殺虫活性判定が可能であ

ると考えられた。

さらに， KALMANら38)の報告によれば，cryI遺伝

子を同定するにあたり，用いたプライマーでPCR

法による cηI遺伝子の増幅・同定を行うと，同じク

ラスに分類された cryI遺伝子聞でわずかな相向性

の違いによって，その遺伝子のコードしている殺虫

性タンパク質の殺虫活性範囲が異なることがあると

されている。従って，本報における B.thuringiensis 

標準株の2株から増幅・同定された cryIE遺伝子に

関しては，クローニングならびに構造解析を行う必

要があると考えられた。

また，cηI遺伝子が検出されなかった供試したB.

thuringiensお標準株については，殺虫活性試験に供

試した昆虫種についての殺虫活性が認められず，

cryI遺伝子の同定を行うことで，鱗趨目昆虫につい

ての殺虫活性の有無を推定できると考えられた。し

かしながら，B. thuringiensis標準株の有する殺虫活

性の強さに違いが認められることから，それぞれの

CryIタンパク質の殺虫活性の強さならびに発現量

の比較， どの遺伝子の組み合わせが殺虫活性の強さ

に関係するかを今後調べていく必要があると思われ

る。

本実験では，さらに菊田40)ならびに佐々木ら60)が

分離・同定した B.thuringiensis菌株について殺虫

活性試験ならびにPCR法による cηI遺伝子の同

定が行われた(表 6)。いくつかの例外を除けば，cryI 

遺伝子の同定を行えば供試した昆虫に対する殺虫活

性を予測できると考えられた。 subsp.galleriae 

Acpl0-8株のみが，ハスモンヨトウに対する殺虫活

性がcηI遺伝子の同定からでは予測できなかった。

このことは， subsp. galleriae Acpl0-8株が有する

cη{A(b)遺伝子がハスモンヨトウの殺虫活性と関

連しているのか，もしくは新しい cη 遺伝子を有し

ているのか不明であり今後検討が必要である。一方，

SASAKIら刊によれば， TAILORら川の報告した

cryV遺伝子がハスモンヨトウに殺虫活性を示すこ

とから，この cryV遺伝子の性質についても検討す

る必要があると考えられた。

B. thuringiensis分離株において cryI遺伝子の同

定を行うことで，標準株とは異なる性質を持つ菌株

のスクリーニングが可能であることが明らかとなっ

た。このスクリーニング方法は，有用なB.thurin-

giensis菌株の選抜に応用できると考えられた。本報

では，B. thuringiensis菌株の cryI遺伝子の同定を

行った場合，供試した3種の昆虫に関してはほぼ殺

虫活性が予測できた。今後は，さらに昆虫種を増や

しそれぞれの cryI遺伝子がどの昆虫に特異的殺虫

活性を有するのかまた，それらの殺虫活性の強さに

ついてもさらに詳細に検討する必要があると考えら

れた。

B. B. thuringiensis菌株における cη'1I遺伝子

の同定

1.目的

農薬製剤としてはじめて利用されたsubsp.kur-

staki HD-l株は，鱗麹目昆虫に対して殺虫活性を有

する菱形の殺虫活性結晶タンパク質(insecticidal

crystal protein; ICP)の主タンパク質Plと， P2と

名付けられた双麹目昆虫と鱗麹目見虫双方に殺虫活

性のあるサイコロ状の結品由来のタンパク質が報告

されている32.78)。さらに，PlならびにP2を発現する

cη 遺伝子はそれぞれクローニングされ，塩基配列

も決定されている43.63.77)。浅野・飯塚3)は， subsp. 

kurstaki HD-1のICP遺伝子である cη'IACα)をプ

ロープとしたノ、イブリダイゼーションによって，

cηI に分類される鱗麹目昆虫(特に家蚕〉に対して

殺虫活性を示すICP遺伝子の検索ができることを

明らかにした。しかしながら，B. thuringiensisの菌

株にはcηIに分類される遺伝子と cη'IIに分類さ

れる遺伝子をあわせ持つ菌株が多数存在することが

報告されている17)。本報ではcη'II遺伝子の特異領

域のオリゴヌクレオチド DNAプライマーを合成す
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ることにより.PCR法によって.subsp. kurstaki 

HD-1のcryII遺伝子が増幅され.B. thuringiensis 

菌株の有する cryII遺伝子同定が可能であることを

明らかにした。従って， この方法を用いて従来記載

されている B.thuringiensisの標準株の cη.II遺伝

子を検索したところ，数亜種の B.thuringiensis菌

株がcryII遺伝子を有していることが明らかになっ

た。

さらに，菊田40)によって，北海道各地の死亡幼虫

ならびに土壌から分離された B.thuringiensis菌株

の中には，菱形とサイコロ状結晶をともに産生し，

菱形結晶とサイコロ状結晶の割合が通常とは異なる

新しいタイプの B.thuringiensis菌株が報告されて

いる。これらの B.thuringiensis分離株の H-ser-

otypeによる同定を行うとともに.PCR法による

cryII遺伝子の同定も行い，これらの株のヤマトヤ

ブカに対する殺虫活性と cryII遺伝子との関係を調

査した。

2.材料と方法

a 供試菌株:供試した B.thuringiensis菌株

は，北海道大学農学部応用分子昆虫学講座保存の標

準株と菊田40)が北海道各地の土壌ならびに死亡昆

虫から分離したB.thuringiensお菌株とした。

b カに対する殺虫活性試験:供試昆虫として

ヤマトヤブカ (Aedesja;ρonicus)を用い，殺虫活性

試験は菊田ら41)の方法に従った。

C オリゴヌクレオチドプライマーの合成: ォ

リゴヌクレオチドプライマーは.subsp. kurstaki 

HD-1のcryIIA遺伝子の翻訳開始点から 321-341

番目の塩基の 5'-CAGA T ACCCTTGCTCGTGT A 

A. リパースプライマーとして 1370-1390番目の塩

基の 5'-A T AGGCCCGTGCTCTCCACCAGGを

DNAシンセサイザー (AppliedBiosystems社製〉

によって合成した。

d cη11遺伝子の増幅 B.thuringiensis各菌

株の cryII遺伝子の増幅は.IrZUKAら30)の方法で抽

出されたDNAをテンプレートとして.PCRの反応

条味は市販の Taqポリメラーゼ (Takara社製〉に

備え付けてある条件に従って，上記の cη.IIプライ

マーを用いて行った。

e cη.II遺伝子の同定 cη'II遺伝子の同定は

増幅されてきた遺伝子を，制限酵素(Hi仇cII)によっ

て処理し.1%アガロースゲル電気泳動によって行っ

た。即ち，増幅された cη'II遺伝子の内，制限酵素

HincIIの処理によって約700bpと400bpの大き

さに切り出される遺伝子をcryIIB遺伝子とし，切り

出されない遺伝子を cryIIA遺伝子とした。

3.結果

cryII遺伝子は.subsp. kurstaki HD-1由来で，鱗

題目と双麹目昆虫の双方に殺虫活性を有する

cη'IIAと鱗麹目昆虫にのみ殺虫活性を有する

cηIIBが報告されている 17，77)0 cryII両遺伝子のア

ミノ酸配列の比較.cryII遺伝子の特徴，ならびに本

実験でオリゴヌクレオチドプライマーとして合成し

たDNAの領域を，図1に示した。 cryIIA遺伝子と

cη.IIB遺伝子のアミノ酸配列は，図1に示したよう

に.633番までに多くの相違が認められた。しかし，

この中でも.169~204 番目，ならびに 612~633 番目

は他の ICP遺伝子との比較においてもよく保存さ

れた領域として知られる。本実験では，この保存領

域をさけ，塩基配列において 321-341番目を5'末端

ならびに 1370~1390 番目を 3' 末端としてプライ

マーを合成した。このプライマーを用い PCR法に

よって増幅されたHD-1株の cη11遺伝子の大きさ

は1070bpであった。増幅された cη.II遺伝子の末

端が平滑化された後，プラスミドベクターである

pBluescript 11 SK( -)のマノレチクローニングサイ

トの制限酵素 SmaI切断点に連結され，大腸菌

DH5α にトランスフェグションされた。クローニン

グされた cη.11遺伝子は，ダイデオキシ法によって

塩基配列が確認された。その結果，このプライマー

から cη!/IA遺伝子と cη.IIB遺伝子が増幅されたこ

とが明らかになった。 cryII両遺伝子を簡便に識別

する方法としては.cryIIB遺伝子には制限酵素Hin-

clI によって認識される部位が存在しているが，

cη.IIA遺伝子には制限酵素 HincIIによって認識さ

れるサイトが存在していないことが確かめられ，こ

のことから，増幅された cryII遺伝子は，制限酵素

HinclIによる処理により容易にcη.IIA遺伝子か

cη'IIB遺伝子かを同定できた。

以上の方法によって B.thuringiensis標準菌株の

有する cryII遺伝子を検索した。その結果は表7に

示した。供試したB.thuringiensis標準株.subsp. 

thuringiensis (serotype 1)から subsp.japonensis 

(serotype 27)までの中.subspp. kurstaki HD-1. 

aizaωαi. galleriae. kenyaeから cryII遺伝子が検出

された。なおsubsp.kurstakiについては同時に供試

した HD-87.HD-263またsubsp.aizawaiについて
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cryJJA 

B
 
l
 
l
 
v' 
F
E
 
C
 

~ (169-204) 

highly conserved region 

5'-primer 

5・-CAGATACCCTTGCTCGTGTAA

amplified region (1070 bp) 

四円1肝甘~門『πH 口四
633 amino acid 

residues 

conserved region 

3'-primer 

GGACCACCTCGTGCCCGGATA・5・

z 
cryllB Hincll digested site 

図 1 B. thur初!gzen幻issubsp. kurstaki HD-lのcη'IIAとcη'IIB遺伝子にコードされるアミノ酸配列の比較

縦線は双麹目活性結晶タンパク質 (cryII)で共通するアミノ酸を示す

Highly conserved regionおよびconservedregionは.Donovan et al. (1988)の記述に基づく

Fig. 1 Amino acid comparison of cηdlA and cηoJlB genes in subsp. kurstaki HD-l 

Vertical lines represent amino acids that are conserved for dipteran crystal proteins (cryII) 

Highly conserved region and conserved region were described by Donovan et al. (1988) 

表7 cη，JJ遺伝子が同定された丘 thuriη宮iensis菌株 表8 PCR法により検索されたB.thuri筏giensis菌株の

Table 7 Identi白cationof cη{J genes from B. thur- Cη'II遺伝子構成

iη!giensis strains Table 8 Constitution of cryII genes in B. thurin-

giensis isolates by PCR method 
Strain cηIII genes 

kurstaki HD-l cη'IIA. cη'IIB 

kurstaki HN -87 cηdJA， cη'IIB 

kurstaki HD←263 cη'JIA， cη{JB 

。izawaiIPL cη'IIA， cη'IIB 

azzawaz ]Ur01 cryJJA， cη'IIB 

kenyae cη'IIA 

galleriae cη'JJA， cη'IIB 

はIPL株のほかjuroi株にも cryII両遺伝子が検出

された。

菊田叫によって分離された B.thuringiensis菌株

について SEMによる結品形態の観察ならびに

SDS-PAGE による結晶タンパク質のペプチド解析

によって，菱形結晶とサイコロ状結晶を産生し，菱

形結品とサイコロ状結晶の割合が異なっている B.

thuringiensis分離株の cryII遺伝子の同定を行っ

た。その結果.B. thuringiensis分離株の内.H-ser-

otypingによって subspp.kurstaki. kenyae. galler-

zaeと同定された株において cryII遺伝子が検出さ

Strain cηIII genes 

cηJ!IA， cηIIIB 

cη一{JA.cηIIB 

cηdlA. cηoJIB 

cryJIA. cη{!B 

kurstaki HD-l 

Pdk2-2 

Pdk7-3 

Pdk8-6 

kenyae type strain cryJJA 

AcplO-4 cη{IA 

GSKl-l cη{IA 

galleriae type strain 

AcplO-8 

AcplO-66 

KNB5-1 

cη{JA， cη'IIB 

cηIJIA， cη'IIB 

cη'JJA， cη'IIB 

cηoJIA， cη'IIB 

れた〔表 8)。

4.考察

本報において B.thuringi・enszs菌株の cη'II遺伝

子同定のために合成した cryII遺伝子特異的プライ

マーによって増幅された DNAは.cryIlAならびに

cη'IIB両遺伝子であることが明らかとなった。さら
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に，増幅されたcη>f1遺伝子は制限酵素 HincIIによ

る消化によって cηd1A遺伝子であるか cryIIB遺伝

子であるかが同定できた。また cη'iIAならびに

cry11B遺伝子由来のDNAプロープを用いたサザ

ンハイプリダイゼーションを行ったが.cryII両遺

伝子の相向性が高くサザンハイブリゼーションによ

るcryII両遺伝子の同定はできなかった。

この PCR法を用いた cryII遺伝子同定法を用い

て.B. thuringiensisの標準株について 4つの亜種に

おいて cryII遺伝子が検出された。この 4つの亜種

の内.kurstaki HD-l， aizawai IPL. galleriaeでは

cryIIAならびに cryIIB遺伝子を有しており，

kenyaeにおいては.cηIIIA遺伝子のみを有すること

が明らかとなった。なお，これら cryII遺伝子を有す

る4亜種は，ヤマトヤブカ (Aedesjaponicus)に対

し，殺虫活性を有することも確かめられた41)0 Cη.11 

遺伝子のコードしている殺虫活性結晶タンパク質

(ICP)は.cηd1A由来のものが双麹目昆虫と鱗麹目

昆虫に.cryIIB遺伝子由来のものが鱗趨目昆虫に対

して殺虫活性を有していることが明らかにされてお

り川，特に cryIIA遺伝子を有している菌株をこのよ

うな簡単な方法で・スクリーニングすることで， 自然

界に存在する双麹目昆虫に対して殺虫活性を有して

いる B.thuringiensis菌株を検索できることが明ら

かとなった。

菊田40)は.SEMの観察結果から B.thuringiensis 

分離株の中で菱形結品とサイコロ状結晶をともに産

生し，しかもその産生割合がsubsp.kurstaki HD-1 

株と逆転している株を報告した。通常.HD-1株の場

合，菱形結品・サイコロ状結晶の割合は.7: 3であ

るのに対し，本報では，この SEM観察における l群

のB.thuringiensis菌株の中，サイコロ状結晶が重

ピラミッド形結晶より多いと思われる 8菌株を選

び，血清型による分類，殺虫活性の相違，プロトキ

シンとして菱形結晶由来のベプチド (135kDa)とサ

イコロ状結晶由来のペプチド (65kDa)の発現量の

差.8菌株の有する cη'II遺伝子構成等とヤマトヤ

ブカに対する殺虫活性の強さの差の関連について検

討した。この結果，いずれもヤマトヤブカに対して

殺虫活性を有することが，中でも subsp.kenyaeに

分類されたAcp10-4株が最も殺虫活性が強く，また

subsp. kenyae GSK1-1株も subsp.kurstaki. galler-

zaeに分類された他の 6菌株より活性が強いことを

示した。subsp.kurstaki. galleriaeに属したグループ

は cη'IIAならびに cryIIB遺伝子をともに有する

に対し.subsp.kenyaeはcryI1A遺伝子のみを有し

てし、た。これらのことから.cryII両遺伝子を持つB.

thuringiensis菌株よりも subsp.kenyae株がヤマト

ヤブカに対する殺虫性タンパク質 (CryllA)だけを

発現させたために，殺虫活性に違いが認められるこ

とと関連していると考えられた。なお.SDS-PAGE 

とデンシトメーターによるプロトキシン 135kDa 

ならびに65kDaの定量が，ヤマトヤブカに対する

殺虫活性の強さを比較する上で有効な方法とはなら

なかった。即ち.subsp. kurstakiに分類されたPdk8

6株は.subsp. kenyae Acp10-4株に比べて 65kDa

プロトキシンを 135kDaより多く発現していたに

もかかわらず.Acp10-4株より活性は弱かったこと

がそのことを示していた。

本報において cry11A遺伝子のみを有する subsp.

kenyae 株が• cryIIAならびにcη'IIB遺伝子を有す

るB.thuringiensis菌株よりヤマトヤブカに対して

強L、殺虫活性を示したが，他の種類のカに対しても

同様な傾向を示すか否かは今後の検討が必要である

と考えられる。

C. B. thuringiensis菌株における cr尻町遺伝子

の同定

1.目 的

土壌細菌である B.thuringiensisはグラム陽性の

芽胞形成菌で芽胞形成期に，ある種の昆虫に対して

強い特異的殺虫活性を示す結晶タンパク質Cin-

secticidal crystal protein; ICP)を産生することが

知られている。ICPをコードしている cry遺伝子は，

その ICPの特異的殺虫活性によって cηIから

cry1Vに分類されている28)。すなわち.cry1遺伝子

は鱗麹目昆虫に対して.cryII遺伝子は双麹目・鱗麹

目昆虫に対して cηm遺伝子は鞘麹目昆虫に対し

てcη'1V遺伝子は双麹目昆虫に対して殺虫活性を

有している。

cηI遺伝子ならびに cryII遺伝子については，前

節において PCR法を用いた cry遺伝子同定法にて

B. thuringiensis菌株が有するそれぞれの遺伝子の

同定ならびに特異的殺虫活性の推定が可能であるこ

とを明らかにした。

現在.cryIII遺伝子は.cryII1A遺伝子6ベcry111B
遺伝子58.阿 .cryII1C遺伝子4剖.cry11ID遺伝子45}，の

4つの異なる塩基配列と殺虫活性をもっ遺伝子が報

告されている。本報では，鞘題目見虫に対して殺虫
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活性を有する B.thuringiensis菌株の cryIII遺伝子

を検索する目的で，各 cryIII遺伝子の特異的なオリ

ゴヌクレオチド DNAプライマーを合成した。本報

で、は，これらの cryIII遺伝子プライマーを用いて B.

thuringiensis標準株を供試して cryIII遺伝子の同

定ならびに cryIII遺伝子プロープの作成を行った。

2.材料と方法

a 供試菌株:供試したB.thuringiensis菌株

は，北海道大学農学部応用分子昆虫学講座保存の標

準株 (serotype1; thuringiensisから serotype27 ; 

j~ρonensis まで〕とし，その由来は浅野・飯塚2) に示

した。

b cryIII遺伝子プライマ一合成ならびにPCR

法による遺伝子の増幅 cryIII遺伝子同定のため

のプライマー合成は各 cryIII遺伝子の特異的な塩

基配列をコンピュータサーチによって検索し， DNA

シンセサイザー (AppliedBio System社製〉で行っ

た(表 9)0cryIII遺伝子の増幅は， IIZUKAら30)の方

法で抽出されたDNAをテンプレートとして， Taq 

ポリメラーゼはAmplitaq(Takara社製〉を用い，

条件はその酵素に付属するマニュアノレに従って行っ

た。増幅されたDNAを1%アガロースゲル電気泳

動にて解析した。

C 各 cryIII遺伝子プローブの作成:各 cryIII

遺伝子プ戸ーブは，それぞれの cryIII遺伝子を有し

ている B.thuringiensis菌株から PCR法にて増幅

し，プラスミドベクター (pUC1l9)にグローニング

した後，ダイデオキシ法59)にてシークエンスを行い

作成した。

3.結果

cryIII遺伝子は，翰趨自昆虫に対して殺虫活性を

有する cry遺伝子として， HOFTE and 

WHITELEy28)によって分類されて以来，cryIIIA 

表9 PCR法による crylII遺伝子検索用オリゴヌクレ
オチドプライマー

Table 9 OIigonucleotide primers used in PCR 
screenmg 

Primer Sequ巴nce Genes 

IIIABD5 5'一CCGAACAATCGAAGTGAAcηIIIA， B， D 

IIIA3 5' -AT AGATGGTCACT ACTT cη.JIIA 

IIIB3 5' -GAA TCCTGTGCACCT AA cryIIIB 

IIIC5 5'一CCTGAAAATTGCAGGCC cη.JIIC 

IIIC3 5'-ATTGTTGACGGCAACAA cryIIID 

IIIuni3 5'-AATTGATCAATAGAATC cryIIIA， B， C， D 

~cryIIID 遺伝子が報告されている叫。

本報においては，B. thuringiensis標準株の有する

cηm遺伝子を，各 cryIII遺伝子J持異的DNAプラ
イマーを合成し PCR法によって検索を行った(表

9， 10)。

その結果，cryIII遺伝子が増幅・同定された B.

thuringiensis標準株は， subsp. morrisoni tene-

brionis株だけであった。また， subsp. morrisoni 

tenebrionis株から増幅・同定された cryIII遺伝子

は，cryIIIA遺伝子のみであった(図 2)。

cryIIIB遺伝子を有すると期待された subsp.

tolwoげhi株からは cryIIIB遺伝子は増幅されな

かった。そのほか，cryIIIC遺伝子においてはsubsp.

thomρsoni， cryIIID遺伝子についてはsubsp.kur-

stakiからクローニング・塩基配列の決定がなされて

表10 各種フaライマーによる PCR産物の分子量

Table 10 Products of different PCR primers 

PCR primers 
PCR pfrooldlouwctk s(bp〕fromthe 

ng genes 

crylIIA cryIIIB cryIIIC cη.JIID 

IIIABD5 + IIIA3 
IIIABD5十IIIB3

IIIABD5 + IIID3 
IIIABD5十IIIuni3

IIIC5 十IIIuni3

1963 

1359 

23，130、
9，416 .. 
6，557・

2，322-
2，027/ 

564 .... 
Cbp) 

1356 

926 

1369 1369 

1073 

123 

図2 B. thuringiensis菌株全DNAを鋳型とした cryIII
遺子検索用特異プライマーによる遺伝子増縞

Fig. 2 Total DNA samples from B. thuringiensis 
strains analyzed by PCR with mixture of 

cηdlI -specific primers. 

Lan巴1，λHindIIImarker 
Lane 2， subsp. morrisoni tenebrionis 
Lane 3， subsp. tol:ωorthi 
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いるが，これらの標準株にはcη'III遺伝子は存在し

なかった。

4，考 察

cryIII発現タンパク質は，鞘沼目見虫に対して殺

虫活性を示すとされている。しかしながら，数種コ

ガネムシ類に対する殺虫活性試験を行ったところ殺

虫活性は認められなかった。今後，この cryIII発現

タンパク質の殺虫活性を示す昆虫種について検討す

る必要があると考えられた。

本報で供試した B.thuringiensis標準菌株の内，

cηm遺伝子が同定されたのは， subsp. ~orrisoni 
tenebrionis株のみであった。subsp.~orrisoni tene-

brionisから増幅された cη'III遺伝子は，cηIIIA遺

伝子であることがクローニングならびに塩基配列の

決定によって明らかとなったoまた，cryIIIB遺伝子

がクローニングされた subsp.tolworthiの標準株に

ついて，cryIIIB遺伝子特異的DNAプライマーを用

いた PCRを行ったところ，約1300bpのDNAが増

幅された(図2)。しかしながら，増幅されたDNAを

クローニングならびに塩基配列の決定を行った結

果，類似しているが cη'IIIB遺伝子ではなかった。

cη'IIIC， cryIIID遺伝子につL、ても B.thuringiensis 

標準株について PCR法を用いて調査したが，それ

らの遺伝子を有している標準株はなかった。

今後，当教室で分離ならびに同定されたB.thur-

ingiensis菌株の中で，cη'III遺伝子を有する菌株が

存在しているかどうかを調査するとともに cηm
遺伝子を有するような B.thuriηgiensis菌株を供与

してもらい，それぞれの cryIII遺伝子特異的なプ

ロープを作成するとともに，鞘麹目昆虫に活性の強

いB.thuriη.giensis菌株のスグリーニングに役立て

る必要があると考えられた。

D， B， thuringiensis菌株における cryIV遺伝

子の同定

1，目的

SCHNEPFら63)により，B. thuringiensis subsp. 

kurstaki HD-1において，cryIA(a)遺伝子のクロー

ニングならびに塩基配列決定がなされて以来，現在

まで、に，数十種類の cη 遺伝子が報告されている。ま

た， HOFTE and WHITELEy2S)により，それらの cη

遺伝子の殺虫活性と塩基配列の相同性によって，

cryI 遺伝子~cηIV 遺伝子まで分類されている。す

なわち，cηI遺伝子は鱗麹目昆虫に対して殺虫活性

を持ち cη'II遺伝子は鱗題目・双麹目見虫に対し

て，cryIII遺伝子は鞘麹目昆虫に対して，cryIV遺伝

子が双麹目見虫に対して活性を持つ cη遺伝子とし

て4つのグループに分類されている。前節までに

PCR法とサザンハイブリダイゼーション法を組み

合わせた方法により ，B. thuringiensis菌株の有する

cryI 遺伝子~cηIII 遺伝子の検索について述べた。

本報では，菊田叫および佐々木ら60)が北海道の土

壌から分離した菌株の中で， H -serotypeによる同

定により， subsp. israelensisとされた B.thuringien-

sis菌株の cη!/V遺伝子について， PCR法ならびに

サザンハイブリダイゼーション法によって，それぞ

れの菌株の有する cηIV遺伝子の同定を行った。

2，材料と方法

a 供試菌株 供試した B.thuringiensis菌株の

菌株名と分離源については表 11に示した。また，対

照として用いた subsp.irsaelensis標準株は，北海道

大学農学部応用分子昆虫学講座で継代されている

ONR-60A株とした30)。

b 供試菌株からのDNAの抽出:供試菌株か

らの DNAの抽出は， IIZUKAら30)の方法で行い，さ

らにchromosomalDNAとplasmidDNAを分け

るためにCsClによる密度勾配遠心分離を行っ

た36)。

c 供試菌株の cη!/V遺伝子の同定 供試菌株

のcη'IV遺伝子の増幅は， SENら65)のcη!/VA遺伝

子ならびに cryIVB遺伝子 cη，IVC遺伝子72>，

cη'IVD遺伝子16)の塩基配列をもとに，それぞれの

特異的な遺伝子プライマー〔表 12)を合成すること

により， PCR法によって ONR-60A株から cη'IV

遺伝子の増幅を試みた。増幅されたDNAをプラス

ミドベクタ -pUC1l9 の S~I切断点にクローニン

グし，ダイデオキシ法にて塩基配列の決定を行った。

表11 B. thuringiensis subsp. israelensis分離株

Table 11 Isolates of B. thuringiensis sub.ゅ.
israelensis 

Strain Source Reference 

israelensis type strain 

is-NKY 1-1 Kimobetu Kikuta et al. (1989) 

is-Tm 1-7 Ebetu Kikuta et al. (1990) 

is-Tm 1-8 Ebetu Kikuta et al. (1990) 

is-Fu 90-2-6 Furano Sasaki et al. (1994) 

is-KMK 1-10 Kaminokuni Sasaki et al. (1994) 

is-KMK 1-44 Kaminokuni Sasaki et al. (1994) 
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表12 cryIV遺伝子検索に使用したプライマーの特徴

Table 12 Characteristics of primers used for cηJ!V 
gene screenmg 

Primers set Sequenc巴

4Dl primers 4Dl5 5にCGAGGTGAAATTTGCTCC

4Dl3 5'-ATGGCTTGTTTCGCT ACATC 

4D2 primers 4D25 5' -GGTGCTTCCT A TTCTTTGGC 

4D23 5'-A TGGCTTGTTTCGT ACATC 

4D3 primers 4D35 5' -GGTGCTTCCT A TTCTTTGGC 

4D33 5'一TGACCAGGTCCCTTGATTAC

4D4 primers 4D45 5'-ATGAATCCA T A TCAAAAT AAG 

4D43 5'-AAGAACTTTGTTTT AATT AAC 

4D5 primers 4D55 5'-A TGGAAGAT AGTTCTTT AGA T 

4D53 5' -CT ACTTT AGT AACGGA TT 

PCR法による cryIV遺伝子の増幅ならびにクロー

ニングしたそれぞれの cryIV遺伝子をプローブと

したサザンハイブリダイゼーションによって，供試

菌株の cryIV遺伝子の同定を行った。

3，結果

本実験で合成した，cryIVA， cryIVB， cryIVC， 

cryIVD遺伝子特異的なプライマーのセット (4D1，

4D2， 4D3， 4D4， 4D5 primers)を用いて，B. thurin-

giensis subsp. israelensis ONR-60A株の DNAを

テンプレートとした PCR法によって増幅された

DNA についてクローニングし，塩基配列決定によ

る構造解析を行ったところ， 4D1 primersでは

cη'IVB遺伝子が増幅され， 4D3 primersによって

cη'IVA遺伝子がそれぞれ増幅されていることが明

らかとなった。また， 4D2 primersから増幅された

DNAはcryIVA遺伝子および cryIVB遺伝子の共

通領域であることが明らかとなった。さらに4D4

primersで増幅された DNAがcryIVC遺伝子であ

り， 4D5 primersによって増幅された DNAが

cη'IVD遺伝子であることが確かめられた(図 3)。こ

れらのことから，これらのプライマーを用いた PCR

法ならびに，それぞれの cη'IV遺伝子プロープを用

いたサザンハイブリ夕、、イゼーションによって，

cryIV A， cryIVB， cryIVCならびに cryIVD遺伝子

の同定が可能で、あることが明らかとなった。

そこで，菊田40)ならびに佐々木ら聞によって，分

離・同定された B.thuringiensis分離株の内， subsp. 

israe lensisに同定された菌株の cryIV遺伝子の向

定を行った(表 13)。

23. J 3 
9.42 
6.56 
4.36 

O. 56 
(kbJ 

(A)12  3 4 (B)5 6 7 

図3 B. thuringiensis subsp. israelensis ONR-60A株
全DNAを鋳型とした cryIV遺伝子検索用特異プ
ライマーによる遺伝子増幅

Fig. 3 Total DNA samples from B. thuringiensis 
subsp. israelensis ONR-60A analyzed by 
PCR with mixture of cryIV -specific 
pnmers. 
(A) 

Lane 1，λ-HindIII marker 
Lane 2， ampli自巴dby 4Dl primers 

Lane 3， amplified by 4D2 primers 

Lan巴4，amplified by 4D3 primers 
(B) 

Lane 5，λHindIII marker 
Lane 6， amplified by 4D4 primers 

Lane 7， amplified by 4D5 primers 

供試された subsp.israelensis菌株すべてにおい

てcryIVA， cryIVB， cryIVC， cryIVD遺伝子が同

定された。さらに，供試菌株の plasmidDNAを，

CsClを用いた密度勾配遠心法36)で精製したとこ

ろ， NKY1-1株ならびにKMKl-44株が， plasmid 

DNA上に cryIVB遺伝子を持たない株であること

が明らかとなった(図 4)。

表13 B. thuringiensis subsp. israelensis分離株より
同定された cη'IV遺伝子

Table 13 Identification of cηJ!V genes from B. 
thuriη，giensis subsp. israelensis isolates 

Strain cryIV genes 

israelensis cryIV A， cryIVB， cryIVC， cryIVD 

is-NKY 1-1 cηJ!VA， cηIIVB， cη'IVC， cryIVD 

is-Tm 1-7 cηIIVA， cryIVB， cηJ!VC， cryIVD 

is-Tm 1-8 cryIVA， cryIVB， cryIVC， cη，fVD 

is-Fu 90-2-6 cηIVA， cryIVB， cryIVC， cryIVD 

is-KMK 1-10 cryIVA， cryIVB， cη'IVC， cryIVD 

is-KMK 1-44 cryIVA， cη'IVB， cryIVC， cη'IVD 



544 北海道大学農学部邦文紀要第 19巻第7号

23.13、
9.42 __ 

6.56 -
4.36ぐ
2.32 ! 
2.03/ 
0.56 
(kb) 

234 

図4 B. thuringiensis subsp. israele招請株の染色体
DNAを鋳型とした4Dlプライマーによる遺伝子
増幅

Fig. 4 ChromosomaI DNA samples from B. thurin. 
giensis subsp. israelensis strains analyzed by 
PCR with 4D1 primers. 
Lane 1，λ-HindIII marker 
Lane 2， subsp. israelensis ONR-60A 
Lane 3， subsp. israelensis NKY1-1 
Lane 4， subsp. israelensis KMKl-44 

4.考察

本報における供試したsubsp.israd仰 sis菌株は，

菊田40)ならひ、に佐々木ら60)によって走査電子顕徴

鏡鏡察が行われ，いずれも球状の結晶タンパク質を

産生していた。また， SDS…PAGEによるプ戸トキシ

ンペプチドの分析でもすべての菌株で，cryIVA 

~cryIVD 遺伝子のそれぞれの遺伝子由来のペプチ

ドが検出された(図 5)。さらに，菊田ら41)は，ヤマ

トヤブカ CAedesjaponicus)に対して殺虫活性試験

を行ったところ， subsp. israelensisと同定されたこ

れらの菌株すべてにおいて殺虫活性が認められたと

している。しかしながら，殺虫活性の強さに差が認

められたと報告しているため，供試菌株の cryIV遺

伝子の同定を行った。

通常， subsp. israelensisのcη'IV遺伝子は，巨大

plasmidDNA上にコードされている65)。そこでB

thuringiensis菌株の巨大plasmidDNAを効率よく

抽出する方法である IrZUKAら30)の方法でDNAを

抽出し，さらにCsClを用いた密度勾配遠心分離

法36)により抽出したDNAを， chromosomal DNA 

分画と plasmidDNA分画とに分けた。それらの

DNAをテンプレートとして cη'H匂遺伝子の増幅

を行ったところ， plasmidDNA分画からは標準株

では cryIVB遺伝子が増幅されたが， NKYl…l株と

KMKl-44株からはcryIVB遺伝子がPCR法に

τ 3 4 

Cr>，IVA 
CrylVB 

CrylVC 

CrvlVO 

図5 SDS-ポリアFリノレアミドゲノレ(10%)電気泳動
による israelen均株結晶タンパク質の解析

Fig. 5 SDS-Polyacrylamide geI (10%) 
electrophor巴sisof crystaI proteins from 
israelensis strains 
Lane 1: MoI巴cularweight marker 
Lane 2: israelensis reference strain 
Lane 3: israelensis KMKl-44 
Lane 4: israelensis NKY1-1 

よって増幅されなかった。しかしながら，荷株とも

cη'IVB遺伝子は，精製した chromosomaIDNA分

画から PCR法で増幅された(図 4)。さらに，cryIVB 

遺伝子をプローブとしたサザンハイブリダ、イゼー

ションを行ったところ，両株の cryIVB遺伝子が，ほ

かの株とは異なり chromosomalDNA上に存在し

ていることが明らかとなった。

菊田ら(1990)が， NKYl-l株がほかの subsp.

israe lensis蘭株よりヤマトヤブカに対して殺虫活性

が強いことを報告していることと， NKYl-l株が他

の供試した菌株向様，cryIV遺伝子を4種類有して

いることから，殺虫活性の強さと cryIV遺伝子が

chromosomaI DNA上にコードされることが関係

するのではなし、かと考えられた。 OHBAら叫は，北

海道の土壌から分離された B.thuriηgiensis菌株の

中で， subsp. israelensisに同定される蕗株が，cryIV 

遺伝子のいずれをも持たすや双麹目昆虫に活性を有さ

ない株が存在すると報告している。本報告で供試し

た北海道の土壌から分離された菌株にはこの cryIV

遺伝子を有さないタイプの subsp.israelensis株は

存在しなかった。

今後は，それぞれの cηIV遺伝子を，B. thurin. 

giensisの結晶非産生株等で発現させ，それぞれの

cηIV遺伝子の殺虫活性の強さを調べるとともに，

chromosomal DNA上に cryIVB遺伝子がコード

されている菌株のそれぞれの cηIV遺伝子のプロ
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モーター活性の強さを調べることで，より双麹目昆

虫に殺虫活性の強い B.thuringiensis株の選抜に応

用できると考えられた。

III.新規B.thumingiensis菌株の発見

A. B. thuringiensis subsp. jα:ponensis N141 

株の結晶タンパク質遺伝子のクローニングなら

ぴに構造解析

1.目的

B. thuringiensis は，グラム陽性の土壌細菌であ

り，通常梓状の栄養細胞で増殖し，貧栄養条件下で

は芽胞を形成する。 B.thuringiensisは，芽胞形成時

には，殺虫性結晶タンパク質Cinsecticidalcrystal 

protein: ICP)を産生する。

B. thuringiensisの産生する ICPは，ひし型，サイ

コロ型，平板型，不定形等様々な形態を有すること

が知られている3ぺこれらの ICPは，鱗麹目，双麹

目，鞘麹目昆虫の幼虫に対する特異的な殺虫活性が

知られており， HOFTE and WHlTELEy28)は，それ

までに報告されたICP遺伝子の塩基配列の相向性

ならびに特異的殺虫活性を基に cryI~cryIV 遺伝

子に分類した。

輸麹目昆虫に対し殺虫活性を示すB.thuringien-

szsとして，ハムシ科 (Chrisomelidae)の昆虫に対

し殺虫活性を示すsubsp.tenebrionisが知られてい

るが，コガネムシ幼虫に対し殺虫活性を示す B.

thuringiensisの報告はなされていなかった。近年，

B. thuringiensis分離株中にドウガネブイブイ

(Anomala cuprea)，ヒメコガネ(Anomalanφcu-
ρrea) ，マメコガネ (PoPilliaejaponica)に対し殺虫

活性を有する菌株が発見され， コガネムシ幼虫に対

する新しい徴生物農薬としての可能性を持っている

ため注目されている刊。分離された菌株は， H-ser-

otypeによる同定により subsp.ja，ρonensisに分類

され， strain Buibuiと命名された。本教室保存の

subsp. japonensisに属する B.thuriηgiensis分離株

についてドウガネブイプイに対して活性を有する株

を検索したところ，B. thuringiensis subsp. ja.ρonen-
sis N141株において活性が見出された。本報では，

この N141株の cry遺伝子のクローニングならびに

遺伝子構造解析を行い， Buibui株の cη 遺伝子との

比較を行った。さらに，クローニングした N141株の

cry遺伝子をB.thuringiensis結品非産生株に導入

ならびに発現させその性状を比較した。

2.材料と方法

a 供試菌株-本実験では，本教室保存の B.

thuringiensis subsp. ja，ρonensis N141株(日産化学

工業側生物科学研究所由来〉を用いた(図6)。

b SDSポリアクリノレアミドゲル電気泳動:

N141株の産生するプロトキシンを解析するため

に， MINI PROTEAN II 1-D (BIO-RAD社〉を用

いた SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

(PAGE) (分離ゲル濃度7.5%)を行った。プロト

キシンの精製の方法は，飯塚・寺江35)の方法に従っ

て行った。

c N141株ICP抗体の作製 N141株のICP

遺伝子をクローニングするにあたり，抗体法を用い

たスクリーニングを行うために，そのICPに対する

抗体を作製した。抗体作製の方法は，“Guide to 

Protein Purification"を参考にしたl九 N141株の

ICP抗原は， SDS-PAGE(分離ゲル:7.5%)した後，

ICP由来のプロトキシンバンドを切りだし，電気的

に溶出して回収した。回収したベプチドが単一なパ

ンドであることを SDS-PAGE(分離ゲル:7.5%) 

を行い確認した後，1Mリン酸緩衝液を加えSDSを

除去して抗体作成のための ICP抗原とした。純化し

たICP抗原を用いてそノレモットに対し免疫し，抗体

を作製した。

d N141株からの DNA抽出 N141株からの

DNA抽出は， IIZUKAら30)に従って行った。

E λgt11を用いた N141株のDNAライブラ

リー(λgtN141)の作成 λgtllを用いたDNAラ

イブラリー作成は， Lambda gt11 CLONING KIT 

(STRA T A GENE)を使用して行った。 N141株の

DNAを制限酵素EcoRIで部分消化を行った後，ア

ガロースゲル電気泳動を行った。約 2~5kbpの

DNA断片をゲルから切りだし回収し，インサート

DNA断片とした。 λgtllpredigest arms c1μg) 

とインサート DNA断片c1μg)とを混合した溶液

に， 10mM ATPを含む 10XLigationbu妊er(KIT

に備え付け)0.5μ1， T4 DNA Ligase 0.5μ1 (175 

Unit)を加え，蒸留水で総量を5μfとし， 4
0

Cでl晩

静置した。

f λgtN141ライブラリーの N141株ICP抗体

によるスクリーニング :λgtN141ライブラリー

のinvitroパッケージングは， GIGAPACKPACK-

AGING KIT (STRA T A GENE)を用い，そのマ

ニュアルに従い行った。パッケージングした λ
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subsp. japonensis N141 subsp. japonensis (type) 
bars: 3μm 

図6 B. thuringiensis subsp. japonensis N141とsubsJう.japonensis (標準株〕の走査電子顕微鏡写真

Fig. 6 Scanning electron micrographs of B. thuringiensis subsp. japonensis N141 and subsp. jaJうonensis

(type strain) 

gtN141ライブラリーのタイトレーションを行い， エンスプライマーは，M13プライマ-M4とM13プ

プレート上にプラークが数百個認められる濃度でプ ライマ-RVを用いた。

レーティングした。あらかじめオートクレーブで滅 h cryN141遺伝子の B.thuringiensis結晶非産

菌し 10mMIPTG溶液を染み込ませた後，乾燥さ 生株での発現ならびに殺虫活性判定 cryN141遺

せたニトロセルロースフィルターをプレート上にの 伝子の発現は， SASAKIら日)の方法をもとに，大腸菌

せ， 37'Cで3時間，保温した。フィノレターをプレー (DH5αMCR)・B.thuringiensis結晶非産生株に

トから剥し， TBST buffer (100 mM  Tris-HCl cry構造遺伝子・プロモーター領域・ターミナル領域

(pH 7.5)， 150mM NaCl， O.l%(v/v) Tween20) をpHY300PLK(ヤクノレト社製〉に組み込んで， エ

で洗浄した後， BLOTTO(3% Blocking reagent in レクトロポレーション法を用いて導入し，テトラサ

TBST bu妊er)に浸し， 4'Cで1時間保存した。 イクリン (10μg/ml)を含む培地上で3日間， 30'C 

ライブラリーは gtN141)のエンザ、イムイムノ で培養した後，浅野・飯塚2)の方法で，C1yN141発現

アッセイ (EIA)によるスクヲーニングは， タンパク質のプ P トキシン解析を行った。

VECT AST AIN ABC Kit (Vector Lab.社製〕を 3.結 果

使用し，そのマニュアルに従い行った。 コガネムシ類に対する微生物農薬として，主にB

g cryN141遺伝子の塩基配列の決定: ρoPilliae var.ρ。μlliaeが用いられているが，近年，
cryN141遺伝子の塩基配列の決定は， [α_32P] B. thuringiensis分離株中に数種のコガネムシ幼虫

dATPとT7DNAポリメラーゼを用いた，ダイデ に対し殺虫活性を示す菌株が発見され，新しい微生

オキシ法59)で、行った。塩基配列決定に用いたシーグ 物農薬の可能性を持っていることで注目されてい
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る54)。分離された菌株は，subsp.ja，ρonensisに分類さ

れ， strain Buibui C以下Buibui株)と命名された。

本教室保存の subsp.japonensisに属する B.thurin-

giensis分離株についてドウガネブイブイ

CAnomalacu.ρrea)に対する活性を検索したとこ

ろ，B. thuringiensis subsp. japonensis N141株(以

下N141株〉がドウガネブイブイに対し殺虫活性を

有することが認められた。

初めに， N141株の ICP形態をSEMを用いて観

察した(図 6)0N141株は， subsp.j，ゆonensisのtype

strain52l， Buibui株54)と向様に不定型の結晶を産生

していた。また， N141株の ICPを構成するペプチド

をSDS-PAGEにより解析したところ， type strain 

と同じ約 130kDa付近にペプチドが認められた〔図

7)。このペプチドがN141株の ICPの主要な構成要

素であると考えられたため，この約 130kDaのペプ

チドをコードする cη>N141遺伝子のグローニング

を行った。

N141株の cry遺伝子のクローニングを行うため

に，まずN141株の ICP抗体をモルモットにて作製

した。抗原として SDS-PAGEにより分画された約

130 kDaのペプチドをモルモットに対し免疫し，得

られた抗体をN141株の ICP抗体とした。作製した

抗体の性状を調べるために， N141株， subsp. 

japonensis (type strain)，鞘麹自に対し殺虫活性を

A B 
1234 1234 

図7 SDSーポリアクリノレアミドゲノレ (7.5%)電気泳動
(A)とウエスタンプロット解析(B)

Fig. 7 SDS-PAGE analysis and western blotting 
analysis 

(A) SDS-polyacrylamide gel (7.5%) stained with 
coomassie brilliant blue 

(B) Western blotting analysis 
Lane 1: Molecular weight marker 
Lane 2: subsp. jaJうonensisstrain N141 
Lane3・subsp.japonensis (type strain) 
Lane 4: subsp. morrisoni tenebrionis 

有する subsp.morrisoni tenebrionisのICPのペプ

チドについて，ウエスタンプロッテイングおよび

EIAによる解析を行った。その結果， N141株と type

strainには， ICP由来の約 130kDaのノミンドに対

し，抗体反応のシグナルが検出された(図7)。この

抗体を用いたイムノスクリーニングにより， N141 

株の ICP由来の約 130kDaのペプチドをコードす

る遺伝子のスグリーニングを行った。

N141株の遺伝子ライブラリー作製のため，

N141株の全DNAを制限酵素EcoRIで部分消化

し，約 2~5kb の DNA 断片を回収した。この DNA

断片を λgt11にライゲーション後，in vitroパッ

ケージングを行い N141株の遺伝子ライブラリー

(λgtN141)とした。

この λgt141ライブラリーに対して， N141株の

ICP抗体を用いたイムノスクリーニング、を行った。

その結果， N141株の ICP抗体と抗原抗体反応、のシ

グナノレを示すフ。ラーク(λgNl)が得られた。そこで，

λgN1のインサート DNAの解析を行った。 λgN1

より DNAを抽出し制限酵素EcoRIで処理した後，

0.8%アガロースゲルで、電気泳動を行った。その結

果， 3.4 kbのインサート DNA断片が認められた

(図 8)。このインサート DNA断片をプラスミドベ

クター pBluescriptII SK( -)にサブクローニング

し (pBNl)，制限酵素地図を作製した(図 9)。

(kb) 

23.1 ... 

9.4~ 

6.6po 

2.3ι 
2.0 p" 

2 3 

図8 λgN1とλgtllのアガロースゲノレ電気泳動結果

Fig _ 8 Agaros巴 gel electrophoretic analysis of 
λgNl and λgt11 
Lane 1: Molecular weight marker 
Lane 2: Eco RI -digest巴dλgNl 
Lane 3: Eco RI -digestedλgtll 
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図9 pBN1の制限酵素地図

Fig. 9 Restriction map of pBN1 

(kb) 

pBN1のo.8 kb HindIII断片をプロープとした
サザンハイブリダイゼーションを行うことによっ

て， pBN1がN141株由来の DNAであるか確かめ

た(図 10)0N141株の全 DNAにおいては，

chromosomal DNAにハイブリダイズのシグナノレ

が検出された。制限酵素EcoRIとEcoRVで処理し

たN141株の DNAにおいてもそれぞれシグナルが

検出され，制限酵素EcoRIで処理した N141株の

DNAには， pBN1のインサート DNAと同じ 3.4

kbにシグナルが検出された。これらのことより，ク

ローニングした 3.4kbDNA断片は， Nl41株の

chromosomal DNA上に存在していることが示唆

された。また， type strainのchromosomalDNAに

対し，微弱なシグナノレが検出された。

pBN1にコードされているペプチドを解析するた

めに， pBN1で大腸菌 (DH5αTM)を形質転換し

IPTGの誘導によって発現さぜたタンパク質を，ウ

エスタンプロッティングおよびN141株の ICP抗

体を用いた EIAにより解析した。その結果， pBN1 

1234567 

機総議議

図10 サザγハイブリダイゼーション解析

Fig. 10 Southern hybridization analysis 

Lane 1: Molecular weight marker 

Land 2: Genomic DNA of subsp. japonensis (type strain) 

Lane 3: Genomic DNA of subsp. japonensis strain N141 

Lane 4: Eco RI -digested genomic D N A of subsp. jaJうonensisstrain N141 

Lane5・EcoRV-digestedgenomic DNA of subsp. japonensis strain N141 

Lane 6: EcoRI-digested pBN1 

Lane 7: HindIII-digested pBN1 
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を持つ形質転換体の約 130kDaのベプチドに抗原

抗体反応のシクーナルが検出された(図 11)。

pBN1のEcoRIの3.4kb断片をダイデオキシ法

により，塩基配列決定した(図 12)。決定した範囲に

おける pBN1の塩基配列について 3つの枠につい

てオープンリーディングフレームの検索を行ったと

ころ， 1つの大きなリーデイングフレームが認めら

れた。このフレームから推定されるアミノ酸配列を

もとに Buibui株の cη 遺伝子のアミノ酸配列29)と

のホモロジー検索を行った。遺伝子情報処理ソフト

ウエア“SDC-GENETYX"によるドット・マトリ

クス法69)を用いたハープロット解析を行ったとこ

ろ，いくつかの相向性の高い領域が認められた(図

13)。これらの領域は，B. thuringiensisのcry遺伝子

におけるアミノ酸配列コンサーブ領域28)を含んで

いた。そこでpBN1の今回解析を行ったフレームの

時

L

A

1

 

3 4 

200~ 

116 .... 
97 ... 

66 ~ 

45 

(kDa) 

549 

アミノ酸配列についてコンサーブ会領域の検索を行っ

た。その結果，このフレームのアミノ酸配列におい

ても他の cη 遺伝子と同様に保存された5つの

blockが認められた(図 14)。以上の結果より， pBN1

は， N141株の cry遺伝子をコードしていた。しかし

ながら， pBN1は塩基配列の決定によって， N141株

のcη 遺伝子の N末端倶ijの一部を含んでいないこ

とが明らかとなった。

pBN1がN141株の cry遺伝子の N末端領域の

一部をコードしていないことから， N141の cry遺

伝子の N末端領域のクローニングを行った。 pBN1

の制限酵素地図と pBN1インサート DNAをプ

ロープとしたサザンハイブリダイゼーションの結果

をもとに， N141株の遺伝子ライブラザーから

pBN2クローンを得た。ダイデオキシ法による塩基

配列の決定ならびに制限酵素地図作成により，この

間3

2 3 4 

図11 SDSーポリアクリノレアミドゲノレ(10%)電気泳動 (A)とウエスタンプロット解析 (B)

Fig. 11 SDS…P AGE analysis and western blotting analysis 

(A) SDS-polyacrylamide gel (10%) stained with coomassie brilliant blue 

(B) Western blotting analysis 

Lane 1: Molecular weight marker 

Lane 2: subsp. japonensis strain N141 

Lane 3: pBNl (DH5a) 

Lan巴4:pBluescript II SK( -) (DH5a) 
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100 

AATTCTGTATGGGACGCTTTTATGGAGAGAGTAGAAGAACTTATTGATCAAAAAATCTCAGAAGCAGTAAAGGGTAGGGCATTGGATGACCTAACTGGAT 
N S V W 0 A F M E R V E E L I 0 Q K I S E A V K G R A L 0 0 L T G L 

200 
TACAATATAATTATAATTTATATGTAGAAGCATTAGATGAGTGGCTGAATAGACCAAATGGCGCAAGGGCATCCTTAGTTTCTCAGCGATTTAACATTTT 
Q Y N Y N L Y V E A L 0 E W L N R P N G A R A S L V S Q R F N I L 

300 
AGATAGCCTATTTACACAATTTATG∞AAGCTTTGGCTCTGGTCCTGGAAGTCAAAATTATGCAACTATATTACTTCCAGTATATGCACAAGCAGCAAAC 
o S L F T Q F M P S F G S G P G S Q N Y A T I L L P V Y A Q A A N 

400 
CTTCATTTGTTATTATTAAAAGATGCAGACATTTATGGAGCTAGATGGGGGCTGAATCAAACTCAAATAGATCAATTCCATTCTCGTCAACAAAGCCTTA 
L H L L L L K 0 A 0 I Y G A R W G L N Q T Q I 0 Q F H S R Q Q S L T 

500 
CTCAGACTTATACAAATCATTGTGTTACTGCGTATAATGATGGATTAGCGGAATTAAGAGGCACAACCGCTGAGAGTTGGTTTAAATACAATCAATATCG 。TY T N H C V T A Y N 0 G L A E L R G T T A E S W F K Y N a Y R 

600 
TAGAGAAATGACTTTGACGGCAATGGATTTAGTGGCATTATTCCCATATTATAATTTACGACAATATCCAGATGGGACAAATCCTCAACTTACACGTGAG 
R E M T L T A M 0 L V A L F P Y Y N L R Q Y P 0 G T N P Q L T R E 

700 
GTCTATACAGATCCGATTGCATTTGATCCACTGGAACAACCAACTACTCAATTATGTCGATCATGGTACATTAACCCAGCTTTTCGAAATCATTTGAATT 
V Y T 0 P I A F 0 P L E Q P T T Q L C R S W Y I N P A F R N H L N F 

800 
TCTCTGTACTAGAAAATTCATTGATTCGTCCCCCGCACCTTTTTGAAAGGTTAAGTAATTTGCAAATTTTAGTTAATTACCAAACAAACGGTAGCGCTTG 
S V L E N S L I R P P H L F E R L S N L Q I L V N Y Q T N G S A W 

900 
GCGTGGGTCAAGGGTAAGATACCATTATTTGCATAGTTCTATAATACAGGAAAAAAGTTACGGCCTCCTCAGTGATCCCGTTGGAGCTAATATCAATGTT 
R G S R V R Y H Y L H S S I I a E K S Y G L L S 0 P V G A N I N V 

1000 
CAAAATAATGATATTTATCAGATTATTTCGCAGGTTAGCAATTTTGCTAGTCCTGTTGGCTCATCATATAGTGTTTGGGACACTAACTTTTATTTGAGTT 
Q N N 0 I Y a I I S Q V S N F A S P V G S S Y S V W 0 T N F Y L S S 

1100 
CAGGACAAGTAAGTGGGATTTCAGGATATACACAGCAAGGTATACCAGCAGTTTGTCTTCAACAACGAAATTCAACTGATGAGTTACCAAGCTTAAATCC 
G Q V S G I S G Y T Q Q G I P A V C L Q Q R N S T 0 E L P S L N P 

1200 
GGAAGGAGATATCATTAGAAATTATAGTCATAGGTTATCTCATATAACCCAATATCGTTTTCAAGCAACTCAAAGTGGTAGTCCATCAACTGTTAGCGCA 
E G 0 I I R N Y S H R L S H I T Q Y R F Q A T Q S G S P S T V S A 

1300 
AATTTACCTACTTGTGTATGGACGCATCGAGATGTGGACCTTGATAATACCATTACTGCGAATCAAATTACACAACTACCATTAGTAAAGGCATATGAGC 
N L P T C V W T H R 0 V 0 L 0 N T I T A N Q I T a L P L V K A Y E L 

1400 
TAAGTAGTGGTGCTACTGTCGTGAAAGGTCCAGGATTCACAGGAGGAGATGTAATCCGAAGAACAAATACTGGTGGATTCGGAGCAATAAGGGTGTCGGT 
S S G A T V V K G P G F T G G 0 V I R R T N T G G F G A I R V S V 

1500 
CACTGGACCGCTAACACAACGATATCGCATAAGGTTCCGTTATGCTTCGACAATAGATTTTGATTTCTTTGTAACACGTGGAGGAACTACTATAAATAAT 
T G P L T Q R Y R I R F R Y A S T I D F 0 F F V T R G G T T I N N 

1600 
TTTAGATTTACACGTACAATGAACAGGGGACAGGAATCAAGATATGAATCCTAT 



Bacillus thuringiensis cη 遺伝子同定法の確立 551 

1800 

GGATTTAGAAGCAGCGAAGAAAG叩GCTAGGCAGAACTTGTTTACACGTACAAGGGACGGATTACAGGTAAATGTGACAGATTATCAAGTGGACCAAG何
D L E A A K K A A R a N L F T R T R D G L a V N V T D Y a V D a A 

1900 

GCAAATTTAGTGTCATGCTTATCCGATGAAC川TATGGGCATGACAAAAAGATGTTATTGGAAGCGGTAAGAGCGGCAAAACGCCTCAGCCGCGAACG以
A N L V S C L S D E a Y G H D K K M L L E A V R A A K R L S R E R N 

2000 

ACTTACTTCAAGATCCAGATTTTAATACAATCAATAGTA品GAAGAGAATGGCTGGAAGGCAAGTAACGGTGTTACTATTAGCGAGGGC明TCCATTCTT
L L a D P D F N T I N S T E E N G W K A S N G V T I S E G G P F F 

2100 
TAAAGGT伺TGCACTTCAGTTAGCAAGCGCAAGAGAAAATTATCCAACATACATTTATCAAAAAGTAGATGCATCGGTGTTAAAGCCTTATACACGCTAT
K G R A L a L A S A R E N Y P T Y I Y a K V D A S V L K P Y T R Y 

2200 
AGACTGGATGGGTTCGTGAAGAGTAGTCAAGATTTAGAAATTGATCTCATTCACTATCATAAAGTCCATCTTGTGAAAAATGTACCAGATAATTTAGTAT 
R L D G F V K S S a D L E I D L I H Y H K V H L V K N V P D N L V S 

2300 
CC砧TACTTACTCGGATGGTTCTTGCAGTGGAATGAATCGATGTGAGGAACAACAGATGGTAAATGCGCAACTGGAAACAGAACATCATCATCCGATGGA
D T Y S D G S C S G M N R C E E a a M V N A a L E T E H H H P M D 

2400 
TTGCTGTGAAGCGGCTCAAACACATGAGTTTTCTTCCTATATTAATACAGGGGATCTAAATGCAAGTGTAGATCAGGGCATTTGGGTTGTATTAAAAGTT 
C C E A A a T H E F S S Y I N T G D L N A S V D a G I W V V L K V 

25ゆO

CGAACAACAGATGGGTATGCGACGTTAGGAAATCTTGAATTGGTAGAGGTTGGGCCATTATCGGGTGAATCTCTAGAACGGGAACAAAGAGATAATGCGA 
R T T D G Y A T L G N L E L V E V G P L S G E S L E R E a R D N A K 

2600 
AATGGAATGCAGAGCTAGGAAGAAAACGTGCAGAAATAGATCGTGTGTATTTAGCTGCGAAACAAGCAATTAATCATCTGTTTGTAGACTATCAAGATCA 
W N A E L G R K R A E I D R V Y L A A K Q A I N H L F V 0 Y Q 0 Q 

2700 
ACAATTAAATCCAGAAATTGGGCTAGCAGAAATTAATGAAGCTTCAAATCTTGTAGAGTCAATTTCGGGTGTATATAGTGATACACTATTACAGATTC町
a L N P E I G L A E I N E A S N L V E S I S G V Y S D T L L a I P 

2800 
GGGATTAACTACGAAATTTA叫CAGAGTTATCCGATCGCTTACAACAAGCATCGTATCTGTATACGTCTCGAAATGCGGTGCAAAATGGAGACTTTAACA
G I N Y E I Y T E L S D R L a Q A S Y L Y T S R N A V a N G 0 F N S 

2900 
GTGGTCTAGATAGTTGGAATACAACTACGGATGCATCGGTTCAGCAAGATGGCAATATGCATTTCTTAGTTCTTTCGCATTGGGATGCACAAGTTTCTCA 
G L 0 S W N T T T 0 A S V a a 0 G N M H F L V L S H W 0 A a V S a 

3000 
ACAATTGAGAGTAAATCCGAATTGTAAGTATGTCTTACGTGTGACAGCAAGAAAAGTAGGAGGCGGAGATGGATACGTCACAATCCGAGATGGCGCT叫T
Q L R V N P N C K Y V L R V T A R K V G G G 0 G Y V T I R 0 G A H 

3100 
CA∞AAGAAACTCTTACATTTAATGCATGTGACTACGATGTAAATGGTACGTATGTCAATGACAATTCGTATATAACAGAAGAAGTGGTATTCTACCCAG 
H a E T L T F N A C 0 Y 0 V N G T Y V N D N S Y I T E E V V F Y P E 

3200 
AGACAAAACATATGTGGGTAGAGGTGAGTGAATCωAAGGTTCATTCTATATAGACAGTATTGAGTTTATTGAAACACAAGAGTAGAAGAGGGGGATCCT 
T K H M W V E V S E S E G S F Y I D S I E F I E T a E 牟
AACGTATAGCAACTATGAGAGGATACTCCGTACAAACAAAGATTAAAAAAAGGTAAAATGAATA，GAACCCCCT ACTGGTAG 
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図13 N141株と Buibui株とのアミノ酸配列相同性のドットマトリックス比較

ザーチ条件 CMatch>=6/15， not scored) 

Fig. 13 Dot matrix comparison of amino acid sequence homology 

betwe巴nstrain N141 and strain Buibui 

Under the searching condition CMatch>6/15， not scored) 

pBN2はN141株の cη 遺伝子の N末端領域を含

んでいることが明らかとなった(図 15)。

pBN2クローンの一部塩基配列を決定した結果

〔図 16)，このクローンはN141株の cη 遺伝子の

プロモーター領域を含んで川、ることが明らかとなっ

た。この pBN2クローンと pBN1クローンを組み合

わせる (pBNむことで， N141株の cry遺伝子の

ORFを完全にコードし，さらにその cη 遺伝子のプ

ロモーター領域ならびにターミナル領域を含むフ.ラ

スミド (pHY/cryN141E)を構築した(図 17)。構

築したプラスミドは，エレクトロポレーション法に

よって，B. thuringiensis結晶非産生株に導入され，

結品非産生株で結晶を産生していることが， SEM 

による観察(図 18)によって確かめられた。

4.考察

近年，数種コガネムシ幼虫に対し殺虫活性を有す

るB.thuringiensis subsp. japonensis strain 

Buibui CBuibui株〉が分離され54)，コガネムシ幼虫

に対する微生物農薬としての可能性を持っているこ

とで注目されている。本教室保存の subsp.japonen. 

szsに属する B.thuringiensis分離株についてドウ

ガネプイブイ (Anomalacuprea)に対し活性を有す

る株を検索したところ， subsp. jゆonensis N141 

CN141株〕がBuibui株同様にドウガネブイブイに

殺虫活性を有することが認められた。したがって，

本実験ではこの N141株が産生する ICPがBuibui

株の ICPと同じ cη 遺伝子によってコードされて

いるのかを確かめるために以下の実験を行った。

N141株は， SEMによる観察により不定型の ICP

の産生が確認され(図 6)，また SDS-PAGEによる

解析結果よりこの ICPが主に約130kDaのベプチ

ドにより構成されている(図7)と考えられた点にお

いて， subsp. japonensisのtype strain2)， Buibui 

株70)と一致しており，特に相違は認められなかった。

しかしながら， type strainはコガネムシ類に対する

殺虫活性の報告はなされておらず54) N141株は

Buibui株同様の ICP遺伝子を有すると考えられ

た。そこで， N141株の ICP由来のペプチドである

H RV RV 

pBNl map 

RV HE H RV 

U.......J 
" 

pBN2 map 

RV HE H RV RV H 

" U.......J 
cryN141 ORF region 3510bp 

図15 pBNl， pBN2およびpBN3の制限酵素地図

E: EcoRI， H: HindIlI， RV: EcoRV 

Fig. 15 Restriction maps of pBN1， pBN2 and 

pBN3 

E:EヒoRI，H: HindIIl， RV: EcoRV 
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図14 アミノ酸配列の保存領域群

この領域はcη遺伝子にコードされる結晶タンパク質のすべてに保存されている

Fig. 14 Conserved amino acid sequence blocks 

Amino acid sequence blocks conserved for all crystal proteins encoded by cηgenes 
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 
TTTTAAATACATTGGAGTGTAATAGACTGGTATTGGAGGAACAAGTATGAATCGAAATAATCAAAATGAATATGAAGTTATTGATGCCCCACATTGTGGG 

M N R N N 0 N E Y E V I 0 A P H C G 

TGTCCGGCAGATGATGTTGTAAAATATCCTTTGACAGATGATCCGAATGCTGGATTGCAAAATATGAACTATAAGGAATATTTACAAACGTATGGTGGAG 
C P A 0 0 V V K Y P L T 0 0 P N A G L 0 N M N Y K E Y L 0 T Y G G 0 

ACTATACAGATCCTCTTATTAATCCTAACTTATCTGTTAGTGGAAAAGATGTAATACAAGTTGGAATTAATATTGTAGGGAGATTACTAAGCTTTTTTGG 
Y T 0 P L I N P N L S V S G K D V I 0 V G I N I V G R L L S F F G 

Eco RI 
ATTCCCCTTTTCTAGTCAATGGGTTACTGTATATACCTATCTTTTAAACAGCTTGTGGCCGGATGACGAGAATTCTGTATGGGACGCTTTTATGGAGAGA 
F P F S S 0 W V T V Y T Y L L N S L W P D D E N S V W D A F M E R 

500 
GTAGAAGAACTTATTGATCAAAAAATCTCAGAAGCAGTAAAGGGTAGGGCATTGGATGACCTAACTGGATTACAATATAATTATAATTTATATGTAGAAG 
V E E L I 0 '0 K I S E A V K G R A L D D L T G L 0 Y N Y N L Y V E 

CATTAGATGAGTGGCTGAATAGACCAAATGGCGCAAGGGCATCCTTAGTTTCTCAGCGATTTAACATTTTAGATAGCCTATTTACACAATTTATGCCAAG 
A L D E W L N R P N G A R A S L V S 0 R F N I L D S L F T 0 F M P S 

CTTTGGCTCTGGTCCTGGAAGTCAAAATTATGCAACTATATTACTTCCAGTATATGCACAAGCAGCAAACCTTCATTTGTTATTATTAAAAGATGCAGAC 
F G S G P G S 0 N Y A T I L L P V Y A Q A A N L H L L L L K D A D 

ATTTATGGAGCTAGATGGGGGCTGAATCAAACTCAAATAGATCAATTCCATTCTCGTCAACAAAGCCTTACTCAGACTTATACAAATCATTGTGTTACTG 
I Y G A R W G L N Q T Q I D Q F H S R Q Q S L T Q T Y T N H C V T 

CGTATAATGATGGATTAGCGGAATTAAGAGGCACAACCGCTGAGAGTTGGTTTAAATACAATCAATATCGTAGAGAAATGACTTTGACGGCAATGGATTT 
A Y N D G L A E L R G T T A E S W F K Y N Q Y R R E M T L T A M D L 

1000 
AGTGGCATTATTCCCATATTATAATTTACGACAATATCCAGATGGGACAAATCCTCAACTTACACGTGAGGTCTATACAGATCCGATTGCATTTGATCCA 
V A L F P Y Y N L R Q Y P D G T 刊 P 0 L T R E V Y T D P I A F D P 

CTGGAACAACCAACTACTCAATTATGTCGATCATGGTACATTAACCCAGCTTTTCGAAATCATTTGAATTTCTCTGTACTAGAAAATTCATTGATTCGTC 
L E Q P T T Q L C R S W Y I N P A F R N H L N F S V L E N S L I R 

CCCCGCACCTTTTTGAAAGGTTAAGTAATTTGCAAATTTTAGTTAATTACCAAACAAACGGTAGCGCTTGGCGTGGGTCAAGGGTAAGATACCATTATTT 
P P H L F E R L S N L Q I L V N Y Q T N G S A W R G S R V R Y H Y L 

GCATAGTTCTATAATACAGGAAAAAAGTTACGGCCTCCTCAGTGATCCCGTTGGAGCTAATATCAATGTTCAAAATAATGATATTTATCAGATTATTTCG 
H S S I I Q E K S Y G L L S D P V G A N I N V Q N N D I Y Q I I S 

CAGGTTAGCAATTTTGCIAGTCCTGTTGGCTCATCATATAGTGTTTGGGACACTAACTTTTATTTGAGTTCAGGACAAGTAAGTGGGATTTCAGGATATA 
Q V S N F A S P V G S S Y S V W D T N F Y L S S G Q V S G I S G Y 

Eco RV 1500 
CACAGCAAGGTATACCAGCAGTTTGTCTTCAACAACGAAATTCAACTGATGAGTTACCAAGCTTAAATCCGGAAGGAGATATC 
T Q Q G I P A V C L Q Q R N S T D E L P S L N P E G D I 

図16 cηN141のN末端側塩基配列と推定アミノ酸配列

Fig. 16 Nucleotide sequence and predicted amino acid sequence of the N-terminal half in cry一九'141
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図17 pHY/cη'N141プラスミドの構築

Fig. 17 Construction of pHY / cryN141 
針。 Promoter
Ter; Terminator 
AmpR; Ampicillin registant 
TetR; Tetracyc1ine registant 

130 kDaのペプチドを，モルモットに免疫し ICP抗

体を作製した。作製した N141株の ICP抗体を用い

て， type strainとN141株の ICP由来のベプチドと

のEIAを行った結果，どちらの株のペプチドにも抗

原体反応のシグナノレが検出された(図7)。このこと

により， N141株はコガネムシ類に活性のある ICP

の他に， type strainと同様な ICPを有しているこ

とが示唆された。しかし，本実験ではN141株のコガ

ネムシ類に対する殺虫活性に着目し，その活性を有

す cη 遺伝子のクローニングを行った。

N141株の cry遺伝子(cryN141遺伝子〉のクロー

ニγグは，まずλgtllを利用して N141株の遺伝子

ライブラリーを作製し，そのライブラリーを， N141 

株の ICP抗体によってスクリーニングした。その結

果， 3.4 kbのインサート DNA断片をもっ λgN1

が得られた(図8)。この DNA断片を解析するため

に， 3.4 kbインサート DNA断片をプラスミドベク

ターpBluescriptII SK(一〉の EcoRI部{立にサブク

図18 BT51株で発現された cryN141タンパク賓の電子顕微鏡写真

Fig. 18 Scanning electron micrograph of cηN141 protein expr巴ssedin BT51 strain 
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ローニングした〔図 9)。

pBN1がN141株由来であることを確かめるため

に， pBN1の0.86kb Hind III断片をプロープとし

たサザンハイブリダイゼーションを行った結果，

pBN1はN141株のchromosomalDNA上に存在

していることが示唆された(図 10)。また， type 

strainのchromosomalDNAに対して，微弱なシグ

ナノレが検出されたことから， type strainがプロープ

として用いたpBN1の0.86kb Hind III断片に対

しホモロジーを有する領域を含んでいると考えられ

た。

pBN1にコードされている結晶タンパク質を解析

するために， pBN1で大腸菌(DH5αTM)を形質転

換し， IPTGでの誘導によって発現させたタンパク

質をN141株のICP抗体を用いたEIAにより解析

したところ， pBN1を持つ形質転換体の約130kDa 

のペプチドに抗原抗体反応のシグナルが検出された

(図 11)。以上の結果から， pBN1はcη!N141遺伝

子をコードしていると考えられた。そこでpBN1の

構造解析を行うために，ダイデオキシ法による

pBN1塩基配列の決定を行った。

pBN1のlacZ遺伝子の5'側の EcoRI部位から

インサート DNAの塩基配列を決定した(図 12)。決

定した範聞における 3つの枠について ORFの検索

を行ったところ， 1つの大きなりーディグフレーム

が認められた。このフレームとベクターとして用い

たpBluescriptII SK(ー〉の lacZ遺伝子のフレーム

を検索したところ，これらのフレームは一致してい

た。このことから N141株のICP抗体に抗原抗体反

応のシグナルを示したpBN1を持つ形質転換体の

約130kDaのペプチドは(図 11)，lacZ遺伝子の β

ーガラクトシダーゼの N末端側の一部との融合タン

パク質であると考えられた。

このフレームから推定されたアミノ酸配列と

Buibui株の cry遺伝子のアミノ酸配列29)とのホモ

ロジーをドット・マトリクス法により解析した。そ

の結果，いくつかのホモロジーの高い領域が認めら

れた(図 13)。これらの領域は，B. thuringiensisの

cη 遺伝子に共通してみられる，アミノ酸配列にお

ける保存領域28)を含んでトいた。そこでpBN1の解析

を行ったフレームのアミノ酸配列について，保存領

域(block1~5) の検索を行ったところ，従来報告さ

れている cη遺伝子と同様に保存された5つの

blockが認められた(図14)。しかしながら， pBN1 

とBuibui株の cη遺伝子が類似した遺伝子である

と考えた場合， pBN1の解析した領域は， Buibui株

のcη 遺伝子のアミノ酸配列と比較して block1の

上流域のアミノ酸の数が明らかに少なかったことか

ら， pBN1はcη<N141遺伝子の開始コドンからアミ

ノ酸で100残基程度欠けていることが推察された。

pBN1の解析を行ったフレームのアミノ酸配列

と，従来報告されている cη遺伝子のアミノ酸配列

についてクラスター解析15)を行ったところ， pBN1 

は， Buibui株の cη遺伝子と αylG遺伝子聞のグ

ループとされた(図 19)。このことから，cη'N141遺

伝子は， Buibui株の cry遺伝子の同様にドウガネプ

イブイに対し殺虫活性を有する可能性が考えられ

た。また，鱗麹目昆虫である Galle巾 mellonellaに

対する殺虫活性を有する ICPをコードしている

cηJ/G遺伝子とも類似していたことから cη!N141

遺伝子は，鱗麹目昆虫に対しでも殺虫活性を有する

可能性も考えられ，興味が持たれた。

以上のことから， pBN1の解析したフレ}ムのア

ミノ酸配列と Buibui株の cη 遺伝子のアミノ酸配

列において部分的に高いホモロジーが認められたも

のの cη<N141遺伝子と Buibui株の cry遺伝子は，

同ーの遺伝子ではないことが示唆された。

cryN141遺伝子の N末端側の解析ならびにコー

ドされている cryN141タンパク質の発現を解析す

るために，cryN141遺伝子ORFの全長クローンの

グローニングを行った。 pBN1の0.86kb Hind III 

断片をプロープとしたサザンハイブリダイゼーシヨ

ンにより，制限酵素 EcoRVで処理した N141株の

全DNAの3.6kb付近にシグナルが検出されたた

め(図10)，この 3.6kb付近の EcoRV断片の遺伝

子ライブラリーを作製し， 0.86 kb Hind III断片を

プロープとしてスクリーニングを行った。その結果，

pBN2がスクリーニングされ，このクローンが

cη<N141遺伝子の開始コドンおよびcη遺伝子の

プロモーター領域に認められるモチーフを含むク

ローンであった(図 15，16)。一方， pBN1は，塩基

配列決定により N141株の cη 遺伝子のstopコド

ンならびにcη 遺伝子のターミネーターに特徴的に

認められる invertedrepeat(IR)を含むターミナノレ

領域までコードしていた(図 12，16)。そこで， pBN1 

クローンと pBN2クローンを用いて，大腸菌ならび

に枯草菌のシャトルベクターである pHY300PLK

にcη'N141遺伝子発現プラスミドを構築した(図
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図19 結晶タンパク質問におけるアミノ酸配列の相向性に基づくデンドログラム

Fig. 19 Dendrogram showing amino acid sequence homology among crystal proteins 
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16. 17)。この構築された pHY/ cry N141は，大腸菌

のMCR株でのスクリーニングの後に，エレクトロ

ポレーション法によって B.thuringiensis結晶非産

生株 (BT51株〉に導入した。その結果. BT51株に

おいて結晶タンパグ質を産生し(図 18)さらに.SDS 
-PAGEによるプロトキシン解析およびN141株の

ICP抗体を用いたエンザイムイムノアッセイによっ

てcryN141タンパク質が発現していることが明ら

かとなった。この発現タンパク質について数種鱗麹

目昆虫(カイコ， コナガ，ハスモンヨトウ〉に対し

て殺虫活性判定を行ったが，殺虫活性は認められな

かった。今後，その cryN141発現タンパク質のドウ

ガネブイフイに対する殺虫活性試験を行うことが必

要である。また.cryN141遺伝子のコガネム、ン類の

殺虫活性機構を解明することで， コガネムシ類に対

する特異的殺虫活性機構の解明につながることが期

待された。

IV.総合考察

A B. thun'ngiensisのcry遺伝子同定と新規B

thuringiensisのcη 遺伝子について

本報告において.B. thuringiensisのICP遺伝子

の同定を PCR法を用いて行った。すなわち.cryI遺

伝子から cryIV遺伝子それぞれの cη 遺伝子の特

異的な領域を選びDNAプライマーを合成した。そ

の結果.B. thuringiensis菌株のそれぞれの cη 遺伝

子同定を簡便に行うことができた。また B.thuriη-

giensis菌株における cryI遺伝子の同定により数種

鱗題目昆虫に対する殺虫活性を推定することができ

た。 B.thun'ngiensis菌株における cηH遺伝子の同

定を行った結果，ヤマトヤブカに対して殺虫活性の

強い B.thuringiensis菌株の選抜が可能となった。

cryIII遺伝子の同定を行ったところ，当研究室保存

のB.thuringiensis分離株においてはsubsp.mor-

risoni tenebrionisのcryI1IA遺伝子以外の cryIII

遺伝子は同定できなかった。今後.cηWB遺伝子か

らcryIIID遺伝子までの cηW遺伝子を有してし、

るB.thuringiensis菌株を得，殺虫活性の調査なら

びに cryIII遺伝子のプローブ作成を行い，鞘麹目昆

虫に対する殺虫活性を有する B.thuringiensis菌株

の選抜を行う必要が考えられた。 cη'IV遺伝子の同

定を行ったことで，双趨目昆虫に対して強し、殺虫活

性を有している B.thuringiensis subsp. israelensis 

の選抜が可能となった。

本実験において確立した PCR法に基づいてこれ

らの B.thuriη!giensis菌株の有する各 cη 遺伝子の

同定を行った結果， ドウガネブイブイに活性を有す

るsubsp.japonensis N141株が選抜された。このた

めN141株がコードしている cη 遺伝子のクローニ

ングならびに塩基配列の決定を行ったところ.N141 

株がコードしている ICP遺伝子は，鱗麹目昆虫に殺

虫活性を示す cryIA(α〕遺伝子ならびにドウガネブ

イブイに活性の他の cηN141遺伝子を有すること

が明らかになった。 cηN141遺伝子はsubsp

jゆonensisBuibui株の ICP遺伝子にアミノ酸配列

において約60%の相同性を有していた。ひきつづき

cryN141遺伝子を，結晶タンパク質を産生しないB.

thuringiensis菌株(BT51)で、大量に発現させた。今

後は，さらに鞘麹目昆虫の詳細な殺虫活性検定を行

う必要が考えられた。

以上のように B.thuriηgiensis菌株の cη遺伝子

の同定を行うことでより殺虫活性の高い，また，殺

虫活性スペクトラムの広い性質をもっ B.thuriη-

giensis菌株の選抜が可能となった。

摘要

本報告において • B. thuringiensis菌株の有する

cryI遺伝子から cη'IV遺伝子までの同定を PCR

法によって簡単に行うことができた、この方法を用

いて，当研究室で分離ならびに同定された B.thur-

ingi.仰 szs菌株の cη 遺伝子の同定を行った。その結

果，ヤマトヤブカに対して強い殺虫活性を示すB

thuringiensis菌株の選抜が可能となった。また，鞘、

題目昆虫に対して殺虫活性を有する cryIII遺伝子

については.subsp. morrisoni tenebrionis以外にお

いては同定できなかった。

しかしながら，本報告において確立された PCR

法による B.thuringiensis菌株の有する cη 遺伝子

同定法によって，鞘麹目昆虫であるドカガネブイブ

イに対して殺虫活性を有する，新しい cry遺伝子

(cryN141)を持つsubsp.japonensis N141が選抜

された。本報告では，この cryN141遺伝子のクロー

ニングならびに BT51株での発現を行った。今後

cryN141遺伝子発現タンパク質の殺虫活性検定を

詳細に行う必要があると考えられた。

本報告で確立された. PCR法を用いた B.thurin-

giensis菌株の cη 遺伝子の同定により，有用な殺虫
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活性を有する B.thuringiensis菌株の選抜が可能と

なった。
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Summary 

A gene identification method utilizing polymerase 

chain reaction CPCR) was investigated in order to 

evaluate its application to Bacillus thuringiensis cη 

genes. A major objective of this study was to pre. 

dict the insecticidal spectrum of a newly isolated B. 

thuringiensis strain based on its gene contents. 

B. thuringiensis is known for its pruductiun uf in. 

secticidal proteins. Since these proteins are crystal. 

lized in the bacterial cells， they are called crystal 

proteins and their genes “cη" Numerous cηgenes 

encoding for the insecticidal proteins have been 

identified. In this study， those genes were cloned 

and expressed in Esche門chiacoli to obtain pure pro. 

teins individually. Insecticidal activities of these 

proteins were determined in Bombyx mori， Plutella 

xylostella， Spodoptera litura， A edes jaρonicus， 

Anomala cuprea. 

Proteins encoded by seven type-I cηgenes， 

cη'IAa， cryIAb， cryIAc， cryIB， cryIC， cryID and 

cryIE， were found to be active against these le 

pidopteran species. However， activity level of each 

protein differed significantly. For example， the 

CryIAa protein was found to be very active against 

B. mori but not active against S. litura. The study 

further indicated that the CryIIA， CryIV A， CryIVB， 

CryIVC and CryIVD proteins were active against A. 

jゆonicus，the mosquito species used in this study， 

while CryIIB was not. The CryIIIA protein has 

been reported to be active against coleopteran 

species such as Lψtinotarsa decemlineata， but no 

activity was found against A. cuprea 

In order to determine cry gene types in B. thurin. 

giensis isolates by the PCR method， a set of specific 

primers were designed for each gene and synthes. 

ized by a DNA synthesizer. The study demonstrat. 

ed that these primers were specific enough to deter. 

mine cηgene types in B. thuringiensis strains. A 

number of B. thuri・ngiensis isolates were then 

screened with this PCR method， and their cηgene 

types were d巴termined. When two sets of informa. 

tion， gene types and insecticidal activity spectra of 

individual gene products， became available， it was 

found that identification of gene types in a B. thur. 

ingiensis isolate could be used to obtain an accurate 

prediction of its insecticidal activity. Using this 

technique， several interesting B. thuri珂giensisstrains 

with unique activities against dipteran and 

coleopteran species were isolated. 

This study further describes c10ning of a novel 

coleoptera -active CIッ gene. A B. thuringiensis 

strain called N141 was isolated from deceased A. 

cuprea and found to be quite active against this 

insect. A 135-KDa crystal protein was isolated 

from the N141 isolate. After the insecticidal activ. 

ity of the isolated protein was confirmed an antiser-

um was produced against this protein. In order to 

clone the cηI gene coding for this scarab beetle 

active protein， a gene library was made in λgtll. 

Cloning of this gene was made by antiserum 

screening of theλgtl1 library. The c10ned gene 

was tentatively called cηN141 and its full nu. 

c1eotide sequence was det巴rmined. Sequencing 

revealed that this cηN141 gene is quite unique as it 

differs by 40% from the previously known scarab 

beetle-specific cry gene (U04366). 


