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緒  言 

 

Bacillus thuringiensis (BT)製剤は，作物や森林保護等のために世界中で最も

広範に使用されている微生物殺虫剤である 。 その有効成分は ，細菌

B.thuringiensis の産出する結晶性殺虫蛋白 (ICP) の１つであるδ内毒素（δ

endotoxin）で，殺虫活性の種特異性が高く，かつ他生物への影響が少ないことを特

徴とする。本菌の最初の発見は日本人の石渡（１９０１）によるもので，軟化病により死

亡したカイコ(Bombyx mori) 幼虫の中に見出され，卒倒菌 (Bacillus sotto) として報

告された。その後，ドイツでスジコナマダラメイガ（Ephestia kühniella）からも同様の菌が

発見され，B. thuringiensis Beliner (1911)と命名され，これが正式名称となった。 

B.thuringiensis菌は好気条件下でよく生育し，栄養の欠乏や乾燥などの好ましく

ない環境下では芽胞をつくる。この芽胞形成時に多量の ICPが合成される。菌の細胞

内でこの蛋白が凝集して結晶性封入体を形成し，外側の細胞膜が壊れ芽胞と ICP が

放出される（Fig.1）。 

Hannay(1953)は B.thuringiensis が胞子の他に結晶を産出することを最初に発

見し，Angus (1956) はこの結晶そのものが殺虫性に関与していること，さらに B. 

thuringiensis のsotto株のカイコ幼虫に対する殺虫性を確認した。さらに，Heimpel 

and Angus (1959)は，鱗翅目昆虫に対する ICPの作用機作について報告し，Heimpel 

(1967) は B.thuringiensisの病理学的研究と ICP生産菌の分類学的まとめを行った。

胞子とともに菌体内に形成される結晶は，当初は封入体とよばれ，化学的にもその構

成成分が調べられた。その結果，この封入体は蛋白質からなることがわかった(Hannay, 

1956)。一方，Angus は殺虫活性本体であるこのδ-内毒素を，bacterial insecticides 

（微生物殺虫剤） として位置づけるとともに実用化を進めた（Heimpel and Angus, 

1959, 1960; Angus, 1968）。 

Ｈｏｍｅｓ and Monto (1965) は，δ-内毒素蛋白の分子量を 230kDa であるとし， 

Nagamatu et al. (1978) は sotto株の δ-内毒素が分子量 262kDa，232kDa，135kDa

の３つの重合成分からなることを示した。これまでに報告されていた B. thuringiensis 

の各菌株のδ-内毒素蛋白の分子量が次々報告され， δ-内毒素は 135kDa の前駆体

蛋白として存在することが確認されている (Chestukhina et al., 1980; Nagamatsu et 
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al., 1984; Ogo et al., 1990; Masson et al., 1990)。 

一方，分子生物学的な手法も進み IＣＰをコードする遺伝子を明らかにするために，

その遺伝子のクローニングとその DNA の塩基配列の決定が試みられ，1981 年，ワシ

ントン州立大学の Whiteley らのグループが，B. thuringiensis serovar kurstaki  

HD-1 において最初にδ-内毒素遺伝子のクローニングに成功し  (Schnepf and 

Whiteley, 1981)，その後 Schnepf et al. (1985) により，ＨＤ－１株，Shibano et al. 

(1985) により B. thuringiensis serovar sotto株など，各δ-内毒素遺伝子の塩基配

列が明らかにされた。 

Höfte et al. (1988) はδ-内毒素遺伝子の塩基配列中に５カ所の共通領域があるこ

とを明らかにし，Höfte and Whiteley (1989) は，特異的殺虫活性と塩基配列の共通性 

(homology) に基づいて，δ-内毒素を鱗翅目, 双翅目, 鞘翅目およびその他昆虫に特

異的な活性を持つ CryI から CryIV のグループに分類した。その後新しいＩＣＰの報告

が増加するにつれて，特異的殺虫活性のみに基づく分類では対応できなくなり，現在

では Crickmore et al. (1995) が提案した ICPのアミノ酸相同性に基づく新しい分類法

が採用されている。また特異的殺虫活性に基づく分類の表記は，従来のローマ数字 

(I，II, III, …) からアラビア数字 (1, 2, 3, ･･･) に変更され，1996 年現在，Cry1 から

Cry23 までのグループに分類され，１００種以上のＩＣＰの遺伝子が登録されている（飯

塚，1997）。 

このように B.thuringiensisの産出するδ-内毒素の性質が明らかになるのと前後し

て，δ-内毒素を主成分とする殺虫剤（ＢＴ製剤）としての利用が世界中に広まり，1974

年には，我が国でも最初の商業用製剤が登録になり, 主に鱗翅目やコガネムシ類な

どの害虫を対象に現在 11製剤が微生物農薬として登録されている｡ 

微生物殺虫剤といえども農薬である以上，その効力や品質面での信頼性を確保す

るために客観的生物活性(力価)を備える必要がある｡ 化学殺虫剤では化学分析で

容易に力価を決定できるが, 微生物殺虫剤では製造過程での有効成分の不活性化

や病原性の変異の問題があり，そのため微生物殺虫剤の力価は生物検定で決めるの

が最適の方法とされている (福原, 1979)。力価は含まれるδ-内毒素の量に依存し，

定められた標準のＢＴ製剤の致死活性との比較によって示される。このため鱗翅目に

活性をもつＢＴ製剤は，カイコを使った生物検定法によって力価が検査されている

（Aizawa, 1976; 松本, 1999）。 
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生物検定法については，約 50 年前に最初の商業用製剤（以下，製品）が登場して

から，多くの国で，製品の比較のために必要な手法がいろいろ考案されてきた。最初

のプロトコールは胞子の計数に基づくものであったが，胞子数は本菌の ICP 含有量を

反映せず，この方法は不正確であったのでかなり多くの製品で問題が生じた

(Bonnefoi, 1958; Skovmand et al., 2000)。次に，フランスでＢＴ製剤が商業用に

開発された時に，製品と標準となるＢＴ製剤（標準製剤）の半数致死活性（LC50）の比較

に基づく力価法（生物検定法）が開発された（Bonnefoi, 1958; Burgerjon and 

Dulmage, 1977）。この方法により，毒素量に依存した力価を決められた標準製剤と致

死活性を比較することで相対的な力価を示すことができるようになった(Skovmand et 

al., 2000)。同法は製品の信頼性を著しく高めたのみならず，工場における発酵や製

剤開発のための基準となり，その後商品化され販売されるＢＴ製剤の品質管理の基準

法として定着した。 

我が国では，２５年前にＢＴ製剤の農薬登録が検討された際に，農薬の適正な品質

管理の目的で，この力価法に基づいたカイコに対する生物検定法が採用された（ＢＴ

製剤研究会，1973； Aizawa, 1976; 松本,1999）。しかし，ＢＴ製剤の力価は，益虫の

カイコではなく標的昆虫である他の鱗翅目害虫を用いるべきであるとの議論があった

ことから，コナガ(Plutella xylostella), ハスモンヨトウ(Spodoptera litura)，ドウ

ガネブイブイ(Anomala cuprea)についても力価法が検討された(土山, 1978; de 

León et al., 1995; Asano et al., 1994; 浅野･鈴木 , 1995; Suzuki et al., 

1992; Inagaki et al., 1992)。さらに，これらの検討の中でＢＴ製剤の投与法として，

飼料混入法（Aizawa,1976; 浅野ら, 1997），直接経口投与法(石黒·宮園, 1979)，

葉面施用法(de León and Ibbara, 1995) などの方法も検討された。 

一方，このように力価法に他の鱗翅目害虫を用いる試みは,植物検疫上の問題から

供試する昆虫種によっては国際間の移動が制約され製品の力価を国際的に比較しに

くいこと，感受性が高く, かつ均質な集団の安定的な供給がむずかしいなどの問題が

残った｡ したがって，Heimpel (1967) が指摘したように,標準的な供試昆虫としてカ

イコを用いる生物試験法が現在でも採用されている。  

しかし，このように農薬の適正な品質管理の目的で保管されてきた各製品の力価の

基準となる標準製剤の保管期間（全暗，５℃下）が１９９６年の時点で２０年を越えるも

のも出てきた。このような古い標準製剤の更新，さらに新剤の登録のための標準製剤
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の設定において，標準製剤の測定力価がメーカーと登録検査機関である農薬検査所

の間で一致しない事例が発生した(Table 1)。 

この原因が生物検定に使われた人工飼料の違いや製剤成分の劣化，カイコ飼育条

件等の違い等によるものと考えられた｡ これが本研究を実施することになった主な背

景である｡  

ＢＴ製剤の適正な力価を評価するためには，活性成分である結晶性殺虫蛋白

（ICP），つまりδ-内毒素の作用機作を十分知る必要がある。Heimpel (1967)は，「感受

性昆虫がＩＣＰを食下すると，昆虫の種類によって異なるが通常 pH１０前後のアルカリ

性消化液で溶解され毒素蛋白の前駆体（プロトキシン）となる。これがさらに消化液中

のプロテアーゼによって分解され活性のある毒素蛋白（トキシン）となって中腸組織が

破壊され最終的には敗血症を起こして死亡する」とした。それ以後もδ-内毒素の作用

発現機作についての議論が続けられ，培養細胞を用いてδ-内毒素の影響を調べる手

法なども試みられ，バリノマイシンがδ-内毒素の活性を阻害する性質 (Angus,1956) 

をうまく利用して Na+と K+の存在が活性を発現させるために必須であること (Himeno, 

1987, 1988) などの特性が明らかにされた(Honée and Visser, 1993)。 

作用機作に関しより新しい研究を行ったのは，ケンブリッジ大学の Ellar らのグルー

プであった(Knowles and Ellar, 1987)。彼らは，δ-内毒素の役割は，中腸細胞に対す

るコロイド状浸透性崩壊（Colloid-osmotic lysis）をもたらすもので，感受性昆虫の細胞

膜に存在する受容体蛋白とδ-内毒素が種特異的に結合することによって細胞膜に小

さな孔（0.5～1.0µm）を生じ，そこからの溶液の侵入が細胞崩壊をもたらすとした。この

Ｅｌｌａr らのグループの説をさらに決定づけたのが Li et al. (1991) によるδ-内毒素の構

造決定である。彼女らは，甲虫類に活性を持つδ-内毒素の１種の CryIIIA (Cry3A) の

ICP結晶をＸ線解析し，α-helix部分と β-sheet部分をもつ３つのドメインからなる内毒

素 Cry3Aの立体構造を明らかにした。さらに，Ge et al. (1989) がカイコに特異的殺虫

活性を示す領域として，Block 3 の N-末端側直前のアミノ酸配列として３３２番目から

450番目を指摘しているが，この部分はドメイン IIに位置しており，このためドメインＩＩの

どのアミノ酸が殺虫活性の決定に重要であるか多くの研究者による検討がはじまった

(Gilmore and Blobel, 1985)。特にWolfersberger et al. (1987) によって昆虫の中腸細

胞に存在する BBMV (Brush border membrane vesicles) 分画を容易に調整することが

可能となってからは受容体蛋白と ICP との結合のメカニズムの解明にも一層の関心が
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持たれるようになった(Hofmann, 1988a, 1988b; Garczynski et al., 1991; Gill et al., 

1995)。 

しかし，受容体蛋白とδ-内毒素との結合のメカニズムや種特異性の発現機構につ

いては, まだ完全な解明に至っていない。Ellar らのグループ(Knowles et al., 

1991)は, ＢＴ製剤の特徴である標的昆虫に対するδ-内毒素の種特異性の発現機構

についてもコロイド状浸透性崩壊説で説明できるとしていた(Haider et al., 1986)。

しかし，ＢＢＭＶを用いたＳＤＳ－ＰＡＧＥやウェスタンブロットによる実験の結果，各δ-

内毒素同士や受容体候補のアミノペプチダーゼ Ｎ (APN) だけでなく，蛋白分子量

の試薬であるβ-ガラクトシターゼ(Sanchis and Ellar，1993)や，ビオチン化したウシ

血清アルブミン(Du and Nickerson, 1996)などとも結合性があることが明らかになって

きた。さらに，Ｓａｔｏらのグループは B.thuringiensis の受容体候補である APN とδ-

内毒素の結合性を SDS-PAGEやウェスタンブロットで調べる過程で，偶然，蛋白の分子

量の試薬であるミオグロビン，並びに遺伝子分析用の試薬であるリボヌクレアーゼ Ａ，

炭酸脱水素酵素，グルコース６燐酸脱水素酵素など１２種の蛋白もδ-内毒素のいくつ

かと結合性を持つことを確認している（佐藤，1998）。このことは，最初に Ellar らが考

えたように， δ-内毒素と感受性昆虫の受容体蛋白との結合は，厳密に種特異的に決

定されたものではないことを示している。これに対し Ellar らのグループ(Knowles et 

al., 1991)は, 既にＮ-アセチルガラクトサミン(GalNAc)やＮ-アセチルグルコサミン

(GluNAc)等の糖鎖の存在が，B.thuringiensis の殺虫活性に影響することを報告し

ており，感受性昆虫の受容体候補である APN にある複数個の N-型糖鎖サイトが，

B.thuringiensis の殺虫活性や種特異性に影響するとの報告（Denolf et al., 

1993; Kowles et al., 1994）を受けて，これらの糖鎖が中腸上皮細胞の浸透崩壊の

引き金になるとの説(Carroll et al., 1997) が有力になってきている(Jenkins et 

al., 2000)｡ 

このように，鱗翅目に活性をもつδ-内毒素の中でも Cry1A グループについては，そ

の受容体蛋白候補であるアミノペプチダーゼ Ｎ （APN） との結合能や結合部位のア

ミノ酸配列によりその種特異性や毒性が決定されるメカニズムが解明されはじめている。

しかし，同じ鱗翅目に活性のあるδ-内毒素の１種である Cry1Cの作用機構の解明は遅

れている。これは，その活性発現が Cry1Aグループと共通する接続部位を持つだけで

なく(Luo et al., 1996)，異なる独特な接合部位を持つとの説 （Sanchis，1993; 
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Maagd et al., 1996,1999,2000; Park et al., 2000） が報告されていることからも

伺われる。 

さらに，Cry1Aグループのコナガ等に対する野外での抵抗性に関しては，数万倍の

程度に達した例も報告されているが，Cry1C に対する抵抗性の発達は，２～４倍にとど

まり，交差抵抗性も見られない(Tabashnik et al., 1996)。実際の生物検定でも，

B.thuringiensis serovar kurstaki 系統の製剤活性 (LC50) は従来の手順どおり

の方法でも実施者間の差異が生じにくいのに対し，B.thuringiensis serovar 

aizawai 系統の製剤では，実施者間における活性の差異が起こりやすい。従って

aizawai 系統由来のδ−内毒素である Cry1C を主成分とするＢＴ製剤では，生物検定

実施にあたり，実験時の温度，照度等の条件に対しより厳密な操作手順を定める必要

がある。また，もしδ-内毒素間で活性発現のメカニズムが異なれば，ＢＴ製剤の生物検

定時の力価を適正に評価する上で障害となる条件が変化することが予想される。従っ

て，このように力価の正確な評価にとって障害になると考えられる他の要因の解明に

ついても，ＢＴ製剤（特に B.thuringiensis serovar aizawzi系統）の品質を適正に管

理する上で重要である。以上の理由から，本研究では主に B.thuringiensis serovar 

aizawai 系統の製剤を用いて生物検定を実施し，ＢＴ製剤のカイコに対する殺虫活性

（力価）に影響を与える緒要因について検討し，その結果をもとに今後の品質管理の

あり方について論じた。 
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5µm5µm5µm5µm

Fig. 1.  Scanning electron micrograph of Bacillus thuringiensis serovar aizawai spores

and toxin crystals on culture medium. Specimen was applied by the low-vacuum SEM

freeze-drying method (Suzuki et al., 1995). 〈: spore; ⇑: toxin crystal. 
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Table 1.   Estimated potency and appraisal of four BT formulation self-standard samples determined by the 

manufacturers and by Agricultural Chemicals Inspection Stations (ACIS) with a silkworm bioassay 

(Aizawa, 1973) in 1996. 

 

Manufacturer ACIS Appraisalc Factors  

PVa Slopeb PVa Slopeb   (Presumption) 

1 1000 2.72  1700 (1,483-2,007) 3.67 B Dietd, Dark 

2 1000 5.29    925 (  575-1,080) 5.10 A Diet 

3 1000 4.21  

      

1,409 (1,276-1,603) 5.42 B Dietd 

4 1000 4.15    916 (  815-1,022) 5.23 A Diet 

             

 
a Potency value:  PV (Bombyx mori unit, BmU) = (ACIS's LC50/Manufacturer's LC50) ×103) 

b Regression line slopes 

c A: Both intercepts and slopes of each regression line are not significantly different, B: Slopes are not 

significantly different in the likelihood ratio tests (Russell et al., 1977) at p≦0.05.   

d Commercial artificial diet was used. 

 



第１章 長期保存後のＢ Ｔ製剤の劣化と殺虫活性 

１－１  長期保存による Ｂ Ｔ製剤の劣化の有無 

 

生物検定法で用いられる Ｂ Ｔ製剤の標準品は製剤の品質を管理する上で重

要であ り標準品は長期間品質が安定しているこ とが前提となっている 。  

Ｂ Ｔ製剤の活性を低下させる要因と しては, 野外においては紫外線及び紫

外線と乾燥の複合的影響が知られている (Ignoffo et. al, 1977; Morris, 

1983; Choen, 1991; 宮園ら, 1998 ； de León et al., 1995) 。 このため紫外

線による影響を考慮して ，すべての標準品は全暗下での保存が義務づけられて

いる 。 Heimpel(1967)及び岩花(1987)は， Ｂ Ｔ製剤やB.thuringiensis 菌の殺

虫活性の保存性が5-10年間にわたっても安定であったと記述している ｡ しかし

ながら ， 5℃, 全暗下 （紫外線遮蔽 ） において10年以上もの長期保存された製

剤の劣化の有無については , ほとんど報告例がない ｡  

したがって，本章では17年～22年にわたって保存されていた標準製剤と新

剤を生物検定法によ り比較し ，規格実験法と して同法の評価を行い， また，長

期保存がＢ Ｔ製剤の活性低下の要因とな り得るかど うかを検討した 。 また長期

保存による影響が認められた場合にはその原因を特定し保存方法 (設定温度

等 ) も含めた評価法の改善に役立てる こ と と した ｡   

 

材  料  お  よ  び  方  法 

１ ．供試Ｂ Ｔ製剤 

長期保存標品とはカイコ幼虫に対して保存開始時に1000相当の力価と濃度

-致死回帰直線式が確認されている標準製剤である ｡ このよ うにして長期保存

された標品の うち, 今回の試験に用いた 3種 4標品については, いずれも保存

期間が15年を越えた長期保存標品である 。 また，本項の実験に用いた長期保存

標品及び同新剤の製造所, 商品名, 保存条件およびB.thuringiensis の系統は

以下の通りである ｡ なお， BO-79F, BO-75, SO-74, SN-96 の各標品については

劣化の有無の確認のために， SDS-PAGE泳動による分析に使用した。  

 

( １ )長期保存標品 （ 製造後の保存期間が１ 5年以上 ）  
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バシレッ クス水和剤１ (塩野義製薬株式会社, serovar kurstaki及び

aizawai混合製剤) (  80℃, 全暗, 17年保存 ) ： BO-79F 

バシレッ クス水和剤２ (塩野義製薬株式会社, serovar kurstaki及び

aizawai混合製剤)( 5℃, 全暗, 21年保存 ) ： BO-75  

セレク トジン水和剤 (協和発酵株式会社 , serovar aizawai 製剤)( 5℃, 

全暗, 22年保存 ) ： SO-74  

ダイポール水和剤 (住友化学工業株式会社, serovar kurstaki製剤) 

(5℃, 全暗, 18年保存 ) ： DO-80  

 

( ２ )新剤 （製造後の保存期間が２年以内， ５℃保存 ）  

バシレッ クス水和剤 (塩野義製薬株式会社, serovar kurstaki及び

aizawai混合製剤 ) (新剤) ： BN-96  

セレク トジン水和剤 (協和発酵株式会社 , serovar aizawai 製剤)(新剤)  

： SN-96  

ダイポール水和剤 (住友化学工業株式会社, serovar kurstaki製剤 ) （新

剤 ） ： DN-96  

 

2. 供試虫 

鐘紡シルク (株 ) よ り購入のカイコ (春嶺×鐘月 ) の卵を, 湿度 90%, 

25℃, 16L-8Dの長日条件下でふ化させ ,透明アク リルケース （ ２ ５× ３ ０× ５

ｃ ｍ ） の底に保湿のためのペーパータオルを敷き ， １ケースあた りふ化幼虫が

500～ 800頭になるよ うに入れて，湿度 40%程度の恒温器内で自家調整の人工

飼料を与え 3令まで飼育した ｡飼育に当たっては恒温器内の照度, 餌条件によ

り幼虫の生育度合い (特に令期 )や生体重に大きな差が生じないよ う細心の注

意を払った ｡ また供試の幼虫については大き さを出来る限りそろえるため平均

的な体長のものを目視によ り選別して用いた ｡   

  

3. 人工飼料 

こ こで使用する人工飼料は農薬検査所において力価検定に用いる標準飼料

（以下Ｓ ＴＮ飼料 ） でその組成，購入先および調合法は, 以下の通りである ｡   
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 乾燥クワ葉粉末 (片倉工業株式会社, 東京 ) 50g, 乾燥ダイズ粉末 (同左 ) 

25g, し ょ糖 (和光純薬工業株式会社, 大阪) 5g, L-アスコルビン酸 (関東化

学株式会社, 東京) 2g, クエン酸 (同左) 3g, セルロース粉末(Whatman 

international Ltd, USA) 10g, 寒天粉末 (関東化学工業株式会社, 東京) 

5g, ソルビン酸 (和光純薬工業株式会社, 大阪) 0.2g，サリチル酸 (国産化学

株式会社, 東京 ) 0.25g, アク リル酸 (和光純薬工業株式会社, 大阪 ) 

0.25g, および蒸留水  233ml( なお, ク ワ葉粉末, 乾燥ダイズ粉末, 蒸留水以

外はすべて試薬特級品を使用した ) 。上記の成分を全て混合した後に電動撹拌

機で 1時間撹拌した後 120℃で15分間オート クレーブを用いて滅菌加熱した ｡

人工飼料は 5℃の冷蔵室内で試験時まで保存した ｡ 調整済み飼料は，保存期間

が長くなる とやや硬化しカイコの摂食量が減少する懸念があったので， （ふ化

予定日にあわせて ） 出来るだけ実験直前に調整し ， １ ヶ月以内に使い切るよ う

心がけた。  

 

4. 検定手順及び結果の判定 

 検定の手順及び結果の判定は，鮎沢の方法(1978)をも とに設定された手法

( Ｂ Ｔ剤研究会 , 1973) に準拠して実施した ｡希釈濃度は公定試験法に基づき

7/10倍希釈で 7段階制と し, 希釈開始濃度は予備試験の結果によって中央致死

濃度 (LC50, µg/g diet) が第 4希釈区に合致するよ うに設定した ｡ このよ うに

して準備作成された希釈液を 10g の公定餌に各 0.5mlずつ滴下しステンレス製

のスプーン等でよ く攪拌した後, これを 9cm のペ ト リ皿中に 2～ 3mm の厚さに

均一に塗り広げた ｡ それぞれの濃度区毎に30頭 (10頭× 3皿 )ずつ， 3令 2日

目のカイコ幼虫を供試し ， 25℃， 16L-8Dに設定された恒温器内で保存後３日目

に幼虫の致死数を確認した。 さ らにBT希釈液が混入されていない新鮮な公定餌

に入れ替え, さ らに 2日後 (試験開始後 5日目 ) に致死虫数を算定し, これら

を足して総致死虫数を求めた。 Ｂ Ｔ標品の殺虫活性については保存開始時の記

録と濃度 -致死回帰直線式を統計プログラムであるPolo  Pc (LeOra 

software, 1987) を用いて算出し比較した ｡   

 

5. SDS-PAGE によるδ-内毒素前駆体蛋白の検出 

 
11 



製剤試料 30 mg を採取し, 蒸留水を加えて 300 µ ｌ  (10倍希釈 ) と し, 倍量

の調整済みサンプル ･ ミ クスチャー液 （第一化学，東京 ） を加えて混合し ，沸

騰水浴中で 5分間加熱した ｡  冷却後遠心して上清を分析に用いた。 ミ ニゲル

サイズのドデシル硫酸ナ ト リ ウム - ポ リアク リルア ミ ド電気泳動法

(SDS-PAGE)(Laemmli,1970)によって，各レーンあた り 20 µlずつマウン ト し泳

動した 。泳動は市販の調整済み 4-20% グラジエン ト ・ ゲル （ 第一化学社製 ） を

使用し ，蛋白質の検出は coomasie brilliant blue を用いる色素結合法

（ Bradford ， 1976 ） で行い，泳動後のゲルを波長 600nm （ CS-9300PC ，島津製

作所 ） でスキャンした。  

 

結  果  お  よ  び  考  察 

１． 長期保存された 4標品のカイコに対する殺虫活性 

長期保存標品とその新剤を生物検定によって活性を比較したと ころ ，全

暗 , 5℃条件下で22年間保存されていた B.thuringiensis serovar aizawai系統

単一製剤の長期保存 SO-74製剤の LC50値は， 15.4 µg/g dietで ,新剤SN－96の

LC50値は18.6 µg/g dietでほぼ同じであった。  

また， B.thuringiensis serovar kurstaki 系統単一製剤の長期保存 DO-80

製剤の LC50値は 6.0μg/g dietであ り , 同新剤 DN-96 では 5.1μg/g dietで

あったこ とから, 本標品についてもほぼ同等の殺虫活性が認められた (Table 

2) ｡   

一方， B.thuringiensis serovar aizawai と B.thuringiensis serovar 

kurstaki の 2系統混合剤の長期保存標品 BO-75 （ ５℃保存 ） の LC50値は 

52.0μg/g dietであ り , 同新剤 BN-96 の19.8μg/g dietに比して活性は約 1/3

に低下していた。 しかしながら ，超低温下 （ -80℃ ） で17年間保存された長期

保存標品 BO-79 Ｆの LC50値は23.2μg/g dietであ り ， BN-96 の19.8μg/g diet

とほぼ同じ活性を保持していた (Table 2) ｡  

 

２ ．  SDS-PAGEによるδ-内毒素の前駆体蛋白の比較 

上述の生物試験の結果を確認するために， SDS-PAGEによるδ-内毒素の前駆体

量の比較を行った(Fig. 2)。使用したＢ Ｔ製剤３剤中に有効成分と して含有さ
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れているδ-内毒素と して Cry1Aa ， Cry1Ab ， Cry1Ac ， Cry1C ， Cry1Eなど

が考えられるが， これらのδ-内毒素の うちで，カイコに対し殺虫活性があるの

は， Cry1Aa(前駆体の分子量＝ 130kDa)およびCry1C(同左＝ 135kDa) の２種類

のみで，他の ト キシンの活性は低く ，カイコに対する殺虫性はこれらの２種の

δ-内毒素によって起こ る （ Crickmore et al., 1998; Yaoi et al.,1997 ） 。  

泳動後， δ-内毒素の前駆体蛋白 （ 130-135kDa ） は 5℃下での長期保存によっ

ても劣化しなかった B.thuringiensis serovar aizawai 系統の単一標品の泳動

結果は, 新剤 SN-96 も長期保存後の SO-74 もほぼ同量の前駆体蛋白が確認され

た (Fig. 2 ， Fig. 3) 。  

一方， 5℃下の長期保存によって殺虫活性 （ LC50 ） が低下した

B.thuringiensis serovar aizawai と B.thuringiensis serovar kurstakiの２

系統混合剤 （ BO-75 ） と超低温下の -80℃で保存された BO-79 Ｆを比較する

と ， -80℃で保存された BO-79 Ｆでは， SO-74 やその新剤 （ SN-96 ） と同等以

上の十分な量の前駆体蛋白の存在が確認された （ Fig. 2, Fig. 3 ） 。 しかしな

がら ， LC50の低下がみられたBO-75 製剤ではδ-内毒素の前駆体蛋白はほとんど

検出されず，前駆体蛋白の量が超低温下の -80℃で保存されたBO-79Fに比べて

明らかに少ないこ とが示された(Fig. 2, Fig. 3) ｡  

従って， この結果は 5℃で保存された混合製剤のみ長期保存によ り劣化する

と判断され，生物検定による LC50値の低下と一致した ｡   

以上から考察する と ，単一系統の長期保存標品では ,全暗下 , 5℃保存で

20年以上の保存が可能であるが, ２系統混合剤の場合には同じ ５℃の保存では

活性が劣化する原因になるこ とから ， Ｂ Ｔ製剤の生物検定に使用する標準品を

保存する場合のよ うに，長期保存による影響を避ける必要のある場合の保存に

は， -80℃での超低温条件下で凍結して保存する必要がある と結論される 。  

そして， このよ うな条件下で保存されたＢ Ｔ製剤は15年以上にわたって標

準品と して使用できる こ とが判明し, Ｂ Ｔ製剤の生物検定による品質管理に特

に問題な く利用できる と考えられる 
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Table 2.    Insecticidal activity of BT formulations stored for different lengths of time. 

BT samples      LC50 (µg/g diet)       Regression lines1 Storage conditions 

and length (years) 

2          3  

SO-74   

   

   

   

   

  

    

15.4 (14.2-16.6) Y=4.6X-0.4 5℃ (22) 

SN-96 18.6 (16.8-20.7) Y=4.3X-0.4 5℃ (<2) 

BO-75 52.0 (46.1-59.5) Y=2.2X+1.3 5℃ (21) 

BO-79F 23.2 (21.5-25.0) Y=4.1X-0.5 -80℃ (17) 

BN-96 19.8 (18.3-21.4) Y=3.3X+0.8 5℃ (<2) 

DO-80  6.0 ( 5.3- 6.7) Y=3.9X+2.0 5℃ (18) 

DN-96  5.1 ( 4.8- 5.5) Y=3.8X+2.3 5℃ (<2) 

1 Y=aX + b.  X: Log concentration (µg/g diet).  Y: probit. 
 

2 SO-74: Selectzin (a formulation of Cry1C) stored for 22 years at 5 oC, SN-96: Selectzin stored for less than two 

years at 5 oC, BO-75: Bacilex (a mixed formulation of Cry1C and Cry1Aa) stored for 21 years at 5 oC, BO-79F: 

Bacilex stored for 17 years at –80 oC, BN-96: Bacilex stored for less than two years at 5 oC, DO-80: Dipole (a 

mixed formulation of Cry1Aa) stored for 18 years at 5 oC, DN-96: Dipole stored for for less than two years at 5 oC. 

3 Values in parentheses are 95% confidence limits.  
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Fig. 2.  SDS-PAGE patterns of the toxin protein from BT formulations stored 

under various conditions. Gel was stained with commassie brilliant blue. 

BO-79F: Bacilex(a mixed formulation of Cry1C and Cry1Aa) stored for 

17 years at –80 oC, BO-75: Bacilex stored for 21 years at 5 oC, SN-96: 

Selectzin (a formulation of Cry1C); stored for less than two years at 5 oC,

SO-74: Serectzin stored for 22 years at 5 oC. MM: molecular marker.  
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Fig. 3.  Densitometric scanning charts of proteins in BT formulations on SDS-PAGE 

as shown in Fig 2. 

 



 

１－２  走査型電子顕微鏡による劣化製剤の観察 

 

前項の結果から ， ２系統混合剤を ５℃で長期保管した BO-75製剤では LC50が

有意に低下するこ とが明らかとなった。 またSDS-PAGEによってδ-内毒素蛋白を

検出した結果， δ-内毒素，特にCry1Aaの大幅な減少が認められた。 しかし同じ

剤種の製剤を超低温下 （ -80℃ ） で凍結保存したBO-79Fの場合には， このよ う

な顕著な LC50の低下やδ-内毒素の減少は起こ らず， この製剤の活性の低下は

５℃下で保存した場合のみ問題になる こ とが示された。  

も し製剤中で何らかの劣化現象が起きたとすれば，電子顕微鏡の観察 （井

上 ・ 永武， 1987 ； Anderson, 1951 ） によっても ，製剤顆粒になんらかの形態的

な変化がある と考えられた。 ICP の観察のために電子顕微鏡観察を行ったのは

Hannay and Fitz (1955)で，ほとんどのB.thuringiensis 亜種における透過型

電子顕微鏡による結晶形態の観察も行われているが(Faust et all.,1982) ，

B.thuringiensis の ICP の結晶形態を明らかにするには走査型の方が明瞭であ

る と言われる （飯塚， 1997 ） 。 また最近は低真空走査型電子顕微鏡(LV-SEM)が

改良され使いやすくなっている上に，化学固定や脱水及び乾燥等の面倒な準備

操作が不要な観察方法も報告されている （鈴木ら ， 1995; 氏家ら ， 1995 ） 。

従って， この方法をＢ Ｔ製剤の観察に利用するこ とによって，製剤の表面構造

や芽胞や結晶性毒素を傷つけず , しかも簡単に観察できる可能性が期待された

(Matsumoto et al., in press) 。  

そこで， この簡便な方法を用いて劣化した標品と活性低下のない標品を比

較し ,生物検定による活性低下の形態的な証拠を探索した 。  

 

材料及び方法 

1. 走査型電子顕微鏡  (SEM) 観察用標品の準備 

１－１の実験で長期間の５℃下での保存によって殺虫活性が低下した製剤

BO-75 ，長期間保存されたにもかかわらず殺虫活性が低下しなかった超低温下 

(-80℃ )保存のBO-79F，並びにBO-79Fの１部を ３ ヶ月間 ５℃下で保存した製剤

BO-79F+ を観察用試料と した ｡ 標本の作製には，化学固定や脱水，乾燥および

コーテ ィング等の準備操作が不要な手法 （鈴木ら ， 1995 ） を一部改良して用い
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た(Matsumoto et al., in press) 。試料台上に貼り付けたカーボン製両面テー

プ上に製剤粉末 1mg を接着し液体窒素で急速凍結させ， LV-SEMの低真空設定下

で製剤標本をマウン ト し, Ｂ Ｔ製剤顆粒表面の形状を観察した。反復と して各

標品の最低３ カ所からサンプルを採取し観察に用いた。  

また, 固定後の標本は必要に応じて高真空条件下(15kv)で高倍率 （×5000

～× 15000倍 ） において観察した 。観察には日本電子株式会社製の LV-SEM 

(JSM5300LV) を用いた ｡ また，製剤表面の帯電状況から電子像に支障が生じた

場合には適宜白金蒸着(40mA, 90sec.)を行った ｡   

 

結  果  お  よ  び  考  察 

異なる条件下で保存されたＢ Ｔ製剤顆粒表面を走査型電子顕微鏡を用いて観

察した結果をFig. 4に示した 。   

-80℃の凍結保存によって17年間活性低下なしに保存されてきたBO-79Fで

は, 観察したすべての製剤顆粒の表面には破損や崩壊等の劣化の徴候は認めら

れなかった(Fig. 4) ｡ 一方， 5℃下で２ １年間保存され LC50が低下していた

BO-75 では，顆粒表面層の大部分が崩壊し ，剥離し脱落していた(Fig. 4)。  

また, 前述のとおり -80℃で17年間保存されたBO-79Fの一部を ， ３ ヶ月間 5℃

に移して保存したBO-79F＋の観察では， BO-79Fと BO-75 の中間的な顆粒が多く

観察され，両標品の中間的な形態を示していた （ Fig. 4 ） 。 これは，同製剤を

５℃下保存した場合には製剤顆粒の表面が速やかに破損し ，その結果， LC50が

低下したと考えられた ｡  

また， このLV-SEMを利用した簡易観察法を利用すれば，化学固定や脱水，乾燥

等の面倒な準備操作が省略でき ， しかも Ｂ Ｔ製剤の表面構造にほとんど悪影響

を与えず観察出来る こ とから ， Ｂ Ｔ製剤の剤種の確認や品質の確認のために非

常に有力なツールと して役立つと考えられた。   
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BO-79F BO-75

BO-79F+

BO-79F BO-75

BO-79F+

Fig. 4.  Scanning electron micrographs of outer surface of BT granule 
stored under different conditions.  Abbreviations are as shown in Fig. 
2. BO-79F+: additional storage of BO-79F for 3 months at 5 oC. Scale 
bars = 5 µm.  
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第２章 

i

カイコの人工飼料成分の殺虫活性への影響 

 

前章ではＢＴ製剤の品質管理のためにより安定で精度の高い生物検定法確立する

ために不可欠なＢＴ製剤の自己標品の更新作業の中で長期保存性に関して，その影

響と程度につき検討をおこなった｡ 

本研究の発端となった標準製剤の測定力価が製造所と登録検査機関である農薬

検査所間で一致しない事例があった(Table 1)が，ここで見られた差は生物検定法（Ｂ

Ｔ剤研究会，1973）に定められた実験条件下で起こったもので, 差が認められた２製

剤ではいずれも長期間の保存によっては劣化を示さなかった製剤であり, また保存期

間も2年以内で短いこと, さらに長期保存が原因で殺虫活性が劣化した場合と異なり, 

農薬検査所における殺虫活性の方が製造所の値よりも高く測定されたことから, この

原因は少なくとも保存条件の影響ではないと結論された｡ また本実験に先立って実験

条件が公定法に定められたとおり実施されたことも確認してあることから, この差異の

原因が，検定に使用する人工飼料によるものではないかと考えられた｡ そこで本章に

おいては，飼料成分がＢＴ製剤の殺虫活性に影響を及ぼすかという点に焦点をあてて

検討した｡  

市販人工飼料中の成分は公表されておらず, また人工飼料の嗜好性や生育への

影響については多くの報告があるものの人工飼料の差異がB. thuring ensis 菌の殺虫

活性に及ぼす影響に関する報告はない(林屋, 1975; 浜村, 1975; 鮎沢, 1978)。この

ためカイコの飼育用として一般に販売されている人工飼料(SM2：日本農産工業), また

ハスモンヨトウなど他の鱗翅目幼虫飼育用に販売されている人工飼料(LF：日本農産

工業)及び殺虫活性に差が認められた2社がＢＴ製剤検査用として購入・使用した公定

飼料と全く同組成の人工飼料(M50：日本農産工業)をもちいて活性を調べ，農薬検査

所の自家調整による公定飼料(STN)を使った結果と比較した｡
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２－１ 異なる人工飼料を用いた場合における活性の変化 

 

生物検定法(Aizawa，1976)に人工飼料は不可欠な資材である(Singh, 1977; 鮎沢，

1978)｡ しかし成分調整済みの人工飼料を用いて検定用のカイコを飼育した場合には

殺虫活性（LC50）に差が認められる場合があり(Table 1), 嗜好性や生育の違い(伊藤, 

1959), クワ葉育と人工飼料育の相違(林屋ら, 1968, 1971, 1976)やクワ葉粉末の大き

さ（岡田ら，1977）がＢＴ製剤の殺虫活性に影響する例も知られることから，飼料成分中

の乾燥クワ葉, 乾燥ダイズ粉末などがB. thuringiensis 菌 の殺虫活性に影響を及ぼ

し，ＢＴ製剤の適正評価の障害になる可能性がある｡  

そこで，本項ではカイコの飼育用として一般に販売されている人工飼料(SM2)，ハス

モンヨトウなど他の鱗翅目幼虫の飼育用人工飼料(LF), 公定飼料と全く同一組成に調

整済みの市販人工飼料(M50)の3種類の人工飼料と自家調整による人工飼料(STN)を

用いて殺虫活性（LC50）を比較した｡  

  

材 料 及 び 方 法 

1. 供試虫 

鐘紡シルク(株)より購入したカイコ卵(春嶺×鐘月)を湿度90%, 25℃, 16L-8Dの長日

条件下で, ふ化させ, 湿度40%程度の恒温器内で公定餌ＳＴＮ及びM50飼料を与えて

3令まで飼育した｡ 飼育に当たっては, 恒温器内の照度, 餌条件により両飼料育によ

る幼虫の生育度合い(特に令期), 餌の違いによって生体重に大きいな差が生じないよ

うに細心の注意を払った｡  

  

2. 人工飼料  

人工飼料は第１章の組成で混合調整した人工飼料を, 全暗，5℃の冷蔵庫に保存

しておき，随時飼育と試験に用いた｡ また比較のために用いた人工飼料は以下のと

おりである｡  

 (1) STN飼料 

       (クワ葉および乾燥ダイズ粉末については片倉工業㈱より購入) 

 

(2) ＢＴ剤研究会指定調整済みM50飼料   
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(3) 2～3令用市販人工飼料シルクメイト2 (SM2) 

   

(4) 一般鱗翅目等飼育用の市販人工飼料インセクタLF (LF)   

        

 

なお，(3)および（4）の飼料の組成については公表されていないため, 販売会社の

公表資料および Ito and Inokuchi (1992) から推定した(Fig. 5)｡  

 

3. 供試製剤 

市販のゼンターリ水和剤 (トーメン株式会社; aizawai株, δ-内毒素 Cry1Cを主成

分とする)を滅菌蒸留水で浮遊希釈して用いた｡ 実験に用いた製剤のLC50および回

帰直線式はあらかじめ生物試験によって確認してから用いた（回帰式：Y=4.5X+3.4, 

LC50：2.5 µg/g diet）｡  

 

4. 検定手順及び効果の判定 

  １－１に同じ 

   

結 果 お よ び 考 察   

 LC50は，STN, Ｍ５０，ＳＭ２，ＬＦでそれぞれ，2.47， 3.44， 3.27， 5.40 µg/g dietと

なり，活性はSTN>ＳＭ２＝M50＞ＬＦの順番となった。中でもLF飼料を用いた場合に

は, LC50がSTNの約２倍となり，この人工飼料にはＢＴ製剤の殺虫活性を低下させる成

分が含まれている可能性が示唆された (Fig. 6)｡ また，SM2およびM50飼料において

も活性の抑制が認められたが，M50に関しては防腐剤や抗生物質は添加されておら

ず，STNと成分構成比も全く同じであり，ＳＭ２では防腐剤や抗生物質が添加されてい

ることとクワ葉の量が少ないことがSTNとの違いである。これらの結果から，少なくとも

M50に含まれる抑制成分はSTN飼料にも含まれている飼料成分であるクワ葉，ダイズ

粉末に由来したものであろうと推察された｡ さらにM50とSM2ではクワ葉の量が2倍も異

なるにもかかわらず,殺虫活性はほぼ等しいことから，クワ葉の量が影響したのでもない

と考えられた｡ 以上から生物検定時の殺虫活性（力価）に影響を及ぼす原因が乾燥
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脱脂ダイズ粉末である可能性が強く示唆された。しかし，使用されたカイコ用市販人工

飼料(STN，M50) では，カイコの嗜好性や生産性が考慮されており，カイコの摂食や

嗜好性がやや劣る公定の人工飼料(STN)とは摂食量に差が生じることも考えられ，毒

素取り込み量とも関連するカイコの摂食量を併せて調査する必要があると考えられた。 
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Fig. 5. Comparison of artificial diets used in the test.  
ML: mulberry leaf powder, SM; defatted soybean meal. ACS; agar, 
cellulose and sucrose, AMX; amino acid mixture, CST; corn starch, 
※ contained antibiotics, antiseptics, and other additives (i.e. P = 
Propionate, C = Casein) [from Ito & Inokuchi (1992)]. 
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Fig. 6.  Relationship between the toxicity and concentration of BT
formulation applied with different artificial diets (STN, M50, SM2,
LF).  



 

２－２ ダイズ蛋白の違いによる殺虫活性の変化 

 

公定人工飼料に用いられている成分は，水を除くと 10種類程度で, その中のクワ

葉粉末と乾燥脱脂ダイズ粉末以外はすべて試薬特級品が用いられている。クワ葉に

は赤色蛍光蛋白と呼ばれる抗菌性の蛋白が含まれることが報告されており (西田ら, 

1973; 西田, 1974； Mukai et al., 1969)，クワ葉の量がＢＴ製剤の活性に影響する可

能性も考えられた。しかし，ＳＴＮ餌とクワ葉の添加量が同量の M50餌と，添加量が半

分の SM2飼料を比較試験した結果（前項），この二者には有意な活性上の差異が認

められず，殺虫活性に対するクワ葉の影響は少ないと判断された。そこで，もう一つの

成分である乾燥ダイズ粉末の殺虫活性への影響を本項では生物検定法で検討した｡

人工飼料によく使用される栄養成分の一つである乾燥脱脂ダイズ粉末は，含有アミノ

酸の種類と量の点でクワのそれとよく似ており良好な蛋白源であることが知られている

こと（伊藤，1970； 新村,1974），また乾燥重量比でも本人工飼料の約２５％を占め(Fig. 

5)，その特性に大きな影響を与える可能性がある。本項では異なる製造所及び異なる

製造法によった３種類の乾燥ダイズ粉末標品を用いて人工飼料をつくり，成分の違い

が実際にＢＴ製剤の殺虫活性影響を与えるかを検証した。
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材 料 お よ び 方 法 

１．供試虫 

１－１に同じ  

 

２．試製剤 

前項と同様，市販のゼンターリ水和剤 (トーメン株式会社; B. thuringiensis serovar 

aizawai系統，δ-内毒素 Cry1Cを主成分とする)を使用した。 

 

３．人工飼料の調整 

人工飼料の調製にあたっては，ダイズ以外の人工飼料の組成及び購入先は１－１

の材料及び方法と同じであるが，人工飼料に混ぜる乾燥ダイズ粉末の種類のみを

以下のとおりとした。なお，1)の STN飼料は，１－１で混合調整したものをそのまま用

いた。  

1) STN: 従来から農薬検査所内で使用されている乾燥ダイズ粉末 (片倉工業より

購入した)で，搾油方法等は非公開で詳細は不明。（ダイズ種子に含まれるトリ

プシン・インヒビターがカイコの成長に悪影響を与えるのを防ぐ目的から，搾油

時に蒸気加熱して製造された可能性がある）。 

2) SP2: 日本農産工業 (製造は日清コスモフーズ) 製の，比較的低温度で搾油す

る方法により製造された飼料用に販売されるダイズ粉末。蛋白の変性度を示す

NSI（窒素溶解性指数）は 3)よりやや高く 30%以上である。 

3) SP600: SP2 と同じ日清コスモフーズが製造した脱脂粉末で，搾油後さらに糖類

が多く含まれるホエー（whey）と呼ばれる溶解性成分を抽出し，蛋白をより濃縮し

た食用ダイズ粉末。蛋白の変性度を示すNSIは30%以下と最も低く抑えられてい

る。 

 

4．生物活性試験 

カイコに対する生物活性試験は, 標準試験法 (ＢＴ剤研究会, 1973; Aizawa, 1976) 

に準拠し実施した｡ また本実験では各個体の食餌量やＢＴ製剤による生長抑制効果

を明確にする必要があったためすべて滅菌済 24穴マルチプレート を用いた個別供

試法(松本，1999, 2000)で行った｡  
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まずＢＴ製剤を秤量し, 滅菌蒸留水によく攪拌して浮遊させた｡ 希釈液はあらかじ

め生物試験で確認した製剤の LC10 (1.25 µg/g diet), LC50 (2.5 µg/g diet), LC90 (5.0 

µg/g diet)値となるよう3段階の濃度に調製した｡ 透明ガラス製蒸発皿に10gの人工飼

料を入れ, これに 0.5 mlずつ各製剤希釈液を入れスパーテルを用いて均一に混合し

た｡ 対照区は同種の飼料に同量の滅菌蒸留水を加えて用意した｡  

 上述処理を行った人工飼料の小片をマルチプレート 1穴あたり約 200 mgずつ入れ，

各 1頭ずつ３令２日目のカイコ幼虫を入れた｡ 実験は処理(濃度)ごとに 10頭ずつ最

低 6反復 (60頭) 行った｡ 同供試虫はマルチプレートに入れたまま，25±1℃の恒温

器内 (80-120 lx) で 3日間飼育した後，幼虫の体重・残餌量を記録した後ＢＴ製剤を

含まない餌に入れ替え，さらに 2日間継続飼育し，幼虫の致死頭数を調査した。得ら

れた致死頭数からプロビット法 (Finney, 1971) を用いて LC50値および濃度と致死率

の回帰直線式を求めた，なお分析には統計プログラムである Polo-PCを用いた｡  

 

結果および考察  

乾燥ダイズ粉末のみ異なる３種の人工飼料を用いてそれぞれの殺虫活性

を測定した結果，LC50値になるよう人工飼料中のＢＴ製剤の含有量を，2.5 

µg/g dietに調製した希釈液を投与した場合の供試虫の致死率は, STN 

(50.3±3.9%) > SP2 (30.7±0.9%) > SP600 (13.1±1.7%) となり，従来用い

られてきた乾燥ダイズ粉末  (STN) を使用した場合がもっとも高く, 他の2種

の乾燥ダイズ粉末 （SP2およびSP600）を用いた場合には，致死率が低下し

た。また，最も活性が低くなったSP600を，ＳＴＮに対し等量に混合 ・調製した

人工飼料  (STN+SP600，1:1)では，致死率はSTNとSP600の中間の28.3±

1.1%であった(Table 3)。 

異なるダイズ粉末を使用した人工飼料のLC５０値および直線回帰式を比

較したところ，LC50値に関しては，STN (2.41 µg/g diet) > SP2 (3.02 µg/g 

diet) > SP600 (3.38 µg/g diet) で，STNとSP2，SP600間には有意な差が

認められた。また回帰式の傾きがSTN (a=4.5) < SP2 (a=7.4) < SP600 

(a=9.6) と大きくなるにともない毒素活性が低下して，一見して阻害剤存在

下の反応 （西沢・志村，1967；泉ら，1985）と類似していた(Table 4)。 

一方で，供試虫の食餌量と体重増加量はＢＴ製剤の濃度によっては，ダイ
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ズ粉末の種類間で差が認められる場合もあったが，いずれも同濃度希釈液

内の比較ではSP2やSP600の値が，ＳＴＮと同等かより多い結果であったこと

から，SP2やSP600における殺虫活性の低下は少なくともカイコ幼虫の摂食

量の低下によるδ-内毒素の取り込み量の減少に起因するものではないと考

えられた (Fig. 7)。 

このように最も活性抑制が高いSP600は, 糖類が多く含まれるホエー 

(whey) と呼ばれる溶解性成分を工業的に抽出除去し，蛋白質を濃縮処理

したダイズ粉末  (表示 68%) である。 またSP2は, 製造所はSP600と同じであ

るが, 一般飼料向けの製品で飼料表示による蛋白含有率はSP600と比べて

やや低く (表示 53%), 脱脂ダイズの変性度を示すＮＳＩ（窒素溶解性指数 ）

が30%以下の蒸気加熱処理が実施された比較的変性度の高いダイズ粉末

であった。つまり，殺虫活性を抑制した２種のダイズ粉末は同じ製造所で製

品化されたダイズ粉末であっても，製造時の蛋白質の抽出や蒸気加熱等の

搾油時の処理法に違いがあった。  

B. thuringiensis のδ-内毒素と鱗翅目幼虫の中腸上のレセプターとされ

るアミノペプチダーゼ Ｎ (APN) が特異的に結合する現象については, 鱗

翅目幼虫の中腸細胞の組織縁膜小胞  (BBMV) を用いた in vitro の実験

による多くの報告があり(Van Rie et al., 1990; Knowles et al., 1991; Lee 

et al., 1992; Knight et al., 1994, 1995; Masson et al., 1995; Yaoi et 

al., 1997)， in vitroでδ-内毒素とAPN間の結合をダイズ粉末中の蛋白が阻

止し，その結果活性が低下した可能性も考えられる。 

佐藤 (1998) は, 昆虫とは特に関係ない18種類の蛋白質とδ-内毒素と

の結合性について検討し, その結果から殺虫特異性の異なる3種のδ-内毒

素  (Cry1Aa, Cry1Ac およびCry8c毒素 ) は, それぞれ10-12種の蛋白質

に結合し, またこれらの蛋白のほとんどがアミノペプチダーゼ Ｎとも結合性を

有することを報告している。以上のことを考慮すると本研究の結果は in vivo 

においても食餌中に含まれる植物由来の蛋白質とδ-内毒素が結合し，生

体におけるδ-内毒素の活性を低下させる可能性があることを強く示唆する

結果であった。 
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Fig. 7.  Effect of different soybean meals in artificial diets on

weight gain, diet intake (during 3 days) and mortality of BT-fed

silkworms. STN indicates ACIS (Agricultural chemicals

inspection station in Japan) ordinary defatted soybean meal

(Katakura Kogyo Co. Tokyo). SP2 and SP600 indicate another

manufacturer’s diets (Nissin Cosmo Foods Co. Tokyo) in which

the refinement proceses were different (SP600 contained higher

protein (68%) and less degeneration (NSI>30%) than SP2

(protein indicated 53%, NSI<30％). BT concentration in the diet

was 2.5 µg/g diet. Vertical bars indicate standard errors. 
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Table 3.   Effect of soybean meal in artificial diet with 2.5 µg/g diet BT formulation on mortality, 

weight gain and diet intake of the silkworm larvae. 

      

oybean1           

meal 

Percent mortality2  

(mean±SE) 

Weight gain 

(mg) 

(mean±SE) 

Diet intake3 

(mg) 

(mean±SE) 

   

TN 

 

 

   
   

50.3±3.9 a    17.4±1.9   93.6±4.3 ns    

P2 30.7±0.9 b    23.4±1.9   103.0±3.9 ns    

TN+SP600 (1:1) 28.3±1.1 b   18.1±2.2   97.3±3.4 ns  

P600 13.1±1.7 c   21.2±1.3  104.6±3.8 ns 

1Abbreviations are shown in Fig. 7.  
2Means in each column with the same letter are not significantly different at 5% level by Tukey-Kramer method. Percentages of 

mortality were transformed to arcsine before analysis. 10 larvae per plot ×18 replications for each experimental plot. 
3Values represent the amount of artificial diet consumed after a 3-day-feeding. Comparative analysis between different soybean 

meals was performed by the Duncan’s multiple range test. "ns" indicates no significant difference (p >0.05). 



 

   

3

Table 4.    Effect of soybean meal in artificial diet on the lethal activity of BT formulation 

against silkworm larvae 

Soybean1              

meal 

   Regression lines2 LC50             

(µg/g diet) 3  

               4 

STN  Y = 4.5X + 3.4   2.41 (2.2-2.6) a 

SP2  Y = 7.4X + 1.4  3.02 (2.9-3.2) b 

STN+SP600 (1:1)  Y = 7.7X + 1.2  3.09 (2.9-3.3) b 

SP600  Y = 9.6X - 0.1  3.38 (3.2-3.6) c 

     
1Same as shown in Fig. 7.   

2Y= aX + b. X: Log concentration (µg/g diet). Y: probit. 

3Values in parentheses are 95% confidence limits.  

4 means in each column followed by the same alphabetic character are not significantly different (p>0.05) by the test of 

Russell et al. (1977). 
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２－３ ダイズ蛋白中の Bt-内毒素結合性蛋白 

 

乾燥ダイズ粉末は, 各種の蛋白質を豊富に含むことがよく知られている（山内・大久

保, 1992）。２－２の実験結果から，製造所が違う乾燥ダイズ粉末を公定人工飼料中の

栄養成分として混入した場合には, ＢＴ製剤の殺虫活性が影響をうけることが示された｡ 

このためこれら乾燥ダイズ粉末中にδ-内毒素と何らかの相互作用を持ち, ＢＴ製剤の

活性を阻害する蛋白成分が含まれている可能性が示唆されたことから，あらかじめ

SDS-PAGEで分離したダイズ粉末中の蛋白質をウェスタンブロットの手法でニトロセル

ロース膜に転写し, 分離蛋白にδ-内毒素の 1つである Cry1Aa毒素（カイコに高活性

(Yaoi et al., 1997)）に反応させ，これをモノクローナル抗体で検出し, δ-内毒素と結合

可能な蛋白（BT-BP: Bt内毒素結合性蛋白）が含まれるか調べた｡  

 

材 料 お よ び 方 法 

 

1, 乾燥ダイズ粉末中に含まれる Cry1Aa毒素結合性蛋白の探索 

結合性蛋白質の探索には，B. thuringiensis serovar sotto 系，T84A1株 (Ogo et 

al., 1990) から二相分配法 (Goodman et al., 1967) で精製した Cry1Aa δ-内毒素結

晶 (東京農工大学 佐藤令一博士より提供) を用いた｡結晶は, 10mM dithiothreitol 

を含む 100 mM Na2CO3 (pH 9.5) 中で, 37℃, 2時間静置して, 5 mg/mlの蛋白濃度

に溶解した。溶解後の毒素蛋白は Sugimura et al. (1997) の方法に基づき毒素を活

性化するためにトリプシン処理を行い, ウシ血清アルブミン (BSA) を標準に Bradford 

(1976) の色素結合法で毒素蛋白濃度を決定した｡  

 カイコ中腸細胞の BBMV (brush border membrane vesicle)画分の調製は，

Wolfersberger et al. (1987) に基づいて, 人工飼料シルクメイト 2S（日本農産）を用い

て 5令まで飼育したカイコ（春嶺×鐘月）幼虫の中腸から採取した｡ 最終的に調製し

た沈殿物は, リン酸緩衝液(pH 7.5) 中に再懸濁し,-80℃で使用時まで保存した｡ 

各乾燥ダイズ粉末 10 mgに蒸留水 100 µlを加えてよく攪拌し浮遊させた。 これに２

倍濃度のサンプルバッファー (2% SDS, 1% 2-メルカプトエタノール, 10 mM TrisHCl 

pH 6.8, 20% グリセロール，Laemmli, 1970) を等量加え, 5分間沸騰水中で加熱処理

した後, 10,000 gで 5分間遠心して上清（蛋白溶解液）を得た｡ SDS-PAGEはゲルの
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1 レーンあたり 25 µlの蛋白溶解液を使用して行い，ゲル上で分離した蛋白質はセミド

ライ式ブロｯテｨング装置を用いてニトロセルロース膜上に転写した｡ 転写したニトロセ

ルロース膜は, 2% ウシ血清アルブミン（BSA）を含む TNT溶液［10 mM Tris-HCl (pH 

8.0), 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20］中で 90分間振とう洗浄した。つぎに 1 µMのδ-

内毒素を含む 2% BSA-TNT中で室温，90分間の振とうを行いδ-内毒素と転写した蛋

白質とを反応させた後，TNTで各 10分間, 計 3回振とうして洗浄した。つぎに HRP 

(horseradish peroxidase) 標識抗Cry1Aaモノクローナル抗体 2FQ（東京農工大学 佐

藤令一博士より分与：B. thuringiensis serovar sotto系統株より調製されたもの）を含む

2% BSA-TNT中で，90分間室温で振とうした。さらにこれを TNTで洗浄した後, ECL

ウエスタンブロティング検出システム（Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, 

UK）を用いてδ-内毒素と結合した蛋白(BT-BPs)を検出した｡ 

 

結 果 お よ び 考 察 

２－２の実験においてＢＴ製剤の殺虫活性に有意な差異が認められた３種類の乾燥

ダイズ粉末(STN, SP2, SP600)中の蛋白について, リガンドブロッティングの手法でδ-

内毒素(Cry1Aa)と結合する蛋白の有無を探索した｡ その結果カイコに対し殺虫性が

確認されているδ-内毒素(Cry1Aa)は, 3 種類の乾燥ダイズ粉末中の一部の蛋白と結

合し，それぞれ 5 本程度の複数のバンドが確認された(Fig. 8)｡ このことから，特定の

構造にしか結合しないと考えられていたδ-内毒素は, 人工飼料中に含まれる乾燥ダ

イズ粉末中のある種の蛋白質と結合する性質があることが明らかとなった｡ しかも，先

の実験で生物活性の抑制効果が見られた乾燥ダイズ粉末 SP2 や SP600 と, 従来の

STN 乾燥ダイズ粉末におけるそれぞれの結合性蛋白質濃度を比較すると，明らかに

活性低下(Table 4)が認められたダイズ粉末(SP2, SP600)由来の Cry1Aa 結合性蛋白

のバンドは濃く, STN<SP2<SP600の順であった(Fig. 8)｡ 特に 90-45kDaの間にある 3

本の結合バンドは STN( レーン４)では非常に希薄であるのに対し，他の SP2（レーン

3）, SP600（レーン 2）ではともに明確に濃く現れている。これらの BT 親和性の蛋白が

BTδ-内毒素の中腸上のレセプター (膜上プロテアーゼであるアミノペプチダーゼ N 

(APN) (Knowles et al., 1991; Lee et al., 1992; Masson et al., 1995; Valaitis et al., 

1995; Vadlamudi, 1995; Luo et al., 1996; Yaoi et al., 1997; Nagamatsu, 1998)への結

合を競合的に抑制し生物活性に影響を与えたものと考察された｡ また，人工飼料 
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(SM2) によって飼育されたカイコ終令幼虫から採取したＢＢＭＶ画分からもAPNと思わ

れる分子量約 120kDa のバンドと餌由来と思われる約 80kDa，並びにもう一つの受容

体候補と考えられているカドヘリン様タンパクの BT-R1(210kDa； Francis et al., 1997) 

と BTR-270 (270kDa; Luo et al., 1996) のそれぞれの分子量に酷似する約210kDaと

270kDa の２本，計４本のバンドがみとめられ，これらの BBMV 画分中の蛋白もδ-内毒

素と結合していることが示された（レーン１）。 

 BTの毒素蛋白やその鱗翅目幼虫の中腸上のレセプターとされるAPNに対して結合

可能な蛋白については, いくつかの研究がなされている。佐藤（1998）は，カイコに対

する殺虫性が異なる 3種の内毒素(Cry1Aa, Cry1Acおよび Cry3（Buibui）型毒素)が, 

それぞれ 10-12 種の蛋白に結合すること及びこれらのほとんどがレセプターである

APN とも結合性を示すことを確認している。  

 また堀(1991)は, 活性化したδ-内毒素をアフィニティカラムに固定化し，同カラムにカ

イコ中腸細胞の BBMVの溶解画分を流した場合には, 分子量 130, 155, 220kDaの 3

種の BBMV 蛋白が同カラムに結合して検出されたが, 活性化したδ-内毒素のかわり

に同前駆体蛋白を流した場合には BBMV蛋白は結合しなかったと報告している｡  

以上の結果から，乾燥ダイズ粉末中にはδ-内毒素と結合可能な複数の BT-BP 蛋

白が含まれており，これら蛋白は，受容体である APN と同様に活性化されたδ-内毒素

に対し結合性があり，これらの蛋白が中腸内で活性化されたδ-内毒素と競合的に結

合する結果，ＢＴ製剤の殺虫活性が抑制されると考えられた。 
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Fig. 8. Detection of Cry1Aa toxin binding proteins in defatted

soybean meals and B. mori midgut BBMV (brush border membrane

vesicle). Gel proteins transferred to nitrocellulose paper, were

incubated with Cry1Aa toxin and subsequently detected with

monoclonal antibodies of Cry1Aa. Lane 1, BBMV, lane 2 and 3,

defatted soybean meal SP600 and SP2, respectively, lane 4, defatted

soybean meal STN, lane 5, molecular markers. 



 

２－４ 炭酸脱水素酵素の殺虫活性への影響 

 

B. thuringiensis δ-内毒素結合性蛋白 (BT-BP)として，炭酸脱水素酵素（CA）やβ-

ガラクターゼ，リボヌクレアーゼ A （ＲＮａｓｅ A），ミオグロビン，グルコース６燐酸脱水

素酵素，グリセルアルデハイド３燐酸脱水素酵素やα-グルコシダーゼなどの１２種の

蛋白がSDS-PAGEと活性化されたδ-内毒素を用いたウェスタンブロッティングの実験

時に偶然発見されている（佐藤, 1998）。さらに，前項の実験からダイズ粉末中のいく

つかの蛋白も同様に活性化されたδ-内毒素と結合するBT-BPの１種であることが示唆

された（松本，2000）。 

CA酵素は約30kDaの分子量をもつ蛋白で，ほとんどの動物中にも存在することが

知られている（Pocker and Miao, 1987; Engstrand et al., 1995）。また，前項２－３の

BBMVを使ったSDS-PAGEと活性化されたδ-内毒素を用いたウェスタンブロッティング

の実験（Fig. 8のレーン2, 3 及び 4）からも，分子量30kDa付近にδ-内毒素と結合する

蛋白バンドが検出されており，このBT-BP蛋白がCA酵素であると推測された。CA蛋白

を人工飼料に混ぜてカイコに与えると，腸内におけるBT-BP濃度が高まり，δ-内毒素

の受容体であるAPNと活性化されたδ-内毒素との結合を競合的に阻害し，その結果，

δ-内毒素の活性を抑制すると推定される。従って本項では，BT-BPの１種であるCA酵

素を，先の２－２の実験で最も活性阻害が少なかったＳＴＮ餌に添加して生物検定を

行い，ＢＴ製剤の殺虫活性（致死率と LC５０）がどのように変化するか検討する。 

 

1. 供試虫 

１－１に同じ。 

 

2. 人工飼料 

２－２の３種類の人工飼料のうちSTN餌を用いた。 

 

3. ＢＴ製剤 

２－２と同じ市販のゼンターリ水和剤を用いた。 

 

4.  CA酵素 

   
37 



 

  CA酵素（EC 4.2.1.1，Boehringer Mannheim Biochemicals）を用いた。ＣＡ酵素 20 

mg を正確に秤りとり，20 mlの蒸留水に溶解し, 人工飼料 10g あたり 0.5 mlずつ滴

下・混入した。コントロールには同量の蒸留水のみを添加した。CA酵素のδ-内毒素 

(Cry1Aa)に対する解離定数 Km が216.9nMと試算されているのに対して(Kadotani et 

al., un published)，受容体であるAPNの解離定数は 7.6nM (Yaoi et al., 1997)であり，

CA酵素の方が約１／30と親和性がかなり弱いことと，ＢＴ製剤のLC50 (= 2.5 µg/g diet)

とを考慮して，CA：BT (µg/g diet) を (0 : 0), (50 : 5), (50 : 2.5), (50 : 1.25)の濃度区

を設定し比較した。 

 

結果および考察 

 結果は, Fig. 9及びTable 5のとおりで，重量比(1 : 20)に該当するCA酵素50 µg/g 

dietとＢＴ製剤(2.5 µg/g diet)を人工飼料に滴下した場合の致死率は，ＢＴ製剤のみ

(2.5 µg/g diet)混合した場合のように，CA酵素を推定結合親和性換算でほぼ等量に

なるように加えた場合には致死率は約1/2に低下した（Fig. 9）。また，CA酵素を

50µg/g diet ずつ添加した場合と添加しない場合のLC50値は，2.43及び3.01 µg/g 

dietで，50µg/g diet ずつ添加した場合には活性が有意に低下した(Table 5)。 また，

得られたデータを解析した結果，ＢＴ製剤のみの場合の回帰式の傾きは，4.5であった

のに対し，CA酵素を添加した区では，8.3となり，前項のダイズ粉末中のBT-BPの影響

と同様の結果を示した。また，それぞれの濃度比と致死率比を Scatchard法（Scachard, 

1949）でプロットすると，Y = -2.29 X + 124.8 (r2 = 0.94)と相関が認められた。一方，

CA酵素を添加した区ではカイコの摂食量がやや増加したが，致死率が低下する ＢＴ

製剤濃度 2.5及び1.25 µg/g dietにおける摂食量は，共にCA添加区の方が多く，少

なくともCA酵素の添加によって供試虫の摂食低下が起きδ-内毒素の総取り込み量が

減少したのでもないと考えられた。 

 以上の結果から，ダイズ粉末などにも含まれるBT-BPの１種であるCA酵素を多量に

人工飼料に加えると，δ-内毒素のカイコに対する殺虫活性がin vitroでのδ-内毒素と

の結合親和性にほぼ見合うだけの活性低下が起こることが明らかとなった(Matsumoto, 

2002)。 
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Table 5.  Effect of addition of ca

Against silkworm larvae. 

 

Diet compound  

BT only (STN)  

BT+CA (50µg/g diet)  

 

Values in parentheses are 95% confidence 

Y= aX + b. X: Log concentration (µg/g diet

* indicates significant difference (p>0.05) b
  

rbonic anhydorase (CA) to artificial diet on BT lethal activity 

LC50 (µg/g diet)  Regression 2  

2.43 (2.3-2.6) 1    Y = 4.5X + 3.3 

3.01 (2.9-3.1) * Y = 8.3X + 1.0 

   

limits.  

). Y: probit 

y the test of Russell et al. (1977). 



 

第３章  プロピオン酸の殺虫活性への影響  

 

本章では２－１の実験結果からＢＴ製剤の殺虫活性を抑制する要因とし

て示唆された人工飼料中に含まれている防腐剤，特に一般的に用いられる

ことの多いプロピオン酸類 (Propionate)の影響について検討した｡  

ソルビン酸は，公定法にも含まれておりＢＴ製剤の活性に大きな影響を示

さないが，市販の人工飼料中には防腐成分として,プロピオン酸類 (プロピオ

ン酸 (PA), プロピオン酸カルシウム(CaP), プロピオン酸ナトリウム(NaP))も含

まれている場合がある（Fig. 5）。これらの防腐剤がＢＴ製剤の活性を阻害す

ることにより生物検定の結果に影響することが想定された。PAでは摂食増加

による生長促進効果 (新村・桐村 , 1974)が報告されていることから，食餌量

に影響を与えないとされる CaP(粉末 )による結果を公定餌と比較したが，添

加するプロピオン酸類の種類によって使用する人工飼料の pH が変化するこ

とから，他にプロピオン酸 (液体 )やプロピオン酸ナトリウム(粉末 )についても同

様の試験を行い，ＢＴ製剤の活性に対する影響について検討した｡ 

また，３－２では PA を添加した場合のδ-内毒素前駆体蛋白に及ぼす影響を，

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法により検討し，その結果を可視(A600)および近紫外部(A280)の透過吸

光を用いて定量を試みた。 
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３－１ プロピオン酸類の人工飼料への添加による殺虫活性の低下  

 

 生物検定でＢＴ製剤の力価を正確に測定するためには，カイコの生育を出

来るだけ斉一にする必要があり，そのためには人工飼料による飼育が最適と

される。 しかし，人工飼料による飼育では, クワ葉による飼育に比べ病害の発生が

多くなるとの報告がある(林屋ら, 1968； 1971)。 このため，市販の人工飼料には防腐

剤が混合されることが多い。しかし，ＢＴ製剤は微生物由来の殺虫剤であること

から，生物検定に使用する人工飼料には，ソルビン酸以外の防腐剤や抗生

物質は添加されていない。 

また市販の人工飼料と比較すると，生物検定に使用する人工飼料では

無機塩やビタミン類が不足気味で，カイコの生育が遅く，供試虫として斉一

に飼育するためにはかなり熟練が必要である。 

プロピオン酸を人工飼料に添加すれば高い防腐効果があるとの報告（新

村 ･桐村，1974； 飯塚ら，1970）に基づき，生物検定に使用する人工飼料

に同酸を添加した場合の影響について検討した。 

  

材  料  と 方  法  

１. 供試虫  

 ２－１に同じ｡ 

  

２．ＢＴ製剤  

 ２－１に同じ。 

 

３. 人工飼料  

 人工飼料は，２－１の材料及び方法で示した STN 飼料を用いた｡ 

 調整した STN飼料にプロピオン酸カルシウム（ＣaP，和光純薬 ）（湿体重量

2%, 0.2%, 0.02% (W/W)）, プロピオン酸 (PA，和光純薬 )(同 2%, 0.2%, 

0.02% (V/W) ), およびプロピオン酸ナトリウム(NaP，関東化学 ) (同 0.2% 

(W/W))をＢＴ製剤希釈液（BT 液）混入時に添加した。これら溶液の添加は
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マイクロピペットを用いて飼料上に滴下した後に BT 液も同様にマイクロピ

ペットを用いて添加した。BT 液を含まない区においては滅菌蒸留水を同容

量滴下した。  

 

４．生物活性試験法  

カイコに対する殺虫活性実験では，10 頭ずつ直径 9cm のシャーレに供試

する公定試験法 (Aizawa, 1976; ＢＴ剤研究会 , 1973)と，同法をカイコ１頭

ごとの食餌量を確認するために１頭ずつ，マイクロプレートに供試する個別

飼育法（松本，1999）を併用し比較した。まずＢＴ製剤を秤量し滅菌蒸留水

によく攪拌して十分に溶かし，公定法の場合には 7/10 倍希釈で 7 段階の

濃度希釈区で行うが, 個別飼育法では 1/2希釈の 3段階希釈とし(5.0，2.5，

1.25  µg/g diet), 公定試験法とのデータ比較ができるようにした。 

給飼法については，公定（集団 ）試験法では，１－１と同じ方法で，また個

別試験法では２－２と同じ方法で行った。個別試験法では処理された各人

工飼料は, 滅菌済 24 穴マイクロウェルプレート(Corning 社製 )の各ウｪルに

投与した飼料重量を１個づつ計測して供試した。各ウｪルに３齢 ２日目のカ

イコ幼虫を 1 頭ずつ計 10 頭を供試した｡ 実験は各処理毎に最低 6 反復し

た｡ 供試された幼虫は 25±1℃の恒温器内で, BT 液が添加された飼料で

3 日間飼育した後 , 幼虫の体重 ・残餌量を記録した後ＢＴ製剤を含まない

餌に入れ替え，飼料に移し，さらに 2日間飼育した。試験開始 5日後に，生

死を判別し記録した｡ 

 

結  果  

１．プロピオン酸類の影響  

CaP 0.2%, PA 0.2%, NaP 0.2%を加えた STN 飼料を用いる方法で致死率

の比較をおこなった(Table 6)。 その結果 , 2.5 µg/g diet のＢＴ製剤におけ

る致死率は，CaP 0.2%で，25.4±1.4%, PA 0.2%=25.6±1.1%, NaP 0.2% 

=27.8±2.4%で，プロピオン酸類が添加されていない STN が 50.5±3.0%を示

したのに比べて，３種のプロピオン酸類を添加したいずれの飼料でも致死率

が 1/2 に低下した(Table 6)。 
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２．飼料中へ CaP 濃度とＢＴ製剤の濃度による影響  

  飼料中への CaP 濃度を湿体重量比で 0%から 2%まで変化させて，ＢＴ製

剤の致死活性の低下を見ると，CaP の添加濃度が高くなるにつれて，致死

率低下が観察された。CaP 2%の添加によって，濃度 5.0µg/g diet （90%致

死濃度）で致死率 32.1%に，LC50濃度条件下の致死率が 7.8%にまで低下し

た(Fig. 11)。 

   

３．プロピオン酸類の添加がカイコの摂食量と体重増加に及ぼす影響  

CaP (0.2%)を混和した場合のＢＴ製剤添加区の３日間の摂食量は，103.5

±5.1mg であり , ＳＴＮだけの 93.6±4.3mg と比べ有意な差異はなかった

（Duncan's 多重解析 ）。また CaP 0.2%混合飼料での３日間の体重増加は, 

18.9±1.6mg で，無混和区 （17.4±1.9mg）と比べて有意な差異はなかった

(Table 6 およびＦｉｇ. 10)。 

また, 濃度 -致死実験から CaP には濃度依存的に致死率を低下させるこ

とも示された(Fig.11)。  

一方で CaP を混合 した実験区 の３日間 の摂食量は，CaP の濃度

(0.02-0.2%)間において差異はなく，またＢＴ製剤の特性である生長抑制作

用を体重増加量によって比較した結果でも CaP の混合は無混合時との有

意な差異は認められなかった。つまりＢＴ製剤の毒素蛋白は，どの濃度の

CaP 混合人工飼料においても，同程度に生長抑制などの BT 毒素による影

響がみられた。また摂食量は高濃度のＢＴ製剤を投与すればするほど , 減

少する傾向が認められ, カイコ幼虫の毒素蛋白の体内取り込み量は減少し

た。しかし, プロピオン酸類を一定以上の濃度で混和した飼料を用いるとＢＴ

製剤による致死率だけは , 混合されていない餌を使用した場合に比較して

明らかに減少した(Fig. 11)。 

また，このＢＴ製剤に対する致死活性の低下は CaP のみの現象ではなく, 

PA，NaP でもほぼ同程度の効果がみられた（Table 6）。 

プロピオン酸類を通常のカイコ飼育のための人工飼料の防腐剤として利

用することは飼料としての問題はないが，ＢＴ製剤の生物検定に使用する人
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工飼料に添加する防腐剤としては，検定精度を低下させるため不適当であ

ると判断された。
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Table 6.  Effect of propionates in aｒtificial diet on mortality, weight gain and diet intake of the silkworm larvae． 

Treatment1 

 

 

Weight gain2 

 (mg) 

 (mean±SE ) 

Diet intake2 

(mg) 

(mean±SE) 

Mortality 

(%) 

(mean±SE) 

pH of 

diet 

  With BT (LC50) only

   +CaP (0.2%) 

   +PA (0.2%) 

   +NaP (0.2%) 

  Without BT (LC50) 

   +CaP (0.2%) 

   +PA (0.2%) 

  +NaP (0.2%)

17.4±1.9a 

18.9±1.6a 

23.2±2.0ab 

25.2±2.3b 

58.4±3.3c 

63.0±3.2cd 

57.5±2.2c 

58.1±2.7c

93.6±4.3a 

103.5±5.1ab 

104.4±4.4ab 

117.1±5.2b 

143.5±5.4cd 

157.0±3.9d 

167.6±3.1de 

177.9±4.8 e 

50.5±0.9 

25.4±0.6 

25.6±0.5 

27.8±1.4 

1.1±0.2 

1.7±0.4 

2.2±0.7 

0.6±0.3

4.9 

5.8 

4.3 

6.7 

5.2 

6.0 

4.3 

6.8

     

46 
 

 1 CaP, PA and Nap represent calcium propionate, propionic acid and sodium propionate, respectively. 

Each chemical was added to the standard diet at a concentration of 0.2%.  

 2 Values represent an increase in weight of larvae and amount of artificial diet consumed after a 3-day-feeding.  

Comparative analysis between different propionates was performed by Duncan's multiple range test (p > 

0.05). BT concentration in the diet was 2.5 µg/g diet.
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Fig. 10.  Inhibitory effect of calcium propionate (0.02-2%) on BT 

lethal activity, larval weight gain and diet intake. Solid 

triangles: percent mortality. Vertical bars: standard errors.  
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Fig. 11. Effect of calcium propionate concentration on the 

mortality of silkworm larvae. 



 

３－２ プロピオン酸類がδ-内毒素前駆体蛋白に及ぼす影響  

 

PA やそのカルシゥム塩(CaP)は，各種の真菌類やグラム陰性菌による人工飼料の

腐敗に対し安定した防腐効果が見られる(新村・桐村, 1974)｡ しかしながらグラム陽性

菌である B. thuringiensis 菌の生物活性に対するこれらの脂肪酸類の影響はほとんど

知られていない｡ またδ-内毒素のプロピオン酸類や他の飼料成分との生体内での相

互作用, さらに毒素蛋白の虫体内での溶解性に関与する昆虫の消化酵素への影響

なども全く知られていない｡  

３－１の結果から，人工飼料へのプロピオン酸類の添加によってＢＴ製剤の殺虫活

性が顕著に抑制されることが示された｡  

プロピオン酸類と殺虫活性低下との間には，濃度依存的関係が認められることから，

プロピオン酸類が，δ-内毒素蛋白分子と何らかの反応をして，活性を低下させる可能

性が想定された。そこで，殺虫活性成分であるδ-内毒素の前駆体蛋白を SDS-PAGE

法により測定し，同酸類の添加が影響を及ぼすか否か検討した。 

  

材 料 お よ び 方 法 

1. 供試製剤 

２－１と同様，市販のゼンターリ水和剤を滅菌蒸留水で浮遊希釈して用いた。 

 

2. δ-内毒素前駆体蛋白の定量 

製剤試料 10mg を採取し蒸留水を加えて 300µl (30倍希釈)とし，ＢＴ製剤の成分が

完全に溶解するまで良く攪拌した。同希釈液に添加するプロピオン酸の濃度を変えて 

BT 希釈液と等量ずつ混合し泳動のための試料とした｡ Laemmli 式サンプル･ミクス

チャー（第一化学）を加えた後, 沸騰水浴中で 5 分間加熱した｡ 冷却後軽く遠心して

上静を分析に用いた｡ SDS-PAGE 後 coomasie brilliant blue を用いる色素結合法

（Bradford, 1976）で行い，ゲル上に発現したδ-内毒素前駆体(130～140kDa)の蛋白

バンドを比較検討した｡ また，紫外線フリーのゲルホルダー内に泳動・染色後のゲル

を格納し，デンシトメーター(CS-9300PC, 島津製作所) を用いてゲル上の各バンドの

蛋白量を透過吸光(280, 600nm)により定量した。 
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結 果 お よ び 考 察 

１． プロピオン酸類のδ-内毒素前駆体蛋白に及ぼす影響 

プロピオン酸類をＢＴ製剤の添加された人工飼料に混合して生物検定を行うと，な

ぜＢＴ製剤の活性が低下するのか確認する目的から，検定希釈液に PA を加えて

SDS-PAGE を行い，泳動されたδ-内毒素前駆体蛋白量を比較した｡ その結果，0.2%

以上の濃度の PAをＢＴ製剤希釈液に等量ずつ混合すると, 添加する PA濃度の増加

とともに，本来ゲル上の 130～135kDa付近に現れるはずのδ-内毒素前駆体蛋白のバ

ンドが消失した（Fig.12）。また，ゲル上をデンシトメーター（吸光度 A280）により探索する

と 130～135kDa 付近の蛋白のみが急激に減少することが示された(Fig. 13)｡ しかも，

添加されたプロピオン酸の濃度比（プロピオン酸/BT（µg/g ｄｉｅｔ））と吸光度(A600)の間

には，Y = -0.0288 X + 0.0013 (r2=0.96； Ｘは対数)と高い相関が認められ, プロピオ

ン酸の濃度の増加にともなってゲル上のδ-内毒素前駆体蛋白が特異的に減少するこ

とが示された(Fig. 14)。 

このように δ-内毒素前駆体蛋白が減少する原因として，１）プロピオン酸添加により，

特異的にアグリゲーションが生じδ-内毒素前駆体蛋白の溶解量が減少したか， δ-内

毒素前駆体蛋白（130～135kDa）が形成されず，より小さな蛋白分子となったかのいず

れかと考えられるが，なぜ 130-135kDa 付近の蛋白だけが PA の添加によって減少す

るのか，その原因の特定には至らなかった(Fig. 13)。しかし，吸光度(600nm)の測定結

果から，PA の添加量の増加とδ-内毒素前駆体蛋白量の減少との間には高い相関が

あることから，前章での殺虫活性低下の原因が，このδ-内毒素前駆体蛋白（130～

135kDa）の減少により生じた可能性が高いと考えられた。 

なお, 参考までに本実験で用いた分子マーカー（第一化学）を，プロピオン酸を 20%

～0.02%の 4 希釈濃度で同様に泳動実験を試みたが, マーカーを構成している各蛋

白のミオシン(200kDa), β-ガラクトシダーゼ(116kDa), ウシ血清アルブミン(66kDa), 

アルドラーゼ(42kDa), カルボニックアンヒドラーゼ(30kDA), ミオグロビン(17kDa)のい

ずれの標識蛋白においても, ＰＡの添加による BT δ-内毒素のような泳動ゲル上の特

定のバンドの消失は認められず, 正常に泳動された｡  
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Fig. 12.  SDS-PAGE pattern of BT solution with propionic acid

(PA). Lane 1, molecular marker 15 µl. Lane 2, 3, 4, 5, 6 and 7, BT

solution 15 µl (BT formulation 10 mg + Distiled water (DW) 300 µl)

+ sample buffer 15 µl + propionic acid solutions 15 µl (4, 2, 1, 0.5,

0.25, 0.125 %, respectively). Lane 8, BT solution (15 µl) + sample

buffer (15 µl) + DW (15 µl). Gel was stained by coomasie brilliant

blue. 

 



 

 

Fig. 13.  Densitometric scanning chart of proteins (A280 nm) after

SDS-PAGE as shown in Fig. 12. ↓：130-135 kDa. 
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Fig. 14.  Relationship between the intensity of absorbance at 600 nm

(A600) and propionic acid (PA) concentration in SDS PAGE gel as

measured with a densitometer (CS-9300PC, SHIMAZU). Y: A600, X: Log

PA concentration (%). 
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第４章 殺虫活性（力価）に影響するその他の要因 

 

 現在の生物検定法(ＢＴ剤研究会, 1973)では，検定試料を人工飼料に混入する際

の手順など，実際の検定作業のための条件については 16L8D，２５℃下で実施する点

以外のより詳細な規定はない。しかし，薬物の昆虫に対する作用が環境温度によって

影響をうけるという報告は多く（Hassan et al., 1970; Norment and Chamber, 1970; 

Harris, 1971; Chalfant, 1973）, ＢＴ製剤の活性が生物検定時の温度によって影響を

受けることも報告されている（於保・真下，1973; 佐野，1972; 石黒・宮園, 1979）。 

これらはカイコ幼虫への薬物供試後の飼育温度に対するもので，検定準備のため

の検体希釈液の温度に関するものではない。しかし，飼育器内の温度を定められた

25℃に設定して行ったにも関わらず，晩秋や初春の室内暖房が十分でない時期に生

物検定すると，活性が低下し，力価が正確に測定できない事例もあった。また，供飼カ

イコの飼育条件として実験時の照明の強さや光源の有無などのより詳細な光条件に

関する規定はなく，カイコ幼虫の斉一化の目的から，全暗下での飼育や実験を行う

メーカーもあった。 

このように，当初には想定されなかった条件が，ＢＴ製剤の力価を正確に測定する

ための障害になる可能性が考えられた。このため，本章では，殺虫活性（力価）に影響

を及ぼすその他の要因を明らかにするため，①実験時の光条件，②検体希釈液の水

温が及ぼす影響について検討した。 
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４－１ 検定時の光条件の影響 

 

生物検定に用いるカイコの幼虫（３令）は，生育を斉一にする必要がある。現行の生

物検定法では供試虫の飼育条件についての規定はない。生育がそろったカイコ幼虫

を生物検定に供するために，必要な約500頭の供試虫に対し５倍以上のカイコ幼虫を

飼育し，その中から目視で選別した幼虫を試験に用いるなど，飼育や選別のための手

間が掛かる方法を採用している。 

 カイコ幼虫の生育をそろえる飼育法に関する研究については養蚕指導の観点から

多くの報告がある。一般に飼育時の光条件の関与が報告されており，斉一な飼育に

は孵化直後から全暗下で飼育する方法（全暗育）が有効とされている（Imanishi, 1980； 

Washida, 1983）。 

現行の生物検定では，16L-8Dの照明条件下で行うことが定められており(ＢＴ剤研

究会，1973)，幼虫の斉一化のために全暗下で生物検定する方法も提案された。しか

し，実験時の明暗条件がＢＴ製剤の殺虫活性に影響を及ぼすかどうかは研究がなく，

関連の資料も少い。そこで 全暗条件と16L-8D照明下で検定を行った場合に，ＢＴ製

剤の殺虫活性に相違があるか，また，生育の際に推奨されている照度80-120 lxとそ

れ以上の高い照度(1500-2000 lx)下で，生物検定結果に違いが生じるかを検討した｡ 

 

材 料 お よ び 方 法                     

１. 供試虫 

  １－１に同じ。 

 

２．ＢＴ製剤 

  ２－２と同じ市販のゼンターリ水和剤を用いた。 

 

３. 人工飼料 

  人工飼料は，１－１の材料及び方法と同じSTN飼料を用いた｡ 

   

４．人工飼料の調整 (ＢＴ製剤の混入法) 

  １－１の材料及び方法に示した方法で調整して用いた。  
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５．殺虫試験時の恒温飼育器内照度の調整 

 あらかじめ25±1℃，80-120 lx の恒温器内で飼育した供試虫（３令２日目幼虫）を，

殺虫試験の間だけ、湿度50%に調整された恒温器３台を使用し，全暗（照度0 lx）, 

80-120 lx (16L8D), 1000-2000 lx (16L8D)の3区を設定して殺虫試験を行い，明暗及

び照度の違いによって，殺虫活性に差違が生じるかどうかを比較した。明条件下にお

ける照度の設定のために，恒温器内の蛍光灯(40W，白色灯)に均一に白色の紙を巻

き付け，その枚数を加減することにより調整した。 

 

６．殺虫活性試験 

  １－１に同じ。 

 

結 果 お よ び 考 察                               

全暗区および照明区（80-120 lxおよび1500-2000 lx, 16L8D）で殺虫活性を比較し

たところ，LC50値は全暗区と照明区(80-120 lxおよび1500-2000 lx)で，それぞれ3.69, 

2.45および2.41 µg/g dietとなり全暗区と照明区において有意な差異が認められた。

(Table 7)，それぞれの区における，実験時の摂食量や生長量においては，有意な差

異がないか，活性の低い全暗育の方がやや多いことから，照度による活性の差異は

摂食量の低下によって体内に取り込まれるδ-内毒素の量が減少したためではないと

考えられた（Table 8）。 

一般にＢＴ製剤の殺虫成分は，散布後の太陽光，紫外線（ＵＶ）等により崩壊して活

性が比較的速やかに失われることが知られている（Raun and Jackson, 1966; Morris, 

1983; Choen, 1991; Inagaki et al., 1992; 宮園ら，1998）。 

しかし，今回の恒温器内での照度条件を変えた実験の結果では，照明をまったく実

施しない全暗条件下におけるカイコの致死率の方が，照度を80-120 lx もしくは

1500-2000 lxで照明(16L-8D)された条件における場合よりも，有意に低くなった。 

しかし，カイコの摂食量やカイコの生長量は，照明区でやや減少するが，有意な差

異は認められなかった。LC50濃度である2.5 µg/g dietを供試した場合の致死率は，照

明区では，共に50%程度であったのに対し，全暗区では約半分の21.3%と有意に致死

率が低下した（Ｔａｂｌｅ 8）。 
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Iwao (1962)は，鱗翅目の罹病性は黒化型では低下すること。またKunimi et al. 

(1990)らは，ヨトウムシに対するNPVの罹病性が幼虫の体色の黒化とともに低下し，経

口感染に対する幼虫の抵抗性は，主として中腸細胞内へのウイルスの侵入に対する

腸内ルーメンの防御メカニズムによると報告している。これらをあわせて考察すると，Ｂ

Ｔ製剤の鱗翅目幼虫体内でのＢＴ製剤の活性発現機構に光の有無が関与する可能

性があると結論される(Matsumoto，2001)。 

したがって，カイコ発育の斉一化のために養蚕の効率化のために推奨されてきた全

暗育の技術が，卒倒病や軟化病といったB. thuringiensis 菌等によるカイコの感染病

を防ぐ目的で優れた方法であることが改めて確認された。一方，ＢＴ製剤の生物検定

を全暗下で行う際には活性が低く測定されることを念頭に置く必要があることが示され

た。 
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ffect of light conditions on the toxicity of BT formulations against B. mori larvae. 

umination 

ntensity  

(lx) 

     LC50 (µg/g diet) 1 Regression lines 2 

   3 
 

3.7７(3.3-4.3) a  Y = 3.5X + 3.1 

  2.57 (2.4-2.7) b  Y = 4.6X + 3.2 

0   2.45 (2.3-2.6) b Y = 4.3X + 3.3 

    

parentheses are 95% confidence limits.  

X: Log concentration (µg/g diet).  

each column followed by the same letter are not significantly different by the likelihood 

s (Russell et al., 1977) at p≦0.05.  
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Illm ination intensity
(lx )

W eight gain (m g) 1

(mean± SE)

Percent

mortality 2

(mean± SE)

0 18.7± 1.9 ns 21 .3± 4.1 a   

80-120 18.1± 2.2 ns 50 .3± 3.7 b    

1500-2000 17.4± 1.6 ns 51 .5± 3.0 b      93 .3± 2.9 ns

1Values represent the increase in  weight o f larvae and amount o f artific ia l d iet
consumed after a 3-day-feed ing.  Comparative analysis between d ifferent
intensities o f illum ination was perfo rmed by Duncan's multip le range test.  "ns"
ind icates no  sign ificant d ifference (p  > 0 .05). BT concentration in the d iet was 2 .5
µg/g d iet.

2M eans in  each co lumn fo llowed by the same alphabetic  character are not
sign ificantly d ifferent (p  >0 .05) by the Tukey-Kramer method .  M ortality
percentages were arcsine transformed before analysis .  10 larvae per p lot × 6
rep lications for each experiment.

Tab le 8 .  E ffect o f light conditions on m ortality , larva l weight ga in and
d iet intake .

D iet intake (mg)
(mean± SE)

  96 .5± 4.5 ns

  94 .3± 3.3 ns



 

４－２ 検定に用いる検定希釈液の温度が殺虫活性に及ぼす影響 

 

野外におけるＢＴ製剤の活性は早春や晩秋の低温期に低下することが知られ，力

価試験では25℃の温度条件で行うこととなっている（ＢＴ剤研究会，1973）。一般にＢ

Ｔ製剤の殺虫性は，野外の試験において，早春や晩秋の低温期における殺虫活性の

低下（佐野，1972）や低温下での殺虫活性の低下が報告されている（石黒・宮園，

1979）。また，環境温度によって影響を受けるという報告は多い（Hassan et al.， 

1970; Harris, 1971）。 

人工飼料や使用する滅菌蒸留水は実験直前まで冷蔵庫内で保存されるため，試

験用BT水和剤の調整時に冷蔵庫から取り出した直後の人工飼料や冷水（滅菌蒸留

水）を用いることが多い。夏季や暖房の十分に行われる真冬の室温はほぼ２５℃に設

定されており，速やかに２５℃前後にまで水温は上昇するが，これらの境の季節である

初春や晩秋には室温が低く十分に温度が上昇しないままに，人工飼料や希釈液を使

用することが想定された。このため，低温下で調整された薬液や人工飼料の使用が，

生物検定の結果に及ぼす影響について検討した｡  

 

材 料 お よ び 方 法 

１. 供試虫 

１－１に同じ。 

  

２．ＢＴ製剤 

２－２と同じ市販のゼンターリ水和剤を用いた。 

 

３. 人工飼料 

人工飼料は，１－１の材料及び方法に示したＳＴＮ飼料を用いた｡ ただし，STN飼

料は，冷蔵庫から取り出し，必要量を計りとった後にあらかじめ２５℃の恒温器内に，１

時間保存し温度が２５℃になってから用いた。 

   

４．ＢＴ製剤の人工飼料への混入法 

3.で調整した人工飼料にＢＴ製剤希釈液（検体希釈液）を添加混合した。添加はマ
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イクロピペットを用いて飼料上に滴下しておこなった。BT 液を含まない区においては

滅菌蒸留水を同容量滴下した。  

ＢＴ製剤の生物活性試験時に添加する検体希釈液の温度（５～40℃）による影響を

調査した。つまり，供試したＢＴ製剤標品の LC50である 2.5 µg / g diet になるように

希釈した検体希釈液を 10 mlずつ試験管にとり，それぞれ５分間ずつ 5～40℃（５℃間

隔）の各温度に調整した恒温槽につけ，その後２５℃に保った水溶液中で保存した。

これらの温度処理後の検体希釈液を人工飼料に混合してカイコに供試した。 

 

５．殺虫活性試験 

カイコに対する殺虫活性試験は公定試験法(Aizawa, 1976; ＢＴ剤研究会, 1973)

に準拠して実施した｡ ガラス製蒸発皿に 10g の人工飼料を入れ, これに 0.5ml ずつ

上記により調製したBT液をマイクロピペットを用いて人工飼料上に滴下した。 その後，

スパーテルを用いて十分に均一になるまで混合した。BT 液を添加しない対照飼料に

おいては，それらと同容量の殺菌蒸留水を混合した。これらＢＴ製剤の希釈･混合操作

は，B. thuringiensis 菌活性の温度差による影響を避ける目的からすべて25℃下で

実施した。 そして保存温度が異なるＢＴ製剤粉末，滅菌蒸留水および各人工飼料に

ついては実験前にあらかじめ恒温器内(25℃)で一定時間保存してから用いた。  

処理された各人工飼料は, 滅菌済プラスチック製のペトリ皿（直径9cm）に10gずつ，

厚さ 2～3mmに均一に塗り広げ，カイコ３令幼虫を各 10頭ずつ供試した｡ 実験は各

処理毎に最低３反復（計３０頭）した｡ 供試された幼虫は25±1℃の恒温器内でBT液

が添加された飼料で 3日間飼育した後, BT液を含まない飼料に移しさらに 2日間飼

育した｡ 処理開始 5日後に生死を判別し記録した｡ 

 

結 果 お よ び 考 察 

25℃で調整された検定希釈液の入った試験管を，5～40℃に設定された恒温槽内

で５分間水浴させ，その後は通常の手順でＢＴ製剤の生物検定を実施したところ，10

及び 15℃区におけるカイコの死虫率が，わずか５分間の温度処理によってその活性

が変動した(Table 9)。 

佐野（１９７2）は，８，１５及び３０℃でコナガのＢＴ製剤の感受性と飼育温度の関係を

調べているが，致死率から低温ほど感受性が低いと述べており，石黒・宮園（１９７９）も，
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カイコ５令幼虫への経口投与法を用いたＢＴ製剤投与後の飼育温度の影響（１５，２５，

３５℃）を調査し，２４時間後の１５℃と２５℃の LC50 は，３５℃よりも高く，高温ほど活性

が高くなると報告している。 

一方，浅野・鈴木（１９９５）は，ハスモンヨトウ１令幼虫を用いて，１５，２０，２５，３０℃

の４飼育温度での感受性を調査したところ，２０～３０℃では活性に変化がなく，上記と

は全く逆に１５℃が最も活性が高いが，コナガやチャのコカクモンハマキでは全ての温

度で活性に影響がなかったと報告している。この一連の浅野らの実験では，60℃前後

の温度下で，寒天成分の含まれる人工飼料を溶かしてＢＴ製剤を人工飼料に混入す

る手法（Ａｓａｎｏ et al., 1993）が用いられており，このため他の実験と結果が異なった

とも考えられる。 

本結果では，ＢＴ製剤の活性は 10～20℃まではほぼ直線的に上昇し，10～１５℃

の低温が活性を低下させる点で石黒・宮園(197９)や佐野(1972)の結果と一致した。し

かし，30～40℃では，２５℃よりも活性がやや低下し大きな活性の変化は認められな

かった。これは，本実験では BT製剤希釈液をわずかに５分間だけ設定温度にした後，

２５℃に戻し，その後は投与後も２５℃下で飼育保管したためと考えられる。この点では，

浅野・鈴木（１９９５）が行ったＢＴ製剤の希釈時の温度は，寒天の溶ける約 60℃であり，

その後飼育温度を１5℃～30℃にして活性を測っている。 

いずれにしても，本実験のきっかけとなった，１０～１５℃の低温下で検定希釈液を

調整すると活性が低下し，飼育器内の温度を生物検定法に定められた 25℃に設定し

たにも関わらず，晩秋や初春の室内暖房が十分でない時期に生物検定すると活性が

低下して力価が正確に測定できない事例の要因が，低温下での検定希釈液の調整

操作にあった可能性が強く示唆される結果であった。 

従って，生物検定の正確な実施にあたってはカイコの飼育温度だけでなく，検体希

釈時の蒸留水の温度にも十分留意する必要があると考察された。
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No.

5 10 15 20 25 30 35 40

I 50.0 20.0 30.0 53.3 53.3 40.0 33.3 36.7

II 50.0 26.7 36.7 53.3 50.0 36.7 30.0 43.3

III 53.3 20.0 30.0 53.3 43.3 40.0 46.7 43.3

IV 46.7 23.3 40.0 56.7 56.7 36.7 36.7 36.7

50.0 22.5 34.2 54.2 50.8 38.3 36.7 40.0

1.6 1.8 2.9 1.0 3.3 1.1 4.2 2.2

Table 9.  Effect of temperature at the time of preparation of BT solution on the lethal
activity.

SE (%)

Temperature (℃） and Mortality （％）

Mean (%)



 

 

第５章  総 合 考 察 

 

ＢＴ製剤は，昆虫に対して特異的に作用する毒素を生産する細菌，Bacillus 

thuringiensis，に由来する殺虫剤で，作物や森林保護等のために世界中で広範に使

用されている。 この殺虫剤は種特異性が高く，環境への影響が少ないことを特徴とし

ている。 我が国では，定められた標準製剤と製品の致死活性を比較する生物検定法

が品質管理のために採用されている。 

本研究では生物検定の実施にあたり問題となる，ＢＴ製剤の活性（力価）に影響を

与える緒要因について検討してきた。本章ではその結果をもとにＢＴ製剤の開発から

流通までの流れに沿った剤力価の管理上の問題点とそれらの対策を含めた品質管理

システムのあり方について検討する。 

Fig. 15にはＢＴ製剤の開発から流通までの流れを上段に，また下段に本研究成果

や他研究者の研究結果から想定される力価管理上の問題点とその対策を示した。ＢＴ

製剤の開発から流通までの流れの中で，ＢＴ製剤の力価管理のために生物検定が

度々実施される。製品は，標準品との定期比較検査によって力価が確認されるため，

生物検定で用いられる標準品は，品質管理をする上で非常に重要である。標準品は，

開発時にメーカーにおいて設定され，登録時に農薬検査所で一定の力価を確認され

た基準となる製剤標品である。 

標準品は，農薬登録時に製品開発時のデータと共に農薬検査所に提出され，農薬

としての適格性が評価される。この段階で定められた標準品は，開発した製造所と検

査機関である農薬検査所の双方で，冷暗所（５℃）で保存され，力価の評価や安全性

評価のための生物検定に利用される。 

この流れの中で，メーカーにおいては菌の増殖・培養時における工場での力価の

調整（商品開発時を含む），製品の出荷前品質検査等のために生物検定が実施され

る。また，検査機関である農薬検査所では，標準品の力価の確認（登録時），販売され

ている製品や製造所内への立ち入り検査時の抜き取り品，並びに輸入品や無登録品

の取り締まりなどの段階で生物検定が実施される。 

我が国で最初のＢＴ製剤が登録になってから，既に３０年近くが経過しようとしている。

本研究を開始した（１９９６年）時点で，既に２０年を越えた標準品があり，これらの標準
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品の更新作業が行われたが，その際に更新された新しい製剤でも，生物検定による

力価が，製造所と農薬検査所で一致しないなどの問題が発生した。この問題は，現行

の品質管理システムの手順に沿って行われた結果であり，ＢＴ製剤の品質管理上不

可欠な生物検定法そのものの精度や信頼性に大きな疑問が生じた。しかし，ＢＴ製剤

のように胞子数だけでは活性が推定できない微生物殺虫剤の品質管理上の問題に

対する対応策としては，現行の品質管理システムの中で，生物検定法の精度を向上さ

せることが，避けて通れない最初の課題である。 

一般に，病原微生物に対する昆虫類の感染抵抗性は，病原微生物の特性，宿主

昆虫の特性及び環境条件によって影響を受けやすいことが知られており，生物検定

にあたっては，これらの３要素を同一にして行う必要がある。病原微生物の特徴として

は，系統，分離後の増殖条件，保存期間，宿主昆虫の特性としては，系統，発育ス

テージ，餌条件，環境条件としては，温度，湿度，光条件などが特に重要とされている

（福原，1979； 国見, 1993）。このため本研究では，ＢＴ製剤の品質管理システムの運

用上の観点から，病原微生物（製剤）の特性として，製剤の系統および標準品の保存，

宿主昆虫の特性として，人工飼料及びカイコ飼育条件，検定環境条件として，検定希

釈液の温度等の緒要因についてその影響を検討した。その結果，当初予想された以

上に，製剤に含まれるδ-内毒素の種類や性質，補助剤の種類，使用する人工飼料や

カイコの飼育時の光条件など多くの要因によって，製剤の殺虫活性が影響を受け，正

当に力価を評価できない場合のあることが明らかになった（Fig. 15）。 

我が国で今後もカイコを使った殺虫活性（LC50）による力価管理システムをＢＴ製剤

の品質管理の目的で運用してゆくためには，まず，本研究から明らかにされた殺虫活

性に影響を及ぼす緒要因のすべてについて十分に検討し，またＢＴ製剤の新しい品

質管理システムとして従来のように生物検定だけで行うのでなく，現行で考えられる非

生物学的手法を加えた，より包括的な力価管理システムとして運用することが最良の

対策であると考えられた。 

つまり，本研究の結果から解明された緒要因のうち，現行の実験手法に充分に規定

されていない要因，例えば，１）２系統混合剤の標準品の保存温度を，５℃から，-80℃

の超低温での保存に換えること。２）使用する蒸留水や人工飼料をあらかじめ30分から

１時間程度，25℃に設定された恒温器内で保存し，あらかじめ温度を斉一にしてから

検定に用いること，３）人工飼料に用いる乾燥大豆粉末については，ＢＴ剤研究会等
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で申し合わせの上，出来る限り同一製造所の製品の使用を義務づけること。また，４）

乾燥大豆粉末の統一が出来ない場合には，大豆粉末の製造工程での劣化を推定す

るためにNSI（窒素溶解性指数）の明らかなものを選ぶこと，５）使用するカイコの３令幼

虫は，ふ化直後から25℃，16L-8D下で飼育したものを使用し，全暗下で飼育された幼

虫を検定に使用せず，飼育時と同じ条件で検定を行うこと，６）プロピオン酸類などの

防腐剤や抗生物質，またカゼインやミルク粉末等を栄養成分に含まない従来の公定

人工飼料組成を忠実に遵守し自家調整するか，飼料工場等に依頼する場合にも合

致するものを注文して使用すること，さらに７）万一，製造所と農薬検査所で力価測定

結果が一致しない場合には，お互いの考えられる全ての実験環境を交換して活性上

の整合性を充分にはかること，などの規定を生物検定法の中に新たに加える必要があ

る。 

また，これらの生物検定法による欠点を補うための対策として，非生物学的検定法

である化学・物理学的手法や形態学的手法を併せて実施することを提案したい（Fig. 

15）。非生物学的手法は，生物検定法のもつカイコの飼育等に非常に時間と手間が

掛かる欠点を補う技術として期待でき，もし，非生物学的な手法により，生物検定結果

と充分な相関がある代替可能な技術が確立すれば，このような生物検定時における手

間が大幅に短縮できる利点がある。 

各δ-内毒素の含有量は，SDS-PAGE やＨＰＬＣによって検出できることが知られて

おり(Yamamoto, 1983b; Yamamoto and Dean, 2000)，検定のために製剤標品の可溶

液をまず SDS-PAGEで泳動した後，ゲル上で毒素部分の吸光度を正確に計量し得られ

た値を，例えば，化学力価＝標準品(A600)／供試製品(A600) × 1000 のような計算

式に代入して，生物力価の換わりに850～1250の範囲にあるかを検討するなどの手法

を将来に向けて検討する必要がある。 

SDS-PAGE による泳動後のゲル上の前駆体蛋白測定結果は，非生物学的手法で

力価を管理するための有効な方法となる可能性が高く，本研究でも，長期保管により

活性が劣化した製剤のように，ＢＴ製剤の活性とδ-内毒素前駆体蛋白の間には相関

性が認められる場合もある。しかし，各δ-内毒素がそれぞれ異なる活性や種特異性を

持つために，カイコに対する活性は必ずしもSDS-PAGE分析によるδ−毒素量とは平行

しないことも事実であり，δ-内毒素の活性上の共同性や，干渉性に対する一層の研究

が必要である。本研究以外にも，非生物学的手法の試みとしてエライザ法の利用が検
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討されているが，カイコを用いた生物検定の結果とは一致していない（Ｈｏｒｉ et al., 

1996，2000; Yamamoto et al., 1983a）。また，ＢＴ製剤では単 1系統でも異なるδ-内毒

素をもつ場合が多く，さらに，δ-内毒素間に競合や相乗効果が存在して活性に影響

するため in vivo での結果の予想がつきにくい場合も考えられる。製剤の力価を正確

に求めるためには個々のδ-内毒素量を測定するだけでは不十分で，生物検定による

活性の評価と併行して，非生物学的な手法による測定データを蓄積してゆくことが不

可欠である。従って，SDS-PAGE やエライザ法などにより，一挙に生物検定を非生物

学的検定法に置き換える試みは，ＢＴ製剤の作用機作が完全に解明されていない現

状から困難であるが，従前通り生物検定による力価管理の中で，このような化学測定

法によるデータの蓄積を進めていくことが，将来の適正なＢＴ製剤の品質管理技術とし

て重要である。 

また，もう１つ別の非生物学的検定法の方向性として，低真空走査型電子顕微鏡

（LV-SEM）を使用して活性が低下した製剤を識別出来る可能性が本研究の結果から，

示された。走査型電子顕微鏡については，従来から，ICP結晶の観察のために利用さ

れてきたが，観察の度に化学固定や脱水等の前処理に時間が掛かることや，操作時

の熱線等による影響が懸念され，ＢＴ製剤の品質管理のためにはあまり注目されてこ

なかった。しかし，最近は LV-SEMの利用により，面倒な前処理なしにＢＴ製剤を観察

できる手法（改良鈴木法）が開発され，非常に簡単にＢＴ製剤の顆粒表面の観察が出

来る。この方法を使って，既登録６種のＢＴ製剤の顆粒表面を観察した結果，多くのＢ

Ｔ製剤は，その製造時の培養液や補助成分の違いによって独特の顆粒構造をしてい

ることも判ってきた。従って，顆粒表面の形状を走査型顕微鏡で観察することによって，

登録されている製剤の剤種を簡単に特定できる可能性があり，今後の研究次第で輸

入ＢＴ製剤や未登録農薬の取り締まりに活用できるかもしれない。 

以上，現在使われている生物検定法は，まだ完全なものではなく，あくまでも鱗翅

目活性のＢＴ製剤の殺虫活性メカニズムが完全に解明されるまでの補完的なシステム

であり，今後ＢＴ製剤一般に関するより高レベルの活性メカニズムが明らかになった場

合には，それにあわせて条件や方法を改良し，より精度の高い，適正な品質管理シス

テムとして完成されることが期待される。
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Fig. 15.  Schematic illustration of problems and measures for BT formulation control based on flow between development and 

marketing.  ○ indicates the effective factors for bioassay investigation in this study. 



 

（要旨） 

ＢＴ製剤は、昆虫に対して特異的に作用する毒素を生産する細菌、Bacillus 

thuringiensis、に由来する殺虫剤で、作物や森林保護等のために世界中で広範に使

用されている。 この殺虫剤は種特異性が高く、環境への影響が少ないことを特徴とし

ている。 その力価は生物検定で決められており、決められた標準のＢＴ製剤と製品の

致死活性との比較によって示される。 鱗翅目昆虫に活性をもつＢＴ製品は、生物検

定にカイコを用いている。 本研究の材料である B. thuringiensis δ-内毒素 Cry1Cは

B. thuringiensis serovar aizawai系統に由来し、B. thuring ensis serovar kｕｒｓｔａｋｉ系

統由来の Cry1Aa と比べ、ハスモンヨトウに卓効を示し、抵抗性の発現頻度が低い利

点を持つと言われるが、生物検定時の変動が大きいとも言われている。本研究では生

物検定の実施にあたり問題となる、ＢＴ製剤の活性（力価）に影響を及ぼす緒要因に

ついて検討し、今後の品質管理のあり方について論じた。 

i

1 系統からなるＢＴ製剤は、全暗、５℃下における、１０年以上の長期保存によっても、

ほとんど活性が低下しないが、B. thuringiensis serovar aizawa と serovar kurstakiの２

系統からなる混合剤においては有意な生物活性上の劣化が認められた。しかし、この

混合剤における劣化は、全暗、-80℃下で保管した場合には発生しなかった。 製剤

サンプルをＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分析した結果、劣化した製剤では δ-内毒素前駆

体量が有意に減少していた。 また、劣化した製剤サンプルを、走査式電子顕微鏡で

観察すると、その表面構造に物理的な劣化の兆候が認められた。 

生物検定の際に用いられるカイコの人工飼料成分である乾燥ダイズ粉末の違いが、

ＢＴ製剤の殺虫活性に影響を与えることが明らかになった。 これはダイズ粉末中に含

まれるタンパク質の中に、殺虫成分であるδ-内毒素と結合能を有するものが存在する

ためである。 また、同様に市販の人工飼料中に混合されることのあるプロピオン酸類

も BT剤の殺虫活性を低下させることが明らかになった。 

B. thuringiensis δ-内毒素結合性蛋白の 1種とされる炭酸脱水素酵素(CA) を人工

飼料中に添加すると、ＢＴ製剤の LC50は有意に低下し、加えた CAの濃度( CA / BT) 

と活性低下には相関が認められた。 このように CAやダイズタンパク中のδ-内毒素結

合性蛋白は、本来の BT 受容体に比べるとδ-内毒素に対する親和性は低いものであ
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るが、δ-毒素の受容体への結合を阻害し、活性に影響を及ぼすと考えられた。 

カイコの飼育条件も生物検定結果に大きな影響を与える要因になることが明らかに

なった。発育の斉一化のために推奨される全暗飼育によって得られたカイコを検定に

使用すると BT剤の活性(LC50)が約 1/1.5に低下した。 さらに、生物検定時に添加す

る検定希釈液の温度（５～40℃）によっても活性に影響を受けることが示された。 

このように現行の生物検定手法は、製剤に含まれるδ-内毒素の種類や性質、補助

剤の種類、使用する人工飼料やカイコの飼育条件など多くの要因によって、製剤の殺

虫活性が影響を受け、正当に力価を評価できない欠点があることが明らかになった。 

生物検定法の実施に伴う、このような欠点を補うために、化学・物理的手法や形態

学的手法等の非生物学的な手法についても検討した。その結果、ＢＴ製剤のδ-内毒

素の含有量は SDS-PAGE によって検出できたが、単 1 系統でも複数のδ-内毒素をも

つ場合が多く、カイコに対する活性は SDS-PAGEによるδ-内毒素量とは必ずしも一致

せず、δ-内毒素間の競合や相乗効果の影響が示唆された。 

一方で、低真空走査型電子顕微鏡(LV-SEM)の利用によって、より簡便に劣化の有

無や、剤種の識別が出来る可能性が示唆されたことから、力価検定に当たっては本研

究で明らかになった緒要因について十分に留意し、SDS－PAGEやLV-SEM等による

非生物学的な手法を組み合わせたより精度の高い方法を採用することが重要であると

結論された。 
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