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Bacillusthurlngiensisvar。thuringlensisBerliner

の 生 産 す る 菌 体 外 毒 素 に つ い て

(1)毒 素 の分 離 な らび に家 蚕 にお よぼす 影響

田中 健治*・ 貞包 治夫 ・村上 浩紀

波多野 昌二 ・渡辺 忠雄

On the exotoxin of Bacillus thuringiensis var. thuringiensis Berliner 

          (1) Separation and the  effect of toxin on silk worm 

       Kenji Tanaka, Haruo Sadakane, Hiroki Murakami, 
            Shoji Hatano and Tadao Watanabe

Bacillusthuringiensisは鱗翅 目昆虫 に対 して 経 口

的に特異的致死作用 を示す蛋白性 の菌体内毒素 を生産

す ることが知 られてい る.7}8>さ らにB.thuringiensis

var.thuringiensisBerliner(以 下BTT)が 低分子

の菌体 外毒素を も生成す ることが明ら かに され た.1)

BacillUSthuringiensi"rは その体内毒素 による特異

的殺虫作用のために 農林害虫 に対 す る生物農薬 とし

て,そ の培養液を散布す ることが実用化 されてお り,

この蛋 白性毒素の性質 については詳 しく研究 され てい

る7)8).一 方,本 培養液中 に混在 す る菌体外毒素 の作

用機序 についてはほ とん ど明 らかでな く,本 外毒素の

散布 を うけた食糧成分を摂取 した場合の影響 について

しらべ ることは,生 物農 薬に対す る食品衛生化学上の

一課題であ ると考 えられ る.

著者 らは先ずBTTか ら菌体外毒素を分離 し,こ の

・毒素がご成分か らな ることを明 らかに し特 によ り毒力

の強い一成分 について家蚕 を用いてその作用について

検討を加 えた.

実 験 方 法 お よ び 結 果

1.菌 体外毒素の調製

BTTの 菌体外毒 素を得 るための 培養液 としては 肉

エキス1%,ベ プ トン1%,NaClO .4%,MgSO4

4.5×10-6Mの 組成 の ものを使用す ると活性炭処理に

よつ て粗毒素を分 離す る際に,培 養液に由来す る褐色

物質が混入 し,粗 毒素の精製を困難にする ことがわか

*農 林省食糧研究所.

った.そ こで本実験 にお ける毒素産生のための培養液

としてはCantwellら1>の 用いた組成 の ものを使用 し

た.す なわち,本 培養液ll中に はK,HPO,5g,

KH2PO45g,MgSO40.05g,MnSO40,03g,FeSO4

0.Olg4CaC120.05g,NaNH4HPO41.5g,ク エ ン酸

ナ トリウム39,チ ア ミン塩酸塩0.0029お よび カザ

ミノ酸(Difco製)10gを 含み,pH7,8に 調整 し

て培養に用 いた.

菌体を接種後pHを 修正 す ることな く30℃ で 培

養 を行なった.第1図 にその経過 を示 した.菌 体数 は

培養開始後20時 間で最高 に達 した.一 方,本 毒素 は

後述す る よ うに アデニンを 含む ヌクレオ シド誘導体

であ るので260mμ におけ る吸光値の測定 に よ っ て

毒素生成量 を推定 した.260mμ の吸収の増大 は菌体

の増加にお くれてお こるが,260mμ にお ける紫外吸

光 値の増加 は必ず しも毒力の増強 にはつなが らないよ

うにみ え,毒 素前駆体 としてのアデニ ン誘導体 の蓄積

も考 え られたので培養時間は72時 間 とした.こ の と

き培養液はpH10に 達 した.な お,pH7.8に 調整

しなが ら培養を行 なつて も,第1図 と同様 な毒素生成

の傾向 を示 した.

2.菌 体外毒素の分離,精 製

培 養液 を遠心分離(75009,10分)し て菌体を除去

し,上 澄中に混在す る可能性 のあ る菌体 あるいは蛋 白

性 内毒素 を不活性化す るた めに加圧殺菌(latm,15

分、を行な つた殺 菌 した上澄3lに対して活性炭



Fig. 1. Time-course of BTT exotoxin production.

(武田 白さぎ印)100gの 割合で添加 し,毒 素を吸着

させた.毒 素の吸着 した活性炭 を約150mlの 冷水で

洗滌後,700m1の 熱70%エ タノールで 溶出 した.

溶 出液は うすい褐色を呈 した.こ の溶 出液を40m1に

減圧濃縮 したのち,下 記 のごとくゲル濾過によ り毒素

を分画 し,さ らにバ リウム沈殿法,イ オン交換 クロマ

トグラフ ィーな どによ り精製 を試 みた.

(a)ゲ ル濾過による毒素成分の分画

活性炭処理 した毒素液をSephadexG-10(3.1cm

×116cm)の カラムを用いてゲル濾過 を行なつた.濾

液 を10m1宛 分取 し,本 毒素 はアデニン誘導体である

と考 えられたので260mμ の吸収値 を指標 としてクロ

マ トグラムを作成 した.そ の結果を第2図 に示 した.

このよ うに数種の ピー クが検出 され,各 々をF-

I,F-II,F--IIIお よびF-IVと した.F-1は

ShephadexG-10粒 子 内 に拡 散 しな い 部 分 で あ り,

そ の 分子 量 が 約800付 近 と推 定 され た.事 実,F-I

をDowex1×2を 用 い て 精 製 した の ち 分光 光 度 法

に よ り,そ の 分子 量 を計 算 す る と約860と 算 出 され

た.こ の値 はBacillusthuringiensisvar.gelechiae

か ら得 られ た 外 毒 素 の分 子 量4)と よ く一 致 した.

ゲル 濾 過 に よ り分 画 され たF-I,F-IIの 紫 外 吸

収 ス ペ ク トル は 第3図 の よ うに な り,両 者 と も260

mμ に吸 収 極大,230mμ 付近 に 吸収 極 小 値 を もち,

ヌ ク レオ シ ド誘 導体 特 有 の吸 収 ス ペ ク トル を 示 した.

さ らにF-IIIの 溶 出区 分 は 紫外 部 に吸 収 極大 を示 さ

ず 末端 吸収 のみ が 認 め られ,わ ず か に260mμ 付 近 に

「肩 」 を示 した に す ぎず,種 々 の不 純 物 の 混 合 した も

の と考 え られ た.F-IVは 紫 外 吸収 値 とペ ーパ ー ク

ロマ トグ ラ フ ィー に よ りウ ラ シル と同 定 され た.

Fig. 2. Separation of the two toxic components 
(F-I and  F-II) by Sephadex G-10 gel filtration.



酸 アンモ ンによつて毒素が溶出 された.

3.毒 素の構成成分

毒素 の紫外 吸収スペ ク トル などか ら本物質が塩基 あ

るいはヌクレオシ ド誘導体で あることが推定 されたの

で,ペ ーパークロマ トグラフ ィーによ りこの塩基が ア

デニンであ ることを確か め,さ らにその構成成分につ

いてい くつか の試験を行 なつた。その結果 を第1表 に

示す.

Table 1. Analyses for the components of 
         exotoxins.

Fig. 3. UV-spectra of F-I,  F-II and F-III.

これ らの各分画 につ いて家蚕に対す る毒性を しらべ

た.蚕 児 は太平 ×長安,3令3日 目を用いた.溶 液 の

濃度は260mμ にお ける吸収値が1.0を 示 す とき1

単位/mlと した.各分画 の濃度はF-I:38.6単 位,

F-II:35単 位,F-III:25.4単 位 で高圧滅菌後,

各 々の0.025mlを 蚕児 の後部第3節 に注 入 した.そ

の結果 は第1表 に示す よ うにF-I,F-IIに のみ毒

性 が認め られF-lllに は蚕 の致死作用は認め られな

かつた.

(b)バ リウム処理 によ る毒 素の沈殿

毒性 を もつF-I,F-IIは 後述す るよ うに りん酸

基を含んでい るのでゲル濾過によつて分画 され た毒素

成 分をバ リウム塩 として沈殿 させ,硫 酸酸性に したの

ち,ゲ ル濾過によって硫酸 をのぞいた.し か しこの操

作によ つては毎素の純化はあま りお こなわれず回収量

が著 しく悪 く,ま た(d)で ふれ るよ うにF-Iは 本

処理によ って構造に変 化をきた している ことが考え ら

れたので,く り返 し本 法によって精製 を行な うことは

しなかった.

(c)イ オン交換 クロマ トグラフィーによる精製

ゲル濾過によっ て分画 された毒素F-1,F-IIの

各 々をDowexI×2を 用いてさらに精製 した.ギ 酸

型樹脂 に毒素水溶液 を加え,水 洗後,0,3M,0.4M,

0.5M,0.6M,0.7M,LsMの ギ酸ア ンモン溶液で

溶 出した.低 濃度 のギ酸アンモンでは紫外線吸収物質

はまつた く溶出 されず第4図 に示すよ うに1.5M蟻

た だ し,ア デ ニ ンの検 出 は核 酸 の塩 基 組 成分 析 の方

法 に よ つ て6》,り ん の分 析 はFiske-Subbarow法3)に

よ り,デ オ キ シ リボー スの検 定 は ジ フ ェニ ル ア ミン法

2),リ ボ ー スの 検 出 は オル シノ ー ル法2)を 用 い た.

各種 のBaciitusthuringiensisは 広 く外 毒 素 を生 産

す る ことが菌 体 培 養 液 の 注射 試 験 に よっ て示 され て い

るが,5)著 者 らのゲ ル 濾 過法 あ るい は イオ ン交 換,さ

らに は 構成 成 分 の化 学分 析 に よつ て は,Bacillusthur-

ingiensisvar.Sottoあ る い はBacillUSthuringi-

ensisT84A1株 には ア デ ニ ン を含 む外 毒 素 は検 出 さ

れ な か っ た.

4.毒 性試 験

BTTの 生 産 す る外 毒 素 は そ の構 成 要 素 に 多 くの 類

似 性 を もつ2成 分 か らな る こ とが 明 らか に なつ た の で

各 々 の毒 性 を家 蚕 を用 い て検 定 した.

(a)F-I,F-IIの 毒 力 の比 較

F-I,F-IIをSephadexG-10を 用 い て 再 度

ゲ ル濾 過 を行 な い,相 互 の 混在 が な い こ とを ク ロマ ト

グラ ムに よ り確 認 して使 用 した.F-1に つ い て は

28.5単 位,2.85単 位 お よび0.285単 位 の もの,F-

IIに つ い ては29.5単 位,2.95単 位 お よ び0.295単 位

の 濃度 とし,各 々 を1匹 に つ き0.025ml宛 家 蚕 幼 虫

(太 平 ×長 安)の3令3日目 に前 述 の 方 法 で 注 射 し

た.そ の結 果 を 第2表 に示 した.

この表 か らF-IはF-IIに く らべ て10倍 以 上 の

致 死効 力 を もつ て い る ことが 推察 され た.

F-Iの注射による兆候の発言は,ま ず体表 面 の 白



Table 2. Toxicity of F-I and  F-II to silk 
         worm.

   Silk worm : the third day of the third 
instar, Taihei'/Choan. Toxin solution show-
ing A. 26omAA value 1.0 was defined as one 
unit, and 0. 025 ml of it was injected to in-
dividuals.

色 の尿酸 の沈着が認 め られな くな り,体 表が透 明化す

ることによつて判別 された.F-IIで は体表が褐色 あ

るいは黒色化 しなが ら死に至 るのが一般的兆候で あっ

た.

(b)蚕 令 と毒素 に対す る感受性

両毒素 に対す る家蚕幼虫の令による感受性について

しらべ た.家 蚕は富士 ×桜 を用いた.蚕 児の雌雄 の区

別は しな かつ た.注 射濃度 は3令3日 目でF-I:

0.285単.位,F-II:0.295単 位 とし,以 後は平均体

重あた りに換算 して同濃度 にな るよ うにした.そ の結

果 を第4図 に示 した.

これ らの図か らF-IIは 使用 した濃度では各試験区

の蚕児に対 して殆ん ど致死作用を示 きない ことがわか

つた.

F-Iに ついては3令3日,4令4EUJIな どの眠直

前に毒素を注射 した群 でその効力が最 も早 く発現 し,

注射後5日 目には全頭斃死 した.脱 皮 直後では4令2

日,5令1日 の場合に もそれぞれ注射後7日 目,11日

目にはすべて斃死 した。

これ ら起蚕 に注射 した場合の毒素の致死作用の発現

は各個体に比較的均一に起 こつた.す なわ ち食桑期 に

毒素 を注射 された蚕児は無処理蚕が1令 を終了す るに

相当す る日数を経過 して も眠に入 ることがで きず,日

数 を経過 し,遂 には死に至った.こ れに 対 して,眠

中,例 えば,3,4眠 時に毒素を注射 した場合 は(b),

(e)の よ うにその致死作用は徐 々に現 れ た.そ の

間,蚕 児 は脱皮をする ことはなかつ た.日 数を経過 し

てなお生存 した個体は以後脱皮 し,も はやその段階で

は斃死 す ることはなかつた.

(c)蛹の 生育段階 と毒素に対す る感受性

家蚕蛹(富 士 ×桜)に 対 してF-Iの 毒性を しらべ

た.毒 素注射量は(b)の 場合 と同様 に,3令3日 目

の蚕児 の重量 を基準に して,3.35単 位 の毒素 を0.025

ml,気 門 と背脈管の中間の位置 の 後部第3節 に 注射

した.な お各群 は雄5匹,雌5匹 ずつ とした.そ の結

果 を第5図 に示 した.

蚕蛹 は幼虫 に比較 して毒性 の発現がお くれ注射後8

日目頃か らその兆候が現 れて きた.毒 素 に対す る感受

性 には雌雄の差 は認 められないよ うであつた.

化蛹後5日目 まで に毒素を注射 した群 では羽化は ま

つた く認 められず,6日 目以降に注射 した場合 には羽

化は起 こつた.蚕蛹 の後期である6日 目以後 に注射 し

た場 合の致死作用は蚕蛹 の生存期 間を考慮する と白然

死 と区別 しがたかつ たが,外 観的 には毒素を注射 した

蛹から羽化 した蛾は矮型 で正常な蛾 とは明瞭に区別で

きた.

(d)家 蚕 の品種 と毒素 に対する感受性

5令3日目 の蚕品種による感受性 の差異 を し らべ

た.毒 素濃度 は体 重 に 比例 して上述 の方法 で 投 与し

た.投 与量 は3.9～5.0単 位の間であつた.用 いた品

種は油蚕(系 統不明),g-10【P3(形 蚕),LC(ひ しの

み褐円)】,g-40【P3(形 蚕),OC(支 那油)ms(多 星

紋)】,b401【P3(形 蚕),Nd(裸蛹)】,e12【P3(形

蚕),w(第1白 卵)】,の5種 で あつた.こ れ らはいず

れ も本学蚕学教室で系統保 存の ものである(第6図).

5.フ ェノールオキシダーゼ活性 におよぼす毒素 の

影響

(a)毒 素注射蚕表皮 のフェ ノールオキシダーゼ活

性

5令1日目 の蚕児に2.9単 位 のF-IをO.025ml

注射後,8日 目に注射部位 の表皮 を切 りとり組織片を

ガラスホモ ジナイザーで水 と共 に磨砕 し,こ れ を3000

rpm5分 間遠心 して上澄液を酵素液 として用い た.

 'Fable 3 . Phenoloxidase activity of toxin 
         F-I -injected worms.

   The activity was assayed by the oxid-

ative color of pyrocatechol at A. 420 mfi,



(a) The third day of the third instar. (b) The third molting.

(c) The second day of the fourth  i
nstar_

(d) The fourth day of the fourth     i
nstar.

(e) The fourth molting.(f) The first day of the fifth instar.

          Fig. 4. Sensitivity of toxins to the age of silk worm. 

Tested worm: Fuji X Sakura. Control O O 0.285 unit of F-I, 41----AD  or 
0.295 unit of F-IIx x was injected to the worms of the third day of the 
third instar. The dose to other worms were adjusted to their body weights 
compared with those of the worms of the third day of the third instar.

酵素反応 の組成 は3×10-3Mピ ロカテコール3ml.

0.1Mり ん酸緩衝液(pH6.0)1.0ml,酵 素液0.8ml

および蒸留水lmlと し,反 応温度 は25℃ で行なつ

た.反 応 の進行 は ピロカテコール の酸化に伴つ て増大

す る420mμ の吸収 によつて 測定 した.上記 反応条

件下 では反応開始 後15分 まで は 正常蚕 酵素液 を用い

た場合,時間 の経過 とと もに若色度はほぼ直線的に増

加 した.各 群10匹 宛試験を行なった.

第3表 か ら明 らかなよ うに,毒 素を注射 した蚕体表

皮 のフェノールオキシダーゼ活性は対照群 の酵素活性

よ り著 しく弱 い ことがわかった.

(b)フ ェノールオキシダーゼへの毒素の影響

正常蚕か ら得 た酵素液を用い て上記反応溶液中に毒

素40単 位,20単 位,10単 位 をそれぞれ1ml宛 加

え酵素作用の阻害度を検定 した.第7図 に示すよ うに

蚕体への毒素注射壁に比較 して非常に多量 の毒素を加



(a) The first day of  pupation. (b) The third day of pupation.

(c) The fifth day of pupation. (d) The sixth day of pupation.

(e) The eighth day of pupation, (f) The nineth day of pupation.

         Fig. 5. Sensitivity of the toxin F-I to the pupae. 

Control 0-0 and F-I injected pupae •----• of Fuji X Sakura. 
The numbers in (d), (e) and (f) indicate number of the moths in toxin-
treated groups.

えた時にはじめてinvitroで の 酵素活性 がある程度

阻害 され,た.

考 察

BTTは 蛋白性毒素 とと もに低分子量の 菌体外毒素

を も生産す ることが明 らか になつて きたが,BTTの

生産す るアデニ ンを含む菌体外毒素はvar,Sottoあ

るいはvar.T84Alに よつてはつ くられ ない こ と

が明 らか となった.

BTTが 生産 する菌体外毒素 はF-I,F-IIの2

種類があるが,両 者 はその構成成分 にアデニ ン,リ ボ

ースおよび燐酸基を1分 子宛 含んでお り,そ の毒性 は

F-IがF-IIに くらべ て10倍 以上強力 である こと

な どか ら,こ れ ら両者 の一方は他方 を経山 して生成 し

た もので あることが推定 され る,

これ らの毒素を蚕児 に注射す ると,注 射部位 の表皮

が透明化,あ るいは黒化 して脱皮能 力を失つて死 に至

る.起 蚕 と眠中蚕 とで は毒素 に対す る感受性に顕著な

差が あ り,品 種 間の感受性の差が あま り著 しくない こ

となどの事実 か ら本毒素の作用の一つを脱皮作用 との



Fig. 6. Sensitivity of the toxin F-I to some 
species of silk worms. 

 The third or fourth day of the third 
 instar of oily worm 0----0  g-10 • • 

 g-40 X......X e12 n A and b401 A••• 
•••A were tested .

関連において考慮す ることがで きる.

家蚕表皮 のフェノー ルオキ シダーゼ活性は上蔟 前 に

は急 激に増大す ることが知 られている4)が,被 毒蚕 の

酵素活性 は低 レベルのまま維持 きれ る.invitroに お

ける本酵素 の阻害は致死量の100倍 以上の多量 の毒素

によつて もわずかに誌 め られ るのみで,生 体内におい

てはフェノールオキシダーゼが本毒素に よって直接妨

害 され る ことはない と考 えられ る.

また蚕蛹 は一般 に幼虫 よ りも毒素 に対す る感受性が

低 く,死 に至 る期 間の個体差が著 しく,蛹化6日 以前

に被毒 した蛹 は羽化が認め られず,8日 以降 に毒素を

注射 した ものは羽化が認め られ た.こ れ らの結果は本

毒素 の作用が蚕体 の特 に脱皮,変 態 に関与す る代謝調

節機構 に影響 を及 ぼす ものである ことを想像 させ る.

要 約

1.BTTが 産生す る低分子 の 菌体外毒素 はF-

I,F-IIの2種 の成分か らな り,そ の各々は リボー

スお よび燐を1部 宛含んでお り,そ の毒性はF-Ｉ が

F-IIlcく らべ て10倍 以上強力で あつた.

2.F-Iの 家蚕 に対す る毒性 は食桑蚕に対す る時

Fig. 7.  Effect of the toxin F-I on silk 

worm-phenoloxidase.

が眠 中のそれに対す る時よ りも強かつた.ま た蚕蛹 に

対 しては蛹化 後6日 以前に注射 した時には羽化す るこ

とな く死に至つたが,8日 以降に注射す る と羽化が認

め られ,そ の後斃死 した.

3.家 蚕 の品種によ る毒性 の感受性 には著 しい差 は

なかった.

4.本 毒素 は蛹化前 にお けるフェノールオキシダー

ゼ活性の上昇 を阻止 したが,invitroに おけ る酵素阻

害は100倍 以上の高濃度 の毒素によつ てわずかに認 め

られたにす ぎなかつた.
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                                 Summary 

   Insecticidal exotoxin produced from Bacillus thuringiensis var. thuringiensis Berliner 
was found to contain two components called F-I and  F-II. Both of them had an 
adenine, a phosphorus and a ribose in their molecules. Molecular weight of F-I was 
calculated as 860 electrophotometrically. 

   F-I was about 10 times more toxic than F-II by the lethal potency to silkworms. 
Toxin-injected worms were killed with elongated duration of a instar, and without 
ecdysis. 
   Molting worms were less sensitive to the toxin F-I than working worms. 

   Phenoloxidase activity in the integument of the silkworms which were injected 
with F-I were kept at low levels, even when the activity of normal bodies arose more 
higher. But the toxin scarcely inhibited the enzymatic activity in vitro.


