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緒 言

Bacillusthuringr'ensis(B.t.)は 芽胞 とともに菱形

をした結晶物を形成する.こ のタンパク性の物質は,

昆虫に対 して 毒性を示す ことからδ一内毒素と呼ばれ

る.結 晶体は,毒 素の前駆体であると言う.つ まり昆

虫の体液にこの物質を注射 しても毒性の発現はみられ

ず,食 下によつてはじめてあらわれる.こ の毒性発現

には,感 受性昆虫の消化液における高いpHと プロテ

アーゼの作用によつて,結 晶体が可溶化することが必

要である(鮎沢ら,1976).し か しながら,こ の結晶タ

ンパク質の構成 と毒素の本体については,よ くわかつ

ていない.結 晶物の示す困難な性質一 たとえば'π

vitroで 可溶化したのち再会合により沈澱しやすいな

ど一 のために基礎的研究がおくれているのである.

最近,結 晶タンパク質のサブユニットの一部が糖鎖を
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もつこと,ま た,内 因性プロテアーゼ活性を示すこと

が報告された(Bullaet・at.,1977).さ らに,こ の結

晶の構成タンパク質成分を,会 合を防ぎつつ,再 現性

よく分画する方法が開発された(Nagamatsuetat.,

1978).こ れ らを手がかりに,結 晶の構造と活性の研

究は今後急速に進展するものと思われる.

一方,こ の物質の生体内での作用機作についての知

見 は,他 の毒素,た とえばジフテリア トキシンや リシ

ンなどに比べて著 しくおくれている.昆 虫における結

晶毒素の作用点は,食 下された毒素がはじめに接する

消化管(と くに中腸)で あると考えられている.カ イ

コに結晶タンパク質を投与すると,25分 ほどで 中腸

の崩壊がはじまる,し か し,こ の組織での第一義的な

作用点は不明である.こ の問題の追求のために,毒 性

を定量的に測定する方法を見出すことは,有 用である

と思われる.

Hatanoは,あ る種の毒素の検定に,CIR(cell

injuringreaction)と い う反応系を開発 した(cf.

Tanakaetal.,1971).こ れは,培 養細胞が毒素の存

在下で紫外吸収物質を 培地に放出することを利用 し

て,毒 作用を定量化 しようという方法である。本研究



にお い て,わ れ わ れ は,こ のCIRがB.'.の δ一内

毒 素 に適 用 で き るか ど うか を 検討 した.

九 州大 学 農 学 部鮎 沢 啓 夫 教 授 と土 井 良 宏 博士 に は そ

れ ぞ れ β.'.菌 株 とカ イ コを提 供 して い た だ い た.こ

こに深 く感 謝 の意 を 表 す る.

材 料 と 方 法

毒素 の調 製

B.t.の 一菌 株var.dendrolimusT84A1を 用 い

た.菌 の培 養,結 晶体 の採 取 と分画 は既 報 の 通 りに お

こな つ た(Nagamatsuetal.,1978).得 られ た結 晶

物 質5mgを3.8m1の0.2Mグ リシ ンーNaOH緩

衝 液(pHlO.2)に 懸 濁 し,カ イ コ消 化 液 か らセ フ ァ

デ ック スG-75ゲ ル濾 過 とイ オ ン交 換 セ フ ァデ ックス

A-50ク ロマ トグ ラフ ィー に よ り 約80倍 に 精 製 した

プ ロテ アー ゼ(関 武純,未 発 表)0.1mgを 加 え,総

量4mlで37℃60分 間 イ ンキ ュ ベ ー トした の ち,

12,000rpmで30分 遠 心 分離,上 清 を 可 溶化 毒 素 と し

て用 い た.こ の 溶 液 は約lA2se/mlの タ ンパ ク 質 濃

度 を もつ て い た.

消化 液 プ ロテ ア ー ゼ の代 り に還元 剤 メル カ プ トエ タ

ノ ー ル(ME)で 可 溶 化 され る結 晶成 分 を も用 い た,

結 晶lmgを10m1の0.IMMEを 含 む0.2Mグ

リシ ンーNaOH緩 衝 液(pH10.2)に 懸 濁 し,4℃ に

一 晩放 置 した のち 遠心 分 離 上 清 を0 .01Mの 上 記 緩

衝 液(MEな し)に 透 析 して用 い た.時 には モ ノ ヨー

ド酢 酸 で カル ボ キ シメ チル 化 した もの も 準備 したが,

これ は下 記 の よ うに して 調 べ たCIRに お い て,無 処

理 の毒 素 と変 りな い ことが わ か つ た.

これ らの毒 素 は,カ イ コ に対 す る殺 虫 性 が あ る こ と

を 確 か め た(Nagamatsuetal.,1978)の ち に使 用

した.必 要 に応 じて,可 溶 化後100℃ で15分 間 熱 失

活 した溶 液 を,対 照 と して実 験 に供 した.

マ ウ ス腹 水 ガ ン細 胞

マ ウ ス肉 腫(ザ ル コ ー マ)180腹 水 ガ ン細 胞(S-・180

細 胞 と略 記 す る)は,既 報 の よ うに 調 製 した(Aviv

etal.,1971).マ ウ スddN(雄i,5週 目)にS-180

を接 種 して1週 間後 に腹 水 を 採 取 し,1000rpm60分

間 の 遠心 分 離 によ り 細胞 を 回 収 した の ちDBA溶 液

(NaCl8.Og,KC10.2g,Na2HPO4・12H202.9g,

KH2PO40.29を1リ ッ トル の水 に溶 か した もの)で

く りか え し洗滌 した.

CIRの た め の標 準 反 応 系

CIR検 定 の標 準 液 は,DBA溶 液 に懸 濁 したS-

180細 胞2×106個 に対 して,毒 素0.2A28。 単 位,

また はHgC1225μ9を 添加 して作 成 した(総 量0.4

m1).こ れ を37℃ で 振 と う しつ つ反 応 させ,60分 後

ま た は 経 時 的 に,冷 却 したDBA溶 液 で10倍 に 希

釈 す る こ と によ り反 応 を 停止 した.2500rpm15分

(4℃)で 遠 心 分 離 の の ち上 清 を260nmで 測 定 した.

HgC12に よ るA260値(非 特 異 的な 漏 出 に もとず く)

に対 して,毒 素 に よ るA26。 値 の 割合 を算 出 し,こ れ

をCIRの 指i数(%)と した(TanakaetaL,1971).

この とき,DBAの み に よるA260の 漏 出 は ご くわ ず

か で(Fig.2参 照),こ れ は計 算 によ り差 引 い た.毒

素 の溶 液 に由来 す る グ リシ ンーNaOH緩 衝 液 も同 様 で

あつ た.

リン脂 質 の 定量 上 記 の反 応 液 の上 清 か ら,ク ロ ロ

ホ ル ムーメ タ ノ ール(2:1)に よつ て粗 脂 肪 を抽 出 し,

食 塩 溶 液 で 非 脂 肪 質 を 除 い た(FolchandStanley・

1957)の ち,硫 酸 灰化 ・発 色 に よ り リンを定 量 した

(FiskeandSubbarow,1925;Bartlett,1959).こ

れ に係 数(25)を 乗 じて 総 リ ン脂 質 量 と した.

S-180細 胞 へ の放 射 性 ア ミノ 酸 の取 り込 み

上 記 の 標準 反 応 液(0.4ml)に,さ らに14C一 ア ミノ

酸 混合 物(10mCi/mmol)を0.2μCiを 加 え,37℃

で60分 間 振 と う した.遠 心 分離 に よ り細 胞 を あっ め,

洗滌を 数 回 く りか え して上 清 の混 入 を 除 き,沈 殿 を 濾

紙 に移 して乾 燥 の の ち トル ェ ンーPPO中 で 液体 シンチ

レー シ ョンカ ウ ンタ ー によ り計 数 した.

中腸 組 織 と毒 素 とのイ ンキ ュベ ー シ ョン

5令3～4日 口の カ イ コか ら中腸 を と り,切 開 し て

DBAで3回洗滌 した.中 腸 を 一 個 ず つ 試験 管 内 に ひ

もでつ り下 げ,10mlのDBAに 浸 せ き した.こ れ

に5A280位 の毒 素,ま た は625μ9のHgC12を 加

え,37℃ で60分 振 と うした の ち,260nm(紫 外 吸

収 物 質 の漏 出)と500nm(濁 度)で 培 地DBAの 吸

光度 を 測 定 した.

中腸 由来 の 遊 離細 胞 と毒 素 との イ ンキ ュベ ー シ ョン

遊 離 細 胞 の 調製 に は,カ イ コ(4令 後 期 ま た は5令

1～4日 目)約100頭 か ら採 取 した中 腸 を用 いた.組

織 を5mm四 方 ほ ど に細 切 し,一 重 の ガ ー ゼ で包 み,

トリプ シ ン(シ グ マ社 製,カ ゼ イ ンを 基 質 と して40

ユ ニ ッ ト)を 含 む10m夏 のDBA中 で28℃ で60

分 静置 した.つ ぎ に中 腸 を ガ ーゼ ご と新 しい トリプ シ

ンを含 む10mlのDBAに 移 し,20℃ で10分 間 振

と う しな が ら細胞 を 分 散 させ た.ト リプ シ ン液 を 数 回

と りか えて 同様 の こ とを く りか え し,分 散 した細 胞 を

含 む外 液 を集 め た.最 後 に集 め た外 液 を3重 ガー ゼ で

濾 過 し,濾 液 か ら600rpmで5分 間(4℃)の 遠 心 分



離 に よ り細 胞 を 回収 した.DBAで 数 回 洗藤 し,最 後

の懸 濁 液 を 中 腸 遊離 細 胞 と して用 い た.こ う して得 ら

れ た 細胞(測 定 時 に適 当 なA26。 値 が 得 られ る 量)に

毒素0～0.3A280単 位 また はHgCl20～37.5μ9を

加 え,総 量O.6m1(DBAを ベ ース とす る)の 混合

液 を作 製 し,こ れ を37℃ で か く梓 しつ つ反 応 さ せ

た.15分 後 に冷却 したDBAで10倍 に希 釈 す る こ

とに よ り 反 応 を 停 止 させ 遠 心上 清 のA26。 を測 定 し

た.タ イ ム コー ス を と るた め には,上 記 の最 高 量 の毒

素 を含 む 反 応 液 を ス ケ ール ア ップ し,0.6m1ず つ を

各時 間 ご と に採取 して同 様 の 処理 を お こな つ た.

結 果

B.t.内 毒 素 のS-180細 胞 に 対 す るCIR

S-180細 胞 の 懸 濁 液 にB.'.結 晶 毒 素 を加 え た,あ

らか じめ カ イ コ消 化 液 プ ロテ ア ーゼ で 可溶 化 した 結 晶

は,S-180か らの 紫 外 吸収(A260)物 質 の漏 出 を著 し

く促 進 す る こ とが わか つ た.Hatanoに 従 つ て,こ の

反 応 をCIRと 呼 ぶ こ とに し,そ の 指数 の算 出を 試 み

た(cf.Tana1(aetal.,1971).一 例 をFig.1に 示

す.こ こ に 用 い た 条 件 下 で,CIRは100分 の イ ン

キ ュベ ー シ ョ ンのの ち100%に 達 した.100%と は,

HgC12に よ る非 特 異 的 な紫 外 吸収 物質 の 放 出 と 同 じ

レベ ル とい うこ とで あ る.活 性 化 す る前 の結 晶 の懸 濁

液(溶 解 しな い),あ る い は活性 化 した の ちで も 熱 失

活 させ た毒 素 溶 液 との イ ンキ ュベ ー シ ョ ンで は,A26。

の漏 出 は ほ とん どな い か,あ つ て も ご くわず か で あ っ

た(60分 の時 点 でCIRは そ れ ぞれO%,5%).結

晶 物 を メ ル カ プ トエ タ ノ ール で 可 溶 化 した もの で は,

30%ほ どのCIRが み られ た(60分)。T84A1株 の

結 晶物 の可 溶 化 には,還 元 剤 と して メル カ プ トエ タ ノ

ー ル よ り もジチ オ ス レイ トル の方 が よ い こ とが,の ち

にわ かつ た(Nagamatsuetal・,1978)の で,後 者

によ る追 試 が必 要 で あ る.

こ こで,CIR活 性 と殺 虫性 とは正 し く平 行 関係 に

あ る か ど うか とい う疑 問 が 生 ず る で あ ろ う.可 溶 化 の

方 法 の違 い,あ る い は熱 失 活 な どに よつ て,こ の2っ

の活 性 は ほぼ 同 じよ うに変化 した こ とか ら,こ れ らは

互 い に深 い関 係 に あ る もの と思 わ れ る.し か し,詳 細

につ いて は さ らに研 究 が 望 ま れ る.

S-180細 胞 か ら放 出 され る物 質 は,培 地 の ス ペ ク ト

ル(Fig.2)と,糖 によ る発 色(オ ル シノ ー ル反 応 に

陽性,ジ フ ェニ ル ア ミン反 応 に陰 性)と か ら,RNA

様 の もの で あ る ことが 示 され た.Fig.2か ら 明 ら か

な よ う に,活 性 化 毒 素 の 添加 に よつ て,培 地 のス ペ ク

Fig. 1. Cell injuring reaction (CIR) of 
B.t. toxin upon sarcoma 180 cells. The 
reaction mixture  (0.4 ml) contained 
buffered saline (DBA), 2 x106 cells, and 
either 200 A280 units of toxin (solubil-
ized by gut-juice protease) or 25 ,ag 
HgC12. Reaction was performed at 
37°C with shaking. At intervals the 
mixture was diluted 10-fold with DBA 
and centrifuged. The supernatant was 
measured for absorbancy at 260 nm. 
Results were expressed relative to non-
specific release of A260 due to HgC12.

Fig. 2. Ultraviolet spectrum of medium 
in which sarcoma 180 cells were in-
cubated with or without solubilized B.t. 
toxin. For reaction conditions see Fig. 
1. After incubating for 1 hr the super-
natant of the medium was measured 
for absorbancy. (a) with solubilized 
toxin; (b) with DBA alone.

トルのレベルが 著 しく上昇する.漏 出されるRNA

様物質は,予 備的な実験結果か らみて,必 ずしも低分

子のみではないようである.(永 松幹晴,未 発表).こ

のことは,細 胞膜の透過性が毒素により著 しく影響を

受けていることを示唆する.そ こで,膜 の主成分の一

つであるリン脂質の培地への放出の有無を上記と同じ

反応系を用いてしらべてみた.ま た放射性アミノ酸の



Fig. 3. Release of phospholipids from 
sarcoma 180 cells due to the presence 
of B.t. toxin or HgC12. Reaction was 

 perfoimed as described in Fig. 1. The 
supernatant of the medium was measured 
for phospholipid. The values due to 
DBA alone were subtracted. (a) with 
solubilized toxin; (b) with HgCI,; (c) 
with heat-denatured toxin.

S-180細 胞への取込み能に対する毒素の影響について

も検討 した.

Fig.3に 示すように,毒 素の添加により培地への

リン脂質の放出が著 しく促進された.リ ン脂質の場合

には,RNAの 場合と異り,HgC12で はほとんど影

響を受けなかつた.つ ぎに,S-1SOの 培地に14C-ア

ミノ酸を入れ,細 胞内への全取り込みをカウントした

(Fig.4).こ の反応 は可溶化毒素の添加により完全に

阻害されることがわかつた.な お,ア ミノ酸取り込み

は熱失活した毒素によつてもかなり阻害されるように

見える(Fig・4).こ の原因は,熱 変性によつて生 じ

た成分(低 分子?)が 放射性アミノ酸と競合 したため

か,あ るいはアミノ酸取り込み阻害はCIRを もたら

す毒性とは異る成分によるためなのか,い ずれかであ

ろう.

以上のことから,B.'.内 毒素は,S-180細 胞 に対

し,お そらく膜の変化を通じて細胞内の物質(リ ボゾ

ームなど)の崩壊 と漏出をもたらすものと推察される.

このことが,β ・',毒素 の本来の標的器官であるとさ

れる昆虫中腸の細胞にもあてはまるかどうかを調べる

ために,以 下の実験を試みた.

B.t.内 素毒の中腸組織に対するinvitroで の 作

用(吸 光物質の漏出)

カイコにB・'・ 内毒素を与えると中腸組織の剥離が

おこる.こ のようなことがinvitroで もみられるかど

うかを しらべた.Tablelに 示すように,試 験管内で

DBAに 浸せきした中腸からの吸光物質の漏出は,可

Fig. 4. Incorporation of labelled amino 
acids into sarcoma 180 cells. The reac-
tion mixture used was the same as Fig. 
1, but contained  14C-amino acid mixture. 
Precipitated cells were counted for 
radioactivity. (a) with DBA alone; 
(b) with heat-denatured toxin ; (c) with 
solubilized toxin ; (d) with HgC12.

Table 1. Release of UV-absorbing sub-

stances from intact gut tissuesl>.

1> A gut tissue taken from a silkworm was 
  cut open, washed, and suspended in 10 ml 
  DBA (NaC1 8.0 g, KC1 0.2 g, Na2HPO4• 

12H2O 2.9 g, KH2PO4 0.2 g dissolved in 
11 water) containing toxin or others as 

  indicated, and gently shaken at 37°C 
  for 1 hr. Then, the medium was measured 

  for A260 and A„, after proper dilution 
  if necessary. Experiments were made 

twice. 
2) Solubilized by gut juice protease. 
3> Gut-juice protease alone at the same 

  amount used for solubilization of toxin.

溶化した毒素の培地への 添加により有意に促進され

た.こ のようにして,中 腸は,活 性化 した毒素であれ

ば,個 体全体の系がなくても反応しうることが示され

た,こ れは,中 腸がB.t.内 毒素の標的器官であると

いうこれまでの説を支持するものである.し かし,こ

のような全器官を用いる系は定量的あつかいに不適当

である.そ こで,さ らにつぎの実験をおこなつた.

中腸の組織を トリプシンでこわして浮遊細胞にし,



毒素とインキュベートした.毒 素としてはメルカプト

エタノールで可溶化 したものを用いた,Fig。5に 結

果を示す.コ ントロール(DBAの み,あ るいは トリ

プ トシンを適当量含むもの)に 比べて,可 溶化 した毒

素を添加した反応系では紫外吸収物質の放出が著 しか

つた.漏 出物質はS-・180の 場合と類似するRNA様

のスペク トルを示 した(図 略).く り返 し行なつた 同

様の実験においてコントロールと毒素を添加した系と

の間に ほとんど差が生 じない結果に終ることがあつ

た.お そらく中腸の遊離細胞を作るときにトリプシン

でくりかえ し処理 したため,細 胞の損傷が著 しくな

り,毒 素による反応が検出されにくくなつたためであ

ろう.よ りおだやかな条件下で 細胞を 分散させるこ

と,そ してジチオスレイ トルで可溶化 しさらに分画を

おこなつた毒素(Nagamatsuetal。,1978)を 用 いる

ことが必要である.

考 察

細胞が毒素の作用を受けたのちどのようにして紫外

吸収物質 を 放出するに いたるかは わかつていない.

B.t.の 可溶化結晶物質の場合,S--180細 胞への結合

は急速におこつているようである.な ぜならば,放 射

性アミノ酸でラベルした結晶毒素をとり,上 記の条件

下で可溶化 してS-180細 胞 とインキュベートすると,

細胞への ラベルの移行は インキュベー ト直後に開始

し,15分 で飽和に達するからである.以 後の 時間,

結晶物は培地と細胞との間で平衡関係にあるように思

われる(関 武純,未 発表).(も つ とも,こ の実験で

は,ラ ベルが結晶タンパク質のbulkの 成分に入るで

あろうから,全 体の一部を占めているであろう毒素成

分の動きを必ずしも,反 映 しないかもしれない.)一

方,紫 外吸収物質の放出は100分 のインキュベーショ

ンののちにプラトーに達する(Fig.1)の で,こ の反

応は,一 連の毒作用のうち,比 較的遅い方のできごと

であると思われる.リ ン脂質の遊離は,も つと早く,

30分 で ほぼ最高値に達する(Fig.3).リ ン脂質は膜

の主成分であるか ら,膜 への作用が比較的早 くおこる

と想像できる.ア ミノ酸取り込み能も,毒 素を添加し

た直後から全 く抑制されている(Fig。4).

これ らのことか ら,活 性化した毒素がS-180に 接

すると,まず細胞の膜が崩壊 し,物 質の取り込み阻害,

そ して,細 胞内の リボゾームの崩壊とRNA分 解物

の放出などの一連の反応がおこるものと推察される.

詳細については今後の証明を待たなければならない.

いずれにしろ,紫 外吸収物質 とリン脂質の放出は,毒

Fig. 5. Release of UV-absorbing substances 
from free cells prepared from midgut. 
A. Reaction was performed at  37°C with 
shaking in 0.6 ml DBA solution containing 
gut cells (liberated with trypsin) and various 
amounts of toxin (solubilized with mercapto-
ethanol). After 1 hr the mixture was 
diluted, centrifuged, and the supernatant 
measured for A260 as described in Fig. 1. 
B. Similar reaction to A was performed 
but using 20 ml reaction mixture containing 
3.3 A280 units of toxin (solubilized with 
mercaptoethanol) . At intervals aliquots 
were withdrawn and treated as above. (a) 
with toxin ; (b) with DBA alone.

作用の定量化に役立つことが示された.

CIRは,元 来,ガ ン細胞に特異的な作用物のスク

リーニングに用いられた(Tanakaetai.,1971).今

回用いたS-180細 胞 もガン細胞の一つであり,マ ウ

スに投与すると腹水ガンをおこす.こ うしてできた腫

ようマウスにB.t.毒 素を注射すると,ガ ンが治癒す

るのであろうか.ParasadandShethna(1974)に

よると,吉 田肉腫の種接を受けたラットは,可 溶化 し

たB.t,結 晶物(ま たは分画 した成分)に よつて延命

効果を示すという.彼 らはこの知見をもとに β.'.の

結晶には抗腫よう性があると主張している.し かし,

活性化した β・'・毒素が,正 常細胞に比べてガン細胞

の方により選択的に作用するかどうかという疑問が残

る.正 常な肝細胞などとのCIRの 比較が待たれる.

な お,Fig.5Bに 示すように,細 胞からの 紫外吸

収物質の放出過程は,詳 しいタイムコースを観察する

と,振 動 しているようにみえる.こ れは,実 験誤差に

よるものであると思われるが,実 際の振動の反映であ

るかもしれない.生 体反応系の振動はよく知られてい

る.細 胞内外における物質の平衡により,細 胞物質の

放出量の周期的変化を生ずる可能性は,十 分考えられ

ることである.



要 約

BacillustkuringiensisT84A1株 の産生する δ一内

毒素は,カ イコ消化液プロテアーゼなどによりあらか

じめ可溶化 しておくと,マ ウスザルコーマ180腹 水ガ

ン細胞にinvitroで 作用して,培 地への紫外吸収物

質の漏出を著 しく促進することがわかつた.

漏出された物質は,260nmに 極大吸収をもつRNA

様の ものであつた.ま た,可 溶化毒素はザルコーマ細

胞からのリン脂質の遊離をも促進した.

この毒素の実際の標的器官であるといわれる中腸組

織(カ イコ)を,可 溶化した毒素を含む培地中に浸し

ておくと,培 地に紫外吸収物質の放出が観察された.

カイコ中腸組織からトリプシン処理により遊離の細胞

をとつて毒素で処理 しても同様の結果が得られた.た

だしカイコの遊離細胞の実験では,毒 素に対 して特異

的な反応を示すような無傷の細胞を得ることが必要で

あつた.
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                                  Summary 

   The insecticidal 8-endotoxin produced by Bacillus thuringiensis strain T 84 Al 
was found to attack mouse sarcoma 180 ascites cells in vitro, stimulating the release 
of UV-absorbing substances from the cells into the medium. For this effect it was 
required that the proteinaceous endotoxin was previously solubilized by gut-juice 

protease from the silkworm or by a reducing agent. The substances released had 
a UV-spectrum like that of RNA. Phospholipid was also liberated significantly 
from sarcoma cells in the presence of solubilized endotoxin. After the midgut of 
the silkworm, which may be the primary target organ of the toxin, was suspended 
in a medium containing solubilized toxin, it released significant amounts of UV-
absorbing substances into the medium. Similar effects were observed for free cells 

prepared from the silkworm midgut treated with trypsin. In the latter experiments, 
however, nonspecific liberation of UV-absorbancy was often observed even in the 
absence of toxin, suggesting that the intactness of free cells after trypsin-treat-
ment may be critical.


