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Identification and Analysis of cry Genes Cloned

    from Novel Bacillus thurみ響 Z¢銘 Sぬ StrainS

    （新規B伽Z〃甜s脇なガ’響を刀sおからクローニング

    されたcグ遺伝子の同定と解析）

学位論文内容の要旨

  本論文は、総頁数61頁、表6、図8からなる英文論文で、他に参考論文2編

が添えられている。

  Bacえぬs舶urZ昭あぬsおは、芽胞形成期に殺虫性結晶タンパク質（ICP）を産生

することから、微生物農薬として広く利用されている。

  本研究は、インドネシアの土壌ならびに桑葉から分離されたB鰯wね前ぬ8お

株の中に、蚊に殺虫活性を示す2種類の新規り遺伝子を発見し、その性状を調

べたものである。これら2種のcザ遺伝子は鞭毛抗原を基にしたH．8erotypeに

よる分類の結果、8eroVar印¢伽弛触竡INA288株ならびに8erOVarai獺職j

Bun1．14株と同定された2株中に別々に存在した。これらについてはさらに遺

伝子のクローニングならびに構造解析を行い、従来既に報告されている蚊に対す

る殺虫活性を有するヴ遺伝子との比較を行ったのでその概要をのべる。

1．インドネシア土壌から分離された蚊に殺虫性を有する新規B舶uringiensis

    serovar entomocidus INA288の遺伝子

  はじめにINA288株を走査電子顕微鏡で観察したところ大きなサイコロ状の

結晶産生が認められた。また、殺虫活性検定の結果、Aedes aegypti（ネッタイ

シマカ）、A. japonensis（ヤマトヤブカ）、Culex qu面gu8白面if恥等3種の蚊に

活性を有していた。H‾8erotypeによる分類では8erovar凹め閲D鹹た溶に属する

ことが判明した。このため、SDS．PAGEによるタンパク質解析を行ったところ

ペプチドとして81kDa、68kDa、48kDa、44kDa等が検出されたが殺虫活性主

成分は70kDaの分子量を有していた。

    －816―



  従 来 蚊に 対 し 殺虫 活 性を 有す るB thuringiensおの主 タンパク 質は、8erovar

轟溜丑を″．瓮おでj3触ヱ）a、ser〇y釘髭と矼′ロそみ丑ロ瓮杏で7〔攻D．aカ洳られてレ、るため、

INA288の 70kDaタ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 作 成 し 、 こ れ ら 2serovarの タ ン

パク 質 と の間 の ウエ ス タ ンブ ロ ッ ティ ン グな ら び にELAによ る解析を 行った。

そ の 結 果 、 INA288の 70kDaタ ン パ ク 質 は こ れ ら 28erovarの タ ン パ ク 質 と の

間に凝集反応が認められた。

  INA288株の cザ 遺 伝子 の ク ロー ニ ン グを 行 うた め 、 既知 の蚊に対 する殺虫 活

性を有するヴ遺伝子、cり尼A、旺ア仏、甜弭B、c′．ぬ0A、¢り′11Aの特異領域で

作成 し た プラ イ マー を 用 いて PCR法 によ る 同定 を 行 った とこ ろ、全て のプライ

マ ー に よ る DNA増 幅 は 認 め ら れ ず 、 INA288は 既 知 の 殺 虫 活 性 ヴ 遺 伝 子 は 保

有していなかった。｀

  こ の ため 、 蚊 に対 し 殺虫 活性 を有する ヴ遺伝子 間で比較的 保存領域 とされて

い る 部 分 を 選 び DNAプ ラ イ マ ー を 合 成 し INA288か ら の ヴ 遺 伝 子 検 索 を 行 つ

たところ、約1．6kbpならびに約1．8kbpのDNA断片が増幅された。

  こ の 中 、 1． 6kbpの DNA断 片 は Cryタ ン パ ク 質 で 存 在 が 知 ら れ る 保 存 領 域

B10出 1～ 3が 存 在 し て い た 。 ま た 、 既 知 の Cry4Aaタ ン パク 質 と アミ ノ 酸残 基

において 38％の相同 性を有し ていた。 このこと は、c・匕yINA288遺伝子は新規の

ヴ遺伝子であることを示した。

2.インドネシアの桑葉から分離されたB鰯urぬ伽ぬs．お8erovaraI獺w′ロjBun

    1．14からの新規ヴ遺伝子

インドネシア・ジャワ島の桑葉から分離されたserovara丘日H′ロjBun1‐14なら

びにBun2｜1にっいて、これらの結晶タンパク質形態の特異性（不定形）から、

従来報告されているBめw洳伽nsおとは異なる性状を有する株であることが期

待されたため、これらの殺虫活性ならびに遺伝子のクローニングとその構造解析

が行われた。

  これら2株の結晶形態は、それぞれ類似性が認められたが、殺虫活性は異なっ

ており、Bunl．14株はヤマトヤブカに対する殺虫活性を有するのに対し、Bun2

・1はヤマトヤブカに対しても、検定を行った鱗翅目昆虫に対しても殺虫活性を

持たなかった。

  SDS．PAGE解析の結果、Bun1‐14株は69kDa、Bun2・1は65・130kDaのタン

パク質を有していた。蚊に殺虫活性を有するBunl．14株のタンパク質から作成

した抗体をもとに他のB舶zヱねぬ出ぬsお株において蚊に殺虫活性を有するserovar



israelensisならびに先に報告したserovar entomoc繭恥INA288との交叉反応

検定を行ったところ部分的な反応は認められた。

  PCR法によって、Bun1・14株から得た衂遺伝子DNA一部の構造解析の結果、

8erovar血朋e．ム鯛血ならびに8erovar釦細m弛轟ねsINA288とのヴ遺伝子相同

性は必ずしも高くなかった。

  このことから、本Bun1．14株由来のcザ遺伝子も蚊に殺虫活性を有する新規

遺伝子であり、Bun1．14株は従来の8erovarロZ獺職j株とは異なる新規B鰯U・

五鴛ゴめ嫡株であることが明らかとなった。

  以上のように、本研究倣、インドネシアの土壌ならびに桑葉から分離したみ

伽un.ngiensis2株の中から、蚊に殺虫活性を示す2種類の新しいヴ遺伝子を

発見し、その遺伝子の特性を明らかにした。
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    学位論文題名

Identification and Analysis of cry Genes Cloned

    from Novel Bacillus thuri7zgZ¢刀SぬStrainS

    （新規B鮒Z〃鯲協なガ瑠晩刀sぬからクローニング

    されたcグ遺伝子の同定と解析）

  本論文は、総頁数61頁、表6、図8からなる英文論文で、他に参考論文2編

が添えられている。

  Bacえぬs舶ぱ洳加ぬs．おは、芽胞形成期に殺虫性結晶タンパク質（ICP）を産生

することから、微生物農薬として広く利用されている。

  本研究は、インドネシアの土壌ならびに桑葉から分離されたB鰯【rdロ舒嵒n謫

株の中に、蚊に殺虫活性を示す2種類の新規卿遺伝子を発見し、これらの遺伝

子のク ロー ニングならびに構造解析を行ったのでその概要をのべる。

1．インドネシア土壌から分離された蚊に殺虫性を有する新規B thur口鈩釦鮒
    8eroVar釦f卿飽洫SINA288の遺伝子

  INA288株を走査電子顕微鏡で観察したところ大きなサイコロ状の結晶産生が

認められた。また、殺虫活性検定の結果、Aedes aegypti（ネッタイシマカ）、A.

ノaponensis（ヤマトヤブカ）、Cu′e．薯g洫gue．白ぬ¢珊等3種の蚊に活性を有して

いた。SDS．PAGEによるタンパク質解析を行ったところ殺虫活性主成分は70

kDaの分子量を有していた。

  INA288株のcザ遺伝子のクローニングを行うため、既知の蚊に対する殺虫活

性を有するヴ遺伝子、cルセA、鑓y4A、q凪B、q凪0A、cり′nAの特異領域で

作成したプライマーを用いてPCR法による同定を行ったところ、全てのプライ

マーによるDNA増幅は認められず、INA288は既知の殺虫活性cザ遺伝子は保

有していなかった。



  このため、蚊に対し殺虫活性を有するcry遺伝子間で比較的保存領域とされて

いる部分を選ぴDNAプライマーを合成しINA288からのヴ遺伝子検索を行つ

たと ころ、約1.6kbpならびに約 1.8kbpのDNA断片が増幅された 。

  この中、1.6kbpのDNA断片はCryタンパク質で存在が知られる保存領域

Block1～3が存在していた。また、既知のCry4Aaタンパク質とアミノ酸残基

において38％の相同性を有していた。このことは、cry INA288遺伝子は新規の

ヴ遺伝子であることを示した。

2.インドネシアの桑葉から分離されたB舶urめ廊nsお8erovar目也a駟´Bun

    1‐14からの新規ヴ遺伝子

  インドネシア・ジャワ島の桑葉から分離されたserovaraメ紹w賀jBun1・14なら

びにBun2．1にっいて、これらの結晶タンパク質形態の特異性（不定形）から、

従来報告されている丑めzzぬュ冒わぬ謫とは異なる性状を有する株であることが期

待されたため、これらの殺虫活性ならびに遺伝子のクローニングとその構造解析

が行われた。

  これら2株の結晶形態は、それぞれ類似性が認められたが、殺虫活性は異なっ

ており、Bunl．14株はヤマトヤブカに対する殺虫活性を有するのに対し、Bun2

・1はヤマトヤプカに対しても、検定を行った鱗翅目昆虫に対しても殺虫活性を

持たなかった。

  SDS．PAGE解析の結果、Bun1・14株は69kDa、Bun2‐1は65‐130kDaのタン

パク質を有していた。蚊に殺虫活性を有するBun1・14株のタンパク質から作成

した抗体をもとに他のぢ鰯【frめ廊nsお株において蚊に殺虫活性を有する8er0‐

var血rae．脇sおならびに先に報告したserovar飴めmD轟ゴ恥INA288との交叉反

応検定を行ったところ部分的な反応は認められた。

  PCR法によって、Bun1，14株から得た卿遺伝子DNA一部の構造解析の結果、

SeroVarお瑠甜伽s．おならびにSerOVar弸加コ粥耐珊INA288との衂遺伝子相同

性は必ずしも高くなかった。

  このことから、本Bun1，14株由来のヴ遺伝子も蚊に殺虫活性を有する新規

遺伝子であり、Bun1・14株は従来の8erovaraセaH面株とは異なる新規B舶u‐

rfロ伽nsお株であることが明らかとなった。

  以上のように、本研究は、インドネシアの土壌ならびに桑葉から分離したぢ
thurめ加ロsお2株の中から、蚊に殺虫活性を示す2種類の新しいツ遺伝子を

発見し、その遺伝子の特性を明らかにした。このことは、学術的に高く評価され

る。

  よって審査員一同は、アクマドリザりが博士（農学）の学位を受けるに十分

な資格を有するものと認めた。


