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平成 11年 1月 5日 発行

―スN ol

講演会およびパネル・デイスカツシヨン開催のお知らせ

下記の日時にて、話演会を開催いたしますので、多くの会員の方?の ご参集を期待い

たします。今回は講演会に続き、パネラーによるパネル ・デイスカツションを行います。

日 時    平 成 11年 1月 22日 (金)午 後3時 ～5時

場 所    東 京農業大学総合研究所2階 大講義室

演題   「 私の天敵利用実践談」

演者    石 川栄― (神奈川県)

パネル ・デイスカツション

演題   「 天敵利用の諸問題、農薬メーカーの立場から」

総合司会  平 岡行夫 (僻トーメン ・生物産業部)

パネラー  石 川栄― (神奈川県)

尾方洋子 (僻トーメン ・生物産業部)

小林益子 (日本化薬側 ・精密化学品研究所)

石井俊彦 (僻トモノアグリカ)

終了後、懇親会を予定しておりますので、ご参加ください。
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毘虫の共生微生物利用の可能性

蚕糸 ・毘虫農業技術研究所  野 田 博 明

共生微生物

マダニは世界中に分布し,魚 類を除<あ ら

ゆる育権動物に寄生する。吸血されたこさの

癌みやかゆみという不快感以外に,吸 血の際

ウイ)じス,リ ケツチア.細 菌,ス ピロヘータ.

原生動物などの病原微生物の感染を51さ起こ

すことがある。 ixodes″ たの卵巣に

はリケツチアが感染しており spotted fever

groupと 呼ばれてしヽる紅斑病リケツチアの伸

間であるクラ物夕cθβttβんσ sangもtneじs(クリイロ

コイタマダI),Waettapわysa//J ong■びθ″/J (フタトゲチ

マダニ),  P/77/カタクタタだクすクタぅ笏占θ (カズキダニ0-種) え安

どでは,卵 巣とマ)しピーギ管にQ熱 病原体の

BGX 夕ヽ//7るgrne/〃と区別ができない微生物

が共生している。ク 筋滋 力 ではさらに,

野兎病細菌に極めて似ているル物″/レ/力属

の微生物が見つかつている。これらのマダニ

の共生微生物はどれもマダニによつて媒介さ

れる病原微生物こ同じ起源のものであろうと

考えられる。

節足動物の生殖を制御するウオルバキア

ウォルバキアは,昆 虫類を中心に,飾 足動

物に広<感 染しているリケツチアの一種であ

る。雌の卵巣を通じて子孫につたわり,お も

に生殖巣で増殖している。宿主動物にとつて

,特 に病的な現象ほ示さず,広 い意味ての共

生関係を保つて生活L/ている。同じ動物種で

も,ウ 才ルバキアに感染していたり、感染L/

ていながつたりする。ところが,ウ オ)しバキ

アは,以 下の例のように感染している宿主動

物の性や生殖に影響を与える。

はじめに

昆虫は多くの微生物と共存して生きている。

病原微生物ばかりでなく.宿 主である毘虫に

ほとんど悪影響をあたえず.む しろ毘虫に益

をもたらす場合もみられる。このような昆虫

こ微生物を対象に,病 原微生物この関係や生

物Pe3相互作用の基本的な成り立ちを解明し,

そこから有用な物質を見つけたり.毘 虫の発

育を制御する手法を開発したりすることが主

な目的である。

共生微生物の系統分類

扱つている共生微生物がどのような種類な

のかを知ることは研究を進めるうえて,重 要

であるが,塔 養の困難な細胞内共生微生物の

場合,そ の同定がむつかしい。そこで,近 年

発達してきた遺伝子塩基配列による分子分類

が行われつつある。共生微生物の遺伝子の塩

基配列を他の微生物と比較して,そ の種類を

推定するのである。イネウンカ類(トビイロウンカ,セ

ツロウンカ,ヒメトピウンかの酵母様共生微生物の場合,

子嚢菌類の核菌類麦角菌科に属する。これま

で,そ の形態から推定されていた酵母類 (半

子嚢菌類)で はなく,ウ ンカの体内に共生適

応したために菌糸を形成することなく。出芽

によつてだけ繁殖するようになつてしまつた

ものと思われる。

共生パクテリアについてもrRNA遺 伝子

の塩基配列から系統関係を解明する研究は盛

んになつてきている。

哺乳類に病気を起こす病原微生物とマダニの
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1)細 胞質不和合性

この現象は蚊で最初に見つかり,そ の後

ウンカ.シ ョウジョゥバェなど現在では 1

0以 上の属で見つかつている。ウオルバキ

アに感染t/た雄と感染していない雌とが交

尾すると卵が発育しない。宿主毘虫にテト

ラサイクリン系の抗生物質を与えて,ウ ォ

ルバキアを除去すると,不 和合性に変化が

起こる。不和合の組み合わせのすべての卵

で発育L/ないこは限らず,発 育する卵が高

い頻度で混じつている場合もある。

2)単 為生殖

iriCh08rttaと いう卵寄生蜂では,ウ

イルバキアが共生していると雌だけで増え

る単為生殖 (雌性単為生殖)で 増殖する。

ウオ)しバキアをなくしてやると,そ のよう

なコロニーからは雄が出現する。雌性単為

生殖を起こす個体群と両性生殖個体群の両

方が知られている種では,ウ オルバキアに

よつて単為生殖が31さ起こされている可能

性が高い。

3)雌 性化

ダンゴムシという虫では,こ のウォルバ

キアによつて雄が雌になる。最近,鱗 翅目

昆虫でもこの現象が見つかつている。

共生徴生物研究の今後

1)ウ 才)しバキアの利用

細胞質不和合性は,交 尾した雌が産んだ

卵が発育しないので,害 虫個体群を絶減さ

せるような遺伝的防除に使えるということ

て,以 前に蚊を対照に検討された。今では,

重要な病原媒介昆虫を対象にして,病 原を

媒介L/ないような別の系統に置き換えるこ

とによつて,病 気に感染するのを防ごうと

する研究が行われている (Beard et at,1

993)。 寄生蜂では,ウ オルバキアに感染

していると単為生殖によつて雌だけて増殖

するようになり,寄 生蜂を天敵として利用

する上で,よ り効率的であるこ考えられて

いる。

2)共 生微生物の形質転換

生物に遺伝子を導入し,形 質を転換させ

ることは応用上も重要なことであるが,こ

れまで昆虫てほ.シ ョウジ∃ウバエなどの

一部の双翅目昆虫を除いて良い形質転換系

がなかつた。共生微生物に遺伝子を導入し

て,昆 虫の体内でその遺伝子を発現させよ

うとする研究が進行している。この研究で

は,病 原微生物を媒介する昆虫の共生微生

物に対して,病 原微生物の伝搬を阻止する

(抗体のような)遺 伝子を組み込むことが

考えられている (8eard et al.,1993)。

3)共 生菌からの生理活性物質の分離と物

質生産

共生微生物のなかには普通の微生物こ異

なる代謝産物を蓄積していたり,異 なる代

謝経路を発達させたりしているものがある。

以前に,昆 虫関連微生物からイネの白葉枯

れ病に抗菌作用を持つ物質が取りだされた

こともある (杉浦,1987)。 この目的のた

めには増養法の検討が重要な課題である。

4)共 生ウイルス

昆虫には多くのウイ)レスが感染している。

これらは特に病徴も示すことなく共生的に

体内で増殖を繰り返している。共生してい

るウイ)しスは昆虫とのStl性 が極めて高く,

容易に昆虫に接種できる反面,共 生してい

る宿主以外の生物には感染しにくい。この

性質を利用して宿主を殺したり,制 御する

物質の遺伝子をその共生ウイルスに組み込

むことにより,特 定の宿主害虫を防除する

ことが考えられる。
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遺伝子組み換えウイルス殺虫剤0開発の現状

東京農工大学農学部応用遺伝生態学研究室 国 見 裕 久

はじめに

日本脳炎やインフリしエンザなどのウイルス

に起因する病気が人間にあると同じように、

昆虫にも様くなウイリレス病ガ存在する。カイ

コガやミツバチでは、しばしばウイルス病が

大流行し、経済的に大きな被害をもたらす。

また、野外の昆虫個体群においても、高密度

時にウイルス病が流行し、宿主昆虫の大発生

を終息させることが古くから観察されている。

一
方、この様な昆虫に病原性のあるウイルス

を用いて書虫を防除する試みが 1940年 代

から始められ、現在では十数種の昆虫ウイル

スが農薬登録され市販されている。ウイルス

殺虫剤の市場規模は、現在約4百 万米 ドルで

あるが、今後ますます増大すると予想されて

いる。現在上市されているウイ)しス殺虫剤は、

自然界から分離した野生型ウイルスを製剤化

したものであるが、今後|よウイルスを素材と

したものが中心になるという見方もある。本

稿では、遺伝子組み換えウイルス開発の現状

について記述する。

昆虫ウイリしスの種類

昆虫ウイルスとしては、これまでに6科 の

DNAウ イ)レスと9科 のRNAウ イ)しスが確

認されている(Adams,1991)。 1996年 現

在で、 1270種 の宿主―昆虫ウイルスの組

み合わせが存在することが報告されている。

このうちで、約 70%が チヨウやガの鱗翅目

毘虫から分離されたもので、ついで双翅目昆

虫の 14%、 膜翅目昆虫の 7%が 続く。現在

ウイプレス殺虫剤として利用されているのは、

核多角体病ウイルス (Nucleopolyhedrovirus

iNPV)と類粒病ウイブレス (Granulovirus,GV)

のBaculoviridaeに属する 2種 類のウイルス

だけであるが、利用されているウイルスとし

て、細陶質多角体病ウイ)レス(Cypovirus;CPV)

や昆虫ポツクスウイブしス(Entomoooxvirus i
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農薬として登録されているウイナしス殺虫剤
ウイルス程室 商 名00 会  社  名 標 的 書 虫

C∨
C∨
GV
e v
N P V
N P∨
N P∨
NP V
N P∨
N P V
N P V
N P V
N P V
N P V

C a d e x
A g r o v i r
M a d e×
C a r p o v i r u s i n e
M a m e s t r i n
M o n i s a r m i o v i r u s
∨ i r o x
G D O d― X
G D O d O t e r i n
V i r O n H

G y p c h e c k
L e c o n t v i r u s
V i r t u s s
T M  B i o C o n t r o l - 1

Andermatt―Blocontrol
Saturnia
Andermatt Bヽlocontrol
Calliope
CalliODe
Kermia
Microbial Reserch Ltd
CrOD 6enetics int.
CalliODe
Sandoz
USDA
Canadian Forest Service
Canadian Forest Service
USDA

リンゴコカクモンハマキ
カフラヤガ
コドリンガ
コドリンガ
ヨトウガ
マツノキハバチ
マツノキハバチ
シロイチモジヨトウ
ヨーロツパハスモンヨトウ
オ牙タバコガ
マイマイガ
カナダハバチ
才ルギアドクガ
オルギアドクガ

EPV)がある。これらのウイルスに共通した特

徴は、ウイルス粒子が包埋体と呼ばれるタン

パク質結晶体の中に包埋されていることであ

る。包埋されたウイルスは、包埋されていな

いフリーのウイルスこ比べて種での環境条件

に対して極めて安定であることから、ウイル

ス殺虫剤の素材として適している。現在まで

のこころ、遺伝子組み換えウイルス殺虫剤の

素材として利用されているのは、NPVだ け

である。

ウイルス殺虫剤の特徴

ウイルス殺虫剤には、化学合成殺虫剤と比

較して以下のような長短がある。

長所

1.種 特異性が高く、育椎動物や植物に無害

2.環 境への悪影響がない

3.抵 抗性獲得の可能性が低い

4.2次 性害虫の書虫化が起こらない

5.長 期防除が可能

6.登 録に必要なコストが安い

短所

1.標 的害虫にしか効果がない

2.散 布時期が限定される

3.遅 効性である

4.野 外での生残期間が短い

5,大 塁増殖が困難

6,製 品の価格が高い

遺伝子組み換えウイルスの開発目標

遺伝子組み換え技術は、前述L/たウイルス

殺虫剤の短所を補うために利用されている。

現在とられている組み換えウイ)しス作出の戦

略としては、

1)遅 効性の改善、

2)宿 主域の拡大、

3)病 原力の増強

があげられるが、実用レベルに到達している

のは、遅効性を改善するために作出された組

み換えウイルス殺虫剤だけである。

昆虫は植物に付着しているウイルス包埋体

を経□的に取り込むことにより感染し、体内

に侵入したウイルスが増殖することにより致

死する。感染致死までに要する日数は、ウイ

)しスの種類や濃度、昆虫種、温度条件などに

よつて異なるが、最も短い場合でも3日 であ

る。感染幼虫は感染後も摂食を続けることが

ら、作物に対する被害が継続する。この様な

遅効性を改善するために、遺伝子組み換え技

術が利用されている。
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遅効性改善のための遺伝子組み換え技術と

しては、野生型ウイルスゲノム中の特定遺伝

子の肖」除こ野生型ウイ)しスゲノム中への特定

遺伝子の挿入の 2つ に大別される。前者とし

ては、エクジステロイドuDP一 グルコシル

トランスフエラーゼ (ECT)の遺伝子 (″ア)

の肖」除の例がある。EGTは 宿主昆虫体液中

のエクダイツンに糖を修飾させる働きがあり、

その結果、エクダイソンは不活性化されるこ

とにより、宿主の脱皮 ・変態が阻止される。

%プ ガ削除されたAtttographaク 〃力″カ

NPV(AcNPV)を 接種されたヨトウムシの

一種 (勢θ働 とera Frむgiperda)は 、野生型

ウイルスを接種された場合と比較して、生存

期間が 20%短 縮する。その原因としては、

エクダイツンの働きにより、宿主昆虫体内で

のウイルスの複製が早まつたことが想定され

ている。

これまでに様資な外来遺伝子を組み込んだ

NPVが 作出されているが、挿入した外来遺

伝子は、その機能から以下の3つ のグループ

に分けることができる。

(1)昆 虫に特異的に作用する毒素遺伝子

(2)昆 虫が保持している酵素遺伝子

(3)昆 虫のホルモン遺伝子

(1)の グループの遺伝子の導入は、毒素遺

伝子の働きにより、感染初期に昆虫に麻痺を

起こさせ、摂食を早く停止させるとこもに、

致死時間の短縮を図ろうとするものである。

(1)の グループの遺伝子としては、昆虫病

原細菌の力′〃/7J thじrittgrensノび 産生する

δ内毒素遺伝子、無育椎動物に特異的に作用

するサソリ (筋筋盗 3恕peせsと A緑どroctonus

2熔/″/ん )毒 素遺伝子、シラミダニ たわ舛

ク/2J/r/′〃/)毒 素遺伝子,ク モ (Dig懇9/カ

筋″ル客 物 力 ″″/ん ノ物ダ筋クすな

aperta Anetton/夕sどすcatt Sticかodac///2

″//夕古ん答 )毒素遺伝子があげられる。 (2)

のグループの遺伝子の導入は、摂食期の幼虫

から蛹への変態を促進させ、摂食を早<停 止

させることを念頭に開発された。 (2)の グ

リし―プの遺伝子としては、幼若ホルモンの分

解に関与している酵素 (」uvenile hormone

esterase;」HE)遺 伝子がある。 (3)の グ)し

―プの遺伝子の導入は、昆虫の水分生理や変

態を制御しているホルモンの働きにより、ホ

メ牙タシスを規乱し、致死時間の短縮を図る

ことを念頭に開発された。 (3)の グループ

の遺伝子としては、利尿ホルモン遺伝子、羽

化ホルモン遺伝子、前胸腺刺激ホルモン遺伝

子がある。

これらの外来遺伝子は、ウイ)しス遺伝子の

中で感染後期に大量に転写されるP10遺 伝

子あるいは多角体遺伝子の部位に挿入されて

いる。後者の方法で作製された組み換えウイ

ルスは、ウイ)しス包埋体である多角体が産生

されないので、環境での生残性が低い。

遺伝子組み換えウイ)レスの効果

1)毒 素遺伝子組み換えウイ)しス

5内 毒素遺伝子を組み込んだウイルスを接

種された幼虫では、体内でδ内毒素が産生さ

れたにもかかわらず、生存期間の短縮が認め

られなかつた。この原因は6内 毒素の殺虫機

構と関係している。δ内毒素の殺虫機構は、

中腸上皮細胞上に存在するL/セプターに活性

型毒素が結合し、上皮細胞が破壊されること

である考えられている。すなわち、組み換え

ウイルスで産生された毒素が標的組織で発現

されなかつたことが、効果が認められなかつ

た要因である。

これに対して、サソリ毒素遺伝子を組み込

んだウイルスでは、摂食停止効果と生存期間

の短縮効果が認められている。 例 えば、/
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泌 //2/なの毒素遺伝子を組み込んだAcNPV

(AcAalT)をイラクサキンウワバ幼虫に接種す

ると、野生型ウイルスを接種した場合と比ベ

て、生存期間が 30～ 40%短 縮する。また、

摂食停止までの期間は、野生型ウイ)しスと比

べて50%以 上も短縮される。現在、AcAalT

の農薬登録を目的とした野外効果試験がアメ

リカにおいて行われている。同様にシラミダ

ニやクモの毒素遺伝子を組み込んだAcNPVに

おいても、摂食停止期間や生存期間の短縮効

果が認められているが、その効果は供試した

ウイルスと標的昆虫の種類によつて異なつて

いる。

2)」 HE遺 伝子組み換えウイリしス

カリフオ)じニア州立大学のHammock博士ら

により、」HE遺 伝子を組み込んだAcMNPVが

発表されたのが1990年 のことである。こ

の時に作製された組み換えウイルス (AcUW2

(B)」HE)で は、宿主昆虫体内でJ tt Eの発現

がみられたものの、生存期間の短縮を31き起

こすことはできなかつた。その後、Hammock

博士らのグループは、その原因を探るために

様でな組み換えウイブレスを作出して検討した。

ます、彼らは、宿主毘虫て産生された」川E

の働きにより、体内から幼若ホルモンがクリ

アランスされたこしても、AcMNPVのゲノム中

にあるECT遺 伝子の働きにより蛹への変態

が阻止されている可能性があると考え、 θ ど

ナを削除したAcMNPVに」HE遺 伝子を組み込

んだウイリじスを作出した。しかし、このウイ

ルスでも標的毘虫の生存期間を短縮させるこ

とはできなかつた。その後の検討で、宿主昆

虫で産生された」日Eが 囲心細胞のリツソー

ムで分解されているここが明らかとなり、リ

ツソームでの分解の標的となつているアミノ

酸を別のアミノ酸に置換することにより、こ

の問題を解決することに成功した。新たに作

出された組み換えウイルス (Ac」HE.KK)を 接

種されたイラクサキンウワバの幼虫ほ、野生

型ウイ)しスを接種した幼虫と比べて、生存期

間が30～ 40%短 縮した。

3)ホ ルモン遺伝子組み換えウイルス

カリフォルニア大学の故前田博士は、カイ

コのNPV(BmNPV)に たれ力筋 sexttaの利

捧 入 遺 伝 子

ldridge et al_.1992eclosion hormone gene

letion と /rr/′ ′//1oxin
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尿ホルモン遺伝子を組み込んだウイルスを作

出した。組み換えウイルスのカイコガ幼虫に

対する生物活性を調査したところ、野牛型ウ

イルスを接種した幼虫こ比べて、感染幼虫の

体液量が減少し、致死までの期間も20%短

縮した。Eldridgeらは、 θ ゴ 方を削除したAc

NPVに 〃sexを3の 羽化ホルモン遺伝子を組み

込んだウイルスを作出し,す″″物%緒 に対

する生物活性を調査したところ、生存期間が

野生型ウイブじスこ比べて、30%減 少したこ

報告している。さらに、0'Reillyらは、カイ

コガの前胸腺刺激ホルモン遺伝子を組み込ん

だAcNPVを 作出し″す Frugiperda幼虫に対す

る生物活性を調査したが、生存期間の短縮は

認められなかつた。さらに、原因は不明であ

るが、作出されたウイルスの病原性が低下し

たと報告している。

おわりに

作出された組み換えウイ)しスの中で実用化

が最も近いのは、サソリ毒素遺伝子を組み込

んだAcAalTであるが、農薬登録され、販売さ

れるまでには多くの解決しなければならない

課題がある。遺伝子組み換えウイルスの野外

放出には、毘虫ウイルス学者の中にも反対す

る人がいる現状では、一般市民の理解を得る

ことは困難である。今後、遺伝子組み換えウ

イメレス殺虫剤の安全性のあり方について、書

論を深めると同時に、放出されたウイルスの

野外での動態や標的外生物への影響について

調査していく必要があるう。
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