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9. Bacl.ttuSthuringl.enSiSの血清学的分類に関す る突放 石点丈艶 三日月勝見,宮園 稔

片桐.TJた(塩野義製薬株式会社油日ラボラトリーズ)51.ll.22受理

BaciLlusthuringlensis を利用した微生物殺虫剤が開発されつつあり,その品質管理はカイコに

対する生物検定法によって行なわれる.

われわれは殺虫スペクトラムの拡大を目的として Bacillusthun'ngiensl'Sの2種菌株の混合製剤

を試製したが, その力価や殺虫効果の外に, 供試しT:菌株の同定やその配合比率を明らかにする必

要がある.そこで,Norris(1964)の方法を益礎としてH抗原を用いた抗原抗体反応により B.t.
var.Ln'zowalおよび var.kurstakiの型別を実施し1=.

吸収血lf')を用いたスライ ド凝袋反応において両株ともに明断 こ反応するが. 使用する培地によっ

て自家斑災性にZ!只が認められる.即ち.var.al'zawal'は普通寒天培地およびミ3.ラーヒン トン培

地上で払い自家凝雄を示すのに対して.var.hurstakJ'はミュラーヒン トン柄地では自家凝典は認め

なかった. これにより,2和田株の培韮乾放物の混合物や製剤から発市した況合袋帯において も両

者の型別ができ.製剤巾の含有比率の許定が可能であることを見Euした.

緒 論

化学瓜兆の利用は告虫防除に秀れた役割を示す一方,

その施用によって植物休や土壌への残乱 入市に対す

る荷性.殺虫剤抵抗性ET.]f虫の出現.生態系の破壊によ

る昆虫相の変化および害虫の罪冊光熱などの問題を誘

起している.そして,これらの関田点の一つの解決法

として細菌,ウィルス, リッケチャや糸状菌などを利

用した一連の微生物殺虫剤が現在研究開発されつつあ

るが, その巾心的な立場となるものとして Bacl'llus

thm.ngiensl'S(以下BTと略す)が産生する殺虫性乃
窮を主剤としたBT整法剤がある.一部の告虫類はこれ

を食下すると巾173を起して死亡するが,この詩宗は人

-Bに灼TL!と考えられ.また,選択的殺虫性を有するの

で戊双生僧系の保全に有利である,などより微生物殺

虫剤としての開発が進められ,実用化に近づきつつあ

る.

しかし,BT剤の持つ問題点として嬰望剤の力価検定

と安全性があろ.

品質管郡上の製剤の力価検定には招苅蛋白の抗原抗

体反応や即諾;･活性のFn告による方法の検討も行なわれ

ているが,現在では阿l'現協力試験により生物検記によ

ることと決められ,わが田ではBT剤研究玄fl会によ

りカイコに対する坊即試験法がWG'立されつつある.

しかし,嬰法刑のIVITtrF矧 こは力rLn検定のみでなく,

用いられる閉株の同ii:,牙胎教のnrl定や製剤中のBT

の合有割合などが必Riとなろのは明白である.

わが国ではBT剤の開発のため和々の瓜田型が用い

られ,しか も只なったlrrLm型の氾台野望刑 もあるため,

独白のIVITI幣別法が必班であろう.

BTの分村は Voges.proskauer反応,レシチナ～

ゼの産iE.サ))シンからの概苑地,デンプンの加水分

節能の孤rlHなど吐化学的反応による分析,抗生物矧 こ

対すろ感受性の詔脚 こよる分軌 鞭毛抗原による凝舛

反応法やエステラーゼ型による分類などがある.

そこでわれわれは品TI皆刑上,混合製剤中の2種菌

株を分別すろ目的で Norrisl) の報告を基礎として 2

種菌株の発育仏塔を因子血桁で型別する血晴学的分規

を試みた.

実験材料および方法

1.H抗原作成のための菌の選択法

H抗原作成のため,Bacl'ltusthun'ngl'cnsEsvar.

aizawai(Shionogi抹および Pasteur株)とBacl'ILus

LhurJ'ngicns,'sγar.kurstakl'(Shionogj抹)の 3株に

ついて十分な迎動性を布する問の選択をiZl施した.即

ち,1.1_Y,迎寒天上で 37oC, 1校斜雨域茶した各菌株を

10TFT･段僻苑釈し, その 0.1mLづつを 2g･通寒天培地

(栄研嬰望)へ摘下し. コンラージ樺で広げ,37oC,

24時間増発した.その後,発育した孤立集落を釣菌し,

径 9cm のペトリシャーレ中の 0.25% (W/V)軟寒

天培地の中央に接種した.なお,供試した軟寒天培地

の組成は Beefextract(Diico社製)log,ポリペプ

トン (大玉栄養化学製)log, 寒天末 (Difco社製)
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2:5g':-N左CI~2亘,.1蒸留水 1000mtである.

培養は39oCで1夜行ない,運動性による菌の拡散

がシ{.I-7レ緑の数 mm までに遷した時･最外部の発

育部分卓白金耳で申ゝきとり,再び新しい軟寒天培地の

中央に接種した. その後,30oC, 16時間培養し,先

のペトT)シャーレの表面を充分満たす発育をもって十

分な運動性を有する菌株であると判断した.なお,運

動性か不充分な場合は上記の操作により軟寒天培地上

で数代の継代を実施して使用菌株の選択を行なった.

2..抗原液の調製

前述の操作により十分な運動性を認めた菌株の1白

金耳量を普通ブイヨン培地_(Beefextractlog,ポ.)

ペプトン10g,NaC12g,恭留水 1000mLを加温浴解

し,pH7.2に調整し,炉過後 50mtづつ振盟培衣フ

ラスコに分注し. 121oC,15分,高圧滅菌したもの)

に接種し,更に,30oC.16 時間振盟培養した.培養

液は 3000r.p.m.15分遠心分離し.その上773をすて,

0.25%ホ'i･マリン食塩水 (食塩濃度0.85%)50mtに

再浮遊させ,更に 3000r.p.m.15分遠心分離して菌

体の沈抄を行なった.

このようにして舛菌したもの (50mLブイヨン培養

iii)を 0.25%ホルマ])ン食塩水 10mtに浮遊させて

これを抗原紋とした.な払 抗原液は 4oCで保存し

たが,自家叔袋を示すものについてはこれを除去した.

なお,保存抗原紋は調製後4週間以内に使用すること

と･して.それ以後経過した場合は新しい抗原紋を新た

に作成して使用した.

3. 家兎免疫抗血桁の調製

･免疫原は BaciELusthwrnglCnSfsvar.aizawal'ぉ

よび var.kurstakiであり,各抗原について日本動

物K.Kより購入した SPF ウサギ (ニュージランドホ

ワイト系)3匹を用いて免疫を実施した.なお,これ

に用いた抗原は前記の方法で作成し,接種用抗原液の

秤良法による刈定約度は湿菌重量で 110-140mg/mZ

である.

免班はH抗原液 (ホルマ.)ン死菌)を初回°.5mL,

以後2日間附で 1.Omtを耳静脈へ計5回接種した.

なお,免疫を始める前に故用家兎より一部採血し,対

照血清とした.放柊の接種後3日目に一部採血し,予

備的に試験管内旋非反応 (後述)を行ない,灘災価が

1:1000以上のものを全採血した.採血は前日より絶

食させた家兎の頚動脈より行ない,室温に3時間放田

後 4oC の冷蔵庫に1夜保ち,その後,血清部分を遠

心管にとり,1500r.p.m 20分遠心分離した.分離血

FlT3は滅菌した試験管に5mLづつ分注し,-20oCの冷

視1仙こ保存した.
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4. 因子血沼の調製

前記方法で得た B.Lhuringfenstsvar.aizawaF'の

家兎免疫抗血清5mlをB.thuringicnsisvar.kuysEakL

の抗原液 5mtで吸収して B.thuyingicnsisvar.

aizawaiの因子血清を,また,B.thuringl'cnsfsvar.

kuystakiの抗血清を B.thuyingiensf'svar.al'zawaL

の抗原紋で吸収し,B.thuyingtensisvar.kurslakl'

の因子血沼を各々調製した.供試した吸収抗原虫は両

者共 550.-700mg/5mJであった.なお,吸収に供し

た抗原液は 3000r.p.m,15分洗浄し,滅菌生理食塩i

水に再浮遊してホルマ.)ンを取り除いた.吸収は恒温

槽 (30oC)で2時間感作し, その後,室温に一夜放

置した. なお,両因子血清ともに試験管内政災反応

(後述)で充分吸収されたことを槌認し,不充分な場

合には同様な方法を練返し行なった.

5. 試験管内凝袋反応実験

先に調製した家兎免疫抗血沼を用いて凝集反応を行

なった.即ち,B.thuTingicnsisvar.al'zawaI'ぉよぴ

B.thuringiensisvar.kurstaki(Shionogi)の抗血

桁を生理食塩水で2倍段階希釈し,各々 0.5mLを小

試験管に分注した.そして.各々の血沼希釈紋に抗原

液の2倍希釈 (McfarlandNo.7-8に相当)の1滴

を滴下した.充分に振盤後.室温で30分間放位して中

間判定し,再び1時間30分後に投錨素価の判定を行な

った.判定は投銭の認められた最終の抗血田の希釈倍

数を次位素価とした.

6. スライド政雄反応実験

前記の操作で得た両菌株の因子血沼を用いてスライ

ド凝災反応を実施した.即ち,スライドグラスをガラ

ス鉛筆で3等分し,その1区画に B.i.γar.ol'zawal'

の抗原液を滴下し,他の2区画にはB.i.var.aizazpal'

および B.i.var.kul･stakiの因子血hrlを別々に油下

し,抗原紋を各々の因子血桁と混合し.Fyj瞭な故地塊

の出現を検査した.同様に,B.i.var.kurstakl'の抗

原液についても検討した.

次に,寒天培地上で発育した菌集落についてスライ

ド凝奨反応を試みた.即ち,平板培地として,121oC,

20分滅菌した普通寒天培地 (栄研製)および115oC,
15分滅菌したミュラーヒントン培地 (培地 19gに苅

田水 500mLを加えたもの) の2種を準榊し, これら

に両菌株を接種後,37oC.24時間培養し,発fftJた

孤立的苗を白金耳でかきとり,スライドグラス上で生

理食塩水の1滴に均等に浮遊させ,この菌浮遊紋を別

々に滴下した B.i.var.aizawaiおよび B.i.γar.

kuystakiの因子血約にそれぞれ別個に氾合し,懲光



防 虫 科 学 第 42 巻-ⅠⅠ

灯下で叔fj!塊の出現を調べた.

7. スライド凝熊反応を利用したB.i.γar.al.ZaWal'
および B.i.var.kurstaklの型別方法の検討

B.i.var.aizawaiおよびB.i.γar.kursLokl'の印

浮遊紋を調製し,これを原状として10†汚段耶煎即し,

その0.1mZをミュラーヒントン灼地へ桶下し,コン

ラージ樺で塗抹後. 37oC,16時間柄托しT=.その後,

100個程度の孤立喋落が認められた平板を用いて内子

血桁によるスライド凝袋反応を行なった..

また,･両菌株の培養乾放物を叩脚し.m由比で1:

1の割合に含有する混合菌紋を調撃注し,これを先と同

様にミュラーヒントン柄地に接種し,混合培養菌を発

育させ.発育旅宿の個々のものについて因子血桁によ

るスライド叔災反応を行なった.

8. B,I.var.･aJ'zawal'ゎよぴ B.i.var.kurstaki

の培菜乾燥原宋およびその混合物中の生菌数の孤rJ定と

型別

両菌株の乾娩原末を各々 10mg秤良し,10mtの滅

菌生理食塩水に浮遊させたものを調製し.更に.ガラ

スホモゲナイザーを用いて水冷しつつ充分磨砕均質化

した.その後,生理食塩水で 103の桁紋を調製し.こ

れを更に2倍段断希釈し,各々の 0.1mtをミュラー

ヒントン培地へ摘下し,コンラージ梓で捻抹した.な

お,各希釈況度について3枚の平板を使用した.班用

培地はあらかじめフラン群でシャーレの蓋を開け.数

時間培地表面の乾燥を行なった. 培養は 37oC,16時

間行ない,その後.発育菌数の節定を行なった.また,

同時に,両菌株の乾燥原末の等見混合紋についても菌

数の策定を同様の方法にて実施した.更に,等_fa溢合

紋についてのみ平板培地に発行した孤立袋帯を用いて

先記のスライド凝舛反応を実施し,両株の型別の判定

と含有される両株の割合を'.mべた.

9. 混合製剤中の型別

B.i.var.aizawal'ぉよび B.i.var.kurstckiの乾

娩原末が等見に混介され,これに妖形剤などを含む製

刺 (水和剤.バシレックス･舟) 2和とこれらに用いた

各層末について前記のスライド殺伐反応を用いて判別

を行なった.･ .

即ち,製剤 1gを正冊に秤爪し. 拭珊生珊企幻水

100mtを加え, ガラスホモゲナイザーを用いて朗砕

均TI化した.これを10倍段僻希釈し,10●より2倍段

肝油即した.各々の希釈披 0.1mLをミュラーヒント

ンJil地上に満下し,コンラージ棒で塗抹し,その後,

37oC,16時間培養LJ:.50-150個の発育袋啓を持?

平板を選び,無作為に50個を選択し.これらについて,

先と同様にスライド凝袋反応によって型別を行なった.

また,両乾燥原末についても.個々に同様の操作を行な

った.

実 験 括 具

前記の操作により調製したH抗原液と家兎免疫抗血

約を用いて試験竹内凝災反応実験を実施し,その反応

結果を Tablelに示した.

即ち,B.i.var.afzawal'ぉよぴ B.i.var.kurstakl

の両菌株が示す邦災m･nlmこは 3幣の差が認められ,

B.i.var.aJ'zawaiの抗TlmまB.I.γar.afzawal'の抗血

TTJに対して特用的な反応部分が火であ･り.B.i.var.
kurstakl'についても同伴の紙袋を打た.

Tablelの純米より開閉株のjt･皿抗原を認めたので.

この兆逃抗原の吸収を.QJCみた.その拙粥をTable2に

示した.即ち.B.I.γar.al'zaLUOJ'の抗恥 まB.I.var.

kursEakl'の吸収dTIT.'Iに対して1:20であり.･B.I.vat.

kursEakLの抗原を用いた場合の試験門田投JjS反応特

おいて同様の統架を示した.また,吸収血717を用いた

スライド投Lj!反応実験においては各々の菌株に対応す

る吸収血洞でのみ明瞭な凝災塊が認められた.なお,

この場合の反応時間は30秒- 1分程度であった.

前記のとおり, このスラ･イド凝集反応におい七両菌

株共に各々の吸収血沼に明掛 こ反応するので,この方

法が実際の寒天培地上に発育した集落に対して利用で

きるかを検討するため,2種培地を用いて検討し,そ

Tablc1. Antibodytitresbyagglutinationmethodoftesttube.

Antiserum B.I.aizawai B.t.kurstaki B.t.aizawai

(Shionogi) (Shionogi) (Pasteur)

B.t.aizawai

(Shionogi)
400 3200

B.I.kurstalくi

(Shionogi)
3200 400
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の結果を Tabl占3∴に示した.即ち,使用培地により

自家叔娘性に差があり,B.i.var.aizazpaEは普通寒

天培地およびミュラ⊥ヒントン培地において強い自家

凝班を示し.B.t.var.kul･stakiでは普通寒天培地で

祝蛸を示すのに対して, ミュラーヒントン培地ではほ

とんどの株に自家扱集は示されなかった.以上の結果

よりミュラーヒントン培地の利用による自家凝柴で両

者の区分ができる可能性を見出した.

そこで,この型別方法を確立するため.B.i.var.

p-zawaE(Shionogiおよび Pasteur)およびB･t･var･
kurstakL(ShionogiおよびPasteur)と両菌珠の混合

出港の型別を検討し,これを Table4 に示した.即

ち.B.i.var.aizawaiのみを発育させた平板から

の集落では93株申90株に自家凝集が認められ 他の3

株には 自家凝!掛ま認められなかったが,B.i.var.

aEzawaiおよび B.i.var.kuystakiの因子血桁の両

方にも凝集しなかった.しかし,これらの柴蕗を軟寒

天培地に移植し, 30oC,20時間培養した菌を用いた

場合にはすべて B.t.var.aEzawaEの因子血沼に強 く

凝集した.B.i.γar.kuTStakiについても自家凝袋が

Table2. Antibodylitresbytesttubemethod

and agglutination reactionby slide

glassmethod

Monospecificsera

B.t.aizawai B.t.kurstaki

Antibody (Shionogi) (Shionogi)

B.t.aizawai

(Shionogi)

B.I.kurstaki

(Shionogi)

1820 20

20 1820

a.I.aizawai

(Shionogi)

B.I.kurstaki

(Shionogi)

+

+
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認められた2株について軟寒天培地を用いることで型

別が可能であった.また,自家凝集を認めなかった64

株申62株のすべてが B.t･var･kurstakl'の因子血沼に

凝柴した.これらの両菌株問の自家凝集性の程度の差

は Pasteur由来の両株についても同様の結果であっ

た.両菌珠を混合した発育集落から型別を検討したが,

自家凝先が認められた株は111株中57株であり,全株

について軟寒天培地へ移植後因子血清で型別を行なっ

たが,54株が B.i.var.afzawaiであり, 3株が

B.i.var.kwstakiであった.一方.自家祝典の認め

られない株は54株であり,B.i.var.kurstakiの因子

血清に強 く凝集t.,.var.kul'sLakiと型別できるもの

は50株であった.他の4株は両因子血清に絞染を示さ

ず,軟寒天培地へ移植後に var.aizawaiと型別でき

た.以上のように型別された結果は B.i.var.aizawai

58株であり,B.t.var.kuystakl'は53株であり,投

初の調整菌紋 (B.i.var.afzawaf'1:B.i.var･

kuTSEakL'1)と同様に両菌株の占める率ははば1:1

であった.本実験結果より以下の事柄が推論できる.

即ち,自家枚集が認められないもので,var.kursLaki

の因子血沼に強 く凝托したものを B.i.var.kursLakl'

と塾別し,自家穀粒が認められた株および自家叔弧の

認められない株で両因子血清で型別不能の株は軟寒天

培地に移拾後に祝典反応を行なうことで確実に両菌株

を型別できる.更に.この ミュラーヒントン培地を用

いて両菌株の培養乾燥物およびその混合物中に含まれ

る生菌数の測定とスライド凝集反応による型別を実施

した.予僻試験により103希釈濃度において約1000個
程度の生菌が認められることを確認し.101希釈から

2培希釈で個数を調べ,これらの結果を Table5に

示した.得られた菌袋落数より乾燥原未または混合乾

娩原末 1mg中の菌数に換算した.即ち,B.i.var.
aEzawal'は 0.7×107/mg, B.i.var.kurstakL'は

1.2×107/mgであり,混合物では 0.9×107/mgであ

った.また,型別方法を用いて混合物中の両株の合1f

される割合を調べ,これを Table6に示した.即ち,

発育した袋蕗より無作為に110個の頻掛 こついて検討

T ab le3. Spontaneousagglutination capacity onthe slideglass.

Spontaneousagglutination

capacity

Variety Medium Positive Negative

B.t.aizawai Nutrientagar 8 0
(Shionogi) Mueller･Hintonagar 5 0
B.t.kurstaki Nutrientagar

(Shionogi) Mueller･Hintonagar
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した.108億釈紋の8倍希釈 (0.1mt巾)における平

板上の平均出現環群数は B.I.War.aF'zawaf'で 92.5

個,B.i.var.kursEakl'で151.8mであり.これらの川
現架群数より刑b11ル た即納佃故はB.I.var.qrzGWOl'

が110桐巾42m (37.9,形),D.I.var.kurstokT'は 110

桐巾68旧 く62.1,%)であろが実際に測定型別によると

B.I.Tar.Gl'zawal'は40.9,%.B.i.var.kurstakJ'は

59.1%であり.このLd(はFT!.WI花と一致した.次に,局

宋乾燥物以夕日こ各招拭形剤を介むき注剤 (両節米を等見

合71)について型別を災施し.Table7 に示した.

即ち.培茶した孤立黙7'Liからの50胴について調べ,2

和の同一製剤 (製造咋月日が只なる)問には両菌株の

介Tj一利合に差異は認められなかった.

Table4. IdentificationonformingcoloniesofB.i.at'zGWai,B.t.kurstakt'
andmixedculture.

Spontaneous
agglutination Mueller-Hintonagar一 Softagar

No.of B.I. B.t. B.t. B.t.

Variety Capacity colony aizawaikurstaki aizawaikurstaki

B.I.aiZaWai

(Shionogi)

Positive

Negative

Total

B.t.aizawai

(Pasteur)

Positive

Negative

Total

B.I.kurstaki

(Shionogi)

Positive

Negative

Total

B.t.kurstaki

(Pasteur)

Positive

Negative

Total

B.I.aizawai

plus
B.t.kurstalくi

(Shionogi)

7

0

4

1

5

5

11

e

e

e

V

v

.こ

i
.:
;:.…

一〇
〇
〇

一
50

050

朗

一
4

5

3

103

Table5, SporecountonformingcoloniesofB.i.aEzawai,B.i.kurstakJ'
andmixedculture.

B.t.aizawaLplus
B.t.aizawai B.t.kurstaki B.t.kurstaki

Replicates
103×1/4103Xl/8 103×1/4103×1/8 103X1/4103Xl/8

Ⅰ

ⅠⅠ

III

ⅠV

Average

3

7

0

0

5

9

8

2

0

2

5

5

1

4

9

日リ

‖
ー

7

7

0

7

8

263

M

M

l4O

t6

3

0

7

0

8

鵬

67

53

80

5

2

1
-
1

1

0

3

3

3

3

13

24

27

72

脚

3

3

3

2

3

0

7

7

7

5

3

5

0

2

0

7

0

2

8

2

r:

:

:

目

3

0

7

0

0

測

193

193

_87

2

No.orspore

permg
0.7xlO7/mg 0.9×107/mg

79
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Table6. ContentsratioofB.i.aizawai,B.i.kurstakionmiⅩedformingcolonies.

No.ofspore

in 103×1/8

B.t.aizawai 92.5

B.I.kurstaki 151.8

B.t.aizawai

plus

B.t.kurstaki

一 per110viablecell

Variety
theore- NO.of No.or

tical theoreticalpractical

ratio viablecell viablecell

practical

ratio

B.t.aizawai37.9% 42 45 40.9%

120.5一 B.t.kurstaki62.1% 68 65 59.1%

Table7. IdentificationoftwovarietyinBaCilex⑧ wettablepowder.

No.oftest 1stexperiment 2ndexperiment
colonies B.t.aizawai B.t.kurstaki B.t.aizawai B.t.kurstaki

辛

∴

/㍗

c

c

▲L
t

a

a

.

Fq
B

B

B

50

50

50

50

21

20

50

0

* Freezingdriedpowder

･ 考 察

BT鮎剤の品質管理を行なう場合,現在まで化学的

正_rd法は碓立されておらず,従って.生物検定法によ

りそのdJ吐剤の力価を焼定していろ.更に,供試する菌

株は安全性,均一性を保障できるように菌株登録番号,

血テ1'1学rrJ同定や生菌数の測定なども必要になりつつあ

ら.また,BT劉剤の発旭と共に2柾以上の菌株,蕊

たは化学物質のtJF用効果で殺虫スペクトラムの拡大や

増強作用を期待する混合製剤の開発に進展する可能性

もある.一方では,バクテ.)ヤ,糸吹薗,ウィルスな

どの出合も考えられ,事実,種々の殺虫剤との混用に

よる殺虫作用の増強やウィルスとの併用による相東作

川など多くの研究者達によって実験が進められている.

以上の観点より,われわれは殺虫スペクトラムの拡大

を目的として Bacillusthuringiensisvar.aizazual'

と var.kuystakl'の2種菌株の混合による製剤を試み,

各砥u出獄に対する効果を確認しつつあるが,混合製

剤の場合は矧こ正碓な性格づけが必要であることは効

果は勿乱 品質管理上からみても盃出であることは明

白である.

BaciLlusthuringl'ensl'Sはこれまで鞭毛抗原反応に

より11の型に分耕され.また,エステラーゼ型により

16の variety に分祝されている2,3).土山1)は B.t.

var.thuringLlensis,var.dendTOIz'musぉよぴ var.

aizawaiについて抗原0,Hおよび OHについて検

討し,H抗原について特異的凝集反応の成立を報告し,

80

29

30

0

50

3

0

0

0

2

2

5

7

0

0

0

2

3

5

鮎沢8)は var.thuyingiensis,var.alcstJ'.var.soito,

var.dendyolimusおよび var.aizawaiをのせガラ

ス法において透析血泊を用いて各々同疋分別した.蕊

た,大庭 ･鮎沢6)は栄養型細胞で免疫をirJて,それぞ

れに対応する0抗原で吸収し,H抗血trflをiHにヘテロ

で吸収透析して検査株を craigeetube内で迎動性の

強い株を選択し.生菌で同定している.一方,閃畠 ･

小野7)は耐熱性特異抗原を H3グループより確認して

いるし,福原8)らは B.i.var.sottoの同定に懲光抗

体を用い,土壌微生物学的研究に応用できる筒規正_Jib

法について述べている.

O抗原は凝ljS素価が低く,共通因子が粥いので吸収

操作が囚難と考えられるのに対してH抗原は比校的凝

lJi岩価が高 く,吸収振作も_恥純で容易に血lltjをうろこ

とが可托であると考えられる.そこで Norris4)の方

法を韮盤として, B.t.var.aizawaz'ぉよぴ var.

kurstakiの2種混合物おJ:び混合製剤 (水和剤)小

における両株の型別を行なう目的でH抗原を用いて抗

原抗体反応を利用して実験を進めた.供試したH抗焔

においても自家凝塊が認められるので運動性をイJする

菌株の選択を軟寒天培地で継代し,自家凝袋を抑制す

ると共に鞭毛の豊富な菌株を用いて特異的鞭毛叔JA反

応を容易にした.また,鵬試する培地によってもrj家

凝班が認められる場合もある.即ち,-il･皿プ芸大土山山上

では B.i.var.atzawaiおよび var.kurstakiの両枕
が自家凝然をおこすのに対して ミュラーヒントン培地

は B.i.var.kurstaklに自家凝災を与 えず, var.
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al'zawal.においてのみn家凝仏が生じ易いこ とが明

らかになった.

2印肉株のfFt地上におけろ作TIの刀刃より狩)_別同定

を火施した印'L!Iはこれまで全く認められず. ミュラー

ヒントン柄地をmいろと2和好珠 の氾合均や氾合野望刑

からほm.発Tlしたu!掛 こおいても容易に弼m･の判別
が可随であろ.

これまでの結果より,単一菌株に供試し,同定し和
T=門並寒天柄地や軟寒天培地は混合菌株の分軌 間走

には適当ではなく型別不能であるのに対して,ミュラ

ーヒントン培地の使用により容易にしかも正確な型別

が可能であることを結論づけることができる.
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Summary

IthasbeenwelldevelopedinJapanthatBac･

fttusthun'ngl'ensL'sisusedasasourcesformicr･

obialinsecticides.Themethodofqualityexami･

nationontheproducthavebeendiscussed for

recent一ew yearsand concluded thatsilkworm

maybedesirableasexperimentalanimalrepre.

sentingbiologicalactivityunit.

Furtherwithourproduct,Bacilex⑧ wasprepared

withtwovarietyofBacrZtusthuringlcnsisgetting

wideinsecticidalspectrumanditwouldalsobe

expected to identifythevariety usedandto

provethecontentsratioofthetwovarietyfor

purposeofqualityexaminationandstandardizcd

methodwasestablishc(1bymodiryi叩 thcexperi･

mentaltechniqucusedbyNORRTS(1964). The

methoddiscoveredherewasbasedonserological

classirication.

Each antigenorBacl'llustllurl'〃gl'ensl'sγar.

ol'zawol'andvar.kurstokl'werescparatclyinjcctcd

intravenouslyintorabbitandthenbothantiscrum

wereprepared.Theantibodylitreswererecorded

byagglutinationmethodontesttubeand hom･

Ologoustitresoneachantiserum wereobserved

at high level. Ascross･reacting antigenhas

been recognized, each monospecific sera was

preparedwithmonospecificantibodyand identi･

licationofboth variety canbedetermined by

agglutinationmethodonslideglass.

Ontheotherhand,thecoloniesofthesetwo

variety showed thedifference in spontaneous

agglutinating capacityonslideglass.InB.i.
alzawat.spontaneousagglutination is observed

on nutrientagarandMueller-Hinton medium,

andinB.I.kursLakfspontaneousagglutinationis

firmlyobservedonnutrientagar,butnoteasy

toobservedonMucller･Hintonmedium.

With the cvidenccdcscribcd above,mlLXed

cultureofthesevarietyonMueller･Hintonmedium

jspracticablefortheidcntifjcationonthecolonies

formed.

Thecolonieswhicharenotobservedspontan-

eousagglutinationonMucller･Hintonagarand

havestrong spontaneousagglutinating activity

formonospecificseraoEB.I.kursLakECan be

classifiedasB.i.kurstakL'

Onthecontrary.thecolonieswhichiseasyto

havespontaneousagglutinationonMueller-Hinton

medium areclassifiedasB.i.aizawaFl. Furthe-

rmore,thecolonieswhichshowsnonspontaneous

agglutinationandcannotbeclassified by each

monospecificserawereremovedonsoftnutrient

agarcontaining l% beerextract,andthenthe

coloniescanbeclassifiedasB.I.afzowaJ'bythe

.lgglutinationmethodonslideglass.
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