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論  文  内  容  の  要  旨  

蚊が媒介する病気，デング熱，マラリア，フィラリア，日本脳炎，は熱帯地方に特有である。殺虫剤として使われる  

DDTなどの化学薬剤は人体の健康への悪影響や環境問題を引き起こす可能性がある。そこで化学薬剤に代わるものとして  

微生物殺虫剤に期待が寄せられている。現在，Bacillusthuringiensissubsp．israelensisやBacillus岬haericusが各種  

の蚊の幼虫の殺虫剤として世界中で使用されているのが実状である。しかし，自然環境中での定着性，安定性，効果の点で  

問題があり，これらの細菌の使用は限られている。これらの不利な点を克服するため，（1）幅広い種類の蚊の幼虫に対し  

て殺虫効果があり，（2）自然環境中で安定に生存し，（3）人体に悪影響を及ぼさないような細菌が望まれている。   

本論文は，蚊の幼虫の腸管に自然に住み着いている細菌を多数分離し，その中で安定に生息する細菌を宿主として外来殺  

虫タンパク遺伝子を発現させ，分離菌自体が保持する毒素遺伝子の特性を明らかにするなど，新規微生物殺虫剤の開発に関  

する研究をまとめたものであり，緒論，要約，1～5章，結論からなっている。   

第1章では，蚊の幼虫の腸内からの細菌の分離について述べている。すでに分離されているコレクションに加え，タイ国  

内の多くの地域において自然に生息している蚊の幼虫を収集し，それらの腸管内から細菌の分離を試みた。多くの株を形態，  

グラム染色，抗生物質感受性，生化学的特性により分別した。形態学的観察により細菌は23タイプに分けられた。その中の  

主たるものはβαCfJJ〟∫属細菌であった。しかしA乃叩ゐピノe∫d汗〟∫の幼虫の腸内からは助JgroあαCJgrdm乃fge乃〟∫が得られた。  

医学的に重要な3種の蚊であるAgde∫αgg）pれ C〟Jeズq血叩〟娩∫Cねれ描，および，A〝叩如才g∫d血∫の幼虫を対象に，いく  

つかの主たる分離細菌株を再度幼虫に与えてその保持率などの特性を検討した。その結果，且coJgや月需c4Q2－72はどの幼  

虫の腸管内にも定着しなかったが，本研究で分離した細菌は定着性を示した。主要な細菌3種，βαCgJJ〟∫Cere〟∫AelO  

（AelO／2Gl），B．cereusCx5（Cx527／5Gl），EamnigenusAnll（Anll／2Gl），は蚊の幼虫に対する殺虫タンパクを  

生産するための望ましい宿主としての特性を有していることが認められた。   

第2章では，A乃叩ゐピノe∫d血∫から分離した細菌且α∽扇gg〝〟∫Anllにおける殺虫遺伝子の発現について述べている。E．  

α∽乃融〝〟∫Anllは幼虫の腸内で驚異的な定着性を示しているが，この細菌に励油来の殺虫タンパク遺伝子crγ4月や且  

岬ゐαerfc〟∫由来の殺虫遺伝子を導入した。これらの形質転換株は殺虫タンパク遺伝子を発現し，蚊の幼虫に対し高い殺虫活  

性を示した。またcrγ4月を含む組換えプラスミドpMU388は宿主菌内で23世代後でも安定に保持されていた。同様に，且  

岬ゐαer血∫由来の殺虫タンパク遺伝子を保持する組換えプラスミドpMEx－5142も安定に保持されることが判明した。さら  

にE．α椚癖e乃〟∫Anllをマウスに食させたが特別の問題は生じず，本菌をウサギの皮膚の傷口に接触させたが炎症は認めら  

れなかった。これらの結果から，且α椚扇ge乃〟∫Anllは，A乃叩ゐeJe∫d∫r〟∫蚊の幼虫をターゲットにした殺虫タンパク生産  

菌として有望であることが明らかになった。   

第3章では，Agdg∫αgg押rほC〟Je∬ヴ〟f乃ヴ〟く匝∫C血〟∫の腸管から分離された細菌を宿主とした殺虫遺伝子の発現につい  

て述べている。B．cereusAelO株とCx5株がそれぞれAedes aegyptitCulexquinquqfbsciatusの腸管から分離された優先  
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株であった。これらの株は，医学的に重要な3種の蚊であるAgde∫αeg）ゃれC〟Jgズヴ〟∫乃ヴ〟qわ∫Cよα加，および加叩ゐeJe∫  

d血∫の幼虫においても高い定着性を示した。従って，これらの細菌は且α∽扇ge〝〟∫Anllと違って幅広い種類の蚊に対し  

て利用できると考えられる。これらの細菌に励油来の殺虫タンパク遺伝子cり4βや且岬ゐαgr血∫由来の殺虫遺伝子を導入  

したところ，殺虫タンパクを効率的に発現した。これらの遺伝子組換え株は，元株である且岬ゐαerわ〟∫よりも遥かに高い  

殺虫活性を示した。プラスミドpBS373やpMUB2は宿主細菌内で安定に保持されていた。従ってここで使用されたB．cereus  

AelO株とCx5株は宿主菌として有望であると考えられた。   

第4章では，且cere〟∫がヒトに対する毒素を生産するため，その毒素構造遺伝子について検討を加えている。PCR法に  

より7つの毒素遺伝子が存在することを明らかにした。また複合酵素遺伝子はクラスターを形成していた。またe乃JF〟遺  

伝子は単独での存在が認められた。また花鳥gA遺伝子産物についての免疫学的検定で，2種の且cgrg〟∫株には月〃株と同様  

に〝ゐeA遺伝子が存在することも明らかになった。これらの細菌は溶血活性，ベロ毒素活性が認められた。これらの細菌を  

マウスに与えても異常はなく，皮膚炎症実験でも結果は否定的であった。   

第5章では，且cgre〟∫Cx5株の毒素遺伝子（e〝rCr5）を破壊して，本遺伝子と細胞毒性や溶血活性との相関について検  

討している。温度感受性ベクター（puCTV2）に変異entCr5遺伝子を組み込んだプラスミドpATentCx5TV2を構築し，こ  

れをB．cereusCx5に導入した。Singlecrossoverによる相同組換え株（entc芳5被壊株）が得られたが，この株のベロ毒素活  

性と溶血活性は野生株と比較して劇的に低下していた。この結果はe〝JC芳5の遺伝子産物が細胞毒性と溶血活性に重要な役  

割を果たしていることを示している。また，当該毒素遺伝子の破壊が可能であることも明らかになった。   

結論では，将来的に且cere〟∫の細胞毒性遺伝子を破壊し，蚊の幼虫に対する殺虫タンパク遺伝子を付与することにより，  

蚊の幼虫腸管内で安定に定着し，人類に安全で殺虫活性が強力な微生物殺虫剤の開発が可能であることを述べている。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

蚊が媒介する病気，デング熱，マラリア，フィラリア，日本脳炎，は熱帯地方に特有である。また殺虫剤として使われる  

各種化学薬剤は人体の健康への悪影響や環境問題を引き起こす可能性があるので，これらに代わるものとして微生物殺虫剤  

に期待が寄せられている。   

本論文は，（1）幅広い種類の蚊の幼虫に対して殺虫効果があり，（2）自然環境中で安定に生存し，（3）人体に悪影響  

を及ぼさないような細菌の開発を目的とし，実際に蚊の幼虫の腸管に自然に住み着いている細菌を多数分離し，その中で安  

定に生息する細菌を宿主として外来殺虫タンパク遺伝子を発現させ，分離菌自体が保持する毒素遺伝子の特性を明らかにす  

るなど，新規微生物殺虫剤の開発に関する研究をまとめたものであり，得られた主な結果は次のとおりである。  

1．まず各種蚊の幼虫の腸内から多数の細菌を分離したことを述べている。分離細菌は23タイプに分けられた。微生物実  

験に用いられる標準株E∫Cゐerfcゐfd COJgや微生物殺虫剤の標準株励血眈＝血血卸商血はどの幼虫の腸管内にも定着しなか  

ったが，本研究で分離した細菌は高い定着性を示した。主要な細菌3種，BacilluscereusAelO（AelO／2Gl），B．cereus  

Cx5（Cx527／5Gl），EnteL・Obactez・amnigenusAnll（Anll／2Gl）は蚊の幼虫に対する殺虫タンパクを生産するための  

望ましい宿主としての特性を有していることが認められた。   

2・B・CereuS AelO株とCx5株は，医学的に重要な3種の蚊であるAedes aegypti，Culex quinqudbsciatus，および  

A乃OpゐeJe∫d血∫の幼虫においても高い定着性を示した。これらの細菌にβJ由来の殺虫タンパク遺伝子crγ4Bや且  

岬ゐαgrわ〟∫由来の殺虫遺伝子を導入したところ，殺虫タンパクを効率的に発現した。これらの遺伝子組換え株は，元株であ  

るB．岬haericusよりも遣かに高い殺虫活性を示した。プラスミドpBS373やpMUB2は宿主細菌内で安定に保持されていた。  

従ってここで使用された且cerg〟∫AelO株とCx5株は宿主菌として有望であると考えられた。   

3．且cere〟∫の有する毒素構造遺伝子についても検討を加えている。これらの細菌には溶血活性，ベロ毒素活性が認め  

られたが，これらの細菌をマウスに与えても異常はなく，ウサギを用いた皮膚炎症実験でも炎症は認められなかった。さら  

に，且cgre〟∫Cx5株の毒素遺伝子（e乃fCr5）を破壊した株は，細胞毒性や溶血活性が低下していた。従って，他の毒素遺  

伝子も破壊することにより，人畜無害で殺蚊活性の高い微生物の開発が可能であることが明らかになった。   

以上要するに，蚊の幼虫腸管内で安定に定着し，人類に安全で殺虫活性が強力な微生物殺虫剤の開発が可能であることを  
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述べており，学術上，実際上寄与するところが少なくない。よって，本論文は，博士（工学）の学位論文として価値あるも  

のと認める。また平成16年1月22日，論文内容とそれに閲した事項について試問を行った結果，合格と認めた。  
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