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氷 核 活 性 細 菌 に よ る 害 虫 防 除
-昆虫腸内定着細菌の利用ー

わたなべ けん じ さ と う ま も る
農林水産省蚕糸・昆虫農業技術研究所 渡部 賢司 ・ 佐藤 守

は じ め に

耐寒性の昆虫は， 糖， 糖アルコール類を体内に蓄積
し， 一方では， 腸内残留物などの氷結を促進するもの

(氷核物質) を排池して， 越冬中の低温による凍結から
逃れている。 近年， 脚光を浴びている氷核活性細菌を利

用した害虫防除は氷核物質を昆虫の体内または表面 に存
在させ， 昆虫の耐寒性獲得を妨害するという全く新しい
害虫防除法である。

ア メ リカのL EE らのグループは代表的な氷核活性細菌
である P seudomona s ミy ringa eで処理した時の昆虫の耐

寒性に関する研究を行っており， 氷核活性細菌処理によ
り， 昆 虫の耐寒性を著しく低下させることができるな
ど， 害虫防除に利用可能であることを示した。 しかし，
氷核活性細菌処理による害虫防除の効果が継続しない等
の問題点も指摘されていた。

ここでは， 長期間， 氷核活性細菌処理の効果を持続さ

せるために， 氷核活性細菌の中でも昆虫腸内に定着する
細菌を利用した筆者らの新しい害虫防除法に関する研究

を紹介する。

I 氷核活性細菌の利用

氷核活性細菌とは水が凍結するときの核(氷核) とし
て働く細菌のことである。 不純物を含まない水は通常
一20 0 C以下でも凍結しないが， 氷核活性細菌を含んだ

水は 2� -4 o Cで凍結する。 この細菌は最初に腐植葉
から氷核となる能力(氷核活性能) を持つものとして発
見され(MAKI et al.， 1974)， 現在では P seudomonas，
Erw nina ( P a ntoea)， X a nthomona s属細菌で氷核活性

能を有する細菌が見つかっている。 これらの細菌の多 く

が植物の葉面上で生存する細菌であったことから， その
後， 農作物への早霜や遅霜による霜害の原因として研究
が進められた(L INDOW et al . ，  1983 ;高橋， 1985)。 これ
らの研究の中で氷核活性能は細胞膜に局在する氷核活性
蛋白質によることがわかり， その遺伝子(氷核活性遺伝

Biological Control of Insect Pests by Gut-Colonizating Ice-
Nuc1eation Active Bacteria， By Kenj i W ATANAI犯 and
Mamoru SATO 

( キ ー ワ ー ド : 害虫防除， 生物的防除， 氷核活性細菌. Enuinia 
anan哩S， Enlerobacler cloacae. 腸内定着細菌， ク ワ ノ メ イ ガ)
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子) が単離されている(GREEN and WARREN ， 1985)。
一方， 氷核活性細菌を有効利用する研究も行われ， 加

工食品， 特に冷凍技術や濃縮技術の分野で実用化につな

がる成果が得られている(荒井， 1991;高橋， 1987)。

また， 1988年のカルガリー オ リンピックで， 氷核活性
細菌を造雪剤として利用したことは有名な話である。 最

近では， 電力分野において氷核活性細菌の高い過冷却解
除効果を蓄熱に利用することも検討されている( 私信)。

近年， 害虫防除の分野においても， 氷核活性細菌の利
用が提案されており， 1990年頃には， 欧米の研究グル

ープにより， 代表的な氷核活性細菌である P. sy ringa e 

で処理することにより越冬昆虫を防除する方法が研究さ

れてきた。 例えば， テントウムシの一種 O ady beetle， 

H iP poda mia convergens) では氷核活性細菌の噴霧処理
により， 未処理区よりも W C以上も高い温度で凍結す
ることや， ある種の貯穀害虫では穀物に1， 000 ppm程
度の滅菌した氷核活性細菌の粉末を混合すると， -5O Cで
約 80 %が 死 亡 す る こ と が 報 告 さ れ て い る( S trong­
GUNDERSON et a!， 1990 ; F IELDS， 1993)。 最近では， ジ ャ ガ

イモの重要害虫であるコロラドハムシの防除に氷核活性

細菌を利用するプロジェクトが進められている。 その他

の見虫における氷核活性細菌処理の試みについては本誌
52 巻 8 号(佐藤・渡部， 1998) をご参照いただきたい。
以上のように， 氷核活性細菌による害虫防除の研究が注
目されつつあるが， 氷核活性 P. 勾l ringa e処理による害
虫防除の効果は処理してから約1週間程度しか継続しな
い等の問題点も指摘されていた。

H 昆虫腸内 に定着す る 細菌

昆虫からは病原性または非病原性の多種の細菌が分離
されている。 筆者らはカイ コやク ワノ メ イガの幼虫腸内
か ら 細 菌 を 分 離 し た と こ ろ， 腸 内 細 菌 科 に 属 す る
Erw inia herbicola 群細菌や Enteroba cl er cloa ca eが多
数分離され， 優勢 フロ一 ラ を形成していた( TAKA州HA附附s臼HI1刊I 
et a乱1.， 1凹99白5 ; WA川'1刊l

細菌の昆虫腸内における定着， 増殖能についてカイ コ幼
虫を用いて検討した(WATANABE et al. ，  1998 ; WATANABE 

and S ATO， 1998 b) o 5 齢起蚕幼虫に経 口 接種したとこ
ろ， 時間経過と共に腸管および糞から分離され， 腸内で
定着， 増殖することが明らかになった(図 1)。 同 様に，
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図 ー 1 植物葉函 お よ び昆虫腸内 か ら 分離 さ れ た Erwini，α
herbicola. Enterobacfer cloacae の カ イ コ 腸内 での
定着， 増殖

a :  Er. herbicola ( ク ワ 由来) ， b :  Er.目 herbicola ( カ
イ コ 由来) ， c :  Ent. cloacae ( ラ ン 由来) ， d :  Enl. 
cloacae ( カ イ コ 由来) .
実線 は腸管， 破線 は糞か らの分離細菌数 を示す.

ク ワ 等植物 由来の Er. h erbicol a 群細菌や Ent. cloaca e 

もカ イコ腸内で増殖することから， 自然界では細菌が葉

面に付着した植物を幼虫が食べることにより， 細菌が腸

内に入り， そこで増殖すると考えられた。 一方， 薬面に
生息する細菌として良く知られている P. syri nga eは経
口 接種しでも腸内で増殖しなかった。 これらの結果か
ら. Er. h erbicol a 群細菌や Ent. cloaca eは 昆 虫腸内で
定着， 増殖する特性を有するが P. sy ringa eにはその特
性がないことが明らかになった。

E r. h erbicol a 群細菌とは近縁の細菌群の総称である

が， そのうち氷核活性能を有する菌株は氷核活性遺伝子
や細菌学的性質の解析により. Erw inia a na na sに属す
る こ と が 明 ら か に な っ て い る(WATANABE and S ATO 
1998 a)。 したがって， 氷核活性 Er. a na na sは昆虫腸内
に定着， 増殖可能な氷核活性細菌であると予想された。
予備実験と して， カ イ コ 幼虫に経口接種したとこ ろ ， 予
想通り腸内で定着， 増殖した。 一方， 氷核活性 P. 砂17 n­
ga eを与えた場合には， 幼虫の腸管から細菌が分離され

なかった。

皿 氷核活性 Erwinia ananas に よ る

ク ワ ノ メ イ ガ幼 虫の耐寒性の低下

ク ワノメイガはクワ の葉を食害する多化性の害虫で あ
り ， 終令幼虫で越冬する。 我々はクワノメイガ幼虫から
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図-2 氷核活性細菌処理 に よ る ク ワ ノ メ イ ガ幼虫の過冷
却点

氷核活性 Er. a na na sを分離しており， カ イコ幼虫同様，

氷核活性 Er. a na na sが腸内に定着， 増殖と考えられる。
そこで， 越冬する前(9月下 旬 �10月) の2 �4 令幼虫
に各種氷核活性細菌を塗付したク ワ を2 日 間与え， その
後の幼虫の耐寒性の変化と与えた氷核活性 Er. a na na s  

の定着性について調べた(WATANAllE and S ATO， 1999)。

耐寒性は過冷却点と 6' Cにおける凍結死の割合を， 定
着性は幼虫から分離される細菌数を指標にして評価し
た。

まず， 対照として滅菌蒸留水を与えたクワノメイガ幼
虫の過冷却点の平 均は処理後3 日目で 11 .3' Cであった

(図 2)。氷核活性 Er. a na na sを与えたク ワノメイガ幼
虫の過冷却点の平 均は -4 .7' Cであり， 滅菌蒸留水を与
えた幼虫と比較して. 6.6' C上昇した。 この過冷却点の
上昇は少なくとも 9 日 固 まで安定して維持された。 一
方， 氷核活性 P. sy ringa eを与えた幼虫の過冷却点の平
均は -9.0' Cで あ り， 過冷却点は約2 .5' C上昇した。 し
かし， 処理後 5 日 固までに， 滅菌蒸留水を与えた幼虫と
同じレベルまで下降した。

これら過冷却点を測定した幼虫から細菌を分離 し， 虫
体内の細菌数を調べた。氷核活性 P. 宅yri nga eを与えた
幼虫からは細菌はほとんど分離されなかった。 一方， 氷
核活性 Er. a na nas を与えた場合には， 過冷却点、と分離
細菌数が相関しており， 分離細菌数が多い個体ほど過冷
却点が高い傾向が見られた(図 3)。

以上の結果から， 幼虫の過冷却点は虫体内の氷核活性
細 菌 数 に 相 関 し て お り ， 幼 虫 腸 内 で 増 殖 す る Er.
a na nas と増殖できない P. sy ringa eでは幼虫の過冷却点

一一一 22 一一一
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を上昇 さ せ る 効果 に 大 き な 差 異 が認 め ら れ た。 次 に ，
60Cに お け る 凍 結 死 の 割 合 を 調 べ た。 氷核活性 Er.

ananas を 与 え た 区で は低温接触 2 時間で約 50%の個体
が凍結 し ， 18 時間低温接触では， 約 80%の個体が凍結，
死亡 し た (図-4) 。 一方， 滅菌蒸留水 を 与 え た 区 で は 死
亡個体数 は 約 20% の み であ る こ と か ら ， 明 ら か に 氷核
活性細菌に よ り ， 凍結死の割合が埼加す る こ と が示 さ れ
た。 氷核活性 P. sYlingae を 与 え た 区 で は ， 凍結， 死亡
個体数 は 約 36%で， 凍結死の割合 は あ ま り 増加 し な か
っ た。 こ れ ら の結果 に よ り ， 氷核活性 Er. anal'las は ク
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図 4 氷干生活性細菌処理 し た ク ワ ノ メ イ ガf，)J1!のWi結，

死亡個体数のおl合

ワ ノ メ イ ガ幼虫の腸内で定着， 増殖 し ， 幼虫の耐寒性 を
効果的 に低下 さ せ る こ と が明 ら か と な っ た。

W 氷核活性遺伝子 を 導入 し た 昆 虫定着細菌

の利用

氷核活性 ET. ananas は 昆虫の耐寒性 を効果的に低下
さ せ る こ と がわ か っ た が， ET. ananas は植物の葉面 に
生存す る 細菌 と し て 知 ら れ て い る の で， 野外散布等では
植物に対 し て 凍結害 を引 き 起 こ す危険性が考 え ら れ る 。
し た が っ て， 昆虫体内での み増殖 し ， 植物体上で増殖 し
な い氷核活性細菌 を利用 す る 方が作物等への影響 を 最小
限 に 抑 え る こ と がで き る も の と 考 え ら れ る 。 残念 な が
ら ， 昆虫腸内定着細菌の研究があ ま り 進ん で い な い こ と
も あ り ， 現在の と こ ろ ， そ の よ う な細菌は発見 さ れて い
な い。 し か し， 氷核活性能は氷核活性追伝子 に支配 さ れ
て お り ， 氷核活性迫ー伝子 を導入 し た細菌は氷核活性能を
獲得す る の で (GllEEN and WARIIE1\， 1 985) ， 昆 虫 の み に
定着， 増殖す る細菌に氷核活性遺伝子 を導入すれば， 昆
虫!腸内 に定着で き る 新規の氷核活性細菌 を作出す る こ と
は可能であ る 。 そ こ で， カ イ コ 腸内 で定着， 増殖す る こ
と が明 ら かに な っ た Er. anana.s お よ び Eηt. cloa.ca.e に
つ い て， 植物業面 に 対 す る 親和性 を 調べ る こ と に し た
(Wi\TI\Ni\BE et a l . ，  2000) 。 代表的な櫛物葉面細菌であ る
P. syril'lgae や EI'. ana.ηas は乾燥条件の後の湿潤条件に
お い て増殖 し ， 乾燥条件の前 ま で細菌数が回復す る こ と
か ら ， 親和性が高 い こ と がわ か っ た (図-5) 。 一 方 で，
Ent. cloaca.e は乾燥条件の後の湿潤条件 に お い て増殖す
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一一一 23 一一一



376 植 物 防 疫 第 54 巻 第 9 号 (2000 年)

る が， 乾燥条件の 前 ま で細菌数 ま で回復 し な い こ と か
ら ， 親和性は あ ま り 高 く な い こ と が示唆 さ れた。 こ れ ら
の結果か ら ， Ent. cloacae は植物築面上で は あ ま り 増殖
し な い こ と が分かっ た。

そ こ で， こ の細菌に氷核活性遺伝子 を導入 し た 新 た な
氷核活性細菌を作出 し， 害虫防|徐効果の検討 を行っ た。
前述の方法で， 氷核活性遺伝子導入 Enl. cloacae を ク ワ
ノ メ イ ガ幼虫 に 与 え， 幼虫 の過冷却点 を 測定 し た と こ
ろ ， 処理後 3 日 目 で は - 3 . 30Cで あ り ， 滅菌蒸留水 を与
え た幼虫 よ り も 80C， Er. ananas を 与 え た幼虫 よ り も さ
ら に 1 . 4T上昇 し た ( 図ー2) 。 こ の過冷却点 の上昇は，
少 な く と も 9 日 固 ま で安定 し て 維持 さ れ た 。 さ ら に，

50Cに 18 時間， 低温接触 し た時の凍結個体数お よ び死
亡個体数を測定 し た と こ ろ ， Eni. cloacae を与えた幼虫
は低温接触 2 時間で約 60%が凍結 し， 18 時間後 に は す
べて の個体が凍結 し， 死亡 し た (図-4 ) 。 一方， 滅菌蒸
留水 を 与 え た 幼虫 で は低温接触 18 時間後で も 凍結 し た
個体は な く ， すべて の幼虫が生存 し て いた。 以上の よ う
に， 氷核活性造伝 子 を 導 入 し た 品zt. cloacae は， E1'. 
herbicola 以上 に 強 い 生物防除活性 を 有 す る こ と がわ か
っ た。

お わ り に

氷核活性細菌 を利用 し た 害虫防除法 は冬の氷点下 に な
る 時に， 昆虫 を細菌の氷核活性能に よ り 凍結， 死亡 さ せ
る も の であ る た め， こ の生物的防除法は， 野外で利用す
る場合 に は 自 然気象に依存す る 。 し た が っ て， 冬期の気
温が零下 に な る 寒冷地帯での利用が想定 さ れ る 。 ま た ，
氷核活性細菌は昆虫の活動期 に与 え る の で， 細菌が冬に
な る ま での間， 昆虫体内に維持 さ れて い る 必要があ る 。
予備笑験の段階であ る が， 処理後約 4 ヵ 月 間， 供試細菌
がク ワ ノ メ イ ガ幼虫の体内 に維持 さ れ， そ の過冷却点は

| 主 な 次 号 予 告 |
次号 10 月 号は， 下記原稿 を掲載予定です。

共生微生物 Wolbachia 研究一最近の発展 と 展望
野田博明

カ ン ザ ワ ハ ダニ の種内変異 と 識別法 ( 1 ) 後藤哲雄
ダイ ズ間場に お け る タ ネ パエの発生 と 被害 桑原旅彦
植物防疫基礎講座

農業害虫お よ び天敵昆虫等の薬剤感受性検定マ ニ
ュ ア ル (38) 天敵生物 : ケ ナ ガ カ プ リ ダニ類

望 月 雅俊

対象 と 比較 し て 約 10T上昇す る こ と か ら ， 長期間， 安
定 し た効果が期待で き る の で は な い か と 筆者 ら は考 え て
い る 。 ま た ， 多 く の見虫は さ な ぎ ま た は成虫で越冬す る
の で， さ な ぎや成虫 に氷核活性細菌 を定着 さ せ る 方法 に
つ い て も 検討す る 必要があ ろ う 。

昆虫腸内定着細菌は， 今回明 ら か に し た細菌以外に も
多種の細菌が存在 し て い る と 考 え ら れ， そ の中 に は共生
細菌の よ う に宿主特異性が非常 に 高 い も の も 多数存在す
る 。 特定の昆虫種 に の み定着， 増殖す る 細菌 に 氷核活性
迫伝子を含む害虫防除関連遺伝子を導入すれば， 選択的
に害虫 を防除す る 細菌 を 作出 で き ， 生態系への影響 も 少
な い も の と 考 え ら れ る 。 今後 は各種昆虫 に定住 し て い る
細菌フ ロ ー ラ を 明 ら か に す る と と も に ， 昆虫腸内定着に
関連す る 因子 を 解明 し， さ ら に強力 な微生物防除剤 を 開
発 し た い と 考 え て い る 。
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