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(57)【要約】

【課題】　本発明は昆虫に対して有効な致死活性をもつ

昆虫寄生菌培養液を提供するものである。

【解決手段】　マラリアなどの病気を媒介する昆虫の駆

除を目的とし、昆虫寄生菌のボーベリア　バシアナ６０

－２株（受領番号ＮＩＴＥ ＡＰ－０２６６４）をイー

スト抽出物を含むチャペックドックス液体培地で培養し

て得られる培養ろ液を殺虫剤として用いる。

【選択図】図２
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 昆 虫 寄 生 菌 の ボ ー ベ リ ア 　 バ シ ア ナ ６ ０ － ２ 株 （ 受 領 番 号 Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ Ａ Ｐ － ０ ２ ６ ６ ４

） を イ ー ス ト 抽 出 物 を 含 む チ ャ ペ ッ ク ド ッ ク ス 液 体 培 地 で 培 養 し て 得 ら れ る 培 養 ろ 液 。

【 請 求 項 ２ 】

　 昆 虫 に 対 し て 致 死 活 性 を 持 つ 、 請 求 項 １ に 記 載 の 培 養 ろ 液 。

【 請 求 項 ３ 】

　 昆 虫 が ハ マ ダ ラ カ で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 培 養 ろ 液 。

【 請 求 項 ４ 】

　 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の 培 養 ろ 液 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ま た は 請

求 項 ３ に 記 載 の 昆 虫 の 昆 虫 防 除 剤 。

【 請 求 項 ５ 】

　 請 求 項 ４ に 記 載 の 昆 虫 防 除 剤 を マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ま た は 散 布 す る 、 請 求 項 ２ ま

た は 請 求 項 ３ に 記 載 の 昆 虫 の 防 除 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 昆 虫 病 原 性 微 生 物 （ 昆 虫 寄 生 菌 ） で あ る ボ ー ベ リ ア 　 バ シ ア ナ （ Ｂ ｅ ａ ｕ ｖ

ｅ ｒ ｉ ａ 　 ｂ ａ ｓ ｓ ｉ ａ ｎ ａ ） の 二 次 代 謝 産 物 を 含 む 培 養 ろ 液 で あ っ て 、 昆 虫 に 対 し て 致

死 性 の 活 性 を 持 つ 害 虫 防 除 剤 お よ び そ れ を 用 い た 害 虫 防 除 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 マ ラ リ ア は 熱 帯 か ら 亜 熱 帯 に 広 く 分 布 す る 原 虫 感 染 症 で あ っ て 、 マ ラ リ ア 原 虫 を も っ た

蚊 （ ハ マ ダ ラ カ 属 ） に 刺 さ れ る こ と で 感 染 す る 。 高 熱 や 頭 痛 、 吐 き 気 な ど の 症 状 を 呈 し 、

悪 性 の 場 合 は 脳 マ ラ リ ア に よ る 意 識 障 害 や 腎 不 全 な ど を 起 こ し 死 亡 す る 。 全 世 界 で 年 間 １

． ２ ～ ２ ． ８ 億 人 の 患 者 が 発 生 し 、 死 者 数 は 年 間 ３ ６ ～ ７ ５ 万 人 に 上 る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 マ ラ リ ア 治 療 薬 と し て は キ ニ ー ネ 、 ク ロ ロ キ ン 、 メ フ ロ キ ン 、 フ ァ ン シ ダ ー ル 、 プ リ マ

キ ン 等 が 知 ら れ て い る が 、 い ず れ も 強 い 副 作 用 が 現 れ る こ と が あ り 、 さ ら に 薬 剤 に 対 し て

耐 性 を 示 す 原 虫 も 出 現 し て き て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 従 来 、 感 染 症 の 防 除 に は 合 成 化 学 殺 虫 剤 に よ る 媒 介 昆 虫 の 駆 除 が 行 わ れ て き た 。 マ ラ リ

ア を 媒 介 す る ハ マ ダ ラ カ の 駆 除 も マ ラ リ ア の 感 染 防 除 に 有 効 な 手 段 で あ る 。 し か し な が ら

近 年 で は 合 成 化 学 殺 虫 剤 に 対 し て 抵 抗 性 を 持 つ ハ マ ダ ラ カ が 蔓 延 し て き た こ と か ら 、 代 替

防 除 技 術 の 開 発 が 望 ま れ て い る と こ ろ で あ る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 農 業 分 野 に お い て は 、 昆 虫 寄 生 菌 は 微 生 物 防 除 資 材 と し て 一 般 的 に 利 用 さ れ て き て い る

（ 非 特 許 文 献 １ ） 。 昆 虫 寄 生 菌 は 宿 主 昆 虫 の 表 皮 を 通 し て 感 染 し 致 死 さ せ る こ と か ら 、 蚊

な ど の 吸 血 性 昆 虫 に 対 し て も 有 効 で あ る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 こ の よ う な 微 生 物 防 除 資 材 の

使 用 方 法 と し て 、 昆 虫 寄 生 菌 の 培 養 ろ 液 を 殺 虫 剤 と し て 用 い る 方 法 が 幾 つ か 報 告 さ れ て い

る 。 例 え ば 非 特 許 文 献 ３ は 、 Ｍ ｅ ｔ ａ ｒ ｈ ｉ ｚ ｉ ｎ ｕ ｍ 　 ａ ｎ ｉ ｓ ｏ ｐ ｌ ｉ ａ ｅ ま た は Ｂ

ｅ ａ ｕ ｖ ｅ ｒ ｉ ａ 　 ｃ ａ ｌ ｅ ｄ ｏ ｎ ｉ ｃ ａ の 培 養 ろ 液 と Ｃ ａ ｎ ｄ ｉ ｄ ａ 　 ａ ｌ ｂ ｉ ｃ ａ ｎ

ｓ の い ず れ か を 共 注 入 し た ハ チ ミ ツ ガ の 幼 虫 死 亡 率 は 有 意 に 増 加 し た が 、 ボ ー ベ リ ア 　 バ

シ ア ナ の 培 養 ろ 液 を 注 入 し た 幼 虫 で は 認 め ら れ な か っ た こ と を 報 告 し て い る 。 ま た 、 非 特

許 文 献 ４ は ボ ー ベ リ ア 　 バ シ ア ナ の 培 養 ろ 液 に 含 ま れ る 赤 色 色 素 が シ ロ バ エ に 対 す る 殺 虫

性 を 有 す る こ と を 記 載 し て い る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Ｓ ｔ ｅ ｖ ｅ ｎ 　 Ａ ｒ ｔ ｈ ｕ ｒ ｓ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｓ ｕ ｒ ｅ ｎ ｄ ｒ ａ 　 Ｋ ． Ｄ ａ
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ｒ ａ ． ， Ｊ ． Ｉ ｎ ｖ ｅ ｒ ｔ ｅ ｂ ． Ｐ ａ ｔ ｈ ｏ ｌ ． ２ ０ １ ８ ， ｉ ｎ 　 pｒ ｅ ｓ ｓ

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Ｂ ｌ ａ ｎ ｄ ｆ ｏ ｒ ｄ 　 Ｓ ． ｅ ｔ ． ａ ｌ ． ， Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ． ２ ０ ０ ５ ，

３ ０ ８ ： １ ６ ３ ８ － １ ６ ４ １

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Ｌ ｏ ｕ ｉ ｓ ｅ 　 Ｍ ｃ 　 Ｎ ａ ｍ ａ ｒ ａ ． ｅ ｔ ． ａ ｌ ． ， Ｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌ 　

ｏ ｆ 　 Ｉ ｎ ｓ ｅ ｃ ｔ 　 Ｐ ｈ ｙ ｓ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ． ２ ０ １ ７ ， １ ０ ０ ： ８ ２ － ９ ２

【 非 特 許 文 献 ４ 】 Ａ Ｍ Ｉ Ｎ 　 Ｇ ａ ｍ ｉ ｌ 　 Ａ ． ｅ ｔ ． ａ ｌ ． ， Ｗ ｏ ｒ ｌ ｄ 　 Ｊ 　 Ｍ ｉ ｃ ｒ

ｏ ｂ ｉ ｏ ｌ 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ． ２ ０ １ ０ ， ２ ６ ： ２ ２ ６ ３ － ２ ２ ６ ８

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 し か し な が ら 、 薬 剤 耐 性 を 獲 得 し た ハ マ ダ ラ カ に 対 し て 有 効 な 致 死 性 を 有 す る 昆 虫 寄 生

菌 の 培 養 ろ 液 は 知 ら れ て い な い 。 発 明 者 ら は 、 こ れ ま で に 野 外 の 成 虫 蚊 か ら 昆 虫 寄 生 菌 の

分 離 を 試 み 、 ハ マ ダ ラ カ に 対 し て 高 い 病 原 性 を 示 す ボ ー ベ リ ア 　 バ シ ア ナ ６ ０ － ２ 株 （ 以

下 、 本 菌 株 と い う こ と が あ る 。 ） の 分 離 に 成 功 し た 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 菌 株 を 様 々 な 培 養 条 件 で 培 養 し 、 そ の 培 養 ろ 液 を マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ り ハ

マ ダ ラ カ に 注 入 し た 。 そ の 結 果 、 該 培 養 ろ 液 が ハ マ ダ ラ カ に 対 し て 致 死 性 を 有 す る こ と を

明 ら か に し た こ と に よ り 、 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

（ １ ） 昆 虫 寄 生 菌 の ボ ー ベ リ ア 　 バ シ ア ナ ６ ０ － ２ 株 （ 受 領 番 号 Ｎ Ｉ Ｔ Ｅ Ａ Ｐ － ０ ２ ６

６ ４ ） を イ ー ス ト 抽 出 物 を 含 む チ ャ ペ ッ ク ド ッ ク ス 液 体 培 地 で 培 養 し て 得 ら れ る 培 養 ろ 液

。

（ ２ ） 昆 虫 に 対 し て 致 死 活 性 を 持 つ 、 （ １ ） に 記 載 の 培 養 ろ 液 。

（ ３ ） 昆 虫 が ハ マ ダ ラ カ 属 で あ る 、 （ ２ ） に 記 載 の 培 養 ろ 液 。

（ ４ ） （ １ ） ま た は （ ２ ） に 記 載 の 培 養 ろ 液 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 （ ２ ） ま た は （ ３

） に 記 載 の 昆 虫 の 昆 虫 防 除 剤 。

（ ５ ） （ ４ ） に 記 載 の 昆 虫 防 除 剤 を マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ま た は 散 布 す る こ と を 特 徴

と す る 、 （ ２ ） ま た は （ ３ ） に 記 載 の 昆 虫 の 防 除 方 法 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 マ ラ リ ア を 媒 介 す る ハ マ ダ ラ カ を 駆 除 す る た め に 多 量 の 化 学 農 薬 が 散 布 さ れ て き た 結 果

、 薬 剤 に 耐 性 を 持 つ ハ マ ダ ラ カ が 蔓 延 し て き て い る 。 前 記 の 培 養 ろ 液 は 、 ハ マ ダ ラ カ に 対

し て も 致 死 性 を 有 す る こ と か ら 、 マ ラ リ ア を 防 除 す る た め の 新 規 な 方 法 を 提 供 で き る 。 本

発 明 の 培 養 ろ 液 は 従 来 の 化 学 農 薬 と は 作 用 メ カ ニ ズ ム が 異 な る こ と か ら 、 耐 性 を 獲 得 し た

ハ マ ダ ラ カ に 対 し て も 有 効 で あ る と 期 待 で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ １ 】

【 図 １ 】 野 外 の 成 虫 蚊 か ら 分 離 し た 昆 虫 寄 生 菌 の ハ マ ダ ラ カ に 対 す る 致 死 性 を 示 す グ ラ フ

で あ る 。 分 離 し た ６ ０ － ２ 株 の Ｌ Ｔ ５ ０ は ５ ． ８ 日 で あ り 、 調 べ た 中 で 最 大 の 病 原 性 を 示

し た 。

【 図 ２ 】 培 地 組 成 の 違 い に よ る 致 死 活 性 の 変 化 を 検 討 し た グ ラ フ で あ る 。 チ ャ ペ ッ ク ド ッ

ク ス 液 体 培 地 に イ ー ス ト 抽 出 物 を 添 加 す る こ と に よ り 活 性 が 増 加 す る こ と が 確 認 で き た 。

【 図 ３ 】 培 養 ろ 液 に 含 ま れ る 活 性 物 質 の 耐 熱 性 を 調 べ た 図 で あ る 。 加 熱 に よ り 失 活 す る こ

と か ら 、 活 性 本 体 は タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 推 定 さ れ た 。

【 図 ４ 】 培 養 ろ 液 を ３ ｋ Ｄ ａ の 限 外 ろ 過 に よ り 分 画 し た 時 の 各 画 分 の 活 性 を 示 す 。 こ の デ

ー タ は 分 子 量 ３ ｋ Ｄ ａ 以 下 の 活 性 物 質 も 含 ま れ て い る こ と を 示 し て い る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 ハ マ ダ ラ カ 属 は マ ラ リ ア を は じ め 、 様 々 な 感 染 症 を 媒 介 す る 。 従 来 、 感 染 症 の 制 御 は 合

10

20

30

40

50



(4) JP  2019-154265  A   2019.9.19

成 化 学 殺 虫 剤 に よ る 媒 介 昆 虫 の 駆 除 に よ り 実 施 さ れ て き た 。 し か し な が ら 、 近 年 で は 合 成

化 学 殺 虫 剤 に 抵 抗 性 を 持 つ ハ マ ダ ラ カ が 蔓 延 し て き た こ と に よ り 、 代 替 防 除 技 術 の 開 発 が

急 務 と さ れ て い る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 生 物 防 除 資 材 の 一 つ で あ る 昆 虫 寄 生 菌 は 経 皮 感 染 が 可 能 で あ る こ と か ら 、 吸 血 性 昆 虫 に

対 し て も 有 効 で あ る 。 昆 虫 寄 生 菌 は 宿 主 の 表 皮 に 付 着 し て ク チ ク ラ 層 を 貫 通 し 、 血 体 腔 内

で 二 次 代 謝 産 物 の 産 生 や 増 殖 を す る と い う 複 雑 な 感 染 機 構 を 有 す る 。 こ の 感 染 過 程 で 昆 虫

寄 生 菌 は 宿 主 組 織 へ の 侵 入 と 二 次 代 謝 産 物 が 複 合 的 に 作 用 す る こ と に よ り 宿 主 を 致 死 さ せ

る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 発 明 者 ら は こ れ ま で に 野 外 の 成 虫 蚊 か ら 昆 虫 寄 生 菌 の 分 離 を 試 み 、 ハ マ ダ ラ カ に 高 い 病

原 性 を 示 す 本 菌 株 の 分 離 に 成 功 し た （ 図 １ ） 。 本 菌 株 に 感 染 し た ハ マ ダ ラ カ で は 、 宿 主 頭

部 で の 菌 体 の 増 殖 と 脳 へ の 侵 入 が 早 期 致 死 要 因 と な っ て い る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 一 方 で 、 二 次 代 謝 産 物 の 致 死 要 因 と し て の 寄 与 度 は 明 ら か に な っ て い な い 。 そ こ で 二 次

代 謝 産 物 を 含 む 本 菌 株 の 培 養 濾 液 を ハ マ ダ ラ カ の 血 体 腔 内 へ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン す る こ と で

そ の 致 死 性 を 評 価 し た 。 様 々 な 菌 培 養 条 件 の 検 討 の 結 果 、 チ ャ ペ ッ ク ド ッ ク ス 液 体 培 地 で

培 養 し た 本 菌 株 の 培 養 濾 液 は 致 死 性 を 示 さ な い の に 対 し 、 チ ャ ペ ッ ク ド ッ ク ス 液 体 培 地 に

イ ー ス ト 抽 出 物 を 添 加 す る こ と で ハ マ ダ ラ カ に 対 し て 高 い 致 死 性 を 示 す こ と が 明 ら か に な

っ た （ 図 ２ ） 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 前 記 の 菌 培 養 ろ 液 を 熱 処 理 し た と こ ろ 致 死 性 が 喪 失 し た こ と か ら 、 本 菌 株 の 致 死 因 子 の

一 部 は タ ン パ ク 質 由 来 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た （ 図 ３ ） 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 さ ら に 、 ３ ｋ Ｄ ａ の 限 外 ろ 過 フ ィ ル タ ー に よ り 前 記 培 養 ろ 液 を 分 画 し た と こ ろ 、 ３ ｋ Ｄ

ａ 以 上 の 画 分 だ け で な く 、 ３ ｋ Ｄ ａ 以 下 の 低 分 子 画 分 も ハ マ ダ ラ カ に 対 し て 致 死 活 性 を 持

つ こ と を 確 認 し た （ 図 ４ ） 。 ボ ー ベ リ ア 属 菌 は タ ン パ ク 質 や ペ プ チ ド に 加 え 、 低 分 子 の 有

機 化 合 物 等 を 殺 虫 成 分 と し て 産 生 す る こ と が 報 告 さ れ て お り （ Ｂ ｉ ｏ ｃ ｏ ｎ ｔ ｒ ｏ ｌ Ｓ

ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ａ ｎ ｄ Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ． ２ ０ ０ ７ ， １ ７ ： ５ ５ ３ -５ ９ ６ ） 、 本 デ

ー タ は こ れ を 裏 付 け る も の で あ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ １ ８ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に 基 づ き 、 よ り 具 体 的 に 説 明 す る 。 も っ と も 、 本 発 明 は 下 記 実 施

例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 実 験 室 内 で ２ ７ ℃ 、 １ ６ 時 間 明 期 ： ８ 時 間 暗 期 条 件 下 で 累 代 飼 育 し た ハ マ ダ ラ カ （ Ａ ｎ

ｏ ｐ ｈ ｅ ｌ ｅ ｓ 　 ｓ ｔ ｅ ｐ ｈ ｅ ｎ ｓ ｉ ） を 用 い た 。 飼 育 中 は 餌 と し て １ ０ ％ ス ク ロ ー ス

水 を 与 え た 。 ポ テ ト デ キ ス ト ロ ー ス 寒 天 培 地 （ Ｐ Ｄ Ａ ） 上 で Ｂ ｅ ａ ｕ ｖ ｅ ｒ ｉ ａ 　 ｂ ａ ｓ

ｓ ｉ ａ ｎ ａ ６ ０ -２ を ２ ４ ℃ 、 暗 条 件 下 で １ ０ － １ ５ 時 間 培 養 し た も の を 用 い た 。 Ｂ . ｂ

ａ ｓ ｓ ｉ ａ ｎ ａ ６ ０ -２ 培 養 ろ 液 は 、 チ ャ ペ ッ ク ド ッ ク ス 液 体 培 地 に １ ０ ％ イ ー ス ト 抽 出

物 　 （ Ｄ ｉ ｆ ｃ ｏ ） を 添 加 し た も の （ １ Ｌ 当 た り ： ス ク ロ ー ス ３ ０ ｇ 、 硝 酸 ナ ト リ ウ ム ３

ｇ 、 リ ン 酸 水 素 二 カ リ ウ ム １ ｇ 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム ７ 水 和 物 ０ .５ ｇ 、 塩 化 カ リ ウ ム ０ .５

ｇ 、 硫 酸 第 一 鉄 ０ .０ １ ｇ 、 イ ー ス ト 抽 出 物 １ ０ ０ ｇ ） で 培 養 し 、 作 製 し た 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 Ｐ Ｄ Ａ 上 に 叢 生 し た Ｂ . ｂ ａ ｓ ｓ ｉ ａ ｎ ａ ６ ０ － ２ の 含 菌 寒 天 を 切 り 出 し 、 ２ ５ ｍ Ｌ

の 液 体 培 地 に 移 植 し た 。 暗 条 件 下 、 ２ ４ ℃ 、 ２ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ 週 間 培 養 し た 後 、 ガ ー ゼ で

ろ 過 し 、 １ ０ ， ０ ０ ０ Ｇ 、 ５ 分 間 で 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を ２ μ mポ ア サ イ ズ の シ リ ン ジ フ

ィ ル タ ー で フ ィ ル タ ー ろ 過 し た も の を 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に 用 い た 。 培 養 ろ 液 の

熱 処 理 は 、 オ ー ト ク レ ー ブ を 用 い 、 １ ２ １ ℃ 、 １ ５ 分 、 ０ .２ １ ２ Ｍ Ｐ ａ で 処 理 し た 。 限

外 濾 過 は Ａ ｍ ｉ ｃ ｏ ｎ 　 Ｕ ｌ ｔ ｒ ａ － ４ （ ミ リ ポ ア ） を 用 い 、 メ ー カ ー の 配 布 す る プ ロ ト
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コ ー ル に 従 っ て ろ 過 し た 。 先 端 を 鋭 化 し た 微 細 ガ ラ ス 管 を マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク タ ー に 設 置

し 、 ６ ５ ｎ Ｌ の 培 養 ろ 液 を 、 炭 酸 ガ ス 麻 酔 し た Ａ . ｓ ｔ ｅ ｐ ｈ ｅ ｎ ｓ ｉ 成 虫 の 中 胸 背 板 下

部 に イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し た 。 そ れ ら を 、 ２ ７ ℃ 、 相 対 湿 度 ８ ０ ％ １ ６ 時 間 明 期 ： ８ 時 間 暗

期 条 件 下 の イ ン キ ュ ベ ー タ 内 で 飼 育 し た 。 死 個 体 は 全 個 体 が 致 死 す る ま で 毎 日 回 収 し 、 継

時 的 な 生 存 率 を 算 出 し た 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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