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緒　　言

　近年、環境汚染や地球の温暖化等の環境問題への関心が社会的に注目される

中、身近な問題としては、食品の安全性に及ぼす食品添加物や残留農薬の影響

にっいて一般消費者の関心が高くなってきている。一方では、化学合成農薬の

偏重による害虫自体の薬剤抵抗性の獲得のため、既存の農薬での防除が困難と

なってきている。そのような背景の中、害虫防除にっいては、化学農薬だけで

なく、天敵やフェロモンといった、いくっかの有効な防除手段を組合わせた総

合的害虫管理（lntegrated　Pests　Management）が重視されるようになり、環

境に対する負荷を少なくする低投入持続型農業（Low　Input　Sustainab！e　Agri－

culture）が提唱されている（Jullius，1996、玉木，199コ、　Mackenzie，1991、

Liebman，1992、　Bolinetc，1996）。その中の一っの方法として、自然界に存在し、

特定の害虫のみを罹病死させる天敵微生物の開発・利用が大きく期待されてい

る（Hegedus・Khachatourians，1995、　Payne，1989）。

　わが国においては農薬の品質および安全性の確保は農薬取締法により図られ、

その検査機関として農林水産省農薬検査所がある。内容は、「農作物等を害す

る菌、線虫、だに、昆虫、ねずみその他の動植物またはウィルス（病害虫）の

防除に用いられる殺菌剤、殺虫剤、その他の薬剤及び農作物の生理機能の増進

又は抑制に用いられる成長促進剤、発芽抑制剤その他の薬剤」とされており、

同様の目的のために使用される天敵も農薬とみなされ、これらの登録申請の場

合の認可に当たっても化学農薬の基準を参考にケースバイケースで安全性の試

験項目が要求されている。一方、米国では、農薬の使用は、連邦殺虫剤・殺菌

剤・殺鼠剤法（FIFRA）により規制されており、米国環境保護庁（EPA）

が取り締まる。米国では、病害虫の防除に用いられる薬剤（agent）を図1のよ

うに、化学農薬と生物作用に基づく農薬、さらに後者を、生化学農薬と微生物

農薬（細菌、糸状菌、ウィルス、原生動物を含む）に分類し、それぞれに対し

て異なる安全性評価法を定めている（三菱化成安全科学研究所，1993、US．

Environmenta！Laws，1988、　U　S．　EPA，1982）。すなわち、米国だけでなくカナダ

やECの各国は、化学農薬の作用が毒性に基づいているのに対し、生物農薬
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図1　米国における農業の分類

一3一



は下記①～④の特徴から環境に対してより良いものと考えられ、農薬登録のた

めのデータは段階的試験法を採用し、安全性試験に加重な負担をかけないよう

にして農薬市場への参入を促進しようという意図がある。実際、これまでの

EPAの経験では、微生物農薬の使用による人間および環境への有害影響は見

られておらず、第二段階以上の試験が要求された例もないということである

（Beもz　F．。M．Levin・MRogu1，1983）。

　　　①作用機作が毒性によらないものが多い。

　　　②使用量が少ないものが多い。

　　　③標的生物に対する選択性が高い。

　　　④生物農薬は自然界に既に存在しているものであり、環境に対する

　　　　有害性が低いと見られる。

　わが国においても、国・公の行政機関において、『有機農業』、『生態系活用

型農業』、『持続的農業』の推進など、生態系の保全、安全性を重視した施策が

あげられ、この方面の研究や事業は近年著しく増加している。そして、微生物

的病害虫防除資材の農薬登録のための『微生物農薬検査基準確立対策事業』が

1992年から農水省農薬検査所において実施され、EPAのガイドラインなどを

参考に、安全性試験に段階試験制度を採用するといった微生物農薬の新しい基

準の導入が検討されている（岡田，1994、岩花，1994）。

　微生物農薬に利用される病原微生物は、りん翅目昆虫の核多角体病に代表さ

れるウィルス、同じくりん翅目昆虫を殺虫するBT、（Bαc辺μsε肋励9乞eπsjs）剤

に代表される細菌、節足動物の脂肪細胞で増殖するリケッチア、そして、糸状

菌（カビ）や原生動物が上げられる。漢方薬で知られる冬虫夏草も、コウモリ

ガ幼虫などの昆虫に寄生するキノコ、すなわち、病原糸状菌の一種である。こ

れら病原微生物を殺虫剤として利用できるかは、その微生物の生態、特性が問

題である。すなわち、殺虫剤は、伝播性（害虫集団の中での広がり）、残効性

（害虫生息地での残存性）、安全性（人畜、魚類、益虫に影響がない）、病原性

（害虫に対する殺虫力）、生産性（量産化）、貯蔵性（長期安定化）、簡便性（使

い易さ）が必要である。そして、それらを考慮すると、すべてにおいて満足で

きる微生物農薬は少なく、世界的に広く普及している微生物農薬は、化学殺虫

剤と同じ散布機が使用でき、殺虫力の強いB．T剤のみである。しかし、微生物
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の中には、伝播性、残効性、安全性において化学殺虫剤よりも優れたものがあ

り、生産性、貯蔵性、簡便性の開発が期待される（渡辺，1989）。

　河上（1978）によってキボシカミキリPsαcoεれα硫αr6s　Pascoeの病死体から分

離された昆虫病原糸状菌Beα泌θr：α6roηgηZαrεZ乞（Sacc．）Petch（Beαμ昭ア」α疹θηeZ／α）

は、キボシカミキリ、ゴマダラカミキリ飢0ρZOρ加rαmα膓αsiαCαThomsonの両

種に高い病原性を示し（河上，1978、滝ロ，1981、柏尾・氏家，1988）、他にク

ワカミキリAρrεoπα元αρoπicαTh◎ms◎nに対しても同様に高い感染力のあること

が知られている（滝ロ，］981、柏尾・氏家，1988）。一方、86アoπgη‘αr垣のマウ

スに対する経口投与、吸入試験、および、腹腔内注射試験でも全く異常はなく、

カイコの幼虫に対しても実用上の安全性が示された（島根・河上，1993、島根・

河上，1994、河上，1978）。

　カミキリムシ類のうち、キボシカミキリはクワ、イチジクなどのクワ科植物、

ゴマダラカミキリはカンキツ類などの主・枝幹に幼虫が穿孔し、その中で摂食・

成長するため、化学合成農薬では幼虫まで到達し難く、農業上重要な難防除害

虫である。更に、化学合成農薬はカイコや天敵昆虫など有用生物に対する影響

が問題であるため、合理的な防除技術の導入が要望されている（柏尾・氏家，

1988、伊庭，1993）。86roπgπiαr垣によるキボシカミキリの防除は、当初フス

マ培地による培養菌の桑園地表面への散布により試みられたが（河上，1978、

河上，1986、河上・島根，1986、石々川，1986、米山，1987）、製剤化には至らな

かった。B．加oπg励αr垣は、病原糸状菌としてその分生子が害虫に付着するこ

とより感染がはじまり、その分生子の伝播性や残効性、そして、安全性から、

その普及が非常に期待されていた。そこで、カミキリムシ類防除に本菌を利用

するにあたり、ゴマダラカミキリやキボシカミキリの生態を考慮し製剤化に至っ

た。カミキリムシ類は、幼虫が樹幹内を穿孔・食害した後、踊を経て成虫が樹

幹の下部から羽化脱出する。脱出直後の成虫は摂食のため樹幹を移動して樹枝

を上る。その後、交尾した雌成虫は、樹幹下部に産卵するため樹幹を移動する。

丑6roπgπゐr垣の病原性は遅効性（感染後、致死までに1週間必要）ではあるが、

これらカミキリムシ成虫は羽化後1～2週間は産卵には未成熟である（橋元・柏

尾・堤，1989、伊庭，1989）。したがって、成虫が羽化脱出直後や産卵時に樹幹を

移動する習性を利用して、その樹幹に設置可能な且broπg砿r垣を培養したシー
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ト状の製剤を考案し製剤化に至った。すなわち、本製剤を防除しようとする樹

の主幹に巻き付けて固定するだけで、羽化直後に感染した雌成虫を産卵する前

に致死させることが可能となった。こうした防除法は、世界でも初めての方法

であり、簡便性に優れ、病原力の伝播性や残効性も優れていた。また、シート

状製剤の培養担体としてパルプ不織布を用いることによって量産化が可能とな

り、貯蔵性においても低温（5℃）で1年以上保存可能な安定した製剤を生産

することができた。そして、Low　lnput　Susもainable　Agriculture（LISA）から

『リサ』を採って『バイオリサ・カミキリ』と名付けて商品化し、1995年に農薬

登録され、1996年から販売を開始した。表1に示すように、害虫防除剤として

登録されている糸状菌は10例前後で、日本でもセンチュウに対する製剤はあっ

たが、昆虫を対象とした殺虫剤として農薬登録された糸状菌製剤は『バイオリ

サ・カミキリ』が日本で初めてである。

表1　害虫防除用として登録されている糸状菌

糸状菌 標的害虫 商品名 使用国

〃γ5〃θ／匂膓％物50〃〃

％／〃6／／／／吻／θ乙」タ！7／／

佑／〃o／／／／〃〃／ε6助／／

ノ！2％／o∂oτち雁

　／功雄抱ジ〃〃カo／／5

乃’6〃o彫ロ∂5／〆〃ρ／〃穗

動〃％〃ジρo！ん勿

　　　　吻％プ励汐脚

舜4〃γθ〃♪〃o！物／夕／〃／

ぷ9グ〃μ汐〃夕ぴヲ55／レ〃ジ

ミカンサビダニ

アブラムシ

オンシツコナジラミ

マッシュルーム
　食菌性線虫

センチュウ

サツマイモネコブ
　センチュウ

ゴマダラカミキリ
キボシカミキリ

イナゴ、アブラムシ
アザミウマ

胸car　　　米国

Verta；ec　英国

Mycotal　　英国

Royal300仏

BiOCOR　フィリピン

ネマヒトン　日本

バイオリサ
・カミキリ

Mycotrol

日本

米国

昂93〃〆∂〃♪ψグ53／夕〃∂

全∂∠〃∂〃♪∂∂35／タノ78

髭拍〃ラ／zん勿∂〃／5の〃ジ’

コロラドハムシ

アワノメイガ

アワフキムシ

Boverin　　旧ソ連

　　　　　　中国

懸etaq山noブラジル
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　本研究は、カミキリムシ類防除のための8．broπg励αr垣培養製剤『バイオリ

サ・カミキリ』の開発と普及を目的とし、製剤化と量産化を行い、圃場における

防除効果を確認した（Higuchi・Saika・Senda・Mizobata・Kawata・Nagai，1997、

Shibata・Higuchi，1988、　Shibata・Yoneda・Higuchi・Ichinose・Ya］〔nada，1991、

Shibata・1｛iguchi，1993、樋口・二宮・千田・雑賀・伊庭，1994）。　さらに、

カミキリムシに対するB．加oアL9πiαゾ加の病原性向上を目指すべく、感染機構の

最初の重要な役割をすると考えられる菌由来の酵素の働きを知る目的で、キチナ

ーゼとプロテアーゼの精製を試み、検討を行った（Higuchi・Nagai・Kanamori・

Mizobata・Kawata・Nagai，1996）。

　本論文では、第1章でB．加oπg疏αr痂の培養条件を中心に培養製剤の開発に

ついて、第2章では、製剤の保存および野外での使用を考慮した条件下での安定

性など培養製剤の特性について、第3章では培養製剤の量産試作について、第4

章では、実際に行われた多くの防除試験の中から、代表的なカンキツ園でのゴマ

ダラカミキリや、クワ園でのキボシカミキリ防除の試験結果、ならびに、製剤開

発当初に行い多くの知見が得られたスギカミキリ防除の試みと、今後さらに期待

されている街路樹でのゴマダラカミキリ防除の試みについて述べ、第5章では、

B．加の8π編r㍍の病原性向上に繋がると考え検討したプロテアーゼとキチナー

ゼに関する知見を述べる。

7



第1章 培養製剤の開発

　昆虫病原糸状菌の中でBeαμuer辺属は、有性生殖が認められない不完全菌類

Deuteromycotinaに分類され、その形態的特徴は、分生子形成細胞の先端がジ

グザグ状に伸長しながら交互に分生子が形成されることにある。その中で、

君．加oπぢ7L‘αr♂jj　は、その分生子が単胞で無色、　2．5～4．5×2～2．5μmの卵形

で、分生子形成細胞は一般に細長く、それがブドウの房状に固まったクラスター

が形成されることは少ない（De　Hoog，1972、青木，1989）。

　河上（1978）によってキボシカミキリ病死体から分離された．B．わro几8励αr‡πは、

分生子の大きさが2．4～6．8×1．8～3．5μmで、様々な形のクラスターを形成す

る形態的な特徴がある。寄主範囲は、キボシカミキリ、ゴマダラカミキリの両種

に高い病原性を示し、カイコ等に対する病原性がほとんどなく、カミキリムシに

対して特異性の強い天敵糸状菌である（島根・河上，1994）。そのため、本糸状菌

によるカミキリムシ類の防除が、有用生物に対して影響を及ぼさない防除技術と

して検討されている。その施用方法としては、フスマ培地による大量培養が行わ

れ、散布する方法が検討された（河上，1986、石々川，1986、米山，1987）。

　一方、カビ類の新しい培養法として、生物に親和性を持たせたウレタン発泡体

を用いる方法が開発され、ペニシリン生産等の検討がされている（樋口・遠藤・

長棟・井上・牛山，1984、遠藤i・長棟・井上，1985）。

　筆者らは、B．bro7瑠π垣r玩を利用してカミキリムシ類を防除する方法として、

キボシカミキリやゴマダラカミキリの成虫が羽化脱出直後や産卵時に樹幹を移

動することから（橋元・柏尾・堤，1989、伊庭，1989）、その樹幹に設置可能な

ウレタン発泡体に8．扮oπg7λ6ατ痂を培養したシート状の製剤を考案した（樋口・

柴田，1989）。　さらに、実用化のために重要な課題であった保存性や野外施用

時の殺虫力の持続性に優れた製剤の開発を行った（樋口・二宮・伊庭，1993）。

本章では、その製剤化における本菌液体培養、および、培養担体としてウレタン

発泡体と経済的でかつ生分解性に優れたパルプ不織布を使用した静置培養にっ

いて検討した。
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　　　　　　　　　　　　　　材料および方法

1，使用菌株

　糸状菌B．6roπgπ6αr斑は、1985年に群馬県農業総合試験場蚕業分室から分与

されたキボシカミキリ成虫の病死体から分離した。菌株の分離および保存には、

蚕踊煎汁2％加糖寒天培地（河上，］978、片桐・島津，1980）を使用した。病死

体の菌を白金耳で掻き取り、寒天平板培地に画線法にて植菌して25℃でコ週間

培養後、さらに、生育したコロニーのうち最初白色の菌糸で生育し、分生子形

成が進むにっれて黄色を帯びたコロニーを選択し、その単一コロニーから同様

に白金耳で菌を掻き取って寒天平板培地に植菌、培養を繰り返し純粋分離を

行った。純粋分離された菌株は、日東電工㈱にて年に1～2回スラント培地で

継代し、その中から必要に応じて使用した。本菌は、その形態的特徴から、

農水省蚕糸・昆虫農業技術研究所、河上清博士によりBeαμ促riα6roπg励αr坑

（Sacc．）Petch（Beαμひεriα疹θπeZZα）と同定され（写真1－1）、保存菌株NBL－851

（樋口・柴田，1989）と命名した。同時に、白色のコロニーを呈した糸状菌も分

離し、河上清博士によりW功cZZ伽m／θcα頑（Zimm．）Viegasと同定された菌株を、

比較実験に使用した。

2，培養方法

　丑6roπgπ6αr歳の培養は、当初、蚕踊煎汁2％加糖培地（河上，1978、片桐・

島津，1980）を使用した。蒸留水12当たり40gのさなぎ粉（丸九製っり餌）を

加えて熱湯水中で10分間煮出し、その濾過液に20gのグルコースを加えて使用し

た（pH6）。寒天培地は、　L5％の普通寒天を加えて使用した。

　製剤化における液体培養には、グルコースとコーンスチープリカー（CSL）

を組成とするCSL培地（pH4）を使用した。通常は、蒸留水12当たり、20gの

グルコースと40gのCSL（いずれも、サンエイ糖化㈱製）を加えた。菌の液体

培養は、保存菌株から1白金耳を滅菌したフラスコ培地に植菌し、25℃で7日

間撹拝培養（100～400rpm）にて前培養を行った。これより、タンク培養の場合

は培地量の2％、フラスコ培養の場合は0．2％を植菌し、3～6日間撹持培養

（100～400rpm）を行った。培養液中の溶存酸素濃度（DO値）は、ミツワ理化

学工業㈱製デジタルDO指示計MD－2型により測定した。
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　ウレタン発泡体を用いた培養は、蚕踊煎汁2％加糖液体培地を含浸させてオー

トクレープ滅菌した厚さ5mmのウレタン発泡体に、同じ培地で7日間液体培

養した培養液を0．1～0．2m1／g滴下してコンラージ棒で一面に引き伸し、25℃で

7日聞以上静置培養した。ウレタン発泡体は、ウレタンプレポリマー（東洋工

業㈱製イソシアネート化合物）10009に5％のゼラチン水溶液2759を加えて発

泡成型した後、切断して使用した。

　不織布を用いた培養は、CSL培地による前培養液とグルコース濃度を6％

にして滅菌したCSL培地の混合液（通常1：4で混合）を、厚さ4mmのパル

プ不織布（坪量306g／㎡）に含浸させ、25℃、保湿条件下で5日間以上静置培

養した。それをを室温下で送風乾燥して得られた製剤を『バイオリサ・カミキ

リ』と命名した。製剤の培養湿度および培養温度の検討は、5cm×5cmに切断

した10枚の不織布を、前培養液とCSL培地の混合液に含浸させた後、人工気

象機（㈱日本医化器械製作所製LPH－200RDMP）内の網に設置し、種々の温度・

湿度条件に設定して5日間培養した。

3．菌数の測定

　上記条件による液体培養では、本菌は短菌糸（hyphal　bodies；写真1－2）

で増殖し、静置培養では培地表面が菌糸で覆われ、それより繁殖器官として分

生子（conidia；写真1－1）が形成される。そこで菌数の測定は、以下のよう

に適宜調整した菌液により、短菌糸数、あるいは、分生子数を、検鏡数の測定

（トーマ血球計算盤を用いた顕微鏡による測定）と生菌数の測定（ポテトデキ

ストロース寒天培地（ニッスイ㈱製）を使用した寒天平板培養法による測定）

により行った。すなわち、液体培養の場合は、培養液を滅菌水で10倍階段希釈

により適宜調整して短菌糸数の測定を行い、製剤の場合は、一部を5×5cmに

切取り、0．02％Tween　40水溶液（400ml）中で電気ミキサーにより粉砕し、それ

をナイロンメッシュ（100メッシュ）で濾過した後、蒸留水で洗浄し500m1に調

整して検鏡数測定により分生子数の測定を行い、さらに、それを10倍階段希釈

により調整して、同じ希釈液から5枚の平板培地にそれぞれα1m1を滴下後コン

ラージ棒で引き伸し、3日間25℃で培養後に出現したコロニー数を測定し、平

均して生菌数とした。
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尋．培養固形物濃度の測定

　単位容量サンプリングした培養液を、NO，1濾紙（アドバンテック東洋㈱製）

を用いて吸引濾過し、濾紙上の固形物を105℃で十分乾燥させ、重量測定により

求めた。

5．糖濃度の測定

　液体培養液中の糖濃度は、α45μmのフィルター（アドバンテック東洋㈱製）

で濾過した培養濾液を、Brix計（ATAGO社製のHAND　REFRACTOMETER　N－10

Brix　O～10％）を用いて測定した。標準対照液には、蒸留水を用いた。

6．生物検定法

　製剤のカミキリムシ類に対する生物検定は、原則として羽化脱出直後のキボ

シカミキリ成虫を用いた。成虫は5秒以上製剤表面を強制的に歩行させた後、

25℃、75％相対湿度（RH）の実験室内で個体別に約30日間飼育し、この間に糸

状菌病特有の体を硬直させて死亡、さらに本菌の叢生が認められたものを感染

死虫とした（写真1－3）。キボシカミキリの確保および飼育は、伊庭（1993，

1988）、島根・河上（1991）の方法に準拠して行った。すなわち、桑園から確保し

た成虫や、人工的に交尾させ、桑枝に産卵させて艀化した幼虫を人工飼料（シ

ルクメート；日本農業㈱製）で飼育し、踊化・羽化させた成虫を使用した。成

虫は桑枝や桑葉を与えて飼育した。

　ウレタン発泡体を用いた培養物にっいて、キボシカミキリに対する効果を調

べた。羽化後4～7日後の成虫2頭を1分間、培養物表面を強制的に歩行させ

た後、25℃の実験室内で個体別に飼育し、生死日数を観察した。さらに死亡虫

表皮を他の菌に汚染されないようエタノール消毒し、水で湿らせた濾紙を入れ

たシャーレ内で25℃で培養し、菌の叢生の有無を観察した。対照として、発泡

体培養物に接触させない成虫1頭と、8．ろroπgπiαア垣に代えて、同時にキボシ

カミキリ成虫の病死体から分離された糸状菌W励c澱醐Zθcα頑を培養したウ

レタン発泡体に接触させた成虫2頭にっいて同様に実験を行った。
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　　　　　　　　　　　　　　　　実験結果

1，液体培養

　本菌の液体培養には、これまで4％蚕踊煎汁2％加糖培地が使用されていた

ことから、2％グルコースと4％コーンスチープリカーからなるCSL培地を

用いて培養検討を行った。本菌の培養では、一般の糸状菌に見られるペレット

状やパルピー状に生育するのではなく、写真1－2に示すように酵母状の短菌

糸が均一に生育した。30Lタンクでの培養結果を、図1－1に示した。撹拝数

400rpm、通気量1／2vvmとしたが、　D　O値の減少は少なく、酸素消費量は低かっ

た。また、培養48h後には、ほぼ糖が消費され109個／m1の菌数に達した。ま

た、4以下であったpHは36　h以後に上昇し、48　h後には6以上になった。図よ

り求められた対数増殖期の倍加時間は、増殖期前期は2h以下、後期でも6h

であった。

　さらに、不織布での培養で植菌に用いるCSL培地の混合液の残液を、次の

タンク培養の培地として再利用することを目的に、グルコース濃度6％の培地

400rn1にフラスコ培養液100m1を加えて滅菌した培地を用い、培養した結果を図

1－2に示した。ここでは菌数測定を生菌数でも測定した。培養初期には生菌

数の減少が認められたが、24h以後は順調に生育し、増殖、糖消費、　pHの変化

にっいては、図1－1と同様であった。したがって、不織布での植菌液の残液

を次の生産のタンク培養の培地として再利用できることが確認できた。

2，発泡体を用いた培養

　5×50cmに切断し、滅菌したバット内で培養したウレタン発泡体は、培養7

日目には且6roπg励αr㍍菌で完全に表面が覆われた（写真1－4）。その表面

上の分生子数は、107個／c㎡程度であった。

　キボシカミキリに対する効果は、対照のWθcα磁に接触させた成虫が2カ月

以上生存し続けたのに対し、B6roπgπ」αr産に接触させたものは、感染して10～

11日後に死亡した（図1－3）。その4日後、表皮にB6アoπ9励r斑の生育が観

察された。
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表1－］　不織布培養における培地混合比の検討

培地混合比
（培養液：培地）

発生子数
（検鏡数）

不織布への含漫量∋

1：轟

1：9

1：題

1：19

1：49

3．4×108個／c㎡

3．2×108

2．o×108

2．8×108

1．5×108

o．38ml／c藩

o．腿

o．腿

o．峰2

⑪．42

バット内、25℃で5日間培養

不織布への禽浸量3）；含浸直後にバット内に残った液量を灘定して算出

3．不織布を用いた培養

　不織布を用いた培養は、前培養液と滅菌したCSL培地の混合液を厚さ

4mmのパルプ不織布に含浸させ、静置培養で行った。はじめに、その植菌に

用いる培養液とCSL培地の混合比の検討を行った。CSL培地のグルコース

濃度を6％に設定し、あらかじめ3日間フラスコ液体培養した本菌の培養液と

CSL培地の比率を、1：4～1：49の範囲で検討した結果、保湿条件下25℃で

培養120h・乾燥48h後の検鏡数は、表1－1の通りであった。混合比1：9では、

3．2×108個／c㎡であったが、それより混合比が大きくなると検鏡数は少なくなっ

た。そこで、1：4～1：11の範囲で再度検討した結果、1：11では外観上も生

育は不良で、その他にっいては図1－4に示した様に、培養・乾燥後の菌濃度

は1：4、1：6の時が高く、生菌数はほぼ108個／c㎡であった。これらの対数

増殖期の傾きは同じであり、図より求められた倍加時間は16hであった。

　上記の混合比が生育に影響を及ぼすという結果は、菌濃度と糖濃度の2っの

要因が考えられる。その後、大量生産を想定してCSL培地中のグルコース濃

度とCSL濃度を変化させ、培地の混合比の高い条件（培養液：培地一1：99）で
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表1－2　不織布での培養における培地濃度の検討

グルコース　　CSむ

　（9／D　　　（9／D

生菌数（1◎8偲／㎡）

培養2d 3d 4d 7か

0
0
0
0
n
U

1
8
リ
ム
O
O
4
5

0
0
0
0
磐

0．06

◎．23

0．59

0．聡

o．10

1．6

2．5

2．§

1．8

2．◎

1．4

1．4

2．5

2．5

2．4

1．6

1．了

3．9

3．2

3．3

0
0
n
U
O

3
3
り
0
3

0
0
n
U
O

4
1
⑰
4
4
（
◎

0．60

0．50

0．5§

◎．00

1．5

］．8

2．5

1．8

1．8

2．5

2．5

2．0

2．0

2．4

3．9

3．1

フラスコ培i蟹した培i鍵液（3．5×1｛｝息　個／m置）を1％上記親成の培地に接覆し、

不繕布（5c躍x　5c蹴）に含漫させて、シャーレ内25℃で培餐

検討した。その結果、培地の混合比が大きいにもかかわらず、グルコース濃度

が5％の時も、培養3日目に生菌数］08個／c㎡が得られた（表1－2）。すなわ

ち、菌濃度が低くても、生育は良好であった。

　ただし、次に記載の実験は、培地のグルコース濃度は6％とし、培養液との

混合比1：4の条件で検討したものである。

　次に、5×5cmの培養不織布を人工気象器内｝こ設置し、設定温度25℃にして、

80～97％の範囲の設定湿度による生育に及ぼす影響について検討を行った。そ

の結果、図1－5に示した様に、97％RHの場合は生菌数が培養96　h目に108個

／c㎡に達したが、95％RH以下の条件では、培養72　h目までに試験片が乾燥し、

菌数も108個／c㎡に達しなかった。

　同様にして人工気象器の湿度を97％RHに設定し、22～30℃の範囲の設定温度

による生育に及ぼす影響について検討を行った。その結果、図1－6に示した

様に、22～28℃の設定では、いずれも培養96h目に生菌数は108個／c㎡に達し

た。しかし、29℃の場合は0．9×108個／c㎡までで、30℃の場合は0．5×108個

／c㎡までしか達せず、外観も本来の白色ではなく、茶褐色を呈した。
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　さらに、同様の培養不織布をシャーレに入れ、35℃の条件で培養したが、9

日間、全く外観の変化が見られず生育しなかった。その後、温度を下げると、

外観上、十分な生育が得られた。

　　　　　　　　　　　　　　　　考　察

　B．6τoπgπ」αr玩培養製剤『バイオリサ。カミキリ』は、クワおよびミカン等

に大きな被害を及ぼすキボシカミキリやゴマダラカミキリが、羽化脱出直後や

産卵時に樹幹を移動する習性を利用して、その樹幹に設置可能な形態を有する

製剤として開発された。

　生物に親和性を持たせた発泡体がカビ類の培養に適していることから（遠藤・

長棟・井上，1985）、これをシート状にしてB6roπg磁ア垣を培養した結果、ウ

レタン発泡体は菌で覆われ、キボシカミキリに対する致死効果も認められた。

　その後、本製剤の実用的生産を考え、有効成分である分生子を均一に、しか

も大量に形成させるため、培養担体としてウレタン発泡体より経済的で、かっ

生分解性に優れたパルプ不織布を使用した。そして、培養原料として一般的な

CSL培地を使用し、培養方法として、液体培養と不織布を用いた静置培養の

2段階培養の検討を行った。

　液体培養では、対数増殖期の倍加時間が6h以下で、培養48h後には2％の

糖は消費され、ほぼ109個／m1の菌数に達し、蚕踊煎汁2％加糖培地の場合と

同程度の良好な培養結果が得られた。本菌は、糸状菌培養としては短菌糸が均

一に生育し、ペレットやパルピーの形状を呈しないことや、酸素消費量が低い

ことより、生産のためのタンク培養は、通気や撹拝等の消費電力の点で、効率

が良いと考えられた。さらに、糖濃度が高いと、144h培養を継続しても生菌数

が維持された。これは培養後の取扱いに有利に働くものと考えられる。すなわ

ち、液体培養で見られる短菌糸のうちで測定される生菌数は、液体培養、また、

後の不織布による培養においても植菌後の誘導期には一旦減少し、培養初期の

短菌糸はほとんど死滅すると考えられるので、液体培養で得られる生菌濃度は

高いことが好ましい。

　一方、不織布を用いた培養は、液体培養液とCSL培地の混合液をパルプ不

織布に含浸させ、それを静置培養して行った。本培養は、グルコース濃度6％
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の条件では、培養液とCSL培地の混合比1：4～6の時、生菌数108個／c㎡

が得られ良好であったが、CSL培地の比率が高くなると生育に悪影響を及ぼ

した（図1－4）。混合比が生育に影響を及ぼすという結果は、その原因が菌

濃度と糖濃度の2っの要因が考えられる。菌濃度による影響にっいては必ずし

も、最初に行った混合比1：4～49の結果（表1－1）と傾向では同じでも数

値では再現性が得られなかったこと、そして、培地混合比1：99でもグルコー

ス濃度5％の条件では生菌数108個／c㎡に達した（表1－2）ことから、液体

培養の生育を抑制する原因として、菌濃度よりも糖濃度の影響が大きいものと

考えられる。っまり、本製剤の残糖が野外での効果の持続性に影響すると考え、

本培養の糖濃度を高くするためにCSL培地のグルコース濃度を6％に設定し

て混合比を検討したが、生育には混合直後のグルコース濃度は5％が限界と考

えられる。

　また、本静置培養における対数増殖期の倍加時間は16hであった。液体培養

の3倍を要し、培養初期に一旦生菌数の減少も見られることから、培養時間と

して4日以上が必要である。

　不織布を用いた培養において、人工気象器内での培養湿度の検討では、湿度

が低いと菌数は108個／c㎡に達しなかった。これは5×5cmに切断した不織布

では、95％の湿度でも試験片が乾燥して生育が停止したもののようであった。

すなわち、湿度が問題ではなく、培養物の水分が重要な要因と考えられ、仮に、

95％以下の湿度条件で培養物が徐々に乾燥しても、培養96h目に少量の水分を

含んでおれば、本培養に対する影響はほとんどないものと考えられる。また、

培養温度の検討から、22～28℃の条件であれば、いずれも培養96h目に生菌数

が108個／c㎡に達し、その温度範囲では大きな差は見られなかった。しかし、

29℃以上の場合には生育は抑制された。量産化においては、この温度・湿度の

設定条件を見っけることが大きな課題となり、その諸条件を検討したことにっ

いては、第3章で詳述する。
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第露章 培養製剤の特性

　ゴマダラカミキリやキボシカミキリ等のカミキリムシ防除にR6roπg厄αr垣を

利用するにあたり、ウレタン発泡体よりも経済的で、かっ生分解性に優れたパ

ルプ不織布を用いて本菌を培養し、製剤『バイオリサ・カミキリ』が得られた。

それは旦6roπg励r垣を厚さ4mmの不織布で静置培養した後、送風乾燥し、そ

の表面が108個／c㎡以上の分生子で覆われたものである。本章では、製剤とし

ての貯蔵性、効力の残効性を確認するために、種々温度条件における本製剤の

保存性、殺虫力の持続性を調べるとともに、本製剤の自然環境に及ぼす影響と

して、土壌への影響とカンキツ類果実への影響にっいて試験を行った結果（樋

口・二宮・伊庭，1993）にっいて報告する。

　　　　　　　　　　　　　　材料および方法

1．8力roηgηぼrr／／の培養方法

　B．6roπg励αr功の培養は、第コ章と同様、保存菌を滅菌したCSL培地に植

菌し、25℃で3～4日間撹拝培養（100rprn；フラスコ培養）により前培養した。

得られた前培養液1に対し滅菌したCSL培地4を混合した液を、トレーに並

べた厚さ4rnm、幅5cm、長さ50cmのパルプ不織布に含浸させ、25℃、保湿条件

下で6日間静置培養した。

　以下に述べる本製剤『バイオリサ・カミキリ』は、培養した不織布を室温下

で送風乾燥して得られた（写真2－1）。

2．生菌数の測定法

　第］章と同様、製剤の生菌数を測定した。製剤の一部を5×5cmに切取り、

0．02％Tween　40の水溶液（400m1）中で電気ミキサにより粉砕した。それをナイ

ロンメッシュ（100メッシュ）で濾過して、さらに蒸留水で洗浄して500m1に調整

した後、1分間超音波処理して懸濁液を得た。その懸濁液を用い寒天平板培養

法によって単位面積当りの生菌数を測定した。
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3．生物検定法

　第1章と同様、生物検定は原則として羽化脱出直後のキボシカミキリ成虫を

用いた。1製剤に1～2頭の成虫を5秒以上製剤表面を強制的に歩行させた後、

25℃、75％RHの実験室内で個体別に約301ヨ間飼育し、この間に糸状菌病特有の

体を硬直させた死亡、さらに本菌の叢生が認められたものを感染死虫とした。

4．保存方法

　4．1　製剤の保存試験

　本製剤を5×5cmに切断した後、　SS滅菌バッグ（岡田紙業製）またはポリ

エチレンの袋に一枚ずっ入れてシール機で密閉し、－35℃、5℃、10℃、15℃、

20℃、25℃、30℃、35℃、37℃、39℃、41℃および43℃の各温度で保存した。そ

の間生菌数の測定を行い、必要に応じて生物検定を行った。

　4．2　給水した製剤の保存試験

　25±3℃で40日間保存した本製剤に、5cm×50cm当り不織布含浸量の90％程度

である100m1の培地または水道水を加え、25℃の保湿条件下に設置し、その後の

生菌数を測定した。

　また、鹿児島県における7月上旬の平均気温を参考にし、コ日を周期として

23～31℃の間で変動する温度条件（図2－7右）の人工気象器の中で、水道水

を十分含ませた製剤を容器（直径105mm、深さ65mm）に入れて、一方は密閉し、

他方は開放して保存した。後者にっいては、更に3、14、21および30日後に給

水した場合と全く給水しない場合にっいて生菌数の経時変化を調べた。

5．8わroηg舵艀〃の土壌およびカンキツ果実への影響

　5．1　土壌への本菌の接種と菌数の測定

　ポテトデキストロース寒天培地（39g／2；ニッスイ㈱製）でR6roηgπ」αア㍍を

20日間平板培養した表面をTween　40の2％水溶液でピペッティング洗浄して分

生子の懸濁液を作成した。本製剤の使用されていない京都市内の桑園から土壌

を採集し、容量300m1のビーカーに1009ずっ分取した。その中央に本菌の懸濁

液を1m1ずつ滴下して25℃の室内に8日間保存した後、本菌および混在する他の

カビ類と細菌の菌数を測定した。菌数の測定法は・製剤の場合と同様、
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100gの土に対して500m1の蒸留水で処理した濾液をサンプル液として希釈平板

法により測定した。

　本菌を含むカビ類の測定には、ローズベンガル（0．06mg／ml）やクロラムフェ

ニコール（0．1mg／m1）、シクロヘキシミド（1mg／m1）といった抗生物質を添

加した培地を用いた（河上・仲，1979）。希釈平板法によって25℃で培養し、3

日目に現れる約φ1mm以下の綿毛状の白いコロニーを且6mηgπ6αr垣とし、そ

れ以外のコロニーを他の菌としてカウントした。

　5．2　ミカンへの本菌の接種と表皮および果肉における菌数の測定

　市販の温州ミカン10個を材料に用いた。これらはヘキサンで洗浄して表面の

ワックスを落とした後、果頂部に前述したR6roπg励r垣の分生子懸濁液α1

m1を接種した。そのうち5個を25℃の室内に、他の5個を底一面に蒸留水を張

り保湿条件としたバット内にミカンは浸らないようにして入れ、同室内に、

8日間保存した。表皮の菌数は、滅菌水500m1とミカン1個をミキサーに入れ、

5分間ホモゲナイズして得られた液を供試し、前述の希釈平板法によって測定

した。また、果肉にっいては、それが汚染されないように剥皮し、上記と同じ

方法で菌数を測定した。

　　　　　　　　　　　　　　　　実験結果

1．製剤の保存性

　本製剤を35～43℃で保存した結果を図2－1および図2－2に示した。当初

108個／c㎡以上であった生菌数は経時的に減少し、その減少は温度が高い程、

顕著であった。キボシカミキリに対する殺虫率は35℃の場合は42日目、37～39

℃では21日目、また、41℃でも10日目まで80％以上保持され、その時の生菌数

はいずれも］07個／c㎡以上であった。その生菌数と感染死虫率との関係を図2－

3に示した。本製剤の殺虫力は、生菌数107個／c㎡を境にして急激に低下する

ことが明らかとなった。

　一方、本製剤を5～20℃で420日間保存した場合の生菌数の変化を図2－4

に示し、保存420日目におけるキボシカミキリに対する生物検定の結果を表2－

1に示した。5℃の場合、400日以後でも108個／c㎡以上の生菌数が保持され

た。10℃および15℃の場合、生菌数の経時的な減少傾向は示されたが、400
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表2－1 製剤の保存温度・包装形態が生菌数およびキボシカミキリの

殺虫力に及ぽす影響（保存日数420目）

保存温度　　包装形態 生菌数

（個／㎡）

キボシカミキリ各2頭

　の致死日数（d）

5℃｝

10℃

15℃

SS一滋菌バッグ

ポリエチレン袋

SS一議菌バッグ

ポリエチレン袋

SS一滅菌バッグ

ポリエチレン袋

2．1×1◎8

1．5×108

1．4×』08

0．34×108

0．48×108

0．了6×108

7
』
7
§
9
n
V
9
9

　
　
　
1

8
7
』
2
穆
己
0
⑰

　
　
婁
馨
　
－
偏
　
¶
辱
　
－

日後でも107個／c㎡以上の生菌数が保持された。そして、いずれもキボシカミ

キリに対する殺虫力が持続された。しかし、20℃では116日後の生菌数は4．1×

107個／c㎡、133日後には107個／c㎡未満に減少した。なお、包装形態により、

製剤の生菌数およびキボシカミキリに対する殺虫力には顕著な差は認められな

かった。

　また、本製剤を25℃と30℃で保存した結果を図2－5に示した。25℃で保存

した場合は60日、30℃の場合もほぼ30日後でも生菌数が108個／c㎡以上を維持

した。－35℃で保存した試験では、688日後も1．1×108個／c㎡の生菌数が維持さ

れた。

2．給水による製剤の生菌数の変化

　生菌数108個／c㎡以上存在する本製剤を、25±3℃で40日間保存したところ、

生菌数は2．0×107個／c㎡まで減少した。このサンプルに培地または水道水を

加えて生菌数の変化を調べた。結果を図2－6に示した。2．0×107個／c㎡まで

減少した生菌数は3日後には、培地の場合108個／c㎡以上に、水道水でも3倍

以上に増加することが確認された。
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　一方、温度を周期的に変化させた人工気象器内での給水試験での生菌数の変

化を図2－7に示した。含水した製剤を容器に入れて密閉した場合、製剤は雑

菌に汚染され、3日後には五6アoπg励ατ垣の生菌が認められなくなった。これ

に対して含水した製剤を容器に入れ開放状態にした場合、製剤は数日で乾燥し、

雑菌汚染は認められなかった。そのまま乾燥状態が続くと生菌数は対数的に減

少したが、3、14、21および30日後に給水した製剤は、その数日後生菌数が増

え、40日後も107個／c㎡以上の生菌数が維持された。

3．土壌への本菌の接種と菌数の変化

　100gの土壌に接種したB．broπgπiαr垣の生菌数は4×107個であった。その

土中における本菌および混在する他の菌の数を接種直後および8日後に測定し、

その結果を表2－2に示した。本菌接種土壌では、混在する他のカビや細菌数

にほとんど変化がなかったが、R6roπgπiαr垣の菌数は接種当日に比べて明らか

に減少した。

表2－2　ぽ加oηgηノ∂rr〃の土壌残留試験試験

菌接種 検知した菌

菌接種後、土壌100g中に含まれる

　　　　　　生菌数（偲）

接種後　0日目 8日騒

虜∂〃卿／∂〃〃

なし

虜〃〃噺／∂〃〃

その他カビ

全細菌

8∂〃！秘η／ご〃〃

その他力ビ

全細菌

4×拍5

3×105

2×107

N．D．

2×105

1×107

麗．融．

3×鴛5

1×鴛7

麗．塾．

3×105

2×糧7

N．D．；検出されず（1×103個以下／佃Ogの土壌）
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表2－3　ミカン表皮へのβ．加o旭η／∂τれ接種試験

ミカン　　検知した菌

部　位

菌接種後、ミカン1個当りに含まれる

　　　　　　　生菌数（個）

接種後　o日目　　　　8日目

　　　　　　　　乾燥状態　高湿度下

表　皮

果　肉

虜ψ／吻”／∂／〃／

その他カビ

全細菌

β〃〃励／∂／τ〃

その他力ピ

全翻菌

2×梧6

1×10尋

1×105

畦D．

麗．D．

時D．

2×106　　　5×105

1×104　　2×10§

1×105　8×104
麗．D．　　　　麗。轟．

開』．　　　了×1◎3

N』。　　　2×104

麗．D．；検出されず（1×m3儘以下／ミカン1魑当り）

4．ミカンへの本菌の接種と表皮および果肉における菌数の変化

　ミカンの果頂部に接種した且6roπgπ」αr歳の生菌数は2×106個であった。

それらのミカン10個は接種8日目の時点で（その後20日目においても）、保湿処

理の有無にかかわらず、外見上B6roπ8励αr臨の生育は全く見られなかった。

保湿条件においた1個は果頂部を含め、1個は果頂部を除く一部が青カビによっ

て汚染された。接種8日目に外見上青カビに汚染されていないミカンにっいて

菌数を測定した。その結果を表2－3に示した。保湿条件では他のカビや細菌

は、表皮だけでなく果肉でも増殖しているのが認められたが、これに対して

五6roπg励αr歳は表皮での菌数が接種当日に比べて減少し、果肉では全く検出

されなかった。一方、室内に保存したミカンでは、表皮における菌数の変化は

なかったが、保湿条件の場合と同様、果肉では菌が検出されなかった。
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　　　　　　　　　　　　　　　考　　察

　R6roπgπzαr尻培養製剤『バイオリサ・カミキリ』の供給体制を考える上で、

貯蔵性、すなわち保存性も大きな課題である。本製剤は、35℃では42日目まで、

37～39℃でも21日目まで80％以上の殺虫力が保持された（図2－1）。更に、

5℃では400日以上にわたって108個／c㎡以上の生菌数が保持され（図2－4）、

殺虫力も十分であったことから（表2－1）、1年程度の保存は可能であると

確認された。すなわち、温度条件、期間制限はあるものの、生物農薬として保

存性に優れた製剤であると考えられる。本製剤は培養後乾燥され、一般に微生

物は乾燥によって保存性が増すので、その乾燥が保存性に大きく影響したと考

えられる。それに加え、乾燥によって製剤が軽量化され、かつ重ね合わせも可

能であることから、輸送の点からも供給体制において好ましいと考えられた。

　さらには、供給体制の中で、正確かっ迅速な製剤の評価が求められる。製剤

の評価としては対象とするカミキリムシに対する殺虫力を調べるのが基本であ

るが、製剤の35℃～43℃の保存試験の結果から、生菌数107個／c㎡を境に殺虫

力に明らかな差のあることが判明し（図2－3）、生菌数によって製剤を評価

することも十分可能と考えられた。

　生物農薬として最も重要であるのが病原性と効果の残効性、すなわち、製剤

施用時の殺虫力とその持続性が最も重要な課題である。本製剤は、一旦生菌数

が減少しても給水によって生菌が再生されることが明らかとなり（図2－6）、

鹿児島県における7月上旬の気温を指標にして温度設定した人工気象器内での

実験でも、適度な給水によって製剤の生菌数が40日後も107個／c㎡以上を示し

たことから（図2－7）、圃場では降雨や蒸散により適度な水分が補給され、

40日程度はカミキリムシに対する殺虫力が期待できることが示された。本製剤

の実用試験については第4章で詳述するが、1989年以後日本植物協会委託試験

を始め、多くの国公立試験機関による圃場試験等が実施され、野外における製

剤の殺虫力とその持続性にっいて高い評価を得、1995年に農薬登録することが

できた。

　本製剤の農薬登録に当っては、効果とは別に安全性データーが要求された。

登録手続きを進める過程で、生菌である本製剤の環境や収穫物に対する安全性

の基礎データーが必要であった。且6roπgπiαr境は天敵糸状菌の中でも寄主選
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択性が強く、特定のカミキリムシ類にのみ感染する昆虫寄生菌であり（河上，

1978、滝口，198D、土壌での増殖や植物寄生菌または動物・ヒトの寄生菌とし

て分離されたという報告は見当たらない。本製剤においても動物や魚介類に対

する急性毒性試験による安全性はもとより、今回行った土壌残留試験やミカン

への接種試験でも、且扮のg励αr垣の生育は全く認められず、むしろ、他のカ

ビや細菌が混在する環境下ではこれが減少する現象が確認された。

　以上、五ろroπgπiαr耐培養製剤『バイオリサ・カミキリ』の開発経緯および

特性にっいて述べてきた。本製剤は、商品化により、クワ・カンキッおよび関

連農作物における難防除害虫であるカミキリムシ類の防除、ひいてはこれらに

よる被害の軽減に大いに寄与できるものと考えられる。
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第3章 培養製剤の量産試作

　微生物農薬の製剤化は、化学殺虫剤と同じく粉剤や散布剤にしたものがほと

んどであり、細菌や糸状菌の場合、その量産は、人工の液体培地で大量培養を

行い、遠心分離と洗浄濾過を繰り返して菌体や殺虫成分が分離され、界面活性

剤や増量剤、展着剤が加えられる。イギリスではアブラムシを駆除するための

糸状菌Wθcα頑製剤は、タンク培養した菌体に増量剤と展着剤が加えられ、噴

霧して使用されている。また、糸状菌の場合、その分生子が有効成分である場

合には、固形培地で大量培養が行われ、分生子をペースト状にして乾燥した後、

増量剤のシリカ粉末に混合される（渡辺，1989、Haユユ，1981）。保存安定性を増す

ために、アルギン酸ソーダやコーンスターチ、油剤添加による製剤化の検討も

行われている（Pereira・Roberts，1991）。一方、カビ類の固体培養にっいては、

小麦フスマや砂糖大根を培地とする棚段式のパイロットプラントが検討され

（Rajagopalan・Modak，1994、　Xue・Liu・Zhang・Qi　and　Lei，1992）、病原糸状

菌B加ss‘α磁にっいても1600Lの培養装置による生産方法が検討されている

（Durand・Renaud・Aユmanza・Maratray・Diez・Desgranges，1993）。また、不織

布を担体とした気相生育法による菌体外酵素の固定化が行われている（徳田・

佐藤。向高。高橋，1991）。

　製剤『バイオリサ・カミキリ』は、不織布を担体として固体培養したシート

剤として開発したが、初期段階ではプラスチックトレー上に滅菌不織布を乗せ、

培養液を柄杓でかけて含浸させ培養後、それを乾燥棚に移して乾燥を行った。

量産化に当たっては、これをできる限り省力化かっ汚染を少なくする必要があ

るため、不織布を多段に並べる多段式培養方法および装置を考案した（井上・

樋ロ他，1993）。すなわち、CSL培地［グルコース20g／2、コーンスチープ

リカー40g／2］でR扉oηgπZαア垣をタンク培養し、この培養液と4倍量の

CSL培地［グルコース60g／2、コーンスチープリカー40g／2］の混合液

を、滅菌した不織布（坪量306g／㎡、厚さ4mm）に含浸させて固体培養する際、

その不織布の滅菌、植菌、培養を、60段の棚段に並べた鉄製角槽（図3－1）

内で行なう方法であり、本方法を用いて量産化の検討を行った。本章では、そ

の方法と装置による培養にっいて詳述する。
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　　　　　　　　　　　　　　材料および方法

1，　8わτoηgη但τ甜のタンク培養

　培地は、CSL培地（グルコース209／2、コーンスチープリカー409／2）

を使用し、消泡剤としてシリコンオイル3g／2を加えた。B6roπgηiαr垣は、培

地400mlを入れたひだ付1L容フラスコで継代培養を繰り返し、前々培養菌体

とした。その培養液1m1を接種し、25℃の条件で、7日間撹絆培養（100rpm）し

た。前々培養と同じ条件で3日間培養した培養液400m1を前培養液とし、培地

90Lを入れた100Lタンクに植菌し、2～3日間タンク培養した（25℃、通気

量1／2wm、撹拝数180rpm；図3－2）。

2．不織布の滅菌と本菌の植菌

　厚さ4mmのパルプ不織布（坪量306g／㎡、62cm×50cm；これを、製剤とし

ては5cm×50cmのテープ状で使用するため、写真2－1のように9本約1cm幅

の打ち抜きを施したもの）を、角槽培養タンク（図3－1）の棚段に並べ、角

槽内に設置して、全体をオートクレープ滅菌した（図3－2）。滅菌時間は60分

間に設定し、角槽の底に水1Lを入れ、角槽内と外部が通気できるようバルブ

は開放にして、雑菌汚染の防止のため綿栓をする等の注意を要した。

　滅菌後、上記の培養菌体を、あらかじめ500Lタンクで滅菌しておいた4倍

量のグルコース濃度60g／2のCSL培地に混合し、その混合液を、滅菌した

シリコンホースを使って無菌的に角槽の下方バルブから送入し、最上段まで液

を溜めた後、数分間後にドレーンバルブからポンプを使っで過剰の培地混合液

を抜出すことで、不織布への植菌（含浸）を行った（図3－2）。角槽を2機以

上同時に培養する際は、あらかじめポンプラインを滅菌しておき、無菌的に、

含浸液を次の角槽に送入する方法で植菌を行った。

　植菌後、過剰の培地混合液のうち100Lは、タンク培養用培地として100Lタ

ンクに戻し、消泡剤を加えて滅菌し、次のタンク培養に再利用した。さらに残

りの培地混合液は、滅菌後、苛性ソーダーでpH調整をして廃水とした。角槽を

5機以上同時に培養する場合には廃液を出さない設計となり、本考案は、実質

的に無廃液の生産プロセスとなる。

一26一



3，角槽による培養方法

　角槽による培養は、当初、棚段に不織布を並べて植菌が済んだ角槽内にエアー

フィルター（アドバンテック東洋㈱カートリッジフィルターTCF．020　SIFE）で

無菌化した一定温度のエアーを角槽の下方バルブ2か所から送風し、上方バル

ブ2か所から排気する設計で行った（図3－1）。その後、加湿した無菌エアー

が送入できるよう、約80Lの水を入れてオートクレープ滅菌した100L容ステン

レスタンクを設け、そのドレーンにエアー送入口を、蓋にエアー出口を設けて

角槽の入ロバルブ2か所と連結できるようにした（図3－3）。そのタンク内

の水にエアーを通す際、エアーは水中で細泡化するようにし、また、水の気化

熱による温度低下を防ぐために、タンク内の水の温度調節機能を取り付けた。

気化熱により減少する水量にっいては、無菌フィルターを通して約10L／日の

蒸留水を添加した（図3－3）。

　恒温室内で、棚間隔18mmで60段全段不織布を並べた棚段設置の角槽を用い、

その角槽内に棚段の枠外にはエアーが流れないよう21～23℃の間の一定温度の

無菌空気を送風して、多段式の静置（固体）培養を行なった。その際、不織布

の一定箇所に熱電対温度センサーを設置して、角槽内の温度測定を行った。培

養は5日間（一部6日間）とし、培養後の生育状態を、任意の部分（図3－3）

の検鏡数を測定することにより比較した。培養検討は6回行い、任意の部分の

温度と生育の関係を調べた。

　さらに、後半の検討では、角槽内部の放熱を促進させるため、角槽にっいて

いるバルブを開放し、天井部を半密閉（蓋の片側を浮かせ10－20㎜傾斜させる）

にした培養、および、角槽に蓋をしないで開放し、温度設定25℃の恒温室内に

置き、エアー送入は停止した。恒温室はオゾン殺菌灯設置と定期的なアルコー

ル等の消毒で無菌化した。

4．サンプルの評価方法

　サンプルの評価は、目視と単位面積当りの検鏡数、および、第2章で示した

生菌数の測定と生物検定によって行った。

　検鏡数の測定は、生菌数の測定同様、サンプルの一片（5×5cm）を切りと

り、Tween　40の0．02％水溶液（400rn1）中でミキサーにより2分間粉砕し、それ
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を濾過、希釈した液の分生子および短菌糸の数をトーマの血球計算盤によって

測定し、サンプルの単位面積当りの検鏡数に換算した。

　　　　　　　　　　　　　　　　実験結果

1．角槽内の温度分布と生蕎分布の検討

　角槽導入時の培養検討において、エアー供給量2～7001／minの幅で検討した

結果、2001／min以上の供給が必要であった。第1章に述べたように、培養温度

は25℃が最適であるが、角槽内に入ったエアー温度は、培養初期には下がるこ

とが確認された（28℃送入→出口22℃）。その後、培養時間の経過とともに、菌

の生育に伴う発熱により内部温度は上昇することも確認された（角槽壁面温度、

入口22℃→出口26℃）。さらに、角槽下部のエアー送入側の不織布が早い時期に

乾燥してしまい、菌の生育は抑制されることが観察された。

　そこで、図3－3のように加湿装置を備え、送入エアーを乾燥エアーから水

蒸気を含んだエアーに変えることで、培養物の乾燥と、不織布に含む水の気化

熱による温度低下を抑制した培養検討を行った。角槽培養における培養中の温

度分布と培養後の菌の生育分布の関係を調べ、角槽培養条件の最適化を図るた

め、24℃の恒温室内で、送入エアーの温度（滅菌水温度）を変化させて培養を

検討した（表3－1）。

表3－1　多段式培養における培養条件

検討．培養室　エアー流量　滅菌水

翫．　設定℃　　1／而n　　　℃

変更ポイント

｜
り
L
つ
δ
4
に
謬
C
U

9
ム
ウ
4
リ
ム
ウ
ム
2
り
亀

450

45◎

450

450

450

450

］
4
」
リ
ム
リ
0
3
角
O

ワ
L
リ
ム
リ
L
ワ
L
り
乙
リ
ム

滅菌水タンクにドライエァー流す

エアー送入を上、出口を下方へ変更

パンチングパネル穴数変更＊

＊エアー送入側のパンチングバネルの穴の籔を濃少

　　　上1段～20段目、50段目～60段までを3／86に

　　　　（20段目～50段目は、そのまま全翻86／86）
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表3－2　多段式培養における生育と温度分布の培養

検討　滅菌水　棚

N◎．　設定℃　段数　　b

生育分布の結果 培養中の温度分布
h b h

］ 2｛

』
5
0
5
n
U

　
－
つ
0
4
C
U

］．4　0．4　0．6

0．8　0．8　1．◎

　　　o．5

　　　0．6

　　　0．8

（25－2了）

2 21

ま
墨
§
0
5
∩
U

　
迫
ー
り
◎
4
C
V

0．6　董．5

0．6　］．8

0．了　1．］

◎．6　1。4

0．了　o．8

ρ
◎
0
0
9
◎
◎
桧
∪

4
』
1
0
∩
り
◎

（21－22）　（24－2了）　（26－29）

3 22

竃
5
◎
5
∩
U

　
－
う
0
4
農
V

2
0
n
U
§
2

］
－
†
ー
0
1

¶
1
9
1
n
U
O

｛
∩
U
望
1
1
4
1

2
4
4
0
尋
7
‘

ま
‖
1
1
∩
U
n
U

（22）

（23－26）

（26－27）

4 23

1
5
0
5
∩
リ

　
イ
ー
つ
0
4
口
U

5
繧
U
g
n
U
9
己

¶
1
4
1
n
∨
1
1

4
0
0
3
4
了

宅
｛
0
1
1
n
U

　
×
0
◎
4
］
ワ
ム
ρ
0

4
1
1
4
》
ぷ
ー
n
U

（23－2の （28－3の

5 23
肇
5
∩
U
r
◎
n
U

　
l
I
つ
0
4
C
U

1．1　1．5　1．4

1．5　　1．5　　1．6

1．了×0．7×1．2

1．8　1．8×0．5

1．4　］．1　1．6

（23－25）　　　　　　　　　（26－27）

　　　　（25－29）

6 23

4
8
5
n
U
5
n
U

　
4
－
3
4
ハ
◎

×0．了×1．0×0．了

　輻5　　2．1　×重．7

　1．5 ×0．了 ×0ひ6

　1．5　　2．2　　1．4

　1。4　0、8　0．8

（28－30）

（27－3◎）

（26－2了）

　　　　　　　　　　　　　　　b、e、　h；棚の位置（図3－3）

条件：　培養室設定温度；24℃　　　　エアー流量；45引／加n

　　　　エアーを滅菌水タンクに通し、加湿して培養檬に流した

　　　　検討閥o．5，6；エアー送入を上方から、出口を下方へ変更

　　　　検討No．6；エアー送入側のパンチングパネルの穴を減少

結果（生育）：菌数；検鏡数／×108個／c㎡、×；培養物変色（茶褐色）
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　その結果を、表3－2に示す。送入エアーの温度（滅菌水温度）が22℃以下

の時（検討1，2，3）、エアー送入側と角槽下部の菌の生育は、検鏡数が108個／

c㎡以下と低かった。その際、生育不良の部分の温度分布は22℃前後であった。

そこで、送入エアーの温度（滅菌水温度）を23℃にして培養したところ（検討

4）、エアー送入側の菌の生育状態は改良されたが、角槽10～20段目の出ロ側

（9，h，i）の菌の生育は茶褐色をおび、検鏡数も！o8個／c㎡以下であった。そ

の際、生育不良部分の培養温度は28～30℃と高かった。また、角槽下部（60段

目）の菌の生育も、検鏡数が108個／c㎡以下と依然悪かった。

　さらに、エアーの送入ロを上部に変更したところ（検討5）、角槽下部の生育

は改善されたが、出口側（9，h，i、ひどい段はd，e，fも）で茶褐色をおびた

生育の悪い部分が存在した（20～50段目）。

　出ロ側の生育不良は、エアー流れの滞留による蓄熱が原因と考えられ、検討

5で生育の悪かった20～50段目にヱアーが流れやすいように、その他の段の部

分のパンチングパネルの数を3／86に減少させて培養した（検討6）。その結果、

39段目から下部の生育は改善されたが、予想に反し、38段目より上部の出口側

の菌の生育状態は、すべて茶褐色で、培養温度は、27～30℃と高かった。

2、天井部を半密閉にした角槽内の生育分布の検討

　さらに、角槽内部の熱を放熱させる方法として、角槽にっいているバルブを

開放し蓋を逆さに傾斜させ浮かせることにより、内部エアーを外気と入れ替え

るようにし、培養を検討した。

　その結果、依然、角槽内部の温度は高く（図3－4）、棚上段から45段目まで

は表面が茶褐色を呈し、乾燥後、一部の菌数は108個／c㎡以下であった。また、

本方法では内部エアーを外気と入れ替える方法をとったが、106個／c㎡程度の

細菌による汚染はあるものの、カビによる汚染はなく、問題となる雑菌汚染は

なかった（表3－3）。

3．蓋開放による角槽内の生育分布の検討

　上記により、内部エアーを外気と入れ替えても問題になるほどの雑菌汚染は

なかったので、角槽内部の熱を放熱させるために、角槽を開放して培養した。
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表3－3　半密閉型多段式培養による培養結果

棚位置

No．8）

培養6日後 乾燥2B後
・検鏡数b）　　生菌数b） 検鏡数b）　　生菌数b）

培養物変色

（培養後）

至
1
り
4

｛1

35

45

0
0

5
慶
U

1．4

1。3

1．2

2．4

2．5

竃．6

2．5

1．4

o．78

1．尋

1．3

1．5

1．o

1．o

2．§

茶褐色

茶褐色

茶褐色

茶褐色

なし

a）；恥．は、上から数えた欄段の位置（全段60段）

b）；検鏡数、生菌数いずれも×106個／c㎡

　その結果、上2段は乾燥して生育が停止したが、3段目は培養5日目で、わ

ずかに水分を含み、それ以下（下段）の生育は良好であった（表3－4）。培養

時の角槽内部の温度変化は、室温が25℃で推移するのに対し、角槽内部の壁面

も25℃と、全く蓄熱の様子は見られなかった（図3－5）。

　　　　　　　　　　　　　　　　考　　察

　角槽による培養を考案した時点では、一定温度（25℃）のエアーを少量流す

だけで、培養は可能と考えた。さらに、4001／rnin以上の乾燥エアーの供給に

より、角槽内で乾燥まででき、植菌から乾燥まで無菌的なクローズドシステム

で行えると考えた。

　その考えのもと、角槽による培養条件を検討した結果、エアー送入付近の乾

燥だけでなく、乾燥のため起こる気化熱による温度低下、逆に、培養が進むと

菌の生育で発せられる熱による温度上昇のために角槽内に温度分布の差が生じ、

それに応じて角槽内の位置により生育に差がでることが確認された。当初、培

養・乾燥後に切断していた不織布を培養前に打ち抜いてスリットをあけ、培養

時の通気の流れを良くすることによって若干の改善は得られたが、根本的な解

決には至らなかった。
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表3－4　多段式培養による培養結果

　
数
樋
段

培養（6d）後 乾燥（4d）後

検鏡数 生菌数 検鏡魏 生菌薮

培養物変色
（茶褐色）

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
1
1
1
1
2
2
2
2
2
3

1．7×柵8
1．6

¶．8

2．2

2．3　　　　　　　　　3．4　×1｛｝8

2．尋

2．2

2．3

2．8

』．了

2．3

1．§

2．0

2．3

2．5

2．§

2．2

2．3

2、3

重．7　　　　　2．了

（掴／㎡）

1．8　×1｛｝8　　1．9 ×重o⑲

2．2

2。5

2。3

2．0

し
し
し
し
し
し
し
し
し
し
し
し
し
し
し
し
し
し
し
し

な
な
な
な
な
な
な
な
な
な
な
な
な
な
な
な
な
な
な
な

35 1．8 なし

40 1．9 2．6 なし

45 2．2 なし

50 1．7 2．8 3．4 なし

5
◎
V
n
U

に
0
5
繧
U

8
¶
‖

－
リ
ム 2．9

゜
し
し

な
な
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　そこで、エアー送入付近の乾燥や気化熱による温度低下の問題にっいては、

滅菌水タンクを用いた加湿エアーの供給ができる培養システムにより、角槽内

に一定温度の加湿されたエアーを送入した。その結果、生育は良くなったが、

まだ均一な生育状態には至らなかった。角槽内に生じる菌生育による発熱のた

めの温度分布の差は5℃であった（表3－2）。密閉された角槽内で、一定温度

範囲（23～28℃）に維持して培養するためにはエアーの均一な流れ、温度上昇

（生育に伴う発熱によるもの）の抑制、エアー送入付近の乾燥や気化熱による

温度低下の防止といった化学工学的設計が必要であり、単純な設計では対処で

きないことが判明した。

　植菌から乾燥まで無菌的に密閉系で行なうことに関しては、当初、①培養す

る不織布自身の雑菌汚染の防止、②作業する側の安全性という2っの目的があっ

た。しかし、清酒工場の製麹工程では、原料の蒸米の滅菌は充分に行なわれる

が、その後の工程は、雑菌汚染の対策として結露防止にっいては注意するもの

の、比較的オープンな状態で培養が行われており、その後の本菌培養の検討で

も、角槽と不織布の滅菌、植菌の無菌化が完全であれば、雑菌汚染の心配は少

ないと考えられた。また、作業者に対しては、本菌の安全性が確認された（農

薬検査所）現在において、必要最小限の安全対策（マスク、手袋等）をとれば、

こだわる必要はないと考える。

　そこで、培養における角槽内部の蓄熱は棚の上部で確認されていることから、

その天井部（蓋）を開放して培養することを検討した。蓋を10－2伽m浮かせる

半密閉型培養方法では、なお蓄熱による内部温度上昇のために一部生育不良が

認められた。本検討では、最終的には角槽を恒温室内に置き、強制的に送入し

ていた無菌エアーは、バルブや蓋を開放することにより自然対流で外部からの

空気が取り込んで、容積当りの培養物の負荷（水分）が高いので、内部湿度も

コ00％に保てると仮定して停止させた。仮定通り、無菌エアー停止による培養へ

の大きな影響はなかったものと考えられる。

　そして、天井部（蓋）の開放により、蓄熱による内部温度上昇はなくなり、

棚上段の一部乾燥による生育停止を除いて、ほぼ生育は良好となった。すなわ

ち、菌の生育で発せられる熱は、角槽内の空気の自然対流で、開放された天井

部から十分放熱されるものと考えられる。
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　さらに、生産性を追及し量産化のための製造装置としては、角槽中の棚のピッ

チを狭め、段数を多くすること（培養物高負荷条件）がポイントであり、今回、

18㎜ピッチ60段の棚で培養が可能であることが確認できた。しかし、天井部

（蓋）の開放で、上段の培養物が乾燥するために生育が停止し、その不良が3．3

％（2／60）生じるのは量産方法としては改良の余地があった。そこで、最終的な

製造装置は、培養物の高負荷条件を確保するために棚のピッチを狭め段数をよ

り多くし、角槽部は培養室として1室にし、天井部を広げて温度・湿度調整が

行えるようにした。それにより、本製剤の量産が可能となった。
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第4章 防除

第］節 柑橘園でのゴマダラカミキリ防除

　ゴマダラカミキリ（飢0μαρ九αrαmαZαsZαCαThoms◎n）は、カミキリムシ科

（Cerambycidae）、フトカミキリ亜科（Laminae）に属する。小島・中村（1986）は、

今まで記載された本種のすべての食樹にっいてまとめたが、それによれば本種

は、フトカミキリ亜科のうちでも特異なほど広食性を示し、表4－1にみられ

るように、スギやモクマオウのような裸子植物からバラ科のような被子食物、

イタドリのような草本に至るまで50種以上の植物に対して報告例がみられ、そ

の中でも柑橘類への被害例数が最も多い。

　ゴマダラカミキリは幼虫が地際部の樹幹内を食害する穿孔性害虫であり、時

には樹を枯死させるため、柑橘園ではミカンハダニに次ぐ重要病害虫に挙げら

れている。本虫は、近年、放任園の増加や的確な防除法がないことが相まって、

発生が増加傾向にある。次の世代の被害を抑制するために成虫防除をしている

のが現状であるが、既存の有機リン剤や合成ピレスロイド剤は残効が2～3日

と短く、天敵昆虫への影響が懸念される。柑橘園ではやはり重要害虫であるカ

イガラムシに対する寄生蜂（ヤノネッヤコバチ等）が導入され定着されっっあ

り、また、ミカンハダニに対してはハダニアザミウマ、カブリダニやハネカク

シ類といった天敵昆虫がその防除に大きな役割を果しており、ミカンハダニに

対して化学農薬を多用するとリサージェンス（天敵昆虫が減ってしまって、害

虫が増え出す現象）を起こすといった問題もある。したがって、ゴマダラカミ

キリは捕獲によるところの防除が現状であり、地域によっては自治体が、1頭

数十円で買い取っているところもある。加えて、消費者の果実に対する高級化、

差別化指向が高まり、さらに、オレンジの輸入自由化にともなって、古くから

生物的防除の取組みの進んでいるカリフォルニアや南米産の輸入オレンジに対

抗するためにも、日本産カンキッ類の安全性をアピールできる防除体系を構築

する必要があり、ゴマダラカミキリに対しても生物的防除の確立が急務とされ

ている。
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表4－］　ゴマダラカミキリの加害植物
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小島・中村（1986）日本産カミキリムシ食樹総覧より作成
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　柑橘園での『バイオリサ・カミキリ』によるゴマダラカミキリ防除は、国や

各県の多くの試験場で検討されている。九州地区では1991～1993年に、九州地

域重要新技術研究（1994）として重点研究が行われた。そして、1995年に農薬

登録の認可を得てからは、各県の普及センターや農協が、普及のための試験を

行っている。それらの中から代表例を紹介する。

　　　　　　　　　　　　　　　材料と方法

　本製剤の防除方法は、地際の主枝の分岐部に製剤を掛ける「枝かけ法」、あ

るいは、主枝および主幹部に製剤を巻き付けホッチキス止めする「バンド法」

による処理が行われる（写真4－1）。その本数は、圃場内の全樹に製剤を1

本ずっ施用する全量全樹処理、あるいは、半分に切断した製剤を全樹に施用す

る半量全樹処理、半分に切断した製剤を2樹に1本施用する半量半樹処理など

が検討されている。

　評価方法としては、製剤施用後数日置きに圃場からゴマダラカミキリ成虫を

採集（捕獲）し、個体別飼育して感染死虫の割合（率）を調べた。

　別の評価方法として、成虫が発生する前に調査する柑橘樹（約100本）を選

び、6月に製剤を施用して、9月に、選んだ調査樹から前年の幼虫（被害）の

数にあたる新しい成虫の脱出孔数と、新しく活動している幼虫の数（糞の跡）

を測定し、その比（幼虫数／脱出孔数）を被害率として表した。

　　　　　　　　　　　　　　　結果と考察

　九州地区の試験では、施用圃場から採集したゴマダラカミキリ成虫の感染状

況を表4－2（九州地域重要新技術研究，1994）に示した。全量全樹処理、半

量全樹処理では、製剤を設置30日後までは、捕獲し個体飼育したゴマダラカミ

キリの感染率は56～100％と高かったが、40日後は減少した。半量半樹処理で

は、1例だけであるが、43～60％と低かった。

　こうしたゴマダラカミキリ防除の防除効果は、ゴマダラカミキリ成虫が脱出

した孔の数と、それら成虫によりその年に新しく産みっけられ成長している食

入幼虫数との比で表すことができる。1頭のカミキリムシに対して幼虫数が1

頭であれば防除効果が1であり、1より大きいとカミキリムシが増加し、小さ
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表4－2　菌製剤施用圃場から採集した成虫の感染状況

施用量　　年次 場　　　所 処理月日
処理後

日　殿
採簗虫畿

懇　　染

虫率く％）

9星　鹿児農県垂水市 5．24 0
◎
0
0

霊
ξ
2
？
り
4

弓
4
§
3
之
∨

つ
◎
4

56．3

73．3

66．7

20．0

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　13　　　　　　　　　　　69．2
全量全槻　　　92　　熊本県三加和町　　　§．§　　　　　　加　　　　　　　15　　　　　　80．0
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　40　　　　　　　　　　　　1◎　　　　　　　　　　　60．0

　　　　　　　　　　　　　　　　1⑰　　　　　　　　　　　　30　　　　　　　　　　　96．「ぎ

93　熊本藁松橋町　庄1　　器　　　il　　Ii：】
　　　　　　　　　　　　　　　　40　　　　　　　　　　　　　】【0　　　　　　　　　　　　20．0

半鐙全樹 92　　　　　　擾　　臣6　』琴‖」　古　　鍵　　町　　　　　　　6●12

O
n
U
n
U
O

ー
ウ
倫
令
◎
膚
亀

8
§
2
7
書

り
白
4

η．4

78．O

lOO．0

42．9

半量半観　 §2　橿岡累古賀鱗 6．12

O
n
V
O
n
U

1
2
9
0
」
亀

4
S
百
U
n
》

－
▲
2
1
1

4巳9
60．0

40．0

5◎．0

いと減少すると考えられる。製剤施用による菌の感染率に対する防除効果をプ

ロットした結果（図4一ユ；樋口・柏尾・橋元・堤・甲斐・行徳，1990）、防除

効果が2より大きいと被害が進み、0．5以下で防除効果が上がったとすると、感

染率が60％を越えると薬剤散布などの慣行防除と比べても高い防除効果が示さ

れたと考えられる。

　さらに、施用面積を広げての試験が行われ、コ994年に鹿児島県垂水市の試験

では、3haの圃場に全量全樹処理し、中心部2か所と周辺部3か所にっいて、

200rn離れたユか所と比較し、ゴマダラカミキリ成虫の採集区を設けて感染率を

調べた結果は、施用後ほぼ2か月後の7月26日までを平均しても66～89％の高

い感染死虫率が得られた（表4－3；九州地域重要新技術研究，1994）。施用圃

場から200m離れた比較区でも感染が確認された。これらは、施用圃場で感染し

た後比較区に侵入したか、あるいは、侵入した成虫にB．6roηg励αr垣を伝播さ

れた個体であり、従って、施用圃場だけでなく周辺の圃場に対しても本製剤の

効果が波及していることが示唆された。

　最近では、より低コストで使用するために、広い面積での半量全樹処理といっ

た単位面積辺りの処理量を少なくする検討が行なわれている。
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表4－3 鹿児島県菌製剤広域施用圃場（3ha）から採集した

成虫の感染状況（］994）

採集日および病死虫籔／錬集虫籔

調査團場 6／2　　　　　6／了　　　　　6／14　　　　6／21　　　　6／28　　　　7／§　　　　　了／12　　　　7／書9　　　　了／2§

7日目　　12日1…］　　16日自　　231ヨ自　　30EI　E］　3了葦ヨ自　　44El目　　5｜日ξ‖　581ヨ｜…‖

病死虫率％

申央1　　5／5　　9／10　　8バ3

中央2　　0／0　　0／0　　20／26

周辺1　　　　　0／0　　　　　0／0　　　　　6／28

周辺2　　0／0　　1／1　　5／了

周辺3　　0／0　　0／0　　14パ§

無施用　　　n．c．　　n．　c．　　2／24

7／12

10／12

3／4

1／1

6／10

n．C．

6／1｛1　　　8／11

13／13　　0／⑪

7／§　　6／6

了／8　　2／2

5／6　　4／4

11／21　n．c．

o／o

o／0

8／8

7パ

1／重．

n．C．

0／0　　0／0　70．5備／61）

1／1　　0／0　　84．6（44／52）

3／3　　　　　2／3　　　　66台0（35／53）

1／1　　　　　0／｛｝　　　88．9（24／27）

0／1　　　　　0／6　　　　73．2（30／剤）

n．c．　　　　n．　c．　　　28．9（13／45）

n．c．；未翻査

　　　　表4－4

脱出孔翻査

和歌山県植物防疫技術確認圃試験（1996）

調査樹数 脱出孔数　幼虫数 　被害率
（薗虫籔／愛出孔薮）

処理区
無処理区

100
100

go
30
5
7
g

百
◎
3

∩
U
傭
∠

n
U
n
U

感染率調査

処理後日数と捕獲数・感染虫数。感染率％

　処理後11日目　　　　24日目　　　　31日目
擁疑薮　・葺染虫薮・員染皐　　嫡獲薮　・菖染虫薮・慈染率　　誘獲薮　・轟染虫鍛・慈染奉

無処理区

処理区

接触区

広
」
5
4

n
U
4
4

　0

80

100

2　0　　0

1　1　　100

1　0　　0
了　5　　了1

4　3　　蔦

（和敷山県；平成8年度病害虫及び雑草防除技衛確認ほ翻査成縫讐よリ）

一39一



　1996年、和歌山県植物防疫協会に本製剤の技術確認圃試験を申し込み、和歌

山地域普及センターの協力を得て、その地域の農家の圃場で試験を行った。

2ha約1500本植えられた柑橘樹に半量（25㎜幅）全樹処理して、その年の脱出

孔数調査による被害を調べた結果、表4－4に示すように、無処理区において

も、その年の被害は0．23と少なかったが、製剤処理区はさらに0．06と低く、本製

剤による防除効果が示された。さらに、必要最小限の捕獲i数（5頭程度）におけ

る感染率調査の結果でも、処理後31日目まで71％の感染率を示し、製剤に成虫

を強制接触させて製剤の残効を調べる接触試験でも感染率75％と高かった。す

なわち、経済性を考え、半量（25㎜幅）全樹処理を行っても、約30日の残効が

あり、それが、実防除にっながることが実証された。各県・地域において、同

様な実際の防除の検討がされている。

第2節 桑園でのキボシカミキリ防除

　キボシカミキリ（Psαc砿舵αん‘／αr乞s　Pascoe）は、カミキリムシ科（Ceramby－

cidae）、フトカミキリ亜科（Laminae）に属する昆虫で、現在約10亜種に区分さ

れている。このうち、Psαc砿んθα昆αris尼zαr‘sが本州、隠岐、四国、九州、対

馬など日本列島のほか台湾、朝鮮半島および中国など東アジアー帯に分布し、

クワ、イチジク、アコウ、ビワなどの生木を寄主植物としている（伊庭，1993）。

しかし、桑園害虫発生状況調査成績（農林省蚕糸園芸局，1969）ならびに桑園

害虫の発生予察に関する調査成績（農林省農蚕園芸局，1977）などから判断す

ると、かっては、クワカミキリ　（Apr60πα元αρ。疵α）およびトラフカミキリ

（XiyZOεrθC九S　CんZπθ砲s）の両種が桑樹を加害する優先種であったが、1960年代

後半からは、キボシカミキリが重要害虫とみなされるようになり、最近ではイ

チジク園などでも多発して、問題となっている（山下，1980，1981）。桑園におい

ても化学殺虫剤の導入は、従事者の安全性はもとよりカイコに対する薬害が重

視され、キボシカミキリの防除の場合にも、有効な耕種的、物理的手段の検索、

成虫誘因（横井・吉井，1984，1985）、および天敵利用による生物的防除手段を組

み合わせた総合的防除体系の追究が行われてきた。その中で、糸状菌

Bθα肋eriαε飢e仇（＝Bかoπ9πzαr歳）を利用した防除法は、糸状菌発見以来、期

待されてきた（河上，1978、河上・島根，1986）。
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　　　　　　　　　　　　　方法、結果と考察

　桑園での『バイオリサ・カミキリ』によるキボシカミキリ防除も、国や各県

の多くの試験場で検討されている（吉井，1991、米山・渡辺，1992）。

　本製剤の桑園でのキボシカミキリに対する吉井（1991）の報告によると、約

9aの圃場で桑株の主幹上に2株に1枚の割合で本製剤をコ／2（長さ25cm）に

切断して処理し、その後採集されたキボシカミキリの感染状況にっいては、処

理後20日目まで67％以上の病死率が保持され、その後中間伐採により桑葉が刈

られ直射日光の影響を受けやすくなった状況下でも、35El目まで40％前後の病

死率を得た（表4－5）。25日以後の結果にっいては採集0日目の死亡個体数を

含めて換算すると、病死率は、30日目でも71％を示していると考えられる。

　最近では、やはり、より低コストで使用するために、単位面積当りの処理量

を少なくする検討が行なわれ、1／5以下に切断した製剤を用いた試験も行わ

れている。

表4－5　クワ圃場における製剤によるキボシカミキリの

　　　　　感染状況（吉井（199Dによる）

処理後採集　　死亡までの日数と死亡個体数　　　　病死率

の日数　虫　数　0　2　4　6　8101214161820合計　　％

　
¶
』
4
1
⇔
乙
り
仁
3
3
4

1
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量
■
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－
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り
亀
7
髪
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董

　
3
1
璽
1
　り
乙
1

　
　
　
　
8
0
0
1

9

1

5
り
エ
リ
エ
3
唱
き

2

　
つ
乙
　

－

つ
O
¶
1
1
り
乙

1

1

1

1
　1 §
0
鄙
6
マ
産
3
遵
『
4

合計1◎◎　17812刊］395｛◎2060　60

注）。0日の死虫は圏場内で病死していた｛目偉。採纂虫灘には含まれない。

　・20日と25日の間に晩鏡秋蚕期の中間伐採が行われた。
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第3節 スギカミキリ防除の試み

　スギカミキリはスギやヒノキの生立木を加害する穿孔性害虫の中で、最も難

防除で問題となる種類である（Kobayashi，1985）。この害虫による被害は増加す

る傾向にあり、種々の防除法が提案されている（小林，1986）。天敵糸状菌によ

る本種の防除にっいては、大長光（1982）の五εeπeZZα（＝R6roπg読αrε‘Dを使っ

た実験があり、最近では上田ら（1993）が丑6αssjαπαの丸太への散布による殺

虫効果を調査している。

　B．6roπg励αr垣は、キボシカミキリ、クワカミキリ、ゴマダラカミキリに対

して有効であるが、シロスジカミキリの成虫に対しては病原性が認められない

ことが示されている（滝口，1981）。そこで、本報では、且加oπgπ‘αr坑のスギ

カミキリ成虫に対する病原性を実験的に検討した。さらに、本種成虫が樹幹の

暗いところに好んで潜むという習性を利用して開発されたバンド・トラップ法

（柴田，1984）を応用して、スギ林内での製剤『バイオリサ・カミキリ』による

スギカミキリ防除を試みた。

　　　　　　　　　　　　　　　材料と方法

1．θわroηgη／∂rr〃の病原性

　奈良県室生村で採取したスギ被害木から、1987年4月4日に脱出した雄の成

虫3頭と雌の成虫3頭、および4月7日に脱出した雄5頭と雌5頭の成虫を実

験に供した。4月7日に直径12cm、高さ10cmのアイスクリームカップ内に、前

記の且broπg励r垣の製剤を5cmに切って入れた。そして、これらの成虫をそ

れぞれ1分間、このカップに入れて製剤と接触させた。その後、室温条件で同

じ大きさのカップ内で個体別に飼育し、成虫の寿命と病死の有無を観察した。

2，交尾による感染

　三重県、福井県および奈良県のスギ林で脱出した成虫を実験に供試し、交尾

によって且6roπ9尼αr垣が感染するかどうかを確かめた。まず4月7日に、雄

10頭と雌10頭の成虫を上記と同様に製剤と接触させた。その後1週間個体飼育

し、それまで飼育していたカップと異なるカップの中で、雌雄それぞれ製剤と
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は接触させていない相手と約1時間交尾させた。同時に、製剤と接触させてい

ない10対の雌雄も交尾させた。交尾後の成虫は、また別のカップ内で個体別に

飼育し、病死の有無を観察した。成虫の病死の有無は、死亡後の成虫を保湿し

て室温に保存し、糸状菌の叢生によって判定した。

3，感染した成虫の産卵数

　且加oπg励r坑に感染したスギカミキリ成虫の産卵数にっいて調査した。

1992年3月5日と6日に、奈良県吉野町でスギ被害木を割材し、雄20頭と雌20

頭の越冬成虫を得た。成虫は実験に供するまで約5℃の冷蔵庫内に保存した。

3月31日に室温下で雌雄1対を1日間、直径9cm、高さ5cmのシャーレ内で交

尾させた後、雌成虫を製剤と接触させた。その後、1頭ずっ飼育し、以後、死

亡経過と産卵数を調査した。　Bゐroπgπ放r痂に接触させない10頭の雌成虫も同

じ方法で飼育した。

4．バンド・トラップ法の応用

　4，1．ケ～ジ内試験

　且broπgπ乞αr垣剤をスギ丸太に巻き付け、スギカミキリ成虫が樹幹上を歩い

たり隙間へ潜り込んだりすることにより、成虫が本菌に感染するかどうかをケー

ジ内試験で確かめた。1989年に三重県、福井県および奈良県のスギ林で脱出し

た成虫を実験に供試した。100cm×80　cm×80　cmのケージ内に、長さ50cm、直径約

コOcmの丸太を4本立てた。そのうちの2本の丸太の中央部に製剤を巻き付けた

（図4－2）。他の2本には同じく中央部に幅5cmの遮光ネットを巻き付けた。

4本の丸太とも巻き付け部分に隙間を作るために、細い木片を差し込んだ。

4月7日に各丸太の上部に雄2頭、雌2頭、計16頭の成虫を放した。24時間後

に成虫を回収し、アイスクリームカップ内で個体別に飼育して、病死の有無を

観察した。4月8日から9El、9日から10日にかけても同じことを繰り返した。

　4．2．スギ林での適用

　試験は1990年に奈良県明日香村にある隣接する二っのスギ林で行い、それぞ

れを処理区と無処理区にした。処理区のスギ林は面積490㎡、15年生で平均胸高

直径は16．5cmであり、無処理区のスギ林は面積350㎡同じく15年生で平均胸高直
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径はコ5．7cmであった。両スギ林は最も近いところで約8m離れていた。この両林

は水田跡に成立しており、5，6年前にスギカミキリの被害が最も激しく、最近

は成虫個体数も減少傾向にあった。

　スギカミキリ成虫が脱出する前である1990年3月101ヨに試験を開始した。処

理区のスギ林では、77本のスギの地際からL3mの樹幹に且6roηgπiαr垣製剤を

巻き付けた。さらにそれより約15cm下の樹幹に遮光ネット（幅；約10cm、遮光

率；70％）を巻き付けた（図4－3）。その後3月31日、4月10日、4月21E｝に

両区の遮光ネット内や製剤に潜むスギカミキリ成虫を捕獲し、1頭ずっプラス

チックケース（直径；3cm、高さ5cm）に収容し、奈良県林業試験場の飼育室

に持ち帰った。捕獲の際に、無処理区の成虫に菌が人の手を介して感染しない

ように、必ず無処理区から行うように留意した。持ち帰った成虫は室温条件下

で湿らせた濾紙を敷いたプラスチックケース（直径；10cm、高さ6cm）内で個

体飼育し、毎日生死を確認した。

　　　　　　　　　　　　　　　実験結果

1，8力roηgη但グ『〃の病原性

　本製剤と接触させたスギカミキリ成虫の寿命と病死の有無を観察した結果を

表4－6に示す。接触処理した成虫は、すべてB力roπg磁r臨に感染した。そ

して、寿命を雌雄別に比較すると、4月4日に脱出した成虫にっいては、感染

させた成虫の方が雄、雌ともに有意に寿命が短い傾向がみられた（p〈α05）。ま

た7日に脱出した成虫にっいても、雄、雌ともに同様の傾向が見られた。この

ことから、キボシカミキリの病死体から分離した86roπgπ」αr垣は、スギカミ

キリ成虫に対しても病原性を持っことが明らかとなった。

2．交尾による感染

　且6roηg励αr垣に接触させた成虫、および、それらと交尾させ直接菌と接触

させていない成虫の病死の有無にっいて、観察した結果を表4－7に示す。感

染させた雄10頭と雌10頭の成虫は、雌の1頭を除き病死した。このような成虫

に、菌と接触させていない雌雄成虫をそれぞれ交尾させたところ、相手となっ

た成虫もすべて病死した。すなわち、且扉oπ9痂ア垣に感染した成虫は、交尾

によって相手に感染させることが明らかになった。
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表4－6 旦加oηgηi∂rτ〃で感染処理したスギカミキリ成虫の

寿命と病死率

羽化脱出臼　処理　供試成虫数 平均寿命
（日）

病死率1）
（％）

4月4日 処　理　　♂

　　　　　♀

無処理　　♂

　　　　　♀

2｛．3白　（19－23）　2）　　　1◎0

24．3b　（22－26）　　　　　　1（▲｛妻

32．了厨　（32－36）　　　　　　　　◎

3∠き．了b　（3｛」－40）　　　　　　　　｛｝

4月7日 処　理　　♂

　　　　　♀

無処理　　♂

　　　　　♀

1了．2c　（15－2｛］）

16．Od（得一行）

29．2c　（24－33）

35．4d　（34－37）

100

100

　0

　◎

注）D：死後菌叢生を確認した病死個体の割合

　　2）：（最小一最大）

　a～d：同一添字同士で有意差あり（＋検定、　p＜◎．05）

　表4－7　製剤に感染させたスギカミキリ成虫との交尾による

　　　　　　成虫の感染率

験
号
試
番

成虫の
組合せ

供試成虫数
　（頭）

感染率D
（％）

1 感染させた♀

感染させない♂
n
U
n
U

l
B
－

go

100

2 感染させた♂

感染させない♀
∧
騒
0

重oo

1◎o

3 感染させない♀

感染させない♂ 0
0

蓼
0

注）n：死後菌叢生を確認した病死鯉体の翻合

一45一



表4－8 8加oηgη／∂r了〃に感染させたスギカミキリ雌成虫の

寿命と産卵数

処理 供試成虫数
　（頭）

病死率
（％）

寿　命
（日）

産卵数

処理

無処理

4
1
　
4
ー
■

100

　0

6の4±　1．31）　　23右5±23．21）

19．5：｛：　’『．61）　　69。1±33．81）

注）1）：平均髄±標準編差

3．感染した成虫の産卵数

　且6roπgπ6αr垣に接触感染させたスギカミキリ雌成虫の病死率、寿命、およ

び、産卵数の結果を表4－8に示す。処理した雌成虫の寿命は、無処理群のそ

れよりも有意に短い傾向がみられた（p〈0．01）。

　さらに処理雌と無処理雌の平均産卵数をみると、処理雌は23．5±23．2個（平

均±標準偏差）、無処理で69．1±33．8個となり、処理群で有意に少ない傾向がみ

られた（p＜0．05）。飼育成虫の生存曲線（lx）と産卵曲線（mx）をみると（図

4－4）、無処理群では27日間に成虫がダラダラと死亡したのに対し、処理群で

は処理後7日以内にすべての成虫が死亡した。さらに無処理群では20日間にわ

たって成虫が産卵し続けたのに対し、処理群では5日間で産卵が終了したこと

が明らかとなった。このように、雌成虫にR6r。πg励αr功を感染させることに

よって、次世代の卵数が少なくなることが明らかとなった。

4，バンド・トラップ法の応用

　4．1，ケージ内試験

　製剤をスギ丸太に巻き付けたケージ内に放し、24時間後に回収した成虫の病

死の有無の結果を表4－9に示す。回収した成虫を個体飼育したところ、3回

の繰り返し実験ともすべての成虫が感染したことが明らかとなった。ケージ内

に放された成虫は、鼠6mπ9π‘αr境を繁殖させた製剤に接触したものと考えら

れる。
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表4－9 製剤処理した丸太を入れたケージ内におけるスギカミキリ成虫の

感染病死率

試験番号 放虫期間 放虫成虫数
　（頭）

回収成虫数
　（頭）

病死率D
（％）

］ 4月了一8日 ♂　　8 8 1◎o

♀　　8 6 100

2 4月8－9日 ♂　　8 身 100

♀　　8 3 刊o

3 4月9ヰo日 ♂　　8 4 100

♀　　8 2 で◎o

注）⇔：回収個体の中の死後菌叢生を確認した病死個体の割舎

表4－10 8わroηgη／∂π〃製剤を処理したスギ林でのスギカミキリ成虫の

採集個体数、採集後の寿命、病死率および産卵率

処理後の日数試験区性採集
（採集月日）　　　　　　　　個体数

寿命1）

（日）

病死率2）　産卵率3）
（％）　　　（％）

21日後

（3月31日）

処理区　♂
♀

無処理区　♂

♀

情

10

了

3

行．6±5．ga

17・6±10．9

34．1±10．了霞

25．0± 6．2

71．4

60．0

摺．3

33．3

100

100

3竃日後

（4月10日）

処理区　♂
♀

無処理区　♂

♀

6

8

5

11

1輻7±　5．竃

11．8±4．4b

20．8：圭： 3．6

31．3±8．8b

66．了

75．0

◎

36．4

100

100

42日後

（4月21日）

処理区　♂
♀

無処理区　♂

♀

o

1

o

1

材

15

100

100

100

でoo

注）n：平均魑±檬準嬬差
　゜’b：同一添字同士で有意差あり（t一検定、　p＜0．05）
　　2）：採集鰯体の申の死後菌叢生を確認した病死偶体の割合
　　3）：採集♀腿儒体の中の飼育中に産卵した鰯体の鶴合
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　4，2．スギ林での適用

　スギ林において且6roπg励αr垣製剤の処理区、無処理区から採集したスギカ

ミキリ成虫の個体数、採集後の寿命、採集個体数の中の感染率、ならびに雌成

虫の産卵数を表4－10に示す。3月31日に採集した処理区の雄成虫14個体の平

均寿命は17．6日に、また無処理区の雄成虫7個体の平均i寿命は34．1Elとなり、

両者の間には有意な差が認められた（p＜0．05）。同日に採集した処理区の雌成虫

10個体の平均寿命は17．6日に、また無処理区の雌成虫3個体の平均寿命は25．0

日となり、処理区の方が短い傾向がみられたが、有意差は認められなかった（p＞

0．05）。4月10日に採集した処理区の8個体の雌成虫の平均寿命は11．8日になり、

無処理区の11個体の雌成虫の平均寿命3L3日より有意に短い傾向が認められた

（p＜0．05）。同日に採集した雄i成虫の平均寿命は、処理区の6個体で11．7日に、

無処理区の5個体が20．8日で、処理区の方が短かったものの有意差は認められ

なかった（p＞0．05）。4月21日にi採集した処理区の雌成虫1個体の寿命は14日で

あり、また、無処理区の雌1個体の寿命は15日であった。

　感染率は、3月31日に採集した処理区の雄成虫と雌成虫でそれぞれ7L4％と

60。0％となり、無処理区のそれぞれのコ43％と33．3％より高い傾向が認められた。

感染個体数と非感染個体数にっいて処理区と非処理区で差があるかどうかを検

定したところ、雄では有意差が認められた。4月10日に採集した成虫にっいて

も、処理区の感染率は雌雄それぞれ66．7％と75．0％であったのに対し、無処理区

ではそれぞれ0％と36．4％になり、処理区の方が高い傾向が認められた。4月

2田に採集した処理区と無処理区の雌成虫は、いずれも感染していた。

　雌成虫の産卵数をみると、3月31日、4月10Elおよび4月21日に採集した処

理区、無処理区のすべての雌成虫はカップ内で産卵したことがわかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　考　察

　室内での飼育実験により、B6アoπgπiαr垣はスギカミキリ成虫に対して病原

性を持っていることが示された。そして、R加⑰9π」αr垣に感染することによっ

てスギカミキリ成虫の寿命が短くなり、また、雌成虫の産卵数も少なくなるこ

とが明らかになった。

　今回のスギ林での野外試験では、実験的にケージ内で行った試験と同じよう
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に、製剤処理区で成虫の感染率を高めることができ、成虫の寿命を短くするこ

とができた。スギカミキリ成虫は夜間にスギやヒノキの樹幹上を歩くこと（杉

山ら，］987）、および樹幹の隙間などの暗いところに好んで潜む習性があること

も知られている（柴田，1984）したがってRわroπg雄励6を培養した製剤を樹

幹に巻き付けた処理区では、スギカミキリ成虫が製剤の上を歩いた時や、製剤

と樹幹の隙間に潜んだ時にこの菌に感染したものと考えられる。実際、調査時

に製剤と樹幹の隙間に潜んでいる成虫も捕獲することができた。

　さらに、今回の実験によって丘broπg泣αr垣は雌成虫から雄成虫へ、また、

雄成虫から雌成虫に、交尾によって感染することが確かめられたので、交尾に

よる感染も林内成虫の感染率を高める要因のひとっになったものと考えられる。

今後、スギカミキリの密度を制御するためには、先に述べた樹幹への本菌の処

理とともに、感染個体を林分に放して感染率を高くする方法の適用も考えられ

る。この場合、産卵しない感染雄成虫の放虫が有効であることはいうまでもない。

　野外実験の処理区と無処理区で捕獲した雌成虫はすべて産卵した。Sibata

（1987）が指摘したように、本種の雌は脱出後すぐに交尾して産卵することがで

きる。しかし、飼育実験から、雌成虫は本菌に感染すると寿命が短くなり、産

卵数も少ないことが明らかとなった。このことから、本法の適用によって次世

代密度の出発点であるスギ林に産卵される卵数を少なくすることが期待される。

　片桐・島津（1980）は、B6mπgπZαr㍍をマツノマダラカミキリ成虫防除に

利用することを提案しているが、その方法は菌をマッノマダラカミキリ成虫の

摂食時に樹幹に散布するなど、労力の面で薬剤散布と同じであり問題がある。

また、キイロコキクイムシにB．6αssiαπα菌を運ばせて枯れマッ樹皮下のマツ

ノマダラカミキリ幼虫を防除する方法が試みられている（Fukuyamaら，1989，

野淵，1989）が、キクイムシの大量増殖が困難であるなどの問題点が多い。今

回のスギカミキリの場合は、成虫の習性を利用して、R6roπg砿r垣を培養し

た製剤を巻き付ける方法が可能であり、処理作業も大変簡単なため、効率的に

成虫に感染させて、防除できるものと考えられる。実際、本成果を出発にして

製剤『バイオリサ・カミキリ』が開発され、多くの試験場研究者により、果樹

のゴマダラカミキリや桑のキボシカミキリの防除にも十分利用できる方法であ

ることが明らかにされている。
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第4節 街路樹でのゴマダラカミキリ防除の試み 早
蓑

　近年、都市の環境緑化に対する関心が高まり、道路緑地帯、都市公園、公共

住宅団地などにおける公共緑化木の需要は著しい伸びを示している。緑化樹の

生産は、主に、千葉、埼玉、東京、神奈川、栃木、群馬の6都県で全国生産額

の72％を占め（堀江，1984）、各自治体も力を入れている。東京都では、1973年

から緑化用苗木安定供給事業を実施し、農家への委託生産を行っており、その

経費は5億円を越える。苗木の種類としては、最近はサクラ、ハナミズキ、サ

ザンカなどの花木類や、シラカシ、アラカシ、クスなどの常緑樹が著しい伸び

を示しているが、特にカシ類やカエデ類でゴマダラカミキリの被害が問題になっ

ている（阿久津，1990）。さらに、生木であるコナラ、エゴノキなどの人工雑木

林や、プラタナスなどの街路樹でもゴマダラカミキリの被害が認められている。

　特に、プラタナスなどの街路樹では殺虫剤の散布を好まない住民は多く、ゴ

マダラカミキリの被害を受けたプラタナスが強風のため、道路に横倒しにされ

ることもある。そこで、それを管理する公園事務所などからも、本製剤が注目

されており、本節では、『バイオリサ。カミキリ』による街路樹のゴマダラカ

ミキリに対する防除にっいて検討した結果について記述する。

　　　　　　　　　　　　　　　材料と方法

　試験は、1993年に、茨木市内のプラタナスが道路の両端に約8m間隔で植え

付けらた府道19号線（茨木寝屋川線）のうちの、府道138号線（三島江茨木線）

から野々宮二丁目交差点までの1．2kmで行った。約200本（片側100本以上）植

付けられたプラタナスの中で、府道138号線との交差点より200mの地点から約

150mの地点までの平田団地前のプラタナス（樹齢；6～7年）、両サイド20本

ずっ計40本を処理区とし、それらの両端から3本ずっ計12本の樹を隣接区、そ

れ以外を無処理区とした（図4－5）。これらのプラタナスは処理区を中心に

ゴマダラカミキリの被害が多くみられ、脱出孔が多く枯死している樹も数本み

られた。試験は、すでに成虫の発生が見られだした6月24日に、本製剤をプラ

タナスの株元に近い樹幹に巻き付け、ホッチキスで止めた（バシド法）。
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株元に近い部分に巻き付けたのは脱出孔が根元に多かったためであるが、草が

株元を覆い、日陰や目隠しになった。

　調査は、施用後1週間おきに、2人が約2時間かけ、処理区、隣接区および

無処理区のゴマダラカミキリの成虫を捕獲およびその死体を採取した。他の成

虫への汚染を防ぐために捕獲した成虫は、その場で1頭ずっプラスチックケー

ス（直径；10cm、高さ6cm）に収容し、次の捕獲の前には、アルコールで手を

消毒した。捕獲した成虫は持ち帰り25℃で飼育し、その後の生死および菌糸の

発生の有無にっいて調べた。

　施用35日後（7月29日）に一部の製剤を回収し、製剤を表裏2層に分け、そ

れぞれのサンプルを評価した。その方法は、単位面積当りの検鏡数、生菌数、

および、それら製剤に接触さたキボシカミキリ（人工飼育）の致死期間を調べ

ることにより行った。

　　　　　　　　　　　　　　　実験結果

　製剤施用後に捕獲したゴマダラカミキリ成虫に対するBゐアoπgπzαr垣の感染

状況は表4－11の通りであった。処理日6月24日が発生時期より遅かったため

か、捕獲数が全期間を通じても処理区で9頭、隣接区で3頭、合計12頭と少な

かったが、その場での死亡が3個体、残る9頭も100％且6roπgπiαr垣に感染死

した。一方、無処理区で、21日目までに捕獲した4頭は感染が認められなかっ

た。同じく28日目に発見された成虫1頭は感染死したが、これは処理区から信

号を挟んで約100mの樹木の地ぎわで発見された成虫であった。

　施用35日後に回収した製剤の菌数および接触さたキボシカミキリへの影…響に

っいては表4－12に示した。製剤の施用は表側が外部に向くように巻き付けら

れたが、サンプルAやCは内部である裏側の菌数が多く保持された。サンプル

BやAとCの表側の菌数はやや低かったが、それでもほぼ107個／c㎡以上の生

菌数が保持された。そして、キボシカミキリに対する致死効果にっいては、

1サンプル1頭で試験を行った結果、死亡しない個体もみられたが、6サンプ

ル中4頭が6～8日目に感染死した。
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表4－11 Bぴoηgη∫arr〃の製剤を処理した街路樹から採集した

ゴマダラカミキリ成虫の感染病死数

試験区　　処理後　　成虫の

　　　　　の日数　　捕獲数　　捕獲前

感染病死数

捕獲後

　　　　感染病死

合計　　率（％）

処理区

隣接区

無処理区

了
2
1
8
一
了
2
1
8
一
了
2
1
8

　
1
2
2
一
　
1
2
2
一
　
1
2
2

4
1
3
書
…
－
↑
0
1
一
1
2
1
1

0
0
2
1
（
0
0
0
0
一
〇
〇
e
O

蘂
1
1
0
…
1
1
0
1
…
0
0
0
1

4
』
3
1
↑
¶
』
騒
1
一
〇
〇
⑪
1

100

冊o

20

表4－12　街路樹に施用後35日目に回収した製剤の評価

サンプル 検鏡数

個／《㎡

生菌数

個／α6

キボシカミキリ成虫の

致死日数　　d

表
裏
表
裏
表
裏

一
　
　
一
　
　
一

A
　
　
B
　
　
C

3．2×1『
8．4

2．4

2．了

2．6

7．1

0．8×10了

5。9

1．6

2．4

2．3

6．5

　8
　8
　6
死亡せず

死亡せず

　7
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　　　　　　　　　　　　　　　　考　察

　ゴマダラカミキリは、ミカンやリンゴ等の果樹の他に緑化樹の害虫としての

被害も報告されている（阿久津，1990）。最近では街路樹であるプラタナスでも

問題とされ、その根元が幼虫により食害を受け、風雨で倒れたために、道路が

渋滞したことが新聞等でも報道されている。今回試験した茨木市内のプラタナ

スの街路樹でも多くのカミキリムシ類の脱出孔が認められ、ゴマダラカミキリ

が生息するのを確認した。さらに、脱出孔が多く、枯死した樹木も数本見られ

た。

　Bゐroπgπ乞αr垣培養製剤による街路樹のゴマダラカミキリに対する防除にっ

いて検討した試験では、処理後28日後まで処理区、隣接区において100％の感染

死虫率が得られた。今回試験した道路は、周囲が田畑や学校といった環境で、

街路樹のプラタナスの他はゴマダラカミキリの発生源となる樹木や区域は見当

たらず、製剤処理区で本プラタナスから発生した成虫は、カンキッ園やクワ園

と比較して主幹からの分岐が上方のために樹幹に巻き付けられた製剤の上を確

実に歩行し、100％感染したものと考えられる。35日後の製剤の抜き取り検査で

も、キボシカミキリに対しては6サンプル中4サンプルの致死結果で、製剤は

ほぼ107個／c㎡以上の生菌数を保持し、約1か月間に渡って感染力が持続する

ことが認められた。施用試験年（1993年）は冷夏で気温がそれほど高くならず、

雨が菌の再生条件として適していたこともあるが、施用した製剤の辺りは草が

覆い、日陰や目隠しになったことが、1か月に渡って十分効果認められた要因

と考えられる。

　本試験は、捕獲虫数が少なかった。それは、施用時期が、その発生時期より

遅れたためと考えられる。したがって、本製剤によるゴマダラカミキリ防除に

は、発生初期の6月上旬を目途に施用するのが好ましいと考えられた。そして、

今回の結果により、本製剤による街路樹や公園木でのカミキリムシ防除の可能

性が示された。最近では、バラ園での防除にっいても報告されおり（池上・小

林・伏木，1996）、本製剤『バイオリサ・カミキリ』は、農薬登録を受けたカン

キッやクワ以外の樹木においても、カミキリムシ防除が期待できる。
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第5章　且悟醜餌Zαr読由来のキチナーゼとプロテアーゼ

　昆虫病原糸状菌の研究は、19世紀末期から今日まで、1っはカイコやミツバ

チなどの益虫保護の面から、もう1っは害虫の生物的防除という目的に沿って

発展してきた。その感染機構は、疫病菌（Steinhaus，1949）や、コメッキムシ幼

虫に対するλ4θオαrrん；zi醐απZsopZ‘α¢の侵入（Zacharuk，1970　a，b，c）、コロラド

ハムシへのB．6αss乞伽αの侵入（Vey・Fargues，1977）の電子顕微鏡による観察に

よって報告されている。そのサイクルは、①分生子の付着、②昆虫体表面での

分生子の発芽、③侵入菌糸の昆虫表皮貫通により昆虫体腔内への侵入、④体腔

内体液養分を利用して、短菌糸の発芽、分裂（増殖）、⑤各組織、器官に侵入し

て栄養分の奪取、⑥寄主昆虫の致死、⑦体表へ菌糸が出現、⑧分生子形成、の

過程を経る（図5－1；Steinhaus，1949，青木，1977）。

　糸状菌による昆虫の致死までの時間は、昆虫体内への侵入力と、侵入後の殺

虫力に影響されるが、昆虫体内への侵入には、体表を構成するキチンータンパ

ク質複合体からなるクチクルの酵素的加水分解が不可欠とされ（Jeuniaux，1984）、

糸状菌の侵入力は発芽管の先端から分泌されるキチナーゼとプロテアーゼの

活性度に支配されると考えられている（Smith・Pekeru1・Grula，1981，　Paris・

Ferron・Fargues・Robertt，1985）。　且6αss拠αの感染致死力がキチン分解酵素

の活性に影響されることが、明らかにされている（Gupta・Leathers・El－Sayed・

工gnoff，1994）。もし、これらキチナーゼ、プロテアーゼ活性等を増加させるこ

とができれば、昆虫に対する感染致死力の増加が期待できる。

　本章では、その増加の可能性を研究するために、86roηgπZαア痂のカミキリ

ムシ成虫への感染に関係すると考えられる酵素、キチナーゼとプロテァーゼを

分離し、それらの感染への影響を調べると共に、特に、キチナーゼにっいて分

離精製を行った。

　　　　　　　　　　　　　　材料および方法

］8加oηgη∫∂rr〃の培養方法

　培地は、グルコース209／2、塩化アンモニウム29／2、リン酸一カリウ

ム19／2、硫酸マグネシウム0．59／2、酵母エキス0．59／2、および、ポリ
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表5－r　aわτoηgη〆∂τf〃培養液中のキチナーゼ活性

培地組成 キチナーゼ活性　　比活性
（μgGIcNAc／田1，h）　　　（μgGIcNAc／田g・h）

基本培地…＊

＊＋グルコース2％

＊＋グルコース2％＋キチン0．5％

＊＋キチン0。5％

料・〃　1。0％
＊＋　”　　2．“D％

＊÷　〃　3。0％

＊÷グルコース2％＋キトサン0。5％

粁キトサン0．5％
＊十　〃　　1．0％

＊＋　〃　　2．0％

＊十　〃　　3。0％

3
3
5
2
ー
ユ
2
9
2
4
2
2

　
　
　
　
　
　
　
1

3
2
5
2
ー
ユ
3
2
2
4
2
2

　
　
　
　
　
　
　
2

基本培地…塩化アンモニウム0．題、リン酸一カリウム0．蝸

　　　　硫酸マグネシウム0．05％、酵母エキス0．05％

　　　　ポリペプトン　　0．秘
25℃振盛培養、7days

ペプトン59／2からなる合成培地（pH5．5）を基本とした。　B6アoπg厄α鳩Z

の保存スラントから500m！／1L容フラスコ培地に植菌し、25℃で撹拝培養

（100rpm；培養）した後、それを新しい培地に0．5～2％量接種し、フラスコ培

養あるいはジャー培養を行った。酵素分泌を誘導するための培地添加実験では

基本培地に各添加物を加えるか、それからグルコースを除いた培地を使用した

（表5－1）。基本培地にキトサン（フナコシ社製）0．5％を添加したものをキト

サン培地、グルコース2％とコーンスチープリカー4％からなる培地を

CSL培地、蚕蠕煎汁加糖培地（河上，1978）をさなぎ粉培地とした。カミキ

リムシ添加培地のカミキリムシは、死虫体を105℃で60分間乾燥した後揺り潰し

て使用した。コガネムシ添加培地のコガネムシも、同様に乾燥、播り潰して使

用した。培地添加実験の培養も25℃でフラスコにて撹拝培養し、経時的に6m1

ずっサンプリングして酵素活性等測定した。

　菌の生育を知る目安として、サンプリング液中の短菌糸数を、検鏡数（トー
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マ血球計算盤を用いた顕微鏡による数）により測定した。pHは、　pH試験紙によ

り測定した。培地中の糖濃度は、メンブレンフィルターにて除菌後、Brix計

（Brix　O～10％）による概数を測定した。培養濾液中のタンパク量は280nmの吸

光度測定、あるいは、Lowry（1951）法、あるいは、バイオラッド社のタンパク

測定システム（Bradford，1976）で定量した。標準タンパクとしては牛血清アルブ

ミンを用いた。

2　酵素活性の測定法

　2，1．キチナーゼ活性の測定

　キチナーゼ活性は、Morgan－Elson法（1934）により測定した。培養上清0．2rn1、

25mMリン酸一酢酸緩衝液（pH5．5）0．6m1、コロイダルキチン0．2m1をマイクロ

チューブ（1．5ml容）に取り、よく降り混ぜ、30℃で3時間反応させた。反応後、

10，000rplnで5分間遠心分離し、その上清0．6m1を、100rn1に4959のホウ酸を溶

解しKOHでpH9．1とした0．8Mホウ酸塩溶液0．12mlの入った試験管に加え3分間

沸騰水中で加熱後氷冷し、これに3βm1のp一ジメチルアミノベンズアルデヒド試

薬（109のp一ジメチルアミノベンズアルデヒドを、10N塩酸12．5％含む氷酢酸

100m1に溶かし、使用直前に氷酢酸で10倍に希釈して使用）を加えて混合し、

37℃恒温水中で20分間反応した。反応後、室温まで冷却し、分光光度計により

585nmの吸光度を測定した。キチン分解生成物量は、　N一アセチルグルコサミン

の標準定量曲線から求め、1分間に1μmo1のN一アセチルグルコサミンを1ユ

ニットとした。吸光度測定は、日立分光光度計2000型を使用した。キチナーゼ

活性測定用の基質として使用したコロイダルキチンは、LO　9の粉末キチン（フナ

コシ社製）を25m1の蒸留水に加えて4℃に冷却し、これに氷冷した硫酸（97％）

32m1を］0℃以上にならないよう徐々に加えた後、ガラスウールで濾過、その濾

液を100m1の冷却蒸留水に加え析出したコロイダルキチンをpH　6になるまで遠

心分離による集積と洗浄を繰り返し作製した（Jeuniaux，1958）。コロイダルキ

チンの濃度は3mg／mlに調整した。通常冷蔵庫中に1か月は保存可能であった。

2．2．プロテアーゼ活性の測定

培養上清中のプロテアーゼ活性は、天野製薬㈱製品プロテアーゼアマノAの
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活性測定法に準じて定量した（アマノ法；平野ら，1991）。0．75％ミルクカゼイ

ン（ディフコ社製）を基質として37℃で反応させ、α4モルのトリクロロ酢酸を

反応液と等量添加し、濾紙で濾過し、濾液にっいてフォーリン試薬で発色させ

た。濾液lm1当り60分間に100マイクログラムのチロシン相当量の発色量を1

単位とした。

3，キボシカミキリ虫体の酵素処理と生物検定法（図5－2）

　BゐroπgπZαr垣を、キトサン培地、　CSL培地、さなぎ粉培地それぞれにて、

25℃、7日間フラスコ撹拝培養した培養液を入れたビーカーに、撹拝しながら、

キボシカミキリ成虫を頭部だけだして30秒間浸漬することで、酵素処理と菌接

触を同時に行い、その後、成虫を25℃で個体飼育して、感染死するまでの致死

期間を調べた。

　さらに、キトサン培地にて本菌を11日間フラスコ撹拝培養した培養液を遠心

分離（10，000rpm、15分）により除菌し、その上清を硫安分画することにより、

酵素画分を濃縮した。その酵素濃縮液、あるいは、コントロール液（水または

別の画分の濃縮液）を1m1入れた直径3cmのシャーレにキボシカミキリ成虫を

一昼夜封じ込めることによって酵素処理し、その後、製剤『バイオリサ・カミ

キリ』に接触させ、成虫を25℃で個体飼育して、感染死するまでの致死期間を

調べた。

4、キチナーゼの精製

　キチナーゼは、カラムクロマトグラフィーによって精製を試みた。使用した

PD－10脱塩カラム、Sephacryl　S－400　HRクロマトグラフィーの樹脂は、ファル

マシア製を使用した。CM一トヨパールカチオンイオン交換樹脂、　DEAE一トヨパー

ルアニオンイオン交換樹脂は、トウショウ製を使用した。

　Sephacryl　S－400HRクロマトグラフィーは、1mMエチレンヂアミンテトラ酢

酸を含む10mMリン酸緩衝液（pH6．6）で行った。カラムサイズはφ2．2cm×55cmで、

チログロブミン（669kDa）、フェリチン（440kDa）、カタラーゼ（232kDa）、アルド

ラーゼ（158kDa）を標準物（ファルマシア製）とし、カラムクロマトグラフィー

による分子量測定を行った。

一57一



実験結果

1．　8加oηgη白rτ〃の生膏と培養上清中の酵素活性

　基本培地と同じグルコース培地でのR6roπg砿r垣の生育は、図5－3に示

すように、前培養液i接種2日後から短菌糸濃度は増加し、4El目以後は10日ま

で一定であった。この間培地の糖濃度は5日目まで減少し、培地pHは4日目あ

たりからpH　3程度まで減少し、8日目にはpH6にまで再び増加した。グルコー

ス培地に0．5％キトサン、4％コーンスチープリカー、　0．5％カミキリムシ粉末

あるいはα5％コガネムシ粉末を添加した場合も、短菌糸の増加、グルコースの

減少はグルコース培地と同様であったが、培養期間中のpHの減少は少なかった

（図5－3）。

　この間の培地上清のキチナーゼ活性の変化を図5－4、5に、プロテアーゼ

活性の変化を図5－6、7に示す。グルコース培地では、キチナーゼ活性は短

菌糸濃度が一定となる4日目以降に培地中に認められた。これに対し、キトサ

ン添加培地では、3日目から出現し、7日目にはグルコース培地の5倍以上の

8μgN一アセチルグルコサミン／m1・h以上と高かった。コーンスチープリカー

添加の場合もグルコース培地よりも高いキチナーゼ活性が得られたが、カミキ

リムシ粉末やコガネムシ粉末添加では、有意な活性増加は見られなかった。プ

ロテアーゼ活性は、グルコース培地のみの場合には8日目までは培養上清にほ

とんど見られず9日目に高い活性（70μgTyr／m1・m以上）を示したが、キト

サンを添加した培地では6日目から活性が見られ、その後55μgTyr／lnl・mま

で増加した。コーンスチープリカー添加の場合にも6日目にも活性が見られた

が、その後減少した。カミキリムシ粉末やコガネムシ粉末添加の場合には、5

日目以後、キトサン添加よりも培養上清に高い活性（70μgTyr／m1・min以上）

を示した。

　25℃7日間、キチン、キトサンを種々添加した培地でフラスコで培養した別

の実験での各種培地上清のキチナーゼ活性とプロテアーゼ活性を表5－1、2

に示す。昆虫の表皮成分であるキチンを添加しても、キチナーゼ活性はL2～5．8

μgN一アセチルグルコサミン／m1・hと低かった。キトサン添加の場合、2％

グルコースを含む培地では、19．5μgN一アセチルグルコサミン／m1・hと高かっ
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表5－2　巳加oηgη1∂rτ〃培養液中のプロテアーゼ活性

培地組成 プロテアーゼ活性　　比活性
（μgTyr／m1・min）　　　（μgTyr／mg・min）

基本培地…＊

＊＋グルコース2％

＊＋グルコース2％＋キチン0．5％

＊＋キチン◎．5％

＊＋　〃　1．0％

＊＋ρ　2．0％

＊＋　〃　3．0％

粁グルコース2％＋キトサン0．5％
＊＋キトサン0．5％

＊十　〃　　1．0％

＊＋　〃　　2．0％

＊÷　〃　　3．0％

3
4
1
1
7
0
1
8

1
1
1
1
1
2
0
4

　
　
1
　
　
　
　
　
6

つ
◎
　
　
－

一
二
　
゜

0
　
　
0

2
0
1
2
9
4
1
5

1
1
1
1
1
2
0
4

　
　
1
W
　
　
　
　
　
7
3

ウ

0

1
ひ

◎

基本培地…塩化アンモニウム0．脇、リン酸一カリウム0．措

　　　　硫酸マグネシウム0．05％、酵母エキス0．05％

　　　　ポリペプトン　　0．部
25℃振嶽培養、7days

たが、糖無添加の培地の場合は活性増加は認められなかった（データは示して

いないが短菌糸濃度の増加は変わらない）。プロテアーゼ活性もグルコース培

地にキトサンを添加することで活性が64．8μgTyr／m1・minと高くなった。ま

た、キチンを添加した場合にも増加した。キチンを添加した場合、キチナーゼ

活性は大きく増加しないがプロテアーゼ活性の増加が顕著であることは、カミ

キリムシ粉末やコガネムシ粉末添加の結果（図5－6）と一致した。しかし、

糖無添加の場合は、キトサン同様、キチンの場合もプロテアーゼ活性は低かった。

　86roπgπ：αr斑を分離し、継代しているさなぎ粉培地の場合のキチナーゼ活

性、プロテアーゼ活性は、いずれも低かった（図5－8）。

2，キボシカミキリ虫体の酵素処理と生物検定

　キトサン培地、CSL培地、さなぎ粉培地で且6mπgηiαr垣を培養した培養

液中に浸漬して感染させたカミキリ成虫の致死までの日数は、キトサン培地の

場合、5頭中3頭が6日間で、平均して6．2日で、これはCSL培地の7．1日、さ

なぎ粉培地の7．6日より短く、キトサン培地とさなぎ粉培地の間には、危険率5

％で有意差があった（図5－9）。
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　次に、キトサン培地で培養した培養上清を硫安分画による酵素濃縮を行った。

その結果を表5－3、4に示す。酵素液は、キチナーゼ、プロテアーゼいずれ

も60－90％の画分に集中し、キチナーゼは175μgN一アセチルグルコサミン／ml・

h（回収率33％）、プロテアーゼは2196μgTyr／ml・m（回収率79％）と、それ

ぞれ14倍、32倍に濃縮できた。この酵素濃縮液を使用し、0－30％の画分と水

をコントロール液として、カミキリ成虫を酵素処理し、その後製剤と接触感染

させた時の成虫の致死日数は、酵素処理の場合平均6．4Elで、0－30％画分の

7．3日、水の場合の7．OEIと比較して短かく、前者との間には、危険率5％で有

意差があった（図5－10）。

3，キチナーゼの部分精製

　キチナーゼ活性が最も高く誘導されたキトサンとグルコースを含む培地を用

いて、　丘6roπgπiαr垣を100L培養タンクで8日間培養し、遠心分離で除菌した

後、上清に固体硫酸アンモニウムを90％飽和になるよう加えて一晩冷所に置き、

沈殿したタンパク質を遠心分離して集め、90％飽和の硫酸アンモニウム溶液に

懸濁した。この状態で4℃で保存するとキチナーゼ活性は数か月間安定であっ

た。この懸濁液の一部を透析して硫酸アンモニウムを除去し、キチナーゼ活性

を種々の条件で検討した。硫酸アンモニウムは、キチナーゼ活性を直接阻害し

たり、酵素反応で生成するアセチルグルコサミンの発色を妨害した。また、プ

ロテアーゼ活性もキトサンによって誘導されるので、精製時の50mMリン酸緩

衝液（pH7．2）には1mMのEDTAが加えられ、精製する酵素は最初にセファデッ

クスG－25のPD－10カラムで処理された。

　Sephacry1　S－400　HRカラムクロマトグラフィー（φ2．2cm×55cm）によりゲル

濾過した時のキチナーゼ活性の溶出パターンを、図5－11に示す。2っのキチ

ナーゼ活性のピークが、主なタンパクピークの前に現れた。最初の活性ピーク

をキチナーゼ1、2番目のピークをキチナーゼHとした。これらを、分子量測

定標準物により分析した結果、それぞれの分子量は、130kDaと67kDaであった

（図5－12）。両ピークともキトサンを含まない培地で培養した場合にはほとん

ど見られなかった。さらに、精製を進める目的で、両溶出液をCM一トヨパー

ルカチオンイオン交換樹脂やDEAE一トヨパールアニオンイオン交換樹脂で精
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表5－3　旦ぴoηgη∫∂ττ〃培養上清の硫安分画によるキチナーゼ活性

V◎1．　キチナーゼ活性　　回収率　　濃縮率

（m1）（μgG1・NA・ん川（％）（借）

　　上滴液＊　　　41◎

　0～30％画分　　　1◎

30～45．％　”　　　10

45～60％　 〃　　　　ユ0

60～9◎％　 〃　　　　1◎

90％～　　　〃　　530

　工3　　　　　100　　　3

　－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　一

　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

ユ75　　　　　　33　　14

　－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

　　　　＊逡心分離により除菌した上濤液

表5－4　8力τoηgη／∂τf〃培養上清の硫安分画によるプロテアーゼ活性

v◎1．　プロテアーゼ活性　　回収率　　濃縮率

（m1）（μgTy・／・1・・i・）（％）（倍〉

　　上清液＊　　　410

　0～30％画分　　　10

30～45％　 〃　　　　10

45～60％　 〃　　　　10

6◎～90％　 〃　　　　10

90％～　　　〃　　53◎

　69　　　　　100　　　1

　　30　　　　　1　　　　0．4

　　48　　　　　2　　　　0．7

　　12　　　　　0　　　　0．2

2196　　　　79　　　32

　0．3　　　　　1　　　　0

＊遠心分離により除藍した上清液
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製を試みたが、いずれの場合も樹脂への吸着が弱く成功しなかった。また、

Rん‘20ρμsoZ‘gosp九Sのキチナーゼ精製に使用されたキチンアフィニティカラム

（Yanai・Takaya・Kojima。Horiuchi。Ohta・Takagi）を使用して同様にアフィ

ニティカラムクロマトグラフィーを試みたが、やはり吸着が弱く、この操作も

成功しなかった。そこで、2っのピーク部分をそれぞれ集めて濃縮し、再び同

じゲル濾過を行った。その結果を図5－13に示す。キチナーゼ1は再び同じフ

ラクションに活性のピークが見られた。一方、キチナーゼ1は、さらに2っの

ピークが現れ、ひとっは基のフラクションと同じ位置に溶出され、もうひとっ

は比較的分子量が小さく量的にはキチナーゼ1よりやや多かった。以上、完全

な精製には至っていないが、且ろroηg尼αr垣のキチナーゼは、少なくとも3種

が存在することが確認された。

考　察

　昆虫病原糸状菌の昆虫体内への侵入は、体表を構成するクチクルの酵素分解

から始まる。キチナーゼはその過程で重要な働きをし、そのキチナーゼ活性の

強さが糸状菌の感染力に影響を与えるものと考えられている（Paris・Ferron・

Farues・Robert，1985，　Gupta・Leathers・El－Sayed。lgnoff，1994）。ここでは、

且broπgπ」αr斑がカミキリムシ成虫に侵入するために必要な酵素、キチナーゼ

とプロテアーゼを分泌していることを明らかにした。本菌のキチナーゼ活性は、

キトサンとグルコースを含む培地で培養すると高い分泌が見られ、キトサンで

は誘導されたが、同様にしてキチンを含む培地で培養した場合にはそれほどは

誘導されなかった。このことは、λ4θぬr疏2㌦肌απisoρ麗αθ、B．6αssεαπα、そし

て、AspergiZZμs∫膓αWsがキチンを含む培地で誘導されたという結果（St．Leger・

Staples。Roberts，1993、　Havukkala。Miもamura・Hara・Hirayae・Nishizawa。

Hiba，，1993）と異なるものであった。この違いは、菌種によるものか、培地成

分の構成によるものと考えられる。

　B．扉oπ9π乞αr励の培養液上清のゲル濾過クロマトグラフィーを使った部分精

製によって、本菌が分泌するキチナーゼは2種以上が存在することが示された。

予備試験で、2っのキチナーゼ画分は至適PHや基質特異性において違いはな
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く、それぞれの分子量が130kDaと67kDaであることから、前者は後者の2量体

とも考えられる。完全に精製されたアイソザイムではないが、昆虫病原糸状菌

で同様の報告がある。St．Legerら（1991）は、114θ¢αr万z勧mαπ乏sopZjαθの3っの

キチナーゼピークのクロマトグラフィーによる分子量が110～120kDa、66kDaと

33kDaと報告している。これらは、同じ酵素の複合体と仮定された。これらの

証明は、完全に精製された酵素での確認が必要である。

　昆虫病原糸状菌において、R6roπgηzαr歳のように、その寄主がカミキリム

シ成虫のみといった特異性の大きいことは興味深い。しかし、培地ヘキボシカ

ミキリ粉末などを添加して培養する実験では、少なくともキチナーゼやプロテ

ァーゼといった酵素がキボシカミキリの表皮細胞で特異的に誘導されることは

認められなかった。むしろ、カイコにおいて、糸状菌が昆虫体内に入ると血球

による捕食作用が認められており（河上，1973）、また、カイコ体内にはプロテ

アーゼインヒビターが存在し、種々のプロテアーゼを防御するために働くが、

糸状菌が侵入するために分泌されるプロテアーゼの中で、B．6αss‘αηαの分泌す

るプロテアーゼに対してはほとんど阻害しないと報告されていることから（江

口，1987）、おそらく、カミキリムシ類の場合にも、他の菌や異物に対して捕食

作用のある血球や酵素インヒビターの活性が存在し、それら血球やインヒビター

が五6mπg尼αr垣や、そのキチナーゼやプロテアーゼに対して働かないことが、

感染の特異性に大きく影響しているものと考えられる。

　しかし、培養液に浸漬して感染させたキボシカミキリや、その培養上清の濃

縮液で処理して菌と接触させたキボシカミキリの致死日数が短くなったことか

ら、キチナーゼやプロテアーゼはキボシカミキリ成虫の表皮貫通に大きな役割

をはたしているものと考えられる。糸状菌の病原力は強いものでも速効性はな

い。B．ろroπgπ‘αr垣のカミキリ成虫に対する病原力にっいても致死までに1週

間を要し、その病原性を上げ致死期間を短縮することは、今後、本製剤をより

普及させる上で重要である。その短縮に効果があると考えられるキチナーゼや

プロテアーゼの増加・安定、あるいは、そうした菌をスクリーニングするため

にも、これら酵素の精製が必要である。
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総合考察

　米国AGROW社の調べでは顕在化している生物農薬の市場は60億円、そのう

ち米国が30億円で、その内訳は90％以上がB．T．剤によるもので、ウィルス剤が

2％、その他は把握すらされていない。しかし、国や県（州）の研究機関では、

日本だけでなく、米国、ヨーロッパにおいても、B．T剤の研究よりも、むしろ

天敵昆虫やウィルス、糸状菌、線虫、その他バクテリアの研究に多くのエネル

ギーが費やされている（ニロ，1995）。今後生物防除資材が広く使用される条件

として、資材の簡単に入手、品質の安定、効果、施用技術の指導力などが上げ

られる。また、生物農薬は保存期間が短い、極端に種特異的である、市場が小

さい、特許の取得が困難というような点が、販売を難しくしており、生物農薬

が化学農薬に完全に取って代わることは難しいと考えられる。すなわち、生物

農薬、特に微生物農薬は、病原性、伝播性、安全性のほかに、生産性、残効性、

貯蔵性、使用における簡便性が必要であり、残念ながら、現在これらを満たす

生物農薬はB，T．剤しかないということである。しかし、微生物の中には、伝播

性、残効性、安全性において化学殺虫剤よりも優れたものがあり、これまで

以上に環境への安全性と永続性が社会的に要求され、また、総合的害虫防除

（IPM）の下に推進されるこれからの農業において、生物農薬は有力な選択

肢であり、IPMプログラムの中で大きく採用され得るものである。それによ

り、化学農薬においても、薬剤抵抗性の獲得を遅らせ、人々の農薬業界への理

解も深めることから、農薬の息の長い使用にっながるものと考えられる（」℃．van

Lenteren，　1996）o

　生物農薬として昆虫病原糸状菌の利用が研究・開発されたのは、1879年、

メチニコフがMθ也rん辺μmαπ‘soμ乞αeを使ってコガネムシの幼虫を防除したの

が最初である。現在に至ってはヨーロッパやアメリカで種々の製剤化された

糸状菌が販売・使用されている（河上，1988、岡田，1987、Hall，1981、　Latge，

Papkierok　1988）。日本では、本製剤『バイオリサ・カミキリ』が最初の糸状菌

殺虫剤として1995年に農薬登録された。昆虫病原糸状菌のほとんどがカイコに

対しても病原性を示し、養蚕を国家事業としてきた日本では、むしろその病気

を防ぐために昆虫病原糸状菌の研究が進められ、これらを生物農薬として導入
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するのには慎重であった。本製剤が認可されたのは、カイコも含め動植物や環

境に対してほとんど影響のない糸状菌且6roπg旭r垣が使用されたことによる

と考えられる。しかも、本製剤は、カミキリムシ類のみを感染死させる極端に

種特異的な薬剤で、市場も柑橘園や桑園に限られ小さいものであるが、菌自身

の病原性、伝播性、安全性に加え、カミキリムシ類の習性を考えてシート状の

不織布に培養したことにより使用が簡便となり特許性が得られ、また、菌が地

上に落下しないのでより残効性を増加させ、低温（5℃）で1年間の保存にも

耐えられたこと（貯蔵性）により、製品化が可能となった。生産性にっいても、

本製剤の製造は液体培養と固体培養（静置培養）の2段階培養が必要であり、

特に不織布の静置培養が複雑でその方法と培養条件が課題であったが、角槽を

用いたモデル実験により、不織布を棚段に並べて行う方法を考案し、加湿しな

がら温度を一定にする条件を見出だして、量産化の見通しを得た。本生産法に

おける培養方法は確立できたが、化学農薬と比較すれば、まだまだ、製剤コス

トは高く、実用面で使用量を少なくして効果を高める試験が行われているが、

製法の改良やキチナーゼ活性の増加など菌株の改良によって、さらに、生産性

を上げる必要がある。

　生物農薬の使用にあたっては、速効性がないことにっいて、化学農薬の場合

の認識が改められる必要があり、その意識改革がない限り生物農薬の定着は難

しく、社会的に要求される環境安全のためのIPMの農業の浸透はありえない

と考える。カミキリムシ防除における既存の化学農薬は、「そこにムシがいる

から散布する」といった発想で、カンキツのゴマダラカミキリの場合には成虫

が多く見られる七月初旬に散布される。したがって、それ以後に産卵する成虫

を防除することにはなるが、それ以前の産卵は防いでいない。また、化学農薬

は有効期間が短いので、その期間を過ぎて出てきた成虫にも効果を示さない。

化学農薬を使用する慣行防除園においてカミキリムシの発生が抑制できないの

は、そのためと考えられる。一方、本製剤は、「そこから発生したムシを防除

する」といった考えで、羽化脱出してきた成虫を、産卵するまでに防除するこ

とを狙ったものである。本製剤は、遅効性ではあるが、約1か月効果が持続し、

さらに、温度と湿度条件が良ければ、感染死した病死個体にも菌糸が生えるの

で、それに接触することによる二次感染も期待できることから、カミキリムシ
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成虫の発生初期から施用することで、その後の産卵を抑制することができるも

のと考えられる。多くの試験場の結果を見ても、50～60％程度の殺虫率でも、

その圃場におけるカミキリムシの発生を年々減少させることが可能であると考

えられる（図4－1）。

　柑橘園のゴマダラカミキリは、近年、各地で発生量が増加し、ミカンハダニ

に次ぐ難防除害虫として位置付けられている。一方、ミカンハダニは、化学農

薬によりリサージェンスを起こすといった問題があるため、IPMの考えの下、

ハダニアザミウマ、カブリダニやハネカクシ類を導入する天敵昆虫による防除

が推進されている。また、やはり重要害虫であるカイガラムシに対し寄生蜂

（ヤノネツヤコバチなど）が導入されている。そして、ゴマダラカミキリに対

しても微生物農薬である本製剤が利用されることが期待される。桑園における

キボシカミキリの被害も年々増加し、被害面積は、桑の重要病害である萎縮病、

胴枯病、および紋羽病の被害の合計よりも多いとも言われている。薬剤散布は

カイコへの影響も懸念されることから、キボシカミキリに対しても本製剤が利

用されることが大いに期待される。

　生物農薬として利用可能な昆虫病原糸状菌は多数あり、今後も、本製剤の研

究開発の経験をもとにして、総合的害虫管理体制の確立に役立っ製剤の開発に

貢献していきたい。
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要 旨

　1987年に河上によりキボシカミキリ成虫の病死体から分離されたBθαμue旭

6roπg励αr垣は、類白色の不完全菌類に属する昆虫病原糸状菌で、カミキリム

シ成虫に特異的に寄生する。カミキリムシ類は、農林業において難防除害虫で

あるため、本菌によるその防除方法が検討されてきた。著者は、それら成虫が

樹幹を上下する習性に着目し、そこで接触感染するよう本糸状菌を用いて樹幹

に設置可能なシート状の製剤を開発した。本製剤は、且6アoπg励αr垣を液体培

養し、さらに、それを新しい培地で希釈し、4㎜のパルプ不織布に含浸させて

静置培養した後、乾燥することにより完成させた。培地と培養条件の検討の結

果、工業用グルコースおよびコーンスチープリカからなるCSL培地で菌は十

分生育し、培養日数は液体培養、静置培養とも3日以上必要で、生育温度は22

～28℃で良好であったが、静置培養における湿度は97％以上が必要であること

を明らかにした。また、静置培養を行うに当っては、不織布に含浸させる培養

液に新鮮な培地を4倍量以上加えることで製剤lc㎡当り108個以上の分生子を

生産させることができた。

　本製剤は、5℃で保存すると420日後でも108個／c㎡以上の生菌数が維持され、

これに接触させたキボシカミキリは、ほとんどが7日後に感染死した。10℃以

上の保存条件では生菌数は経時的に減少し、107個／c㎡以下になるとキボシカ

ミキリに対する感染力が低下した。しかし、30℃でも30日は107個／c㎡以上を

維持し、保存中に減少した生菌数は給水により再び増加・回復した。したがっ

て、本製剤は、低温での保存性および施用時における感染力の長期持続性に優

れていると判断された。

　一方、多くの試験場で桑樹のキボシカミキリや果樹のゴマダラカミキリに対

する本製剤を用いた防除体系が確立されたが、著者らは、B．broπgπZαr垣がス

ギカミキリに対しても感染することを明らかにし、スギ林におけるその防除の

可能性を示した。その他にも、街路樹のゴマダラカミキリに対する防除にっい

ても可能性があることを示した。

　B6roπgπiαr功のカミキリムシ成虫の体皮貫通には、体皮成分を分解する酵

素の働きが考えられ，その活性の強い菌株の育種により、感染力を増大させう
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る可能性がある。そこで、本糸状菌を液体培養し、上清中のキチナーゼおよび

プロテアーゼ活性を調べたところ、培地にグルコースとキトサンを加えること

によって酵素活性の誘導がみられた。培養上清中のキチナーゼの精製を試みた

結果、少なくとも2種以上のキチナーゼの存在が明らかとなった。
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写真1－1　感染したキボシカミキリから分離した8．加oηgη1∂rf〃
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写真1－2　液体培養中に短菌糸で増殖する8．力roηgη沼r甜
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写真1－3　β．力roηgη∫∂rτ〃に感染死したキボシカミキリ
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写真1－4　8．加oηgη1∂rf〃を培養したシート状のウレタン発泡体
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写真2－1　製剤『バイオリサ・カミキリ』
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供試虫No．

　　1

キトサジ培地

CSL培地

さなぎ粉培地

図5－9

1
2
3
4
5
　
　
1
2
3
4
5
　
　
1
2
3
4
5

（平均6．2日）

（平均7．1日）

（平均7．6日）

　　　感染後の生存日数（Days）

　病死日…×
　キトサン培地、さなぎ粉培地：危険率5％で有意差あり。

β．加oη9η∫∂rτ〃培養液で処理したキボシカミキリ成虫の

致死日数に対する培地の影響
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（平均7．3日）

（平均7。0臼）

感染後の生存日数　　（Days）

病死日…×
酵素濃縮液、コントロール（0～30％画分） ：危険率5％で有意差あり。

図5－10 8．加oηgηノ∂rτ〃培養上清を硫安濃縮した液で処理した

キボシカミキリ成虫を製剤処理した時に致死日数
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F量9。　　　　EluUon　I∫rofile　of　chitinase　ε〕c目v社y　by　gel　fntl・ation　on　Sephacryl　S・400　H翼。

Samples（15　mg　in　2　ml）were　appUe（∫to　d〕e　colu㎜（φ2．2x55　cm）at　a　flow　rate　Qf　42醐1．　Tlle

buffer　used　was　20　mM　potassium　phosplコate，　pH　6．4，　colltaining　LOmM　EI）TA．　The　absorballce

at　280　nm　was　lnonitored　to　deter㎜e　elulion　of　protein（open　circles），～md　chitinase　activlties　were

monitored　by　assays　qf　activity　according　to　the　Inethod　described　in　dle　Materials　and　Methods

secUon（closed　c辻cles）．

図5－11 Sephacryl　S－400ゲル濾過によるキチナーゼ活性の溶出
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Fig，　　Est量m2tion　of　the　re檎ive　molecular　we▲g媛o『cllitlnase　I組d　d1減盤se　II　by
gel賠ロ日◎n　on　Sephacry夏S・400翌R・Molecular　weight　standards　were　apPUed　t◎the　colu㎜
in㎜identl翻manner　to　tlle㎞it屈protein　sample．　The　standards　used　were：〔hyroglobulin；669　kDa，

ferritin；440　kDa，　catalase；230　kDa，　alld　aldolase；158　kDa．

図5－12　ゲル濾過で分離されたキチナーゼの分子量測定
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Fl9・　田戚i籠μofile　of　c品inase　ac6vities　of　chitinase　l　and　chlti顛se照so品es
from　S　ephacryl　S・400　HR．　FracUons　3　ho　34（chitin田e　l）and　fractions　35　to　38（chitinase　II）

of由e　pro租e　shown　m　Fig．〃were　coUected，　concenじated，　and　re－apPUed　to　the　gel　filtradon　column

and　monitored　for　pζotem　and　acdvity．　A；chiUnase　I，B；chit㎞ase　IL　The　symbols　used　are

idenUcaho　those　of　Fig．〃

図5－13　Sephacryl　S－400ゲル濾過によるキチナーゼ活性の再溶出
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