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The Disinfection of the Insect Factory by the Super-minute Particle Formalin .

Norio KOBAYASHI

Summary

1. Infection disappeared when it was exposed to the formalin gas of 100 ppm for two hours,a slight though infection 
was remained though the NPV refined from the polyhedra was exposed to the formalin gas at 500 ppm for one hour. 

2. The reconbinant NPV infection stayed at the virus in the formalin gas of 150 or 300 ppm for 1 hour exposure, and at 
20 to 150 ppm disappeared for 2 hours by the management as for the infection of the virus. 

3. When detection by PCR was done with a combination of primer NPI7-8, in the wild type NPV, a band appeared in 
544 bp with a combination of NP3a-4a in 808 bp. Two bands appeared when four kinds of primer were mixed.  But, 
one band appeared only in 808 bp with the recombinant virus. 

4. As for the wild type NPV, exposure was detected even with 200 ppm for six hours though it stopped when it was 
exposed to the formalin gas 400 ppm for six hours, being detected with PCR. Even at 300 ppm for four hours exposed 
to the formalin gas, the recombinant NPV was detected with PCR, and disinfection could not be confirmed. 

超微粒子ホルマリンによる昆虫工場の消毒

Ⅰ．緒　言

　遺伝子組換え生物を用いた有用物質の生産は，近年
の遺伝子組換え技術の進歩に伴い，植物，動物，昆虫
等の高等生物を物質生産に用いることが可能になっ
てきている。昆虫による物質生産はオートグラファ核
多角体病ウイルス (AcNPV)や，カイコ核多角体病ウ
イルス (BmNPV)の強力なポリヘドリンプロモーター
を有用物質生産に利用した，組換えバキュロウイルス
発現ベクターが確立されている (7)。BmNPVを用い
れば高度に家畜化されたカイコに組換えウイルスの感
染増殖させ，医・農薬等の有用物質生産を行うことが
できることから，効率的な生産プラントの開発が待た
れている (6)。このためには有用物質生産に適した蚕

品種の評価選定，生産性の高いウイルスベクターの開
発，効率的なウイルス感染手法，蚕児飼育の完全自動
化，有用物質の回収等の新しい技術の開発が必要であ
り，農業生物資源研究所が中心となって，昆虫を用い
た有用物質生産施設「昆虫工場」の基盤技術開発を行っ
ている。このような施設では組換えウイルスに感染し
たカイコを大量に飼育することから，施設内の残存ウ
イルスが施設外へ持ち出されることを防止するととも
に，次期飼育に備えて清浄環境を整える技術が必要で
ある。
　一方，密閉度の高い養蚕施設では，少量無人散布機
を用いた超微粒子ホルマリンによる消毒がこうじかび
病菌やNPV等の蚕病病原に対して効果が高く，金属
への影響が少ないことから，稚蚕共同飼育所の消毒法
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として実用化されている (3,10)。また，蚕病ウイルス
病原の検出法として PCRによる検出法が確立されて
おり，蚕糞蚕沙などから微量な病原を検出することが
可能となっている (8)。このような蚕病防除技術や検
出技術は，昆虫工場施設での組換えNPVの封じ込め
技術に適用できると思われた。
　今回，著者は組換えウイルスを使用した昆虫工場施
設における消毒技術の開発に取り組み，残存ウイルス
の超微粒子ホルマリンによる不活化法と，PCRによ
るウイルス検出法において，若干の知見を得たので報
告する。
　なお，この課題は 21世紀グリーンフロンティア研
究「植物・動物・昆虫を用いた有用物質生産系の確立」
の一部として，独立行政法人・農業生物資源研究所の
委託を受けて実施したものである。

Ⅱ．材料および方法

１．野生型ウイルスの不活化効果

　超微粒子ホルマリン消毒法は，多角体に封入されて
いる野生型ウイルスや糸状菌病原を対象にガス濃度や
消毒時間が決められているので，多角体を形成しない
組換えウイルスでは消毒条件を変える必要があると思
われる。当研究所施設では組換えウイルスは取り扱え
ないので，多角体を溶かして精製した野生型ウイルス
を用いて消毒効果を調べた。
　供試ウイルスは，養蚕農家に発生した核多角体病蚕
から採取して，当研究所で継代したウイルスである。
多角体濃度で 1.22× 109個 /mlの多角体液 1mlにア
ルカリ液（炭酸ナトリウム 0.025M，塩化ナトリウム
0.025M）9mlを加えて溶解し，等量の滅菌蒸留水を
加えて希釈した。2,000gで 10分間遠心した上清を，
25,000gで 60分間遠心して沈殿を 1mlの滅菌蒸留水
に浮遊させ，これを 109個 /ml濃度の野生型ウイルス
浮遊液（タンパク量で 5.25mg/ml）とした。この液を
そのまま，または希釈して 0.1mlを 3cmガラスミニ
シャーレの底面に広げて乾燥させたものをウイルス試
料とし，真空デシケーター中でホルマリンガスに曝露
させた。
　ホルマリンガスの調整は，ジェーピークラールス社
のジェットパーフェクターを用いた。当研究所内の密
閉した蚕室内で超微粒子ホルマリン噴霧を行い，噴霧
30分後に室内のホルマリンガス濃度が安定してから，
予めウイルス試料を入れたデシケーターにエアポンプ

で吸引した。ホルマリン濃度はガス検知管で所定濃度
であることを確認し，一定時間曝露後，開放して 0.5ml
の滅菌蒸留水をミニシャーレに入れてよく攪拌し，ウ
イルスを回収した。この試料液 5μ Lを微量注射器
で４齢起蚕に注射し，発病状況を調査してウイルスの
不活化を生物検定した。

２．組換えウイルスに対する不活化効果

　組換えウイルスでの消毒効果については，野生型ウ
イルスでの試験結果に基づきホルマリンガス濃度や消
毒時間を予め設定し，独立行政法人農業生物資源研究
所の施設を使って実施した。
　供試ウイルスは，ポリヘドリンプロモーターにヒト
血清アルブミン（HSA)遺伝子を組み入れた rHSA発
現 BmNPVベクター (5)を用いた。ウイルスは昆虫
培養細胞で増殖したもので，力価が 107PFU/ml以上
のものを用いた。ホルマリンガスは実験室内にビニー
ル蚊帳を吊り，その中にジェットパーフェクターを置
いてホルマリン原液を噴霧し，エアポンプでデシケー
ターへ吸引した。以後，野生型ウイルスでの方法と同
様にウイルスのホルマリンガスへの曝露を行い，カイ
コに注射して不活化効果を検定した。

３．昆虫工場の設備に対する影響

　超微粒子ホルマリン消毒は金属への影響が少ないこ
とが明らかになっている (1)。しかし，昆虫工場内に
は様々な自動制御装置が設置されており，電子機器に
対する影響についても考慮しなければならない。この
消毒法が昆虫工場に適応できるか確認するため，パソ
コンを置いた室内でジェットパーフェクターによるホ
ルマリン原液の噴霧を繰り返し実施して，パソコンに
故障などが起きないかを調べた。

４．PCRによる不活化効果判定法

　PCRによる組換え NPVの検出方法，および野生
型NPVとの識別方法について検討した。ウイルス試
料に超微粒子ホルマリン消毒処理を行い，生物検定に
よって確認された不活化程度と，PCRによる検出結
果が一致するかについて調べた。
　野生型NPV試料からDNA抽出を行い，PCRで消
毒処理によるウイルス不活化が確認できるかを検討
した。DNAの抽出は ISOGEN（ニッポンジーン）を
用いた。温度制御はミニサイクラー（フナコシ）を，
Taqポリメラーゼは GenTaq（ニッポンジーン）を使
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用した。PCRは野口らの方法 (8)に準じて行い，プラ
イマーには NP1，NP4を用いた。温度条件は 94℃ 1
分間→ 55℃ 1分間→ 72℃ 1分間，反復回数 35回とし，
PCR産物を 1.5%アガロースで電気泳動してエチジウ
ムブロマイドで染色して確認した。
　野生型NPV検出に用いたプライマーは，一部がポ
リヘドリン遺伝子の塩基配列に基づいているため，こ
の配列を欠損させた組換えNPVは検出できないこと
が考えられた。そこで，ポリヘドリン遺伝子をはさん
だ前後の塩基配列を参考に作製したプライマーと，組
換え部位から離れた ie-1遺伝子塩基配列から作製し
たプライマー (4)を用意し組換え NPVの検出を試み
た。ウイルス試料からの DNA抽出等は野生型 NPV
と同様に行い，組換えNPVを検出できるプライマー
セット，温度条件，反復回数を検討した。
　組換えNPVの検出法が確立された後，野生型NPV
と組換え NPVを同時に検出できる PCR条件の検
討や，消毒処理で不活化した組換えウイルス試料が
PCRで不活化を確認できるかについて調査した。

Ⅲ．結　果

１．野生型ウイルスに対する不活化効果

　多角体から精製した 109，108，107，106個 /mlの

ウイルス液 0.1mlをミニシャーレで乾燥させ，ホルマ
リンガスには接触させずに 0.5mlの滅菌蒸留水で回収
し，４齢起蚕に注射したところ，109個 /mlで全部，
108個 /mlで約半数のカイコが発病したが，107，106

個 /mlでは発病しなかった。ウイルス試料をホルマリ
ンガス 500ppmに１時間曝露してからカイコに注射
したところ，109個 /mlでは１個体が発病したが，108

～ 106個 /mlのウイルス濃度では発病したものはな
かった。次に，ウイルス試料 109個 /mlをホルマリン
ガス濃度 100，200，400ppmで 2，4，6時間曝露し
た。カイコに注射してウイルスが不活化されているか
生物検定したところ，いずれの区でも発病蚕はなく，
100ppm2時間でも不活化されていた（表１）。
　以上のことから，多角体に包埋されていないウイル
スは，多角体に包埋された野生型ウイルスを不活化す
るのに要するホルマリンガス濃度及び処理時間より，
低濃度短時間の処理で不活化されることが示された。

２．組換えNPVに対する不活化効果

　組換え NPVを 150ppm，または 300ppmのホルマ
リンガスに 1～ 6時間曝露して 4齢蚕に注射して生物
検定を行ったところ，１時間では病蚕が発生し，２時
間では 300ppm，150ppmとも病蚕は発生せず，ウイ
ルスは不活化されていた。さらに薄いホルマリンガス

表 1　野生型ウイルスに対する不活化効果

ガス濃度 ウイルス量 ホルマリン消毒時間と死亡虫数
多角体相当 消毒なし 1時間 2時間 4時間 6時間

ppm
500

個 /ml
109

頭
20

頭
1

頭
－

頭
－

頭
－

〃 108 9 0 － － －
〃 107 0 0 － － －
400 109 20 17 0 0 0
200 109 20 19 0 0 0
100 109 20 20 0 0 0

　1区 20頭，ウイルス濃度は精製時の多角体個 /ml

表 2　組み換えウイルスに対する不活化効果

ガス濃度 ウイルス ホルマリン消毒時間と死亡虫数
濃度 消毒なし 1時間 2時間 4時間 6時間

ppm
300

PFU/ml
107

頭
20

頭
18

頭
0

頭
0

頭
0

150 107 20 20 0 0 0
100 107 20 － 0 0 0
50 107 20 － 0 0 0
20 107 20 － 0 0 0

　1区 20頭，ウイルス濃度は PFU/ml
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濃度でウイルスの不活化を検討し，20ppm，50ppm，
100ppmに 2～ 6時間曝露して生物検定を行ったとこ
ろ，全ての試験区で病蚕が発生はなく，もっとも低濃
度である 20ppm2時間処理でもこのウイルスを不活化
できることが確認できた（表２）。

３．昆虫工場の設備に対する影響

　密閉した蚕室内（28m3）にパソコンを置き，ジェッ
トパーフェクターでホルマリン原液を 120ml噴霧し
て４時間後にホルマリンガス濃度が 200ppm以上あ
ることを確認した。翌日，蚕室入り口を開放してガス

抜きをし，パソコンをタイマーで１日１回フロッピー
で起動して２時間稼働させ，その後再度ホルマリン噴
霧を行った。これを半年間の間に 40回繰り返し，パ
ソコンに対する影響を調べた。調査期間中は正常に動
作して故障はせず，試験後，分解して配線や基盤等に
異状がないか調べたが，金属部分に腐食は見つからな
かった。しかし，ジェットパーフェクターの吸引口に
付けてあるフィルタースポンジにはホルマリン重合物
が付着しており（図１），噴霧操作のたびごとに交換
が必要だった。この付着物は水に浸しておけば取り除
けるので，フィルターを再利用することはできた。

４．PCRによる不活化効果判定法

　野生型 NPVの 109，108，107，106個 /ml濃度の試
料から DNAを抽出した。プライマーに NP1と NP4
を用い，35サイクルで PCRによる検出を行ったと
ころ，109 ，108濃度ではバンドが現れて検出できた
が，107，106濃度では検出できなかった。このこと
から，109個 /ml濃度の野生型 NPVを，ホルマリン
ガス濃度 100ppm，200ppm，400ppmに，2時間，4
時間，または６時間消毒して不活化させた後，PCR
で検出を行った。これを 3回反復して行ったところ，
400ppm６時間で検出されなくなった。しかし，生物
検定で不活化を確認した 100ppmや 200ppmの消毒済
み試料では，6時間処理しても検出され，ウイルスの
不活化を PCRで確認することはできなかった（表３）。

　組換えNPVを検出するために，ポリヘドリン遺伝
子とその前後の塩基配列，および ie-1遺伝子の塩基
配列を参考にしてプライマーを作製した（表４）。ま
た，HSA遺伝子の塩基配列に基づいていくつかのプ
ライマーを作製した。107PFU/ml濃度のウイルスか
ら DNAを抽出し，それぞれのプライマーの組み合
わせで検討した。この結果，ポリヘドリン周辺の塩
基配列を基にしたプライマーや HSA遺伝子から作
製したプライマーでは組換えNPVは検出できなかっ
たが，ie-1遺伝子に基づくプライマー NPI1-4，また
は NPI7-8の組み合わせで，PCR条件を 94℃１分→
58℃１分→ 72℃２分，45回反復とすることで検出で
きた。
　ポリヘドリン遺伝子のプライマーは野生型ウイルス

図１　吸引口フィルターの付着物

右：使用前　左：使用後，吸引口の位置にホルマリンの重合物が付着している
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のみを検出でき，ie-1遺伝子のプライマーは野生型，
組換型両方のウイルスを検出できることから，この両
方のプライマーを混合して PCRを行うことで，野生
型と組換型の同時検出を試みた。その結果，NPI7-8
のと NP3a-4aのセットの組み合わせがもっとも良好
で，野生型 NPVを鋳型 DNAとした場合では 808bp
と 544bpに２本のバンドがほぼ同じ強さで現れた。
組換えウイルスでは 808bpのみに１本のバンドが現
れ，野生型と区別して検出することができた（図２）。

　このように組換えウイルスを検出できるプライマー
と PCR条件が確定したので，ホルマリンガスに曝露
して感染力がなくなった組換えウイルスが，PCRで
不活化を確認できるかについて調べた。ホルマリンガ
ス 150ppm，または 300ppmに１，２，４時間曝露した
組換えウイルス試料からDNAを抽出してPCRを行っ
て電気泳動で確認したところ，全ての処理区でバンド
が現れ，PCRではウイルスの不活化を確認すること
はできなかった（図３）。

表 3　ホルマリンガス暴露後のウイルスの PCRによる検出
ガス濃度 ウイルス ホルマリン暴露時間と PCR

ppm 濃度 0時間 1時間 2時間 4時間 6時間
400 109 +++ + + － －
400 109 +++ ++ + + ‒ －
400 109 +++ ++ + + ‒ －
200 109 +++ ++ ++ ++ +
200 109 +++ ++ ++ ++ +
200 109 +++ ++ ++ + +
100 109 ++ ++ ++ ++ ++
100 108 + + + + +
100 109 +++ ++ ++ ++ ++

表 4　組換えウイルス検出のために作成したプライマー

名称 塩基配列 参照領域 (＊ ) 方向
NP1 CGGTATGTACAGGAAGAGGT -391～ -372 Fwd
NPS1a CGACTCCAAGTGTGTGGGTGAAGTC -281～ -257 Fwd
NPS1 CCAAGTGTGTGGGTGAAGTC -276～ -257 Fwd
NPS2 ACTGTCGACAAGCTCTGTCC -195～ -176 Fwd
NPS2a ACTGTCGACAAGCTCTGTCCGTTTG -195～ -171 Fwd
NP3b CGGGCGTACTTACGTGTACGACAAT 30～ 54 Fwd
NP3a GGCGTACTTACGTGTACGACAATAA 32～ 56 Fwd
NP3 CGTACTTACGTGTACGACAA 34～ 53 Fwd
NP4a TCGAACGAGTTGGTGTACTCGCTGT 551～ 575 Rev
NP4 TCGAACGAGTTGGTGTACTC 556～ 575 Rev
NPS4a ATCAACAACGCACAGAATCTAACGC 767～ 791 Rev
NPS4 CAACGCACAGAATCTAACGC 772～ 791 Rev
NPS3 TCGCTCTAACATACCACCCT 848～ 867 Rev
NPS3a TCGCTCTAACATACCACCCTAAAGA 848～ 872 Rev
NPI1 GAGCGTCGTTCGACAACGGCTATTC 117046～ 117070 Fwd
NPI8 TTTTGTGATAAACAACAGCCCAACG 117075～ 117099 Fwd
NPI7 CGTTGCACACATCTTGAGAATGAGG 117858～ 117882 Rev
NPI4 GTCTCGTCGTTGCACACATCTTGAG 117865～ 117889 Rev

　＊ )　Polyhedrin遺伝子の翻訳開始点を +1とする
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Ⅳ．考　察

　昆虫工場では 1週間サイクルの生産工程が想定され
ていることから，残存ウイルスの消毒方法は短時間に
完了でき，しかも電子機器類に影響が少ないことが望
ましい。超微粒子ホルマリン消毒は消毒時間が短時間
で済み，機械類へのダメージも少ないことから，昆虫
工場への適用を検討した。蚕病防除での超微粒子ホル
マリン消毒では，200ppm4時間処理を行うのが通常
の消毒手順となっているが，多角体を溶かして精製し
たウイルスは 100ppm２時間で不活化でき，多角体
形成能力のない組換えNPVは，低濃度短時間の消毒
処理で不活化されることが示唆された。組換えウイル
ス（rHSA発現 BmNPV）を用いて不活化効果につい

て検討した場合，300ppm１時間では感染力は残り，
20ppm2時間では不活化されていた。このことから多
角体を形成しない組換えNPV はホルマリンガス濃度
は 20ppmあれば十分であるが，消毒時間はより重要
で，2時間以上ホルマリンガスに曝露させる必要があ
る。今回の試験では，組換えウイルスに培養細胞で増
殖させたものを使用した。昆虫工場ではカイコ体液に
含まれるウイルスが残留することが予想されるので，
消毒対象としてウイルス感染蚕の体液を使って不活化
程度を調べることも必要と思われる。
　超微粒子ホルマリン消毒はトタン，アルミニウム，
ステンレス，鉄に対しては影響がなく，銅に対しては
わずかに影響がある (1)と報告されている。パソコン
では影響がなかったことから，昆虫工場に設置された

図２　組換えウイルスと野生型ウイルスの検出

図３　PCRによるウイルス不活化検定
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電子機器類に影響はないであろう。しかし，噴霧機の
フィルターにホルマリン重合物が付着してしたことか
ら，噴霧中やガス濃度の高い状態で空調機を稼働させ
るとエアフィルターが目詰まりするおそれがあると思
われた。ホルマリンのガス化は温度が高いほど促進さ
れて消毒効果が高いので，空調を稼働させて温度を高
めておくと効果が上がるが，消毒直前には空調機を止
めておくことでトラブルを未然に防ぐことができると
思う。
　野生型ウイルス検出に用いたプライマーは，NP1
が多角体蛋白翻訳開始点から -391～ -372なので使用
可能であったが，NP2,3,4は開始点 +1～ +730の間
で組換え部分なので組換えウイルスの検出には使えな
かった。ポリヘドリン遺伝子前後の塩基配列を参考に
作製したプライマーなら，組換え領域をはさんで増幅
することを予想したが，結果は検出できなかった。ま
た，HSA遺伝子導入に用いたプラスミドのプライマー
を用いたが，ウイルスは検出できなかった。結局，組
換え領域から離れた遺伝子のプライマーを用いること
で組換えウイルスを検出でき，野生型ウイルスしか検
出できないポリヘドリン遺伝子のプライマーも同時に
用いてマルチプライマー PCRを行うことで，組換型
と野生型を区別して検出することができた。
　ウイルスの不活化と PCRでの検出結果は，ホルマ
リンガス消毒の効果でウイルスが感染力をなくして
も，DNAの一部が残って PCRでは検出され，不活
化を確認することはできなかった。高い濃度で長時間
処理を行えば検出されなくなるが，過度の噴霧はホル
マリン原液に含まれる水分で過湿状態になり，機械類
へのダメージも心配されるので実用的ではない。ウイ
ルスは 20ppm2時間処理で不活化できるのであるか
ら，ガス濃度測定装置で記録して消毒処理が完了した
ことを証明するなど，PCR以外の方法でウイルス不
活化を確認する方法を検討したい。
　蚕病病原の消毒法としては塩素系薬剤やエチレンオ
キサイドガス (2)による消毒法もあるが，塩素系薬剤
は金属腐食の影響が大きく，塩素ガス発生の危険もあ
る。エチレンオキサイドガスは殺虫殺菌効果は高いが，
無臭で残留に気づきにくいので，安全に使用するため
には，きちんとした排気設備や残留ガスの確認が必須
である。ホルマリンは刺激臭が強いことで敬遠される
が，気密性の高い昆虫工場施設では自然排気は期待で
きないので，刺激臭で残留ガスを確認できることは，
かえって安全であろう。それでもホルマリンは人体に

有害であるから，今後はホルマリン以外によるウイル
ス不活化方法も検討して，昆虫工場でのウイルス封じ
込め体系を確立したい。

Ⅴ．摘　要

１．多角体から精製した NPVは 500ppmのホルマ
リンガスに１時間暴露しても若干感染性が残ったが，
100ppmのホルマリンガスに２時間暴露すると感染性
はなくなった。
２．組換え NPVは 150，または 300ppmのホル
マリンガスに 1時間暴露では感染性が残り，20～
150ppm2時間処理ではウイルスの感染性はなくなっ
た。
３．野生型 NPVはプライマー NPI7-8の組み合わせ
では 808bpに，NP3a-4aの組み合わせでは 544bpに
バンドが現れた。４種のプライマーを混合して PCR
を行うと，野生型では 808bpと 544bpに２本のバン
ドが現れ，組換え型では 808bpのみに１本のバンド
が現れた。
４．野生型NPVはホルマリンガス 400ppmに６時間
曝露すると PCRで検出されなくなったが，200ppm
では６時間曝露でも検出された。組換えウイルスはホ
ルマリンガスに 300ppm4時間曝露しても PCRで検
出され，不活化は確認できなかった。
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