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昆虫の抗菌 タ ンパク質 と そ の利用
農林水産省 蚕糸 ・ 見虫農業技術研究所 谷合幹代子 ・ 山 川 稔

は じ め

無脊椎動物の進化の頂点 に 位置す る 昆虫 は， 脊椎動物

に お 砂 る 免疫系で主 役を演ず る 抗原 ・ 抗体反応 を持た な

い。 そ の代わ り に ， 細菌 に 対 し て 非特異的 に働 く 抗菌物

質の う ち ， 特 に 抗菌 タ ン パ ク 質類 を 発達 さ せ て き た 。 こ

れ ら の タ ンパ ク 質 は， 細菌の侵入 に 伴い一過的 に体液中

に分 泌さ れ る 主要 な液性防御反応因子 と し て 注 目 さ れ，

そ の研究が世界各地で急速 に 進 ん で い る 。 こ れ ら の タ ン

パ ク 質の構造や遺伝子解析， さ ら に タ ンパ ク 質の改変な

どの分子的研究成果 は ， 産業面への利用か ら も 大 き く 期

待 さ れて い る 。 本稿で は ， こ れ ま で に 分離 さ れた ， 主 な

抗菌 タ ン パ ク 質 と そ の作用 メ カ ニ ズ ム に つ い て 紹介 し，

そ れ ら の 活 用 面 で の 可能性 と 基礎研究 の将来 を 展 望 す

る 。

I 島虫抗菌 タ ン パ ク 質の発見

昆虫の ク チ ク ラ に 抗 カ ビ物質 と し て リ ピ ド が存在す る

こ と や， 体液中 に リ ゾチ ー ム が存在す る こ と は， 古 く か

ら 知 ら れて い た 。 そ の他， ミツバ チ の メ リ チ ン， ス ズ メ

パチ や ア シ ナ ガパチ の マ ス ト ラ パ ン類 な ど， 複数の ハ チ

が毒ペ プチ ド を持 っ て い る こ と は よ く 知 ら れて い る 。 最

近で は ミ パエ の一種の雌成虫 の生殖器付属腺 に抗菌ペ プ

チ ド が存在す る こ と が報告 さ れた 。 こ れ ら の抗菌物質 は

生体防御機構のーっ と は い え ， い ずれ も 常在性の も の で

あ る 。 そ れ に 対 し ， 細菌の侵入 に 対 し誘導 さ れ る 積極的

な防御因子 と し て ， リ ゾ チ ー ム 以外 の タ ンパ ク 質性の抗

菌物質が発見 さ れた の は ご く 最 近で， HULTMARK ら が 1980

年に セ ク ロ ピ ア サ ン の踊か ら 分離 し た セ ク ロ ピ ン が最初

であ る 。 以後， 様々 な 昆虫種か ら 次々 と 異 な る タ イ プの

抗菌 タ ン パ ク 質が発見 さ れた。 こ れ ら は細菌の侵入後 き

わ め て 早 く 誘導 さ れ る た め ， 晴乳類の急性期 タ ンパ ク 質

に相当 す る 反応 と い え る 。 こ れ ま での例では， 昆虫 は一

種類だ け で は な く ， 抗菌作用 や標的細菌の異 な る い く つ

かの抗菌 タ ンパ ク 質 を組み合わ せ て 使 っ て い る 。 現在 ま

でに， ア ミ ノ 酸配列 ま で明 ら か に な っ た 抗菌 タ ンパ ク 質

が分離 さ れた昆虫種 は ， チ ョ ウ の仲間であ る 鱗麹目 か ら
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4 種， ハ エ の仲間 で あ る 双麹目 か ら 4 種， コ ガ ネ ム シ な ど

の仲間であ る 鞘 麹白 か ら 2 種， ハ チ の仲間の膜麹白 か ら

1 種， ト ン ボ の 仲 間 で あ る 購蛤 目 か ら I 種報告 さ れて い

る 。 こ れ ら 以外の 目 か ら 新 し い タ イ プの 抗菌 タ ンパ ク 質

が発見 さ れ る 可能性が高 い こ と か ら ， 今後 も さ ら に 多 く

の種類が付 け加わ っ て い く と 思わ れ る 。 こ れ ま で報告 さ

れた も の を 以下 に 紹介す る 。

E 抗菌 タ ンパ ク 質 の種類と活性範囲

1 セ ク ロ ビ ン

セ ク ロ ピ ア サ ン の セ ク ロ ビ ン に類似す る 抗菌 タ ンパ ク

質が， 多 く の 昆 虫種 か ら み つ か っ て い る 。 カ イ コ 幼虫

(SHIBA et al . ，  1983) ， タ バ コ ス ズ メ ガ 幼虫 (DICKENSON et 

al. ，  1988) ， サ ク サ ン嫡 (Q u et al . ，  1982) や セ ン チ ニ ク パ

エ 幼虫 (KANAI and NATORI ， 1989) ， シ ョ ウ ジ ョ ウ パエ 幼

虫 (KYLSTEN et al . ，  1990) ， ツェツェ パ エ 踊 (KAAYA et 

al. ，  1987) な どか ら で あ る 。 こ れ ら は 分子量が 4 kDa の 前

後の耐熱性ペ プチ ド で， 通常一種類の 虫 か ら 複数種の セ

ク ロ ピ ン が分離 さ れ て お り ， ア ミ ノ 酸配列 の 特徴 か ら

A， B， C， D に 分 け ら れた り ， ま た 分離昆虫種や発現特

異性か ら ， ザル コ ト キ シ ン ， パ ク テ リ シ ジ ン ， ア ン ド ロ

ピ ン な ど と 命名 さ れて い る 。 こ れ ら の抗菌 ス ペ ク ト ル は

そ れ ぞれ異 な る が， カ イ コ と セ ク ロ ピ ア サ ン の セ ク ロ ピ

ン B や ザル コ ト キ シ ン I な ど は ， 昆虫の抗菌 タ ン パ ク 質

の 中 で最 も ス ペ ク ト ルが広 く ， グ ラ ム 陽性菌及 びグ ラ ム

陰性菌の 両者 に幅広 く 殺菌活性が あ る 。 セ ク ロ ビ ン類は

発見当初は 昆虫特異的な生体防御因子で あ る と 考 え ら れ

て い た が， 最 近プ タ の小腸か ら も セ ク ロ ビ ン フ ァ ミ リ ー

に属す る ペ プチ ド がみ つ か っ た た め ， 動物界 に広 く 分布

す る こ と がわ か っ た 。

2 デ ィ フ ェ ン シ ン

最初 ヒ ト や マ ウ ス ， ウ サ ギ な ど の 浦乳類の 白血球や マ

ク ロ フ ァー ジ及 び小腸か ら 発見 さ れ， そ の後昆虫 に も 存

在す る こ と がわ か っ た 抗菌 タ ンパ ク 質 に ， デ ィ フ ェ ン シ

ン 類 が あ る 。 デ ィ フ ェ ン シ ン は ， ニ ク パ エ の 一 種

(Phormia terranovae) の 幼虫体液や セ イ ヨウ ミツバチ

の ロ イ ヤ ル ゼ リ ー か ら も 分離 さ れた 。 ニ ク パエ か ら 分離

さ れた も の は ホ ル ミ シ ン (LAMBERT et al . ，  1991 ) ， セ ン チ

ニ ク パ エ か ら の も の は ザ ー ペ シ ン (MATSUYAMA and 
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N ATORI， 1988) ， セ イ ヨウ ミ ツ バ チ の もの は そ れ ぞれ ロ イ

ヤ リ シ ン (F U]IWARA et al . ，  1990) と 呼ばれて い る 。 そ の

他， ゴ ミ ム シ ダマ シ の一種 (Zoþhobas atrat;悶) の幼虫

(B ULET et al . ，  1991) や マ ダラ ヤ ン マ 幼虫 (B ULET et al . ，  

1992) か ら も報告 さ れた 。 こ れ ら の分子量 は セ ク ロ ビ ン

と 同様約 4 kDa でや は り 耐熱性であ る が， 抗菌活性 は グ

ラ ム 陽性菌 に 対 し て 高 く ， グ ラ ム 陰性菌 に 対 し て は 低

し ' 0
3 ア タ シ ン及びそ の他の高 グ リ シ ン含有 タ ンパ ク 質

分子量の大 き い もの で は ， セ ク ロ ピ ア サ ン婦の ア タ シ

ン (20 k�23 kDa) (H ULTMARK et al . ，  1983) が あ り ， 類似

の もの に セ ン チ ニ ク パ エ 幼虫 の ザlレ コ ト キ シ ン II (24 

kDa) (AN DO et al . ，  1987) があ る 。 そ の他， ニ ク パエ幼虫

の デ ィ プテ リ シ ン (9 kDa) ， セ イ ヨウ ミ ツ バチ成虫の ヒ

メ ノ プ タ エ シ ン (CASTEELS et al . ，  1993 ; DIMARC Q et al . ，  

1988) は ， グ リ シ ン残基 に 富 む ド メ イ ン があ る こ と がア

タ シ ン類 と 共通 で あ る 。 ヒ メ ノ プ タ エ シ ン は グ ラ ム 陽

性 ・ 陰性両菌 に 活性が あ る が， ア タ シ ン や ザル コ ト キ シ

ン II は一部の グ ラ ム 陰性菌 に の み活性があ り ， そ の作用

は静菌的であ る 。 ア タ シ ン は グ ラ ム 陰性細菌の外膜 タ ン

パ ク 質 の 合 成 血 害 で あ る こ と が 証 明 さ れ て お り

(CARLSSON et al . ，  1991) ， ザル コ ト キ シ ン II はペ プチ ド グ

リ カ ン合成阻害であ る と 考 え ら れて い る 。

4 高 プ ロ リ ン含有 タ ンパ ク 質

セ イ ヨウ ミ ツ バ チ 成 虫 か ら 分離 さ れた ア ピ ダエ シ ン

(2 . 0 kDa) (CASTEELS et al . ，  1989) と ア パエ シ ン (4 . 0

kDa) (CASTEELS et al . ，  1990) ， シ ョ ウ ジ ョ ウ パエ幼虫か ら

分離 さ れた ド ロ ソ シ ン (2 . 4 kDa) (B ULET et al . ，  1993) の

共通点 は ， プ ロ リ ン残基 に 富 む こ と であ る 。 ド ロ ソ シ ン

は以上 に 紹介 し た 中 で 唯一糖 鎖を持ち ， 糖 鎖を 除 く と 抗

菌活性が減 少す る 。 最 近我々 の研究 室で， カ イ コ か ら も

ド ロ ソ シ ン と 同様に プ ロ リ ン に 富み， 糖 鎖を有す る タ ン

パ ク 質が分離 さ れて お り ， や は り 糖 鎖が活性発現 に必要

であ る こ と がわ か っ て い る ( 未発表) 。

皿 昆虫の抗菌 タ ンパ ク 質の作用機作と応

用 的利用

上記の様々 な抗菌タ ンパ ク 質の 中 で， 現在最 も実用化

の 候補と さ れて い る の は， セ ク ロ ビ ン類 と デ ィ フ ェ ン シ

ン類だ ろ う 。

1 セ ク ロ ビ ンの作用 と 利用

図-1 に セ ク ロ ビ ン類 の ア ミ ノ 酸配列 と そ れ ら の 共通

部位 を 示 し た。 セ ク ロ ビ ン類は， 2 個 の rヘ リ ッ ク ス を

持つ 両親媒性の陽イ オ ン タ ンパ ク 質で， N 末端側 は親水

性かつ 塩基性の ア ミ ノ 酸が， C 末端側 に は疎水性の ア ミ
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ノ 酸が並んでお り ， C 末端 は ア ミ ド 化 さ れて い る こ と が

多 い。 こ の構造か ら ， お そ ら く 塩基性部位で細菌細胞膜

の リ ン脂質 に 親和性 を 示 し ， 疎水部位で膜 を 貫通 し て細

菌 を殺す の で あ ろ う と 予想 さ れて い る 。 ま た ， ザル コ ト

キ シ ン IA に お い て ， ア ミ ド 化 さ れた 合成標品 と 非 ア ミ

ド 化標品 と の比較が な さ れ， ア ミ ド 化が抗菌活性 に 重要

であ る こ と が明 ら か に な っ た (NAKA]IMA et al . ，  1987) 。

セ ク ロ ビ ン は ア ミ ノ 酸残基 31�39 の 短 い ペ プ チ ド で

あ る た め， 合成が容易 で あ り ， 抗菌 ス ペ ク ト ル を よ り 拡

大す る た め ， ミ ツ バチ 毒 で あ る メ リ チ ン と の ハ イ ブ リ ッ

ド の合成が試み ら れた (AN DRE Uet al . ，  1992) 。 ま た ， 真核

生物の培養細胞 に対 し て 損傷 を与 え な い こ と (STEINER et 

al . ，  1988 ; CHRISTENSEN et al . ，  1988) ， す べ て の ア ミ ノ 酸を

D 型 に 置 き 換 え て 合成 し で も天然型 と 同様の抗菌活性 を

有 し て い た こ と (WA DE et al . ，  1990) が確か め ら れて い

る 。 そ こ で， 人体 に 安全か っ 自 然界の プ ロ テ ア ー ゼ に よ

っ て 分解 さ れ に く い 新規抗生物質 と し て 注 目 さ れ て い

る 。

天然型セ ク ロ ビ ン の大量生産の た め に ， パ キ ュ ロ ウ イ

ル ス ベ ク タ ー を 用 い た タ ン パ ク 質発現実験が行わ れ， 既

に 3 例が成功 し て い る 。 ザル コ ト キ シ ン 1 (YAMA DA et 

al . ，  1990) 並 び に セ ク ロ ピ ア サ ン セ ク ロ ピ ン A (AN DERSONS 

et al. ，  1991) と カ イ コ セ ク ロ ビ ン B (KA DONo-Okuda et 

aI . ， 未発表) で あ る 。

ま た， セ ク ロ ビ ン遺伝子 を 植物へ導入す る こ と に よ る

耐病性植物の育種が試み ら れて い る 。 表- 1 に カ イ コ の セ

ク ロ ビ ン B の植物病原菌 に対す る 抗菌活性 を 示 し た 。 パ

ラ 科， キ ク 科な ど多犯'性重要病原の一つ で あ る ， 根頭が

ん し ゅ 病菌 を は じ め ， 腐敗病菌や イ ネ 白 葉枯病宣言 に 対 し
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図- 1 セ ク ロ ビ ン類の ア ミ ノ 酸配列
Bm-B:カ イ コ セ ク ロ ピ ン B， Hc-B:セ ク ロ ピ ア サ
ン セ ク ロ ピ ン B， Hc-A:セ ク ロ ピ ア サ ン セ ク ロ ビ ン
A， Hc-D:セ ク ロ ピ ア サ ン セ ク ロ ビ ン D， Ms-D:タ
ノT コ ス ズ メ ガ セ ク ロ ビ ン D， Dm-A:シ ョ ウ ジ ョ ウ
ノfエ セ ク ロ ビ ン A， Dm-B:シ ョ ウ ジ ョ ウ ノfエ セ ク
ロ ビ ン B， Sp-IA:セ ン チ ニ ク パ エ ザ ル コ ト キシ ン
IA 
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て有効であ っ た 。 こ こ で は ， Psuedomonas solanacearum 

(青枯病菌) に対す る 活性 は 低 い が， 既 に セ ク ロ ピ ア サ ン

の セ ク ロ ピ ン B を組み込んだ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ツ ク (形質

転換) タ バ コ がア メ リ カ で成功 し て お り ， こ の報告 に よ

る と ， 同 菌 に よ る 立枯病 に 対 し て 抵抗性 を 示 し た (JA
YNES et al . ，  1993) 。 し た が っ て ， セ ク ロ ピ ン の 中 で も そ れ

ぞれの植物 に 適 し た タ イ プ を 選 ん だ り ， ア ミ ノ 酸置換な

どの改変ペ プチ ド と し て 導入す る こ と に よ り ， 各種病原

菌に抵抗性の植物が作出 で き る と 期待 さ れ る 。

2 デ ィ フ ェ ン シ ン の作用 と 利用

晴乳類や見虫か ら 分離 さ れた す べ て の デ イ ブ ェ ン シ ン

類の共通構造 は， シ ス テ イ ン残基 を 6 個持 ち ， 分子内 に

3 個 の ジ ス ル フ ィ ド 結合 を 持つ こ と であ る 。 ヒ ト や マ ウ

ス の デ ィ フ ェ ン シ ン は大腸菌の膜透過性 を変化 さ せ， お

そ ら く イ オ ン チ ャ ン ネ ル を形成す る も の と 考 え ら れて い

る 。 そ の作用 は殺菌的であ る 。 セ ン チ ニ ク パエ の ザーペ シ

ン は， セ ク ロ ピ ン と 同様 に細菌細胞膜 に傷害 を与 え て殺

菌す る こ と が報告 さ れて い る (MATSUYAMA and NATorU， 

1990) 。 ザーペ シ ン が結合す る 部位 は 酸性指質の カ ル ジ オ

リ ピ ン であ る 。 セ ン チ ニ ク パエ の庇由来培養細胞の培養

上清か ら 精製 さ れた ザ ー ペ シ ン B の ア ミ ノ 酸配列 を も

と に 数種の部分ペ プチ ド が作製 さ れ， 抗菌活性が調べ ら

れた (YAMADA and N ATORI， 1994) 。 天然 の ザーペ シ ン

( ア ミ ノ 酸 34 残基) が グ ラ ム 楊性菌の み に効果が高 い の

に対 し， 部分配列の一つ は ， グ ラ ム 陰性菌や真菌 に も 高

い活性 を 示す こ と がわ か っ た 。 こ の部分配列 は わ ずか 11

ア ミ ノ 酸か ら 成 り ， c 末端 は ア ミ ド 化 さ れて い る こ と が

表 - 1 カ イ コ セ ク ロ ピ ン B の植物病原菌 に対す る 活性

細菌の種類 50%生育阻止
濃度 (μ:g/ml)

Agrobacte門ium tumefaciens N 1001 0 . 4 :t  0 . 0 
(根頭がん し ゅ 病菌)

Clavibacter mich忽'anense pv. michiganense 

( ト マ ト か い よ う 病)
Erwinia carotovora subsp. carotovora (軟腐病菌)
Pseudomonω cichorii NL 7630 (腐敗病菌)
Pseudomonas glumae N 1 169 

( イ ネ も み枯細菌病菌)

3 . l:t 0 . 3 

4 . 2 :t 0 . 7 
1 . 7 :t 0 . 5 

> 50 

Pseudomonas solan哩cearum N 1023 (青枯病菌) I > 50 
Pseudomonas 砂ringae pv. mori S 6804 2 . 1  :t 0 .  7 

( ク ワ 縮葉細菌病菌)
Pseudomonas syringae pv. japonica 0 . 5 :t  0 . 0 

( ム ギ黒節病菌)
Xanthomonas campestris pv. canψestris N 1076 I 1 . 8 :t 0 . 5 

( ア プ ラ ナ 科野菜黒腐病菌)
Xanthomonas campestris pv. 0η'zae N 1086 1 . 8 :t 0 . 2  

( イ ネ 白葉枯病菌)
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活性発現 に 重要であ っ た 。 さ ら に い く つ か の ア ミ ノ 酸置

換 に よ っ て疎水性 を 高 め た ペ プチ ド で は ， よ り 活性が増
大 し た。

晴乳類の デ ィ フ ェ ン シ ン は細菌や真菌だ け でな く ， へ

ルペス ウ イ ル ス や水癌性 口 内 炎 ウ イ ル ス な ど の エ ンベ ロ

ー プ ウ イ ル ス に も 効果があ る 。 し た が っ て ， 今後 タ ンパ
ク 質工学の手法に よ り ， 既知の デ ィ フ ェ ン シ ン を 改変 し

て ， 植物 ウ イ ル ス や昆虫 ウ イ ル ス に ま で標的範囲 を 広 げ

た抗菌ペ プチ ド の 開発が考 え ら れ る 。

3 昆 虫抗菌 タ ンパ ク 質の利点

こ れ ま で に 開発 さ れた 抗生物質 は ， 栄養競合的 に働い

た り ， 細菌の細胞壁や タ ンパ ク 質 の 合成 を 阻害す る 作用

を持ち ， そ の 欠点 と し て ， 耐性細菌がで き や す い こ と が

あ げ ら れ る 。 特 に 臨床で深刻 な 問題 と な っ て い る 抗生物

質耐性の黄色 ブ ド ウ 球菌 (MRSA) や緑膿菌 は ， ほ と ん

ど の抗生物質 に抵抗性で あ る 。 と こ ろ が， 昆虫の抗菌タ

ンパ ク 質 の 中 に は， 上記 2 種の耐性細菌 に効果 を示す も

のがあ る 。 ザーペ シ ン は MRSA に よ く 効 く し ， セ ク ロ ピ

ア サ ン の セ ク ロ ビ ン B は緑膿菌 を 低濃度 で殺す。 こ れ ら

の抗菌 タ ンパ ク 質 は細胞膜 に 直接作用 す る こ と か ら ， 耐

性が獲得 さ れ に く い の で は な い か と 恩わ れ る 。

W 抗菌 タ ンパ ク 質の基礎研究の成果

昆虫の抗菌 タ ンパ ク 質遺伝子 を 解析す る う ち に ， 生体

防御機構 に お い て 脊椎動物 と 共通性が あ る こ と が明 ら か

に な っ て き た 。 昆虫の セ ク ロ ビ ン類や生体防御 レ ク チ ン

は， グ ラ ム 陰性菌の外膜 リ ポ多糖 (LPS) に よ っ て誘導

さ れ る が ， 日南 乳 類 で も ， LPS に よ っ て TNF (tumor 

necrosis factor) や イ ン タ ー ロ イ キ ン 1 な どが誘導 さ れ

る 。 LPS に よ っ て 活性化 さ れ る ， 晴乳類の免疫 グ ロ プ リ

ン L 鎖 の遺伝子の 5' 上流 に あ る 転写調節配列 (NF-xB

結合配列) や， 急性期 タ ンパ ク 質遺伝子類の 5' 上流 に あ

-740 
ぷ、

4=孟

ぷP
。

_tbq- .. 6 _， ♂ ふ .. ，�-flj�'" 
.'b��。 段、。，�-

l必 ず"'.... v ... 'b"'�'<〆 ・ ‘ジ ペ 3 ムベ守F‘
〆' ノ ノ、 u 〆 ぺ1曹

CTGGGA GGGAAGTACCCCT 
( 1 48) 

GGGCGGTACTTCCC 
( 1 4C) 

図- 2 カ イ コ セ ク ロ ビ ン B 遺伝子の 5' 上流域模式図
転写開始点 か らそ れぞ れ ー 160， - 207 bp 上流 に NF
-"B 結合配列 に似た配列 (NF-"B) ， イ ン タ ー ロ イ キ
ン 6 応答配列 (IL-6RE) が存在す る . 14 B， 14 C は
二 つ の セ ク ロ ビ ン B 遺伝子の名前であ る . Bm 1 は さ
ら に 上流に位置す る カ イ コ の 高頻度反復配列 .
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図 - 3 生体防御機構の系統 進化

る イ ン タ ー ロ イ キ ン 6 (lL 6) 応答配列 な どが， 昆虫の抗

菌 タ ン パ ク 質遺伝子上 流 に も あ る こ と がわ か っ た (谷

合， 1993) (圏三 参照) 。 ま た ， LPS の活性部位 も リ ピ ド

A 部分 に あ る こ と や ， 血液細胞が大腸菌 を 捕食 し た 結
果， 免疫活性 を持つ LPS が遊離す る こ と な ど は， 晴乳類

と カ イ コ に 共通の現象であ る (谷合， 1993) 。 昆虫の生体

防御関連遺伝子の発現調節機構や， そ れ に 至 る ま での情

報伝達機構 に つ い て は， ま だ明 ら か に すべ き 部分が多 く

残 さ れて い る 。 例 え ば， 脊椎動物の よ う に サ イ ト カ イ ン

を 介 す る 免疫機構 の ネ ッ ト ワ ー ク 系 が存在 す る か ど う

か， ま た 異物認識の し く み に つ い て は， 今後の研究課題

であ る 。
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生物農薬 の実用化促進 に 社会的 な期待が寄せ ら れて

お り ， 行政面で も 農薬登録の ガ イ ド ラ イ ン (微生物農薬

検査基準) の検討が進め ら れて い る 。 当協会で も 「生物

農薬検討委員会」 を設置 し ， 適切な試験研究 を す す め る

た め の諸問題の検討 を 始 め た 。 本書 は そ の事業の一環 と

し て 作成 さ れた も の で， こ れ ま での知見や議論 を 集約

し ， 開発や試験研究の参考 と す る べ く 資料 を 集成 し， 解

説 を加 え た も の で あ る 。
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生物農薬 の 中 で一番研究開発の進ん だ天敵微生物 に

つ い て ， そ の採集か ら 各種実験法 ま で を 詳 し く 解説。
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