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研究成果の概要（和文）：イベルメクチン(IVM)やミルベマイシン(MLM)等のマクロライド系化合

物による抑制性グルタミン酸受容体(GluCl)の活性化機構解明するため、化合物の結合部位の解

明に有用な光反応性試薬を開発した。また、カイコ GluCl の結晶化に必須の大量発現方法を確

立した。さらに捻転胃虫 GluCl に対する MLM-A4の活性発現に重要なアミノ酸を同定し、本化合

物の結合部位が２か所存在する可能性を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：This study was aimed at elucidating the mechanism of action of 
macrolide compounds ivermectin (IVM) and milbemycin (MLM) on glutamate gated chloride 
ion channels (GluCls). Several photoaffinity probes were synthesized and confirmed to 
be capable of inhibiting [3H]MLM-A4 binding to nematode and insect GluCls at nano molar 
concentrations. Meanwhile, silkworm GluCl (BmGluCl) structural features that influence 
the receptor amount were identified and a method to overexpress them in Sf9 cells was 
established. Further, some amino acids critical for the actions of MLM-A4 on a nematode 
GluCl were identified and two possible MLM-A4 binding sites in the receptor were proposed. 
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１．研究開始当初の背景 
 マクロライド骨格をもつアベルメクチン
(AVM)とその類縁体イベルメクチン(IVM)お
よびミルベマイシン(MLM)は優れた駆虫およ
び殺虫活性を発揮し、天然制御剤として世界
中で実用されている。これらのマクロライド

系化合物は、リガンド作動性イオンチャネル
に属する抑制性グルタミン酸受容体(GluCl)
を選択的かつ持続的に活性化することで、対
象生物の抑制性神経伝達を過度に促進し、致
死を引き起こす。GluCl は線虫や昆虫などの
無脊椎動物に特有であることから、本マクロ
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ライド系化合物はヒトに対する安全性に優
れている。こうした AVM や IVM の GluCl 作用
機構については良く知られているが、これら
の化合物が GluCl のどこに結合するのか、ま
たその結合によってなぜ GluClが持続的に活
性化されるのか、理解されていなかった。そ
のため、マクロライド系化合物の構造最適化
や、さらに受容体の構造基盤に基づいた大胆
な新規 GluCl 作用性駆虫剤や殺虫剤の設計・
開発ができないのが現状であった。こうした
背景をもとに本研究を企画するに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、昆虫および線虫の GluCl に対
するマクロライド系化合物の持続的活性化
作用の謎を、多岐にわたるアプローチによっ
て解き明かすことを目標に定めた。すなわち、
(1) IVM の光反応性誘導体を創製する一方、
(2）単独のサブユニットで発現可能な昆虫
GluCl の大量発現条件を確立し、光親和性標
識実験や結晶化への道筋をつける。また、(3)
部位特異的変異実験によってマクロライド
系化合物の活性化作用に重要な役割を果た
す ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る と と も に 、
(4)GluCl-IVM複合体のX線結晶構造の決定あ
るいはそのモデリングによって、マクロライ
ド系化合物による GluClの活性化機構の構造
基盤を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 光親和性ブローブの合成と活性 

光反応性の IVMを以下のルートで合成した。
すなわち、IVM の糖鎖を酸加水分解によって
除き、次いで一定の長さのメチレン側鎖を挟
んで、光反応性のアジドあるいはトリフルオ
ロメチルジアジリン基をもつ芳香環を結合
させることを計画した（図１）。 
 

図１ 光反応性プローブの合成計画 
 

GluCl に対する光親和性ブローブの活性は、
binding assay により評価した。すなわち、
捻転胃虫由来の GluCl (HcGluClα3B)および
カイコ由来の GluCl(BmGluCl)の exon 3c アイ
ソフォームを COS-1 細胞に発現させ、それぞ
れの受容体への[3H]IVM の特異的結合を 50%
阻害する化合物の半数阻害活性IC50を求めた。 
 

(2) 結晶化と光親和性標識に向けての GluCl
の大量発現 
(2)-① カイコ GluCl(BmGluCl)の発現量を規
定する構造因子の解明 

カイコP-50系統の終令幼虫の脳と胸部第3
神経節を摘出し、RNA を抽出した。これをも
とに GeneRacer キット(Life Technologies)
を用いて 5’および 3’末端の遺伝子配列を
確定し、全長の遺伝子配列を PCR で増幅した
後、pcDNA3.1(+)ベクターにクローニングし
た。得られた cDNA クローンの中からランダ
ムに 50個選抜し、その塩基配列を決定した。
次いで、その cDNA を鋳型として cRNA を in 
vitro で合成し、アフリカツメガエル卵母細
胞にマイクロインジェクションすることに
よって、BmGluCl のアイソフォームを機能的
に発現させた。BmGluCl の IVM に対する活性
化により誘起される塩素イオン電流は、二極
膜電位固定法によって電気生理学的に測定
した。 
 
(2)-②昆虫細胞での BmGluCl の大量発現 
BmGluCl の大量発現条件の検討には、細胞

として昆虫細胞 Sf9 細胞を、ベクターとして
pIB/V5-His ベクターを用いた。BmGluCl の
cDNA を Gateway システムによって
pIB/V5-His ベクターにクローニングし、His
タグの抗体検出によって受容体の発現を確
認した。 
 
(3) マクロライド系化合物との相互作用に
寄与する GluCl のアミノ酸の同定 
捻転胃虫 H. contortus の Hco-AVR-14B 受

容体に焦点を絞り、これを COS-1 細胞に発現
させた。そして野生型と任意のアミノ酸置換
（変異と以後記す）を有する Hco-AVR-14B 
GluCl に対する[3H] MLM-A4特異的結合を測定
するとともに、MLM-A4による塩素チャネルの
活性化をホールセルパッチクランプ法によ
って電気生理学的に測定した。 
 
(4) GluCl-MLM-A4複合体のモデリング 
 Hco-AVR-14B 受容体と MLM-A4とがつくる複
合体モデルはモデリングソフト MOEを用いて
構築した。すなわち、リガンド作動性イオン
チャネルの結晶構造データベースをもとに
本受容体をモデルし、MLM-A4をドッキングさ
せた。候補モデルのうち最もエネルギーが低
いものを選抜し、MMFF94x によって構造最適
化した。 
 
４．研究成果 
(1) 光親和性プローブの合成と活性評価 
光反応性官能基としてアジド基をもつ IVM誘
導体を数種合成した（図２）。合成した化合
物はnMオーダーという低濃度でHco-AVR-14B 
GluCl および BmGluCl(exon 3c アイソフォー
ム)に対する[3H]IVMの特異的結合を阻害した。
このことから、本研究で合成した光親和性プ
ローブ類は、GluCl の標識実験に使用可能で
あると考えられた。 
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図２ 光反応性プローブの合成 
 
(2) 結晶化と光親和性標識に向けての GluCl
の大量発現 
(2)-① カイコ GluCl(BmGluCl)の発現量を規
定する構造因子の解明 

BmGluCl の cDNA をクローニングし、シーク
エンシングした結果、遺伝子は計11個のexon
からなり、exon 3 での選択的スプライシング
によって a、b、cおよび欠損タイプの計 4種
のアイソフォームが、exon 9 での欠損によっ
て完全タイプと欠損タイプの計 2種のアイソ
フォームが生じることが明らかとなった。さ
らに遺伝子 3’末端での選択的スプライシン
グによって数種のアイソフォームが生じる
ことも見出した。 

 

 
図３ BmGluClアイソフォームに対するIVMの
活性化作用の比較 

 

アフリカツメガエル卵母細胞で発現させ
た GluCl アイソフォームの IVM に対する応答
を測定した結果、アイソフォーム間の構造の
違いは、リガンドに対する感受性ではなく細
胞での発現量に影響し、exon 3c タイプのア
イソフォームが最も多量に発現することが
明らかとなった（図３）。 
 

(2)-②昆虫細胞での BmGluCl の大量発現 
(2)-①で得られた成果をもとに、BmGluCl

のアイソフォームのうち3cタイプを選抜し、
pIB/V5-Hisベクターを用いてSf9細胞で発現
させた。種々発現条件について検討した結果、
血清を含有する培地で培養したとき、受容体
は膜画分で、かつ SDS-PAGE で明確に認識可
能なレベルで発現可能であることが明らか
となった。 
 
(3) マクロライド系化合物との相互作用に
寄与する GluCl のアミノ酸の同定 
IVM に抵抗性を示す線虫、昆虫、ハダニで

見出された GluClのアミノ酸変異を参考にし
て捻転胃虫の Hco-AVR-14B受容体に相同の変
異を導入した。そして野生型および当該変異
をもつ Hco-AVR-14B 受容体に対する
[3H]MLM-A4の結合親和性および MLM-A4による
塩素イオン電流誘起活性を測定した結果、
Leu256、Pro316 および Gly329 の変異により 
[3H]MLM-A4の親和性が顕著に低下し（図４）、
L256F および P316S 変異によって MLM-A4の塩
素イオン電流誘起活性がそれぞれ 37 倍およ
び 100 倍低下した（図５）。 

 
 

 
 
図４ Hco-AVR-14B 受容体のアミノ酸変異に
より生じる[3H]MLM-A4の結合活性の変動 
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図５ Hco-AVR-14B 受容体のアミノ酸変異に
より生じる MLM-A4のイオンチャネル活性化
作用の変動 

 
以上の結果から、Leu256 が存在する N末端

の β10 鎖、Pro316 が存在する第 2膜貫通領
域と第 3膜貫通領域とを結ぶリンカーおよび
Gly329 が存在する第 3膜貫通領域が Hco- 
AVR-14B 受容体とマクロライド系化合物との
相互作用において重要な役割を果たしてい
ることが判明した。 
 
(4) GluCl–マクロライド複合体のモデリング 
 研究項目(3)で得られた成果を参考にして
Hco-AVR-14B 受容体と MLM-A4とがつくる複合
体モデルを構築した。その結果、一つの結合
部位として細胞外ドメインと膜貫通領域の
境目(E site)に結合する可能性が認められた。
E siteは細胞の β1-β2、cysおよび β8-β9 loop
と第２および第３膜貫通領域を結ぶリンカ
ーに囲まれている。これらの loop は、GluCl
が属するリガンド作動性イオンチャネルに
共通の、アゴニスト結合からチャネル開口へ
の共役に寄与すると言われている（図６）。 

 
図６ Hco-AVR-14B 受容体と MLM-A4 都がつく
る複合体モデル(E site での結合) 

 E site 結合タイプのモデルが正しければ、
β8-β9 loop に存在する Asp220 や Leu222 の
アミノ酸置換も Hco-AVR-14B受容体に対する
MLM-A4の活性に影響するはずである。実際、
D220A 変異や L222A 変異は Hco-AVR-14B 受容
体に対する[3H]MLM-A4 の結合を顕著に低下さ
せたことから、E site に対して MLM が相互作
用する可能性が支持された。 
 しかしドッキングシミュレーションは、
Hco-AVR-14B 受容体の膜貫通領域（M site）
に対する MLM-A4の結合の可能性も示した（図
７）。このモデルは P316A および P317A によ
る[3H]MLM-A4 結合活性の低下のみならず、
G329D 変異による[3H]MLM-A4 結合活性の低下
も説明可能である。膜貫通領域との相互作用
は、持続的なイオンチャネルの開講現象と矛
盾しない。今後、GluCl–MLM-A4複合体の結晶
構造を解明することで、E site と M site の
いずれに MLM が選択的に結合するのか、ある
いはモデルによる予測通り、どちらの部位に
も結合するのか、検討する必要がある。 
 

 
図６ Hco-AVR-14B 受容体と MLM-A4 都がつく
る複合体モデル(M site での結合) 
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