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研究成果の概要（和文）：ヒトの肝臓で発現する種々の加水分解酵素の遺伝子組換えタンパク質

を、バキュロウイルス―昆虫培養細胞発現系を用いて作製し、ライブラリー化した。ピレスロ

イド系殺虫剤および蛍光色素を含むピレスロイド系殺虫剤誘導体を用いてスクリーニングした

結果、新規のピレスロイド系殺虫剤加水分解酵素を発見した。当該酵素について生化学的解析

を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：A library of recombinant hydrolases expressed in human liver was 
generated using the baculovirus expression system. When the library was screened with 
pyrethroids and their derivatives containing a fluorochrome, novel enzymes that hydrolyze 
the insecticides were discovered. Biochemical characteristics of the enzymes was analyzed. 
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１．研究開始当初の背景 
殺虫剤は農産物生産の向上や労働力の低

減のため、世界中で幅広く使用されている。
また、家庭においても衛生害虫の駆除等に用
いられている。このように、ヒトは日常生活
で様々な殺虫剤に暴露されやすい状況にあ
る。 
構造中にエステル結合やアミド結合を含

む殺虫剤は体内の加水分解酵素によって加
水分解され、ほとんどの場合毒性が著しく低
減する。この加水分解酵素はコードされる遺
伝子数や発現パターン、生体内における局在
性が実験動物とヒトとの間で異なる部分が
多く、種差が大きいことが知られている。そ
のため、殺虫剤の加水分解的代謝様式が実験
動物とヒトで大きく異なる可能性が考えら

れる。従って、殺虫剤のヒトでの安全性をよ
り正確に評価するためには、ヒトの代謝酵素
に由来するデータが重要である。 
 
２．研究の目的 
エステル結合やアミド結合を構造中に含

む殺虫剤は体内で加水分解されて解毒され
る場合が多い。しかし、殺虫剤の毒性評価に
用いる実験動物とヒトでは加水分解酵素の
種数や組織分布が大きく異なっており、各々
の酵素に関しても代謝活性や構造選択性が
異なる可能性がある。そこで、ヒトでの安全
性をより正確に評価するために、遺伝子組換
えヒト加水分解酵素を用いて殺虫剤の加水
分解的解毒に関わっている酵素を同定し、酵
素機能を評価してヒトと実験動物における
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種差を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
ヒトの肝臓で発現しているエステラーゼ

およびアミダーゼ遺伝子を単離し、バキュロ
ウイルス発現系を用いて遺伝子組換え酵素
を調製した。各酵素をピレスロイド系殺虫剤
やその誘導体を反応させて、殺虫剤の加水分
解的代謝酵素を同定した。同定した酵素につ
いては金属アフィニティークロマトグラフ
ィー、等電点フォーカシング、陰イオン交換
クロマトグラフィー、硫酸アンモニウム沈殿
等を用いて精製し、酵素機能を詳細に調査し
た。 
 
４．研究成果 
ヒトの肝臓においてピレスロイド系殺虫

剤を代謝する加水分解酵素として、カルボキ
シルエステラーゼがこれまで主に知られて
いる。このカルボキシルエステラーゼは膜結
合型タンパク質であるが、本研究の結果、ヒ
トの肝臓には膜結合型タンパク質だけでな
く、サイトゾル（可溶性）タンパク質の中に
もピレスロイド系殺虫剤を加水分解する酵
素が存在することを発見した。 

当該酵素に対して、シペルメトリンを含む
種々のピレスロイド系殺虫剤と、蛍光色素を
含むシペルメトリン誘導体（図１）を用いて
当該酵素の機能解析を行った。結果、当該酵
素は供試した数種のピレスロイド系殺虫剤
を加水分解することが判明した。また、蛍光
色素を含むシペルメトリン誘導体は３つの
不斉炭素原子を持ち、８種の立体構造異性体
が存在する。それらを用いて当該酵素の立体
選択性を評価した。その結果、当該酵素の基
質に対する立体選択性は最大で１００倍以
上であった（図２）。図２の④と⑧はともに
１S-trans 体であり、この立体配置を持つ基
質を特に効率よく加水分解することが判明
した。一方、α炭素の立体配置は酵素活性に
あまり影響を及ぼさないことが判明した。 
現在、当該酵素のより詳細な酵素機能解析

を行っている。 
また、可溶性タンパク質であるブチリルコ

リンエステラーゼおよびアセチルコリンエ
ステラーゼにはピレスロイド系殺虫剤の加
水分解能を持たないことを確認した。このこ
とは既に報告されており、それらの結果を追
認することができた。 
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図２．シペルメトリン誘導体の各種⽴体異性体に対する
相対酵素活性（①に対する活性を１とする）
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図１．シペルメトリン（上）とその誘導体（下）
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