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研究成果の概要（和文）：ジアミド型化合物フルベンジアミドは、リアノジン受容体(RyR)を標的とし、チョウ目昆虫
のみに選択的に高い殺虫活性を示す農薬である。しかし、チョウ目RyRに対するフルベンジアミドの高い選択性におけ
る分子・構造生物学的基盤は未解明である。本研究では、フルベンジアミドにおけるチョウ目（カイコ）昆虫RyR選択
的結合機構の解明を目的とし、以下の項目について明らかにした。（１）ケミカルバイオロジー的手法を用いた結合部
位の特定（２）カルシウムイメージングによるカイコRyRとフルベンジアミド非感受性RyRとのキメラによる結合部位の
確認

研究成果の概要（英文）：Flubendiamide shows selective insecticidal activity against lepidopterous insects.
 The ryanodine receptor (RyR) Ca2+ release channel is a primary target of flubendiamide. However, the mole
cular mechanisms underlying the species-specific action of flubendiamide are unclear. To identify the flub
endiamide-binding region within RyR, we used new affinity probe and LC/MS/MS analysis. The results suggest
 that the flubendiamide response of RyR requires the diversity region 1. Our findings provide important in
formation for understanding the species-selective effects of flubendiamide.
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１．研究開始当初の背景 
現在、世界的な食糧不足が懸念されている。
食糧の確保は人類にとって重要な課題であ
り、食糧確保のための安定した農作物の生産
が必要である。化学農薬は方法が簡単である
ことや、コストの面からも非常にすぐれてい
る一方、健康や環境に対する影響や、抵抗性
を持つ害虫の発達など大きな問題も持って
いる。従って安全に農薬を使用するために、
病害虫のみを標的に殺虫活性を示し、かつヒ
トを含む他生物種や自然環境への影響を最
小限に留める新たな農薬の開発が望まれて
いる。 
農薬が標的とする作用分子として、以前は
アセチルコリンエステラーゼや電位依存型
ナトリウムチャネルが主に利用されていた。
これらの分子をターゲットとする農薬は一
般に選択性に乏しく、標的害虫以外に対して
も強い毒性を示すものが多く含まれていた。
現在は、ネオニコチノイド系と呼ばれるニコ
チン性アセチルコリン受容体を標的とした
農薬が広く使用されている。これらの化合物
は標的害虫の受容体に選択的な親和性を示
し、哺乳類には比較的毒性が低いといわれて
いる。しかし、近年ミツバチへの影響（女王
蜂の減少や帰巣能力を失うなど）が報告され
ており、昆虫種間の選択性は低いことが問題
になっている。 
近年、日本農薬（株）により開発されたジ
アミド型化合物フルベンジアミドは、リアノ
ジン受容体（RyR）を標的とし、ハンスモン
ヨトウやコナガなどのチョウ目昆虫に非常
に高い殺虫活性を示す一方、チョウ目害虫の
天敵となる昆虫やクモへの殺虫効果は極め
て弱いことが示されている (Tohnishi et 
al: J Pestic Sci (2005) 30:354-360; Masaki 
et al: Mol Pharmacol (2006) 69:1733-1739) 。
RyR は小胞体膜に存在し、小胞体からの Ca2+

放出を担う Ca2+チャネルである。主な生理機
能としては、筋収縮の際に必要な Ca2+濃度上
昇を担うことが知られている。RyRは約 5,000
アミノ酸残基からなるタンパク質であり、さ
らにこれが 4量体を形成することにより、小
胞体膜上に巨大な Ca2+放出チャネルを形成す
る。RyR は膜タンパク質であるが、ほとんど
が細胞質に面した可溶性部分であり、この部
分にはチャネル機能を調節する部位が局在
している。RyR の構造情報は、低分解能の全
体構造（Samsó et al: Nature Struct Mol Biol 
(2005) 12:539-544; Serysheva et al: Proc 
Natl Acad Sci USA (2008) 105, 9610-9615）
もしくは、N 末端側 500 アミノ酸残基程度の
高分解能の構造決定（Tung et al: Nature 
(2010) 468:585-589）のみであり、RyR の大
部分の領域では高解像度の詳細な構造解析
はまだなされていない。 
本申請者が所属する研究室では、フルベン
ジアミドが RyR を活性化させ、細胞内 Ca2+濃
度の上昇を介した筋肉収縮の持続によりチ
ョウ目昆虫（カイコ）選択的に殺虫活性を示

すことを証明した（Kato et al: Biochemistry 
(2009) 48:10342-10352）。しかし、チョウ目
RyR に対するフルベンジアミド殺虫剤の高い
選択性の分子・構造生物学的基盤は未解明で
ある。申請者は、これまでイオンチャネルな
ど膜蛋白質分子の構造と機能に興味を持ち
研究を行ってきた。従って、このフルベンジ
アミドによるチョウ目選択的結合機構につ
いて、RyR 一分子一アミノ酸残基レベルでの
解明をしたいと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、フルベンジアミドにおけるチ
ョウ目（カイコ）昆虫 RyR 選択的結合機構の
解明を目的とし、以下の項目について明らか
にする。 
(1)ケミカルバイオロジー的手法を用いた結
合部位の特定 
(2)カイコ RyR（sRyR）とフルベンジアミド非
感受性RyRとのキメラによる結合部位の確認 
(3)カルシウムイメージングとアラニンスキ
ャニングによる結合に重要なアミノ酸残基
の同定 
(4)フルベンジアミド結合部位周辺タンパク
質の結晶化 
 
３．研究の方法 
リガンドの結合部位を調べる方法は、大き
く分けて 2 種類考えられる。まず、1 つ目は
アラニンスキャニングなど遺伝子点変異実
験である。これは、機能に関わるアミノ酸残
基を同定することが出来るが、どの部分のア
ミノ酸残基に変異を入れるかの選択が難し
い。特に、本実験対象分子である RyR は巨大
なタンパク質であることから、すべての位置
に変異を入れることは得策ではない。2 つ目
は、リガンド誘導体を用いたアフィニティー
ラベルである。分解能は変異実験に劣るが、
おおまかな結合部位の同定には優れている。
本研究では、この２つの手法両方を使い、チ
ョウ目（カイコ）昆虫 RyR におけるフルベン
ジアミドの結合部位を同定する。全体の流れ
は、まずアフィニティーラベルで大まかな結
合部位を同定後、同定された結合領域内でア
ラニンスキャニングを行い、結合に関わるア
ミノ酸残基を同定する予定である。 
 
４．研究成果 
(1)ケミカルバイオロジー的手法を用いた結
合部位の特定 
フルベンジアミド骨格をリガンドとした
新規アフィニティーラベル化剤を合成した。
まず、合成したラベル化剤がフルベンジアミ
ド同様のリガンド結合能を有しているかを
調べた。ヒト胎児腎細胞 HEK293 細胞に sRyR
を一過的に発現させ、Ca2+指示薬である
Fura-2 を導入し、ラベル化剤がフルベンジア
ミド同様に sRyR に作用し小胞体からの Ca2+

放出を惹起するかを調べた。その結果、ラベ
ル化剤を作用させることで細胞内 Ca2+濃度の



有意な上昇が確認できたことから、新規ラベ
ル化剤がフルベンジアミドと同様のリガン
ド結合能を有することが示された。 
ラベル化剤の結合部位を同定するために、
質量分析計による解析を行った。HEK293 細胞
に発現させた sRyR をラベル化し、トリプシ
ンで消化後ペプチド断片としたのちに
LC-MS/MS により解析した。その結果、sRyR
由来と思われるペプチドフラグメントを再
現性良く検出することに成功した。検出され
た領域は、生物種間でアミノ酸の保存性が低
い DR1 領域付近であることより、フルベンジ
アミドの結合部位としてDR1領域が候補とな
った。 
 
(2)カイコ RyR（sRyR）とフルベンジアミド非
感受性RyRとのキメラによる結合部位の確認 
ラベル化の実験により、生物種間でアミノ
酸配列の保存性が低いDR1領域がフルベンジ
アミドの結合ならびに種選択性の分子基盤
となっていることが予想された。そこで、分
子生物学的手法を用いて sRyR の DR1 領域を
フルベンジアミド非感受性 RyRの DR1 領域に
置換したキメラ遺伝子を作製した。このキメ
ラ遺伝子を培養細胞に導入し、フルベンジア
ミド感受性の検討を行うと、キメラ体の応答
は sRyR に比べ有意に減弱した。この結果か
らも、フルベンジアミド結合部位として DR1
領域が重要であることが示唆された。今後は、
さらに領域を限定し、詳細な結合部位の同定
を行いたい。 
 
(3)カルシウムイメージングとアラニンスキ
ャニングによる結合に重要なアミノ酸残基
の同定 
これまでの研究で、フルベンジアミド結合
部位として DR1 領域が候補となっているが、
この領域は約 250 アミノ酸残基ほどあり、ア
ラニンスキャニングを行うためには、範囲が
広すぎるため、この実験はまだ行われていな
い。今後は、(2)の実験で範囲を限定した後、
アラニンスキャニングを行いたい。 
 
(4)フルベンジアミド結合部位周辺タンパク
質の結晶化 
DR1 領域にフルベンジアミド作用点がある
ことが示唆された。そこで、DR1 領域とフル
ベンジアミドの共結晶を目指すため、まず
DR1 領域の発現を試みた。PCR を用いて DR1
領域をコードする DNA を増幅し、GST tag を
コードする領域を持つ大腸菌発現用プラス
ミドを構築した。培養条件を検討した結果、
大腸菌による大量発現に成功した。また、ア
フィニティークロマトグラフィー、陰イオン
クロマトグラフィーおよびゲルろ過カラム
により、sRyR の DR1 領域の精製タンパク質を
得ることが出来た。しかし、様々な条件でこ
のタンパク質の結晶化を試みているが、まだ
結晶は得られていない。今後は、DR1 領域内
で様々な長さのコンストラクトを作製、精

製・結晶化条件の検討などを行い、DR1 領域
の結晶化を目指す。 
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