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研究成果の概要（和文）：申請者は、ステロイドホルモン生合成に関わる新規分子Noppera-boの機能解明を目指した。
ショウジョウバエとカイコガを用いた機能欠損個体の表現型解析から、Noppera-boがステロイドホルモン生合成器官で
のコレステロールの挙動調節に関わることを示した。さらに、Noppera-bo組換えタンパク質と酵素活性検出用蛍光プロ
ーブ、低分子化合物ライブラリーを組み合わせたスクリーニング系を利用して、Noppera-boがある種のステロイドと結
合することによって酵素活性を変化させることを見出した。この結果は、Noppera-boの内在性基質は何らかのステロイ
ド類であることを示唆する重要な成果である。

研究成果の概要（英文）：This study is toward understanding a functional role of Noppera-bo, the novel 
protein that is required for steroid hormone biosynthesis. Based on our phenotypic analyses using 
noppera-bo loss-of function mutants of the fruit fly Drosophila melanogaster and the silkworm Bombyx 
mori, we have found that noppera-bo plays an indispensable role in regulating the behavior of cholesterol 
in steroidogenic organs. To investigate which molecules can affect Noppera-bo enzymatic activity, we have 
developed a high through-put screen system with the recombinant Noppera-bo protein, the fluorescent probe 
to monitor the enzymatic activity and chemical compound library. We have found that some steroids 
directly bind to Noppera-bo protein and display significant inhibitory effects on Noppera-bo enzymatic 
activity. These important results imply that an endogenous substrate for Noppera-bo should be a kind of 
steroids, including sterols.

研究分野：発生遺伝学、昆虫生理学
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１．研究開始当初の背景 
 
 多細胞生物において、コレステロールは細
胞膜の成分として、またステロイドホルモン
の原材料として必須である。その代謝調節の
破綻はヒトにおいても様々な疾患の原因と
なることは広く知られている。よって、生体
内におけるコレステロール動態調節機構に
関わる遺伝子を発掘してその生体内機能を
解明することは、基礎生物学的にも医学的に
も重要な課題である。 
 コレステロールは、ヒトを含む脊椎動物の
みならず、昆虫においても生命活動の維持に
欠かすことができない。昆虫においてコレス
テロールは、発生の進行（胚発生、脱皮、変
態、羽化、卵形成）に必須の役割を果たすス
テロイドホルモン「エクジステロイド」の原
材料として必須である。昆虫は、自身の体内
でコレステロールを新たに合成することは
出来ないため、餌の中から取り込む。生体内
に取り込まれたコレステロールは、エクジス
テロイド産生器官である前胸腺や卵巣に体
液を介して運ばれた後、複数段階の特異的な
触媒反応を経て、エクジステロイドへと変換
される。 
 申請者でこれまで、ショウジョウバエ
Drosophila melanogaster を主材料として、
未解明のままであったエクジステロイド生
合成関連遺伝子の多くを同定し、世界的に先
駆的な業績を挙げてきた。そして申請者は本
研究開始当初、「noppera-bo」と命名した新
規のエクジステロイド生合成関連遺伝子に
注目した。noppera-bo はグルタチオン S-転
移酵素（GST）の１種をコードしている。研
究開始時点での申請者の予備的結果から、前
胸腺でのエクジステロイド生合成経路の中
でコレステロールの挙動の調節に関与する
ことが示唆されていた。しかし、なぜ
noppera-bo が細胞内でどのようにコレステ
ロールに関与するのかは不明であった。また、
コレステロール動態調節にGSTのような代謝
酵素が関与することは、あらゆる生物におい
て一切の報告がない状態であった。従って申
請者は、noppera-bo の分子機能の解明は、コ
レステロール動態調節の全く新しいメカニ
ズムを明らかにすることに繋がると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、Noppera-bo の機能を分子遺伝
学的、生理学的、そして生化学的に追究し、
生体内でのコレステロールの挙動を調節す
る新しいメカニズムに迫ることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
 
 主に以下の２つの手法を用いた研究を実
施した。 
 

(1) noppera-bo機能低下個体の表現型解析と
変異体を利用した基質探索アプローチ： 
 研究の開始時点で申請者はすでにショウ
ジョウバエ noppera-bo 機能欠損系統を作出
していたが、その詳細な表現型解析は完了し
ていなかった。そこで、発育における影響を
発生時間に沿って詳細に記載した。また、前
胸腺でのステロール類の量を精査するため、
蛍光コレステロールを用いた組織染色法や
質量分析計を用いたステロール類の定量分
析を実施した。 
 一方、研究の過程で、前胸腺由来の大量の
生体サンプル入手の必要性を認識したこと
から、ショウジョウバエのような小型の昆虫
だけでなく、比較的巨大な前胸腺を持つカイ
コガにも着目し、分子遺伝学的解析を実施し
た。ゲノム編集技術（TALEN 法）を用いた変
異体の分離、および引きつづいて幼虫発育に
おける影響および前胸腺でのステロール類
の量を検討した。 
 次いで、正常個体および noppera-bo 機能
欠損個体を用意し、それぞれの細胞抽出液に
対してグルタチオンを特異的に認識する市
販の抗体を用いて免疫沈降を行い、グルタチ
オン化状態に変化を示すタンパク質性基質
の同定を試みた。 
 
(2) 精製組換え Noppera-bo タンパク質を用
いた生化学的な基質探索アプローチ 
 大腸菌で調製した組換え Noppera-bo タン
パク質と 3,4-DNADCF という高感度酵素活性
検出プローブを利用し、ハイスループット化
に対応した Noppera-bo の酵素活性検出系を
確立した。この検出系に低分子化合物ライブ
ラリーを供することで、Noppera-bo 活性を阻
害する低分子化合物を同定した。阻害化合物
が得られた場合、その化学構造を元に、
Noppera-bo がどのような分子と相互作用す
るのかを検討することが可能になり、ひいて
は内在性基質の理解の足がかりになると着
想した。 
 
４．研究成果 
 
(1)ショウジョウバエnoppera-boは前胸腺で
のコレステロールの挙動の調節を通じてエ
クジステロイド生合成を正に調節する（雑誌
論文⑥）： 
 ショウジョウバエにおいて noppera-bo の
機能が完全に欠損した個体においては、胚発
生の進行が途中で停止し、胚表皮に形成さ
れる体節構造が消失した。この表現型は、エ
クジステロイド欠乏ショウジョウバエの典
型的な表現型であった。さらに申請者は、
noppera-bo 機能低下個体では前胸腺におい
て異常なコレステロールの蓄積が生じてい
ることを、質量分析によるステロール量の定
量および蛍光コレステロールを用いた顕微
鏡観察から明らかにした。研究開始時点で得
ていたデータと合わせた一連の結果から、



Noppera-bo は前胸腺（エクジステロイド産生
器官）においてコレステロールの細胞内挙動
の調節を介してエクジステロイド生合成を
正に制御することが示された。 
 
(2) カイコガ noppera-bo も前胸腺でのコレ
ステロールの挙動の調節を通じてエクジス
テロイド生合成を正に調節する（雑誌論文
⑤）： 
 ショウジョウバエ以外の昆虫における
noppera-bo オーソログの重要性を検討する
ため、また巨大な前胸腺を利用した将来的な
生化学・生理学的研究の前準備として、カイ
コガ noppera-bo ノックアウト個体を作出し
た。カイコガにおいてもエクジステロイド依
存的な発生異常が観察された。また、ショウ
ジョウバエと同様に前胸腺でのステロール
類の蓄積異常が認められた。ただし、ショウ
ジョウバエではコレステロールが蓄積して
いたのに対して、カイコガではその代謝物で
ある 7-デヒドロコレステロールが蓄積して
おり、昆虫種によって Noppera-bo の機能に
若干の差異が認められた。 
 
(3) noppera-bo機能欠損個体を用いた基質探
索の試み 
 これらのショウジョウバエおよびカイコ
ガの機能欠損個体においては、正常個体と比
べてNoppra-boによって触媒される基質の挙
動に異常があると予想される。Noppera-bo が
GST という酵素であることを考えると、変異
個体では基質のグルタチオン化状態に異常
があると考えられた。そこで、noppera-bo の
基質がタンパク質であるという仮定の元に、
これらの変異個体においてグルタチオン化
状態が変化するタンパク質の同定を試みた
が、残念ながら本研究期間中に有意な成果を
得ることはできなかった。 
 
(4)Noppera-bo 組換えタンパク質と低分子化
合 物 ラ イ ブ ラ リ ー を 組 み 合 わ せ た
Noppera-bo 相互作用分子の同定（雑誌論文④
および投稿準備中） 
 上述(3)のアプローチが難航したために、
別の戦略として、Noppera-bo の生化学的およ
び構造生物学的な研究に従事した。
Noppera-bo 組換えタンパク質と、GST 酵素活
性を高感度で検出できる蛍光プローブを利
用することで、Noppera-bo の酵素活性をハイ
スループットに簡便に追尾する試験管内反
応系の確立に成功した。 
 この検出系を用いて酵素活性阻害化合物
を同定することで、Noppera-bo と相互作用す
る分子の特徴の抽出を目指した。そこで、東
京大学創薬機構の所有する 9,600 種類の低
分子化合物ライブラリーを入手し、
Noppera-bo 活性を阻害する低分子化合物の
同定を行った。その結果、哺乳類女性ホルモ
ンであるエストラジオールが、試験管内反応
系において Noppera-bo の酵素活性を強く阻

害することを見出した。また、エストラジオ
ールが Noppera-bo と物理的に直接結合する
こと、そして構造的にも Noppera-bo の特定
のタンパク質部位と特異的な相互作用をす
ることを確認した。 
 申請者は、エストラジオールがステロイド
であることを踏まえて、多様なステロイド類
の Noppera-bo への阻害活性を検討した。そ
の結果、ステロイド類の一部、特にエクジス
テロイド生合成経路に位置するステロール
類や中間化合物の一部が、Noppera-bo の酵素
活性を強力に阻害することを発見した。また、
これらのステロイド類が Noppera-bo と物理
的に直接結合すること、そして構造的にも
Noppera-bo の特定のタンパク質部位と特異
的な相互作用をすることを確認した。 
 以上の結果は、ステロイド類が Noppera-bo
の阻害活性を持つことを示すと共に、昆虫発
生時の Noppera-bo の内在性基質は何らかの
ステロイド／ステロール類であることを示
唆する重要な成果である。 
 
(5) その他の研究活動（雑誌論文①②③⑦） 
 Noppera-bo に関する研究成果を含む総説
論文を４本執筆した。 
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