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研究成果の概要（和文）：幼若ホルモンは昆虫の脱皮変態など様々な生理調節機構を制御する昆虫ホルモンであ
り，その受容体であるMethoperen-tolerant（Met）は，新しい昆虫成育制御剤の標的分子として注目されてい
る。本研究では，Metに直接結合することで，その機能を抑制するJHアンタゴニストの創製を目的として研究を
行った。
様々な化合物を有機合成し，その生理活性をカイコ幼虫に対する早熟変態誘導活性試験および，カイコMetタン
パク質に対する結合活性を調べた結果，JHアンタゴニスト候補化合物NY04を新たに見出した。

研究成果の概要（英文）：Juvenile hormone is an insect hormone that regulates various physiological 
mechanisms such as molting and metamorphosis. Therefore, its receptor Methoperen-tolerant (Met) is 
attracting attention as a target molecule for new insect growth regulators. In this study, we have 
studied for the purpose of developing a JH antagonist that suppresses function of Met by directly 
binding.
We synthesized various compounds by organic synthesis and examined their biological activities by 
precocious metamorphosis-inducing activity test against silkworm larva and the binding test to Met 
protein of the silkworm. As a result, we found compound NY04 as a novel JH antagonist.

研究分野：生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 
幼若ホルモン（JH）は，昆虫において脱皮・
変態のほか，生殖腺刺激，休眠やカースト分
化などさまざまな生理調節機能に関与する
重要なホルモンであり，近年，JH 受容体とし
てMetと呼ばれるタンパク質が新たに同定さ
れた 1)。Met は，JH 初期応答遺伝子である
Krüppele homolog 1（Kr-h1）の発現を JH 依
存的に制御していることが報告されている 2)。
また，コクヌストモドキにおいて Met の発現
を RNA 干渉によって抑制すると，JH の作用不
全である早熟変態が誘導されたことから 3)，
Met が昆虫の成長において重要な役割を果た
していることが明らかになった。そのため，
Met は昆虫成育制御剤の新たな標的分子と注
目されている。 
これまでにメソプレンなどのJHと同じ生理
活性を示す JH アゴニストは Met に直接結合
することが報告されているのに対して，JH の
作用を特異的に抑制する JH アンタゴニスト
は，ほとんど報告例がない。これまでに ETB
がその生物活性様式から唯一，JH 部分アンタ
ゴニストではないかと報告されているのみ
であるが，Met へ直接結合するかに関しては
不明である。  
報告者は，JH を標的とした昆虫成育制御剤
の創製および，その作用機構について研究を
行っている。これまでに，農業生物資源研究
所の粥川らが開発したカイコ由来の JH 応答
配列を用いたレポーター遺伝子アッセイに
おいて， methyl 4-{1-(7-benzyloxy-1,4- 
benzodioxan-6-yl)ethenyl}benzoate
（MM-17）が JH 拮抗阻害活性を示すことを見
いだしている（Fig. 1）。さらに MM-17 は，
カイコ幼虫に対して弱いながら早熟変態誘
導活性を示したことから，JH アンタゴニスト
候補化合物として非常に有望である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究では，1) JH 拮抗阻害剤の創製およ
び，2) JH 拮抗阻害剤が JH のシグナル伝達機
構に与える影響の解明を目的としている。そ
のために，以下のことを明らかにする。 
(1) 様々な MM-17 誘導体の合成を行い，それ
らを in vivo における抗 JH 活性試験である
早熟変態誘導活性試験および，in vitro にお
ける JH アンタゴニスト活性試験であるレポ
ーター遺伝子アッセイに試することで構造
と生理活性との関係を明らかにし，さらに高
活性な JH 拮抗阻害剤を創製する。 

(2) カイコ Met（BmMet1）を用いた受容体結
合試験法を確立し，MM-17 誘導体の BmMet1 に
対する結合活性を明らかにする。  
(3) 開発した JH 拮抗阻害剤をカイコ幼虫に
処理し，JH 初期応答遺伝子である Kr-h1 の定
量 PCR を行うことで，JH 拮抗阻害剤が JH の
シグナル伝達機構に与える影響を明らかに
する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) MM-17 をリード化合物として，1,4-ベン
ゾジオキサン環部分，メトキシカルボニル基
および，ベンゾジオキサン環 7位への様々な
アルキルオキシ基の導入などを行った。合成
した化合物の in vivo における活性は，3 齢
脱皮後 24 時間経過したカイコ幼虫の胸部背
面に供試化合物を処理した後，早熟変態が誘
導されたカイコの割合によって評価した。ま
た，in vitro における活性は，前述のカイコ
由来の JH 応答配列を用いたレポーター遺伝
子アッセイによって評価した。 
 
(2) コクヌストモドキ Met（TcMet）を用いて
行われた Dextran-Coated Charcoal（DCC）ア
ッセイによる受容体結合試験を参考に 1)，
BmMet1 の in vitro 結合試験法の確立を試み
た。BmMet1 もしくは BmMet2 遺伝子を組み込
んだ発現用プラスミドを無細胞発現系であ
る Transcription/Translation (TNT) System
（プロメガ社）を用いて発現させた後，各濃
度の[3H]-JH III を加えて，競合結合反応を
行った。その後，DCC を加えて未結合の[3H]-JH 
III を吸着させ遠心して除去し，上清に含ま
れる[3H]-JH III の放射活性を液体シンチレ
ーションカウンターで測定し全結合率を求
める。また，[3H]-JH III の 100 倍濃度の cold 
JH III を加えて同様の実験を行い，非特異的
結合率を求め，全結合量から非特異的結合量
を除することで得られる特異的結合量から
解離定数（Kd）を算出した。リガンド結合試
験では，10 nM [3H]-JH III と様々な濃度の
化合物を用いて競合結合反応を行った。 
 
(3) MM-17 誘導体 1g を含むアセトン溶液を
カイコ 3齢 1日目のカイコ幼虫の胸部背面に
塗布してから 24時間後に表皮から total RNA
を抽出し，逆転写反応により cDNA を合成し
た。これを鋳型としてリアルタイム PCR を行
い，内部標準である ribosomal protein 49
（BmRp49）の発現量から BmKr-h1 の mRNA レ
ベルでの相対発現量を求めた。 
 
 
４．研究成果 
(1) MM-17 の 1,4-ベンゾジオキサン環の構造
改変を行い，その抗 JH 活性をカイコ幼虫に
対する早熟変態誘導活性試験を用いて調べ
たところ，酸素原子が 1つしかないクロマン
環に改変すると，抗JH活性を大幅に減少し，
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Fig. 1  MM-17 の構造 



酸素原子を有さないテトラリン環では活性
が消失した。また，環構造を有さないジメト
キシベンゼン環でも活性が認められなかっ
たことから，1,4-ベンゾジオキサン環の環構
造および２つの酸素原子がどちらとも活性
に必要であることが示唆された。 
次に，MM-17 のメトキシカルボニル基を
様々なアルキル基を有するエステルに構造
改変したところ，エトキシカルボニル基で最
も高い活性が認められ，分枝アルキル基や長
鎖アルキル基では活性が減少した。また，エ
トキシカルボニル基をメタ位に移動させる
と抗 JH 活性が消失したことから，エトキシ
カルボニル基の位置はパラ位が必須である
ことが明らかになった。また，エステル構造
をカーバメート構造に改変したり，エチレン
基を導入して伸長しても高い活性が見られ
た。このから，末端にエステル構造があるこ
とが必要であり，ベンゼン環との間にさまざ
まな構造を導入することが可能であること
が示唆された。 
また，MM-17 のビニリデン基をカルボニル
基に改変すると，活性が消失したのに対して，
メチレン基にすると大幅に活性が向上した。
しかし，メチレン基をアミノ基に構造改変す
ると活性は低下し，メチレン基を除去したビ
フェニル体では活性が完全に消失した。 
そこで，高い抗 JH 活性を示したエトキシ
カルボニル基およびメチレン基に固定し，ベ
ンゾジオキサン環7位に様々な置換基を導入
した MM-17 誘導体を合成した。その結果，パ
ラ位にメチル基を導入しても活性は保持さ
れたのに対して，オルト位やメタ位にメチル
基を有する誘導体では活性がほぼ消失した。
また，メチル基と同様に電子供与性基である
メトキシ基にすると活性が若干低下したも
のの，活性が保持されたのに対して，電子吸
引性基であるクロロ基やトルフルオロメチ
ル基に変換すると活性が大幅に減少した。 
以上の構造活性相関に基づいて合成され
た ethyl 4-(7-benzyloxy-1,4-benzodioxan 
-6-yl) methylbenzoate（NY-04）は，カイコ
幼虫に対して非常に高い早熟変態誘導活性
（ED50= 41 ng/larva）を示すことが確認され
た（Fig. 2）。また，レポーター遺伝子アッ
セイにより NY04 の JHアンタゴニスト活性を
評価したところ，in vitro においても高い
JH アンタゴニスト活性（IC50 = 123 nM）を示
すことが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) BmMet1 の受容体結合試験では，これまで
に報告されている TcMet を用いた JH 結合試

験法 1)を用いても，[3H]-JH III の特異的結合
は認められなかった。そこで様々な条件検討
を行った結果，DCC 懸濁液に 1 mg/ml BSA を
添加することで JHが BmMet1 に対して特異的
に結合することを見出した。また，昆虫培養
細胞由来の発現系を用いた場合よりもウサ
ギ網状赤血球由来の発現系でMetを発現させ
た方が，高い特異的結合量が得られた。そこ
で，様々な濃度の[3H]-JH IIIを用いてBmMet1
との結合試験を行ったところ，BmMet1 が JH
に対して濃度依存的に結合することが確認
でき，その際の Kd値は 13.7 nM であり，最大
結合量 Bmaxは 110 fmol であった。このことか
ら，BmMet1 が JH 受容体として機能している
可能性が示唆された。カイコに存在する主な
JH は JH I であるが，BmMet1 は JH III に対
しても高い親和性を示すことが明らかにな
った。 
さらに，メソプレンの結合阻害活性を調べ
たところ，メソプレンの濃度が上昇するにつ
れて[3H]-JH III の結合量が低下し，その IC50
値は 90.7 nM であった。以上の結果から，メ
ソプレンが BmMet1 に特異的に結合すること
が確認された。また，NY04 を用いて同様の試
験を行ったところ，100 nM において高い結合
阻害活性を示すことが確認されたことから，
NY04 が BmMet1 に直接結合する可能性が示唆
された。 
 
(3) NY-04 処理してから 24 時間後の BmKr-h1
発現量は，NY-04 無処理の場合と比較して有
意に低下した（Fig. 3）。このことから，in 
vivoにおいてもNY04がJHのシグナル伝達を
抑制していることが明らかになり，JH アンタ
ゴニストとして作用している可能性が示さ
れた。  

 
 
 
以上の結果から，今回新たに合成された
NY04 は，in vivo および in vitro のどちら
においても高い活性を示す優れた JH アンタ
ゴニストであることが示された。現在，更に
高活性な NY-04 誘導体の探索および，NY-04
の作用機構の解明に向けて研究を推進して
いる。 
 

Fig.  2  NY-04 の構造 
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Fig. 3  NY-04 が BmKr-h1 の発現量に与える影響 
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