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研究成果の概要（和文）：地球規模での安定した食料生産は重要な課題である。農薬は、農作物を病害虫から保
護するための必須な農業資材であり、食料生産に大きな貢献している。本研究では、昆虫や線虫の体内に存在す
るリガンド作動性陰イオンチャネルの機能と性質を調べ、安全な有害生物防除剤の作用点としてのこのチャネル
の可能性を検証する研究を行った。その結果、新規作用機構解明、薬剤創製に導く新規化合物の発見、新規標的
イオンチャネルの同定・解析などを行うことができた。

研究成果の概要（英文）：Stable production of food is an important subject on a global scale. 
Agrochemicals are agricultural materials essential for crop protection and make a substantial 
contribution to crop production. In this study, the function and characteristics of ligand-gated 
anion channels of insects and nematodes were examined to provide insights into their potentiality as
 the site of action of pest control chemicals. This study led to the identification of novel action 
mechanisms and the discovery of novel lead compounds and ion channels.

研究分野： 生物制御化学

キーワード： イオンチャネル　創薬ターゲット
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
地球規模での急激な人口増加や気候変動

による病害虫の大発生などが予測されるな
か、農作物を保護し、安定した食料生産に資
する農業薬剤の役割はいっそう大きくなる。
昆虫や線虫のリガンド作動性陰イオンチャ
ネル（LGAC）は生物制御剤の極めて重要なタ
ーゲットであり、そのなかには薬剤の選択性
に関わる無脊椎動物に特有なチャネルも含
まれている [1]。しかし、薬物作用点として
の昆虫 LGAC の理解は不十分であり、線虫の
LGAC については薬理学的な研究自体が皆無
に等しい。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、以下の研究に焦点を当て、次

世代の植物保護手段の創出への道を切り拓
く。(1) 昆虫からクローニングした LGAC 遺
伝子とその変異型をアフリカツメガエル卵
母細胞等に発現させて、種々リガンドに対す
る応答を調べ、作用点の解析を行う。(2)農
作物に甚大な被害をもたらすネコブセンチ
ュウに発現する LGAC 遺伝子の解析を行い、
遺伝子発現を抑制したときに見られる表現
型に基づいて有望 LGAC を選抜した後、創薬
ターゲットとしての可能性を検証する。 

 

３．研究の方法 

 

(1) チャネル遺伝子のクローニング 
 

土壌自活線虫 C. elegans あるいはショウ
ジョウバエ Drosophila のチャネル遺伝子を
参考にプライマーを設計した。カイコ
（Bombyx mori）、イエバエ（Musca domestica）
あるいはサツマイモネコブセンチュウ
（Meloidogyne incognita）から RNA を調製
し、RT-PCR に供して部分配列を得た。ついで、
新規チャネルの全長 cDNA を常法により獲得
した。 
 
(2) チャネルの機能解析 

 
これまでにあるいは本研究でクローニン

グした LGAC cDNA から cRNA を調製し、アフ
リカツメガエル卵母細胞にインジェクショ
ンしてチャネルを発現させた。アゴニストあ
るいはアクティベーターを作用させたとき
に発現チャネルを通過するクロルイオン電
流を 2電極膜電位固定法により記録し、薬剤
による阻害を試験した。また、チャネル遺伝
子発現細胞への[3H]イベルメクチンの結合実
験も行った。さらに、カイコのキノコ体から
単離したニューロンにパッチクランプ法を
適用して解析した。 
 

(3) ネコブセンチュウチャネル遺伝子の発現

抑制 
 

C. elegansのモノアミン作動性クロルイオ
ンチャネル LGC-40、-53、および-55 のアミ
ノ酸配列を用いて、寄生性線虫データベース
（WormBase ParaSite）に登録されているサ
ツマイモネコブセンチュウのゲノム配列（予
想エキソン/イントロン）を BLAST 検索によ
り精査した。得られた塩基配列に基づいてプ
ライマーを設計して RT-PCR を行い、open 
reading frame (ORF)をカバーする cDNA を得
た。その cDNA lgc-40、-53、および-55を鋳
型として 2本鎖 RNA（dsRNA）を合成し、浸漬
RNA 干渉（RNAi）を実施した。 
 
４．研究成果 
 
(1) GABACl 競合的アンタゴニストの創製 

 
昆虫のγ-アミノ酪酸（GABA）作動性クロ

ルイオンチャネル（GABACl）の細胞外ドメイ
ンに存在するアゴニスト結合部位は新規制
御剤作用点として有望である。この部位に作
用して阻害作用を示す２つのタイプの競合
的アンタゴニスト候補化合物を合成し、3 種
昆虫からクローニングした GABACl に対する
活性を評価した。その結果、高活性類縁体創
製のリードとなる化合物を得た。この結果に
ついては4報の論文に詳述した（雑誌論文6、
7、12、13 ほか学会発表多数）。 
 

(2) 新規 GABACl 非競合的アンタゴニストの
作用解析 

 
昆虫 GABACl のチャネル内部に結合する非

競合的アンタゴニストとして第一世代の塩
素系殺虫剤（BHC など）や第二世代のフェニ
ルピラゾール系殺虫剤（フィプロニルなど）
が知られている。これまでに、イソキサゾリ
ンやベンズアミド系制御剤が、これらのアン
タゴニストとは違う GABACl 内の部位に作用
することを報告した[2,3]。本研究ではさら
に、イソキサゾリン外部寄生虫薬・フルララ
ネルがグルタミン酸作動性クロルイオンチ
ャネル（GluCl）対して低活性である原因ア
ミノ酸残基の同定を行い、LGAC 作用点に関す
る新たな知見を得た（学会発表 2など）。 

 
(3) 塩素系殺虫剤の GABACl に対する作用 
 
数多くの BHC 類縁体の構造と GABACl に対

する作用との関係について検討し、γ-BHC だ
けが特別に高活性なアンタゴニストである
ことを明らかにした。また、GABACl Rdl サブ
ユニットの第2膜貫通領域の変異による親和
性の低下の影響が塩素系殺虫剤アルドリン/
ディルドリンとそれらの立体異性体である
エンドリン/イソドリンでは違いがあること
を明らかにし、第一世代のアンタゴニスト結
合機構に関する重要な知見を得た（学会発表



1 など）。 
 
(4) 糸状菌が産生する新規 LGAC リガンドの

同定と解析 
 
糸状菌が産生する殺虫性化合物2種の作用

機構を調べた。 
Penicillium simplicissimum AK-40 株が産

生する殺虫性物質オカラミンは、昆虫の
GluCl を選択的に活性化し、中毒症状をもた
らす。Pre-mRNA の選択的スプライシングによ
りカイコガで生じる GluCl のバリアント 3b
と 3c 間でオカラミン B の作用を比較した。
その結果、これらのバリアントの間ではオカ
ラミンBの活性化作用の程度に差がないこと
を明らかにした。 
さらに、両バリアントを HEK-293 細胞に発

現させ、その膜画分に対するイベルメクチン
の特異的結合に及ぼすオカラミンBの影響に
ついて調べた。本化合物は、[3H]イベルメク
チンの見かけの解離定数（Kd）にはほとんど
影響を与えず、最大結合量（Bmax）を有意に低
下させた。この結果は、殺虫・殺線虫活性を
もつイベルメクチンの結合部位とは違う結
合部位がカイコGluClに存在することを示し
ている。これらの知見は雑誌論文 1、10、お
よび11にて詳述し、学会発表も多数行った。 
Talaromyces sp. YO-2 株が産生するクロド

リマニンはカイコ GABACl のアンタゴニスト
として働き、その作用が昆虫 GABACl 選択的
であることを明らかにした。類縁体の中で、
クロドリマニン B の阻害活性が最も高く、
IC50値は 1.66 nM であった。本化合物は、ヒ
トの GABACl に対しては約 1000 低活性であり、
ヒトに対しては低毒性であることが推察さ
れた。GABA 濃度応答曲線の解析から、本化合
物は非競合的阻害剤であることが分かり、さ
らに第一、第二世代の非競合アンタゴニスト
とは異なる部位に作用すると推察された。こ
の知見は雑誌論文 9などで報告した。 
 
(5) イベルメクチンのリガンド作動性クロル

イオンチャネルに対する作用解析 
 
GluClとGABAClに対するイベルメクチンの

作用を電気生理学的手法で精査した。イベル
メクチンは両チャネルに対して電流活性化、
低濃度アゴニスト誘起電流増強、高濃度アゴ
ニスト誘起電流阻害の3作用を示すことを明
らかにした。3 作用のいずれにおいても
GABACl より GluCl の感受性が高く、GluCl が
一次作用点と考えられた。第 3膜貫通領域の
保存性アミノ酸残基グリシンの置換は3作用
に対して減弱あるいは消失をもたらしたこ
とから、いずれの作用もサブユニット境界面
への作用によって惹起されると推察された。
この結果は雑誌論文4や国内外の学会で報告
した。 
一方、GluCl のサブユニット境界面に存在

する作用点を探索するために、光反応性イベ

ルメクチンを合成した（学術雑誌 8）。高機能
を有するこのプローブを用いて種々の条件
で GluCl の光親和性標識実験を行ったが、標
識は成功しなかった。しかし、新たなプロー
ブ設計に関する考察を行うことができた。 
  
(6) pH感受性クロルイオンチャネルの機能解

析 
 
解析が遅れている昆虫チャネルの中に pH

感受性クロルイオンチャネルがある。カイコ
ガのコード遺伝子をクローニングし、これを
アフリカツメガエル卵細胞に発現させ、機能
解析した。A バリアントについて解析した結
果、pH が上昇するにつれてクロルイオン電流
が増加し、最大応答の 50%をもたらす水素イ
オン濃度は pH 7.5 であった。惹起された電
流は nM オーダーのイベルメクチンによって
抑制された。このことから、本チャネルは新
ターゲットとして注目される。結果は雑誌論
文 5などで発表した。 

 
(7) ヒスタミン作動性クロルイオンチャネル

の機能解析 
 
イエバエからヒスタミン作動性クロルイ

オンチャネルサブユニット cDNA (MdhclA と
MdhclB)をクローニングし、機能解析、薬理
学的解析を行った。MdHClB チャネルは、既存
の薬剤に対する感受性は低かったが、ヒスタ
ミン以外でも GABA や他のモノアミン類など
によって活性化あるいは阻害される極めて
特徴的な性質を有していた。これらの結果は、
雑誌論文 2や学会発表 3などで発表した。 
 

(8) ネコブセンチュウ GABACl のクローニン
グと機能解析 

 
サツマイモネコブセンチュウから GABACl

サブユニット UNC-49B の全長 cDNA をクロー
ニングした。ネコブセンチュウ GABACl を機
能解析するため、全長 UNC-49B に加えて、
UNC-49C の部分 cDNA も得た。さらに、アフリ
カツメガエル卵母細胞に単独で発現させた
UNC-49B の機能解析を行った。その結果、GABA
応答が nM オーダーの既存薬剤フィプロニル
やピクロトキシニンによって阻害されるこ
とが明らかになり、国内外の学会で発表した
（学会発表 7および 8）。今後は、UNC-49B/49C
ヘテロチャネルの解析が必要である。 
 
(9) ネコブセンチュウのモノアミン作動性ク

ロルイオンチャネルの解析 
 
サツマイモネコブセンチュウの LGC-40、

-53、および-55 はそれぞれ 599、543、およ
び 632 アミノ酸残基から成ると予想され、C. 
elegans オルソログとの類似性はそれぞれ
92.8%、94.7%、および 96.8%であった。NJ 法
を用いて分子系統樹を作成したところ、線虫



類のモノアミンチャネルは系統樹的に近い
位置にあったものの、植物寄生性であるサツ
マイモネコブセンチュウのモノアミンチャ
ネルは他の動物と離れた位置にあり、種特異
的な創農薬開発の標的となり得ることが示
唆された。 

さらに、サツマイモネコブセンチュウの感
染性幼虫に対して浸漬 RNAi を行い、根への
感染実験を行ったところ、lgc-53 RNAi 処理
による mRNA 量の低下が根への侵入抑制をも
たらした。この結果は、LGC-53 の創農薬ター
ゲットとしての可能性を示唆している。 

 

＜研究の総括＞ 

本研究では、将来的な持続的食料生産に資
するため、昆虫や線虫のリガンド作動性陰イ
オンチャネルに焦点を当てて、生物制御剤の
ターゲットとなるか検証した。その結果、次
世代創農薬に必要な上市可能な薬剤の新た
な作用機構解明、今後開発可能なリード化合
物の発見、新規ターゲットチャネルの同定・
解析など多くの新たな知見が明らかにされ
た。今後、これらの知見が安全な有害生物防
除剤の実用に向けて生かされることを期待
される。 
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