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研究成果の概要（和文）：ネオニコチノイド系殺虫剤は，世界中で広く使用されている農業・園芸用殺虫剤であ
り，近年その毒性に注目が集まっている．本研究では，ネオニコチノイドの毒性発現を制御するニコチン性アセ
チルコリン受容体(nAChR)の構造因子を探索するために，nAChRのモデルタンパク質,アセチルコリン結合タンパ
ク質を用いたX線結晶構造解析およびホモロジーモデリング法を用いて，ネオニコチノイドとnAChRの相互作用に
重要な構造因子を探索した．その結果，昆虫のnAChRαサブユニット上に存在する，Loop領域のうち D,G,E領域
のアミノ酸残基がネオニコチノイドとの相互作用に有利な構造を形成することを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Neonicotinoids are widely used for crop protection and veterinary use 
worldwilde. Recently the adverse effects of neonicotinoids have been focused, and some of them were 
banned from EU.  In order to elucidate the molecular mechanism of such adverse effects of 
neonicotinoids, X-ray crystallography of acetylcholine binding protein, a surrogate protein of 
ligand binding domain of nicotinic acetylcholine receptors,  has been employed and the X-ray crystal
 structures of AChBP-neonicotinoids complexes were solved.  Using those structures, homology models 
were built and evaluated their interactions.  These results suggested that LOOPs D, E and G 
cooperatively form neonicotinoid-fovored environment in insect nAChRs.  Physiological evaluation 
confirmed that even single mutation at the Loop D, E and G strikingly weakened the neonicotinoid 
actions on insect nAChRs.  These results suggest the adverse effects of neonicotinoids might be 
controlled through structure guided approaches.

研究分野：農薬科学
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１．研究開始当初の背景 
合成殺虫剤ネオニコチノイドは、昆虫のニ
コチン性アセチルコリン受容体(nAChR)を分
子標的とする。ネオニコチノイドが標的とす
る nAChRは、「虫」だけでなく「ヒト」や「魚」
「鳥」を初めとする脊椎動物に普遍的に存在
する神経伝達物質受容体であるにもかかわ
らず、ネオニコチノイドは脊椎動物にはほと
んど毒性を示さずに優れた殺虫効果を示す
ため、現在では有機リン剤・ピレスロイド等
の合成農薬とともに、世界中で最も多く使用
されてきた。2000年代初頭から、ネオニコチ
ノイドの選択毒性が生じる仕組みとして、無
脊椎動物と脊椎動物間の nAChR の一次構造
の違い、ホモロジーモデル解析、各種生化
学・生理学実験によってネオニコチノイド- 
nAChR 間相互作用の違いが要因であると指
摘されてきた。 
筆者らは、この指摘を踏まえて、昆虫の

nAChR に共通してみられる塩基性アミノ酸
残基を導入したモデルタンパク質(アセチル
コリン結合タンパク質)を作成し結晶構造解
析を行い、すでに提唱されていた塩基性アミ
ノ酸残基に加えて、これまで注目されること
のなかった LoopG 領域に存在する塩基性ア
ミノ酸残基を新奇構造因子として見出しそ
の重要性を提起したが(図 1)、これは古典的な
nAChR リガンド結合モデルでは合理的に説
明することができなかった。 

 

図１. Neonicotinoid 結合部位の結晶構造（左）とnAChR
の模式図(左); 幅広矢印が結晶構造(左)から存在が示唆
された、新規ネオニコチノイド結合サイト 
 
２．研究の目的 
 このような背景を踏まえて、昆虫のニコチ
ン性アセチルコリン受容体において、図 1で
示した様なネオニコチノイド結合部位が αサ
ブユニット間境界に存在するのかどうか、そ
して昆虫の nAChR において当該サイトがネ
オニコチノイド感受性に関与しているのか
どうかを明らかにすることを目的に、モデル
タンパク質であるアセチルコリン結合タン
パク質を用いた結晶構造解析とアフリカツ
メガエルの卵母細胞に発現させた nAChR に
対するネオニコチノイドの相互作用解析に
基づいた相関研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) アセチルコリン結合タンパク質(AChBP)
とリガンド複合体の結晶化と X 線結晶構造
解析:  

ニコチン性アセチルコリン受容体(nAChR)
のリガンド結合ドメインのモデルタンパク
質である AChBP はメタノール資化性酵母
Pichia pastoris を用いて分泌タンパク質とし
て培養中の培地中に分泌させ、イオン交換カ
ラムクロマトグラフィーとゲルろ過カラム
クロマトグラフィーによって高度に精製し
た。この過程において、EndoHを用いて脱糖
鎖処理した。 
リガンドと AChBP共結晶化は sitting drop法
を用いて、PEGとクエン酸塩を主成分とする
結晶化剤存在下 0.5-1mM のリガンドと
0.2-0.3 mMの AChBPを 20°Cで 1-3週間イン
キュベートすることで行った。 
 
(2)アフリカツメガエルの卵母細胞に発現さ
せた nAChRを用いた電気生理学的解析： 
解析に用いた nAChRは、 アフリカツメガ
エルの卵母細胞に目的の受容体を構成する
nAChR サブユニットをコードする cRNA を
マイクロインジェクションすることで機能
発現させた。この際に、図 1(右パネル)に示す
様に αサブユニットが過剰に含まれる受容体
を構成させるためには、インジェクションす
る cRNAの αサブユニット/non-αサブユニッ
ト比を 5とし、逆に α-αサブユニットが隣り
合わない様に受容体を構成させるためには、
α サブユニット/non-α サブユニット比を 1/5
とした。このようにして調製した nAChR に
対するネオニコチノイドの作用は電気生理
学的研究手法の一つ、二電極膜電位固定法に
よって測定した。 
 
(3)ホモロジーモデリング： 

AChBPと nAChRリガンド複合体のX線結
晶構造解析の結果を、昆虫の nAChR に拡張
するためには、Modellerおよび Gromacsによ
るホモロジーモデリングおよび分子動力学
計算を行った。 
 
４．研究成果 
(1) アセチルコリン結合タンパク質(AChBP)
とニコチン性アセチルコリン受容体(nAChR)
標的の X線結晶構造解析： 

4 種のネオニコチノイドおよび関連化合物
と nAChR のサロゲートタンパク質であるア
セチルコリン結合タンパク質(AChBP)との共
結晶を作成し X線結晶構造解析を行った。野
生型と昆虫の nAChR を模倣する変位を導入
した変異型 AChBP を用いたところ、全ての
組み合わせで棒状の結晶を得ることに成功
した。 
それらはBL26B1を用いてX線回折実験を行
い、2.0-2.6A 分解能で回折データを収集し、
分子置換法および硫黄原子の短波長異常散
乱法により位相を決定した。硫黄原子の異常
散乱データは、ダイレクトディテクターを用
い、ファインスライス法により 1.75Aの X線
波長で回折実験を行うことで精度よく取得
することができた。 



位相決定、構造精密化を行ったところ予想さ
れたリガンド結合ポケットにリガンドが結
合していることが示唆される電子密度を確
認することができたが、分解能による制限か
らリガンド結合状態を一義的に決定するこ
とは困難であった。そこで、位相決定を目的
に取得した異常散乱データを用いて、異常散
乱差フーリエマップを計算し、リガンド中の
硫黄原子の位置を決定することで(図 2)、最終
的には良好な FreeRで構造の精密化を行うこ
とができた。 

 
図 2. 硫黄原子からの異常散乱データを用いて計算し
た硫黄原子の異常散乱差フーリエマップ. （紫）2Fo-Fc
マップ. (白)異常散乱差フーリエマップ: 図左下の白色
マップがリガンドの硫黄原子；その他の白色マップは
メチオニンおよびシステイン残基上の硫黄原子 

 
(2) アフリカツメガエルの卵母細胞に発現さ
せた nAChR を用いた電気生理学的解析に基
づく構造-機能相関： 
ショウジョウバエの nAChR Dα1 サブユニ
ットとヒヨコ β2 サブユニットからなるハイ
ブリッド nAChR をアフリカツメガエルの卵
母細胞に発現させ、アセチルコリンおよびネ
オニコチノイドの作用を測定した。この際に、
図 1に示す様な新奇サイトがネオニコチノイ
ドの相互作用に関わっているかどうかを明
らかにするために、α サブユニット過剰型の
nAChRと βサブユニット過剰型の nAChRを
機能発現させ、さらにホモロジーモデリン
グ・分子動力学計算によって Loop G 領域の
塩基性アミノ酸残基と静電的に相互作用し
ていることが示された、Loop Dおよび Loop E
領域のアミノ酸残基を、脊椎動物で保存され
ているアミノ酸残基に置換したショウジョ
ウバエ Dα1サブユニットを作成し、ネオニコ
チノイドの作用を評価した。 
 
その結果、図 3 に示す Lys140, Glu78, Arg57
を脊椎動物型アミノ酸への置換はネオニコ
チノイドの作用を選択的に低下させたこと
から、Loop D のグルタミン酸残基を中心に
Loop Eおよび Loop Gのリジン、アルギニン
が静電的に引き寄せられた環境（Loop D-E-G
トライアングル構造）が、ネオニコチノイド

が相互作用するために必要な環境を形成し
ていると強く示唆された。 

 
 
図 3. ネオニコチノイドとの相互作用に重要
な Dα1サブユニットの Loop D-E-G上のアミ
ノ酸残基相互作用 
 
本研究成果は、ネオニコチノイドの選択毒
性の分子機構に新たな知見を投じただけで
なく、nAChRを標的とする新たな薬剤を分子
設計する際の基盤情報としての側面をもも
つと考えられる。 
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