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研究成果の概要：チョウやガの仲間である鱗翅目昆虫、アワヨトウから発見された多機能サイ

トカイン GBP は、血球の活性化などの生体防御や幼虫の成長に関連して重要な役割を担ってい

ると推定されるが、その分子レベルでの作用機構については未知の点が多く残されている。GBP

の各種変異体を調整し、その立体構造と活性の関係について検討を行うことで、昆虫の寄生に

伴う成長抑制や、創傷や感染と関連した血球の働き等に関して興味深い成果を得ることに成功

した。 
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１．研究開始当初の背景 
昆虫を代表とする無脊椎動物は、脊椎動物が
有する抗体産生系による適応免疫機構を有
していないため自然免疫を中心とした生体
防御機構を進化させている。血球細胞につい
ても、脊椎動物とは大きく異なった構成をし
ており、たとえば鱗翅目昆虫の場合、プラズ
マ細胞や顆粒細胞が免疫細胞として生体防
御を担っている。サイトカインによる血球分
化、活性化機構の研究が進んでいる脊椎動物

と比較すると、無脊椎動物では、これらの血
球の分化、異物認識、活性化機構には未知の
点が多い。 
growth-blocking peptide (GBP)は、イネな
どに対する害虫として知られるアワヨトウ
の幼虫より初めて発見された多機能サイト
カインであり、各種の血球細胞の活性化や止
血に関与している他、幼虫の成長の制御にも
深く関連している。昆虫ではまだサイトカイ
ンがあまり同定されていないことや、GBP は
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わずか 20 数残基からなるサイトカインであ
るにもかかわらず、多機能性を有することな
どから、極めて興味深い研究対象といえる。
最近の研究で、カイコをはじめとする他の鱗
翅目昆虫からも GBP のホモログが広く発見さ
れているが、受容体との相互作用や、活性調
節に関しては未知の点が多い。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、代表者が精力的に研究を進めて
きた多機能サイトカイン GBP と関連の種々の
分子により誘導・調整される血球活性化や、
寄生に伴う成長制御に関連する分子機構に
焦点を当て、その分子レベルでのメカニズム
の解明を目指した。鱗翅目昆虫の生体防御機
構を担うサイトカインの作用のメカニズム
を、分子レベルで明らかにすることが、本研
究の大きな目的である。 
 
 
３．研究の方法 
遺伝子組換えにより調整した GBP 分子および
その変異体を用いることで、各種の活性測定
及び溶液 NMR 法による立体構造解析を進めた。
溶液 NMR 法による立体構造解析においては、
遺伝子組換えにより試料を調整しているメ
リットを生かして、安定同位体ラベル試料を
調整し解析を進めた。 
また、昆虫等の無脊椎動物由来の各種自然免
疫関連ペプチドの立体構造解析を進め、アワ
ヨトウ外皮から発見され、血球細胞に対して
走化性を誘導するサイトカイン hemocyte 
chemotactic peptide (HCP)についても、そ
の立体構造解析をおこなった。 
 
 
４．研究成果 
GBP は、当初、寄生蜂の一種であるカリヤコ
マユバチに寄生されたアワヨトウ幼虫の血
中から、寄生に伴うアワヨトウ幼虫の成長抑
制に関連する因子として同定された。寄生さ
れたアワヨトウ幼虫では、血中の GBP 濃度が
高濃度に維持され、これにより成長抑制がお
こり、寄生蜂の宿主外への脱出に有利に働く
と考えられている。興味深いことに、アワヨ
トウの遺伝子にコードされる GBP は全長 23
残基長であるにもかかわらず、血中から単離
された GBP は、25 残基長であった。これは、
カリヤコマユバチの寄生に伴って感染する
ポリドナウイルスの影響で終止コドンが Tyr
に翻訳される影響によると考えられ、これに
より全 28 残基長のペプチドが合成されると
予想されていた（表 1）。しかし、GBP の 28
残基長へ伸長が、寄生に伴う成長抑制活性に
おいてどの様な役割を担っているかについ
ては明らかではなかった。 

 
 
 
 
 
表１ 各変異型 GBP の一次配列 
 
 
そこでまず、遺伝子組換えによる GBP の発現
系を利用して、23 残基型(1-23 GBP)、25 残
基型(1-25 GBP)、28 残基型(1-28 GBP)の各種
GBP を調整し、各ペプチドの血中での分解の
特性について検討した。アワヨトウの血液を
採取し、血球を取り除いた血清に対して、各
ペプチドを加えて、時間経過による分解につ
いて逆相 HPLCを用いて分析した。その結果、
1-23 GBPや寄生されたアワヨトウ幼虫の血中
で発見された 1-25 GBP は血中のプロテアー
ゼによる分解を受けにくいのに対して、1-28 
GBP は速やかに分解され、1-25 GBP となるこ
とが明らかになった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 各変異型 GBP の血中での分解の分析 
 
 
次に各変異型 GBPをアワヨトウ幼虫に対して
注射し、その体重増加を測定することで、そ
の成長抑制活性についての検討を行った。こ
の結果、1-28 GBP が最も強い成長抑制活性を
示すのに対して、1-25 GBP はそれより弱く、
1-23 GBPはさらに弱い活性であることが明ら
かになった（図 2）。このことは、1-28 GBP
が速やかに血中で分解され、1-25 GBP となる
分解実験の結果と一見すると矛盾する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 各変異型 GBP の成長抑制活性の比較 



 

 

 
そこで各ペプチドについてさらに詳細な検
討を行うために、各ペプチドの溶液 NMR 法に
よる立体構造解析を行った（図 3）。立体構造
解析の結果、1-23 GBP から伸長した 2 残基
(Tyr-Gln)及び 5残基(Tyr-Gln-Leu-Ile-Thr)
部分は、水中では収束した構造を持たないこ
とが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 1-23 GBP (左上)、1-25 GBP (右上)、
1-28 GBP (下)の水溶液中での立体構造重ね
合わせ図 
 
 
これらの立体解析の結果は、1-28 GBP の C 末
端部位が溶液中で速やかに分解を受けるこ
とと一致している。そこで、1-28 GBP が強い
成長抑制活性を有するメカニズムとして、何
らかの生体分子との相互作用が関与してい
る可能性があると仮説を立て、その検証を行
った。予備的検討の結果、1-23 GBPや 1-25 GBP
と比較して 1-28 GBP が各種の膜モデル物質
と強く相互作用することが明らかになった。
そこで、細胞膜等との相互作用が GBP の生体
内での高活性化の要因となる可能性につい
て、検討を行うことにした。 
図 4 は 1-28 GBP の水中及び脂質膜モデルと
し て 用 い ら れ る dodecylphosphocholine 
(DPC)ミセル中の NMR スペクトルとそのケミ
カルシフトの差を示している。この図は、
1-28 GBP はその伸長した C末端残基で DPC ミ
セルと相互作用して、ケミカルシフトに変化
が生じている可能性があることを示してい
る。そこで、1-28 GBP のミセル中での立体構
造についてさらに解析を行ったところ、水溶
液中では収束した構造を持たなかった C末端
残基が、ミセル中ではヘリックスを形成する
ことが明らかになった(図 5)。さらに、重水
素交換や、スピンラベル試薬である 5-doxyl 
stearic acidを用いてミセルとの相互作用部
位の解析を進めた結果、伸長した C 末端部位
の残基に加えて、β-シートを形成するコア
領域に存在する Ala9 付近の残基もミセルと
の相互作用に関係していることが明らかに
なった(図 6)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 水中(上)及びDPCミセル中(中)の1-28 
GBP の NMR スペクトル、及びそのケミカルシ
フトの差(下) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 DPC ミセル中での 1-28 GBP の立体構造
重ね合わせ図 (左)とリボンモデル(右)  
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図 6 スピンラベル実験によるミセル相互
作用部位の同定 
 
 
これらの結果をまとめると 1-28 GBP はその
伸長した C末端の残基がヘリックス構造を形
成することにより、Phe23、Tyr24、Leu26、
Ile27 などからなる疎水性面を形成し、コア
領域に存在する Val8、Ala9、Tyr11 などの疎
水性残基を加えた面で生体膜と相互作用す
ると予想される(図 7)。この相互作用により、
1-28 GBPは血中でのプロテアーゼによる速や
かな分解から逃れて、長時間に渡り高い血中
濃度を維持することで、高い成長抑制活性を
示す可能性が示唆された。血中に放出された
1-28 GBP は分解を受けるため、単離精製され
る GBP は大部分が 1-25 型となっていると予
想される。また、過去の研究から、GBP 結合
タンパク質 p48(GBPBP)がスカベンジャーと
して働くことで、血中の GBP が除去されると
考えられているが、1-28 GBP は生体膜への結
合により、この分子によるクリアランスを回
避している可能性も示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7 1-28GBP の膜相互作用残基のモデル図 

さらに GBPの有する血球細胞に対する刺激活
性と類似した活性をもつペプチドとして、ア
ワヨトウ表皮より新規に単離されたサイト
カインである HCP について、その立体構造解
析を行った。HCP は GBP と同様に血球細胞を
活性化し凝集を促進する活性をもつだけで
はなく、顆粒細胞の走化性を誘導するケモカ
イン様の活性も有することが明らかになっ
た。HCP はアワヨトウ表皮の内クチクラに蓄
積されており、創傷に伴って放出され血球の
走化を促すと考えられる。 
HCP と GBP は一次構造や前駆体の構造も全く
異なるが(表 2)、立体構造解析の結果から、
HCPも2本の逆平行β-シートからなるコア構
造と、収束しない N 末端及び C末端残基を持
ち、2 つのペプチドは類似したコンフォメー
ションを有することが明らかになった(図 8)。
HCP は新規に同定されたペプチドであり、そ
の活性に重要な残基等についての知見は未
だ多くはないが、GBP とその類縁のペプチド
については過去の知見から活性に重要な残
基が明らかになっており、HCP ではそのほと
んどが保存されていない。このため、HCP と
GBP の立体構造上の相同性が持つ意味は明ら
かではなく、今後の研究課題といえる。 
 
 
 
 
 
 
表 2 HCP と GBP の一次配列の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 HCP の立体構造重ね合わせ図 
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