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研究成果の概要： 

 カイコ（Bombyx mori）を対象として、生体外異物の解毒代謝に関与する解毒酵素群について研究を
すすめている。代表的第二相解毒酵素であるグルタチオン転移酵素（GST）は、生体外異物ならびに
内因性の求核化合物に還元グルタチオンを抱合し、体外への排出を促進する。GST は遺伝子ファミリ
ー（class）を形成しており、複数のアイソザイムが存在することが分かっている。本研究では、基質特異
性の異なる 5 種のカイコ GST アイソザイムを同定した。 
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１． 研究開始当初の背景 
 

 農薬耐性害虫の出現が大きな社会的問題とな
っている。その農作物被害は日本のみならず世
界各地において多数みられる。その解決には、
昆虫の農薬代謝ならびに農薬耐性を獲得する
機構の理解が必要である。農業害虫の多くは鱗
翅目昆虫に属するが、鱗翅目昆虫の農薬代謝
に関する分子生物学的研究の例は、ハエや蚊
などの双翅目昆虫類に比べて少ない。鱗翅目
昆虫のモデルであるカイコ（Bombyx mori）を対

象とし、農薬代謝に関わる解毒酵素の分子レベ
ルでの特徴、特に基質特異性ならびに発現機
構について解析することは、身近に存在する害
虫の解毒機構を知る上で貴重な知見となり、有
効性の高い農薬の開発の基礎として極めて重
要である。 
 
 
２． 研究の目的 
 

 本研究では、カイコ生体内での GST の動態を
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解析する。以下にあげる項目が本研究の目的で
ある。 
 

（１）カイコゲノム中に存在するGST遺伝子ファ

ミリーを同定する。 

 

（２）同定したGSTの組換えタンパク質を作製し、

その代謝機構について比較する。すなわち、

GSTの遺伝子多型に基づくアミノ酸配列の違

いが外来異物の代謝に及ぼす影響について

調査する。 

 
（３）それら酵素の誘導機構については遺伝子レ
ベルではノーザン解析を、そしてタンパク質レベ
ルではウエスタン解析を用いて検索する。 
 
 
３． 研究の方法 
 

 本課題の研究方法を以下に述べる。 
 
（１）カイコ GST 遺伝子ファミリーの同定 
 KAIKOBLAST 
(http://kaikoblast.dna.affrc.go.jp/) により、カイ
コゲノム中に存在するGSTホモログを検索した。
その結果をもとに GST をクローニングし、塩基配
列を決定した。 
 
（２）カイコ GST の組織局在性 
 カイコ幼虫より主要な 5 組織である脂肪組織、
絹糸腺、中腸、精巣そして卵巣を摘出し、Total 
RNA ならびに粗抽出液を調製した。GST mRNA
の組織局在性は、ノーザン解析にて、タンパク
質レベルにおいてはウエスタン解析を用いて調
べた。 
 
（３）カイコ GST の基質特異性 
 カイコ GST の組換え酵素を作製した。これらの
精製標品を用い、基質特異性を反応速度論的
に解析した。 
 
（４）カイコ GST の誘導 
 ノーザン解析のプローブはGSTのORF部分を
もとに作製した。各 GST に対する特異的抗体を
利用し、ウエスタン解析によりカイコGSTタンパク
質の誘導について調べた。 
 
 
４． 研究成果 
 

 得られた研究成果は以下の通りである。 
 
（１）カイコ GST 遺伝子ファミリーの同定 
 カイコゲノム中に 5 種類の GST を見いだした。
それぞれの GST をクローニングし、配列決定し
た。BLAST Search ならびに系統学的解析により、
それぞれdelta (bmGSTD)、epsilon （bmGSTE）、

sigma (bmGSTS)、omega (bmGSTO)そして zeta 
class (bmGSTZ)に属することが分かった。 
 
（２）カイコ GST の組織局在性 
 ノーザン解析により組織局在性について調査
した結果、これら GST の mRNA は５齢幼虫の組
織中に広く分布していることが分かった。一方、
特異抗体を用いたウエスタン解析の結果、それ
ぞれの GST タンパク質は脂肪組織中において
のみ発現していることが明らかとなった。 
 
（３）カイコ GST の基質特異性 
 bmGSTD、bmGSTS、bmGSTO については生
体外異物 1,2-ジクロロ -4-ニ トロベンゼン 
(CDNB)および内因性の脂質過酸化物4 ヒドロキ
シノネナル  (4HNE)に対してグルタチオン
（GSH）転移活性を有していた。bmGSTZ に関し
ては、CDNB ならびに 4HNE に対して転移活性
は検出されなかったため、各種基質を用いてそ
の特異性を網羅的に解析した。その結果、塩素
化合物の一種であるジクロロ酢酸へのGSH転移
活性そして脱塩素化反応を触媒していることが
明らかとなった。 
 
（４）カイコ GST の誘導 
 塩素化合物をカイコ幼虫に塗布したところ、脂
肪組織中に bmGSTZ タンパク質が過剰に発現
することがウエスタン解析により認められた。以
上のことより、bmGSTZ は塩素化合物の解毒に
関与することが示唆された。 
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