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研究成果の概要（和文）：脱皮ホルモン受容体には，天然のステロイドホルモンの結合する部位と非ステロイド
型化合物であるジベンゾイルヒドラジンやイミダゾール誘導体が結合する部位は異なることが分かっている．今
回は，ステロイド化合物の結合部位に結合可能な化合物を探索することで，すべての昆虫に活性を示す非ステロ
イド化合物を見出すことを目的とした．実際にソフトウエアを使って，新規化合物を見出した．また，ステロイ
ド結合部位の情報を得るために，それぞれの化合物の結合自由エネルギーを計算して受容体結合親和性との活性
を調べて，相関関係を見出した．この結果は今後のインシリコスクリーニングに役立つと考えられる．

研究成果の概要（英文）：It is known that the binding sites of natural steroid hormones to the 
molting hormone receptor differ from those of dibenzoylhydrazine and imidazole derivatives, which 
are non-steroidal compounds. In this study, we aimed to find non-steroidal compounds that are active
 against all insects by searching for compounds that can bind to the binding sites of natural 
steroidal hormones such as 20-hydroxyecdysone and ponasterone A. In this study the software for in 
silico screening was used to find new compounds. To obtain the information for the ligand binding to
 the receptor, the molecular dynamics and the binding energy calculation were performed. Here, the 
binding free energy of compounds were positively correlated with their receptor binding. This result
 will be useful for the future in silico screening.

研究分野：生物調節化学

キーワード： ecdysone　ecdysone receptor　dibenzoylhydrazine　in silico screening　receptor binding　molti
ng hormone

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ステロイド型の脱皮ホルモン誘導体の活性を定量的に調べ，さらにリガンドー受容体結合エネルギーとの間に正
の相関関係を見出した．このことは，インシリコスクリーニングの精度の上昇に繋がるとともに，他の受容体結
合親和性リガンドの探索にとっても有用な結果をもたらす．500万化合物の構造データーベースを用いて，イン
シリコスクリーニングを行い，そこから，脱皮ホルモン受容体に結合可能な候補化合物を見出した．その化合物
の結合親和性は天然の脱皮ホルモンの親和性に比べて，活性の低いものであったが，構造展開を行って活性を上
昇させることができた．さらに結合親和性を上げることにより，殺虫性化合物を見出すことができる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
昆虫の脱皮ホルモンは 20-ヒドロキシエクダイソン(20E)と呼ばれるステロイドホルモンで

ある．20Eの化学構造が決定されたのは 1960 年代前半で，1965年には X線結晶構造解析

によってその立体構造も明らかにされた(．その後脱皮ホルモン様活性を示すステロイド化

合物が，次々に動植物から単離同定された．その中で，植物のマキから単離されたポナステ

ロン A (Ponasterone A: PonA)は,20E よりも強いホルモン活性を示したが(Nakanishi et 

al., 1966)，殺虫活性は低く，実用には至らなかった．しかし，1988年に，非ステロイド化

合物であるジベンゾイルヒドラジン（ジアシルヒドラジン）系化合物に脱皮ホルモン様活性

が見出され(Wing et al., 1988)，tebufenozideが農業用殺虫剤として実用化された．その後

さらに構造展開が行われて，methoxyfenozide, chlomafenozide, fufenozide, halofenoideが

実用化された（図１）．Halofenozideは鱗翅目や甲虫目に対する殺虫剤として利用されてい

るが，他の４つの化合物は鱗翅目昆虫に対する殺虫剤として利用されている．  

 

図１．農業用殺虫剤として実用されている化合物の構造 

 

一方で，脱皮ホルモンの受容体に関する研究も行われて，1991年にショウジョウバエの遺

伝子解析によって脱皮ホルモン受容体(Ecdysone receptor: EcR)の一次配列が明らかになっ

た．さらに，EcRはレチノイド X受容体（RXR）のホモログであるウルトラスピラクル(USP) 

というタンパク質とヘテロダイマーを形成して，脱皮関連遺伝子を活性化することも明ら

かにされた．その後，その後，様々な昆虫から EcRと USPの一次配列が明らかにされた．

EcRに関しては，DNA結合領域は昆虫間で高度に保存されているが，脱皮ホルモンの結合

領域，すなわちリガンド結合領域(LBD)が昆虫目間で異なることが示された．この LBDの

配列に違いがあることで，非ステロイド型脱皮ホルモン様活性化合物が昆虫目間で選択毒

性を発揮すると考えられた．実際に受容体に対する脱皮ホルモンアゴニストの親和性を測

定すると，殺虫剤として登録されている tebufenozide, methoxyfenozide, chlomafenozide, 

fufenozide の鱗翅目昆虫の脱皮ホルモン受容体に対する親和性は非常に高いことが明らか

になった．そして，2003年に EcRの LBDの立体構造が X線結晶構造解析で明らかにされ

て(Billas et al., 2003)，PonAの結合様式が明らかとなった．同時にジアシルヒドラジン系

化合物の結合様式も解明された．その結果，20E や PonA などのステロイド化合物が結合

しているポケットとジアシルヒドラジン系化合物が結合しているポケットは，完全に一致

するわけでなく，20E のヒドロキシアルキル側鎖とジベンゾイルヒドラジン類のベンゾイ

ル部の結合する領域が共通であることが示された．さらに，ジアシルヒドラジン類とは基本

構造の異なるイミダゾール系化合物にも脱皮ホルモン活性のあることが報告された．イミ

ダゾール系化合物に関しても受容体との共結晶構造が明らかにされて，ジアシルルヒドラ

ジン系化合物と同じポケットに結合していることが示された． 



 

本研究者らのグループは，20E や PonA のようなステロイド化合物の構造を模倣する化合

物を，コンピューターを用いて約 200 万化合物の化学構造データーベースから探索し

（Ligand-based virtual screening: LBVS），24個の化合物に絞り込んだ．さらに，その中

の 15化合物を入手し，実際に受容体結合親和性を評価したところ，３つの化合物に活性が

見出された（Harada et al., 2011）．また，ホモロジーモデリングの手法を用いて Spodoptera 

furugiperdaの EcRの LBDの立体構造を構築し，LBDに結合可能な新規な化学構造を探

索した（Structure-based virtual screening: SBVS）．化合物を入手し，その活性を評価し

て５つの化合物に活性を見出すことができた(Horoiwa et al., 2019)．しかしながら，新規化

合物の活性は，PonAや殺虫剤として実用されているジベンゾイルヒドラジン類の活性に比

べると 1/1000程度であった．また，本研究者のグループは，SBVSの手法を用いて，植物

ステロイドホルモンであるブラシノライド様活性化合物のバーチャルスクリーニングを実

施して，非ステロイド型ブラシのステロイド様活性化合物 NSBR1 を発見した(Sugiura et 

al., 2017)． 
 
２．研究の目的 

脱皮ホルモン様活性を示すジベンゾイルヒドラジン類は鱗翅目（チョウ目）昆虫に対し

ては高い殺虫活性を示すが，それ以外の昆虫目に対しては殺虫活性を示さない．その原

因は，ジアシルヒドラジン類の EcR への結合部位が，本来の昆虫脱皮ホルモンの結合

部位とは若干異なり，結合親和性が，昆虫目間で大きく異なることである．そこで，本

研究では，殺虫スペクトルの広い脱皮ホルモン様活性化合物を見出すことを目的とする．

その遂行の為に，コンピューターを使った LBVSや SBVSの手法を利用する．さらに，

バーチャルスクリーニングで得られた候補化合物を購入あるいは合成し，それらの活性

を実測する．  
 
３．研究の方法 

1) インシリコスクリーニング：EcRの LBDをホモロジーモデリングの手法を用いて構築

する．活性評価は主として Sf-9 という昆虫細胞を用いて行うことから，Spodoptera 

furugiperdaの EcRの LBDを構築する．また，約 500万化合物の化学構造をもとに化

合物あたり約 200個の立体構造を発生させ，約 10億個の立体構造を得る．これら約 10

化合物を順次ドッキングさせて LBDに結合可能な構造を選抜する．その際，ドッキン

グスコアの利用，分子動力学(Molecular dynamics: MD)の利用，MM/PBSAを用いた

結合自由エネルギーの計算などを行って，候補化合物の選抜を行う．また，Langer に

よって開発された LigandScoutを用い，PonAが結合した EcR/LBDの PDBデーター

を使って，スクリーニングを行う．立体構造が明らかにされている EcR はタバコ蛾の

ものであるが，ステロイド結合様式は昆虫間でそれほど変わらないことから，ステロイ

ド結合ポケットに結合できる化合物の探索には差し支えない．  

 

2) 生物活性評価 

脱皮ホルモン様活性は放射性リガンド結合実験によって行う．[3H]PonAと昆虫細胞を

30分間インキュベートし，ガラスフィルターを使ってろ過し，ガラスフィルターを液

体シンチレーションカウンターで計測する．定量的活性評価は，濃度応答曲線から

[3H]PonAの結合を 50%阻害する濃度(IC50)を求めて，その逆対数 pIC50を活性の指標



とした． 
 
４．研究成果 

ハンガリーの Attilaらと共同研究を行い，Attilaら

が植物から単離構造決定した脱皮ホルモンのアゴ

ニスト（ステロイド化合物）の活性評価を行った．

20E（図 2）は，ステロール骨格(A/B/C/D)の D 環

の 17位にヒドロキシアルキル側鎖をもった化合物

である．ヒドロキシアルキル側鎖の 20位に OHを

持たない ecdysone（E) （図 2）の活性は 20E の

1/50 - 1/100程度である．また，20Eのヒドロキシ

アルキル側鎖末端の 25位に OH基がない ponasterone A (PonA) （図 2）は 20Eより

も 20-30倍高い活性を持つ．PonAの C環の 9位と 11位の C-C結合が 2重結合とな

った化合物は，PonAに比べて活性は 1/3に低下するが，20E よりは 10倍程度高い活

性を示した．C 環 D 環の縮合部位である 14 位に水酸基を持たない化合物も比較的高

い活性を示した．これらステロイド化合物を EcR にドッキングさせて MD のあと

MM/PBSAによって結合自由エネルギーを計算したところ，Sf9細胞を用いて求めた結

合親和性と結合自由エネルギーdelta Gとの間に正の相関関係が得られた． 

 
図２．天然の脱皮ホルモン類の構造 

 

LigandScout を用いて，500 万化合物の化学構造データーベースからスクリーニングを

行ったところ，40 個の候補化合物が得られた．この 40個の化合物は基本構造に-CH2=N-

NH-C(=O)-を持つ化合物であった.その中の一つは，図 3に示した化合物２であった．上

述したように，本研究者らのグループは先に，LBVS の手法を用いて，EcR のステロド化

合物結合部位に結合可能な３つの化合物を見出し，その中の一つの化合物の基本構造は

図の化合物１であった (Harada et al., 2011).そこで，今回得られた基本構造とこれ

化合物１との共通性を考慮し，さらには受容体に対するドッキングスコアを参考にして

構造展開を行った，その際，植物ステロイドホルモンであるブラシノステロイド様活性

を示す非ステロイド化合物 NSBR1(Sugiura et al., 2017)のインシリコスクリーニング

の情報をもとにして，IC50が 10 uM の新規な化合物 3を見出した.  

 

図 3．Sf9 の脱皮ホルモン受容体に結合する化合物 
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