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研究成果の概要（和文）：本研究ではショウジョウバエのnAChRを対象として、Dα2サブユニットがネオニコチ
ノイドとの相互作用に負に働き、その発現を抑制するとショウジョウバエ成虫がネオニコチノイド過敏になるこ
とを発見した。次いで、セイヨウミツバチで発現するnAChRのサブユニットと補助因子の共発現を遺伝子発現解
析によって明らかにし、補助因子が濃度依存的にnAChRの膜上での機能的発現を調節することを見出した。さら
に線虫のnAChRに対する糸状菌産物パラヘルクアミドAの選択的作用の機構を解明し、変態依存的なnAChRの調節
の研究に有用なケミカルプローブを糸状菌産物から見出した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, the PI found that the Dα2 subunit negatively 
interacts with neonicotinoids and that suppressing its expression causes neonicotinoid 
hypersensitivity in adult Drosophila melanogaster. Next, gene expression analysis revealed 
co-expression of auxiliary factors with subunits of nAChR expressed in the honeybee, and found that 
auxiliary factors modulate the functional expression of nAChR on the membrane in a 
concentration-dependent manner.  Furthermore, the mechanism of the selective action of the fungal 
product paraherquamide A on the C. elegans nAChR was elucidated, and chemical probes useful for 
studying metamorphosis-dependent regulation of the nAChR were found from the fungal products.

研究分野： Pesticide Science

キーワード： Insect regulation　Neonicotinoid　Nicotinic receptor　Electrophysiology　Receptor expression
　Multivariate analysis

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
薬剤の標的タンパク質の発現を抑制すると、生物は薬剤に対して抵抗性を示す。こうした常識に反して、本研究
ではnAChRを構成する特定のサブユニットがネオニコチノイドの活性発現に対して負に作用し、その発現を抑制
すると昆虫が本剤に過敏になるという、従来にない分子機構を明らかにした（3つの新聞社で報道された）。ま
た、セイヨウミツバチのnAChRの発現を補助因子が発現量に応じて促進・抑制することも見出した。さらに、
nAChRに作用する殺線虫剤の作用機構を先駆けて解明し、昆虫の変態を調節する新たな物質を発見した。これら
の成果は防除標的生物に高選択的に作用する新たな昆虫・線虫制御剤の開発に寄与するものである。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
ニコチン性アセチルコリン受容体（nAChR）は興奮性の神経伝達において中心的な役割を果たし
ており、ヒトの場合と同様に、運動、学習、記憶、睡眠等、生命の恒常性の維持に関わっている。
そのため、合成殺虫剤のみならず、植物や微生物由来の天然物の中にも、nAChR に作用し、昆
虫を制御するものがある。nAChR はヒトと昆虫の神経系で見られるため、それを害虫防除に使
用する際には高度な昆虫選択性が求められる。特にその中で、nAChR との相互作用における標
的害虫選択性は重要である。合成殺虫剤ネオニコチノイドは nAChRに対して高濃度ではアゴニ
ストとして、低濃度ではアセチルコリンが引き起こす興奮性の神経応答を抑制するアンタゴニ
ストとして作用する。本剤は昆虫の nAChRに対して極めて高選択的に作用し、植物中での移行
性に優れていることから、世界で最も使用されている殺虫剤となっており市場の 24％を占めて
いる。ところが、長年にわたる使用によってネオニコチノイド抵抗性が発達するとともに、セイ
ヨウミツバチなどの非標的昆虫に対する影響が指摘されている。その一方で、一部のネオニコチ
ノイドの使用を制限しても減少したセイヨウミツバチの数は増えることがなく、本剤の影響を
疑問視する報告もある。このようなネオニコチノイドの負の影響の程度に対して精密に答えら
れないのは、昆虫で発現する nAChRにどのようなサブタイプがあり、それぞれがどの神経細胞
で、どのタイミングで、どのような量で発現し、どの程度ネオニコチノイドに感受性があるのか、
そしてこの感受性が個体レベルでの行動や記憶などに影響するのか全くと言って良いほど解明
されていないためである。 
 これまで昆虫の nAChRに対するネオニコチノイドの作用機構を解析するため、昆虫体外の培
養細胞やアフリカツメガエルの卵母細胞で機能的に（本来の神経細胞と同様な薬理的性質を持
ちアセチルコリンに応答するように）発現させることが困難であった。それがネオニコチノイド
の選択的活性発現機構の理解を妨げてきた。代表者はこの問題の解決するため、昆虫のニコチン
性アセチルコリン受容体を機能的に発現させるために必要なミッシングファクター（補助因子）
を探索し、膜貫通型チオレドキシン TMX3がこの問題を根本的に解決する必須因子で、RIC-3と
UNC-50 が nAChR の機能的発現のレベルを調節することを先駆けて明らかにした。さらにセイ
ヨウミツバチとセイヨウオオマルハナバチの nAChRの機能的発現にも成功し、一部のネオニコ
チノイドがピコモル濃度でそれらの nAChRの応答を有意に抑制することも明らかにした 1。 
 しかし、こうしたブレークスルーを成し遂げても、昆虫の nAChR がどのような神経組織で、
どのようなサブユニットの構成で発現しているのかほとんど理解されておらず、それぞれの
nAChRのサブタイプに対してどのようにネオニコチノイドが作用し、その作用に対して TMX3、
RIC-3および UNC-50が影響を及ぼすのか明らかではない。同じような制御剤の作用機構に関す
る問題は、昆虫と同じ無脊椎生物である線虫でも見られることであり、変態という無脊椎生物に
見られる現象や nAChRと同じスーパーファミリーに属するリガンド依存性イオンチャネルでの
例とも絡めて、ほとんど解明されていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、まず各種の遺伝学的解析ツールが整備されているショウジョウバエを用いて、
nAChR のネオニコチノイドに対する感受性への補助因子 TMX3、RIC-3 および UNC-50 の影響
を明らかにした上で、5つのサブユニット（Dα1、Dα2、Dα3、Dβ1、Dβ2）が形成する多様な nAChR
に対するネオニコチノイドの活性を測定し、活性とサブユニットとの関係を解明する。また、そ
のサブユニット－ネオニコチノイド相関データをもとに、RNAiによるサブユニットの発現を人
為的に抑制し、それがショウジョウバエへのネオニコチノイドの毒性の現れ方にどのように影
響するのか明らかにする。さらに、セイヨウミツバチの胸部神経節や脳内の各組織での nAChR
サブユニットおよび補助因子の共発現の有無と発現レベルについて明らかにし、nAChR のサブ
タイプに対するネオニコチノイドおよび関連昆虫制御剤の活性を網羅的に明らかにする。さら
に、感染症媒介昆虫の nAChRに対するネオニコチノイドの作用機構の検討する。一方、機能的
発現に補助因子を必要とする線虫 Caenorhabditis elegansの nAChRに対する線虫制御物質の活性
を支配する因子を明らかにするとともに、広く nAChRと同じシステインループスーパーファミ
リーに属するリガンド依存性イオンチャネルのオルトステリック部位に結合するような天然物
が存在するのかという問いについても答える。加えて、変態という昆虫等の無脊椎動物特有の生
命現象による nAChRの制御を知るために、変態制御物質も独自に開発し、変態とネオニコチノ
イド感受性との関係を探るケミカルプローブを見出すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 

nAChRは 5つのサブユニットからなり、その中心にカチオン透過性のイオンチャネルをもつ。
アセチルコリンやネオニコチノイド系は loop A～loop G が中心になり形成するオルトステリッ
ク部位に結合し、イオンチャネルを開口することで膜の脱分極を引き起こす。本研究ではショウ
ジョウバエを用いてネオニコチノイドとサブユニットの相互作用を、補助因子による影響とサ
ブユニット自身による影響とに分けて解析した。具体的には補助因子および nAChRの cDNAか



ら cRNAを転写し、アフリカツメガエルの卵母細胞にマイクロインジェクションすることで、本
細胞に nAChRを機能的に発現させた。nAChRの応答は二電極膜電位固定法によりイオン電流と
して測定した。 
神経細胞での nAChR を構成するサブユニットの共発現は、T2A ペプチドで nAChR サブユニ
ットと転写因子 GAL4 を連結したタンパク質を発現させたショウジョウバエの系統と、UAS 配
列の下流に GFP をコードする遺伝子を連結したコンストラクトを発現させたショウジョウバエ
を交配して生まれる子孫の射精管神経細胞と産卵管神経細胞での GFP の蛍光を観察することで
確認した。セイヨウミツバチでは神経組織を摘出し、RNA-seq解析によりサブユニット遺伝子お
よび nAChR機能的発現補助因子遺伝子の共発現の有無について検討した。nAChRサブユニット
遺伝子の発現抑制は、神経細胞特異的ドライバーの制御下で RNAi を駆動させることで達成し
た。ショウジョウバエの幼虫に対するネオニコチノイドの活性は蛹化率の低下で評価し、成虫に
対する本物質の活性はガラス容器の壁を登坂する能力の低下で評価した。 

nAChR に対するネオニコチノイドの活性への各サブユニットの寄与は、サブユニットの存在
を擬変数で表す多変量解析により検討した。 
線虫の nAChRと制御剤の相互作用の様式は、オルトステリック部位のサロゲートであるアセ
チルコリン結合タンパク質との複合体の X 線結晶構造解析により検討した。一方、糸状菌が生
産する昆虫変態制御物質の探索には、エクジソン生合成因子 Nobo の阻害活性試験法を用いた。 
 
４．研究成果（主要な成果のみ記載） 
（１）nAChRに対するネオニコチノイドの活性に対する補助因子の影響 
 ショウジョウバエの nAChR の最小単位 Dα1/Dβ1 nAChR を対象として、その機能的発現に
DmTMX3だけを補助因子として用いたときと、DmTMX3に加えて DmRIC-3および DmUNC-50
を用いたときの場合について、アセチルコリンとネオニコチノイド（イミダクロプリド）のアゴ
ニスト活性を、半数効果濃度の逆対数値（pEC50）と最大活性化効率のアセチルコリン相対値（Imax）
を指標として評価した。アセチルコリンのアゴニスト活性が引き起こすアフリカツメガエル卵
母細胞を流れる電流の最大値は、DmTMX3 だけを補助因子として用いたときよりも DmTMX3
に加えて DmRIC-3および DmUNC-50を用いたときの方が有意に大きかった。このとき、アセチ
ルコリンの pEC50値は DmRIC-3および DmUNC-50の有無や Dα1サブユニットと Dβ1サブユニ
ットの構成比によって影響を受けなかった。一方、DmTMX3、DmRIC-3および DmUNC-50を用
いて機能的に発現させたとき、イミダクロプリドの pEC50値と Imax値は Dα1 サブユニットに対
する Dβ1サブユニットの構成比が過剰になると大きくなることが判明した（図 1）2。 

図 1. Dα1サブユニット/Dβ1サブユニットの比率とアゴニストの活性の関係． 
A. アセチルコリンの濃度応答関係; B. イミダクロプリドの濃度応答関係． 

 
（２）nAChRサブユニット－ネオニコチノイド間相互作用と虫体に対する毒性との関係 
 ショウジョウバエの Dα1、Dα2、Dα3、Dβ1および Dβ2サブユニットがつくりだす nAChRと
ネオニコチノイドとの相互作用について検討した。まずこれら 5 つのサブユニットを T2A ペプ
チドで GAL4 タンパク質を連結したショウジョウバエの系統と UAS 下流で GFP が駆動する系
統の F1世代で射精管神経細胞と産卵管神経細胞を観察した。これらはチロシンデカルボキシラ
ーゼを発現し、かつ GFP を発現していたことから、間接的に当該神経細胞で Dα1、Dα2、Dα3、
Dβ1および Dβ2サブユニットが発現していることを明らかにした。そこで、Dα1、Dα2、Dα3、
Dβ1 および Dβ2 サブユニットを複数以上組み合わせ、DmTMX3 に加えて DmRIC-3 および
DmUNC-50 とともに共発現させたところ、Dβ1 サブユニットは機能的に発現に必須で、本サブ
ユニットを有する 12 種の nAChR が機能的に発現可能であることが明らかとなった。そこで、
サブユニットの存在を擬変数で表し、当該 12 種の nAChR に対するイミダクロプリド、チアク
ロプリドおよびクロチアニジンのアゴニスト活性（pEC50、Imax）との関係を複数の多変量解析に
よって解析した。相関係数で見ると、pEC50値については Dα1 と Dα3 サブユニットは活性を促
進するのに対して、Dα2サブユニット活性低下にはたらくことが示唆された。特に活性に対する
Dα2 サブユニットの負の効果は多変量解析の一種 lattice 解析でも有意に示された。一方、ネオ
ニコチノイドのアゴニスト活性に対する Dβ2 サブユニットの貢献は低く、有意な影響として検
出されなかった。Imax値については、サブユニットよりも化合物の影響が強く表れた。 



Dα1、Dα2 および Dα3 サブユニットがネオニコチノイドのアゴニスト活性の決定に重要な役
割を果たしていることが分かったので、神経細胞特異的ドライバーを活用した神経細胞特異的
RNAiによりこれらの遺伝子の発現を抑制した。幼虫の蛹化率阻害を指標にすると、いずれのサ
ブユニット遺伝子の発現抑制でもネオニコチノイドの蛹化阻害活性は低下した。ところが成虫
では標的遺伝子の RNAi によって他のサブユニット遺伝子の発現も有意に影響を受けるという
補償効果が観察された。この現象は、RNAiやノックアウトによって活性物質の標的探索を行う
ときに、標的遺伝子の変化のみならず、他の遺伝子の影響の有無についても調査しなければなら
ないという注意を喚起するものである。 
 RNAi 実験で観察された nAChR サブユニット間の補償効果を念頭に、成虫の登坂能力へのネ
オニコチノイドの阻害活性に対する Dα1、Dα2 および Dα3 サブユニット遺伝子 RNAi の影響に
ついて調べたところ、Dα2 サブユニット遺伝子の抑制によりショウジョウバエの成虫がネオニ
コチノイド過敏になる現象が観察された（図 2）。これは、nAChRサブユニット－ネオニコチノ
イド相互作用に関する多変量解析の結果を支持した。しかし、RNAiによるサブユニット間補償
効果と single cell RNA-seqデータが示す共発現状況をふまえて、Dα1/Dα2/Dα3/Dβ1/Dβ2 nAChRの
α サブユニットの一つを Dα4 サブユニットと、β サブユニットの一つを Dβ3 サブユニットに置
換することで生じるネオニコチノイドのアゴニスト活性の変化についても検討し、これらのサ
ブユニット置換により概して nAChRのネオニコチノイド感受性は増大することが判明した。以
上の結果を総括すると、昆虫の神経系で実に多様な nAChRが発現し、それらがサブユニットの
組み合わせよりネオニコチノイド感受性を変化させることが判明した。そして、遺伝学的手法に
よって薬剤の標的候補遺伝子の発現を抑制することで通常生物は薬剤抵抗性を示すが、場合に
より過敏になることもあることが明らかになった。本研究の成果は、PLoS Genetics 誌で発表し
3、プレスリリースにより日刊工業新聞、化学工業日報および農業協同組合新聞で報道された。 

 
図 2．αサブユニット遺伝子の RNAiによる in vivoにおけるネオニコチノイドの活性変化 

 
（３）セイヨウミツバチの nAChRの再構築とネオニコチノイドの活性 
 セイヨウミツバチの胸部神経節およびキノコ体等の脳内神経組織での遺伝子発現を解析し、
Amα1～Amα9、Amβ1 および Amβ2 サブユニットが組織間で違いはあるものの、AmTMX3、
AmRIC-3および AmUNC-50とともに共発現していることが明らかになった。 
 こうした遺伝子発現情報をもとにして、AmRIC-3の発現量の違いがどのように nAChRの特性
に影響するのか検討した。その結果、AmRIC-3は発現量依存的にアセチルコリンに対する nAChR
の応答を増強あるいは抑制することを見出した。AmRIC-3 の発現量の変化によるアセチルコリ
ンとネオニコチノイド（イミダクロプリド、チアクロプリド、クロチアニジン）のアゴニスト活
性の指標に対する影響の有無について検討し、アセチルコリン、チアクロプリド、クロチアニジ
ンのアゴニスト活性については AmRIC-3の発現量の違いによって顕著な影響を受けないものの、
イミダクロプリドについては Imax値が AmRIC-3の発現量に応じて増大することを見出した。 
 
（４）ハマダラカの nAChRに対するネオニコチノイドの作用機構 
 マラリアを媒介するハマダラカ（Anopheles gambiae）の防除にこれまでピレスロイド剤を中心
とする合成殺虫剤が用いられてきたが、抵抗性が発達したため、ネオニコチノイドの使用が検討
されている。しかし、どのような nAChRとネオニコチノイドの相互作用がハマダラカに対する
ノックダウン活性に影響するのか不明であった。そこで、ハマダラカの神経系で発現する Agα1、



Agα2、Agα3、Agα8および Amβ1サブユニットが AgTMX3の共発現により形成しうる計 13種の
nAChRに対する 6種のネオニコチノイドのアゴニスト活性を測定し、本活性と nAChRを構成す
るサブユニットおよび化合物の構造との関係について解析した。その結果、pEC50値を Agα3 サ
ブユニットは増大させるのに対して、Agα2サブユニットは低下させることが明らかとなった。
一方、Imax値については Agα2サブユニットが増大効果を示すことがわかった。 
 ハマダラカのメス成虫に対するノックダウン効果の速度定数 kと nAChRに対するネオニコチ
ノイドのアゴニスト活性の指標との関係について検討し、化合物の疎水性を考慮することによ
り、log k値が特定の nAChRに対する Imaxと関係づけられることを見出した。本成果をまとめた
論文は Open Biology誌に受領された。 
  
（５）糸状菌由来の殺線虫活性物質の nAChRサブタイプ選択性の分子機構 
 昆虫と同様に線虫の nAChRも異所発現に補助因子を必要とする。パラヘルクアミド類は線虫
の nAChRのニコチン感受性の N-typeよりもレバミソール感受性の L-typeの nAChRに対して選
択的にアンタゴニスト活性を示す。そのメカニズムを結合部位の同定を基盤として研究した。ネ
オニコチノイドの結合部位でもあるオルトステリック部位と相同の配列をもつアセチルコリン
結合タンパク質とパラヘルクアミド Aとの複合体の X線結晶構造を解明した。その結果、オル
トステリック部位の loop Cとの水素結合の形成および loop Eとの静電的相互作用がパラヘルク
アミド Aの L-type nAChR選択性に関わっていることが明らかとなった。さらに、nAChR－パラ
ヘルクアミド A 複合体モデルをもとに loop C－loop F 相互作用が間接的に本物質の選択的作用
に寄与する可能性があると推定し、この仮説を検証したところ、実際に L-typeの loop F構造の
方が N-type nAChRの loop F構造よりも本物質との相互作用に有利に作用することが明らかにな
った。本研究成果はMolecular Pharmacology誌に発表し 4、本誌の表紙を飾るとともに、第一著
者は Highlighted Trainee Authorとして本誌のウエブサイトに掲載された。 
 
（６）昆虫のエクジソン生合成を阻害する微生物産物の探索 
 昆虫の変態に応じて神経細胞で発現する nAChR
のサブタイプも変動し、ネオニコチノイド感受性も
変わる。こうした変態依存的なネオニコチノイド感
受性のメカニズムを理解する上で、変態を阻害する
ケミカルプローブは有用であることから、エクジ
ソン生合成の一端を担う Noppera-bo（Nobo）の活
性を阻害する糸状菌産物を探索した。その結果、cis-
デカリン骨格をもつ化合物が Nobo の活性を有意
に阻害することを見出した。本成果は PLoS One誌で発表し 5、農業協同組合新聞で報道された。 
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