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研究成果の概要（和文）：昆虫神経系で抑制性シナプス伝達を担うレセプターは農業薬剤の重要

なターゲットである。本研究では、抑制性グルタミン酸レセプター（iGluR）の組織局在、機能

および薬理学的性質を多方面から調べ、薬物作用点としての重要性をγ-アミノ酪酸レセプター

（GABAR）と比較した。その結果、GABAR の方が iGluR より薬剤ターゲットとしては重要である

と考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：Receptors that play an inhibitory synaptic transmission in insect 
nervous systems are an important target for agrochemicals. In the present study, the 
significance of inhibitory glutamate receptors (iGluRs) as an agrochemical target was 
examined by comparing their tissue distribution, function, and pharmacological 
properties with those of γ-aminobutyric acid receptors (GABARs) from a variety of 
viewpoints. The results indicated that GABARs have more potential than iGluRs. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
(1) γ-アミノ酪酸（GABA）とグルタミン酸 
 
神経伝達物質は、神経細胞の終末から細胞

外に放出され、隣接する神経細胞に情報を伝
達する役割を担っている。脊椎動物では、
GABA とグルタミン酸はそれぞれ中枢神経系
における抑制性と興奮性の代表的神経伝達
物質として知られており、記憶や学習との関

連で医学分野ではよく研究されている。また、
これらのアミノ酸のレセプターは精神安定
剤などのターゲットでもあり、薬学分野でも
よく研究されている。一方、昆虫などの無脊
椎動物では、GABA は脊椎動物と同じく抑制性
神経伝達物質としての機能をもっているが、
グルタミン酸は、興奮性神経伝達物質として
だけでなく、抑制性神経伝達物質としても機
能する。無脊椎動物において、グルタミン酸
の興奮性と抑制性の両方の機能を可能にし
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ているのは、レセプターの構造の違いである。 
 

 
 
(2) GABA レセプター（GABAR）と抑制性グル

タミン酸レセプター（iGluR） 
  

GABAR と iGluR は、4 回膜貫通構造をもつ
サブユニットが 5個集合して、中央にチャネ
ルを形成する別々のタンパク質複合体であ
る。チャネルは、アゴニスト（作動薬）であ
る GABA あるいはグルタミン酸の結合により
開口して、細胞内に塩素イオンを流入させる。
この陰イオンの流入により、神経細胞内は静
止時の負電圧が高まり、興奮性神経伝達物質
による正電圧方向へのシフトを抑える。 
 

(3) 殺虫剤の作用点としての昆虫の GABAR と

iGluR 

  
GABAR は、塩素系殺虫剤やフィプロニル殺

虫剤のターゲットである。これらの薬剤は、
チャネル開口を阻害するブロッカー（非競合
的拮抗薬）である。一方、iGluR には駆虫薬
アベルメクチンが作用し、チャネルの持続的
開口によって殺線虫活性が発現するとされ
ている。 
 
(4) これまでの研究と本研究との関連性 
  

GABAR 作用性殺虫剤と考えられていたフィ
プロニルが GABAR と iGluR の両方に同程度に
作用するという研究結果が、ゴキブリ単離神
経細胞を使った実験結果に基づいて報告さ
れた。GABAR と iGluR は、先に述べたとおり、
構造が似ているために、レセプター間での薬
剤の交差反応は大いに可能性があり、iGluR
が GABARと同様に農業薬剤の重要なターゲッ
トになるか否か明確にすることが必要であ
る。 
 
２．研究の目的 
 

GABAR と iGluR の農業薬剤に対する薬理学
的な重要性を解明するために、主に二つのア
プローチを行った。一つは、単離したレセプ
ターを使い、個々のレセプターの機能解析を
行うことである。両レセプターには一つの遺
伝子から複数のサブユニットタンパク質を
生じるスプライスバリアントが存在するの
で、これらのバリアントの薬理学的性質を調
べた。二つ目は、生理学的重要性についての

知見を得るために、両レセプターの昆虫体内
での局在を明らかにした。たとえレセプター
が薬剤に対する強い反応性を示しても、生理
学的に重要な役割を担っていないならば、殺
虫剤ターゲットとしての重要性は低くなる。 
 
３．研究の方法 
 

(1) iGluR 遺伝子の解析 

  
イエバエの GABAR サブユニット遺伝子と

iGluR サブユニット遺伝子について、これま
でスプライスバリアントや RNA編集について
は着目しなかった。しかし、これらがレセプ
ター機能や薬理学的特性に影響を及ぼすこ
とが考えられる。そこで、iGluR サブユニッ
トの cDNA およびゲノムの再解析を行い、バ
リアントをクローニングした。GABAR サブユ
ニットについても同様に行った。また、抑制
性神経伝達を担うヒスタミンレセプター
（HAR）遺伝子も 2種単離し、解析した。 
 

(2) 定量 PCR による GABAR サブユニットと
iGluR サブユニットの発現解析 

  
定量 PCRによりイエバエの各発育段階（胚、

幼虫、蛹、成虫）とオス成虫各組織における
両レセプターサブユニット mRNA の発現解析
を行った。mRNA 発現量がレセプター機能を反
映しているか確認するため、イエバエ膜タン
パク質への放射性標識 GABAR プローブ
[3H]EBOB と iGluR プローブ[3H]ミルベマイシ
ンの特異的結合も調べた。 

 

(3) GABAR と iGluR の機能解析 

  
2 電極電圧固定法（TEVC）を用いてバリア

ントの機能解析を行った。クローニングした
両レセプター遺伝子から cRNA を調製し、ア
フリカツメガエル卵母細胞にマイクロイン
ジェクションし、1～3日間インキュベーショ
ンした後、アゴニストを投与して、誘起され
る電流から EC50値などを求めた。GABAR をア
ロステリックに阻害する非競合的拮抗薬（チ
ャネルブロッカー）が iGluR に交差反応する
か TEVC 解析した。 

 

(4) GABAR と iGluR の免疫組織化学解析 

  
両レセプターに対するポリクロナール抗

体を作製し、イエバエ成虫の頭部・胸部・脚
切片の免疫組織化学解析を行った。 
 
(5) 単離神経細胞に発現する GABAR と iGluR

の薬理学的解析 



 
 ワモンゴキブリ腹部神経節から単離した
神経細胞を使い、GABA とグルタミン酸によっ
て誘起される内向き電流をホールセルパッ
チクランプ法で測定し、その電流を阻害する
薬剤の活性測定を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) イエバエ由来の抑制性神経伝達物質レセ

プターをコードする遺伝子の解析 
 
イエバエの GABAR サブユニット遺伝子と

iGluR サブユニット遺伝子のスプライスバリ
アントや RNA 編集を解明した。両レセプター
サブユニットに数種のバリアントが存在し、
これが多様なレセプター機能や薬理学的特
性を発現すると推察された。GABA レセプター
サブユニットのエクソン 3 と 6 にそれぞれ 2
種のバリアント（a, b と c, d）が存在する
ので、機能解析のために ac と bd の組み合わ
せをもつサブユニット遺伝子をクローニン
グした。また、iGluR サブユニットにもエク
ソン 3 に 3 種のバリアント（A, B, C）が存
在することを明らかにし、それらをクローニ
ングした。さらに、iGluR では 4 カ所の RNA
編集部位の存在も明らかにした。また、抑制
性ヒスタミンレセプター（HAR）のサブユニ
ット遺伝子 2種もクローニングした。 

 
(2) mRNAおよびレセプタータンパク質のイエ

バエ組織および発育段階における発現解
析 

 
定量 PCRにより、イエバエの発育段階（胚、

幼虫、蛹、成虫）とオス成虫組織における両
レセプターサブユニット mRNA の発現解析を
行った。その結果、両遺伝子は成虫頭部で顕
著に高い発現を示した。次いで、両レセプタ
ーに特異的に結合する放射性標識[3H]EBOBと
[3H]ミルベマイシンの結合を調べたところ、
結合量と mRNA 発現レベルとの間に相関が見
られた。 

iGluR サブユニットにはエキソン 3 のスプ
ライスバリアント 3A、3B、および 3C が存在
することから、イエバエ成虫組織におけるバ
リアント遺伝子の発現量を調べた結果、3A と
3B は主に頭部において発現しており、3C は
頭部だけでなく、脚、腹部などの末梢組織に
おいても顕著な発現が見られた。 

 
(3) 免疫組織化学による発現解析 

 
GABAR および iGluR サブユニットの C 末端

ペプチドに対するポリクロナール抗体を作
製した。iGluR 抗体は、ウェスタンブロッテ
ィングにおいてイエバエ頭部膜画分のサブ

ユニットタンパク質を認識した。免疫組織化
学実験では、iGluR 様免疫反応性は視覚葉に
おいて、GABAR 様免疫反応性はキノコ体等の
中枢神経系に見られ、両レセプターの局在の
違いが認められた。抹消組織における iGluR
の発現は特異抗体を用いた免疫組織化学で
も一致した結果が得られた。 
 
(4) 機能解析 
 
アフリカツメガエル卵母細胞に iGluRバリ

アントをホモマーとして発現させ、TEVC 解析
を行ったところ、グルタミン酸に対する EC50

値と最大応答電流（Imax）にはバリアント間で
大きな差はみられなかった。しかし、ウエス
タンブロッティングおよび iGluR プローブ
[3H]イベルメクチン B1a結合試験によって、各
バリアントの卵母細胞における発現量には
差があることがわかった。その結果、チャネ
ル単位の Imaxは 3A と 3B が大きく、3C は小さ
いということが推察された。エキソン 3の変
化は、チャネルのグルタミン酸に対する感受
性ではなく、透過電流量に影響を及ぼすこと
が示唆された。3 種バリアントを 4 種類の組
み合わせでヘテロマーとして発現させた場
合も、アゴニスト応答に大きな違いは見られ
なかった。しかし、この結果は異種発現させ
た時の結果であり、今後、ネイティブ細胞で
の解析が必要となる。 
 

(5) 薬理学的解析 
 
高活性GABARブロッカーであるピクロトキ

シニンと同様の活性をもつ既存殺虫剤フィ
プロニルのiGluRホモマーとヘテロマーに対
する活性をTEVCにより調べたところ、iGluR
は高感受性ではなく、しかもバリアントCを
含むとさらに低感受性になることが明らか
になった。従って、これらの殺虫性アンタゴ
ニストのターゲットはiGluRではなく、GABAR
であると考えられた。フィプロニルがネイテ
ィブiGluRに対して高活性を示すという他研
究者の報告があり、この点についてはiGluR
の翻訳後修飾等も考慮に入れ、今後、検討を
要する。 
HARサブユニット2種をホモマーとして卵

母細胞に発現させて、GABARおよびiGluRに作
用する代表的化合物の活性を調べた。その結
果、HAR1を発現させた場合、GABAを初めとす
る様々な化合物に対して感受性を示したが、
いずれ化合物の活性も弱く、薬理学的性質は
他の抑制性レセプターとは異なることが分
かった。 
ワモンゴキブリ神経節細胞に発現するネ

イティブGABARとiGluRに対する殺虫性化合
物PS-14の活性を調べた。その結果PS-14は、
iGluRよりもGABARに対して約8倍強いブロッ



カー活性を示した。ラット脳GABARは210倍低
感受性であった。また、アリルイミノピリダ
ジンGABA類縁体を合成し、GABARとiGluRに対
する活性を調べたところ、GABARに対する選
択的競合拮抗薬であることがわかった。これ
らの結果から、GABARをターゲットとする創
薬の可能性が示唆された。 
 また、イソチアゾロール誘導体を合成して、
3 種昆虫の GABAR に対する拮抗薬活性を調べ
た。昆虫 GABAR に対して高活性を示す競合的
拮抗薬はこれまでに報告例はないが、今回合
成した誘導体は比較的高い活性を示したの
で、今後、構造展開をしていく中から GABAR
に対する競合的拮抗薬が創製できるものと
期待された。 
 
(6) 総括 
  

3 種の抑制性神経伝達物質レセプターの薬
理学的性質を比較した。特に、iGluR に関し
ての知見が乏しいので、これについてはバリ
アント遺伝子を単離して、機能解析、組織局
在などについて多方面から検討したが、現段
階では、農業薬剤のターゲットとしては
GABAR には劣るという結果が得られた。 
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