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研究成果の概要（和文）： 
	 本研究において、カイコの腸管にシトクローム P450 が存在し、ヒトのシトクローム P450 によって代謝され

ることが知られている化合物の大部分が、カイコ腸管において代謝されることを明らかにした。また、トラン

スジェニック技術を用いた、ヒトシトクローム P450 遺伝子発現カイコを樹立し、野生型系統が代謝できなかっ

た化合物の代謝ができることを見いだした。従って、カイコの創薬のモデル動物として有用性が示されたと考

えられる。	 

 
研究成果の概要（英文）： 

In this research, it is shown that cytochrome P450 is expressed in silkworm 
midgut and most of compounds, metabolized by cytochrome P450 in mammals, were also 
metabolized in silkworm midgut. The transgenic silkworm expressing human cytochrome 
P450 could metabolize the compound that was not metabolized in wild-type silkworm. 
These results further entrenched usefulness of silkworm as a model animal for drug 
discovery. 
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１．研究開始当初の背景 
	 研究代表者らは、カイコを利用した細菌感
染症モデルにおいて、抗生物質の定量的な治
療効果の評価系を確立した。そのバイオアッ
セイ系を利用して、土壌細菌の培養抽出物か
ら治療効果を指標に探索を行い、新規リポペ
プチド系抗生物質を見いだしている。本抗生
物質は、マウス黄色ブドウ球菌感染モデルに
おいても既存の抗生物質に比べても少ない
用量で治療効果を示し、かつ急性毒性も示さ
ないなど臨床応用可能な特長を有する。この
ように、カイコモデルは、ほ乳類にも治療効
果を示す抗生物質を発見できることから、そ
の薬物体内動態は類似していると考えられ

るが、その詳細な解析は行われていなかった。
体内動態は、薬物の吸収・分布・代謝・排泄
の要素から成り立っている。そのうち、吸収
については申請者らによる研究により、ほ乳
類と同じように化合物の分子量と油水分配
係数が腸管の透過性に大きな影響を与える
こと、及び経口投与で治療無効な抗生物質は
カイコでも経口投与で治療無効であること
を明らかにしている。また、体液タンパク質
との結合が抗菌薬の分布に影響し、治療効果
の有無を左右することも明らかにしている。
さらに、モデル化合物をカイコ体液中に投与
後、化合物は第 1 相反応であるシトクローム
P450 による代謝の後、第 2 相反応である抱
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合反応を受けるなど、その代謝経路がほ乳類
と同じであることを見いだしている。しかし
ながら、どのような臓器によって代謝を受け
るか、またどのようなシトクローム P450 の
反応があるかは明らかにされていなかった。 
 
２．研究の目的 
	 研究代表者等は、カイコの病態モデルにお
ける治療効果を指標とした医薬品候補薬の
探索法を提唱している。これまでの医薬品候
補化合物の探索研究により、実際にマウスモ
デルでも治療効果を示す抗生物質の取得が
可能であることを見いだしている。しかしな
がら、カイコにおいて代謝をはじめとする薬
物動態については研究されておらず、その基
盤的理論については明らかになっていなか
った。本研究では、カイコを創薬のモデル動
物としての地位を確固たるものにすべく、カ
イコにおけるシトクローム P450 の反応、及
び薬物動態の解明を行い、ほ乳類との比較を
行う。また、ヒトとの差異を克服するべく、
ヒト型シトクローム P450 発現カイコの作出
による、創薬モデルの確立を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1)	 カイコシトクローム P450 反応の解析	 
①代謝臓器の解析：５齢４日目以降のカイコ
を緩衝液中で解剖し、各組織を摘出した。摘
出組織は、10%牛血清を含有する TC-100 昆虫
細胞培養用培地を 2ml 中で培養し、7-エトキ
シクマリンを加え、27℃で培養した。経時的
に培地及び臓器を回収し、ホモジナイズ後、
50%アセトン抽出し蒸発乾固した。この試料
を50mM	 酢酸ナトリウム緩衝液pH=6.0に再溶
解し、抱合反応により負荷されたグルコース
をβ-gulcosidase 処理により除去後、緩衝液
(1.6M	 glycine	 /NaOH	 pH10.5)と混合し、7-
エトキシクマリンからシトクローム P450 反
応によって生じたヒドロキシクマリン量を
蛍光測定(Ex=	 380nm/	 Em=	 460nm)によって定
量した。	 
	 
②シトクローム P450 反応の解析：カイコ腸
管を用いて上記と同じ手法によって器官培
養した。基質を培地に加え培養後、腸管及び
培地をホモジナイズし 50%アセトン抽出し、
蒸発乾固した。蒸発乾固した試料を 50%メタ
ノールに再溶解し、HPLC 分析試料とした。
Luciferin 誘導体については、培地サンプル
を Detection	 reagent と混合してルミノメー
ターにより定量した。	 
	 
③カイコミクロソーム画分の調製：５齢４日
目以降のカイコを緩衝液中で解剖し、ホモジ

ナイズ用緩衝液(100mM	 リン酸緩衝液 pH	 7.5、
1mM	 EDTA、2mM	 ベンサミジン、10%	 グリセロ
ール)へ移した。テフロンホモジナイザーで
ホモジナイズし、9000×g,	 4℃,	 10 分遠心し
た。上清のろ液を 49,000rpm	 4℃	 30min 遠心
した。沈殿をホモジナイズ用緩衝液でサスペ
ンドし、チューブへ分注し液体窒素により凍
結した。保存は	 −80℃にて行った。	 
	 
④in	 vitroシトクローム P450 反応系：100mM	 
リン酸ナトリウム(pH7.5)緩衝液中に基質及
びミクロソーム画分を加え、30℃で５分イン
キュベーションした。NADPH 再生系(final	 
3.3mM	 glucose-6-phosphate,	 1.25mM	 NADP,	 
3.3mM	 MgCl2,	 0.25U	 glucose-6-phospahte	 
dehydrogenase)を加えて 30℃で反応を開始
した。	 
	 
⑤シトクローム P450 の RT-PCR による発現解
析：５齢のカイコを緩衝液中で解剖し、腸
管・脂肪体・マルピーギ管を摘出し、mRNA を
抽出した。得られた mRNA から逆転写酵素に
よって cDNA を調製し、それを鋳型にしてシ
トクローム P450 用プライマーとカイコアク
チン BmA3 用プライマーで PCR によって増幅
した。	 
	 
(2)	 ヒト型シトクローム P450 発現カイコの
樹立	 
	 農業生物資源研究所の瀬筒らのグループ
との共同研究により、カイコ w1-PND 系統を
用いて、ヒト型シトクローム P450	 1A2 遺伝
子発現系統を樹立した。	 
	 
(3)	 ヒト型シトクローム P450 発現カイコの
解析	 
	 	 ヒト型シトクローム P450	 1A2 の発現は、
それぞれの系統のカイコの脂肪体を摘出し、
タンパク質を調製した後、抗ヒトシトクロー
ム P450	 1A2 抗体によりウェスタンブロッテ
ィング法により解析した。カフェインの血中
濃度は、5 齢の 2g のシトクローム P450	 1A2
トランスジェニックカイコに 1mM のカフェイ
ン溶液を 50µl 注射し、経時的に血液を採取
し、50%アセトン抽出した物を HPLC にて解析
した。また、カフェインの毒性試験は、５齢
１日のトランスジェニックカイコを体重測
定後、50mM のカフェイン溶液を 50μl 注射し
餌を与えて飼育し、経時的に体重測定を行っ
た。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 カイコ腸管におけるシトクローム P450
による反応	 



	 7-エトキシクマリンはヒトにおいてシト
クローム P450 によって脱エチル化され、7-
ヒドロキシクマリンに代謝されることが知
られている。7-ヒドロキシクマリンは蛍光を
示すことから、カイコから摘出した臓器の器
官培養系に 7-エトキシクマリンを加え、7-
ヒドロキシクマリンに変換された量を蛍光
光度計により測定した。その結果、7-エトキ
シクマリンは、主に腸管において代謝される
ことを見いだした。	 

図１ 7-エトキシクマリンの代謝部位 
	 
この腸管における 7−エトキシクマリンの代
謝は、シトクローム P450 の阻害剤である、
シメチジンによって阻害されることから、シ
トクローム P450 による反応であると考えら
れる。	 
	 次に、ヒトにおいてシトクローム P450 に
よって代謝される 14 種の化合物について、
代謝を受けるか否かを検討したところ、カフ
ェインを除いてすべて代謝されることが分
かった。そこで、カイコ腸管におけるシトク
ローム P450 の有無を検討するため、ミクロ
ソーム画分を調製し、一酸化炭素結合差スペ
クトルを解析した。その結果、図 2 に示すよ
うな、シトクローム P450 に特徴的なスペク
トルが見いだされたことから、カイコ腸管に
おいてシトクローム P450 が存在しているこ
とが確認された。	 

図２ カイコ腸管ミクロソーム画分に対する 
一酸化炭素結合差スペクトル  

	 
図３ カイコ腸管ミクロソーム画分における 

シトクローム P450 による反応 
	 
そこで、腸管におけるシトクローム P450 の
代謝反応が起こるか否かを検証する目的で、
腸管の器官培養系において代謝された化合
物のうち、Luciferin-ME を用いて、カイコ腸
管から調製したミクロソーム画分における
in	 vitroにおける代謝を検討した結果、ミク
ロソームのタンパク質用量依存的な反応が
認められ、Vmax は 3.0	 pmol	 /	 min	 /	 mg	 protein
であり、Km 値は 7.8µM であった（図３）。以
上の結果から、カイコの腸管のミクロソーム
画分において、薬物の代謝が行われているこ
とを示している。	 
	 次に、腸管におけるシトクローム P450 の
発現を検討した。カイコのゲノム中には 81
個のシトクローム P450 に相同する遺伝子が、
ゲノムプロジェクトの解析から見いだされ
ている。それぞれのシトクローム P450 遺伝
子の発現について、腸管における発現を
RT-PCR により検討した結果、28 種類の遺伝
子の発現が確認できた。それらについて、脂
肪体及びマルピーギ管での発現を検討した
結果、脂肪体及びマルピーギ管の両方で発現
していた遺伝子が 16 種類、脂肪体で発現が
確認された遺伝子が 4 種類、マルピーギ管で
発現が確認された遺伝子が 3 種類、両方で発
現が認められなかった遺伝子は 5種類であっ
た。	 
	 以上の結果は、カイコ腸管において、シト
クローム P450 が発現し、外来薬物の代謝を
担っていることを示唆している。従来、カイ
コにおいて、哺乳動物の肝臓に相当すると言
われていた臓器は脂肪体であると言われて
いた。本研究により、カイコにおける薬物代
謝は、一部の薬物については、腸管で担われ
ていることを示唆している。カイコは開放血
管系であるため、腸管から吸収された化合物
は、直接哺乳動物の血液に相当する、ヘモリ
ンフ（血リンパ）に放出され、各臓器に曝さ
れることになる。そのため、外界との直接の
接点になっている腸管において、薬物代謝が
担われていることは、生物学的な合目性があ
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ると考えられる。また、腸管における代謝は、
哺乳動物の初回通過効果に相当すると考え
られ、腸管吸収性を有する化合物のスクリー
ニングにおいて考慮すべき事項となる。	 
	 
(2)	 ヒト型シトクローム P450 発現カイコの
樹立	 
	 ヒトのシトクローム P450	 1A2 で代謝され
るカフェインは、カイコにおいて代謝されな
かった。そこで、ヒトの代謝モデルを作成で
きるか否か検討する目的で、ヒト型シトクロ
ーム P450	 1A2 遺伝子を導入し、トランスジ
ェニックカイコの樹立を試みた。農業生物資
源研究所の瀬筒先生との共同研究により、ト
ランスジェニックカイコ樹立用ベクターの
UAS プロモーターの下流にヒトシトクローム
P450	 1A2 遺伝子を導入した。得られたプラス
ミドを、カイコの受精卵に導入し、ゲノム上
に挿入されたトランスジェニックカイコ系
統を樹立した。本トランスジェニックカイコ
は、GAL4 を発現する系統と交配することによ
り、UAS 下流の遺伝子発現が誘導される様に
設計されている。ウェスタンブロッティング
法により導入したタンパク質の発現を検討
した結果、図４に示すように、GAL4 遺伝子依
存に、ヒトシトクローム P450 タンパク質の
発現が確認できた。	 
	 
	 

図４ トランスジェニックカイコにおける 
シトクローム P450 の発現 

	 
	 
次に、本トランスジェニックカイコにおける
カフェインの代謝能を検討した。その結果、
ヒトシトクローム P450	 1A2 遺伝子を発現し
たトランスジェニックカイコでは、発現して
いないカイコに比べ、カフェインの半減期が
短くなっていることが判明した(図５)。従っ
て、ヒトシトクローム P450 をカイコに発現
させ、機能させることが可能であることが示
された。さらに、野生型カイコにカフェイン
を過剰に投与すると、成長が抑制することを
見いだしているが、ヒトシトクローム P450	 
1A2 を発現したトランスジェニックカイコで
は、その毒性が抑制されていることを見いだ
した。これらの結果から、トランスジェニッ
クカイコ技術を用いることにより、ヒトのシ
トクローム P450 によって代謝される薬物の
動態を、カイコを用いて評価できる可能性が
示された。	 

	 
図５ トランスジェニックカイコにおける 

カフェインの血中濃度推移	 
	 
(3)	 カイコにおける代謝産物の解析	 
	 カイコ腸管においてリファンピシンが代
謝されることを明らかにした。その代謝産物
について、哺乳動物において予想される代謝
物が認められるか否かを HPLC により検討し
た。その結果、予想される溶出時間に、代謝
産物のピークは認められなかった。他の複数
の化合物についても、同様の結果が認められ
た。従って、カイコにおけるシトクローム
P450 の反応によって生じる化合物の代謝産
物は、哺乳動物のものと異なることが考えら
れる。この結果から、カイコを用いることに
より、他の動物種では得ることが難しい、水
酸化化合物を得ることができることが期待
される。従って、カイコは新しい化合物を得
るためのバイオリアクターとしての利用が
可能であると考えられる。今後、これらの代
謝物の構造について明らかにする必要があ
る。	 
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