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研究成果の概要（和文）：　新規の昆虫摂食行動制御剤の開発に向け、カイコの摂食行動を支配する生体アミン受容体
の単離同定と摂食を制御できるリガンドの探索を行った。クローニングの結果、新規ドーパミン受容体BmDopR4を含む
、計14種類の受容体遺伝子の単離、うち9種類の機能同定に成功した。リガンド探索の結果、ドーパミン受容体BmDopR2
に作用するアンタゴニストがカイコの摂食行動を制御するうえで有効であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：　For development of new insect feeding behavior-regulators, we performed cloning 
and identification of silkworm biogenic amine receptors and screening of ligands that can regulate the 
feeding behavior. As the result of cloning, fourteen genes for the amine receptors were isolated. Among 
them, nine receptors were characterized functionally. Ligand screening revealed that the dopamine 
receptor BmDopR2 antagonists effectively regulated silkworm feeding behavior.

研究分野： 農薬科学
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１．研究開始当初の背景 
昆虫の摂食行動には、生体アミンと呼ばれ

る生理活性アミンとその受容体が深く関わ
っている。生体アミン受容体をターゲットと
する新しい昆虫摂食行動制御剤の開発に向
け、申請者はこれまでに、摂食行動制御に関
わる受容体としてオクトパミン（OA）受容体
を 2種類（BmOAR1、BmOAR2）、ドーパミン（DA）
受容体を3種類（BmDopR1、BmDopR2、BmDopR3）、
チラミン（TA）受容体を 2種類、合計 7種の
受容体の単離同定に成功している。それぞれ
の受容体を培養細胞に発現させることで特
異的な化合物もいくつか同定してきた。例え
ば、フルペンチキソールやクロルプロマジン
といったアンタゴニストがBmDopR2に対して
特異的に作用することや麦角アルカロイド
誘導体の一種ブロモクリプチンがBmDopR3に
対して高いアゴニスト活性をもつことが分
かった。フルペンチキソールとクロルプロマ
ジンをカイコに注射すると摂食行動が抑制
され、ブロモクリプチンを注射すると逆に亢
進されることも分かった。古くから摂食行動
を阻害する殺虫剤として知られるデメチルク
ロルジメホルムは BmOAR1 と BmOAR2 いずれに
もアゴニストとして強く作用することも明ら
かにしてきた。 
以上のとおり、昆虫の摂食行動を制御する

生体アミン受容体の性質や種類がある程度
明らかになり、各受容体に特異的に作用する
化合物と摂食行動に及ぼす影響についても
少しずつ分かってきた。しかし近年のカイコ
のゲノム解読によって、生体アミン受容体は
約 20 種存在することが明らかとなり（Fan et 
al., 2010）、申請者がこれまでに単離同定し
てきた生体アミン受容体はまだ一部で、生体
アミン受容体による昆虫摂食行動の制御機
構はもっと複雑であることが分かってきた。
未同定の受容体がまだ数多く存在すること
で、同定してきた化合物の特異性についても
再検討する必要性が出てきた。 
                                       
２．研究の目的 
そこで本研究では、昆虫摂食行動を高度に

制御できる標的受容体を特定するために、昆
虫生体アミン受容体約 20 種をクローニング
すること、さらには、各受容体特異的なリガ
ンドを同定し、新規摂食行動制御剤の開発へ
と展開するための基盤を確立することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）生体アミン受容体の単離同定 
カイコゲノムデータベースから未同定の

生体アミン受容体遺伝子の塩基配列を抽出
した。各配列からプライマーを設計し、脳の
cDNA ライブラリーから目的受容体遺伝子を
PCR で単離した。適宜 RACE 法で末端領域を解
読し全長を明らかにした。その全長を Tベク
ターに挿入し保存した後、発現ベクター
pcDNA3 に再クローニングした。このベクター

を培養細胞HEK-293にトランスフェクション
し、受容体発現細胞を作製した。受容体の発
現や機能を確認するために、バインディング
アッセイ、cAMP アッセイ、エクオリン Ca2+ア
ッセイ、CRE-SEAP レポーターアッセイを行っ
た。 
（2）受容体の特異的リガンドの探索及びリ
ガンド結合部位の同定 
 クローニングした生体アミン受容体に特
異的に作用するリガンドを探索するために、
CRE-SEAP レポーターアッセイによるリガン
ドスクリーニングを実施した。本研究では、
BmOAR1とBmDopR2に絞ったスクリーニングを
実施した。BmOAR1 と BmDopR2 は分子系統的に
近い関係にあることにも注目し、リガンド結
合部位の構造の違いを理解するために、膜貫
通領域 TM7 の変異実験も行った。 
（3）特異的リガンドの注射実験 
受容体特異的なアゴニストおよびアンタ

ゴニストをカイコ 5齢幼虫に注射投与し、そ
の後 1時間の摂食量を調べた。 
 

４．研究成果 
（1）生体アミン受容体の単離同定 
これまでに単離同定していたものも合わ

せて、生体アミン受容体の遺伝子として、合
計 14 種類（OA 受容体 3種類 BmOAR1-3、TA 受
容体 2 種類 BmTAR1-2、DA 受容体 5 種類
BmDopR1-4 及び BmEcDopR、セロトニン（5-HT）
受容体 2 種類 Bm5HTR2-3、オーファンアミン
受容体2種類）を単離できた。注目すべきは、
2 種類の cAMP 抑制型（D2-like）DA 受容体
BmDopR3 及び 4 がクローニングできた点であ
る。このタイプの受容体は昆虫では 1種類し
か報告がなかったので、昆虫生理学上、非常
に興味深い発見である。 
機能同定実験の結果、BmOAR1 は cAMP 亢進

と Ca2+増加、BmOAR2 は cAMP 亢進、BmOAR3 は
偽遺伝子、BmTAR1 は cAMP 抑制、BmTAR2 は Ca2+

増加、BmDopR1 は cAMP 亢進、BmDopR2 は cAMP
亢進と Ca2+増加、BmDopR3 は cAMP 抑制、
BmDopR4 は GNA15（Ca 増加を引き起こす G タ
ンパク質 α サブユニット遺伝子の一種）共
存下で Ca2+増加を確認することができた。
BmEcDopR は cAMP アッセイで機能同定を試み
たが、DA やそれ以外のアミンに応答しなかっ
たので、解析を中断した。Bm5HTR2 は cAMP 抑
制を確認できた。Bm5HTR3 及び 2 種類のオー
ファン受容体は発現ベクターの構築が難航
したため、以降の解析を断念した。 
 
（2）受容体の特異的リガンドの探索及びリ
ガンド結合部位の同定 
 過去の行動実験の結果から、カイコの摂食
行動は、特に OA、DA、5-HT によって制御さ
れていることが分かっていた。そこで、これ
らアミンの受容体に対するリガンド探索を
進めるために、スクリーニング系を検討した。
その結果、cAMP 亢進型の受容体 BmOAR1 と
BmDopR2のCRE-SEAPレポーターアッセイの構



築に成功した。そこで、この 2種類の受容体
に絞った特異的リガンドの探索を実施した。
BmOAR1とBmDopR2のTM7の変異実験の結果も
合わせて、以下にまとめる。 
 
①OA 受容体 BmOAR1 のリガンド探索 
 CRE-SEAP アッセイによる網羅的薬理解析
を実施した結果、OA よりも強いアゴニストと
して、クロニジンやチアゾリン化合物などが
ヒットした。この情報をもとに、リガンドの
構造改変を進めた結果、さらに１オーダーほ
ど高い活性のイミダゾリン化合物を創製す
ることができた。アンタゴニストスクリーニ
ングも実施した結果、いくつかの高活性アン
タゴニストを見出すことができた。 
②DA 受容体 BmDopR2 のリガンド探索 
CRE-SEAP アッセイによるアンタゴニスト

スクリーニングを進めた。その結果、既知の
アンタゴニストであるフルペンチキソール
やクロルプロマジンと同等もしくはそれ以
上の活性を有する化合物として、アミトリプ
チリン、メチオテピン、ロキサピン、チオリ
ダジンがヒットした（図 1）。詳細な薬理解析
の結果、これら 4化合物は、ヒト D1 DA 受容
体に対しては約 1 オーダー低い活性であり、
BmDopR2 に対してある程度選択的に作用する

ことも分かった。 
 

図1 カイコDA受容体BmDopR2に対するアンタゴニスト

スクリーニングの結果と高活性化合物の構造 

 
 
③BmOAR1とBmDopR2のリガンド結合部位の同
定 
 BmOAR1のTM7変異実験の結果、OAはPhe431
よりも Phe427 と強く相互作用していること
が予想された。クロニジンは、OA とは逆に
Phe431 と強く相互作用していると予想され
た。両アゴニストは、TM7 を介して異なる配
向性で結合していると考えられた。BmDopR2
の相同アミノ酸についても同様の実験を行
った。その結果、BmDopR2 の Asn393 はアゴニ
ストの結合に関与しないが、Thr397 は DA の
ベンゼン環 p位の水酸基と相互作用すること
が示唆された。以上の結果から、両受容体と
もに、TM7 のアミノ酸残基がアゴニスト結合
部位として働いていることが示された。 
 

④特異的リガンドの注射実験 
 今回、BmDopR2 の薬理解析が大きく進展し
たので、同受容体の CRE-SEAP アッセイでヒ
ットした4つのアンタゴニストの注射実験を
行った。その結果、メチオテピンに強い摂食
抑制作用があることが分かった。また、新規
受容体 BmDopR4 のクローニングを受けて、
D2-like DA受容体アゴニストの一種ペルゴリ
ドの注射実験も行った。その結果、メチオテ
ピンとは逆に、摂食が亢進された。その他、
OA 受容体及び 5-HT 受容体のアンタゴニスト
のミアンセリンなどに摂食抑制作用がある
こと、TA 受容体関連化合物は摂食に影響しな
いことなども分かった。 
 
 以上の研究成果から、昆虫摂食行動には OA、
DA、5-HT の受容体が関与し、新規摂食行動制
御剤のターゲットとして期待できることが
分かった。中でも BmDopR2 に作用するアンタ
ゴニストは、カイコの摂食行動を大きく低下
させることから、本受容体を標的とする新規
制御剤の開発が進むことが期待される。 
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