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研究成果の概要（和文）：様々な脱皮ホルモン様活性化合物の合成を行い，脱皮ホルモン受容体結合親和性を定量的に
評価した．イミダゾール類に関しては，イミダゾール環上のアルキル置換基（CH3, Et, iPr）の効果について調べた．
イミダゾチアジアゾール類に関しては，置換基の効果を定量的構造活性相関(QSAR)の手法を使って解析し．活性上昇に
とって重要な物理化学的性質を明らかにした．テトラヒドロキノリンについては，2つのエナンチオマーに分割して，
絶対構造を明らかにして， 活性の違いを調べた．テントウムシとタバココナジラミの脱皮ホルモン受容体EcRをin vit
roで合成し，受容体－リガンド結合実験を行った．

研究成果の概要（英文）：Molting hormone agonists with varied basic structures, such as diacylhydrazine, 
imidazole, imidazothiadiazole, tetrahydroquinoline, were chemically synthesized and their binding 
affinity to varied ecdysone receptors (EcRs) was quantitatively measured. Effect of the alkyl 
substituents of the imidazole ring on the binding affinity against Spodoptera furugiperda EcR was 
studied. With respect to imidazothiadiazole analogs, the substituent effects were quantitatively analyzed 
using QSAR. Racemic cis-form of a tetrahydroquinoline analog was separated into two enantiomers and their 
absolute configurations were determined. The binding affinity of these two enantiomers was evaluated 
against Aedes albopictus. Amino acid sequences of EcRs of two ladybug species and a sweet potato whitefly 
were deduced using cDNA cloning. Ligand-receptor binding assay was performed using these in vitro 
translated EcR and USP.

研究分野： 生物調節化学，農薬化学

キーワード： ecdysoone　ponasterone A　ecdysone receptor　diacylhydrazine　20-hydroxyecdysone　imidazole　
tetrahydroquinoline　Bemisia tabaci
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１．研究開始当初の背景 
昆虫には，われわれほ乳類にはない脱皮・変
態という特異的な生理現象があって，この過
程 を攪乱す る化合物 は Insect growth 
disruptor (IGD)と呼ばれている．IGD は昆虫
に特異的に作用することから，安全性の高い
殺虫剤として注目されていて，これまでに，
衛生害虫防除，農業用の殺虫剤として実用化
に至っている化合物もある．ほとんどの昆虫
およびその他の節足動物の脱皮は，ステロイ
ド ホ ル モ ン で あ る 20-hydroxyecdysone 
(20E) によって制御されているが，20E とは
構造的に大きく異なる非ステロイド型の化
合物にも脱皮ホルモン様活性をもつものが
あ る ． そ の 中 の ひ と つ で あ る ，
diacylhydrazine (DAH) 類は，脱皮ホルモン
様活性に加えて強い殺虫効果を示すことか
ら農業用殺虫剤として実用されている．とこ
ろが，DAH 類は 20E とは違って，昆虫の中
でもチョウ目に対してのみ選択毒性を示し，
ハエ目，半翅目，コウチュウ目などの害虫に
はほとんど活性を示さない． 
 これまでに脱皮に関する研究は精力的に
行われ，分子レベルでの研究が進んでいる．
すなわち，昆虫においては，核内受容体であ
る ecdysone receptor (EcR)と ultraspiracle 
(USP)がとヘテロ二量体を形成して DNA の
特定の配列である脱皮ホルモン応答配列
(Ecdysone response element, EcRE)に結合
することが明らかにされている．昆虫の成長
に伴い，脱皮ホルモンが分泌され体液中の濃
度が高くなると 20E と EcR 複合体が形成さ
れ，EcR に結合していた corepressor が離れ
て coactivator が結合し，下流遺伝子が活性
される．その結果として，脱皮に関連した
様々な転写因子が作られる．20E や DAH を
はじめとした EcR のリガンド分子は EcR の
リガンド結合領域(LBD)に結合して，EcR の
コンフォメーション変化を引き起こすが，
20EとDAH類ではEcRへの結合様式は異な
るものの，同じ作用を示すことが分かってい
る．DAH と 20E の受容体への結合様式の違
いは，チョウ目昆虫のタバコガにおいて X 線
結晶構造解析によって明らかにされている
が，他の昆虫目では不明な点が多く残ってい
る． 
 DAH 類以外に，非ステロイド型脱皮ホル
モン様化合物として，DAH 類とは基本構造
の異なるオキサジアゾリン(ODZ)類，アシル
アミノケトン(AAK)類，イミダゾール(IMD)
類，イミダゾチアジアゾール(ITD)類，テト
ラヒドロキノリン(THQ)類ガ報告されている．
これら DAH 類以外の非ステロイド型脱皮ホ
ルモンアゴニストの中で，IMD 類に関しては 
EcR への結合様式が X 線結晶構造解析によ
って明らかにされていて，DAH 類と同じ結
合部位に結合していることが報告されてい
るが，他の化合物に関しては不明な点が多い．
研究代表者らはこれまでに，様々な脱皮ホル
モン様活性化合物を合成し，受容体の遺伝子

クローニングも行って受容体タンパク質の
調製も行ってきた．さらに，受容体—リガン
ド相互作用様式をコンピューターを用いて
詳細に調べている．研究代表者らが行ってい
るこれら脱皮ホルモン類の構造活性相関解
析は世界的にも高いレベルにあって，2012
年の国際昆虫学会，2014 年の国際農薬化学
会議で招待講演を行っている．  
 
２．研究の目的 
本研究では DAH 類に加えて，それとは基本
骨格が異なる IMD 類，ITD 類，THQ 類の構
造活性相関に着目した．これらの置換誘導体
を合成し，異なる脱皮ホルモン受容体に対す
る結合親和性を評価して，種間選択性発現の
原因を明らかにすることを目的とした．脱皮
ホルモン受容体としては，これまで代表者が
用いてきたチョウ目昆虫由来のものに加え
て，タバココナジラミ，テントウムシの脱皮
ホルモン受容体を加えた．タバココナジラミ
Bemisia tabaci は農業重要害虫の一つで，す
でに EcR の LBD の立体構造は明らかにされ
ているものの，全長の配列が発表されていな
い．研究代表者らは，これまでに数種に昆虫
の EcR 遺伝子のクローニングと受容体タン
パク質の in vitro での調製を行って，受容体-
リガンド結合実験を実施した．様々な昆虫種
に関して，受容体結合親和性に対する構造活
性相関情報を得ている．本研究では，新たに，
タバココナジラミのEcR (BtEcR)のタンパク
質発現系を構築しリガンド結合実験を行う
ことを目的の一つとした．タバココナジラミ
は従来の殺虫剤に対して薬剤抵抗性が出現
していること，ウイルスを媒介するなど，難
防除重要害虫の一つに数えられている．また
テントウムシには，植食性（害虫）と肉食性
（益虫）が存在するが，これら食性の違うテ
ントウムシの EcR の違いについても考察す
ることにした． 
 
３．研究の方法 
様々な構造をもった化合物を化学合成し，構
造変化に伴う活性の変化を調べ，受容体—リ
ガンド相互作用の情報を得る．活性評価には，
昆虫培養細胞をそのまま用いるか，in vitro
で調製した各種昆虫の EcR を用いる．1)培養
細胞を[3H]ponasterone A ([3H]PonA)と薬剤
を含む培地で 1時間培養し，ガラスフィルタ
ーでろ過して細胞に取り込まれる放射能を
測定し，取り込みに対する濃度応答曲線より
50%阻害濃度(IC50, M)を求めて，その逆対数
pIC50を活性の指標とした．2)EcR または USP
の cDNA をタンパク質発現用プラスミドに組
み込み，一定時間インキュベートして，EcR
および USP を合成した．これら EcR, USP を
[3H]PonA とともに 90 分間インキュベートし
たのちガラスフィルターでろ過して，ガラス
フィルターに吸着された放射能を測定した．
濃度応答曲線から，PonA の受容体への結合
50％阻害濃度（IC50, M）を決定し，その逆対
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この式において，
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によって開発された
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ように，置換基の疎水性と誘起的電子求引性
が高いほど,受容体に対する結合親和性の高
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ITD 類の構造活性相関の要約
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タバココナジラミの cDNA クローニングで得
られた BtEcR の推定アミノ酸配列は(530 aa)
は，他の半翅目昆虫の EcR の配列と高い相同
性を示した．BtEcR-LBD の配列は，他の半翅
目，コウチュウ目，直翅目昆虫の EcR-LBD の
配列と高い相同性（79-81％）を示した．BtEcR
の cDNA をタンパク質発現用プラスミドに組
み込み，ウサギ網状赤血球ライセートを用い
て in vitro で EcR を調製した．BtEcR におい
てもcDNA cloningは困難であったが，BtUSP
に関しても，従来の方法では，USP の配列を
決定することはできなかった．そこで，ショ
ウジョウバエの USP(DmUSP)を複合体パート
ナーに用いて，受容体結合実験を行っ
た.BtEcR/DmUSP に対する PonA の受容体結合
親和性を求めたところ，IC50値は 4.5 nM であ
った．この値は，他の昆虫で得られている
PonA の IC50 値（５種の昆虫の EcR に対する
IC50 の平均値：5.9 nM）に近い値であった．
この BtEcR/DmEcR を用いて，様々な非ステロ
イド型脱皮ホルモンアゴニストであるDAH類，
ITD 類，IMD 類の活性を調べたが，全く活性
を示さなかった． 
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