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論  文  内  容  の  要  旨  

N－tert－ButyトN N’Ldibenzoylhydrazineとその誘導体は，昆虫の脱皮ホルモン（20－hydroxyecdysone）のアゴニスト  

であり，昆虫に投与すると早熟脱皮を誘導して死に至らしめる。この一連の化合物は，昆虫に特有の生理現象である脱皮を  

阻害することから，昆虫以外の生物には害を及ぼさない安全な殺虫剤として実用化されている。これまでに様々な構造の脱  

皮ホルモンアゴニスト類縁体が合成され，それらの構造と殺虫活性および脱皮ホルモン活性との関係が詳細に研究されてき  

た。その結果，活性発現にとって重要な化合物の物理化学的因子が明らかになったが，化合物と脱皮ホルモン受容体との直  

接の相互作用はいまだに解析されておらず，受容体結合に影響を及ぼす構造要因に関する知見は得られていない。   

昆虫の脱皮ホルモン受容体は，核内受容体であるEcR（ecdysonereceptor）とUSP（ultraspiracle）のヘテロニ量体で，  

すでに数種類の昆虫でcDNAの塩基配列が報告されている。内分泌された脱皮ホルモンがEcR／USP二量体に結合すると，  

これらの複合体が他の遺伝子の上流に存在する脱皮ホルモン応答配列（ecdysoneresponseelement；EcRE）と呼ばれる領  

域に結合し，転写調節因子として機能すると考えられている。   

本研究では，脱皮ホルモンアゴニストの受容体結合活性を定量的に評価できる実験系を確立し，これらの化合物の作用機  

構に関する分子レベルでの知見を得ることを目的とした。村象昆虫としては，これまでに構造活性相関の知見が蓄積されて  

いる鱗麹目昆虫ニカメイガ（Cん言ゎ∫埠少柁∫∫α／f∫）を用いることにした。本論文の主な内容は以下の通りである。  

① Degenerate primerを用いたRT－PCRおよびRACE法により，ニカメイガEcRのcDNAクローニングを行った。そ   

の結果，EcR－AおよびEcR－Blアイソフォームのホモローグが単離された。最終齢期間におけるニカメイガ表皮を用い   

たノーザン解析の結果，EcRのmRNAは最終齢の桶化直前の時期に特に強く発現しており，その発現パターンは二つの   

アイソフォームの間で微妙に異なっていることが明らかになった。  

② ①と同様の手法で，ニカメイガUSPのcDNAクローニングを行った。その結果，USP－2アイソフォームのホモロー   

グを単離することができた。ニカメイガ表皮を用いたノーザン解析の結果，USPのmRNAの発現は，最終齢期間にお   

いてほぼ一定であることがわかった。  

③クローニングされたcDNAの塩基配列をもとにして，ウサギ網状赤血球ライセートを用いたin vitro転写／翻訳系に   

より，ニカメイガEcR，USP（CsECR，CsUSP）タンパク質の発現を行った。35sで標識したアミノ酸を取り込ませてタ   

ンパク質発現を行い，SDS－PAGEで分析したところ，効率よくタンパク質の生成したことが確認できた。また，非放射   

性のアミノ酸で合成したCsEcRおよびCsUSPタンパク質のDNAとの結合能を調べるために，脱皮ホルモン応答配列  

（EcRE）であるhsp27およびPallをプローブとしたゲルシフトアツセイを行った。その結果，単独のCsEcRおよび   

CsUSPに対してはいずれもプローブの結合が見いだされなかったが，両者の混合物に対してはプローブが結合したこと   

から，EcRとUSPが複合体を形成して脱皮ホルモン応答配列に結合することが確認された。  

④In vitro転写／翻訳系で発現させたCsEcRおよびCsUSPタンパク質と，ステロイド型脱皮ホルモン類の一つである  
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ponasteroneA（PoA）との結合実験を行った。CsEcR単独に対しては［3H］PoAの特異的な結合がわずかに検出され，   

CsUSP単独に村しては特異的結合が見いだされなかった。両者を混合したものに対しては，［3H］poAの特異的結合が   

大幅に増加した。PoAの平衡解離定数Kdを測定したところ，CsEcR単独に対してよりもCsEcR＋CsUSPに対する方   

が小さく，親和性の高いことが示された。これらのことから，リガンドが結合するのはUSPではなくEcRであるが，   

USPがEcRへ結合することによって，受容体－リガンド間の親和性がさらに増大することが示唆された。  

⑤In vitro転写／翻訳系で発現させた脱皮ホルモン受容体（CsEcRおよびCsUSPタンパク質の混合物）に村する脱皮ホ   

ルモンアゴニストの受容体結合活性を，［3H］poAとの競合により測定した。各化合物について作成した濃度応答曲線か   

ら50％阻害濃度［IC5。（M）］を求め，その道対数値（pIC50）を結合活性の指標として評価した。供試化合物としては，   

ステロイド骨格を有する種々の脱皮ホルモン類と，非ステロイド型脱皮ホルモンアゴニスト（dibenzoylhydrazine誘導   

体）を用いた。本研究で測定された一連の化合物の受容体結合活性値（pIC50）は，ニカメイガ幼虫に村する殺虫活性値  

（pLD5。）および培養表皮系における脱皮ホルモン活性値（pEC50）とそれぞれ高い相関を示した。以上のことから，受   

容体－リガンド間の結合が強いほど殺虫活性や脱皮ホルモン活性の高くなることが，定量的に示された。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

昆虫脱皮ホルモンの非ステロイド型アゴニストは，昆虫に特有の生理現象である脱皮を阻害することによって作用する薬  

剤であり，安全性の高い殺虫剤として広く利用されている。しかし，本薬剤と脱皮ホルモン受容体との直接の相互作用につ  

いては，これまで明らかにされておらず，活性発現に関わる構造要因についても知見が得られていなかった。本論文は，非  

ステロイド型脱皮ホルモンアゴニストの作用について，分子レベルでの知見を得ることを目的としたものである。その評価  

すべき点は以下の通りである。  

（1）鱗週目昆虫ニカメイガ（Cゐ∠わ∫埠少柁∫∫αJ∠∫）を倶試昆虫として用い，脱皮ホルモン受容体を構成する二つのタンパク   

質（EcR，USP）のcDNA塩基配列を決定した。ノーザン解析により，ニカメイガ組織中でのEcR，およびUSPの   

mRNA発現量をそれぞれ調べ，血リンパ液中の脱皮ホルモン濃度との関連性について考察した。EcR，USPのcDNAク   

ローニングはこれまでに，ショウジョウバエを初めとするわずか十数種類の昆虫で行われたに過ぎず，ほとんどの昆虫で   

はこれらの塩基配列が不明のままである。本論文においては，新たにニカメイガのEcR，USPのcDNA塩基配列を決定   

できた。この情報は今後，他の昆虫においてEcR，USPのcDNAクローニングを行う際に有効となる。  

（2）クローニングされたcDNAの塩基配列をもとにして，ウサギ網状赤血球ライセートを用いたin vitro転写／翻訳系に   

よって，ニカメイガEcR，USPタンパク質の発現，および機能解析を行った。目標とするタンパク質を効率よく生成さ   

せることに成功し，また脱皮ホルモン応答配列を含む二本鎖DNAをプローブとしたゲルシフトアツセイにおいて，EcR   

とUSPが複合体を形成してDNAと相互作用することを確認した。  

（3）上記のように調製したニカメイガEcRおよびUSPタンパク質と放射性リガンドを用いて結合実験を行い，EcR／USP   

複合体に対して，脱皮ホルモン様活性化合物が高い親和性で結合することを見いだした。また，このEcR／USP複合体   

を用いて，脱皮ホルモンアゴニストの受容体結合活性を定量的に評価できる実験系を確立し，一連の化合物の受容体結合   

活性を測定した。その結果，非ステロイド型脱皮ホルモンアゴニストの受容体結合活性値（pIC50）と，ニカメイガ幼虫   

に対する殺虫活性借（pLD5。）および培養表皮系における脱皮ホルモン活性値（pEC50）との間に高い相関関係が存在す   

ることを見いだし，受容体－リガンド間の結合が強いほど殺虫活性や脱皮ホルモン活性の高くなることを定量的に示した。   

以上のように本論文は，鱗週目昆虫ニカメイガの脱皮ホルモン受容体の構造および機能を明らかにすると共に，殺虫剤と  

して開発されている脱皮ホルモンアゴニストの受容体結合活性を定量的に評価したものであり，昆虫生理学，昆虫分子生物  

学，生物有機化学，および農薬化学の発展に寄与するところが大きい。   

よって，本論文は博士（農学）の学位論文として価値あるものと認める。   

なお，平成15年2月18日，論文並びそれに関連した分野にわたり試問した結果，博士（農学）の学位を授与される学力が  

十分にあるものと認めた。  
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