
細胞内のカルシウムイオン（Ca2�）濃度の厳密な制御は，

Ca2�の最も重要な基盤である．静止状態では，細胞内 Ca2�

濃度は数十 nMと，細胞外の Ca2�濃度が 1�2 mMであるの

に比して圧倒的に低濃度に保たれる．細胞に様々な刺激が

加わると，それに応答して細胞内 Ca2�濃度が数百 nM程度

に増加し，筋収縮，細胞分化，分泌，増殖，細胞死など

様々な生理応答が引き起こされる．細胞内の Ca2�は，主と

して細胞外からの流入と細胞内 Ca2�ストアである小胞体か

らの放出との 2つの経路より供給される．Ca2�流入および

Ca2�放出を担う分子が Ca2�チャネルである．Ca2�チャネ

ルは，その機能異常が重篤な疾患につながることから，抗

不整脈薬や降圧剤など多くの関連医薬品の創薬が行われ，

臨床応用が進められてきた．ところが，病害虫を防除する

農薬への応用に関しては，細胞内 Ca2�の恒常性を選択的に

撹乱する駆除薬は，これまでほとんど知られていなかった．

Ryanidine受容体（RyR）は小胞体膜に存在し，小胞体か

らの Ca2�放出を担う Ca2�チャネルである（図 1）．主な生

理機能としては，筋収縮の際に必要な Ca2�濃度上昇を担う

ことが知られている．哺乳動物では骨格筋型（RyR1），心

筋型（RyR2），脳型（RyR3）の 3つのサブタイプが存在す

るのに対して，昆虫では 1つのサブタイプしか存在しない．

RyRのアゴニストである ryanodineを含有する豆科植物根抽

出物が殺虫剤（Ryania, 1997年 EPA登録失効）として利用

されたことから，RyRの農薬標的としての潜在性が長年示

されてきたが，具体化はされなかった．最近になり，昆虫

の筋収縮を引き起こすことで殺虫作用を示す flubendiamide

（商品名 Phoenix，図 1）が日本農薬株式会社により開発さ

れた．Phthalic acid diamide構造を有する flubendiamideは，

昆虫の RyRを高選択的に活性化することが示された 1）．

デュポン社も，その後，anthranilic diamide構造を有する

chlorantraniliprole（商品名 Rynaxypyr）が類似した殺虫作用

を示すことを報告した 2）．本小論では，筆者らが行った

flubendiamideを中心に，これらの 2種類の benzenedicar-

boxyamide誘導体の RyRに対する作用および作用メカニズ

ムについて概説する．

1. Flubendiamideの作用メカニズム

Flubendiamideは，チョウ目昆虫を中心に選択的かつ速効

的な防虫効果を示す 1）．Flubendiamideを処置した昆虫は，

虫体の持続的な体収縮，嘔吐，脱糞等，既存の殺虫剤とは
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図 1．（A）Ryanodine受容体のモデル図（B）Flubendiamideと
Chlorantraniliproleの構造．



明らかに異なる特徴的な症状を示す．これらの症状は化合

物処理直後から現れ，摂食行動などの統制された行動が直

ちに不可能となる．同様の症状は RyRのアゴニストとして

知られる ryanodineを虫体に注射することによって再現され

たことから，このような症状は RyRの異常な活性化が誘起

する特有の症状と推定された．また，単離したハスモンヨ

トウ消化管の収縮実験により，flubendiamideにより誘起さ

れる症状が持続的な筋収縮によるものであることも判明し

た．3H-flubendiamideとハスモンヨトウ幼虫骨格筋膜画分と

を用いた結合実験の結果から，筋膜画分に対する flubendi-

amideの結合解離定数が 7 nMという極めて高い親和性を示

した 3）．その結合は ryanodineと協同的に起こることから，

RyRに対する flubendiamideの作用が支持された．興味深い

ことに，哺乳動物由来の膜画分に対しては，flubendiamide

のこのような結合は見られなかった．哺乳動物個体への投

与においても急性毒性は認められていないことからも，農

薬としての安全性が確認されている．

2. Flubendiamideの種選択性

筆者らは，flubendiamideの各種 RyRに対する選択性，お

よび作用メカニズムを詳細に検討するために，チョウ目 RyR

の人工発現系の構築を行った．チョウ目昆虫の RyR遺伝子

は明らかにされていなかったため，チョウ目モデル昆虫で

あるカイコから ryanodine受容体（silkworm RyR: sRyR）の

遺伝子クローニング行い，5084アミノ酸から構成される遺

伝子配列を明らかにした．得られた sRyR遺伝子は，これ

までに報告されていた昆虫種であるショウジョウバエ由来

のものと比較して 79%の相同性を有しており，動物種（ウ

サギ）由来のものと比較して 45�47%の相同性であった．

哺乳動物細胞株である HEK293細胞に sRyRを一過的に発

現させたところ，小胞体における発現を確認できた．また，

RyRのアゴニストとして知られる caffeineの処置により細

胞内 Ca2�濃度上昇が惹起された．このことは，昆虫種由来

のタンパク質や脂質を含まない HEK293細胞においても

sRyRが機能的に発現することを意味する．Flubendiamideが

哺乳動物には作用しないことを考慮すると，哺乳動物由来

の HEK293細胞を用いたこの組み換え発現系は，flubendi-

amideの sRyRに対する直接的な効果を検討するのに格好な

システムと言える．

HEK293細胞に発現させた sRyRに対する flubendiamide

の効果は，小胞体から放出された Ca2�を蛍光性指示薬であ

る Fura2を用いた Ca2�イメージング法により検討した（図

2）．10 nM以上の flubendiamideの処置により sRyRは活性

化し，50%有効濃度（EC50）値は 17 nMであった．この値

は，前述したチョウ目昆虫の膜画分を用いた flubendiamide

の結合実験から得られた解離定数に匹敵する．一方，sRyR

を発現させていない HEK293細胞，ウサギ心臓由来の RyR2

（rRyR2）を発現させた細胞においては，このような応答は

見られず，flubendiamideの昆虫種 RyRに対する選択的な作

用を確認できた．小胞体内 Ca2�の蛍光性指示薬である

Mag-fura-2を用いて flubendiamideの作用を評価したところ，

sRyRを介した小胞体からの Ca2�放出を flubendiamideが惹

起することが支持された．

引き続き，flubendiamideの sRyRに対する結合が直接的

なものかどうかを評価するために，光標識部位を有する

flubendiamide誘導体（flubendiamide photo-probe: Flubendi-

amide-PP）を作成し，光アフィニティーラベル化を行った．

光照射により Flubendiamide-PPが sRyRに取り込まれ，また

flubendiamideを共存させることでその取り込みが阻害され

た．flubendiamideが sRyRに直接結合すると考えられる．

3. Flubendiamideの結合部位の同定

sRyRに対する flubendiamideの結合部位を同定するため

に，sRyR欠失変異体を作成して Flubendiamide-PPとの結合

を評価した（図 3）．sRyR欠失変異体は，人工二分子膜に

おいてチャネル機能が確認されている RyR1欠失変異体の

配列情報 4,5）を基にして設計した．HEK293細胞における

sRyR変異体の発現量は，野生型の sRyR（WT）とほぼ同様

であったが，Flubendiamide-PPを用いて欠失変異体に対す

る光アフィニティーラベル化を行ったところ，細胞質側の

ほぼ全域を欠損させた（D183–4110）変異体を含むすべての

欠失変異体において Flubendiamide–PPの結合が確認された．

一方，sRyRの膜貫通領域（4084–5084アミノ酸残基）を

rRyR2の膜貫通領域（3936–4968残基）に置換した変異体
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図 2．各種 RyRを強制発現させた HEK293細胞の flubendi-
amideに対する応答．

図 3．sRyR変異体の模式図．



（s-r2）は，光アフィニティーラベル化において Flubendi-

amide-PPを取り込まなかった．これらの結果から，fluben-

diamideは RyRの膜貫通領域に結合することが示された．

4. Flubendiamideによる活性化には N末端と

C末端の膜貫通領域が必要

上記の sRyR欠失変異体に対する flubendiamideによる応

答は Ca2�イメージング法を用いて評価した．D183–1065，

D183–2233，D183–4110変異体を発現させた HEK293細胞

では，caffeineと flubendiamideの両者に対する応答が減弱

し，caffeine依存性なチャネル機能が失われていた．一方，

D183–290変異体を発現させた細胞では，flubendiamideに対

する応答が失われていたものの，caffeineに対する応答は保

持されていた．これらの結果から，N末端の 183–290残基

が flubendiamideよる sRyRの活性化に必要であることが示

唆された．膜貫通領域の置換変異体である s-r2を発現させ

た細胞は，caffeineに対して sRyRと同様に応答したにも関

わらず，flubendiamideに対する応答は大幅に減弱した．す

なわち，sRyRの膜貫通領域も flubendiamideによるチャネル

の活性化に不可欠である（図 4）．ところで，ヒトにおいて

は，RyR1は悪性高熱症や中心コア病の原因遺伝子と知ら

れ，N末端領域（35–614），中心領域（2129–2458），C末

端領域（3916–4942）において変異が多く見つかっている．

興味深いことに flubendiamideによる活性化に不可欠な sRyR

の N末端および C末端領域は，上記のヒト RyR1の変異多

発領域に含まれる．このことから，flubendiamideによる

sRyRの活性化においては，生理機能に不可欠な N末端お

よび C末端の両者を必要とする．

Chlorantraniliprole類似体である DP-23は flubendiamideと

同様に昆虫種 RyRを活性化し，動物由来の RyRに対して

300倍程度の選択性を有する 6）．Flubendiamideと同様に，

DP-23も s-r2や rRyR-2よりも sRyRを高選択的に活性化し

た（図 4）．すなわち，DP-23も，チョウ目 RyRに対する高

い親和性のためには膜貫通領域が重要であることが示唆さ

れた．一方， f l ubend i amide とは異なり，DP-23 は

0.01–30 mMという比較的低濃度においても s-r2変異体を活

性化した．このことは，DP-23より flubendiamideの方が，

sRyRに特異的な膜貫通領域のアミノ酸配列に対する依存性

が大きいことを意味し，それがチョウ目に対する選択性の

高さを引き出していると考えられる．

5. お　わ　り　に

本研究の結果，flubendiamideを中心とする benzenedicar-

boxyamide誘導体の RyRに対する作用および作用メカニズ

ムが明らかになった 7）．今後は，タンパク質三次元構造上

の詳細な作用メカニズムの解明が望まれる．

Ca2�チャネル作用薬という観点からいえば，これらの

benzenecarboxyamide誘導体は新しい Ca2�チャネル作用薬群

として位置づけられる．筆者らは，最近，pyrazole構造を

有する Pyr3が動物細胞の形質膜に発現する Ca2�チャネル

である TRPC3チャネルを選択的に阻害することを見出し

た 8）．興味深いことに，Pyr3は，benzenecarboxyamide構造

と pyrazole構造を有するという点で，DP-23と共通である．

構造的に類似性を有するこれらの化合物が，Ca2�チャネル

という同様のタンパク質群を標的にしている点を考慮する

と，これらの化合物群は，Ca2�チャネル作用薬としての新

たな基本骨格になりえる可能性を秘めている．
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