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細胞内カル シ ウム動態の か く乱を特徴 とす る殺虫作用機構の 研究
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は 　 じ　め　 に

　細胞が 発現 す る多 くの 機能は 細胞内 Ca1
一

に よ り調節さ

れ，これ を可能とする た め，定常状態の 細胞内 CaiTを低濃

度 に 保つ 仕組 み が存在す る，Ca2＋
の 恒常性を維持す る こ の

仕組 み は，Cai
一
を選択的 に 透過す る Ca2

’
チ ャ ネ ル や Cai

』

を輸送する Ca2
一
ポ ン プなど，多様な制御因 Fに よ り支え ら

れ，こ れ ら因子 が 機能的 に 連関す る こ と に よ り達成 され る．

こ うした，生理的な重要性か ら細胞内 Ca2＋ 動態をかく乱す

る化 合物が農薬，特に 殺虫剤とな る可能性 は既 に 複数の 研

究者に よ り指摘され て き たが
L．「’．，リア ノ ジ ン を 含有す る豆

科植物根抽出物 が農薬 と して 利川 され た例 （Ryania，1997年

EPA 登録失効）を除 け ば，今 口まで そ の 具体例 は なか っ た，

フ ル ベ ン ジア ミ ド （Fig．1） は 日本農薬  に よ り独自に 創出

され．鱗翅目昆虫 に 対 して 高い 防除活性を有す る 新規殺虫

化合物で あ る
4 ．本研 究 の 結果，フ ル ベ ン ジア ミ ドは 小胞

体膜上 に 存在す る 細胞内 Ca2＋
制御因 チで あ る リア ノ ジ ン 受

容体 （リア ノ ジ ン感受性 Ca三→

放出チ ャ ネル，　 RyR）を特異

的に 活性化す る こ と に よ り殺虫効果を発現す る こ とが 明 ら

か とな っ た
5・f’／．以

一
ド、フ ル ベ ン ジア ミ ドの 作用機構を例 に

Ca2＋

動態の か く乱 に よ る 殺虫作用 に つ い て 概説す る，

1． フ ル ベ ン ジ ア ミ ドの作用症状

　 フ ル ベ ン ジ ア ミ ドを 処理 した 昆 虫 は，虫体の 持続的な 体

収縮や 嘔吐 ， 脱糞な どの特徴的な症状を示す （Fig．2）4）．同

様の 症 状は RyR の 特異的な 機能修飾物質で あ る リア ノ ジ ン

を処理 した ハ ス モ ン ヨ トウ に おい て も観察 された．フ ル ベ ン

ジア ミ ドを処理 された ハ ス モ ン ヨ トウ は，こ の 時点で は ま

だ 生きて お り，刺激 に対す る応答 も襯察 され るが，摂食行

動を始め とす る統制され た行動は不可能 で あ る，こ の よ う

な 症状 は既存 の 殺虫剤に よ る もの とは 明 らか に 異な る もの

で ，化 合物の 特異的な 作 用 を反 映 した もの と考 え られ た
41．

ま た，こ れ らの 症 状 は持続的 な筋肉の 収縮 に よ る もの で あ

る と考え られ た．
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Fig．　1．　Chelnical　structurc 　offlubendiamide ．
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Fig．2．　Symptoms　of 　sixth−instar　］arvae 　of 　Sp〔κdol）tc．”cr 〜itttsor　ob −

served 　24　hr　aftcr　iqicction．　A ： 024 μg　flubendlamide、　 B： 2．4μg
Ryarbodine．　C ：contro1 、
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2． Ca2＋
ポ ン プの特異的亢進作用

　 さ らに フ ル ベ ン ジア ミ ドの 作用を解明す る ため，種 々 の

作川点 に 対す る 影響 に つ い て 検討 して い く過程 に おい て，

筋肉収縮を 支 配 す る細胞内Ca］1
制御因 f’，　 Ca2

，
ポ ン プ が

化合物に よ り特異的に亢進す る こ と を 見出した，Ca：
’
ポ ン

プは小胞体膜上 に 存在し，細胞質か ら小胞体 に Ca2　i を 汲み

ヒげ る働 き を 担 う，こ の Ca2
，
輸送 は ATP の 加 水分解 と 共

役 して い るこ とか ら，Ca2
’
依存的な ATP の 加水分解の 結果

牛 成す る 無機 リ ン 酸量を測定す る こ と に よ り，Ca 二
  ドン ブ

活性を知る こ とが ”f能で あ る．Fig．3 に 示す様 に，フ ル ベ ン

ジ ア ミ ドは Cal／

ポ ン ア 活性を明 らか に 亢進 し，そ の FC
郵

値は ］OnM で あ っ た
ω ．　

・
方 で ハ ス モ ン ヨ トウ 中枢神経系

細胞外電位 や，ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラーゼ 活性に は 影響

を 示 さな か っ た．また，同様の 作用は 他の RyR 機能修飾物

質で あ る リア ノ ジ ン や カ フ ェ イ ン で も認 め られ た が，こ れ

らに 比較 しフ ル ベ ン ジ ア ミ ドの 作用 は 明 らか に 顕著で あり，

本化合物の 特異性を示す もの と考 え られた
fi1／
，さ ら に フ ル

ベ ン ジ ア ミ ドおよ び そ の 類縁化合物を用 い，Ca：＋
ポ ン プ 亢

進活性 に おける EC5D値と殺虫活性 に おけ る LCso値の 相関

性 に つ い て 検証 した 結果，極 め て 良好な相関性を尓 した．

こ れ らの 結果か ら， 本化合物 は細胞内Ca21動態に 対 し特異

的な影響を及ぼ す こ と に よ り ， 殺山活性を発現す る こ とが

示唆さ れ た．

3． 細胞内カ ル シ ウ ム へ の 影響

定常状態 の 細胞内 Ca21は 細胞内小器官で あ る 小胞体内に
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Fig．4．　Calcium　release 　from　the　insect　membranc 　preparatiomn ・

duced　 bv 日ubendiamide ．　 To　 load　 calcium 　 into【hc　 vcsiclcs 、　 l　 mM

ATP 　was 　added 　at 　time　O．　A、　outer 、
・
esicular 　CゴIwas

　mo 冂 itored　in

thc　presence　ef3mM 　Mg21．Flubcndiamide　was 　addcd 　aRer 　ca 【cium

scques しration　was 　colnpleted ．　Residual　Ca−　in　the　vesicles 　was 　re＿

leased　by　the　addition 　of　2μM　A23187．　B．　outcr −、lesicu［ar　Ca− was

Inonitored 　in　the　presence　of　3　mM ｛s〔〕巨d　linc）or　10mM （dashcd

line｝Mg
』．A 賛er　calcium 　 scquestratbn 　had　bccn　 cempleted 、　thc

Ca 三僚

pump 　was 　inhibited　by 重he　addition 　of 　O4 μM 　thapsigargin ；

th¢ rca 貸cr，　ilubendiamidc　 was 　added ．　Rcsidual　Ca2
−
in　thc　 vcsicles

w’as　rclcag．　ed　by　2μM 　A23187．
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Fig．3．　Efi
’
ect 〔レf　flubendiamide〔■），　 rya 【iodine （▲ ）und 　caffeine

（× ）on 　Ca2ト・ATPase　activity　ofthe 　membrane 　preparation．　Assays
were 　performed　in　Cai＋−ATPasc　assay 　solu しiQn　contai1 跏 g　50μM

丘cc　Ca2
←
，　ActMty　w

’
as　dctcrmlned　by　Pi　productien　over 　201nin　at

25DC．　Data　rcpr ¢ scn 口 he　mean ± S．D．　ef 　quadruplicate　samplcs ，　The

erdinate 　axis　shows 　ATPase　activity　m しhe　presence　offlubendiamide

nornlalizc 〔i　lo　control 　acti 、ity＿

蓄え られ，細胞の 活性化に伴 う Ca1t 放出チ ャ ネル の 開 Ilに

よ り細胞質 へ と放出され る．先ず，化 合物 に よ る小 胞体 か

らの Cal
一
放出過程 へ の 影響に つ い て 検討す る ため ，

ハ ス モ

ン ヨ トウ骨格筋膜画分 （小胞体画分） を 用い た Caユ ト

放出実

験 を実施 した ω．図 4 に 示す 様 に，筋組織 よ り調製 した 小

胞体膜に Ca2ト

ポ ン プ 活性を利用 して Ca2＋ を能動的 に 取 り

込 ま せ た 後，フ ル ベ ン ジ ア ミ ドを処 理 した 結果，顕著な

Ca2t放出作川 が確認さ れた
〔t／，こ の 結果は，本化合物 が 小

胞体 か らの Ca三†
の 放出に介在す る CaZI放出チ ャ ネル，リ

ア ノ ジ ン 受 容 体 を 活 性 化 す る こ とを 示 唆 した ，しか し，こ

の 実験で は フ ル ベ ン ジア ミ ドに よ る Ca1　f 放出を 観察す る に

は，Ca2＋

の 取 り込み が完了 した後に，　 Ca2＋

ポ ン プ の 阻害剤

で あ る タブ シ ガ ル ギ ン の 処理 が 必 要で あ っ た
C’／．こ の 結果

はフ ル ベ ン ジア ミ ドに より活性化され た RyR を介 して Cal
〒

が 放出されるこ とに よ り，同時に Ca1
』
ポ ン プ 活性 が J

’
tLtrし

再び小胞内へ 汲 み 上げ ら れ て い る こ とを示唆した （Fig．4，

Fig．5），
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Ca2’−pumr

Flubendiamide

Ryanodjne　recep

AT

　 　 ADP ＋ PI

　丶　　　　 メ

SarcOplaSmiC　reticulum

『ig．5．　Schematic　i］lustration　of 　RyR −mediated 　stimulation 　of

Caコ」pump　activity　by　flubendiamide．

4， リア ノ ジ ン 受容体との分子間相互作用

　Cai＋

放出チ ャ ネル で あ る RyR が こ う した特徴的 な作 用症

状や異常な Ca2
⊥
放出に関与す る とす れば，フ ル ベ ン ジ ア ミ

ドの 結合に よ りリ ア ノ ジ ン 受容体分子の コ ン フ t メーシ ョ

ン に 何 らか の 変化が 生 じる はず で あ る．3H 一リア ノ ジ ンを 川

い た結合ア ッ セ イ は コ ン フ ォ メ
ー

シ ョ ン変化を直接捉 え る

生 化学的手法と して ，簡便 か つ 有効で ある．こ れは，受容

体 ヒの リア ノ ジ ン結合部位 が チ ャ ネル の ボ ア 領域 に 位置す

る た め に ，チ ャ ネ ル の 開目 状態が リア ノ ジ ン の 結合親和性

に 変化をもた らす い わ ゆ るア ロ ス テ リ ッ ク効果に 基づ い た

手法で ある，例えば，Ca2
’
や ATP に よ る RyR の 活性化 に

より，ハ ス モ ン ヨ トウ より調製 した膜画分に対す る
3H 一リア

ノ ジ ン の 結合は 明 らか に増加す る　
・
方，EGTA の 存在下 で

系内の Calf イ オ ン を除くと ， 結合は ほ ぼ 完全 に 消失す る．

こ の ような
コH一リア ノ ジ ンの 結合は フ ル ベ ン ジア ミ ドに よ り

増加 し 〔Fig，6 ），300nM 以 ヒの 濃 度 で あ れ ば，　 Ca7→
の 影響

を受 け る こ とは ない
5：

．す な わ ち，フ ル ベ ン ジ ア ミ ドは リ

ア ノ ジ ン 受容体 コ ン フ t メ
ー

シ ョ ン を 開 口状態ヘ シ フ トさ

せ る こ と に よ り，Ca二＋
の 放出を誘起す る こ と が 明 ら か と

な った．

　さ らに，フ ル ベ ン ジア ミ ドと RyR との 特異的な柑 η：作用

の 詳細を 明 らか に す る た め の 手法 と して，IH 一フ ル ベ ン ジア

ミ ドを用 い た リガ ン ド結合ア ッ セ イ法を確立 し，ハ ス モ ン

ヨ トウ幼虫骨格筋膜画分に 対す る特異的結合の 検出を試み

る と同時に，結合の 薬理 学的特徴 に つ い て 検討した．・’H一フ

ル ベ ン ジ ア ミ ドは ハ ス モ ン ヨ トウ 骨格筋膜画分 に 対 し特異

的に結合し，そ の 結合は
一
種類で あ り，解離定数 （Kd）は

7nM で あ っ た．こ れ は，　 Ca11
．
ポ ン プ亢進作用に おけ る ECs

［｝

値とほ ぼ 一
致 した，さ らに フ ル ベ ン ジ ア ミ ドの 結合は，他

の 類縁化合物 に よ り競合的に 阻害を受け，そ の ［Cs
，1直か ら

推定 さ れ た 類縁化合物 の フ ル ベ ン ジ ア ミ ド結合部位へ の 親

和性 は 殺虫活性 と高 い 相関性 を示 した．こ れ らの 結果 は，

フ ル ベ ン ジ ア ミ ド結合部位 へ の 結合親和性 が，本化合物 の

本質的 な生理活性を規定 して い る こ と を示 す もの と考え ら

れ る．消一フ ル ベ ン ジ ア ミ ドの 結合 は リ ア ノ ジ ン を始 め，

cADP −ribose，カ フ ェ イ ン，　 ATP ，ルテ ニ ウ ム レ ッ ドとい っ

た 既知 の RyR 機能修飾物質に よ る阻害を受 け る こ とはな く，

フ ル ベ ン ジア ミ ド特有の 結合部位が昆虫 RyR ．ヒに 存在す る

もの と考え られ た．

5． リア ノ ジ ン 受容体 （RyR ）

　RyR の 生 理 的な 役割 は発 現 す る組織 に よ り異な り，例え

ば筋組織 に おい て は，RyR を介した Cal＋

放出は筋収縮の 導

引と して 作用する．RyR の 活性は Lに 膜冠位お よ び Ca！．
濃

度に よ り制御され ，
こ れ ら以 外 に もア クセ サ リータ ンパ ク

（カ ル モ ジ ュ リン，FKBP ，カル シニ ュ
ー

リン，　 PKA ），　 ATP，

cADP 一リボー
ス，活性チ オ ール 基 の 酸化還元等 に よ る機能

修飾が知 られて い る
7）
．また，数多くの 外因性作用分 fが

報告されて おり，とくに 本研究 に おい て 用 い t：　コH−ryanodine

喜・．・，
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Fig．6．　Ef琵 ct 　offiubcndiamide 　on ［
3H

］
−ryanodine 　binding　to　the　insect　membrane 　preparation．Saturation　kinetics（A）and 　Scatchard　trunstbr−

lnation （B）of 泊一ryanodine 　binding　in　thc　prc9．　enee 〔●：Kd．3．1±0．1nM ，Bnius，0．54⊥ 0，057pmoUmg 　p ：
’
otein ）alld 　the　absenc ¢ ｛O ；Kd．【5土O，06

nM ，　Bm 、k、　O．47 士0．06　pmol／mg 　prot¢ in）【）f　fiubendiamide〔｝μM 〕，　Binding　was 　eguilibratcd 　in　binding　solution 　containing 　l　mM 　calcium 、　Re・

sults　are　expressed 　as　lhe　means 　ofthree 　preparutions．
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は，RyR 機能修飾物質の 作用 を解析す る た め の 結合 ア ッ セ

イに お け る リガ ン ドと して 重要 な 役 割を 果 した
71．こ の 結

合ア ッ セ イは 殺虫剤の 標的 とな る昆虫由来の 分 f種に 対 し

て も応 川 され，Casidaらは
3H 一リア ノ ジ ン の 特異的結合が，

イ エ バ エ や ゴ キ ブ リな ど の 昆虫に も存在す る こ とを明 ら か

に し
s ／

，さ らに Seott−Ward らは 脂質
’
｝
え
面膜法 に よ るチ ャ ネ

ル活性の 測定に よ り，鱗翅目昆虫 RyR の 基本的な機能を検

証 し，カ フ ェ イ ン に 対す る非感受性な と
’
，昆 虫 RyR 特有の

薬理学的特長を明 らか に した
9〕．昆 虫 RyR の ク ロ

ー一＝ ン グ

は先ず，シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ で 成功し
［o ．
，そ の 後，Heiiothis−

RyR の 部分的な ク ロ
ー

ニ ン グ 」：
1

が 報告 され て い た が，最近

まで 鱗翅目昆虫 RyR の機能的な 発現 に は至 っ て い な か っ た．

近年，カ イ コ RyR 全長の ク ロ
ー

ニ ン グ と機能的発現の 報告

が な され，今後の 分子生物学的な手法を用 い た フ ル ベ ン ジ

ア ミ ド 殺 虫 機 構 解 明 の 飛 躍 的 な 前 進 が 期 待 さ れ

る
［11・
．

6．選 択 的 作 用

　RyR の 開 口状態 へ の 固定 は 昆 虫 と同 様 に 哺乳 類 に お い て

も極め て 重篤 な影響 を 示す と 考え られ る．こ れ は リア ノ ジ

ンを哺乳動物に 投 与す る こ と に よ り，極め て 強 い 急性毒性

を 示 し，拘縮 や 嘔 ili：，脱糞 な ど昆虫 と よ く　
・
致 した症状が

観察 され る こ とか ら も明 らか で あ る
12．．　 ・

ノ∫，フ ル ベ ン ジ

ア ミ ドの 場合， 哺乳動物 へ の 投与 に よ る急性毒性 は こ れ ま

で 認 め られ て い な い．哺乳類に は 骨格筋型 （Type−1），心筋

型 （Typc−2），脳型 （Type−3） の 極 め て相同性の 高い 3 分子

種 の 存 在 が 知 られ て お り，リア ノ ジ ン は 何 れ の 分 壬種 に 対

して も同等の 作川 を示す
fi丿．こ れ は ， リア ノ ジ ン 高親和性

結合ドメイ ン が こ れ らの RyR 分子種 に 保存さ れ て い る た め

で，こ の ドメ イ ン は昆 虫，線虫 な ど 幅広 い 動物種で の 存在

が確認 されて い る．　 ・
方，フ ル ベ ン ジア ミ ドの 正確な結合

部位に つ い て は現在 の と こ ろ明 らか で は な い が，フ ル ベ ン

ジア ミ ドを リガ ン ドと して 用い た結合ア ッ セ イの 結果か ら

は，フ ル ベ ン ジア ミ ド結合部位は 少な くとも哺乳類 RyR −1

に は 存在 しな い よ うで あ る，すなわち，フ ル ベ ン ジ ア ミ ド

に 選択的に 親和性を示す特有の 結合部位 が，作用 に お け る

選択性に関与して い る もの と考え られ る，因み に ， 鱗翅 目

昆虫 で あ る Heiiothi．Y 由来の RyR と哺乳類 RyR （Type−1，

Type−2．　Type−3） と の 相同性は 47．9〜50．1％ で あ り，基本的

な ドメイ ン 構造 は保持 されて い るもの の ，Ca2 高親和性結

合部位が，欠落 して い る な どの 相違 が 確認 さ れて い る
1 ’

．

RyR は 50〔｝kDaを超える サ ブ ユ ニ
ッ トが 4 量体をなす巨大

分 r一で あ り，そ の 分 ∫
一
ヒに は種々 の 機能修飾部位が存在す

る こ とか ら，フ ル ベ ン ジ ア ミ ドの 結合部位 を確定す る こ と

は選択的作用を理解す る上 で 重要と思われる．さら に，フ

ル ベ ン ジア ミ ドと は 異な る，潜在的 な 殺虫剤標的部位 の 存

在の 可能性 も残 さ れ て い る．

日本農薬学会記：

7，今 後 の 展 望

　本研究の 結果，フ ル ベ ン ジ ア ミ ドが 昆虫 リア ノ ジ ン受容

体を選択的 に 活性化す る こ と に よ り殺虫作用を示す こ とが

明らか とな っ た，こ れ らの 知見は ，
フ ル ベ ン ジア ミ ドが RyR

を 標的分子 とす る新た な 作 用機構を 脊す る殺虫剤で あ る こ

とを示すと同時 に，RyR が特定の 害虫種 に 対す る高度な選

択性 と哺乳類 に 対す る安
！
径性を兼ね 備え た 殺虫剤の イf効 な

標的分子 とな る こ とを示す 証左 と考え られる．他の 昆虫類

に お け る RyR の 構造解析が進 め ば，ア ッ セ イ技術と の 組 み

合わせ に より，鱗翅 目以外 の 害虫種を選択的 に防除す る新

た な 選択性殺虫剤の 創出に も繋がる もの と期待され る，さ

らに，本化 合物 の 昆 9！　RyR へ の 結合は 極 め て 低 濃度 （ナ ノ

モ ル レベ ル ） か ら観察され ， RyR の プロ ーブ と して は特筆

す べ き親和性を示す こ とか ら，今後，結合部位の 二 次元 構

造 決定や 機 能解析 を通 じ，RyR に お け る新た な 括 性調 節機

構 の 解明な ど基 礎科学分野で の 貢献 も期待 される．
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