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は　 じ　 め 　 に

　微生物や ヒ ト ・
マ ウ ス に比べ て遅れて は い る もの の ，昆

虫 の ゲ ノ ム 研究 が 現在進 め られ て い る，シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ

Drθsophila 　melanogaster ，ハ マ ダ ラ カ Anopheles　gambiae に

続 い て ，カ イ コ で も シ ョ ッ トガ ン シ ーケ ン ス が 囗本 と 中国

で行 わ れ た． ミ ツ バ チ の 全ゲノ ム シ ー
ケ ン ス も ま もな く出

て くる状況 で あ る．ゲ ノ ム の 研究 は，幅広 い 内容と大 きな

発展性 を秘 め て い る．一
部で は ポ ス トゲ ノ ム 研究 の 時代に

入 りっ っ あ り，昆虫 の ゲ ノ ム 研究 で もそ の 成果 を産業 に 役

立 た せ よ う とす る動 きが活発化して い る．シ ョ ウ ジ ョ ウ バ

エ で は，各種 レ セ プ タ
ーの 解析 や そ の リガ ン ド探索 な どが

行 わ れ て い る．昆虫類の 遺伝子情報が 自由に 入于 で きる よ

うに な れ ば，そ れ らを利用 して 新 しい 農薬開発 に 利用す る

こ と が で きる，こ こ で は，ゲ ノ ム 研究 の 現状 を簡単 に 紹介

し， 農薬開 発利用 に 関す る諸問題を紹介 した い．ま た ，農

薬 に お け る DDS （ド ラ ッ グ ・
デ リバ リー・シ ス テ ム ）技

術 に つ い て も考 え て み た い．

L 　殺虫 剤 開発 の 現 状 と 問題 点

　ま ず殺虫剤開発 と 利用 に お い て 抱え る 問題点 を指摘 し た

い ．一
番 目に は，開発化合物 の 発 見効率 が 年 々 低下 して い

る こ とで あ る．以前 は ，1 〜2 万化合物 あ た り 1件程度 の

有望 な薬剤候補が得 られ る とい われ て い た が，い まで は数

万 化合物の ス ク リーニ ン グ を して も，新規の 有効化合物 を

発 見 す る こ と は 難 し くな っ て きて い る とい わ れ て い る．二

番 日に は，開発 さ れ た 殺虫剤 の 作用機構 が 明確 で な い 場合

が あ る こ とで ある．作用性 が わ か っ て い れば，殺虫剤 の 安

全性や 殺虫剤抵抗性対策 の 上 か ら大変有利 で ある．こ 番 目

に ，殺虫剤 の 作 用 部位の 種類 が 限定 さ れ て お り，多様 な標

的 に 対す る 多様な 薬剤が な か な か 開発で き な い こ とで あ る．

四番 目に，殺虫剤抵抗性の 問題 が あ る．こ れ は，病害虫防

除 に お け る 宿命の よ うな もの で あ る が，抵抗性発達 を 抑 え

た効果的 な 防除 に っ い て も っ と検討 が 必要 で ある．五番 目

に，殺虫剤の 人畜毒性が あ げ られ る．殺虫剤を含め 農薬 は

人畜 や 環境 に 極 め て 厳 しい 安全基準 が 求 め られ て お り，標

的生 物 へ の 十分 な特異性を確保さ れ て は い るが，今後，よ

りい っ そ う安全性 の 高 い 農薬 の 開発が 望 ま れ て い る，

　 こ れ らの 問題解決 に あた り，．：っ の 課題が考 え られ る．
一

っ は，近 年 の ゲ ノ ム 研究 の 進展 を背景と した ゲ ノ ム 創薬

技術 の 導入 に よ る 新規農薬開発 で あ る，こ れ ま で は，多 く

の 化合物 を ス ク リーニ ン グ し， 効 果 の あ る も の を ラ ン ダ ム

に 探 し出す方法 が と られ て き た，こ の 方法 は実際 に 使用 に

耐 え うる もの を選抜す る上 で は非常 に 有効で あ るが，作用

機構が 不明で あ っ た り，人畜毒性が強か っ た りす る化合物

も多 い．ま た ，従来型 の 開発方法だ け で は，新規 の 薬剤開

発 が 困難に な っ て きて い る，そ れ に 対して
， ゲ ノ ム 創薬的

な ア プ ロ
ー

チ が あ る．しか し，こ の ゲ ノ ム 創薬 の ア ッ セ イ

系か ら初期 に 見っ か っ て くる化合物 は，環境中や 生体内で

不安定で あ っ た り，対象病害虫へ の 成分の 浸透 が期待で き

な か っ た りす る 可能性 が 高 い．そ こ で，も う
一

っ の 課題 と

して ， ど の よ うに 薬剤 を標的 ま で 送 達 す るか とい う技術が

重要 と な っ て くる ，こ れ まで も，農薬 の 製剤化 ・施用法 の

改良 に よ り，安全 で 省力的 な農薬が開発 され て きた，農薬

に お け る DDS 技術 で あ る．

＊ 〒305 −8634 　つ くば 市大わ し 1−2

　E −mail ：hnada＠atfrc．go．jp

2．昆虫ゲ ノ 厶 研究 の 現状

　ゲ ノ ム 全体 の 情報を自由に 利 用 で き る昆虫種 は，現在 の

とこ ろ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ とハマ ダ ラ カ の 2 種 で あ る． シ ョ

ゥ ジ ョ ウ バ
エ は 2000 年 に セ レ ー

ラ ジ ェ ノ ミ ッ ク ス 社 と カ

リフ t ル ニ ア 大学な ど が 中心 とな っ て ，全 ゲ ノ ム が 公 開 さ

れ た
1）．ゲ ノ ム サ イ ズ は 137Mbp で ，14，000　｛M の 遺 伝予 が

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Pesticide Science Society of Japan

NII-Electronic Library Service

Pestioide 　Soienoe 　Sooiety 　of 　Japan

164 野出 博明

同定 さ れ た．こ れ は，動 物 ゲ ノ ム と して は，は じめ て シ ョ ッ

ト ガ ン シ ーケ ン ス に よって 解 読 さ れ た もの で ，ヒ トゲ ノ ム

解読 に 大 きな 影響を与え た．っ い で ，
ハ マ ダ ラ カ の 全 ゲ ノ

ム が 2002年秋に 公表さ れ た
2・1．そ の 間 に，タ バ コ ガ の

．．
種

Hetiθthi．s　virescens で ゲ ノ ム が 解読 さ れた と報道 が あ っ た．

製薬 メ
ー

カ
ー

で あ る バ イ エ ル と Exelixisと い う会社 とが 共

1司 で 立 ち E げ た ベ ン チ ャ
ー

企 業 で あ る Genoptera

（http：〃www ．genoptera ．com ） に よ っ て ，解読 が 行 わ れ た もの

で あ るが ， データ は 公表 され て い な い．そ の 他 に， ミ ツ バ

チ Aρis　mellifera ，ネ ッ タ イ シ マ カ Aedes　aegypti な ど の 全

ゲ ノ ム 解析 が 進 め られ て い る．

　わ が 国で は，カ イ コ Bombyx 〃mori の ゲ ノ ム 解読 が 農業生

物資源研究所を巾心 に進 ん で い る．カ イ コ の ゲ ノ ム サ イ ズ

は 530Mbp で あ り，比較的大 き な サ イ ズ で あ る．ま た，

反復配列 や ト ラ ン ス ポ ゾ ン な どが 多 く含 ま れ て い る こ とが

知 られ て い る．す で に，ゲ ノ ム サ イ ズ の 2．5〜3 倍 に あ た

る長 さ の シ ー
ケ ン ス が シ ョ ッ トガ ン シ

ー
ケ ン ス に よ っ て 得

られ て お り
tv，現在 配列の 予備的な 解析 と遺 伝子 ア ノ テ

ー

シ ョ ン （各遺 伝子 の 注釈説明） の た め の 準備が 行 わ れ て い

る．普通，全 ゲ ノ ム 解析 の た め に は，ゲ ノ ム サ イ ズ の 5 倍

か ら 10倍 に 相 当 す る遺 伝子断片配 列 が 必 要 で あ る と い わ

れ て い る．しか し カ イ コ の 場合 は 2．5〜3 倍 と は い っ て も，
シ
ー

ケ ン ス エ ラ
ー率の 低 い 高品質

．
な デ ータで ，全 ゲ ノ ム の

約 80％ の 塩 基配列 が 決定 で きた と 考え られ て い る，ま た

中国で もゲ ノ ム サ イ ズ の 6 倍 に 相当す る シ ョ ッ トガ ン シ ー

ケ ン ス デ
ータが 読 ま れ た とい わ れ て い る．日 本の もの と あ

わ せ る と 9 倍近 い サ イ ズ に な り，全ゲ ノ ム の 解読が 可能 に

な る．今後 は さ らに詳細な シ ーケ ン ス 情報 が必要 で，そ の

た め に BAC ラ イ ブ ラ リ
ーを つ な ぐ作業 が 行われ て お り，

［E確 な 配列を得 る た め の 下準備が 行 わ れ て い る，

　　
・
方，全 ゲ ノ ム 解析で は な く，発現 して い る 遺伝子 を 解

析す る cDNA 解析， と く に そ の
一

部 だ け を 多 くの 遺伝子

に つ い て 解読す る EST 解析 は，．
多 くの 昆虫 で 行わ れ て い

る．EST 配列 を 多 く蓄積 して ，デ
ー

タ ベ ー
ス 化 して お く

こ とに よ っ て，必要 な 遺伝 fの 断片を．手 に 入 れ，そ れ を も

と に 遺 伝子全 体 を ク ロ
ーニ ン グす る こ とが で き る．カ イ コ

の EST は すで に 5 万 ク ロ
ー

ン に 達 し て お り，そ の
一

部 は

公 開 され て い る
4≧．農業生物資 源 研 究所 で は， ト ピ イ ロ ウ

ン カ ，ワ ダ ア ブ ラ ム シ ，ナ ミ ハ ダ ニ の EST 解析 も行 わ れ

て い る．カ イ コ と ト ビ イ ロ ウ ン カ で は，完 全 長 cDNA 解

析 も行 わ れ て い る ．ま た ，解析 に 使 わ れ た cDNA は ，マ

イ ク ロ ア レ
ー

用 チ ッ プ に も使用 す る こ と が で き， カ イ コ

cDNA マ イ ク ロ ア レ イ が すで に 研究 に 使 わ れ て い る． ト ビ

イ ロ ウ ン カ の マ イ ク ロ ア レ イ も作製 さ れ る 予定 で ，遺伝子

発現 解析 の 強力 な ツ ール と して 期待 され て い る．

　で は，こ れ らの ゲ ノ ム 情報や 遺伝 子 情報が ， 農薬開 発 に

ど の よ う に 使わ れ る可能性 が あ るか を 考え，現 在考
．
え られ
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図 1，ゲ ノ ム 情報 に基 づ い た殺 虫剤開発

ゲ ノ ム 研究の 成果 か ら殺虫剤 の 標 的 分子 を選 定 し，そ の 分
了 の バ リ デ

ー
シ ョ ン や ア ッ セ イ 系 の 構築 を 行 う．

て い る ゲ ノ ム 創農薬 へ の ア プ ロ
ー

チ の
一

端を紹介 した い

（図 1）．

3．ゲ ノ ム 情報 を利用 し た創農薬

　3．1． ゲ ノ ム 創農薬 と は

　農薬開発 に は，．多くの 費用と時間を要 し，しか も昆虫に

は良 く効 くが 人畜 に は安全で あ る こ と，残効性 は 長 い 方 が

良 い が残留性は な い 方が 良 い，多くの 害虫 に 効果が あ っ た

ほ うが 良 い が 大敵 に は 影響 が 少 な い 方が 良 い，な ど相反 す

る 要求を 取 り入 れ て い く必要が あ る．こ れ らの 問題 に 対 し

て ，ゲ ノ ム 創農薬 は 応 え て い く こ とが で き る の で あ ろ うか．

　 ゲ ノ ム 創農薬 の 最大 の 特徴 は，標的分子 を設定 して，そ

の 阻害剤 （場合に よ っ て は活性促進剤） を 見っ け，農薬 へ

と 開発 し て い く こ と で あ る．従来 の 生物活性 ス ク リ
ー

ニ ン

グ に よ る リード化合物探索 に 比 べ ，よ り感度 の 高 い 探 索 方

法 で あ る と もい え る．従来は ，
ラ ン ダ ム に ス ク リーニ ン グ

す る こ と に よ っ て
， 殺虫 活 性 の あ る もの を探 し出す こ と が

多 く， ま っ た く新規な 化合物 の 場合，そ の 作用機構 は 不明

な 場合 が 多 い ．一
方，ゲ ノ ム 創農薬 で は，標的分子の 阻害

（あ る い は活性化） が そ の 作用機構 で あ り，そ の 標的分予

N 工工
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を in　vitro で ア ッ セ イす る系を構築 し，多 くの 化合物 を 効

率的に ス ク リ
ーニ ン グす る．これ が い わ ゆ る ハ イ ス ル ープ ッ

ト ス ク リーニ ン グ （HTS ）で あ る．また，昆虫体 を用 い た

ス ク リ
ーニ ン グ で は 良 い 結 果 が 得 られ な い もの で も，in

vitr θ の 系 で は よ り高 感 度で あ る た め ，阻 害 活 性 が 見 っ か

る も の もあ る．そ れ ら の 化合物 の 特徴 を 抽出 し，in　 vitro

と in 卿 o で の 違 い を 明 らか に し，化合物 の 合成 に 有益な

情報をもた らす こ と も考 え られ る．さ らに ，遺伝子発現 パ

タ
ーン の 解 析 や ゲ ノ ム 情報 を利 用 す る こ と に よ り，新規 の

慓的を 見つ け る 可能性 が あ る．

　3．2．昆虫の 標的分子 の 設定

　標的分子 を どの よ う に設 定す るか が 大切 な ポ イ ン トに な

る．こ れ まで の ，既存 の 殺虫剤の 標的分子は，有効 な標的

で あ る．しか し，す で に 多 くの 殺虫剤 が 開発 さ れ て お り，

既存製品 との 競 合 や薬 剤耐 性 の 出現 な ど を考 え る と，で き

れ ば そ れ以外の 標的を設定 して ，新 しい 殺虫剤 を 開発 した

い ．しか し， 標的分子を探索す る有望 な 方法 は，まだ知 ら

れ て い な い ．

　 殺 虫 剤 は，神経系 や呼 吸 系 に 働 く もの が 多 く，人畜 に 対

して も毒性の あ る も の が 多 い ．今 後，開 発 さ れ る殺虫剤 と

して，大きく分 けて 2通 りの ア プ ロ
ー

チ が 考 え られ る．一

っ は ， 神経毒性を有す る化合物 の な か か ら，よ り人畜 に 安

全 な もの を 見っ け出 す こ とで あ る．神経 に働く薬剤 は，即

効性 が 期待で き，害虫 の 被害 を素早 く食 い 止 め る 効果を も

っ ．した が っ て，殺 虫剤の 標的 と して は，今後 も重要 な 対

象 で あ る．もう
一

つ は ，昆虫特有 の 組織 や機能 に 関係 した

分子 を標的 とす る殺虫剤開発 で あ る．す で に ，脱皮阻害剤

や昆虫 ホ ル モ ン の ア ゴ ニ ス トな ど が あ る が，さ らに 昆虫 の

ゲ ノ ム 研 究 や生理 学 の 研究か ら，新 た な 標的分子 を選定 し

て，そ れ らの 阻 害 を 引 き起 こ す薬剤 を開発 して い く方向 で

あ る．

　新規の 標的分 子探索で は，論理的思考 と実験 に 基 づ く演

繹性 の 二 っ の 考え方が あ る と思 わ れ る．一
っ は，よ り安全

で，特異性 の あ る 新規の 慓的 を，昆虫生 理 ・生 化学 の 知見

に 基 づ い て，探索検討 して い く こ と が 考 え られ る．神経系

で 働 く酵素 や レ セ プ ターあ る い は呼吸器系の 酵素類な ど ，

既存の 標的 に近 い もの で ，こ れ まで 十分検討 さ れ て い な い

もの を 洗 い 出す作業 か ら，新 し い 標的を見っ け る，ま た，

表皮形成 に 係 わ る 酵素や ホ ル モ ン 作用物質な ど は す で に 標

的 と し て 有用 で あ る と考 え ら れ て お り，．一
部実用化 して い

る．さ ら に，既 存 の 薬剤 の 標．的 と し て は ま っ た く知 ら れ て

い な い が，昆 虫特有の 機能 を標的候補 と し て 探索 して い く

方法 も考え られ る．こ れ に対 して ，も う
一

っ は ， 後述 の よ

うに マ イク ロ ア レ イ の 研究 な ど を通 じて ， 遺 伝 fネ ッ トワ
ー

クを 解明 し，想 像 もっ か な か っ た よ うな 標的 を探 し出す 方

法で あ る．
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　3．3． マ イ ク ロ ア レ イ と プ ロ テ オーム 解析

　ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に，多数の 遺伝子 の 断片を 貼 り付 け た

もの を．一般 に マ イ ク ロ ア レ イ と呼 ん で い る．あ る サ ンア ル

中に 同 じ遺 伝子 （実際に は 相補的 な配列）が あ る と彑 い に

ハ イ ブ リダ イ ズ して ，そ の ア レ イ 上 の 遺伝子 に 結合す る．

し た が っ て
， 対 象生 物 か ら 抽 出 し た mRNA を も と に

cDNA を 作製 し，蛍光 で 標識 した も の を サ ン プ ル と して 用

い る と，多 く発現 して い る 遺伝 子ほ ど強 い 蛍光 シ グ ナ ル を

与え る こ と に な る．人や マ ウ ス で は マ イ ク ロ ア レ イ の 利用

が 盛 ん で あ り，シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お い て も市販 の マ イ ク

ロ ア レ イ が あ る．カ イ コ で は，現在約 6000 個 の 遺伝子 を

の せ た cDNA マ イ ク ロ ア レ イ が 作製さ れ て お り ， さ らに ，

10，000個 の 遺伝子が解析で きる よ う に 検討 が 進 め られ て い

る．カ イ コ の cDNA マ イ ク ロ ア レ イ で は，カ イ コ EST デ
ー

タ ベ ー
ス よ り独立 した EST を 選 び，そ の

一部 （500〜600

bp） を PCR に よ り増幅 し，ガ ラ ス 面上 に 固定 し て い る。

最近 の 検出キ ッ ト と組み 合わ せ る こ と に よ っ て，か な り感

度 が 上が り，バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド も低 く抑 え る こ とが で きる

よ う に な っ て き た （図 2），

　 マ イ ク ロ ア レ イ の 利用方法 は 多様で あ り，単に 薬剤 や ホ

ル モ ン 処理 に よ っ て 多く発現 して くる遺伝子や 発現 が 抑制

さ れ る 遺伝子の 洗 い 出 し に 使 う こ と もで き る．ま た，抵抗

性昆虫 に 特徴的な遺伝子発現パ タ
ー

ン か ら，抵抗性個体群

の 出現状況 を モ ニ タ
ーす る こ と も可能か も しれ な い ．殺虫

剤 の 標的探索 に お い て は，薬剤 を 処理 す る こ と に よ っ て ，

ア レ イ全体の 遺伝子 に お い て ど の よ う に 発現 が 変わ るか を

多 くの 条件 で 検討 し，遺伝子間の ネ ッ トワ
ー

ク や L ド関係

を明 らか に し，重要 な遺伝子を発見す る
S，，現在，殺虫剤
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図 2 ．カ イ コ マ イ ク ロ ア レ イ の ス キ ャ タープ ロ
ッ ト

同 じサ ン プ ル を Cy3 と Cy5 で そ れ ぞ れ 標識 した もの ．1司
じサ ン プ ル で ど の 程 度 ば らっ きが あ る かを テ ス ト して い る．
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を カ イ コ に 処 理 し，カ イ コ の 遺伝 fの 発現 に ど の よ う な影

響 が 出る か を マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 解析 す る こ とが 行わ

れ て い る，ま た，カ イ コ で は 培養細胞が 多 く樹立 され て お

り，培養網胞 で の 発現 変化 を マ イ ク ロ ア レ イ で 調査す る こ

と も検討 さ れ て い る．実験系 と して 均
一

で ，サ ン プ ル 調 製

が容易で あ る と こ ろ か ら，呼吸毒系や 代謝系の 殺虫剤 の 作
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用機構解析を 中心 に有用な実験系 と な る こ とが期待で きる．

　マ イ ク ロ ア レ イ は トラ ン ス ク リプ ト
ーム 解析 と も呼 ば れ

て い る．遺伝子か らの 転写産物 を網羅的 に 解析す るか らで

あ る ．．一ヲ∫，mRNA か らの 翻 訳 産物 を網羅的 に 解析 す る

プ ロ テ オ
ーム 解析 も盛 ん に な っ て きて い る．　 般 に は ，二

次元 電気泳動で 分離 され た タ ン パ ク 質の ア ミ ノ 酸配 列 を 決

定す る，そ して そ の タ ン パ ク 質 の 1司定 を行 い ，ど の よ う な

タ ン パ ク質 が発現 して い るか を
一

度 に調べ る こ とが で きる．

例 え ば， ト ビ イ ロ ウ ン カ に BPMC 剤を散布し た と きの 一
tt

次 元 電 気泳動像 を 図 3 に 示す．無散布 と 散布後 24 時間 と

で タ ン パ ク 質 の 発現量 を 比 較 した．細胞胃格 ，分 r一シ ャ ペ

ロ ン ，ミ ト コ ン ド リア酵素な どが 影響 を 受 け て い る こ とが

判明 しだ
）

，二 次元電 気泳動の 技術 や 分離 さ れ た タ ン パ ク

質 の ア ミノ 酸 配 列決定 は，そ れ ほ ど新 しい 技術 で は な い ，

しか し，ゲ ノ ム 情 報 が 解読 され ，塩基配列か ら タ ン パ ク 質

の 推定 ア ミ ノ 酸配列 が わ か り，そ れ らが データ ベ ー
ス に 蓄

え られ て い る現在，タ ン パ ク 質 の マ ス ス ペ ク トル か ら タ ン

パ ク 質 の 同定が 可能で あ る．こ れ は有力な 解析手段 で あ る．

　 3．4．標的分子の バ リ デーシ ョ ン

　 い ろ い ろ な方法 で 候補分子 を選定 した と して も，そ の 分

子 の 阻害が 本当 に 害虫 の 制御 に 有用か ど うか を 検証 す る 必

要が あ る．こ の 目的 の た め に 有用 な 方法 の 一
っ は ， 関連遺

伝子 の 働 きを止 め て，昆虫 に ど の よ うな効果が 現 れ るか を

観察す る こ とで あ る ．例え ば，こ の 遺伝子を ノ ッ ク ア ウ ト

した 昆 虫 を作 っ て そ の 影響 を 見た り，RNAi （RNA 　interfcr−

ence ） に よ りそ の 遺 伝 子の 働き を阻害 し た り して ，そ の 分

fの 働きを とめ た と きの 影響 を調査 す る必 要 が あ る．ま た，

逆 に 当該遺伝子を大量 に発現 させ て ，多 くの タ ンパ ク質 を

作 らせ た と き に ど の よ うに な るか を調 べ る こ ともで きる．

こ の バ リデ ーシ ョ ン の 手法 の 開発 が 現在の 課 題 で ，シ ョ ウ

ジ ョ ウ バ エ の 形質転換 ， 線虫の RNAi 等 が 比較的研究 が 進

ん で お り，そ れ らを 利用す る こ と も考え られ る．し か し，

な るべ く，対象 の 害虫 に 近 い 昆虫 で バ リ デ
ー

シ ョ ン を行 う

こ とが望 ま しい ．

　以前 は ， シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ で しか 形質 転換 （gen皿line

trans鉛   ation ） 昆虫 は 得 ら れ な か っ た が，1995年 に チ チ ュ

ウ カ イ ミバ エ で 遺伝子 の 導入 に 成功 し
7），そ の 後 力 や ハ エ

な どで 成功 が相次 ぎ，い まで は，双 翅 目か ら鱗翅 目， 鞘翅

［な ど多 く の 昆虫 で 遺伝子 の 導入 が 行わ れ る よ う に な っ

た
9　m ／．多 くの 昆 虫で 成功す る よ う に な っ た の は， ト ラ ン

ス ポ ゾ ン な ど の ベ ク タ
ーの 発 達 と，導 入 す る マ

ーカ ー遺 伝

f と し て 識別 しや す い 眼 色 の 変 異遺 伝 子 や GFP 等 の 蛍 光

タ ン パ ク 質遺伝子 の 利凧
1〕

に よ る と こ ろ が 大 き い ． シ ョ ウ

ジ ョ ウバ エ で は P 因子 が も っ ぱ ら使われ，そ の 他 の 昆虫

で は，他 の DNA 型 の ト ラ ン ス ポ ゾ ン が 利用 さ れ る．　 hobo，

Hermes，　 mariner ，　Minos，　 piggyBac が 知 られ て い る． ウ イ

ル ス を用 い た も の と して は，核多核体病 ウ イ ル ス を用 い た
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　RNAi に つ い て は，シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ を は じめ と して ，

い ろ い ろ な 昆虫で 試 さ れ て い る．二 本鎖 の RNA を注射 な

ど に よ っ て 生体内や 細胞内に 人 れ て や る と，1司 じ配列を も

つ mRNA の 機能 が 阻害 さ れ て ，タ ン パ ク質合成 の 効率 が

悪 くな る．こ れ に よ っ て ，特定の 遺伝 r一の 働 きを 「ヒめ た り，

弱 め た りで き る．線虫 （Celegans ） で 最 も研究 が 進 ん で

い る，ま た ， 目的 の 遺伝子 に 対 して RNAi の 効果 を 示す よ

うな DNA を作 り，そ れ を昆虫に形質転換 して や る と，そ

の 系統を維持す る こ と に よ っ て ，い つ で も虫体内で RNAj

効果を 試 す こ と が で き る，しか し，RNAi で は，必 ず し も

明らか な 表現型 が 出な い こ と も あ る．

　虫体 ば か りで な く培養細胞を用 い る こ とが で きれ ば，遺

伝子 の 導入 や RNAi 効果の 検証 は ず っ と容易 に な る．また，

バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の よ うな ウ イ ル ス を利用 して ，遺伝子を

害虫体内 や 細胞内 に 持 ち込 む こ と も考 え られ る．形質転換

は操作 が 煩雑 で 時間 が か か る こ と，RNAj は必 ず し も期待

した効果 が出な い 場合 もあ る こ とか ら，ウ イ ル ス な どの 利

用 も今後 の 課題 で あ る．そ の ほ か に ， 標的分 r一の 代謝系 や

シ グナ ル 系がわ か っ て お り，そ の
一

部 で 阻害剤等が 知 られ

て い る 場合 は，そ の 阻 害剤 を 利用 して ，標的関連分子 の 評

価を 行 う こ と も考 え られ る．

　 3．5． ア ッ セ イ 系 の 構築 と リード化合物 の 探索

　遺伝子解析 な どか ら標的分子 を選定 し，バ リデーシ ョ ン

に よ っ て，殺虫剤 の 標的 と して 有用 で あ る こ とが わ か れ ば，

化合物 の ス ク リーニ ン グ を 行 う ア ッ セ イ 系 が 必 要 で あ る．

こ れ ま で の 殺山剤開発 で は ，合成 さ れ た化 合 物 を虫 体 ス ク

リーニ ン グ に よ っ て，生物活性を直接検討す る こ と が一
般

的 で あ っ た．こ の 方法 の メ リ ッ トは ， 最初か ら殺虫活性を

有す る リ
ー

ド化合物を見つ け る こ とが で き る こ とで あ る．

しか し，有効 な リー
ド化 合 物 の 発 見 効率 の 低 ドに よ り，以

前 に も ま して 大量 の サ ン プ ル を ス ク リーニ ン グす る必 要性

が あ り ， 多数 の 検体 を短期間 に処理 す る こ と は で きな い．

多 くの 化合物 の 中に は，虫体ス ク リーニ ン グ で は明 らか な

殺虫活性を示さな くて も，有望 な 薬剤 と して 合成展開 して

い け る化合物 もあ る と考 え られ る．従来 の ス ク リ
ー

ニ ン グ

だ けで は，こ れ らの 有望 な 化合物 を 拾 い Eげ きれ て い な い

・J能性 が あ る．ま た，こ れ ま で の 多 くの 保有化合物 ラ イ ブ

ラ リーを in　 vitro の ア ッ セ イ系で 阻害効果 を調査 す る こ と

か ら，多 くの 情報 が 得 られ る と期待 で きる．す で に ，殺虫

剤 と して は，開 発 して しま っ た グ ル
ー

プ の 化 合 物 や 開 発 を

断 念 した グ ル ープ の 化 合物 も，対象 とな る標 的 に 対 して ，

純粋 な 阻害効果 か ら見 て 構造 と活性 との 関係 に 新 た な 知 見

を も た らす こ と も期待 で き る．

　 こ の in　vitro ス ク リ
ーニ ン グ は，　 HTS に 展開 で き る．も

し，こ の
一

次 ス ク リ
ーニ ン グ が，無細胞系 の 単純 な 阻害検

定で あれば，細胞系 を 用 い た二 次 の ア ッ セ イ 系 を 構築 し，
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図 4．エ ク ダ イ ソ ン ア ゴ ニ ス トの ア ッ セ イ系

エ ク ダイ ソ ン 活性 を 細胞内の ル シ フ ェ ラ
ー

ゼ の 発 現量 で 測

定 す る．

細胞 内 で の 有効 性 を検討す る こ と も で き る．実際 の in

vitro の ア ッ セ イ 系 と して ，培養細胞 を 用 い た エ ク ダ イ ソ

ン ・ア ゴ ニ ス ト の ア ッ セ イ 系 が 知 ら れ て い る （図 4）．昆

虫の 脱皮 ホ ル モ ン で あ る エ ク ダ イ ソ ン は，細胞の 核内 に 入

り エ ク ダ イ ソ ン 応答配列 を E流 に もっ 遺伝子を活性化す る，
こ の と き に ，エ ク ダイ ソ ン レ セ ブ ターと結合 し，USP 遺

伝壬産物 とともに，エ ク ダイ ソ ン 応 答配列 に 結合 して ，そ

の 遺伝子の 発 現 を 促進す る． し た が っ て ，ア ッ セ イ系 に エ

ク ダ イ ソ ン 応答配列 を もっ レ ポ ーター遺 伝子 （ル シ フ ．L ラ
ー

ゼ 遺伝子 な ど を も ち い る と，遺伝子産物の 蛍光 を 測 定 す る

こ と が で き る ）を入れて お く こ と に よ っ て エ ク ダ イ ソ ン ・

ア ゴ ニ ス トを ア ッ セ イで き る．そ の 他 に ，酵素類を標的 と

す る場合も，そ の 酵素遺伝 Fを細胞内で 発 現 させ るか，直

接 in　vitro の 活性測 定系 を 構 築 し，酵素阻害 を比 較的容易

に ア ッ セ イ す る こ とが で きる．

　ln　 vitro の ア ッ セ イ 系 で，有効 な化合物が 選抜 さ れ て き

た段階で ，次の ス テ ッ プ と して，細胞 レ ベ ル ，個体 レ ベ ル

で の ス ク リ
ー

ニ ン グ に も っ て い く場合 と，人 畜 毒 性 の 検定

な ど を in　vitro で 調 査す る場 合 な ど，状況 に 応 じて 異 な る

と思 わ れ る．た とえ，in　vitro で 効果 が 高 くて も，虫体を

用 い る と効果 が 低 い 場合 もあ り，こ れ ま で 行 わ れ て きて い

る虫体を用 い た ス ク リーニ ン グ で の 効果試験 は 必須 で あ る．

ln　vitro で 見っ け た 化合物 は，こ れ ま で の 虫体 ス ク リーニ

ン グ で 見っ か っ た 高次 の リー
ド化 合 物 と は異 な り，初期段

階 の 候補化合物 と考 え た方 が 良 い ．

　 3．6．標的分子 の 高次構造解析 と薬剤 の デザ イ ン

　ゲ ノ ム 創農薬 で 標的 と す る分子 は，そ の 遺伝 子 配 列 と推

定 ア ミ ノ 酸配列が わ か っ て い る と こ ろ か ら，今後 は 標的分

r一の 高次構造を推定 し，そ れ に 基づ い た 化合物デ ザ イ ン が

可 能 と な るか も しれ な い ．近 年 コ ン ピ ュー
タ を 用い て ア ミ

ノ 酸配 列 か ら タ ン パ ク質 の 高 次 構造 を推定す る ］F・i去が 発展

して き て い る．今後 こ の 推定 を よ り確 か な もの に す る た め

に は，我 が 国 や ア メ リ カ そ の 他 の 国 で 盛ん に 研究 が 進 め ら

れ て い る X 線回折や NMR に よ る タ ン パ ク 質高次構造解析

H本 農薬 学会 誌

の 結果 が ます ま す重要 と な っ て こ よ う．多 くの タ ン パ ク 質

の 立体構造 が 蓄積 されて くる と，近縁 の タ ン パ ク 質 の 高次

構造 か ら 日的の タ ン パ ク質の 構造 を 推定 す る こ とが で き る

よ うに な り，さ らに コ ン ピ ュ
ー

タ で 最 も妥 当 な 構 造 を導 き

出す こ とが 行 わ れ る よ う に な る，そ して 導 き 出 され た 標的

分子 の 高次構造 に 基 づ い て ，阻害剤 が ど の 部分 に どの よ う

に 結合す るか を推定す る こ とが 可能 とな る．こ れ に は，ま

ず，既存の 薬剤 と そ の 標的分子 の 解析 が役立 っ と思われ る，
そ の よ うな例と して ，ア ゾール 系殺菌剤 に お け る，そ の 標

的酵素で あ る CYP51 と の 複合体 モ デ ル が あ る
1コ．．

4．ゲ ノ ム創農薬 と DDS

　 4．1． DDS 技術の 重要 性

　 H記 の リー ド探索に よ り見っ か っ て くる 化合物 は，不安

定 で 野外に 散布 して も分解 しや す か っ た り，害虫 の 体表 を

透過 で き な い 構造 の もの で あ った りす る．容易 に そ の 性質

を転換で き な い 場合，補完的 な技術 に よ っ て そ れ らの 化合

物 を 実際 に 利用可能 な と こ ろ ま で 持 っ て い くこ とが で きれ

ば殺虫剤 と して の 化合物の 幅が 大 き く広が る，こ れ は，こ

れ ま で の 既 知 薬剤 に 対 し て も利 用 可 能 で あ り，野外の 紫外

線 に 弱 い 微生物農薬 に も利用 で き る よ うな技術開発が 望 ま

れ る．ま た，医薬 で は注射 や服用 に よ り体内 に薬剤を 入 れ

る た め，医薬 に お け る DDS で は ど の よ う に 対象組織 へ 薬

物を運び，取 り込 ま せ るか とい う こ とに 重点が あ る．害虫

に 対す る殺虫剤 の 送達 シ ス テ ム に お い て も，体 内 に 入 って

か ら ど の よ う に 薬剤を標的に 到達 させ る か は 大切な 問題で

あ る と 考え られ る．しか し，ど の よ うに 効率的 に昆虫体内

に 薬剤 を入 れ る か は，も っ と重要 な課題 と考え られ る．

　 こ れまで の 虫体 ス ク リーニ ン グか ら選抜 さ れ て きた 殺虫

剤 は，害虫の 表皮 を透過 して 効果 を 示 し た もの が ほ とん ど

で あ る．ゲ ノ ム 情報 な ど に 基づ い た in　 vitro で の ス ク リ
ー

ニ ン グ系が 開発 され て くる と，こ れ まで に な い 優れ た 化合

物 が 選 び 出さ れ た と して も，実際 に 昆虫 に 散布 した場合，

表皮透過性 が劣 り，効果 の な い もの が出て く る可能性 が あ

る．も し，こ れ らの 化合物を 虫体内 に送達 す る 良 い シ ス テ

ム が 開発 さ れ て くる と，殺虫剤の 幅 が 大 き く広 が る と と も

に，安全性 の 面 か ら も大 きな 進 展が 期待 で き る，

　 4．2．殺 虫 剤 の DDS に 関 わ る 諸要因

　殺虫剤が 散布 さ れ る場合，ま ず，1）環境中 に 放出 され，

2）標的で あ る病害虫 に 付着 して 体内 に 侵入 （浸透） し，

3）薬剤 の 標的器官 （標的分子 ） に 到 達 し，そ して ，4） そ

の 効果 を 示す．

　 1）環 境中 へ の 放出 ：農薬 は製剤化 され て 利用 さ れ る．

農薬原体 を 製剤化 す る 目的と して ，  農薬 を 使用 しや す い

形 に す る，  農薬 の 効 力 を最大 限 に 発 揮 させ る，  農薬の

短 所 を カバ ーす る，  使用者安全 性 を 向一ヒす る，  環境負

荷を 低減 す る，  作業性を 改善，省力化 す る，  既存斉「」を
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機能化 し，用途拡大す る，な ど が 考 え られ る
14）．今後薬 剤

散布 に あ た っ て は，野外環境 ドに お け る標的 へ の 集積性

（成分 が 対象標的 に お い て 濃度が高ま る ） あ る い は ターゲ

テ ィ ン グ が 重要 で あ る．こ れ は，薬剤 の 効果 を 高 め る だ け

で な く，環 境負荷 や 使用者 の 安全性に 大 き く貞献す る こ と

に な る．

　2）害虫 へ の 付着 と 侵入 ：害虫体内 に 殺虫剤 が 浸透 す る

に は，三 っ の 経路が あ る．一
番目は，体表に付着して 皮膚

か ら 浸透す る 経路，二 番目は摂食す る こ と に よ り冂 か ら人

る経 路，三 番目は，気門 を介して 空気 と
一
緒 に 入 る 経路 で

あ る．一
般 に ，クチ ク ラ 層は 疎水件 で ，水 を通 し に くい．

ま た，皮膚 の 構造 は画
一

的で は な く，昆虫 の 構造 と密接 に

関わ っ て い る の で，薬剤 が 透過 しや す い 部位と透過 しに く

い 部位 とが あ る と思 わ れ る．作物を摂食 した り，作物の 汁

液 を取 り込 ん だ りす る 茎 葉害虫の 場合 に は，薬剤 を 冂 か ら

入 れ る こ とが で き る．摂食 に よ る薬剤 の 送 達 は，非対象害

虫 に は影響が 少 な い 場而 も期待さ れ る．ま た ，気門侵入 の

典型 は，土壌燻蒸剤 の 場合 で あ ろ う．通常の 薬剤 で も揮発

性 の あ る もの は，気門か ら入 る こ とが 期待で き る．口か ら

入 る と 考え ら れ て い た 昆虫の 病原バ キ ュ ロ ウ イ ル ス が，気

門か ら も感染す る こ と が 知 ら れ て い る
M 〕．

　 3）標的器官 へ の 到達 ：体表，消化管 あ る い は 気管か ら

体内 に 入 っ た殺虫剤 は，血体腔中を標的組織まで 運ばれ る．

体液中で 安定して 保持 さ れ，標的まで 到達 し，さ らに そ の

標的組織 の 中へ 入 る 必要 が あ る．こ こ で 問題 に な る の は，

虫体内で の 薬剤の 分解 で あ る，酵素 の 分解 を受 け に く く，

体内の 薬剤濃度 が 高 ま れ ば ，
よ り効果が 高い ．昆虫 と哺乳

動物 は同様 の 解毒分解酵素 を持 っ て お り， そ の 活性 や 特異

性の 違 い が 人畜 に 対す る毒性 の 程度 に も関連 す る，ま t：，

体内で 薬物 が 何 らか の ト ラ ン ス ポ
ー

タ
ーと結合す る の か，

どの よ うに 標的 に 到達す る の か，虫体 内 で の 動 態 は不 明 な

点 が 多 い ．

　 4）殺虫効果 の 発揮 ：殺虫剤は標的組織 に 到達 し，標的

分子 と結合す る こ と に よ っ て ，効果 を示 す．標的分子の 変

異 に よ る 殺虫剤感受性低下 も問題で あ る．また，昆虫 の 多

様 な 代謝 ・生理 ・生 活環 を考 慮 す る と，今 後 も っ と 多様な

殺虫標的が 見っ か る 可能性 が 高 い．

お 　 わ 　 り　 に

　昆虫の ゲ ノ ム 研究 は今後 ますます 盛ん に な る と思 わ れ，

す で に ポ ス トゲ ノ ム の 研 究 と と もに ，こ れ ま で の 昆虫研究

を大 き く変 化 させ て い る．ゲ ノ ム 情 報 を利用 す る こ と に よ
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り，質的 に も，量 的 に も，そ して 効率的 に もい ま ま で と は

違 う レ ベ ル の 研究 に 取 り組 む こ とが で きる よ うに な る，殺

虫剤 の 開発 に お い て は，「ゲ ノ ム 創農薬」的 な ア プ ロ
ーチ

は ま だ 始 ま っ た ば か りで あ る が ， 将米 に 向 け て
一

つ の 有用

な道 を 提供 して い る．

　本稿 を まと め る に あ た り，これ ま で 議 論 な どを通 じて 貴重な

意 見を賜 っ た 日本化薬（株）精密化学品 開発研 究所 の 桝 井昭 夫氏，
加 藤康 仁 氏，日 産化学工 業 （株 ）生 物科 学研究所の 中平国光 氏 に

お 礼申 し上 げる．また，ゲ ノ ム 関 係情報 な ら び に
一部 の 研究 は，

農業生 物資源研 究所 の 「昆虫 テ ク ノ ロ ジー
研究 」に よ っ て 得 ら

れ た もの で ，同研 究所 の 三 田和英氏に は カ イ コ ゲ ノ ム に っ い て

貴重 な情 報 を賜 った．
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