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1   はじめに 
環境にもヒトにも優しい殺虫剤は、世界の食料増

産や衛生環境の維持に重要な役割を果たしている。

しかし、大量にかつ単一的に利用される殺虫剤に対

して害虫はしばしば強力な抵抗性を獲得する。よっ

て、優れた新規殺虫剤を継続的に開発して適切に利

用することは、害虫管理の観点から社会的に重要な

課題である。害虫に対する高い殺傷能・成長阻害能

を示しつつも、昆虫以外の生物に対して副作用がな

い薬剤の開発方法として、昆虫特有の生命現象を撹

乱する「昆虫成長制御剤（IGR）」の探索がある。

そして、昆虫の脱皮および変態の誘導を司る昆虫ス

テロイドホルモン「エクジステロイド」の生合成過

程を撹乱する薬剤を開発できれば、優れた IGR とな

る可能性が古くから指摘されている[1]。 
申請者らは最近、新規エクジステロイド生合成関

連酵素 Noppera-bo が、エクジステロイド生合成に特

化した役割を持つグルタチオン S-転移酵素（GST）
であることを報告した[2-4]。さらに申請者らは、

Noppera-bo 精製組換えタンパク質を活用し、創薬等

支援技術基盤プラットフォームの東京大学創薬機構

のご協力をいただき、センターの所有する１万種類

の化合物コアライブラリーの中から Noppera-bo の酵

素活性を阻害する化合物を迅速に探索するスクリー

ニング系を開発し[5]、複数の阻害剤の発掘に成功し

た（未発表）。阻害活性を持つこれらの化合物は、

IGR 開発の重要なシーズとなることが期待できる。 
一方で、さらに高阻害活性を持つ化合物を探索す

る、あるいは合成展開によって開発する上では、こ

れらの化合物と Noppera-bo との分子レベルでの相互

作用を把握することが必須である。しかし、これら

の化合物が Noppera-bo とどのように物理的に相互作

用するのか解明されていない。この理解のためには、

Noppera-bo タンパク質の立体構造を把握することが

必須である。 
そこで本研究では、キイロショウジョウバエ

Drosophila melanogaster 、 ハ マ ダ ラ カ Anopheles 
gambiae、そしてコナガ Plutella xylostella に由来する

Noppera-bo 組換えタンパク質の取得と結晶化を行い、

Noppera-bo タンパク質の立体構造を解くことを目的

とした。また、我々が同定した Noppera-bo 酵素活性

阻害化合物との共結晶を得て、これらの立体構造の

解析を試みた。 
 

2   実験 
上述の 3 種の昆虫由来の noppera-bo 遺伝子コーデ

ィング配列を、pCOLD III ベクター（タカラバイ

オ）に挿入したプラスミドを構築した。これらのプ

ラスミドを用いて形質転換した大腸菌株 BL21 を得

た。これらの BL21 株を標準プロトコルに従って

15℃でタンパク質誘導を行い、その後 Glutathione 
Sepharose 4B ビーズ（GE ヘルスケア）およびゲル

ろ過カラムを用いて精製をした。 
得られたタンパク質のアポ体の結晶の取得はナノ

リッター分注システム（mosquito®
）を利用して条件

検討した。これにより、キイロショウジョウバエ

Noppera-bo のアポ体結晶は、30% PEG3350 (pH 5.3)
および、 42.5% PPG P400 (pH 6.5)の溶液条件で再現

性よく得られることを見出した。 
アポ体結晶を利用した複合体結晶の取得に際して

は、すでに我々が同定している候補化合物群からβ

エストラジオール [5] およびグルタチオンの溶液に

アポ体結晶をソーキングした。これらのアポ体の結

晶あるいは化合物に浸した結晶に対して、ビームラ

イン BL-1A 、BL-5A および BL-17A にて X 線照射

を実施し、回折データを収集の後、分子置換法で構

造決定を試みた。 
 
3   結果および考察 
我々は、３種類の Noppera-bo のうち、キイロショ

ウジョウバエ由来の Noppera-bo の高純度精製とアポ
体の結晶化に成功した。一方で、ハマダラカ由来の
Noppera-bo については高純度の精製タンパク質を得
ることはできたものの、適切な結晶化条件を見出す
ことはできなかった。また、コナガ由来の Noppera-
bo についてはタンパク質を適切に精製することがで
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きなかった。よって、2015 年度中の解析はキイロシ
ョウジョウバエ由来の Noppera-bo に集中した。 
我々は、アポ体結晶の Noppera-bo 組換えタンパク

質だけでなく、候補阻害化合物とグルタチオンが結
合した複合体結晶の取得にも成功した。これらの結
晶の構造解析を目指し、回折データを収集した。現
在、分子置換法による構造決定と精密化を進めてい
る。 

 
4   まとめ 
今後、Noppera-bo タンパク質と阻害化合物の分子

レベルでの相互作用様式を解明していきたい。また、

得られた情報を元に Noppera-bo タンパク質と化合物

との相互作用を変えるような様々な変異を導入した

際に、候補化合物に対する感受性および結合状態が

変わるかどうかを検討することで、より活性の高い

化合物の創出のための知見を得たい。 
一方、2015 年度中には、農業害虫および衛生害虫

として社会的に重要なコナガとハマダラカの

Noppera-bo タンパク質の立体構造を解くことはでき

なかった。今後、精製条件や結晶化条件のさらなる

検討を進めていきたい。 
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