
幼若ホルモン（JH）アゴニストおよびアンタゴニストを用いた化学的アプローチによる JH受容体の同定

目 的
幼若ホルモン（JH）は，昆虫において脱皮・変態のほ

か，生殖腺刺激，休眠，カースト分化などさまざまな生

理調節機能に深く関与する重要なホルモンである（図１）．

これまでに，JHの光親和性標識プローブを用いたフォト

アフィニティー法による JH標的タンパク質の探索が行わ

れてきた．その結果，JH代謝酵素（Touhara K. et al., J.

Biol. Chem.,１９９３）などが同定されている．しかし，JH

は生体内で容易に分解されることや，疎水性が高くタン

パク質への非特異的な吸着が多いなどの理由から，JH

受容体は未だに同定されておらず，その詳細な作用機構

は明らかになっていない．

そこで本研究では，JHの受容体を同定することを目的

として，JHアゴニストであるピリプロキシフェンを用い

たアフィニティクロマトグラフィーによって，JH特異的

に結合するタンパク質の同定を試みた．本手法は，アフィ

ニティクロマトグラフィーにおいて優れた物理化学的性

質を示すナノ磁性微粒子である FGビーズが開発されたこ

とによって初めて実施可能となったものである．

方 法
まず，ピリプロキシフェンを FGビーズへ固定化するた

めに必要なアミノ基を導入した誘導体を合成した．続い

て，ピリプロキシフェン誘導体と FGビーズをDMFに懸

濁後，炭酸カリウムを加えて６０℃で２４時間反応させ，

アフィニティビーズを作成した（図２）．

試料の調整は，カイコ（Shunrei x Shogetsu）２０匹を用

いて筋肉および脂肪体を含む表皮から塩月らが報告した

方法（Shiotsuki et al., J. Pestic. Sci.,２００４）に従って可溶

化タンパク質を抽出した．１．０mg／mlに希釈した可溶化タ

ンパク質溶液２００μlとアフィニティビーズ０．５mgを４℃

で攪拌しながら，４時間結合反応を行った後，磁気分離を

行って上清を廃棄した．その後，さらに３回１００mM KCl

緩衝液を加えて磁気分離を行い，結合しなかったタンパ

ク質を除去した．最後に，１M KCl緩衝液を加えてタンパ

ク質を塩溶出させた後，溶出タンパク質サンプルを SDS－

PAGEで分離し，銀染色で染色した．

結 果
銀染色によって，４５kDaおよび５０kDa付近に２種類の

ピリプロキシフェン誘導体に特異的な結合タンパク質が

検出することができた．しかし，これらは極微量であっ

たため，飛行時間型質量分析（MALDI－TOF－MASS）によ

るタンパク質の同定には至らなかった．

考 察
今回得られたタンパク質は，新規昆虫成育制御剤の標

的分子となりうるものであり，早期にこれらのタンパク

質を同定する必要がある．また，これらはピリプロキフェ

ン誘導体に特異的なタンパク質であり，JHに対して特異

的に結合するかは不明である．そのため，アフィニティ

クロマトグラフィーにおいて JHと拮抗するか検証する必

要がある．
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図１ JHおよびピリプロキシフェンの構造式

図２ アフィニティービーズの構造
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