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１． はじめに

センチニクバエは，体表に傷をつけることにより，さま
ざまな生体防御分子を産生する．このハエは，遺伝学実験
のモデル動物であるショウジョウバエと同じ双翅目に分類
されるが，体が大きく，生化学的な解析が容易である．こ
の特徴を生かして，これまでに抗菌タンパク質，抗真菌タ
ンパク質，レクチンなど，さまざまな生体防御分子がセン
チニクバエから精製，同定されてきた１）．本稿では，抗菌
物質として同定されながら，抗腫瘍活性をはじめ，多彩な
薬理活性を示すことがわかってきた生理活性物質５-S-
GADについて紹介する．

２． 体表傷害時に誘導される抗菌物質５-S-GAD

５-S-GAD（N --alanyl-５-S -glutathionyl-３，４-dihydroxyphenyl-
alanine）は，センチニクバエ成虫に傷をつけることにより
誘導される抗菌物質として，同定された２）．構造決定の結
果，グルタミン酸，システイン，グリシンからなるグルタ
チオンと -アラニルドーパが結合した分子量５７３の化合

物であることが明らかになった（図１）．実際，この化合
物はグルタチオンと -アラニルドーパをキノコのチロシ
ナーゼで処理することにより，in vitro で合成できる．こ
の物質は，グラム陰性菌とグラム陽性菌のいずれに対して
も抗菌活性を示し，大腸菌や黄色ブドウ球菌の増殖に対す
る５０％阻害濃度（IC５０）は２０～３０Mである．センチニ
クバエから同定された抗菌タンパク質である，ザルコトキ
シン Iやザルコトキシン IIの分子量がそれぞれ，約
４，０００，２４，０００であるのに対し，５-S-GADの分子量は５７３
と小さいのが特徴である．
一方，５-S-GADの抗菌作用の機序は，センチニクバエ

から同定されたほかの抗菌タンパク質が細菌の膜機能を障
害する１）のとは異なっている．５-S-GADの抗菌活性は，過
酸化水素（H２O２）を分解するカタラーゼにより阻害される
ことから，この物質は過酸化水素を産生することにより，
抗菌活性を示すと考えられている２）．実際，培地中に５-S-
GADを添加すると，過酸化水素が産生されることが明ら
かになっている３）．過酸化水素は，生体防御に重要な役割
を果たす NF-Bのような Relファミリーの転写因子の活
性化に関わる可能性が指摘されている２）．５-S-GADが，昆
虫や哺乳類の生体防御機能にどのような影響を与えるの
か，解析が待たれる．

３． ５-S-GADの抗腫瘍効果

その後の解析から，５-S-GADは，チロシンキナーゼで
ある v-Srcのリン酸化を阻害することが見いだされた４，５）．
その活性は，チロシンキナーゼを阻害する抗腫瘍薬ハービ
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特集：昆虫の生物機能の解明と創薬・医療への応用

センチニクバエの生体防御分子５-S-GAD
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昆虫は，地球上の動物種の７０％以上を占め，１００万種を超えるといわれている．昆虫の生体
防御機構はその繁栄を支えていると思われるが，獲得免疫を有する脊椎動物と異なり，自然免
疫だけからなっている．昆虫の生体防御機構の研究は自然免疫の理解に役立つ一方で，それぞ
れの昆虫が作る多彩な生体防御分子は医薬資源になる可能性を秘めている．５-S-GADはセン
チニクバエの成虫に傷をつけることにより誘導される抗菌物質として同定された．その後の解
析から，チロシンキナーゼ阻害作用，抗腫瘍作用，血管新生阻害作用，ラジカルスカベン
ジャー活性など，さまざまな生理活性を示すことがわかってきた．本稿では，５-S-GADの特
徴について，創薬への応用が期待される活性を中心に紹介する．
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マイシン Aと同程度であった．チロシンキナーゼは，細
胞増殖に重要な役割を果たしていることから，５-S-GAD
が，がん細胞の増殖を阻害する可能性が考えられた．
３８株のヒトがん細胞に対する増殖阻害効果を調べたと
ころ，メラノーマ細胞（LOX-IMV１），乳がん細胞（MDA-
MB-２３１，MDA-MB-４３５S）の３株に対し，５-S-GADは選
択的な増殖阻害活性を示した６）．このとき，抗腫瘍薬であ
るマイトマイシン Cやハービマイシン Aは，解析したす
べての細胞株に対して，増殖阻害活性を示した．したがっ
て，５-S-GADは，特定のがん細胞の増殖を選択的に抑制
すると考えられる．
ちなみに，上記の細胞に対する５-S-GADの IC５０は，マ

イトマイシン Cやハービマイシン Aと同程度であった．
また，５-S-GADの部分構造体である -アラニルドーパ，
５-S -システイニルドーパについても，同様な解析がなされ
た．５-S-GAD感受性の３株に対して，-アラニルドーパは
５-S-GADと同等の増殖阻害活性を示したが，５-S -システイ
ニルドーパの活性は弱かった．したがって，-アラニル
ドーパの構造は，増殖阻害活性に重要だと考えられる．
さらに，LOX-IMV１，MDA-MB-４３５S細胞をヌードマウ

スに移植して，５-S-GADの抗腫瘍効果が調べられた６）．５-
S-GADを腹腔内投与することにより，どちらの腫瘍の増
殖も抑制された．１回の投与量は，それぞれ１００～５００mg／
kg，１００～２００mg／kgであるが，単回投与で８g／kgまで毒
性はみられていない．以上の結果から，５-S-GADの毒性
は低く，ある種のがんの治療に利用できる可能性が示され
た．この系における抗腫瘍効果は，マイトマイシン Cよ
り弱い．静脈内投与を行うなど，投与経路の変更により効
果は増強するかもしれない．
５-S-GADが，特定のがん細胞に対して，増殖阻害活性
を示すのはなぜだろうか．細胞レベルの実験において，が
ん細胞に対する増殖阻害活性も，抗菌活性と同様，カタ

ラーゼの添加により阻害されることがわかった３）．した
がって，抗腫瘍活性についても，抗菌活性と同様に，５-S-
GADが産生する過酸化水素によって担われている可能性
がある．
そこで，がん細胞におけるカタラーゼの発現量が，５-S-

GADの感受性に影響を与えている可能性が検討された．
がん細胞のカタラーゼの発現量をイムノブロットにより調
べてみると，５-S-GADに感受性である LOX-IMV１，MDA-
MB-２３１，MDA-MB-４３５S細胞では発現量が低く，非感受
性の T４７D，MDA-MB-４６８細胞ではカタラーゼの発現量が
高いことがわかった７）（表１）．
この知見を再確認するため，５-S-GADに感受性の

MDA-MB-４３５S細胞にカタラーゼを過剰発現すると，５-S-
GADに耐性になるかどうか解析した．親株と比較して，
カタラーゼを２倍過剰発現するMDA-MB-４３５S細胞を樹
立し，５-S-GADに対する感受性を調べたところ，親株と
比較して，５-S-GADに対して耐性を示した７）．
一方，５-S-GADに耐性を示す T４７D細胞で，カタラーゼ

の発現を低下させると，５-S-GADに対する感受性が高ま
るかどうか解析した．RNA干渉によりカタラーゼの発現
を４０％に下げると，その細胞は無処置の細胞と比較して，
明らかに５-S-GADに感受性を示すことがわかった７）．
以上の結果から，５-S-GADは，カタラーゼの発現が低

いがん細胞に選択的に細胞傷害活性を示すと考えられた．
カタラーゼの発現はがん細胞の悪性度に関わるという報告
がある８，９）．すなわち，カタラーゼの発現が低い細胞は悪性
度が高く，発現が高い細胞は，悪性度が低いといわれてい
る．したがって，５-S-GADはより悪性度の高いがん細胞
に対し，増殖抑制効果を示すと考えられる．

図１ ５-S-GADの構造および５-S-GADラジカルアニオンと過酸化水素の予想される産生機構
SOD：スーパーオキシドジスムターゼ．
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４． ５-S-GADの血管新生阻害効果

生体内における腫瘍の増殖において，血管新生は重要な
役割を果たしている．そこで，５-S-GADが血管新生を阻
害するかどうか，検討した１０）．最初に，マウスの背部皮下
法（dorsal air sac法）により，がん細胞に依存した血管新
生を阻害するかどうか調べた．その結果，１２．５～２００mg／kg
の５-S-GADは，腹腔内投与することにより，マウス肉腫
細胞（S１８０）依存の血管新生を阻害することが明らかに
なった．
血管内皮細胞増殖因子（VEGF：vascular endothelial

growth factor）は，血管新生を促進する因子の一つであ
る．５-S-GADが VEGFにより誘導される血管新生を抑制
するかどうか，マトリゲルプラグアッセイにより解析し
た．その結果，VEGF依存の血管新生を抑制することが明
らかになった．
さらに，受精鶏卵漿尿膜法（CAM法：chorioallantoic

membrane assay）を用いて，鶏胚の血管新生を抑制するか
どうか，調べた．この方法は，発生時の血管新生に対する
作用を評価するものであり，血管新生阻害剤のスクリーニ
ングにも利用されている．５-S-GADは，この系において，
用量依存的に血管新生を阻害した．
血管新生においては，血管を構成する血管内皮細胞が重

要な役割を果たしている．５-S-GADの血管新生阻害作用
の機序を知る目的で，５-S-GADが血管内皮細胞の増殖，
遊走，管形成に影響を与えるかどうか解析されたが，これ
らの現象には影響を与えないことがわかった．
また，血管内皮細胞の遊走に関わると考えられるマト

リックスメタロプロテアーゼ（MMP）の酵素活性や，血
管内皮細胞からのMMP-２の分泌に対して，５-S-GADは阻
害効果を示さなかった．さらに，腫瘍内の低酸素環境に応
答して活性化する転写因子，HIF-１（hypoxia-inducible factor
１）は VEGFの発現を制御することが知られているが，５-S-
GADは，この転写因子の活性にも影響を与えなかった．
一方，５-S-GADが VEGF依存の血管新生を阻害するこ

と，また，チロシンキナーゼ活性を阻害することから，こ
の化合物が，VEGF受容体の一つで，チロシンキナーゼ活
性を持つ Flt-１のチロシンリン酸化を阻害する可能性が考
えられた．実際，５-S-GADは，Flt-１のリン酸化を阻害す
ることが示された１０）．しかし，その作用は弱く，この機序
だけで５-S-GADの血管新生阻害作用のすべてを説明する
ことはできない．ほかの VEGF受容体もしくはほかの作
用機序も考えられ，さらなる解析が必要である．
以上の結果をまとめると，５-S-GADは，がん細胞依存

の血管新生だけでなく，胚発生過程の血管新生も阻害する
ことが明らかになった．昆虫由来の生理活性物質で，血管
新生阻害活性が見いだされたのは，５-S-GADが初めての
例である．血管新生を阻害することにより，幅広い腫瘍に
対し，抗腫瘍活性を示す可能性がある．細胞レベルでは
５-S-GADに対して耐性を示す細胞でも，個体レベルでは
５-S-GADにより治療が可能かどうか，今後の検討が必要
である．
一方で，過剰な血管新生は，がんのほかに，関節リウマ

チ，乾癬，動脈硬化症，糖尿病性網膜症，加齢黄斑変性の
特徴もしくは原因として知られている．５-S-GADがこれ
らの疾患に対しても治療効果を示すのか，さらなる解析が
待たれる．

５． ５-S-GADラジカルアニオンの形成と過酸化水素の
産生

これまで述べてきたように，５-S-GADの抗菌作用やが
ん細胞の増殖抑制効果には，過酸化水素が関与している．
それでは，５-S-GADは，どのような機構で過酸化水素を
産生するのだろうか．
電子スピン共鳴法による解析から，５-S-GADは，オル

トセミキノンラジカルアニオンを生じることがわかった１１）

（図１）．この過程で，ほかにもラジカルが生じているか調
べたところ，スーパーオキシドアニオン（O２・－）が生じる
ことがわかった．一方，５-S-GADからのラジカル形成は，
窒素を吹き込むことで酸素を除くと検出されなくなること
から，５-S-GADラジカルアニオンの形成には酸素との反
応が寄与していると予想される．
さらに，５-S-GADラジカルアニオンの形成は，Cu／Zn

スーパーオキシドジスムターゼ（CuZnSOD）により阻害
され，それにより過酸化水素産生も起きなくなることがわ
かった．スーパーオキシドジスムターゼはスーパーオキシ
ドアニオン（O２・－）を消去することが知られているが，５-S-
GADラジカルアニオンの形成過程を阻害すると考えられ
た．現在，想定されている５-S-GADラジカルアニオンの
形成と過酸化水素産生の機構１１）を図１に示す．
５-S-GADラジカルアニオンの形成は，過酸化水素産生
に関与していると考えられるが，この過程は pHの影響を
受ける．哺乳類の生理的条件である pH７．４で５-S-GADラ
ジカルアニオンの形成はみられるが，カテコールからの脱

表１ がん細胞におけるカタラーゼの発現量と５-S-GADの増殖
阻害活性の相関

細 胞 相対的なカタラーゼの
発現量１ IC５０（M）２

メラノーマ
LOX-IMV１ １ ０．５

乳がん
MDA-MB-２３１ １．５ ２
MDA-MB-４３５S ２ １５
T４７D ５ ＞１００
MDA-MB-４６８ １０ ＞１００

１LOX-IMV１のカタラーゼの発現量を１としたときの，相対的
なカタラーゼの発現量を示す．

２細胞増殖を５０％阻害する５-S-GADの濃度を示す．

６１０
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プロトン化を促進する塩基性条件下（pH９．５）でさらに
促進される１１）．このとき，過酸化水素の産生速度も上昇す
るが，最終的に産生される過酸化水素は，加えた５-S-
GADと当量である．
５-S-GADのようにカテコール骨格を有する L-ドパミン

（L-dopamine）や L-ドーパ（L-dopa）も，塩基性条件下で
同様なラジカルアニオンを生じることが知られている．
pH９．５で測定すると，L-ドパミンや L-ドーパ由来のラジ
カルアニオンが２分で消失していくのに対し，５-S-GAD
由来のラジカルアニオンは２分で最大値を示し，その後，
ゆっくりと消失した．５-S-GADラジカルアニオンは，生
成速度や安定性の点で，L-ドパミンや L-ドーパ由来のラジ
カルアニオンとは異なることが示唆される．

６． ５-S-GADのラジカルスカベンジャー活性

５-S-GADから生じるオルトセミキノンラジカルアニオ
ンは，それ自身が，不安定な不対電子を捕捉するラジカル
スカベンジャーとして機能する可能性がある．実際に，５-
S-GADは，DPPH（１，１-diphenylpicrylhydrazyl）アニオン，
スーパーオキシドアニオン（O２・－）を消去することが示さ
れた１２）．
その活性は，ラジカルスカベンジャーとして知られる，

TEMPOL（４-hydroxy-２，２，６，６-tetramethylpiperidine-N -oxyl）
や N -アセチルカルノシンよりも強力であった．ちなみに，
N -アセチルカルノシンは，５-S-GADと同様に -アラニル
基を持っている．これらの化合物は，抗酸化物質として知
られており，５-S-GADも同様な活性を持つかどうか，さ
らに解析が進められた．その結果，５-S-GADは，銅イオ
ン依存の低密度リポタンパク質（LDL：low-density lipopro-
tein）の過酸化を，N -アセチルカルノシンよりも強く，抑
制することがわかった１２）．さらに，鉄イオン依存の脂質の
過酸化を抑制することが示された１３）．
N -アセチルカルノシンや TEMPOLは，白内障の進行を

抑制することが知られている．白内障は，水晶体の混濁に
より，視力が低下する疾患である．そこで，５-S-GADも，
白内障の進行を抑制するか，解析が進められた．
鶏胚を用いたグルココルチコイド誘発性の水晶体の混濁

に対する影響が解析された．このアッセイ系は，白内障治
療薬のスクリーニングに使用されているが，５-S-GADは
水晶体の混濁を抑制することがわかった１２）．５-S-GADは，
N -アセチルカルノシンや TEMPOLよりも低用量で効果を
示した．また，培養されたラット水晶体におけるジアミド
誘発性の混濁を抑制した１２）．
さらに，ラットにおいて，ガラクトース負荷による白内

障１２），紫外線誘発白内障を，５-S-GADの点眼により抑制で
きることがわかった１４）．
白内障の原因は，加齢，遺伝的要因，喫煙，紫外線，栄

養失調，副腎皮質ホルモンの使用，高血糖などさまざまで
あるが，発症には，酸化ストレスが主要な役割を果たして

いると考えられている．
水晶体における酸化ストレスの一つの指標として，水晶

体を構成する -クリスタリンのカルボニル化があげられ
る．５-S-GADは，ラットのジアミド誘発性白内障やガラ
クトース負荷による白内障モデルにおいて，-クリスタリ
ンのカルボニル化を抑制した１２）．
以上の結果をまとめると，５-S-GADはラジカルスカベ

ンジャー活性，抗酸化作用を有し，白内障の進行阻止に利
用できる可能性がある．

７． ５-S-GADの神経細胞や破骨細胞分化に対する作用

その他の作用として，５-S-GADの神経細胞に対する影
響が解析されている．ラットにおいて，５-S-GADの眼内
注射により，グルタミン酸受容体サブタイプのアゴニスト
である NMDA（N -methyl-D-aspartate）誘発性および視神経
挫傷による網膜神経節細胞死を抑制することが報告されて
いる１５）．このとき，細胞の生存に関わるリン酸化 Aktや
Bcl-２の増加が検出されており，これらの機構が５-S-GAD
による細胞死抑制効果の一因であると思われる．さらに，
ラット由来の網膜神経節細胞（RGC-５）を用いた細胞レベ
ルの実験によっても，５-S-GADがリン酸化 Aktや Bcl-２の
増加をもたらすことが示されている１６）．それに加えて，
ラットの PC１２細胞において，５-S-GADが脂質の過酸化を
抑制することにより，酸化ストレスによる神経細胞死を抑
制することが示されている１３）．
網膜神経節細胞の細胞死は，緑内障や糖尿病性網膜症な

どの網膜神経変性疾患の病因として知られており，５-S-
GADはこれらの疾患の治療に応用できる可能性がある．
その他，５-S-GADは破骨細胞の分化を阻害することが知
られており１７），骨粗鬆症の治療に利用できるか，さらなる
検討が必要である．

８． おわりに

５-S-GADは，もともと，抗菌物質として同定されたが，
哺乳類に対し，さまざまな生理活性を示すことがわかって
きた（表２）．その多様な生理活性は，５-S-GADそれ自身
だけではなく，５-S-GADから生じる５-S-GADラジカルア
ニオン，過酸化水素によって担われていると思われる．５-
S-GADの生理活性発現の機序についてはいまだ不明な点

表２ ５-S-GADの機能のまとめ
１． 抗菌作用
２． チロシンキナーゼ阻害作用
３． 抗腫瘍作用
４． 血管新生阻害作用
５． ラジカルスカベンジャー作用
６． 脂質の過酸化抑制作用
７． 白内障抑制作用
８． 神経細胞保護作用
９． 破骨細胞分化阻害作用
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が多く，さらなる解析が必要である．
これまで，センチニクバエからは，抗菌活性を指標とし

て，さまざまな抗菌タンパク質，抗真菌タンパク質が同定
されてきた．それに比べると，この昆虫において，脂質の
解析はほとんど行われておらず，生体防御に関与する生理
活性脂質については，解析の余地がある．
近年，質量分析計に代表されるように，解析技術や検出

感度が飛躍的に進歩している．また，ゲノム情報の蓄積や
新しいアッセイ系の構築も進んでいる．これらの技術を駆
使することにより，新しい生理活性物質が見つかってくる
だろう．
昆虫は，地球上に１００万種以上存在するといわれ，創薬

資源の可能性を秘めている．また，昆虫の６０％が有する
といわれている共生菌に目を向けると，さらに未知の生理
活性物質が見つかってくる可能性がある１）．昆虫は，脊椎
動物と異なり，自然免疫のみで体を守っている．昆虫の生
体防御分子の研究は，生体防御機構の多様性を理解するた
めだけでなく，創薬資源の探索にも役立つと思われる．
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