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第 1章緒言

カは吸血にともなっていろいろな病気を人、 家畜、あるいは自然界の動物に感染

させる媒介昆虫として広く知られている o 病原体はウイルス、原虫、線虫などに属

し、代表的な人間の病気は、マラリア、フィラリア、デング熱、日本脳炎、黄熱病

である oマラリアはハマ夕、ラカ (Anopheles)亜科に属するカにより原虫が運ばれ、

日本脳炎はコガタアカイエカ (Culextri taeniorhynchus)、シナハマダラカ

(Anopheles sinensis)によりウイ ルスが伝播される o 黄熱病はネッタイシマカ

(Aedθs aegyptl)により病原体が媒介され、象皮病ともいわれる糸状虫症(フィラ

リア)はネッタイイエカ (Culexquinquefasci・at;us)、アカイエカ (Culexpipiens 

pallens)、トウゴウヤブカ (AedestOgOl)によって糸状虫が媒介されるo これらの

疾病感染を防ぐためには媒介見虫であるカの防除が不可欠であり、 その主要な防除

手段が殺虫剤の散布である o しかし、他の農業害虫と同様にこれらカの仲間をはじ

めとする多くの衛生昆虫が殺虫剤に抵抗性を示し、防除が困難になっている o

近年開発されたいわゆる第二世代合成ピレスロイド剤は、光分解を受け易かった

それまでのピレスロイド剤の欠点を克服し、しかも殺虫力が著しく強いため単位面

積当たりの散布薬量が少なくてすむという利点を持っている。一方で環境中への残

留性が低く、人畜毒性も非常に低いため理想的な殺虫剤といわれてきた。しかし、

その理想的な殺虫剤もこれまでの歴史の例にもれず、抵抗性を発達させた害虫が世

界中で発見されている oピレスロイド剤をはじめとする多数の殺虫剤が実用上の価

値を失い、害虫防除上深刻な問題に直面するであろうということはすでに 1980年

代に正野によって指摘され(正野、 1984)、現在まさにそれが現実となりつつあ

るoかつてピレスロイド剤は魚毒性の高さから水田や河川などカ幼虫の棲息地帯で

は使用されなかった。それゆえピレスロイド剤に抵抗性を発達させたカは野外では

多く確認されていない。しかし有機リン剤やカーパメート剤の効力低下、そして低

魚毒性ピレスロイド剤の開発により、水域におけるピレスロイド剤の使用頻度が高

まりつつあることから、カ幼虫がピレスロイド剤に抵抗性を発達させることは容易

に想像される o

本研究に用いたネッタイイエカ(双麹目、カ科、イエカ属)は、世界中の熱帯及

び亜熱帯に棲息し、日本では奄美大島以南の琉球列島や小笠原諸島に分布する。ピ

レスロイド剤抵抗性系統は、 1981年にサウジアラビアで採集された個体群(JP叫
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系)を、permethrinにより室内で淘汰されてできた系統(JPal-per系)である (Arninand 

Hemingway， 1989)。採集時の lPal系統の permethrin低抗性レベルは僅か1.8倍であ

り、 12世代のpermethrin淘汰により抵抗性比は 1，546倍へと増大したが、そのほ抗

性機構については未だに明らかにされていない。本系統の抵抗性機構を解明するこ

とは、衛生害虫に限らず農業害虫の殺虫剤抵抗性発達を回避する上でも重要な意味

を持つものと考えられる。

近年発見される抵抗性害虫の抵抗性機構の解明が困難なのは、その要因が単一で

はなく、複数の要因が関与していることに起因するものと思われる o一般にピレス

ロイド剤に対する昆虫の主要な抵抗性機構として、次の 3つが挙げられる o

まず第 1は、神経感受性の低下によるものである。ピレスロイド剤や有機塩素系

殺虫剤のDDTは、神経軸索の興奮膜を標的部位と し、興奮伝導時に一度開いたナ

トリウムチャンネルの閉口を抑制することで神経の反復興奮を引き起こし、昆虫を

死に至らしめる o ところが、ある種の抵抗性昆虫では神経軸索の薬剤j感受性が低下

して、殺虫剤の効果を軽減させる。この薬剤感受性軽減因子は kdr(主nockdown 

resistance)因子と呼ばれ、イエバエ (Muscadomestica)から最初に見つかった

のusvine，1951)。イエバエの kdr因子は第 3染色体に存在する劣性遺伝子によっ

て支配される形質である o 最近、デンマークのイエバエで見いだされ、 super-kdr

と名付けられた、 kdrよりさらに高い抵抗性形質も kdrの対立遺伝子により支配さ

れている (Farnhamet a1.， 1987) 0 これらの因子は単一で高い抵抗性を示し、この

因子をもっ昆虫はピレスロイド剤と共通の標的器官を持つDDTに交差抵抗性を示

す。

合成ピレスロイド剤は中毒症状、作用機構などの相違から 2つのタイプに分類さ

れ、化学構造上からはアルコール部分にα-cyano-3・phenoxybenzyl基を持っか持た

ないかでタイフ E、タイフ Iと称される。一般に kdr、super-kdr型の抵抗性昆虫

ではこれらのタイフに関わらず全てのピレスロイド剤に交差抵抗性を示すとされ

ているのhono，1985)。これまでイエバエ以外からも Spodoptera1i ttura1is 

(Gammon， 1980)、ヤガの一種、 He1iothisvirescens (Nicholson and Miller， 1985)、

コナガ、 P1utella勾ノlostella(Hama et a1.， 1987)、チャバネゴキブリ、B1attell丘

germanica (U meda et a1.， 1988)、キイロシ ョウジ ョウパ工、 Drosophi1a

me1anogaster (Bloomquist et a1.， 1989)で同様な神経感受性低下によるピレスロ

イド剤抵抗性が認められ、カの仲間から も報告がある (Omeret a1.， 1980; Salgado 
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et 81.， 1983; U meda et a1.， 1990)0 kdrに関する遺伝子解析もイエバ工、ゴキブリを

中心に進められており、ナトリウムチャンネルタンパクのアミノ酸レベルでの置換

が神経感受性の低下に関与していることが確認されている(Dongand Sco仕， 1994; 

Miyazaki et al.， 1996; Williamson et al.， 1996)。

ピレスロイド剤抵抗性に関わる第 2の要因として、解毒酵素による代謝活性の増

大が挙げられる。主なものとしては、ピレスロイド剤中に存在するエステル基を加

水分解するカルボキシルエステラーゼと、酸化酵素の一種であるチ トクロム P450

酸化酵素系による代謝が知られている。エステラーゼと殺虫剤抵抗性の関係は古く

から知られており、特に有機リン系殺虫剤の代謝酵素として抵抗性との密接な関わ

り合いが指摘され、研究が進められてきた。チトクロム P450酸化酵素系は見虫に

限らず地球上のほとんどの生物体内で存在が確認される酵素系で、各種ステロイド

ホルモン、胆汁酸、脂肪酸といった生体物質の合成、分解反応の他に、薬物や体内

に取り込まれた環境汚染物質など外来性異物の酸化的解毒に必須の役割を果たし

ていることが晴乳動物を中心に明らかにされている o ピレスロイド剤に限らず、有

機リン剤、カーパメート剤、有機塩素系殺虫剤、昆虫成長制御剤など様々な殺虫剤

の解毒に関与し、多くの昆虫で P450酸化酵素系による解毒活性の増大が抵抗性の

要因になっていることが示されている (Casida，1970; Tsukamoto， 1983; Wilkinson， 

1983; Oppenoorth， 1985; Brattsten et al.， 1986; Scott， 1991; Zhang et al.， 1998)。また、解

毒として働くだけでなく、多くの有機リン剤では活性化に関与し、毒性を増大させ

ることが知られている o Py rethrin 1や allethrinのような第 2級アルコールのピレス

ロイド剤は、昆虫及び温血動物体内で加水分解を受け難く、主としてチトクロム

P450酸化酵素系により菊酸部分のイソブテニル基が水酸化され、不活性化される。

ピレスロイド剤抵抗性に関わる第 3の要因として、殺虫剤の皮膚透過性の低下が

挙げられる O 殺虫剤は皮膚、気門、口などを通して体内に侵入するが、大部分は皮

膚から経皮的に侵入し、その透過性の低下が抵抗性の一要因となることがある。見

虫の皮膚はキチン質を主構成要素とすることから、薬物の透過性も日甫乳動物のそれ

とは異なると考えられる。日甫乳動物と昆虫の殺虫剤に対する選択毒性はこの皮膚透

過性の違いにあるとも言われている。逆に昆虫側としては、殺虫剤を透過しにくい

皮膚をもつことで毒性からの回避が可能となる。ヤガ科の一種、 Heliothis v irescens 

に処理した cypermethrinの 50%が体内に吸収されるのに、感受性系統で 11時間、

抵抗性系統で 30時間を要したことから、殺虫剤の皮膚透過性の低下が抵抗性のー
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要因であることを指摘された例がある (Littleet al.， 1989)。

各種薬剤の淘汰により顕在化した抵抗性昆虫では単一の抵抗性機構によるとと

はむしろ少なく、上述した機構のうち複数を利用しているのが一般的である o しか

し、 kdr、super-kdr型の抵抗性を有する昆虫の中にはそれだけでピレスロイ ド剤に

高度の抵抗性を示すような場合もあり、各低抗性要因の抵抗性比に関与する程度は

昆虫の種類によって、また系統、厳密に言えば個体問でさえ異なる場合がある。

本研究においては解毒酵素阻害剤の共力効果、解毒酵素の定量、代謝試験を行う

ことで lPal-per系統の perrnethrin抵抗性機構の解明を試みた。その結果、ピレスロ

イド剤の標的部位である神経ナトリウムチャンネルの感受性低下をもたらす kdr

因子の存在とともに、チトクロム P450酸化酵素系による解毒活性の増大が主要な

機構として働いていることが明らかにされた。従って次の段階として、チトクロム

P450遺伝子のクローニングを行うことで、殺虫剤抵抗性機構を分子レベルで解析

することを試みた。

解毒酵素についての分子レベルでの研究はカルボキシルエステラーゼ、グルタチ

オン S-トランスフエラーゼ (GST)を中心に盛んに行われている。カルボキシルエ

ステラーゼについては主にモモアカアブラムシ (Myzuspersicae)、アカイエカ群

( Culex)の殺虫剤抵抗性系統を材料に研究が進んで:いる oモモアカアブラムシでは、

いくつかのエステラーゼアイソザイムの中のたった一つのアイソザイムE4(及び

このアロザイムである FE4)の活性が殺虫剤抵抗性のレベルと明瞭に関連づけられ、

これらの酵素タンパク量の増大が解毒活性に関わっていることが示されている

(Devonshire， 1977; Field et al.， 1989~ 1993， 1994; Field and Devonshire， 1997) 0また、

それは構造遺伝子のコピー数の増大によりもたらされていること、そして遺伝子発

現がゲノムのメチル化によって制御されていることなどが明らかにされている

(Field et al.， 1989b， 1996; Devonshire and Field， 1991)。アカイエカ群では AとBの2

つのグループに分けられたアイソザイムの一方、または両方が過剰発現することが

殺虫剤抵抗性の要因になっており、アブラムシ同様に構造遺伝子を含むアンプリコ

ン(増幅単位)のコピー数の増加によりもたらされた現象であることが確認されて

いるの10ucheset al.， 1986)0 GSTはエステラーゼ同様、解毒酵素として殺虫剤抵抗

性に重要な働きを示し、様々な有機リン剤、有機塩素斉IJ抵抗性害虫で活性の増大が

認められる酵素である (Motoyama如 dDauterman， 1980; Balabaskaran et al.， 1989; 

Reidy et al.， 1990; Reed and Forgash， 1970; Tanaka et al.， 1981)。アミノ酸の相向性や基
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質特異性より、タイプIとEに分類され、殺虫剤抵抗性には主にタイプ 1GSTが

関与しているとされている (Foumieret aL.， 1992)。キイロショウジョウパエ

(Drosophila melanogaster)から昆虫で初めての GST遺伝子がクローニングされ

(Toung et aL.， 1990)、その遺伝子断片をフロープにイエバエからも GST遺伝子がク

ローニングされた (Foumieret aL.， 1992)0 GSTのアミノ酸配列に関する情報が増え

るに従いその保存領域 (Wilceet aL.， 1995)が明らかにされ、それからデザインされ

たフライマーを用いてハマダラカ (Anophelesga:nbiae)よりタイプ1GSTがクロー

ニングされている (Ransonet al.， 1997 a)。ク ローニングされたカルボキシルエステ

ラーゼや GSTは構造解析され、すでにパキュロウイルス発現系や大腸菌を用いて

タンパクを発現させ、その酵素機能に関する情報が蓄積しつつある (Newcombet al. ， 

1997; Ranson et al.， 1997b)。一方、チトクロム P450についての分子レベルでの研究

は殺虫剤抵抗性に関与するこれらの酵素の中では最も遅れている分野といえる oそ

れはチトクロム P450タンパクの精製が困難であったことが密接に関係し、その理

由として大きく 3つの要因が考えられる。

第 1にチトクロム P450が膜タンパクであることが挙げられる oP450にはリ ン脂

質膜内の脂肪酸炭化水素鎖と相互作用する疎水性側鎖をもったアミノ酸からなる

配列が存在し、こうしたタンパク質を膜から取り出すには疎水結合で膜に係留して

いる脂質を界面活性剤で除き、可溶化する必要がある。しかし可溶化され、精製さ

れたチトクロム P450を用いて酵素活性を測定する場合に、 リン脂質二重層膜表面

の正しい側に結合していない膜タンパクは正常な触媒機能を示すことができない。

従って、一度精製された P450アイソフォーム(分子種)を基質を使って酵素活性

を測定する際には再び膜タンパクとしての環境を人工的に整える必要がある。

第2の理由としてチトクロム P450が、基質を酸化する際には電子が2個必要で

あるため、チトクロム P450還元酵素やチトクロム bsなどの電子供与酵素系の存在

が必須であることが挙げられる o そのため、単離、精製された P450の酵素活性を

調べる際には P450同様に精製されたこれらの電子供与体を人工的に添加する必要

がある o 先に述べた二つの解毒酵素(カルボキシルエステラーゼ、GST)はともに

分泌タンパクで精製の際に可溶化の必要がない上に、単独で触媒活性を示すため再

構成系の構築が比較的容易である。

さらに、第 3の要因として、ほとんどの生物体内には多数の P450アイソフォー

ムが存在し、それぞれが構造的に非常に類似しているため、単独に単離、精製する
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ことが困難なことが挙げられる。これらの理由によりチトクロム P450の分子レベ

ルでの解析は他の酵素に比べ遅れてきた。しかし、晴乳動物を中心に P450の精製

に関する研究が進み、再構成系の構築法などが確立されることにより昆虫からも

徐々に P450遺伝子のクローニングがされるようになった。昆虫からは 1989年にイ

エバエ (Musca domes ticα)で初めて P450のクローニングがされて以来 (Feyereisenet 

01.， 1989)、現在までに 5種類の昆虫より P450タンパクが精製され、遺伝子の構造

解析がなされた (Bradfieldet 01.， 1991; Cohen et a1.， 1992; Waters et 01.， 1992; Tomita 

and Scott， 1995; Bassett et al.， 1997)。

昆虫の P450に関する知見が深まるに連れて、既知の P450アミノ酸配列の保存

領域を用いて、タンパクを精製することなく遺伝子をクローニングすることが可能

になってきた。その結果、 1997年現在 10種類の昆虫から約 60種の P450遺伝子(部

分配列を含む)が報告されるまでになった。その中には殺虫剤抵抗性と関連づけら

れた報告も数例含まれる (Feyereisenet a1.， 1989; Waters et a1.， 1992; Scott et 

a1.， 1994、Wangand Hobbs， 1995; Tomita and Scott.， 1995) 0 しかし、その中で

実際に殺虫剤解毒活性が確かめられているのは僅か一例にすぎない (Tomitaand 

Scott， 1995) 0 CYP6D1と名付けられた唯一の殺虫剤解毒性 P450はピレスロイド

剤抵抗性イエバ工、 LPR系統より単離され、特異的抗体がdeltamethrin代謝を阻

害することで抵抗性に関与することが確かめられた(Wheelockand Scott， 1992)。

CYF6D1が単離、精製されやすかった一つの理由にこのタンパクがLPR系統成虫

内に存在する P450全体の約 8割を占めていた事が挙げられる (Scottand Lee， 

1993a)。しかし、抵抗性系統の体内で最も多く発現しているアイソフォームが必

ずしも抵抗性に関与しているとは限らず、有機リン剤抵抗性イエバエ Rutgersよ

り精製された CYP6A1は、 CYF6D1同様に体内で最も多く発現していることから

精製されたにも関わらず、実際には有機リン剤を代謝しない。このように数ある

P450より目的のアイソフォームを単離することは容易ではなく、それゆえ抵抗性

に関与する P450の分子レベルでの解析も現在のところ発展途上にあるといえる o

本研究では RT-PCRの手法を用いて、最終的にピレスロイド剤抵抗性ネッタイ

イエカより抵抗性に関与するチトクロム P450の遺伝子をクローニング、 構造解析

することで、解毒酵素と抵抗性の関わりを遺伝子-レベルで解明し、抵抗性の回避に

つながる新たな知見を得ることを目的として行った。
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第 2章 殺虫剤感受性、共力効果及び遺伝的特性

1981年にイギリス、熱帯病研究所のグル-プはサウジアラビアにて殺虫剤抵抗性

ネッタイイエカ (JPal系統)を採集し、有機リン剤、ピレスロイド剤及び DDTに

よって淘汰を重ね、おのおのの殺虫剤に対する抵抗性系統を確立した (Aminand 

Peiris， 1990) 0 すでに有機リン剤淘汰系統についてはカルボキシルヱステラーゼに

よる解毒活性の増大が、 DDT淘汰系統については転移酵素によるグルタチオン抱

合が抵抗性の主要因であることが報告されている (Aminand Hemingway， 1989; 

Amin and Peiris， 1990) 0 一方JPal系統はピレスロイド剤の一種、 permethrinに

よる淘汰を 12世代重ねた結果、感受性系統と比べて1.546倍という高い抵抗性を

示したが、その抵抗性機構については現在までほとんど明らかにされていない

(Amin and Hemingway， 1989) 0 

本章ではまずpermethrinで淘汰された JPal系統 (JPal-per系統)の低抗性メ

カニズムを解明するために、ピレスロイド剤及びピレスロイド剤と作用部位を同じ

くする DDT、そして作用機構の異なる各種殺虫剤に対する感受性を調べた(第 1

節)。さらに共力剤(解毒酵素阻害剤)を処理することによる殺虫剤感受性の変化

を調べることで、抵抗性に対する解毒酵素の関わりを検討した(第 2節)。第 3

節では、抵抗性と感受性両系統を交配し、得られた Fl世代の permethrin、

cypermethrin及び DDTに対する感受性を調べることで抵抗性の遺伝様式を検討

した。
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第 l節 ピレスロイド剤及び各種殺虫剤に対する感受性

JPal-per系統の抵抗性スペクトルを調べる目的で、ピレスロイド剤、有機塩素

剤及び作用機構の異なる各種殺虫剤を用いて殺虫試験を行った。

材料及び方法

1. 供試昆虫

ピレスロイド剤感受性及び抵抗性ネッタイイエカ (Culexquinquefasciatus 

Say)として以下の 2系統を用いた。

①感受性系統

この系統は 1968年に小笠原父島にて採集されたもので、国立予防衛生研究所

(現在の国立感染症研究所)より譲り受け、筑波大学で継代飼育された。採集され

てから実験に用いるまで殺虫剤に触れることなく飼育された。

②抵抗性系統 (JPal-per系統)

1992年に住友化学工業(株)より譲り受けた。この系統は 1981年に、イギリ

ス熱帯病研究所の J.Hemingway (現ウエールズ大学)がサウジアラビア、 Jeddah

大学内の PalestineStreet (21
0 

30' N， 39
0 

10' E)にて採集した個体群 (JPal系)

を研究室内でpermethrinにより 60-75%の致死濃度にて 12世代淘汰されたもの

であり、 JPal系統の 4齢幼虫の permethrin抵抗性は1.8倍であったと報告され

ている (Aminand Hemingway， 1989) 0 

両系統とも飼育は27+ lOC、湿度 60%、明期 16時間、暗期 8時間の飼育室に

て行った。幼虫は汲み置き水道水を入れたパット(縦 35X横 27X深さ 6cm)の中

で 300'"'-'400頭ずつ飼育し、ラット、ハムスター用の MF飼料(オリエンタル酵

母(株))を粉末にして与えた。成虫は 30X 20 X 20 cmの網ケージで約 500頭ず

つ飼育し、 10%砂糖水を与えた D 雌成虫の吸血にはマウスを用いた。

2. 供試薬剤

殺虫試験には以下の殺虫剤の原体を用いた(括弧内は純度及び購入先を示す)
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ピレスロイド系殺虫剤;

permethrin (9l.2%、住友化学)， ethofenprox (96.00/0、三井東圧)， phenothrin (94.00/0、

住友化学)， resmethrin (94.1%、住友化学)， furamethrin (88.00/0、住友化学)， bifenthrin 

(90.4%、FMC)， allethrin (91. 10/0、住友化学)， tetramethrin (94.60/0、住友化学)，cyfluthrin 

(88.4%、日本バイエルアグロケム)， deltamethrin (99.90/0、Uclaf)， cypermethrin (94.50/0、

住友化学)， cyphenothrin (94.3%、住友化学)， fenvalerate (94.90/0、住友化学)

有機塩素系殺虫剤;

p， p' -DDT (>900/0、 日本曹達)

有機リン系殺虫剤;

fenItrothion (99.90/0、住友化学)， profenofos (95.00/0、CibaGeigy)， pむathion(>90%、日本

バイエルアグロケム)

カーバメート系殺虫剤;

carbaryl (95.0%、日本バイエルアグロケム)

昆虫成長制御剤;

pyriproxyfen (0.5%水溶性製剤、住友化学)

3. 殺虫試験

殺虫試験は明司0が示した標準検定法(羽引0，1981)に従い浸漬法にて行い、殺虫

剤感受性レベルは LC50値で示した。 Pyriproxyfenは水溶性製剤を用いたため、その

まま蒸留水で希釈して実験に用いた。また、 Dm~ はアセトンに、それ以外の殺虫剤

はエタノールに溶解してアセトンもしくはエタノール原液とし、実験に用いた。プ

ラスチックカッフ(直径 7.5cm、高さ 4.0cm)に 49.5mQの蒸留水を入れ、この中に

両系統4齢初期の幼虫を 20-30頭ずつ投入し、最終濃度の 100倍の濃度の殺虫剤原液

0.5 mQを加えて全量を 50mQとした。この場合アセトンもしくはエタノール量は全体

の 1%に当たるが、この条件では幼虫に対する毒性はないことを先に確認した。対照

試験区にはアセトンもしくはエタノールのみを加えた。各試験区とも 3回以上の繰

り返しを行った。薬剤投与後27+ 10Cの恒温室に 24時間放置し、死虫数を数えた。

試験中に踊化したものはデータから省いた。シャーレの底に沈み浮上できない個体

は死とみなした。また、 pyriproxyfenについては羽化阻害率を死虫率として計算した。

各濃度ごとに死虫率を算出し、対照区の死虫率をもとに補正しプロビット変換した

後、対数濃度との問の回帰直線から LC50値を求めた (Finney，1971)。
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結果

Permethrinとその他各種ピレスロイド剤に対する感受性、抵抗性系統の死虫率薬量

回帰直線を Fig.1とFig.2に、また、各種ピレスロイド剤に対する両系統の LC
so値

及びLCso値より計算した抵抗性比を Table1に示した。 lPal-per系統の permethrinに

対する抵抗性比は 2，500倍であり、これはAminらが報告した抵抗性比、 1，546倍に

近似な値であった(Arninand Hemingway， 1989)0 lPal-per系統は実験に用いた 13種の

ピレスロイド剤すべてに対して抵抗性を示したが、抵抗性比は 5.6""--'4，160倍と大き

な開きが認められた。ピレスロイド剤はその化学構造中に α-シアノ基を含むか否か

によってタイフ I、タイフEの2種類に分類される o lPal-per系統は 13種類のピレ

スロイド剤のうち ethofenprox、 perme出m、 phenothrinそして resmethrinの4種に対

して高い抵抗性比を示した(抵抗性比はそれぞれ 4，160、2，500、2，430、1，306倍)が、

これらはすべてαーシアノ基を持たないタイプ Iに属する (Fig.3)。さらにそのうち

e出ofenprox、permethrin、phenothrinの 3種については構造中のアルコール部位に 3-

phenoxybenzy 1基を有している o 一方、これとは対称的に 5種類のタイプEのピレス

ロイド剤に対する抵抗性比は 39""--'59倍と、一様に中間的なレベルであった。また、

3-phenoxybenzyl基も αーシアノ基も持たないその他のピレスロイド剤 (resmethrin、

furame出rm、allethrin、te仕amethrin、bifenthrin)については resmethrin以外で比較的抵抗

性のレベルが低かった (5.6""--'63倍)0 Pennethrinと cypennethrin、phenothrin と

cyphenothrinはα位のシアノ基の有無以外は構造上同じ化合物であるが、 lPal-per系

統の感受性は permethrin、phenothrinに対して著しく低下している (Fig.2)。感受性低

下にシアノ基の存在が大きく関与しているといえるD

ピレスロイド剤以外の殺虫剤一有機塩素系、有機リン系、カーパメート系殺虫剤

及び昆虫成長制御剤に対する LCso値及び抵抗性比を Table2に示した。DDTはピレス

ロイド剤同様神経軸索のナトリウムチャネルを標的部位とするが、 lPal-per系統はこ

のDDTに対して 300倍の抵抗性を示した。 3種の有機リン剤及びカーパメート系殺

虫剤 c紅b紅ylに対しては 4.6""--'6.4倍の抵抗性を示し、昆虫成長制御剤である幼若ホル

モン様物質の pyriproxyfenに対する抵抗性比は1.8倍であった。 fenitrothionに対する

抵抗性比は 5.0倍であったが、 lP叫系統(JPal-per系統が perme出nnにより淘汰され

る前の系統)の fenitrothionに対する抵抗性比は 4倍であったことが報告がされてお
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Table 1. Toxicities of pyrethroids with and without α-cyano radicals on Culex quinqu々fasciatuslarvae 

Susceptible (S) lPal-per (R) 

Insecticide 
a LCso LCso RR

b n Slope:tSE 95% CL n Slope:tSE 950/0 CL (μg/ml) (μg/ml) 

(without α-cyano radical) 
Perrnethrin 287 5.3:t0.02 0.0040 0.0030-0.0040 290 2.6:t0.33 10.0 8.4-12 2.500 
Ethofenprox 439 6.7 :t0.40 0.017 0.016-0.018 284 4.4:t0.41 70.8 64.3-76.8 4，160 

Phenothrin 416 5.6:t0.37 0.016 0.015-0.017 257 2.8 :t0.33 38.8 33.6-44.7 2，430 

Resmethrin 590 7.4:t 0.64 0.044 0.042-0.046 500 4.2:t0.83 57.5 46.9-69.6 1，306 

トー
Furamethrin 386 7.9:t l.00 0.0024 0.0023-0.0026 325 4.1 :t l.20 0.15 0.12-0.18 63 

。コ Bifenthrin 592 3.8:t0.29 0.0050 0.0047 -0.0055 266 3.3 :t0.41 0.18 0.16-0.21 36 

Allethrin 323 10.4:t1.17 0.10 0.096-0.11 318 8.6:t2.04 0.86 0.72-l.05 8.6 

Tetramethrin 342 5.6:t0.61 0.13 0.10-0.15 379 11.4:t 1.46 0.73 0.70-0.77 5.6 

(withα-cyano radical) 

Cyfluthrin 595 3.5 :t0.23 0.00085 0.00078-0.00093 542 3.8 :t0.35 0.050 0.046-0.054 59 

Deltamethrin 755 4.7:t 0.41 0.00041 0.00039-0.00044 521 3.4:t0.28 0.023 0.021-0.026 56 

Cyperrnethrin 561 4.3:t0.47 0.0021 0.0019-0.0024 286 3.3 :t0.27 0.099 0.088-0.11 47 

Cyphenothrin 239 3.8 :t0.48 0.011 0.010-0.013 406 0.94:t0.l0 0.45 0.34-0.68 41 

Fenvalerate 749 5.0:t0.29 0.038 0.036-0.041 286 l.1 :t0.16 1.49 1.14-2.35 40 

a Total number of larvae used. 

b Resistance ratioニLCso(R)/ LCso(S). 
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Fig. 3. Chemical structure of aIcohol moiety of pyrethroids. Resistance ratios are 
indicated in parenthesis. Pyrethroids lacking an α-cyano group but having a 

phenoxybenzyl group in their chemical structure showed the highest resistance ratios. 
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Table 2. Toxicities of various insecticides to the susceptible and the resistant lPal-per larvae of Culex quinquψsciatus 

Susceptible (S) lPal-per (R) 

lnsecticide a LCso LCso n Slope士SE (μg/ml) 950/0 CL n Slope+SE (μg/ml) 95% CL RR
b 

Organochloride 

DDT 504 4.2 +0.40 0.42 0.39-0.45 343 3.8+0.81 124 94.0-159 300 
ト・4 Organophosphate 
u1 

Feni trothion 389 11.5 + 1.4 0.0048 0.0043-0.0054 575 7.3+1.4 0.024 0.021-0.031 5.0 

Profenofos 474 8.8+2.0 0.0054 0.0048-0.0061 318 7.8 +0.22 0.026 0.025-0.028 4.8 
Parathion 425 12.5 +0.66 0.0028 0.0026-0.0029 264 7.1 +2.2 0，013 0.011-0.019 4.6 
Carbamate 
Carbaryl 632 3.5士0.53 0.20 0.15-0.26 394 6.5 +0.97 1.27 1.09-1.53 6.4 

IGR 
Pyriproxyfen 890 2.0+0.28 0.083

C 
0.063-0.12 895 2.7+0.30 0.15

C 
0.12-0.19 1.8 

a 
Total number of larvae used. 
b Resistance ratio = LCso (R) / LCso (S). 
C Expressed as ng/ml. 



り (Hemingwayet al.， 1990)、permethrin淘汰によりピレスロイ ド剤に対する抵抗性は

高められたが、有機リン剤抵抗性は高められなかったことがうかがえる o

考察

JPal-per系統は実験に用いた 13種類のピレスロイド剤すべてに対し低抗性を示し

た。しかし、抵抗性比に 5.6倍から 4，160倍までの開きが認められた。これらのピレ

スロイド剤をアルコール部分の化学構造に着目して 3つのグループに分類すると、

抵抗性比との間にある相関が認められた。すなわち、 αーシアノ基を持たず、 3-

phenoxybenzyl基を有するグループ Iに対しては 2，400倍以上の高い抵抗性を、 αーシ

アノ基と 3-phenoxybenzyl基をともに有するグループEに対しては 40'""'60倍の一律

中間的な抵抗性を、そして α-シアノ基も 3-phenoxybenzyl基も持たないグループEに

対しては resmethrinを除いて比較的低い抵抗性を示した。特に αーシアノ基の有無に

よる抵抗性レベルの違いは顕著であり、グループ Iに対する抵抗性レベルの増大は

αーシアノ基の有無に起因しているととは明らかである o

過去の抵抗性研究より考察すると、この現象を説明する要因として主に 2つの可

能性が挙げられる o第 lは殺虫剤代謝酵素の基質特異性によるものの可能性である o

Halliday and Georghiou (1985)はイエバエにおいて αーシアノ基を有するタイプ Iピレ

スロイド剤は加水分解酵素の一種、カルボキシルエステラーゼによる解毒分解を受

けにくいことを報告している。また、 3-phenoxybenzyl基はチトクロム P450酸化酵素

の第一の標的となることが知られていることから (Shono et al.， 1979)、JPal-per系統

のピレスロイド剤感受性の違いはチトクロム P4S0酸化酵素の基質特異性によりも

たらされている可能性が考えられる o 第 2の可能性として、ピレスロイド剤の標的

部位である神経軸索の感受性低下、すなわち lcnockQown resistance (kdけ因子の関与

が挙げられる。Aminand Hemingway (1989)はJPal-per系統成虫を用いた電気生理学的

実験により、本系統のピレスロイド剤抵抗性に kdr因子は関与していないと示唆した。

しかし、Aminらが実験に用いたのはタイフ Eピレスロイドの cyhalothrinである o 本

系統がタイプ Iピレスロイド剤に特異的な神経感受性の低下をもたらす kdr因子を

有している事も考えられる。さらに lPal-per系統はピレスロイド剤と標的部位を同じ

くする DDTに対しでも 300倍という高い抵抗性を示した (Table2)。これはkdr因子
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を獲得した害虫に特有な現象である (Plappand Hoyer， 1967; Farnham， 1973， 1977; 

De Vries and Georghiou， 1980; Priester and Georghiou， 1980; Omer et al.， 1980; Scott and 

Matsumura， 1981)。

緒言でも述べたように lPal-per系統はもともと野外で採集した lPal系統を

pennethrinで淘汰して得られた個体群である。 lPal系統の pennethrin抵抗性はわず、か

1.8倍であったことから(Aminand Hemingway， 1989)、12世代淘汰の過程でpermethrin

抵抗性の因子を持っていた個体のみが生き残ったと言える。そして、 permethrin抵抗

性因子は全てのピレスロイド剤に一様に対抗できる手段ではなく、その傾向は化学

構造により 3つのグループに分類された。 lPal-per系統の回帰直線において一部のピ

レスロイド剤(cyphenothrin、fenvalerate)に対する傾斜が小さくなるという現象が認め

られた。このことは、 lPal-per系統の cyphenothrin、fenvalerateに対する抵抗性要因が

遺伝的に均一ではないことを意味し、またそれは permethrinによる淘汰の過程では均

一化され難かったものであると考えられる o すなわちそれらの抵抗性要因は

permethrin抵抗性には深く関与しないもので、同じピレスロイド剤の中でも複数の共

有し難い抵抗性要因が存在していることを想像させる o

第 2節酵素阻害剤の共力効果

ピレスロイド剤抵抗性機構の一つである解毒酵素の関わりを調べる目的で各種酵

素阻害剤を用いて permethrin殺虫試験を行った。また、第 1節で高い抵抗性が認めら

れた DDTと、有機リン剤 fenitrotruonに対する共力剤の影響についても調べた。

材料及び方法

1. 供試薬剤

殺虫剤は permethrin、p，p¥DDT、fenitrothionを用いた。また、共力剤として以下の

薬剤を用いた(各共力剤の化学構造は Fig.4に示した) 0 

酸化酵素(チトクロム P450酸化酵素)阻害剤;

PBO (piperonyl butoxide) (和光純薬工業(株)) 

PTPE (2-propynyl 2，3，6-trichlorophenyl ether) 

17 



エステラーゼ阻害斉lJ・

DEF (S ，S ，S -tributyl phosphorotrithioate) 

脱塩酸酵素阻害剤・

DMC (l， 1-bis (p-ch1orophenyl) ethanol) 

PTPEとDEFは日本バイエル(株)より、また DMCは日本曹達(株)より提供され

た。

2 殺虫試験

基本的な方法、条件は第 l節に準じて行った。ただし殺虫剤、共力剤の溶媒濃度

が 1%を越えないように全体量を 100mQとし、溶媒によって最終濃度の 1，000倍に調

整した殺虫剤及び共力剤をそれぞれ 100μlず、つ加えて行った。共力剤はすべてエタ

ノールに溶解して用いた。共力剤を処理する方法は研究者によって異なることがあ

り、そのひとつとして共力剤をあらかじめ殺虫剤原液に加えて殺虫剤、共力剤を同

時に希釈していく方法がある o しかしこの方法は殺虫剤濃度に従って共力剤の濃度

も変化し、酵素阻害効果が一定でなくなる恐れがある o また、共力剤自身にも毒性

があり、殺虫剤濃度が高くなれば共力剤自身の毒性も高くなり、これが死虫率に影

響を及ぼす可能性が生じる。従って本実験では殺虫剤の濃度に関わらず一定濃度の

共力剤を処理することでどの殺虫剤濃度においても幼虫体内の解毒酵素阻害度を一

定にした。また、殺虫剤抵抗性系統である JPa1-per系統は体内に侵入した共力剤を速

やかに解毒し、酵素阻害効果を軽減させる可能性が考えられたため、あらかじめ両

系統の幼虫に対し、処理後24時間以内に毒性を示さない最高濃度を検討した。その

結果、感受性 (S)、JPal-per両系統に対する各共力剤の最高濃度は以下に示す通りに

なった。

PBO S系統 0.5μglml 

PTPE S系統 1.0μダml

JPal-per系統 5.0μg/ml 

JPal-per系統 4.0μダml

DEF S系統 l.0 μglml JPal-per系統 1.0μダml

DMC S系統 1.0μglml JPa1-per系統 1.0 μダml

各共力剤の最高濃度で perrnethrin、DDT及び fenitrothion毒性に対する各共力剤の効果

を測定した。なお、 perrnethrin毒性に対する共力試験についてのみ、これに加えて PBO

(0.5、1.0μg加1)、PTPE(1.0μダml)をJPal-per系統に対して処理した。
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結果

Perrnethrinに対する DEFの共力効果を Fig.5、Table3に示した。対照区と比較して

DEF処理時の死虫率薬量回帰直線は両系統で共に低濃度側へ移行し、カルボキシル

エステラーゼが perrnethrin毒性に対抗する手段として働いていることが示唆された。

しかし LC50値の変化の度合いは両系統で大きな差がなく 、抵抗性比は無処理時に

1，650倍、処理時に 1，260倍であった。このことはカルボキシルエステラーゼが両系

統において解毒に多少は関与しているが、 lPal-per系統の抵抗性の主要因ではないこ

とを示唆していた。

酸化酵素阻害剤 (PBO、PTPE)を用いて perrnethrin殺虫試験を行った結果は PBOに

ついては Fig.6とTable4に、 PTPEについてはFig.7とTable5に示した。 lPal-per

系統の死虫率薬量回帰直線は PBOの濃度が 0.5、1.0、5.0μglmlと高くなるに連れて

permethrinの低濃度側へ移行し、 permethrinに対する感受性が高まった。無処理時に

2，500倍あった抵抗性比も PBO濃度が増大するに従って 550、180、43倍へと減少し

た (Table4)。もう一つのチトクロム P450酸化酵素阻害である PTPE(Casida， 1970; 

Fellig et al.， 1970; Brown et al.， 1996; Zhang et al.， 1997)についても PBO同様に高い共力

効果が認められ、 PTPE濃度がl.0、4.0μダml と高くなるにつれて回帰直線は

perrnethrinの低濃度側へ移行し (Fig.7)、抵抗性比は共力剤の最高濃度時に 15倍であ

った (Table5)。これらのことはチトクロム P450酸化酵素が JPal-per系統のperrnethrin

抵抗性に深く関与していることを示唆した。

Permethrinに加えて DDTとfenitrothionの毒性に対する共力剤の効果も調べた。死

虫率薬量回帰直線を Fig.8とFig.9に、 LC

については PBOとPTPE、そして脱塩酸酵素阻害剤の DMCを処理したが、 いずれも

抵抗性比を大きく減少させることはなく、解毒酵素は DDT抵抗性には関与していな

いと考えられた。 Fenitrothionに対する抵抗性比もカルボキシルエステラーゼ阻害剤

の DEF処理下で減少することはなかった。しかし DEFを処理した場合、両系統で

LC50値が無処理時より 4""7倍減少しており、抵抗性への関与は小さ いものの、

fenitrothionに対する一つの防御手段としてカルボキシルエステラーゼによる解毒が

関与していることが考えられた。
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Table 3. Syoergistic effects of DEF 00 permethrio toxicity to the susceptible and the resistant lPal-per larvae of 
Culex quinquefasciatus 

Susceptible (S) lPal-per 

Treatment LCso LCso b 
a 

95%CL n Slope士SE 950/0 CL RR n Slope+SE (μg/ml) (μg/ml) 

PerTIlethrin 674 8.1 +0.43 0.0085 0.0082-0.0088 506 1.9+u.3u 14 9.0-20 1.650 

+DEF (l.Omg/ml) 767 5.0士0.43 0.0031 0.0030-0.0033 540 1.0+0.098 3.9 3.0-5.1 1.260 

a Total number of larvae used. 

b Resistance ratio = LC50 (JPal-per) / LC50 (S). 
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+PBO 5.0μg/ml. 
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Table 4. Synergistic effects of PBO on pennethrin toxicity to the susceptible and the resistant lPal-per larvae 
of Culex quinquefasciatus 

lPal-per 

Treatment a 
n 

Susceptible (S) 

LCso 
Slope+SE (μg/rnl) 950/0 CL n Slope+SE 

LCso 
(μg/rnl) 

Permethrin 287 5.3 + 0.02 0.0040 0.0030-0.0040 290 2.6 + 0.33 

+PBO (0.5μg/ml) 404 3.2 +0.72 0.00044 0.00024-0.00065 295 2.6+0.19 

+PBO (1.0μg/ml) 

+PBO (5.0μg/ml) 

a Total number of larvae used. 

b Resistance ratio = LC50 (JPal-per) / LC50 (S). 

C LCso (JPal-per) / LCso (S +PBO 0.5μg/ml). 

333 2.7士0.13

508 3.2+0.11 

10.0 

0.24 

0.079 

0.019 

b 

950/0 CL RR 

8.4-12 2.500 

0.20-0.30 550 

0.065-0.096 180 c 

0.017 -0.023 43
C 
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Table 5. Synergistic effects of PTPE on permethrin toxicity to the susceptible and the resistant lPal-per larvae of 
Culex quinquefasciatus 

Treatment 

Susceptible (S) 

LCso 
Slope士SE (μg/ml) 950/0 CL 

lPal-per 

LCso b 
n Slope+SE (μg/ml) 950/0 CL RR 

535 2.0+0.23 7.6 5.7-10.0 633 

397 1.7士0.18 0.55 0.45-0.70 120 

420 3.2士0.17 0.071 0.064-0.080 15 c 

r。
σコ

a 
n 

Permethrin 339 5.8 +0.48 

+PTPE(i .0μgimi) 258 4.6 + 1.1 

+PTPE(4.0μg/ml) 
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a Total number of larvae used. 

b Resistance ratio = LC50 (JPal-per) / LC50 (S). 

C LCso (JPal-per) / LCso (S +PTPE 1.0μg/ml). 
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Table 6. Synergistic effects of PBO， PTPE and DMC on DDT and fenitrothion toxicity to the suscetpible and the 
resistant lPal-per larvae of Culex quinqu々fasciatus

Susceptible (S) 

lnsecticide a LCso 95% CL n Slope+SE (μg/ml) 

DDT 504 4.2士0.40 0.42 0.39-0.45 

DDT +PBO
c 

585 5.1 +0.60 0.44 0.39-0.50 
DDT +PTPEd 514 4.2 +0.29 0.17 0.16-0.19 

DDT +D~Y1C (i.0μgiml) 438 7.4士0.67 0.14 0.13-0.15 

Fenitrothion 389 11.5 + 1.4 0.0048 0.0043-0.0054 

Fenitrothion +DEF 416 3.7+0.09 0.0007 0.00063-0.00076 

a Total number of larvae used. 

bResistance ratio = LCso (R) / LCso (S). 

C Treated 4.0μg/m1 to R， 1.0μg/m1 to S strain. 

dTreated5.0μg/ml to R， 0.5μg/ml to S strain. 

lPal-per (R) 

n Slope+SE (μLgC/m 50 l) 950/0 CL RR
b 

343 3.8+0.81 124 94.0-159 300 

390 2.9+0.52 70.5 55.4-103 160 

869 2.8 +0.28 141 122-158 830 
573 3.9 +0.42 86.9 79.7-94.7 o2u 

575 7.3 + 1.4 0.024 0.021-0.031 5.0 

757 5.9+ 1.0 0.0056 0.0052-0.0065 8.0 



考察

PBOや PTPEを処理することでJPal-per系統の permethrinに対する低抗性比が大き

く減少したことはチトクロム P450酸化酵素が本系統の penne出rm抵抗性に主要な役

割を担っていることを示唆するものである。また、ある種の抵抗性害虫においては

PBOもしくはPTPEのどちらかしか共力効果をもたらさない場合があるが (Brownet 

a1.， 1996; Zhang et al.， 1997)、本系統においては penmethrinの毒性が2種類の共力剤に

よって高められた。また、共力剤の毒性を示さない最高濃度を処理しでもなお 15~

43倍の抵抗性比が認められたため、チトクロム P450酸化酵素系以外の抵抗性因子の

存在が示唆された。

PBO、PTPEや脱塩酸酵素阻害剤の DMCが DDTの毒性に殆ど影響を及ぼさなかっ

たことは、 JPal-per系統の DDT抵抗性には解毒酵素以外の抵抗性因子が関与してい

ることを示唆する o ピレスロイド剤と DDTに交差抵抗性をもたらす因子として知ら

れている kdrタイフの抵抗性機構が働いている可能性が高い (Famham，1977)。ピレ

スロイド剤や DDTには昆虫に仰転落下(ノックダウン)させる作用があるが、 kdr

タイプの抵抗性を発達させた昆虫神経ではこの作用が遅延される(Oppenoorthand 

Welling， 1976; Plapp， 1976)。これまでにイエバエ (Muscadomesticα)、チャパネゴキブ

リ (Blattella germanicα)をはじめとしてさまざまな昆虫で神経感受性低下による抵抗

性の例が報告されている (Shono，1985)0 JPal-per系統成虫腹部神経索の penne出rm

に対する感受性が、感受性系統の 10倍低いことが確かめられており(梅田、 私信)、

本系統の幼虫が成虫同様に kdr因子を持っている可能性は高い。 kdrタイプのイエバ

エ、ネッタイシマカ (Aedesaegypti)、コナガ (Plutellaxylostellα)ではαーシアノ基の有

無に関わらず全てのピレスロイド剤に対して一様に低抗性を示す事が知られている

(Sawicki， 1978; DeVries and Georghiou， 1980; Priester and Georghiou， 1980; Liu et a1.， 

1981)。ところが JPal-per系統は、実験に用いた全てのピレスロイド剤に抵抗性を示

したが、その抵抗性比は 5.6'"'-'4，160倍とかなりの開きがあった(第 l節)。このこと

は本系統の kdr因子が一部のピレスロイド剤に特異的に感受性低下をもたらす、これ

までにないタイフのものである可能性を示唆する。第 1節の考察でも述べたように、

Amin and Hemingway (l989)は電気生理学実験により JPal-per系統のピレスロイド剤

抵抗性に kdr因子は関与していないと考察した。しかしながら彼女らが用いたのはタ

イプEに属する cyhalothrinであり、もし lPal-per系統がタイプIのピレスロイド剤に
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特異的神経感受性低下をもたらす因子であったならばこの結果は本系統が kdr因子

を有さないことの証拠とはならない。 また、タイプEのピレスロイド剤はタイプI

とは標的部位が異なる事を示唆した Casidaet a1. (1983)の結果もこのことを強く裏付

けている o

第 3節 ピレスロイド剤抵抗性の遺伝的特性

これまでに kdr因子は遺伝的に劣性であるとされている (Shono， 1985)。ネッタイ

イエカにおいても kdrタイプの系統は不完全劣性であるとの報告がある (Halliday

and Georghiou， 1985)。したがって本節では lPal-per系統と感受性系統の Fl世代につい

て抵抗性遺伝子の優性度判定を行うことで、ピレスロイド剤抵抗性と kdr因子の関わ

りについ検討した。

材料及び方法

1.両系統の交配及び供試薬剤

感受性系統の未交尾雌と lPal-per系統の雄を各々約 100頭を同一ケージへ入れて

交配させ、 Fl世代を得た。 Flの4齢幼虫を用いて permethrin、cypermethrin、DDTに対

する感受性を調べた。

殺虫試験は第 1節の方法に準じて行った。

2.優性度判定

優性度 (D)の算出法はFalconerの公式 (Falconer，1964)による Stone法 (Stone，1968) 

に従った(以下に示す通り) 0 

D = (2X 2 -X 1 -X 3) / (X 1 -X 3 ) 

X1、X2、X3はそれぞれ抵抗性系統 (JPal-per)、F，交雑系統、感受性系統の LCso値を

示す。
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結果

lPal-per、Ft及び感受性系統の perrnethrin、cypermethrin、DDTに対する死虫率薬量

回帰直線を Fig.10に、 Ft世代の抵抗性比及び優|全度を Table7に示した。Permethrin、

cypermethrin、DDTに対する優性度はそれぞれ 0.012、0.333、-0.041で permethrinと

cypeπnethrinには不完全優性を、 DDTには不完全劣性を示した。また F
t世代の回帰直

線の傾きは lPal-per系統、感受性系統のそれと比較して大きな違いは認められなかっ

た。

考察

本章第 l、2節では lPal-per系統のピレスロイド抵抗性にはkdr因子による神経感

受性の低下とチトクロム P450酸化酵素による解毒代謝が関与していることが示唆

された。そこで本節では kdr因子の抵抗性への関わりをさらに深く追究する目的で両

系統の Ft世代を用いて優性度判定を行った。イエバヱ (Musca domesticα)やチャパネ

ゴキブリ (Bla舵llagennanicα)のkdr因子は遺伝的に劣性であることが知られているが

(Shono， 1985)、lPal-per系統の DDTに対する遺伝様式は不完全劣性であった。このこ

とから本系統が kdr因子を抵抗性機構として備えている可能性がさらに高められた

と言えるO そして-0.041という劣性度はkdr型イエバエほどは高くなく、極めて中間

的な遺伝形質であるとも言える。 DDTに対して不完全劣性であったのに対し lPal-per

系統の perrnethrinや cyperrnethrinに対する抵抗性因子は不完全優性を示したD このこ

とから permethrinや cyperrnethrin抵抗性にはkdr因子以外の要因も関与しているのに

対し DDT抵抗性に関してはkdrが抵抗性の唯一の要因であると推測される。それは

perrnethrinの毒性が PBOや PTPEなどの P450酸化酵素阻害剤によって増大した一方、

DDTに対して解毒酵素阻害剤が共力効果を示さなかった事からも裏付けられる o ま

た、前節までに抵抗性への関与が示唆されたチトクロム P450酸化酵素の遺伝様式が

優性である可能性を示した。さらに perrnethrinとcyperrnethrinの問でも優性度に差が

認められた(優性度はそれぞれ 0.012と 0.333) 0 Cyperrnethrinに対する優性度が

perrnethrinよりも高かったことは permethrin抵抗性には cyperrnethrin抵抗性に関わる

因子に加えて劣性の抵抗性因子が関与している、もしくは cypermethrin抵抗性に
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Fig. 10. Resistance levels to permethrin， cypermethrin and DDT to the susceptible， 

resistant JPal-per and their Fl progenies of Culex quinquefiαSClαtus larvae. 

(A; permethrin， B; cypermethrin， C; DDT) 
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Table 7. Toxicity of permethrin， cypermethrin and DDT to the parental and their F I 

progenies of Culex quinquefasciatus larvae 

Insecticide a b C 

& straln 
n Slope +SE LCso(μg/ml) 95%CL RR D value 

Permethrin 
Susceptible (S) 287 5.3 0.020 0.0040 0.0030-0.0040 
lPal-p♀ er (R) 290 2.6 0.33 10.0 8.4-12 2.500 
FI (S~ XR♂) 465 3.0 0.40 0.21 0.19-0.25 53 0.012 

。品コ Cypermethrin 
Susceptible (S) 561 4.3 0.47 0.0021 0.0019-0.0024 
lPal-per (R) 286 3.3 0.27 0.099 0.088-0.11 47 

Fl (S♀XR♂) 436 5.2 0.85 0.019 0.017 -0.023 9.1 0.333 

DDT 
Susceptible (S) 504 4.2 0.40 0.42 0.39-0.45 
lPal-p♀ er (R) 343 3.8 0.81 124 94.0-159 298 
Fl (S~ XR♂) 509 3.0 0.68 6.4 4.9-7.7 15 -0.041 

a Total number of larvae used. 

b Resistant ratio was calculated based on a value of 1.0 for susceptible strain. 

c Degree of dominance as indicated in the text. 



pennethrin抵抗性に関わる因子以外の優性の抵抗性因子が関与していることを示唆

する o つまり、前節で仮定されたように本系統が持つであろう kdr因子は特定のピレ

スロイド剤にのみ神経感受性低下をもたらしている可能性が高い。

35 



第3章 Permethrin抵抗性と解毒酵素

皮膚を浸透して見虫体内へ侵入した殺虫剤が標的器官へ到達する前に待ち受ける

次の障壁が、解毒酵素である。解毒に働く酵素にはカルボキシルエステラーゼ、チ

トクロム P450酸化酵素系、グルタチオンs-トランスフエラーゼなどがよく知られて

おり、これらの酵素は餌に含まれたりして体内に取り込まれた化学的異物を分解、

解毒するために昆虫が持っているものと考えられるo これらの酵素の殺虫剤に対す

る作用の強化が殺虫剤抵抗性発達の基本要因である o 強化の手段としては該当酵素

タンパク質をコードする遺伝子数の増加もしくは転写活性の上昇により酵素をより

多く生産するもの、及び薬剤をより効率的に分解するように酵素の形態が変化する

ものが挙げられる o カルボキシルエステラーゼと殺虫剤抵抗性との関わりは古くか

ら指摘され、エステラーゼ活性の増大により抵抗性を発達させた例は数多くの昆虫

で報告されている (yぉutomi，1983) 0また、モモアカアブラムシ (Myzuspersicae)、

ワタアブラムシ (Aphisgossypii)、ネッタイイエカ (Culexquinquefasciatus)を中心に殺

虫剤抵抗性に関わる工ステラーゼ遺伝子の分子生物学的研究も進み、分子レベルで

抵抗性とエステラーゼの関係が徐々に明らかにされている (Moucheset al.， 1990; 

Raymond et al.， 1991; Field and Devonshire， 1992; Karunaratne et al.， 1995; Vaughan and 

Hemingway， 1995; Vaughan et al.， 1997) 0 

そこで本章第 1節では比色法により両系統のカルボキシルエステラーゼ活性を測

定し、ポリアクリルアミド電気泳動法によりエステラーゼのアイソザイムパターン

を調べた。また、前章までに JPal-per系統の perrnethrin抵抗性にチトクロム P450酸

化酵素系が関与していることが示唆されたためにチトクロム P450酸化酵素系の定

量を試みた。

チトクロム P450酸化酵素系は各種ステロイドホルモン、胆汁酸、脂肪酸といった

生体物質の合成、分解反応の他に、薬物や体内に取り込まれた環境汚染物質など外

来性異物の酸化的解毒に重要な役割を果たしていることが晴乳類を中心に明らかに

され、昆虫においてもホルモンやフェロモンの生合成、ピレスロイド剤をはじめと

する殺虫剤など外来性毒物の解毒代謝に深く関与 していることが示されてきた

(Casida， 1970; Tsukamoto， 1983;羽Tilkinson，1983; Oppenoorth， 1985; Brattsten et al.， 1986; 

Scott， 1991)0 Permethrin抵抗性イエバエ(低抗性比は 1，450倍)のチトクロム P450量が
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感受性系統の 2.5倍であったという事例 (Scottand Georghiou， 1985; Lee and Scott， 

1989)から、 lPal-per系統においてもチトクロム P450量の増大がピレスロイド剤抵抗

性に関与している可能性が考えられる o よって、第2節においてはチトクロム P450

酸化酵素とこの酸化酵素系の構成要素であるチトクロム bsを定量し、両系統間で比

較することでperrnethrin抵抗性への関与を検討した。
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第 1節 カルボキシルエステラーゼの活性及びアイソザイムパターン

本節では比色法によ りカルボキシルエステラーゼ活性を測定し、電気泳動法によ

ってアイソザイムパターンを感受性、抵抗性系統問で比較した。

材料及び方法

1. 供試薬剤j

α-およびs-naphthyl acetate、αーおよびs-naphthol、fastviolet BB salt、fastblue RR salt、

Trisは Sigma社より購入した。Sodiumdodecyl sulfate、ショ糖、 TritonX -100、Coomassie

blliriant blue、牛血清は和光純薬(株)より購入した。

2. 比色法による工ステラーゼ活性の測定

エステラーゼ活性測定法はAsperen(1962)が行った Gomori(1953)の改良法を用い

た。基質として αーおよび s-naphthylacetateを用いた。ネッタイイエカ両系統の 4齢

幼虫 5頭を O.OlMTris-HCl緩衝液 (pH8.0) 20ml中で磨砕し、 4
0C、10，000gで 15分

間遠心分離の後、上清 3凶を緩衝液47mlで希釈して酵素液とした。

0.03 Mの naphthylacetate 0.02ml、酵素液1.0m!そして緩衝液1.8mlを含む 3m!の反

応液を 30
0Cの恒温振とう下でインキュベートし、発色剤である 1.00/0の fastviolet BB 

saltと酵素阻害剤である 5.0%の sodiumdodecyl sulfateを2:5の割合で混合した溶液

を1.0ml加えて酵素活性を阻害し、代謝産物である naphtholを発色させた。反応は O

分から 20分まで 10分おきに 3回反復行い、それぞれの反応液に阻害・発色剤を加

えてから発色が安定する 20分後に分光光度計 (Shim辺uUV-160A、島津製作所)を

使用して吸光度を測定した。基質が分解して生成された α-および s-naphtholと発色

剤の反応物は α-naphtholで 600nm、s-naphtholで 550nmに吸収極大を持つため、基

質が α-naphthylacetateの場合は 600nmで、 s-naphthylacetateの場合は 550nmで測定

した。酵素活性は酵素液の入っていない対照区によって非酵素的分解量を補正し、

時間ー酵素活性の回帰曲線から αーおよび βnaphtholの分解量を定量した。活性量は、

幼虫一頭当たりが 1分間に分解した naphthylacetat:eのモル数 (μmol/min /larva)と、

タンパク 1mg当たりが 1分間で分解した naphthylacetateのモル数 (μmol/ min / mg 

protein)で、表示した。
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3. ポリアクリルアミドゲル電気泳動法

ポリアクリルアミ ドゲル電気泳動法は見虫実験法(一瀬ら、 1980) に従った。ネ

ツタイイエカ 4齢幼虫を両系統より2頭ずつ試料用緩衝液 (40%ショ糖液 :0.5% 

Triton X-IOO = 4 : 1) 200μlとともにガラス製の tefuronhomogenizerを用いて磨砕した

後、 4
0

C、3，000rpmで 15分間遠心分離した上清を酵素液とした。アクリルアミドゲ

ルは濃縮用ゲルに 4.0%を、分離用ゲルに 7.5%を用いた。泳動は各レーンに 10μl

のサンプルを投入した後、 4
0C、50mAで90分間行った。泳動後は基質 (0.1M α-

naphthy 1 acetate) 2 mlの入った EST緩衝液 (0.1MN'aH2PO~ ・ 2H20、 0 . 02 M N~HP04) 50 

ml中、37
0

Cで5分間イ ンキュベート後、発色剤 (EST緩衝液に fastblue RR saltを0.2%

に溶解した後液過)を加えてさらに 15分間インキュベートし、発色させた。

4. タンパク質の定量

タンパク質の定量は Bradford (1976)の方法に従い、coomassiebrilliant blueを用いて

行った。タンパク質ー吸光度標準回帰曲線を得るために、 牛血清を標準タンパク質

として用いた。

結果

両系統におけるエステラーゼ活性を Table8に示した o JPal-per系統では基質

naphthyl acetateがα型P型に関わらずエステラーゼ活性の増大が認められた。基質が

α-naphthyl acetateの場合、幼虫一頭当たりの活性量では感受性系統の 5.3倍、タンパ

ク当たりの活性量は 5.2倍高い値を示した。基質がs-naphthylacetateの場合も JPal-per

系統でそれぞれ 5.7倍、 5.6倍活性が高かった。

電気泳動法によるエステラーゼパターンを Fig.11に示した。個体問変異を見るた

めに各レーン 2頭ずつ酵素液を調製したが、系統内での著しい変異は認められなか

った。感受性系統ではほぼ等間隔に 6、7本のバンドが確認でき、 naphthylacetateを

分解するアイソザイムが複数存在していることが.うかがえるが、特に活性の強いア

イソザイムは確認されなかった。一方 JPal-per系統では分子量の違う 2本のバンドが

確認され、どちらも感受性系統との比較において著しく活性が強かった。しかもこ

れらのアイソザイムは感受性系統では特に活性が強いわけではなく、特に JPal-per
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Table 8. Carboxylesterase activities in the susceptible and the resistant lPal-per strains of Culex 
qUlnquψsciatus larvae 

μmolJminJmg + SE 

Substrate Susceptible lPal-per Ratio 

μmolJminJmg + SE 

Susceptible lPal-per Ratio 

α-naphthyl acetate 0.052 + 0.001 0.274 + 0.002 5.3 

s-naphthyl acetate 0.035 + 0.003 0.200 + 0.007 5.7 

0.439+0.009 2.30+0.01 5.2 

0.300 + 0.027 1.68 + 0.06 5.6 

All values are mean + SE of three replicates. 



2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Fig. 11. Polyacrylamide gel electrophore:sis patterns of carboxyl esterases 
in the susceptible and resistant JPal-per larvae of CuJex quinquefasciatus 
larvae. Carboxylesterase patterns were stained using α-naphthyl acetate as a 

substrate. All sample; were prepared from individuallarvae. (lane 1-5; 
susceptible strain， lane 6-10; JPal-per strain) 
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の 2本のバンドの内、 分子量の小さいアイソザイムは感受性系統では確認できなか

った。

考察

lPal-per系統は感受性系統と比較してエステラーゼ活性が約 5倍高く、両系統の活

性の違いはおもに 2つのアイソザイムの活性増大によりもたらされている ことが電

気泳動法により明らかにされた。ナフチルエステルに対する活性の上昇が殺虫剤抵

抗性の要因になっていることがアカイエカ群で最初に確認されたのは 1970年である

(Yasutomi， 1970)。殺虫剤抵抗性に関与したエステラーゼアイソザイムは基質である

かと s-naphthylacetateに対する分解特異性により便宜的に分類され、 CEA、CEBと

呼ばれるが、 2つのエステラーゼグループが関与した抵抗性系統を解析するうちに、

強い抵抗性系統に特徴的な遺伝子のハプロタイプが存在することも分かつてきた o

カリフォルニアのネッタイイエカ集団では 1970年代には高活性の B1が優性であっ

たが (Pasteuret al.， 1984)、1980年代の半ばには高活性のA2と B2をもっハプロタイ

プの頻度が高くなり、現在では野外集団の 90%のカがこれらの 2つのハプロタイプ

のいずれかを持っている (Raymondand Pasteur， 1989)。アフリカとアジアのネッタイ

イエカからも高活性のA2と B2をもっハプロタイプが見つかっている olPal-per系統

の持つ活性の高い 2つのアイソザイムは lPal-per系統が pemethrinで淘汰される前の

lPal系統が有機リン剤で淘汰された系統で認められるエステラーゼA2、 B2ではない

かと考えられる(Arninand Peiris， 1990)。カリフォルニアのネッタイイエカ Tem-R系

統は感受性系統の 500倍の CEB1をもち、これは全虫体タンパク質の 6"'"12 %に相

当するが (Moucheset al.， 1987)、それから比較すると lPal-per系統の 5倍という活性

比から予想されるエステラーゼのほ抗性への貢献度は低いと言えるかもしれない。

第 2章、第 2節において lPal-per系統はエステラーゼ阻害剤の DEFにより抵抗性

比が有為に減少しなかったことから permethrin抵抗性へのエステラーゼの関与は小

さいと考えられた。さらにたnitrothionに対しても DEFは共力効果をもたらさなかっ

たことから、fenitrothion抵抗性にも活性増大したエステラーゼは関与していないと考

えられる D しかし、 Hemingway et al. (1990)によればlPal系統の F，世代のたnitrothion

に対する抵抗性比は本研究の結果同様に 4倍であったが、同じ有機リン剤の
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chlorpyrifosに対して 53倍もの抵抗性を示している o このことは野外で lPal系統が

chlorpyrifosもしくはその他の有機リン剤散布により淘汰を受け、エステラーゼ活性

の強い個体が生き残った結果ある種の有機リン剤にのみ特異的に抵抗性を発達させ

た、つまり、 lPal-per系統の持つ高活性型エステラーゼはすべての有機リン剤に対応

できる抵抗性手段ではなく、基質特異性の高い酵素である可能性がある o このこと

はPeirisand Herningway (1990)の報告によっても裏付けられる o すなわち彼らはスリ

ランカで採集された有機リン剤抵抗性ネッタイイエカ PelRR系統を temephosで 13

世代淘汰した結果、 s-naphthylacetate分解活性が淘汰以前の 5倍に増大し、 temephos

抵抗性も 3倍から 29倍へと増大したが、perrnethrin抵抗性は淘汰前の 2.8倍から 0.75

倍へとむしろ減少したことを報告している。さらに PelRR系統は実験に用いた 8種

の有機リン剤に一様に抵抗性が高まったわけではなく、 fenitrothionを初めとする 5

種類の有機リン剤に対しては抵抗性比の有為な増大は認められなかった。これらの

事実からも lPal-per系統で活性増大した2つのアイソザイムは perrnethrinにより室内

淘汰される以前に既に lPal系統が保有していた遺伝的形質であり、それが現在に至

るまで体内で維持されてはいるもののピレスロイド剤抵抗性に貢献するものではな

いと考察される o

モモアカアブラムシ (Myzuspersicae)などのエステラーゼでは殺虫剤による選抜を

やめると抵抗性レベルが下がり、これがエステラーゼタンパク量の減少に起因して

いることが知られている (Sawickiet al.， 1980; ffrench-Constant et al.， 1988)。最近では

エステラーゼ量の減少が増幅したエステラーゼ遺伝子の転写活性の低下により引き

起こされ、それが構造遺伝子 DNAのメチル化に密接に関わっていることまで示され

ている (Fieldet al.， 1989b)0 Perrnethrinによる淘汰をやめて 30世代近く経過した

lPa1-per系統のエステラーゼ活性が感受性系統の 5倍以上維持されていることは、ネ

ツタイイエカのエステラーゼ遺伝子の発現機構がモモアカアブラムシとは異なって

いることを示唆している。

43 



第 2節 チトクロム P450酸化酵素系の定量及び体内分布

第 2章では酸化酵素阻害剤がlPal-per系統の permethrinに対する感受性を著しく増

大させた。したがって本節ではチトクロム P450酸化酵素系の構成要素であるチトク

ロム P450とチトクロム bsの定量を行い、系統問で比較した。

材料及び方法

1. 供試薬剤

p-amidinophenyl)-methanesulfonyl fluoride hydrochloride (p-APMSF)、 dithiothreitol

(DTT) ， 1mM 1-phenyl-2-thiourea (PTU)は和光純薬(株)よ り購入した。 EDTAはSigma

社より購入した。また、 sodiumdithioniteは日本バイエル (株)より供与された。

2. ミクロゾームの調製

供試昆虫は第 2章、第 l節に準じた。ネッタイイエカ 4齢幼虫より中腸を抜き取

り、中腸とそれ以外の組織に分けた。 1試験区につき約 500頭分の中腸、それ以外の

組織を 2-3rnlの0.1Mリン酸ナトリウム緩衝液 (pH7.5， 1mM EDTA， 1mMp-APMSF， 

O. 1mM DTT， 1mM PTU (エタノールに溶解)を含む) (Ronis et al.， 1988)とともに磨

砕した。磨砕液はガラスウールで漉過した後、 10，000X gで 15分間遠心分離し、上

清をさらに 100，000>くgで 1時間超遠心分離した。超遠心分離後の沈殿物(ミクロゾ

ーム画分)は、 6rnlの0.1M リン酸ナトリウム緩衝液 (pH7.5，lmM EDTA， O.lmM 

DTT， 1mM p-APMSF含む)に懸濁し、酵素液とした。すべての作業は 40C氷冷下で行

い、酵素液は実験当日に調製した。

3. チトクロム P450、bsの定量

チトクロム P450及びbsの定量法は Omuraand Sato (1964)の方法に従った。チトク

ロム bs定量のためにテストサンフルに還元剤である sodiumdithioniteを少量加えて撹

枠した後、分光光度計 (ShimadzuUV-160A、島津製作所)にて 400-500nmにおける

対照サンプルとの差スペクトルを得た。この後、チトクロム P450定量のため、対照

サンプルに sodiumdithioniteを加えて撹枠後、テストサンプルに一酸化炭素を約 30
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秒間ゆっくり と通気し、同様に 400-500nm問の差スペクトルを得た。チトクロム b
5

の濃度は差スペクトルの 入maJ直(ほぼ425nm)と413nmとの吸光度差より吸光係数
185/ cm/ mMを用いて算出した。チトクロムP450の濃度は差スペク トルの 入max値(ほ

ぼ450nm) と490nmとの吸光度差より吸光係数 91/ cm / mMを用いて算出した

(Ronis et al.， 1988)。

結果

チトクロム P450、b5の差スペクトル及び定量結果を Fig.12、Fig.13、Table9に示

した。チトクロム P450についてはタンパクが変性し、不活性型になったとき生じる

420 nmのピークが認められず、幼虫が保有する P450タンパク量をほぼ完全な状態で

定量できたものと推定される o チトクロム P450含量は中腸において感受性系統で

0.53 nmolJmg protein、JPal-per系統で 1.44nmolJmg proteinで、 JPal-per系統で 2.72倍

高く、中腸以外の組織においては感受性系統で 0.015nmolJmg protein、JPal-per系統で

0.042 nmol/mg proteinで、 JPal-per系統で 2.80倍高かった。また、タンパク当たりの

含量は中腸で高く、 Table9より換算すると両系統共に 30倍以上高い密度で存在して

いることになる o

チトクロム b5についても同様に JPal-per系統で高い含量が認められ、その比は中

腸で1.68倍、それ以外の組織で1.27倍であった。また、タンパク当たりの密度も中

腸で高く、その比は両系統とも 20倍以上であった。

考察

チトクロム P450の含量は中腸、それ以外の組織で共に JPal-per系統において 2.7

倍以上高かった。このことは permethrinに 6，000倍の抵抗性を示すイエバエ (Musca

domestica)、LPR系統の P450含量が感受性系統の 2.52倍であったことに一致する

(Lee and Scott， 1989)。また、これにともなって P450が基質を酸化する際に電子を供

与するとされるチトクロム b5の含量も高くなっており、 P450分子数の増大により電

子の需要が増大したことによるのではないかと推測される。第 2章、第 3節で酸化
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Fig. 12. Reduced carbon monoxide difference spectrum of cytochrome P450 from susceptible (S) 

and resistant lPal-per larvae of Culex quinquφsciatus. 
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Table 9. Contents of cytochrome P450 and b 5 in the gut and the other 

body parts of susceptible and JPal-per larvae of Culex quinquefasciatus 

Cytochrome P450 Cytochrome bS 
Strain 

Gut Other parts Gut Other pa口s

Susceptible 0.53 0.015 0.31 0.015 
(0.026) (0.004) (0.003) (0.004) 

JPal-per 1.44 0.042 
(00..0592 3) 

0.019 
(0.17) (0.007) (0.009) 

Ratio 2.72 2.80 1.68 1.27 

a 
Results are expressed as nmol/mg protein. All values are mean of at least three 
replicates (+ SE in parentheses). 
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酵素阻害剤が permethrin毒性に多大なる共力効果をもたらしたこと、そして本章で

lPa1-per系統のチトクロム P450及びb
5含量が感受性より高かったことから本系統の

permethrin抵抗性にはチトクロム P450による解毒が深く関与している可能性がさら

に高くなった。

Table 9をもとに幼虫一頭当たりの P450含量を計算し、中腸に占める割合を算出し

た (Table10)。両系統で有意な差は認められなかったものの、チトクロム P450、b
5

ともに中腸に約 80%が集中していた。これまでカの幼虫の P450を定量した報告例は

ないが、同じ解毒酵素の一種であるカルボキシルエステラーゼ活性がカ幼虫の中腸

で最も高かったという報告に一致する(Whyardet a1.， 1994)。ピレスロイド剤抵抗性

イエバ工、 LPR系統成虫の P450は脂肪体に最も多く分布し、全P450量の 36-38%を

占める o 次いで生殖器系 (32-390/0)、中腸 (14-190/0)の順に多い (Scottand Lee， 1993b)。

カ幼虫で8割以上の P450が中腸に分布しているのは、本種幼虫が水棲で、絶えず口

器より水を吸入、排出しているため体外より有毒な異物が中腸内へ侵入する可能性

が高く、生体防御機構として解毒酵素が中腸に多く存在するものと考察される。

チトクロム P450は多様なアイソフォーム(分子種)より成る酵素群の総称である o

既にイエバエにおいては 8種類のアイソフォームの存在が確認されている

(Feyereisen et al.， 1989; Cohen and Feyereisen， 1995; Tomita釦 dScott， 1995)0 CO差スペク

トルによる定量法では、ミクロゾームタンパクに存在する複数種類の総含量が算出

されるのみで、ネッタイイエカが何種類のアイソフォームをもち、そのうちのいず

れがlPa1-per系統で過剰に発現しているのか知ることはできない。したがって、さら

に個々のアイソフォームについて、特にピレスロイド剤代謝に関与するものの発現

量を求めることで 2.7倍の内訳を明らかにする必要があると考えられた。
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Table 10. Distribution of cytochrome P450 and b 5 in the larval gut 

and the other body parts of Culex quinquefasciatus larvae 

Cytochrome P450 Cytochrome bS 
Tissue 

Suscetpible JPal-per Susceptible JPal-per 

Gut 87.9% 84.5% 81.0% 75.0% 

Other body parts 12.1 % 15.50/0 19.0% 25.0% 
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第4章 Permethrinのinvitro代謝

殺虫剤抵抗性機構の中で解毒酵素の代謝活性の増大は標的器官の薬剤l感受性低下

と共に最も重要であり、これに関して多くの研究がなされている o 抵抗性に解毒酵

素が関与しているか否かを検討する方法としては、目的とする酵素の活性阻害剤を

殺虫剤とともに処理し、その共力効果を確認するのが一般的である。しかし、ほと

んどの共力剤はそれ自体が毒性を有することから、共力効果により解毒酵素の関与

を判定することが困難な場合がある。それゆえ解毒酵素と抵抗性とのかかわりを殺

虫剤代謝試験により直接的に調べる手段がより確実と言える o 代謝活性を測定する

方法としては比色法により非放射性化合物を基質として分光光学的に測定する場合

や、放射↑生同位元素標識化合物を基質として代謝産物をクロマトグラフィ一等によ

り定性、定量する場合がある o 比色法は手法が簡便である反面、実際の基質とは異

なる疑似的化合物の代謝活性を測定する場合が多く、得られた結果が殺虫剤の代謝

活性をそのまま反映しないこともある o 一方、後者は実際に殺虫剤を基質として活

性を測定するため、生体内で起こっている現象をより現実的に評価できる方法とい

える o

ピレスロイド剤の代謝に関する研究は古くからなされており、解毒にエステラー

ゼやチトクロム P450酸化酵素が重要な働きをしていることは invivoにおける代謝

試験で明らかにされている (Casidaet al.， 1975; Miyamoto， 1976)。それはエステラーゼ

阻害剤の TEPP(tetraethyl pyrophosphate)がエステル基の加水分解を阻害することやチ

トクロム P450酸化酵素系の補酵素である NADPHの存在下でのみ酸化的代謝がなさ

れることから確認された (Soderlundand Casida， 1977 a，b)。またそのような阻害剤や補

酵素に関する研究の進歩により加水分解酵素であるエステラーゼと酸化酵素である

であるチトクロム P450酸化酵素系の働きを個々に調べることも可能になった。

天然ピレスリンの誘導体として合成された第一世代合成ピレスロイド剤 (allethrin，

dimethrin， resmethrin， tetramethrinなど)はイソブテニル置換基のメチル基が水酸化され

易く(Elliottet al.， 1972)、また光分解を受けやすいという欠点から用途は家庭用、防疫

用に限られ、農業用としては使用されなかった。その後、酸化的に不安定なイソブ

テニル基をジハロビニル基に、またアルコール部分をフエノキシベンジル基に置換

した、殺虫剤としての活性の高い化合物が開発された (Ellio仕， 1977; Itaya et a1.， 1977; 
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Ruzo and Casida， 1977)0 Permethrinを含めたこれらの殺虫剤がいわゆる第二世代合成

ピレスロイド剤である o ところが解毒酵素の攻撃を受けにくく、光分解に安定で、

さらに非常に強い殺虫力を持つことから理想的な殺虫剤といわれたこれらの新規ピ

レスロイド剤もそれまでの殺虫剤の例に漏れず抵抗性を示す昆虫が出現することと

なった (Keiding，1976; Ruscoe， 1977)。これら抵抗性害虫の出現にともないピレスロ

イド剤の代謝試験も詳細に行われ、昆虫の permethrin代謝経路は Shonoet al. (1978， 

1979)によってワモンゴキブリ (Peゆlanetaameri・canaL.)、イエバエ (Muscadomestica 

L.)、イラクサギンウワバ (TrichoplusiαniHubner)を用いて明らかにされた。

前章までに、チトクロム P450酸化酵素の阻害剤が強く共力効果を示したこと、そ

して lPal-per系統のチトクロム P450量が感受性系統の 2.7倍であったことから、

lPal-per系統の permethrin抵抗性にチトクロム P450酸化酵素による解毒が関与して

いることが示唆された o したがって本章では放射性同位体で標識された permethrin

を用い、 znVI仰の代謝試験を行うことでそれらの関係を直接的に証明することを試

みた。
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第 1節 内在性代謝阻害物質の存在

lPal-per系統の 4齢幼虫より酵素を調製し、 Lnνitro代謝試験を試みたが、酸化酵素

由来の代謝活性は認められなかった。そこで本節では幼虫体内に存在すると考えら

れた代謝阻害物質について検討した。

材料及び方法

1. 供試薬剤

代謝試験に用いた perrnethrinの化学構造、標識部位及び放射活性量を以下に示すo
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C*は標識部位を示す)

1 4C perrnethrinは実験前にTLCC1hin layor chromatography)プレート (silicagel 60 F254， 

20X20 cm、0.5mm)にて展開し、ゲルを回収、ベンゼンにて抽出した後、窒素気流に

て蒸発乾固し、精製した。精製後の perrnethrinはメタノールにて 11，000dpm/μ1 (183 

Bq/μ1)の濃度に溶解し、実験に用いた o 標準代謝物として用いた 4¥hydroxy-3-

phenoxy-benzy1 3-(2， 2-dichlorovinyl)-2， 2-dimethy1cyclopropane carboxy1ate (4'HO-

permethrin)、3-phenoxy-benzyl alcohol (PB alcohol)、3-phenoxy-benzyl acid (PB acid)はイ主

友化学工業(株)より提供された。
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2. 1ηνitro代謝試験

実験には lPal-per系統の 4齢幼虫を用いた。 Invitroのpennethrin代謝試験は Shono

らの方法(1979)を改良して行った。ミク口、ノームの調製は第 3章、第 2節の方法に

準じた。 0.8rnlリン酸ナトリウム緩衝液 (0.1M)、 l.0rnlミクロゾーム (50頭分)、 10

μ1 [' 4C] permethrin (110，000 dpm、0.34μg)を 10rnlガラス試験管 (PYREX、岩城硝子)

中で混合し、 25
0

Cの恒温漕で 5分間プレインキュベー 卜した。 0.2rnlの βNADP日(10

mM)を添加することで反応を開始し、 25
0

Cで振とう下 2時間インキュベー トした後、

0.2 rnlの 1N HClと1.0gの(NH4)2S04を加えることで反応を終了した。反応物は4rnl

のジエチルエーテルで 3回抽出し、 0.5g の無水 N~S04 で-200C下、一晩脱水した。

抽出物は窒素気流により乾燥後、メタノールにて 10，000dpm / 10μiの濃度に調製し

た。標識化合物の回収率はこの条件下でほぼ 90%以上であった。メタノールに溶解

した抽出物は 10μiをTLCフレート(silicagel 60 F254、 20X20 cm、厚さ 0.25mm、

Melck社製)にスポットし、 TEM展開溶媒(トルエン :酢酸エチル :メタノール =

15 : 5 : 1)にて非標識代謝物とともに展開した。展開後の TLCプレー トは BAS-IIIフジ

イメージングフレート(フジフォトフィルム(株))にて 12時間感光後、各代謝物

の放射活性を Bas2000バイオイメージアナライザー(フジフォトフィルム(株)) 

にて測定した。非標識の標準代謝物は共展開の後 254nmの紫外線下で観察し、その

Rf値より代謝物の同定を行った。なお、予備試験において全虫体より調製したミク

ロゾームからは酸化酵素由来の代謝活性がほとんど認められなかったため、中腸か

ら内容物を取り除いた組織より調製した酵素液についても同様に試験を行った。さ

らに、中腸内容物 50頭分を 0.1M リン酸ナトリウム緩衝液中で磨砕し、 10，000Xg

で遠心分離した上清を中腸以外の組織由来の酵素液に加えた場合についても同様に

行った。すべての実験は 3回反復して行い、平均値をデータ解析に用いた。

結果

lPal-per系統の全虫体、中腸及び中腸以外の組織のミクロゾームによる pennethrin

の代謝率と、各代謝物の回収放射活性に占める割合 (%)、そして中腸内容物の代

謝活性に及ぼす影響を Fig.14、Table11に示した。全虫体由来の酵素液における代謝

率は 8.3%であり、 2時間のインキュべートで permethrinはほとんど代謝されなかっ
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Table 11. lnhibition of permethrin metabolism by gut contents 

in microsomes of the resistant lPal-per larvae of Culex 
quinquefasciatus 

Metabolite Whole Gut with Clear Other body Other body p紅白
body contents gut p紅ts with gut contents 

Perrnethrin 91.7 89.6 38.0 53.8 85.3 
(0.20) (0.26) ( 1.66) (0.55) (0.27) 

Unknown 1 5.4 2.1 12.2 19.8 7.3 
(0.15) (0.09) (0.30) (0.15) (0.09) 

4'HO-perrnethrin 1.4 4.0 15.9 13.0 4.3 
(0.06) (0.43) (0.45) (0.25) (0.12) 

PB-alcohol 3.3 2.3 1.0 
(0.03) (0.00) (0.03) 

Unknown 2 1.1 2.8 1.7 0.5 
(0.03) (0.06) (0.12) (0.03) 

PB-acid 0.4 2.7 8.9 2.5 
(00..29 3) (0.03) (0.17) (0.20) (0.15) 

Origin 1.6 18.9 6.9 0.7 
(0.09) (0.80) ( 1.02) (0.09) 

% of total 
8.3 10.4 62.0 46.2 14.7 metabolites 

Results are expressed as a percentage of the recovered dose. All values are mean of 
triplicated experiments (+ SE in parentheses). 
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た。次に幼虫を中腸とそれ以外の組織に分け、さらに中腸の内容物を取り除いたも

のと取り除かなかったものからそれぞれ酵素液を調製して実験を行ったところ、内

容物を含んだ中腸では代謝率が 10.40/0であったのに対し、 内容物を取り除いた中腸

では 62.0%であった。これにより代謝酵素の活性を阻害していた物質が中腸の内容

物中に存在していることが推測された。次に中腸より取り出した内容物を緩衝液中

で磨砕し、遠心分画で得られた上清を、中腸以外の組織より 調製したミクロゾーム

へ添加して活性を測定したところ、 無添加条件で 46.2%の代謝活性であったのに対

し、添加下で 14.7%に減少した。このこ とから、 中腸内容物中に代謝酵素活性阻害

物質が存在することが明らかにされた (Fig.14)。また、代謝物の種類とその割合は、

permethrinの3-phenoxybenzyl基の 4'位置が水酸化された 4'HO-permethrinが、内容

物を取り除いた中腸で 15.9%であったのに対し、 全虫体、内容物入りの中腸ではそ

れぞれ1.4、4.0%と有意に少なかった。また、この傾向は中腸以外の組織と、それ

に中腸内容物抽出液を添加した場合においても認められ、 4'HO-permethrinの割合は

それぞれ 13.0、4.3%であった (Table11)。水酸化は酸化酵素チトクロム P450に特有

な反応であるため、中腸内容物が阻害していた酵素はチトクロム P450酸化酵素であ

ることが明らかになった。

考察

第 1節で述べたように、カ幼虫を材料にした薬物の的 νitro代謝試験の報告は現在

まで一報あるのみである (Shrivastavaet al.， 1970)。この中で彼らはカーバメート剤抵

抗性 Culexpipiens fatigans (アカイエカ群の一種)において propoxurのhydroxy-及び、N-

demethyl代謝物への代謝活性が感受性系統よりも高かったことを報告している o共力

剤を用いた殺虫試験により、カのピレスロイド剤低抗性にチトクロム P450酸化酵素

系が関与していることを示唆した報告は古くから存在して いる (Priesterand 

Georghiou， 1978; Kumar et 01.， 1991)。しかし、数多くの昆虫種でピレスロイド剤がチ

トクロム P450酸化酵素系により代謝されることが示されているにもかかわらず、カ

に関するピレスロイド剤代謝の報告はない。このような事実はカを用いた代謝試験

が何らかの理由により困難であったことを推測させる。今回、幼虫を中腸とそれ以

外の組織にわけ、さらに中腸より内容物を取り除く ことで permethrin代謝活性の測定
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が可能になった。中腸内の阻害物質の存在がカのチトク ロム P450に関する研究をこ

れまで阻んできたものと思われる。また この知見は今後カの殺虫剤抵抗性機構に関

する研究はもとより、抵抗性以外の内生ホルモン、フェロモ ンの生合成のようなチ

トクロム P450酸化酵素が関わっているとされる研究分野にも貢献しうると推察さ

れる o

昆虫の全虫体より酵素液を調製したとき発生する内在性物質が iηνitro代謝を阻害

することは古くから指摘されていた(Wilkinsonand Brattsten 1972; Brattsten and 

Wilkinson 1973)。チトクロム P450酸化酵素系の構成因子であるチトクロム P450還元

酵素の活性がある種のプロテアーゼに阻害されること(Kriegerand Wilkinson， 1970; 

Orreruus et al.， 1971; Krieger and Lee， 1973)、還元酵素は阻害せず P450自身を阻害する

物質が中腸内に存在すること (Vallesand Yu， 1996)、目の色素中に含まれる物質(キ

サントマチン)が基質酸化の際に必要な電子の受け渡しを阻害すること(Schonbrod

and Terriere， 1972; Wilson and Hodgson， 1972) (本研究においては頭部磨砕液に含まれ

る自の色素は酸化酵素を阻害しないことを確かめている o データ未掲載)、さらに

中腸より抽出された核酸 (RNA)がミクロゾームの酸化を阻害することが報告されて

いるのめe口組dWilkinson， 1975) (本研究では悶吋Aの存在下でも代謝活性が認めら

れたため、この可能性はない) 0 しかしカ幼虫における阻害物質の構造、阻害機構

及びその本来の機能に関しては今のところ不明である o

カ幼虫において唯一の報告である、カーパメート剤代謝試験 (Shrivぉtavaet al.， 

1970)で幼虫全体から調製したミクロゾーム画分より酸化的代謝物が得られた実験に

おいても中腸内容物を取り除けばさらに大きな差が得られた可能性がある o 日甫乳動

物、昆虫体内には数多くのチトクロム P450アイソフォームが存在していることが知

られており、それぞれに基質特異性があるとされている (Nelsonet al.， 1993; Cohen 

and Feyereisen， 1995; Dunkov et al.， 1996)。カーパメート剤とピレスロイド剤の酸化的

代謝が同ーの P450アイソフォームによるものではないとしたら、カーバメート剤代

謝に関与するチトクロム P450酸化酵素は中腸内容物により代謝阻害を受けなかっ

たため、代謝試験が可能になったとも考えられる o
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第 2節 代謝活性と温度の関係

通常昆虫の invitro代謝試験は 30
0C恒温下で行われるが、カ幼虫における znνitro 

代謝試験の唯一の報告 (Shrivastavaet 01.， 1971)では、チトクロム P450酸化酵素系の

活性は 30
0Cよりもお℃で高かったとある o したがって本節では代謝試験を最適な温

度条件下で行うために、 perrnethrin代謝活性と温度の関係について検討した。

材料及び方法

材料はすべて lPal-per系統の 4齢幼虫を用いた。代謝試験の方法は第 l節に準じた。

ただし、代謝反応は 2夕、 30。及び 37
0Cで行った。すべての温度条件には同じ酵素

液を用いた。ミクロゾーム画分は中腸以外の組織より調製し、 100，000Xg上清画分

は中腸より調製した。ミクロゾーム画分の反応には NADPHを添加した。なお、上

清画分、ミクロゾーム画分共に一試験区当たり 50頭当量の酵素液を用いた。実験は

3回反復で行った。

結果

各画分の perrnethrin代謝率と温度との関係を Table12に示した。ミク ロゾーム画分

では、反応温度が 2夕、 30。、37
0Cと上昇するに従い代謝率が 46.2、29.0、8.3%と

減少し、 25
0

Cで最も代謝活性が高かった o この傾向は各代謝物すべてにおいて認め

られ、特にチトクロム P450酸化酵素系によって代謝される 4'H 0-perrnethrinは 250C

で 13.0%を占めていたのに対し 37
0

CではBas2000バイオイメージアナライザーによ

って検出できないほど微量、もしくは全く生産されなかった o これに対し上清画分

においては反応温度が 2夕、 30。、37
0Cと上昇するにしたがって総代謝率が 24.6、

33.1、38.2%と増大し、代謝活性は 37
0

Cで最も高かった。また、上清画分の代謝物

のほとんどは、 perrnethrinのエステル基が加水分解されて生じる PBalcoholとその二

次的代謝によって生じる PBacidであった。
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Table 12. Relationship between incubation temperature and permethrin 
metabolism in Culex quinquefasciatus larvae 

Other body p紅白 (microsome)+NADPH Gut (supernatant) 

恥1etabolite
25
0

C 30
0

C 37
0

C 25
0

C 30
0

C 37
0

C 
a 

Permethrin 53.8 71.0 91.7 75.4 66.9 61.8 
(0.55) (0.64) (0.10) (0.15) (0.52) (0.95) 

Unknown 1 19.8 15.4 4.8 
(0.15) (0.13) (0.09) 

4'HO-Permethrin 13.0 8.5 
(0.25) (0.26) 

PB-alcohol 2.3 1.2 5.7 20.0 26.9 13.2 
(0.00) (0.06) (0.07) (0.12) ( 1.25) (0.09) 

Unknown 2 1.7 0.4 
(0.12) (0.09) 

PB acid 2.5 1.3 1.7 4.1 6.2 24.2 
(0.15) (0.28) (0.00) (0.07) (0.86) (0.97) 

Origin 6.9 2.2 1.1 0.5 0.8 
(1.02) (0.41) (0.09) (0.12) (0.10) 

Total 
46.2 29.0 8.3 24.6 33.1 38.2 metabolites 

a 
Resultus are expressed as a percentage of the recovered dose. All values are mean of 
triplicated experiments (+ SE in parentheses). 
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考察

本章では第 3節以降で代謝試験を行う上での最適反応温度の検討を行った。一般

的には代謝反応は哨乳動物で 37
0

C、昆虫では 30
0

Cで行うのが通常である。しかし、

反応温度を 2夕、 30。、37
0Cで行ったところ、ミクロゾームによる酸化的代謝は 2S0C

で最も高かった o これはカ幼虫ミクロゾームの代謝に関する由ーの報告例である

Culex属のカーパメート代謝試験の結果と一致した (Shrivastavaet a1.， 1971)。この結

果は本種幼虫が棲息する熱帯、亜熱帯の水温がおおよそ 2S0Cであることに関係があ

るものと考察される o標準代謝物と一致しなかった代謝物 Unknown1は2S0Cで最も

多く検出されたことから 4'HO-perrnethrin同様にチトクロム P4S0酸化酵素による代

謝産物であると推定された。

チトクロム P4S0酸化酵素の活性が 2S0Cで最も高かったのに対し、上清画分では

37
0

Cで最も代謝率が高かった。上清画分には補酵素 NADPHを添加しておらず、得

られた代謝物が perrnethrinのエステル基が加水分解されることによって生じる PB

alcoholとPBacidであったことから、これらの代謝物はエステラーゼの代謝産物であ

ろう o PB acidの割合が 37
0Cで24.2%を占め、その他の反応条件に比べて最も高い

値を示したが、これは PBalcoholから PBacidへの代謝が 37
0

Cで高かったものと考察

される o温度の影響がチトクロム P4S0酸化酵素とエステラーゼで違いが認められた

理由は不明である o

第 3節 Perrnethrinの mνitro代謝

前節までの実験で代謝活性を適切に測定する条件が整えられたため、本節では実

際にミクロゾーム、上清両画分の perrnethrin代謝活性を測定し、系統問で比較するこ

とで lPal-per系統の perrnethrin抵抗性に対するチトクロム P4S0酸化酵素系の関わり

を検討した。
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材料及び方法

供試見虫は第 2章、第 l節に準じた。 Invitro代謝試験は第 1、2節の方法に準じて

行った。ただし、反応温度は第 2節の結果より、 25
0

Cとした。また、本章では perrnethrin

抵抗性と代謝の関わりを調べる目的により、 JP叫-per、感受性両系統から酵素液を調

製し、実験に用いた o 第 l節において中腸内容物中に酸化的代謝を阻害する物質の

存在が示唆されたため、すべての中腸からは内容物を取り除いて酵素液を調製した。

結果

中腸ミクロゾーム画分における代謝産物の 1工Cの結果を Fig.15に示した。チトク

ロム P450酸化酵素系の補酵素である NADPH無添加の条件ではperrnethrinがほとん

ど代謝されていないのに対し、 NADPH存在下では両系統で酸化的代謝物が検出され

た。さらに、代謝物の割合は抵抗性 JPal-per系統で高い傾向が認められた。この結果

をもとにそれぞれの代謝物を定量し、全放射活性に対する割合をまとめたのがTable

13であるoNADPH非存在下では中腸、それ以外の組織で両系統ともに代謝率は6.0%

以下であった。それに対し、 NADPH存在下では抵抗性系統の中腸で 62.0%、それ以

外の組織で 46.2%と高い perrnethrin代謝活性が認められた。それに対し、感受性系統

における代謝率は中腸で 12.1%、それ以外の組織ではわずかに 2.3%であり、系統問

で大きな違いが認められた。 NADPH存在下における系統問の代謝率の比は中腸で

5.1倍、中腸以外の組織で 20倍であり、特に JPal-per系統では中腸以外のミクロゾー

ム画分における代謝活性に著しい増大が認められた。また、 NADPH非存在下条件で

確認されなかった PBalcoholがJPal-per系統における NADPH存在下で確認された。

上清画分における代謝を Table14に示した。上清画分で、は中腸が高い代謝活性を

示し、代謝率は感受性、 JPal-per系統でそれぞれ 19.0、24.6%であった。しかし、中

腸以外の組織における代謝率は両系統ともに 4%以下であった。主要な代謝物は PB

alcoholとPBacidで、これらの代謝物はエステラーゼにより加水分解された結果生じ

たものであると考えられる。
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Fig. 15. Thin layer chromatography of permethrin metabolited by 
gut microsomal fractions. 
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Table 13. Metabolism of 14 C-permethrin by microsomal fractions of the susceptible and 
the resistant lPal-per Culex quinquefasciatus larvae 

Susceptible lPal-per 

Gut Other body parts Gut Other bod y parts 

Metabolite 
NADPH 十 十 十 十

Permethrin (09.83.51 ) 87.9 (09.90.31 ) 97.7 (904.9.40 ) 38.0 98.7 
53.8 

(0.58) (0.12) (1.66) (0.13) (0.55) 

Unknown 1 (03..25 0) (102.32 0) (109.1.8 5) 
σ仏コ

4'HO-Permethrin (04.0.9 6) (01..08 9) 15.9 13.0 
(0.45) (0.25) 

PB alcohol 3.3 2.3 
(0.03) (0.00) 

Unknown 2 
(02.0.8 6) 

1.7 
(0.12) 

PB acid 1.2 1.7 
(00.0.9 3) 

0.5 
(02.4.9 6) (08.2.9 0) 

2.5 
(0.15) (0.33) (0.06) (0.15) 

Origin 0.7 2.0 3.1 18.9 1.3 6.9 
(0.20) (0.43) (0.52) (0.80) (0.13) (1.02) 

0/0 of total 
1.9 12.1 0.9 metabolites 2.3 8.9 62.0 1.3 46.2 

Results are expressed as a percentage of the recovered dose. 
All values are mean of triplicated experiments (+ SE in parentheses). 



Table 14. Metabolism of 14 C-perrnethrin by supernatant fractions of 

the susceptible and resistant JPal-per Culex quinquefasciatus larvae 

Metabolite 

Permethrin 

Unknown 1 

4' HO-Permethrin 

PB alcohol 

Unknown 2 

PB acid 

Origin 

0/0 of total 
metabolites 

S usceptible lPal-per 

Gut Other body parts Gut 

81.0 98.9 75.4 
(0.90) (0.06) (0.15) 

2.9 
(0.23) 

16.1 
(0.66) 

19.0 

0.3 
(0.03) 

0.8 
(0.00) 

1.1 

20.0 
(0~12) 

4.1 
(0.07) 

0.5 
(0.12) 

24.6 

Other body pa口s

96.3 
(0.12) 

1.3 
(0.22) 

1.4 
(0.22) 

1.0 
(0.18) 

3.7 

Results are expressed as a percentage of recovered radioactivity. All values 
are mean of triplicated experiments (:!:: SE i:n parentheses). 
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考察

NADPH非存在下でカ幼虫のミクロゾーム画分にほとんど permethrin代謝活性が認

められなかったことは、本種幼虫のミク口、ノーム画分にカルボキシルエステラーゼ

がほとんど存在しないことを意味する o このことはミクロゾーム中にもエステラー

ゼ活性が認められるイエバエ(Muscadomestica)の例とは異なる (Shono et a1.， 1979)。

また、 unknown1や onglnで認められる代謝物の大部分は NADPH依存性であること

から、これらもチトクロム P450酸化酵素由来の代謝物であると考えられる。また、

このことは、第 2節においてこれらの代謝物の割合と反応温度に逆相関が認められ

たことによりチトクロム P450酸化酵素由来の代謝物であろうという推測を支持す

るo

中腸以外の組織における代謝活性に系統問で 20倍もの差が認められたことは、

JPal-per系統が皮膚から浸入した殺虫剤が標的器:官の神経軸索へ到達する前に速や

かに解毒する機構を備えていることを意味する o 代謝物の内訳をみると、感受性系

統で unknown1は検出限度以下、 4'HO-perme血nnは1.8%であったのに対し JPal-per

系統ではそれぞれ 19.8、13.0%生成されており、本系統では permethrinからこれらの

物質への酸化が主要な代謝経路となっていることが推察される o また、主要なチト

クロム P450酸化酵素由来の unknown1、4'HO-permethrin、ongln上の代謝物は感受性

系統との比が必ずしも一定ではないことから、それぞれは同ーのチトクロム P450ア

イソフォームにより生成されたものではないことが示唆された。すなわち、本種幼

虫においても他の昆虫同様に複数のアイソフォームが存在している可能性が高いと

思われる (Cohenand Feyereisen， 1995; Dunkov et a1.， 1996)0 NADPHが添加されること

でPBalcoholや PBacidの量が増加したことは、これらの代謝物がエステラーゼのみ

ならず、チトクロム P450酸化酵素系によっても生成されることを示唆している o

第 2章、第 2節の permethrin殺虫試験でエステラーゼ阻害剤の DEFを処理した時

抵抗性比が 1，650倍から 1，260倍へと減少し、エステラーゼが僅かながら抵抗性に関

与していることが示唆されたが (Table3)、実際に上清画分において抵抗性系統でや

や高い代謝活性が認められたため、エステラーゼが主要な代謝酵素ではないものの

抵抗性の要因として多少の働きをしていることが示された。しかし、 24.6%の代謝率

は決して少ないとは言えない。殺虫試験に用いた pennethrinは異性体比(rans: cis)が

45 : 55の混合物であるのに対して本実験に用いた 14C-pennethrinは trans体である。
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一般に trans体は ClS体に比べてエステラーゼにより加水分解されやすいとされるこ

とから(Shonoet al.， 1978; Ishaaya and Casida， 1981)、trans体と ClS体の混合物である

perrnet胎ln製剤ではエステラーゼにより代謝される割合はさらに低いと予想される。

第 3章、第 2節ではチ トクロム P450やチトクロム bsの 80%以上は中腸に存在す

ることが明らかにされたが (Table10)、上清画分の加水分解活性も中腸でそれ以外の

組織の 7"'"'19倍活性が高かったことより、エステラーゼについてもその大部分が中

腸に分布していることが明 らかとなった。このことは、同じイエカに属する CuLex

tarsalisのmalathion抵抗性系統のmalathion加水分解活性が中腸で最も高かったことに

一致する(Whyardet al.， 1994)。カ幼虫において異物が外部から侵入する可能性が最

も高いのは中腸であり、こ こに解毒酵素を備えておくことは幼虫の生存にとって最

も重要なことであると推定される o また、ミクロゾーム画分において、感受性系統

中腸の代謝活性はそれ以外の組織の約 6倍高く、チトクロム P450やチ トクロム bs

の体内分布の結果をよく反映していたが、 lPal--per系統における代謝率は中腸で

62.0%、それ以外の組織で 46.2%あり、感受性系統ほどの組織特異性は認められな

かった。 このことは中腸以外の組織には代謝能が高く 、質的に変化した分子種が存

在している可能性が考えられる o 今後、複数存在すると思われる P450アイソフォー

ムから perrnethrin代謝活性をもっアイソフォームを単離、精製し、その構造を系統間

で比較することが必要と考えられた。

イエバ工、ワモンゴキブリ、イラクサギンウワパの代謝では 4'位置が最も水酸化

されやすく、ついで trans位、 6位の)I[貢に高い (Shonoet al.， 1978)。ネッタイイエカ

においても 4'位が主要な標的部位となっており、これに次ぐ unknown1はヶans-

HO-perrnethrinもしくは 6HO-pennethrinである可能性が高い。緒言でも述べたように、

perrnethrinを初めとする第二世代合成ピレスロイド剤は、第一世代合成ピレスロイド

剤が酸化されやすいという欠点を克服するためにイソブテニル基のメチル基をハロ

ゲンに置換して開発された殺虫剤である o ところが本章でも明らかにされたように

lPal-per系統は菊酸部分の代わりにアルコール部分を水酸化の標的にして perrnethrin

を代謝する能力を発達させたといえる。
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第4節 Pennethrin代謝の共力剤による阻害

第 3節では lPal-per系統のミクロゾーム画分において NADPH依存性の著しい

pennethrin代謝活性が認められた。得られた代謝物がチトクロム P450酸化酵素の働

きによるものであることを再確認するために、第 2章の殺虫試験において共力効果

が認められた酸化酵素阻害剤を用いて代謝阻害試験を行った。

材料及び方法

材料にはすべて lPal-per系統4齢幼虫中腸を用いた。代謝試験の方法は第 3節に従

った。阻害剤として用いた共力剤は、中腸ミク口、ノーム画分にはチトクロム P450酸

化酵素系の阻害剤である PBOとPTPE、エステラーゼ阻害剤の p訂aoxon(>900/0、日

本バイエルアグロケム)を用いた。中腸上清画分には p紅aoxonと、同じくエステラ

ーゼ阻害剤の DEFを添加した。共力剤は酵素を含む反応液とともに 5分間プレイン

キュベートした後、基質である pennethrinを加えることで反応を開始した。各共力剤

はすべてエタノールに溶かし 10μlを添加し、最終濃度がp訂aoxonで 0.01rnM、それ

以外は 0.1rnMとなるように添加した。

結果

ミクロゾーム、上清画分の pennethrin代謝に及ぼす各阻害剤の影響を Table15に示

した。ミクロゾーム画分においては対照区の代謝率が 62.0%であったのに対し、酸

化酵素阻害剤の PBOや PTPE添加下ではそれぞれ 9.7、5.4%と大きく減少した。エ

ステラーゼ阻害剤として用いた paraoxon添加条件での代謝率は 45.5%で、僅かに代

謝阻害の傾向が認められた。各代謝物について見てみると、 PBO、PTPEはミクロゾ

ーム画分で得られた代謝物の割合を 90%程度減少させたが、 unknown1についての

み PBOよる阻害度は 45%にとどまった。

一方、上清画分においては工ステラーゼ阻害剤の DEF、paraoxonともに pennethrin

代謝を大きく阻害し、無添加条件で 24.6%あった代謝率はそれぞれ 3.0、2.2%に減
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Table 15. Effect of synergists on 14 C-permethrin metabolism in lPal-per strain of 
Culex quinquefasciatus larvae 

Gut (microsome) +NADPH Gut (supematant) 

恥1etabolite Control PBO PTPE Paraoxon Control DEF Paraoxon 

Permethrin (318.6.60 ) (900.7.43 ) (904.8.76 ) (504.4.5 2) (705.1.4 5) (907.1.0 2) (907.1.8 2) 

Unknown 1 
(102.3.2 0) (05.45 9) (0O ..07 6) (103.13 8) 

σc.o コ 4' HO-Permethrin 15.9 
(01..12 2) (07.0.6 9) (0.45) 

PB alcohol 3.3 
(02.0.0 7) 

20.0 0.4 0.3 
(0.03) (0.12) (0.00) (0.03) 

Unknown 2 
(02.0.8 6) (02..06 0) 

PB acid 
(08.2.9 0) 

2.1 
(02..0O 3) 05. 7 

4.1 2.6 1.9 
(0.13) (0.41) (0.07) (0.10) (0.10) 

Origin 
(108.8.9 0) (00.0.9 7) (02..97 5) 

14.3 0.5 
(0.26) (0.12) 

0/0 of total 62.0 9.7 5.4 45.5 24.6 3.0 2.2 metabolites 

Results are expressed as a percentage of radioactIvity. 
All values are mean of triplicated experiments (::i::: SE in parentheses). 



少した。特に阻害度が高かった代謝物は PBalcoholで、共力剤無添加時の 20.0%が

DEF、p紅aoxon添加時にそれぞれ 0.4、 0.3%へと大きく減少した。

考察

本節では、共力剤の代謝阻害度を調べることで、各代謝物がどの酵素に由来する

かを検討した。 Unknown1、4'H 0-permethrin、及び ongm上の代謝物は PBO、PTPE

によって大きく割合が減少したことから、第 3節までに示唆されたようにこれらは

チトクロム P450酸化酵素系による代謝産物であることが明らかになった。また、 PB

alcohol、PBacidの割合も同様に減少したことから、 permethrinの工ステル基はエステ

ラーゼのみならず、チトクロム P450によっても代謝される ことが示された (Fig.16)。

溶媒で展開されず ongm上に残った代謝物は、その極性の高さからチトクロム P450

酸化酵素系により酸化的代謝をされた一次代謝物に糖やグルタチオンが抱合した二

次的代謝物である可能性が高い。 PBOが4'HO-perme出rmや ongm上代謝物への反応

を90%以上阻害したのに対し、 unknown1への阻害度が45%にとどまったことは、

perme出m酸化に関わる P450アイソフォームが少なくとも 2種類以上存在している

ことを示唆する。イエバエ (Muscadomesticα)幼虫における幼若ホルモン様殺虫剤、

pyriproxyfenの解毒代謝にもチトクロム P450酸化酵素系が関与していることが

Zhang et al. (1998)によって示されているが、 lPal-per系統幼虫は pyriproxyfenに全く抵

抗性を示さない (Table2)。このことは、 permethrlnとpyriproxyfenの解毒にはともに

チトクロム P450が関与するが、それぞれに関わるアイソフォームは同一ではなく、

おのおの別の基質特異性を有していることを示唆する o

以上のことから、lPal-per系統の permethrin抵抗性にはチトクロム P450酸化酵素系

を中心とする解毒活性の増大が大きく関与しているものと結論される o
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Fig. 16. Metabolic pathyway of permethrin from Culex 
quinquefasciatus larvae. EST and P450 indicate carboxylesterases 
and cytochrome P450 monooxygenases， respectively. 
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第 5章 チトクロム P450の遺伝子解析

チトクロム P450酸化酵素系は各種ステロイドホルモン、胆汁酸、脂肪酸といっ

た生体物質の合成、分解反応の他に、薬物や体内に取り込まれた環境汚染物質など

外来性異物の酸化的解毒に必須の役割を果たしていることが晴乳類を中心に明ら

かにされてきた。 P450はmixedfunction oxidaseとも呼ばれ、その酸化酵素として

の機能の多様性から、非常に基質特異性の低い酵素系であるとされてきた。しかし

最近では生体内に入った様々な異物の酸化は体内に存在する P450の種類の多さに

よってまかなわれており、その多くが互いに重なり合う基質特異性を持っていると

考えられている D 前章までに酸化酵素阻害剤がpermethrin殺虫試験で強い共力効果

が認められたこと、チトクロム P450量が lPal-per系統の幼虫体内で感受性系統の

2.7倍多く存在していたこと、代謝試験でNADPH依存性の強い代謝活性が認めら

れたことから、 lPal-per系統の permethrin抵抗性にもチトクロム P450の活性増大が

深く関与していることが明らかにされたほおむetal.， 1998a)。そして本研究の最終

目標はピレスロイド剤抵抗性に関わる P450アイソフォームを単離、精製し、その

機能を詳細に調査することである oところが先にも述べたように生物体内にはほと

んどの場合複数種のアイソフォームが存在し、それぞれが構造的に類似しているた

め、単一のタンパクを精製することは困難であると考えられた。さらにチトクロム

P450は膜タンパクであるため、酵素活性を測定するためには可溶化された精製タ

ンパクが小胞体膜に結合した環境を整える必要があること、そしてチトクロム

P450が基質を酸化するのにチトクロム P450還元酵素やチトクロム bsといった電

子共与酵素系の存在が必須であることなどから、これらの条件が整った再構成系の

構築が非常に困難とされている。これらの理由により、本研究では既に報告された

昆虫P450のアミノ酸保存領域を参考にプライマーをデザインし、 RT-PCR(severse 

Iranscription-Eolymerase Chain seaction)の技法を用いることでP450cDNAのクロー

ニングを試みた。

P450遺伝子はP450遺伝子スーパーファミリーとして220以上の遺伝子配列が登

録されており、これらはタンパク質配列の相向性により 36のサブファミリーに分

類されている (Nelsonetal.，1993)。現在のところ昆虫からは4族、 6族及び9族に

属する P450サブファミリーが報告されており、 4種類の殺虫剤抵抗性昆虫からチ
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トクロム P450遺伝子がクローニングされている (Feyereisenet a1.， 1989; Waters et 

al.， 1992; Scott et al.， 1994; Tomita and Scott， 1995; "vVang and Hobbs， 1995)。しかしなが

ら実際に殺虫剤抵抗性との関わりを直接的証拠により結びつけられたアイソフォ

ームは Tomitaand Scott (1995)が報告した CYP6Dlのみである o彼らはピレスロイド

剤抵抗性イエバエ (Musca domestica) LPR系統より精製した CYP6Dlタンパクより

特異的抗体を作製し、これがinvitroでdeltamethrin代謝を阻害したことから CYP6Dl

がピレスロイド剤抵抗性に深く関与していることを明らかにした (Tomitaand Scott， 

1995)0 CYP6D1の他にも有機リン剤抵抗性イエバエよりクローニングされた

CYP6A1 (Feyereisen et a1.， 1989)、DDT、malathion抵抗性キイロショウジョウバエ

(Drosophila melanogaster)よりクローニングされた CYP6A2何raters et al.， 1992)、そし

てHelicoverpaarmigeraよりクローニングされた perrnethrin誘導性の CYP6B2(W釦 g

and Hobbs， 1995)はすべて 6族P450に属することより、今回目的とするアイソフォ

ームは 6族に属している可能性が最も高いと考えられた。したがってこれら 6族

P450のアミノ酸配列の保存領域を参考にフライマーをデザインし、ネッタイイエ

カのチトクロム P450cDNAのクローニングを行い、さらにその発現量を系統問で

比較することで perrnethrin抵抗性に関与するチトクロム P450の分子生物学的同定

を試みた。
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第 1節 チトクロム P450(CYP6E1) cDNAのクローニングと構造解析

チ トクロムP450の遺伝子解析の足がかりとして、昆虫チトクロム P450のアミ

ノ酸配列を参考にプライマーをデザインし、 RT..PCRを行った。増幅された PCR

産物をプローブとして完全鎖長の構造を明らかにした。

材料及び方法

l. Poly (A)+ RNAの精製

供試昆虫は第 2章、第 1節に準ずるo JPal-per系統4齢幼虫50頭より中腸 (内

容物は除去)を採集し、 QuickPrepMicro mRNA Purification Kit (Pharmacia社

製)を用いて poly(A)+ RNAを精製した。中腸をk:it添付のextractionbuffer 0.3 ml 

とともにガラスホモジナイザーを用いて磨砕した。磨砕液に ellutionbuffer 0.6 ml 

を加えて撹搾し、これを試料とした。Oligo(dT)-cellulose0.5 mlを15，000x gで 1

分間遠心し、沈殿した oligo(dT)-celluloseを試料とともに 3分間撹持した。10，000

xgで 10秒間遠心分離後、得られた沈殿を highsalt buffer 0.5 mlに懸濁して 5

回洗浄した。さらに lowsalt buffer 0.5 mlにて 2回洗浄し、遠心分離後の沈殿物

を0.2mlのlowsalt bufferに懸濁し、 MicroSpincolumnに充填した。12，000x g 

で 5秒間遠心分離後、沈殿物を 0.25mlのlowsalt bufferで 3回洗浄した。最後

に65
0

Cのellutionbuffer 0.1 mlにて 2回懸濁、遠心分離を行い poly(A)+RNAを

溶出した。

2. cDNAの合成

cDNA合成はcDNASynthesis Kit (Pharmacia社製)を用いて行った。精製した

poly (A)+ RNA 5μg相当量をエタノール沈殿により濃縮後、 20μlの diethyl

pyrocarbonate処理済みの蒸留水に溶解した。6Ei
o
Cで 10分間加熱処理を行った後、

氷冷し、 cDNA合成の鋳型として用いた。変成済みの poly(A)+ RNAを cloned

m urine reverse transcriptase、oligo(dT)12・18フライマーを含む first-strand

reaction mixes (kit)、1μlDTT溶液とともに撹搾し、 37
0

Cで 1時間イ ンキュベー

トした。この混合液に、さらに大腸菌RNaseHと大腸菌 DNApolymerase 1を含

むsecond-strandreaction mixes (kit)を加えて、 12
0

Cで 30分間、つづいて 22
0

C
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で 1時間インキュベー卜した。第二鎖の合成終了後、 1μlのKlenowfragmentを

加え、 37
0

Cで 30分インキュベー卜することで末端を平滑化した。試料と等量の

TE緩衝液 (10mM  Tris-HC1， pH 8.0、1mM  EDTA)飽和フェノール:クロロホル

ム (1: 1)を用いて撹搾後、 1，500gで 10分間遠心分離し、タンパクを除去した。

上清を ligationbuffer (66 mM Tris-HC1， pli 7.6、10mM  MgCh、 1mM  

spermidine、15mM  DTT、0.2mg/m1 BSA)を用いて平衡化した Sephacry1S・400

spun co1umn (kit)の樹脂に染み入ませ、 400xgで 2分間の遠心分離を行うことに

より、約 500塩基対(basepairs， bp)以上の cDNAを溶出した。

3. RT-PCR法

合成した cDNAを鋳型として、 RT-PCRを行った。これまでに報告された昆虫

6族 P450のアミノ酸配列で、保存性の高い 4つの領域 (NO.1-4)を選択し、 15種

類のプライマーをデザイ ンした (Fig.17)。塩基配列の組合せ数が多くなれば、そ

のプライマーが対象とする配列が多くなる ことにつながり、 プライマーが鋳型にミ

スアニールする確立が高くなる。また、 Tm値が低すぎたり GC含量に偏りがあっ

ても同様にプライマーの特異性が下がる。これらの理由により塩基配列の組み合わ

せ、 Tm値、 GC含量(%)より最終的に 2つのプライマーを選択した。実際に PCR

に用いたプライマーの配列及び標的アミノ酸配列は以下の通りである o

Foward primer: (NO .1-a) 

アミノ酸配列 (N') ET (T/L) RKYP (C') 

塩基配列 5'-GA(AlG)AC(AlG/T/C)(AlC/T)(T/C)(AlG/T/C)(AlC 

G(AlG/T/C)AA(AlG )TA(T/C) CC・3'

Reverse primer: (NO.3・a)

アミノ酸配列:

塩基配列:

(N') PFG (AlD/E) GP (C') 

5'-GG(AlG/T/C)CC(AI'G/T/C)(T/G)C(AlG/T/C)CC-

(AlG)AA -3' 

それぞれのプライマーには 5'末端側に制限酵素 EcoRIサイト(CGGAATTC)を

付加し、 AppliedBiosystem 381A DNA Synthesizerを使用 してフォスフォアミ

ダイド法により合成した。

PCR反応 (50μ1)にはPromega社製のTaqDI'JA po1yme1ase (2.5unit)及び反応

buffer (最終濃度 10mM  Tris-HC1， pH9.0、50InMKCl、0.1% Triton X・100)を
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CYP6A1 362 

CYP6A2 368 

CYP6A3 362 

CYP6A4 368 

CYP6A5 370 

CYP6B1 358 

CYP6B2 363 

CYP6C1 354 

CYP6D1 377 

NO.1 NO.2 NO.3 NO.4 

ETLRKYP-一一一一-FD PERF-一一一一-LGFGDGPRNC工GMRFG 451 

ETLRLYT-一一一一-FD PERF-一一一一一LPFGDGPRNC工GMRFG 456 

ETLRLYP-一一一一一YENPEEF-一一一一一LPFGDGPRSC工GMRFG 450 

ETLRFYP-一一一一一YAEPERF--一一一一LPFGDGPRNC工GLRFG 456 

ETLR工YP一一一一一-FR PSRF-一一一一一LPFGDGPRNC工GMRFG 458 

ETLRKYP一一一一一一FD PERF一一一一一-LPFSAGPRNCLGMRFA 446 

ETLRMYS一一一一一-FN PERF一一一一一一LPFGLGQRNC工GMRFG 451 

ETLRKYP-一一一一-FR PERF-一一一一一LPFGAGPR工C工AERFG 443 

ETTRKYP一一一一一一YR PERF一一一一一-MPFGEGPRHC工AQRMG 464 

Nucleotide sequences deduced from 
the annino acid sequences 

5'. GA (A1G) ACN (A1C庁)(T/C) N (A1C) GNAA (A1G) TA (T/C) CC .3' 

5'. GA (A/G) ACNACN (A/C) GNAA (A/G) TA (T/C) CC・2

5'. GA (A/G) ACN (T/C) TN (A/C) GNAA (A/G) TA (T/C) CC .3' 

5'. T (A庁)(T/C) (NG/C) (G/A) NCCNGA (NG) (NC) GNTI .3' 

s・TI(T/C) (NG/C) (G/A) NCCNGA (NG) (NC) GNTI .3' 
5'. TI (T/C) (NC) GNCCNGA (NG) (NC) GNTI・2

5叩T(T/C) GA (T/C) CCNGA (NG) (NC) GNTI .3' 

5・.TA (T/C) (NC) GNCCNGA (NG) (NC) GNTI .3' 
5'. TA (T/C) GA (T/C) CCNGA (NG) (NC) GNTI .3' 

5'. CCNTσIC) GGNG (A1C) NGGNCC・2

5'. CCNTI (T/C) GGNGA (NG) GGNCC・2

5'. CCNTI (T/C) GGNGA (T/C) GGNCC・2

5'. CCNTI (T/C) GGNGCNGGNCC・3'

5'. AA (T/C) TG (C庁)AT (T/C/A) GGNATG (NC) GNTI (T/C)GG・3・

5'. TG (C斤)AT (T/C/A) GGNATG (NC) GNTT (T/C) GG .3' 

6，144 (50"C ， 25.0%) 
1 ，024 (52"C， 30.0%) 

2，048 (50"C. 25.0%) 

6，144 (42"C， 23.5%) 

3，072 (42"C， 23.5%) 

1 ，024 (44
0

C， 29.4%) 

256 (44"C， 29.4%) 

1 ，024 (44"C， 29.4%) 

256 (44"C， 29.4%) 

1 ，024 (52"C ，52.9%) 
256 (52"C， 52.9%) 

256 (52"C， 52.9%) 

512 (52"C， 52.9%) 

768 (62
0

C， 34.8%) 

384 (56"C， 40.0%) 

(N = AlG斤IC)

Fig. 17. Conserved region of CYP6 amino acid sequences and design of degenerate primers. 

CYP6A1 (Feyereisen et al.， 1989)， CYP6A3 ， CYP6A4 ，CYP6A5 ，CYP6C1 (Cohen and 

Feyereisen， 1995) and CYP6D 1 (Tomita and Scott， 1995) were isolated from a housefly， 

Musca domestica and， CYP6A2 (Waters et al.， 1992) from a fruit fly， Drosophila 
melanogαster and， CYP6B 1 (Cohen et al.， 1992) from a black swallowtail butterfly， Papillio 

polyxenes and， CYP6B2 (Wang and Hobbs， 1995) from a cotton bollworm， Helicoverpa 
αrmlgera. 76 
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用いて行い、 2.5mM  MgClz、10mM  dNTPs、cDNA140 ng、1nmolプライマー

とともに反応させた。 PCR反応はサーマルサイクラー (PC-700、Astec社製)に

て行った。 94
0

C、1分で二本鎖 DNAを変性後、 94
0

C (30秒)、 450C (30秒)、

72
0

C (60秒)を 30サイクル行い、最後に 72
0

C (5分間)の伸長反応を行った。

反応後のサンフルは10μlを2μIの10X loading solution (40% glycerine、0.25%

bromopheno1 b1ue)とともに 4%低融点アガロース (NuSieveGTG、FMC社製)

ゲルにて電気泳動 (50mV、40分間)し、エチジウムブロマイドにて染色後UV

照射下で PCR産物の有無を確認した。その結果、予想、される長さ (約 250bp)の

バンドが確認されたため、残り の反応液を用いて PCR産物のク ローニングを試み

た。

4. PCR産物のクローニング

PCR産物をエタノール沈殿にて濃縮後、 44μlの蒸留水に溶解した。 5μ1の10

Xbuffer (One-Phor-All buffer PLUS 、Pharmacia)と1μlの制限酵素EcoRI (50 

国立t、Pharmacia)を加え、 37
0

Cで 1時間イ ンキュベー卜した。&0RI消化した

PCR産物を 4%低融点アガロースゲルにて電気泳動し、エチジウムブロマイドで

染色後、 UV照射下で 250bp付近のバンドを切り出した。切り出したゲルより

Sephag1ass BandPrep Kit (Pharmacia)を用いて PCR産物を抽出後、 20μlのTE

bufferに溶解し、ベクターフラスミドに組込んだ。ベクタープラスミド pUCl18

(20 ng/μ1)は EcoRIでクローニングサイトを切断した後 bacteria1a1kaline 

phosphatase (和光純薬(株)社製)処理により末端を脱リ ン酸化し、自己連結を

防止した。PCR産物 (1μ1)、ベクター(1μ1)溶液を Takara社製のDNAligation kit 

Ver.2、solution1 (2μ1)と混和し、 14
0

Cで2時間インキュベートした。連結後の

DNA溶液を大腸菌JM109competent cell (Takara) 20μlに形質転換した。DNA

と混合した competentcellを氷上にて 30分間放置した後 420Cで 1分間加熱処理

を行った。続いて 80m1の SOC培地 (2%Bacto・tryptone、0.5%Bacto・yeast

extract、0.05%NaC1、0.9%glucose)中で 37
0

C30分間培養した。予め 10mgの

is op rop y 1 thio -s -D-ga1a ctos ide (IPTG)と1mgの5七romo・4-chloro-3 -indo1y1-s・D-

ga1actoside (X-Ga1)を染込ませた LB寒天培地(l.5%Bacto・agar、1% Bacto・

tryptone、0.5%Bacto・yeastextract、1%NaC1、50μg/m1のアンピシリンを含む)

に、形質転換処理を行った大腸菌を播き、 37
0

Cで一晩培養した。
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5. プラスミド精製

PCR産物を含むプラスミドにより形質転換された大腸菌をカラーセレクション

によって選抜した。 3m1の2XYT液体培地 (50mg/m1のアンピシリンを含む)中

で一晩培養した大腸菌から以下の方法で精製したプラスミドを鋳型に塩基配列解

析を行った。大腸菌からプラスミドを精製する方法はアルカリ法 (Ish-Horowicz

and Burke， 1981)を用いて行った。まず大腸菌をマイクロチューブに移し、 40C、

12，000 gにて 30秒間遠心分離し、集菌した。大腸菌を 100μ1の8011 (25 mM  

Tris-HC1， pH 8.0、50mM  glucose、10mM  E])TA， pH 8.0)に懸濁後、 200μlの

801 II (0.2 N NaOH、1%8D8)を加えて撹枠し、10分間氷冷した。次に 150μlの

801 m (3 M CH3COOK、pH4.8)を加え激しく撹搾後、さらに 15分間氷冷した。生
じた沈殿を遠心分離によって除去し、上清に10μgのRNaseを加え 370C1時間イ

ンキュベートした。つぎにフェノール抽出、工タノール沈殿により回収した核酸を

100μlのTEbufferに溶解し、 60μlのPEG溶液 (20%po1yethy1ene glyco16000、

2.5 M NaCl)を加え氷上 1時間放置した。1，5000gの遠心分離により得られた沈殿

を70%エタノールで 2回洗浄し、 10μlのTEbufferに溶解した。

6. PCR産物の塩基配列解析

塩基配列解析は DyeTerminator Cycle 8equencing F8 Ready Reaction Kit 

(Applied Biosystems)を用いて dideoxynucleotidechain termina tion法 (8anger

and Coulson， 1975)により行った。反応液 10μlあたり 4μlのreactionmixure 

(kit)、10pmo1のユニバーサルフライマー (M13(-21)、M13RV)、 350ngのプラ

スミドを含む。伸長反応はサーマルサイクラー (GeneAmp PCR 8ystem 2400、

Perkin E1mer社製)を用いて行い、 96
0

C10秒、 500C5秒、 600C4分を 25サイク

ル行った。伸長鎖はエタノール沈殿後、 4μlの10adingsolution (3% b1ue dextran、

50 mM  EDTAからなる dyesolutionと、脱イオン化ホルムアミドを 1:5で混合

したもの)に溶解し、 2分間の煮沸処理後、氷冷し電気泳動した。電気泳動には 50%

尿素、 1x TBE (90 mM  Tris-HC1， pH8.0、90mNI boric acid、25mM  EDTA)を含

む6%ポリアクリルアミドゲルを用い、 DNAseq uencer (ABI 37 3A)を用いて 40V

定電圧の条件で行った。泳動bufferには 1X TBE bufferを用いた。得られた塩基

配列データの編集、解析、及び相向性検索はコンビューターソフ ト、GENETYXVer.

8.0 (80ftware Deve10pment)を用いて行った。その結果、解析を行ったcDNAクロ
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ーンの塩基配列より予想されたアミノ酸配列は CYP6族に相向性が高く、チトク

ロムP450の部分配列であることが明らかとなった。したがって解析に用いたPCR

産物を CYP6・1と命名し、完全鎖長を得るための、 cDNAライブラリーのスクリー

ニングにフローブとして用いることにした。

7. cDNAライブラリーの作製

2.で合成した cDNAに、EcoRIINot 1 adaptorをT4DNA ligaseを用いて連結し、

末端を T4polynucleotide kinaseによる処理でリン酸化した。リン酸化反応液に、

上記フェノール:クロロホルムを等量加えて撹枠し、 1，500g 10分間の遠心分離を

行って、 cDNAを水層に抽出した。さらに SephacrylS・400spun columnを用い

て、連結されなかった adaptorを除去した。このカラムの溶出液中の cDNA100 ng 

と入ファージベクター (Lambdagt 10/&0 RIICIAP-Treated Vector Kit 、

Stratagene) 1μgをエタノール沈殿にて濃縮後、 9μlのligationbufferに溶解した。

さらに 10倍希釈したATPsolution 1μ1 (kit)、1μlのT4DNA Ligase (kit)を加え

撹搾後、 12
0

Cで一晩インキュベートした。ファージ DNAのinvitroパッケージン

グには GigaPackII Packaging Extract (Stratag'ene)を用いた。ライゲーション反

応液 1μlをpackagingextractに加え、すばやく撹枠後、 220Cで2時間インキュ

ベートした。その後 500μlのSMbuffer (50 mM  Tris-HCl buffer， pH 7.5、O.lM

NaCl、8mM  MgS04、0.01% gelatin)、20μlクロロホルムを加え撹枠し、 40Cで

保存した。この条件で作製した cDNAライブラ リーのタイターは 3.9X 106 pfu/ml 

であった。

8. プローブの作製

塩基配列解析によってチトクロム P450cDNj~ の部分配列であると考えられた

CYP6-1を鋳型としてフローブを合成した。プローブを標識する方法は PCRの反

応液中に DIG-conjugateddUTP (Boehringer Mannheim)を加え、 PCR産物中に

DIG (digoxigenin)を取り込ませることによって行った。 DIG システムは

digo氾gernnという抗体を核酸に標識し、抗体を用いてその抗体に標識した酵素の

発光反応で核酸を検出する方法である。PCR法は基本的に本節の 3.に準じて行っ

たが、 dNTPsの代わりに dNTP標識ミ ックス (1mM  dATP、1mM  dCTP、1mM

dGTP、0.65mM  dTTP、0.35mM  DIG-11・dUTP)を用い、 CYP6・1をインサート
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として含むプラスミド pUCl18100 ngを鋳型とした。また、 PCR反応のアニー

リング温度を 42
0

Cとした。 PCR反応後の反応液はエタノール沈殿により核酸を精

製後、 TEbufferに溶解し、 プローブとして用いた。

9. cDNAライブラリーのスクリーニング

cDNAライブラリー3.9X 105個分のファージを、宿主大腸菌 100μ1(NM514、

0.4% maltose含む LB培地で一晩培養後、集菌し 2/5量 10mM  MgS04に懸濁)

とともに 37
0

C15分間インキュベートし、 50
0

Cの0.7%寒天 LB培地 4mlに撹搾し

て、1.5%寒天 LB培地に重層した。 37
0

Cで 12時間培養後 40Cで約 1時間冷却し、

培地上に現われたフラークをナイロンメンブレン (GeneScreen Plus、NEN)に転

写した。この後メンブレンをろ紙に染込ませたアルカリ変性液(1.5M NaCl、0.5

NNaOH)上で2分間変性後、同様に中和液 (0.5rV1 Tris-HCl， pH 7.5、1.5M NaCl) 

で中和し、最後に 2x SSC (0.3 M NaCl、0.03M クエン酸ナトリウム)で表面に付

着したゲルを洗い落とした。 Prehybridizationsolution (5 x SSC、2% blocking 

reagent (Boehringer Mannheim)、0.1% N-laurylsarcosine、50%formamide、7%

SDS)中にて 40
0

C3時間以上プレハイブリダイゼーションを行った。プローブを 5

分間の煮沸により変性後、氷冷し、最終濃度 25nglmlになるよう加え、ハイブリ

夕、イゼーション(40
0

C、一晩)を行った。 2XSSC、0.1%SDS、室温で 15分間洗

浄後、さらに 0.2XSSC、0.1%SDS、65
0

Cで 20分間、 2回の洗浄を行った o

Boehringer社の手順に従い発光処理を行った後、化学発光用フィルム (Hyperfilm

ECL、Amersham)に感光させた。以上の操作により、 3.9X 105個の組換え体から

3個の陽性クローンが得られた。

10. ファージ DNAの精製及び塩基配列解析

プラーク純化を 4回繰り返して得られた陽性ファージを SMbufferに懸濁し、

約 105個のファージを大腸菌 NM514に吸着させた後 4mlの0.7%寒天LB培地と

混合してシャーレに固めた1.5%寒天 LB培地の表面に重層した。 370Cで一晩イン

キュベートし、全面溶菌を確認後、 4mlのSMbufferと100μlのクロロホルムを

加えてどC、一晩振とうした。ファージ抽出液からのファージ DNAの精製は

QIAGEN Lambda Midi Kit (Qiagen)を用いて行った。ファージ抽出液 20mlを

3，500 X g、10分間、 2回の遠心分離により大腸菌の破片を除去した。遠心分離で
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得られた上清に 60μ1のbufferL1 (100 mM  Tris-HCl， pH 7.5、300mM  NaCl、

10 mM  EDTA、0.2mg/ml BSA、20mg/ml RNase A、6mg/ml DNase 1)を加え、

37
0

C、30分間イ ンキュベートすることで大腸菌由来の染色体 DNAや RNAを分

解した。次に 4mlの氷冷した bufferL2 (30% PEG、3MNaCl)を加え、氷上 30

分間インキュベートによりフ ァージを沈殿させた。 12，000X g、10分間の遠心分離

によりファージを回収し、 2mlのbufferL3 (100 mM  Tris-HCl， pH 7.5、100mM  

NaCl、25mM  EDTA)に再懸濁し、さらに bufferL4 (4% SDS)を2ml加え、 700C、

15分間インキュベー卜することで、ファージ殻タンパクを破壊、 DNase、RNase

を失活させた。氷冷後、 2mlのbufferL5 (3M CH3COOK)を加えて撹枠し、 40Cに

おいて 15，000X g、30分間遠心分離した。上清をさらに 15，000X gで 10分間遠

心分離することより沈殿を除去した。 4mlの平衡buffer(50 mM  MOPS， pH 7.0、

750 mM  NaCl、15%ethanol 、0.15%Triton X・100)で平衡化したカラム

(Quiagen-tip 100)に遠心分離後の上清を通した後、洗浄用 buffer(50 mM  MOPS ， 

pH 7.0、1M NaCl、15%ethanol) 10 mlにて 2回洗浄した。最後に溶出 buffer(50 

mM  Tris-HCl， pH 8.5、1.25M NaCl、15% ethanol)を5ml通すことでファージ

DNAを回収した。溶出後の DNAはイソフロパノール沈殿により精製した。ファ

ージ DNAから EcoRI処理によってインサートを切り出し、 1%アガロースで電気

泳動をしてサイズを確認後、ゲルを切り出して I)NAフラグメントを精製し、プラ

スミド pUCl18にサブクローニングした。得られたリコンビナントプラスミドを

大腸菌JM109に形質転換し、本節の 5.で述べた方法でプラスミドを精製した。塩

基配列の同定は本節の 6.と同様にダイデオキシターミネーション法で行い、ユニバ

ーサルプライマーによって読みとった配列に基づいて合成プライマーを作製し、さ

らに先を解析する手法を用いた。

11. RT-PCR法による CYF6E1遺伝子の発現解析

cDNAライブラリーのスクリーニングにより得られた P450(CYF6E1)の発現を

RT-PCR法により解析した。 Permethrin感受性、抵抗性 (JPal-per)両系統中腸

より cDNAを合成し、 140ngを鋳型として用いた。塩基配列解析に用いたシーク

エンスフライマー P1F、P2R(Table 16、Fig.20)を用いて PCRを行った。基本

的な方法は本節の 3.に準じた。 PCR反応は 94
0

Cで2分反応後、 940C (30秒)、

50
0

C (30秒)、 72
0

C (60秒)を 25もしくは 35サイクル行い、最後に 720C (5 
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分間)の伸長反応を行った。インターナルマーカーとして、ハマダラカ (Anopheles

gambiae) (Salazar et a1.， 1994)、カイコ (Bombyxmorl) (Mounier et a1.， 1987)、

キイロショウジョウバエ (Drosophilamelanogastelう(accessionno. K00667， 

K00668， K00669)のアクチンの保存領域よりデザイ ンしたプローブ (actF: 5'-

AGCAGGAGATGGCCACC-3'、actR: 5'-TCCA.CATCTGCTGGAAGG・3')を用い

てアクチン遺伝子を増幅した。

結果

既知の昆虫 6族 P450の保存領域をもとにプライマーをデザインし、 JPal-per

系統中腸の mRNAより合成した cDNAを鋳型として PCRを行ったところ、予

想される長さ(フライマ一部分を含めて約 250bp)の産物が得られた。従ってこの

産物をプラスミド pUC118ヘサブクローニングし、塩基配列の解析を行った (Fig.

18)。塩基配列より予想される 67個のアミノ酸配列は殺虫剤抵抗性昆虫からクロ

ーニングされた 4種の 6族チトクロム P450に相向性が高く、他の P450で共通な

PERF配列も確認された (Fig.19)。従ってこの PCR産物はJPal-per系統の幼虫

体内に存在するチトクロム P450の部分配列であると考え、このクローンを

CYP6・1と名付けた。

次にこの遺伝子の全長をクローニングする目的でJPal-per系統中腸より cDNA

ライブラリーを作製し、 CYP6・1をプローブとしてスクリーニングを行った。その

結果 3.9X 105個の組換えファージより、 3個の陽性クローンを得た。これらのう

ち約 1.6kbpのインサートが含まれていた 2つのクローンについて塩基配列解析

を行った (Table16、Fig.20)。その結果、 2つのクローンは全く同じ配列を有し

ており、長い方のクローンは 499個のアミノ酸(推定分子量 57.5KDa)をコードす

る全長 1，566bpのcDNAであり、 3'下流域にはボリ (A)付加シグナルが認められた

(Fig.21)。塩基配列より予想されるアミノ酸配列は CYP6・1に100%一致していた

が、二つの塩基で変異が認められた (1，149番目と 1，224番目の Aが CYP6・1では

それぞれGとTに置換)。予想されるアミノ酸配列は 6族P450に相向性が高か

ったため、既知の昆虫 6族P450(CYP6A1、CYP6B2、CYF6D1)との比較を行っ

た (Fig.22)。
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10 20 30 40 50 60 
CCGGTAGCAAATCTCTTCCGGGAGATCACAAAGAATTACAAGGTTCCAGAAACGGACATC 

P V A N L F R E 1 T K N Y K V P E T D 工

70 80 90 100 110 120 
ACCCTGGAGAAGGGGTACCGAGTAGTGATCCCAG1~ATACGGAATCCATCACGACCCGGAT 

T L E K G Y R V V 1 P V Y G 工 H H D P D 

130 140 150 160 170 工80

ATCTACCCCAACCCAGAGGTCTTCAACCCTGAACGATTCATCCCGGAACTGTCAACCAAT 

1 Y P N P E V F N P E R F 工 P E L S T N 

190 200 
CGTCATCCAATGGCCTACCTG 

R H P M A Y L 

Fig. 18. Nucleotide sequence and deduced arruno acid sequence of a PCR 
product， CYP6-1. 

CYP6-1 1 
CYP6A1 (Musca) 370 
CYP6A2(Drosophila) 376 
CYP6B2(Helエcoverpa)370 
CYP6D1 (Musca) 387 

CYP6-1 40 
CYP6A1(Musca) 41 
CYP6A2(Drosophila) 41 
CYP6B2(Helユcoverpa) 40 
CYP6D1(Musca) 40 

67 
437 
443 
436 
452 

Fig. 19. Comparison of aITUno acid sequence of CYP6-1 to those of other 

insect CYP6 subfamilies. CYP6A 1 (Feyereisen et al.， 1989) and CYP6D 1 

(Tomita and Scott， 1995) are derived from M. domestica and， CYP6A2 (Waters 

et a1.， 1992) is from D. melanogαster and， CYP6B2 (Wang and Hobbs， 1995) i 
from H.αrmige ra， respecti vel y. Conserved aITUno acids are highlighted. 
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Table 16. Oligonucleotide primers used for the sequence analysis of 
CYP6El cDNA 

M13(-21) 5'-TGTAAAACGACGGCCATT-3' 

M13 RV 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3' 

P1F 5'-CGGTGGAATCTACTCGT-3' 

P1R 5'-ACGAGTAGATTCCACCG-3' 

P2F 5'-TGCATCGGAGAGCGATT-3' 

P2R 5'-AATCGCTCTCCGATGCA-3' 

P3F 5'-TAATGAGAGGGACGACC-3' 

P3R 5'-GGTCGTCCCTCTCATTA-3' 

P4F 5'-ATCGCGGTTTGCAATGG-3' 

P4R 5'一CCATTGCAAACCGCGAT-3'

P5R 5'-TCTTTCTGGCCCTCτ'CCT-3 ' 

P6F 5'-TACGAGCTGGCACTGAA-3' 

84 



pUC118 

∞ 01 

4. 
a. 

¥ 

ら心0-

500 1000 1500 

M13 (-21) 

P1R 

.. 
211 

P1F 

-ー324 
P3F 
-h 

531 
P4F 

-ー925 
P6F 

'‘ 
1299 

P2F 

M13 RV 咽.

a. P2R 
1316 

P5R a・ 975 

P4R 
547 a. 

P3R 
340 

229 

Fig.20. Sequencing strategy and restriction map of CYP6El cDNA. Numbers 
indicate the sequence positions of synthesized oligonucleotide primers. 
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1441 
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1561 

GAACTCGACAAGATGCTGCTCTACCTCGTAACGATCGTGACCTGGTTGGTCTACGTCTGG 
M L L Y L V T 1 V T W L V Y V W 

ATCAAGCGACGGTATTCCTAC1、GGAAGGATCG~:GTTCCATCTCTGAGAGTCTCCTTC
1 K R R Y S Y W K D R G V P S L R V S F 

CCAGC1、GGAAATCTCCAGGGAATCGGCCACCGTCACCTGGGACTCATCATGCAGGATTIち
P A G N L Q G 工 G H R H L G L 工 M Q D L 

TACGGCAAGTTGAAAGGCTCτ'GGGGCCAAGTTCGGつ[ちGAATCTACTCGTTCCTCAAGCCG
Y G K L K G S G A K F G G 工 Y S F L K P 

ATGGTCATGGTGCTGGATCTGGACTTTGCCAAGGACGTGCTGGTGAGGGAGTTTCAGTAC 
M V M V L D L D F A K D V L V R E F Q Y 

TTTCACGATCGTGGCATGTACTATAATGAGAGGGACGACCCGTIロTCGGCACATCTCGTC
F H D R G M Y Y N E R D D P L S A H L V 

AGCTTGGAAGGTGATAAGTGGAAGAGCTTGAGGACC~GCTGACGCCGACGTTTACCTCC 
S L E G D K W K S L R T K L T P T F T S 

GGGAAGATGAAGATGATGTTTGGCACGATTGAGGAC~TτロTTGATCGGTTAGAGGGTTGC
G K M K M M F G T 工 E E V V D R L E G C 

ATCAGGGTTAGGGTGGAATCTGGTGAATGCATCGAC~TCAGGGATATTATATCGCGGTT1、
工 R V R V E S G E C 1 E 工 R D 工工 S R F 

GCAATGGACGTTATTGGGAGTTGTGCCTTTGGGTI'C~ACTGTAACAGTTTGGTATTGTCG 
A M D V 工 G S C A F G L D C N S L V L S 

GACCCTCCGTTCTGGAAGATGAGCCTGAAAGCTTC1~ACTAGCACGAAACTTCAATTCTTG 
D P P F W K M S L K A S T S T K L Q F L 

ATATCACTTTTTGCTACAACCTATCGGAAGTTTTCC~CCAAATCGGAATCTGCGTCCTA 
工 S L F A T T Y R K F S N Q 工 G 1 C V L 

CCAAACGAτ'GTGAGτ'GATTTCTACCTTGGAGCGGT1~GTGATACGATCAAGTTTCGGATG 
P N D V S D F Y L G A V R D T 工 K F R M 

GACAACCAAGCGTCGCGAAAGGACTTTATGGATCT(~TGATCAAGCTGGAGGATAACTTT 
D N Q A S R K D F M D L L 工 K L E D N F 

ACGTTCAACGAGATCGCTGCGCAAGCCTTCGTGTTCτ~CCAGGCTGGTTACGAAACCTCT 
T F N E 1 A A Q A F V F F Q A G Y E T S 

TCAATTACGATGACCTTCTGCCTGTACGAGCTGGCT，CTGAATCAGGAACTTCAGGAGAGG 
S 工 T M T F C L Y E L A L N Q E L Q E R 

GCCAGAAAGAGCG1ロGAGGATGTTCTGAAGAGGCACGGATCCTTCAGCTATGAAACCATT
A R K S V E D V L K R H G S F S Y E T 工

CAGGAα.TGGAG廿 CCTCAACTGTTGTGTCAAA凶 ACGCTTCGCAAGTATCCT.CC∞TA
Q D M E F L N C C V K E T L R K Y P P V 

GCAAATCTCTTCCGGGAGATCACAAAGAATTACAAGGTTCCAGAAACGGACATCACCCTG 
A N L F R E 工 T K N Y K V P E T D 工 T L 

GAGAAGGGATACCGAGTAGTGATCCCAGTATACGGAATCCATCACGACCCGGATATCTAC 
E K G Y R V V 工 P V Y G 工 H H D P D 工 Y

CCCAACCCAGAGGTCTTCAACCCAGAACGATTCATCCCGGAACTGTCAACCAATCGTCAT 
P N P E V F N P E R F 工 P E L S T N R H 

CCAA1ロGCCTACCTGt:::CCTTCGGAGAAGGACCI:::CGAACCTGCATCGGAGAGCGA'廿 CGCC
P M A Y L P F G E G P R T C 工 G E R F A 

CTAATGGAGACCAAAATTGGCCTCAGTCGTTI'GCTACAAAAGTTTCGCTTTAAACTAGCA 
L M E T K 工 G L S R L L Q K F R F K L A 

CCTCAAACTTCCACAAGAATTGAGCTTAACAAAACCGGCGTATTCCTATCTATTCAAGGT 
P Q T S T R 工 E L N K T G V F L S 1 Q G 

AATCTCTGGATGAAGGTTAAAAAAACCTGTCATAACCTCACCGTTGTCACTGAACCTGCC 
N L W M K V K K T C H N L T V V T E P A 

GCAGAAAATTAAaヒヒヒヒcaヒaacaataaaaaagagcgヒccヒcggcヒgヒcgccaaacヒggヒ
A E N 女

aヒaaaa

60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 

1080 

1140 

1200 

1260 

1320 

1380 

1440 

1500 

1560 

1566 

Fig. 21. Nucleotide sequence and deduc任1amino acid sequence of CYP6EJ cDNA clone. A 
poly A addition signal is shown with bold letters. Nucleotide sequence expressed with capital 
letters indicates the open reading frame. Star denotes translation stop codon. Boxes indicate the 
positions of primer used for amplifying the PCR products. Deduced amino acids are shown 
with single capilals under the nucleotide sequence. 

86 



CYP6E1 l:M一一一一一LLYLVTIVTWLVYVWIKRRYSYWKDRGVPSLRVSFPAGN-LQGIGHR-HLGL工M 53 
CYP6A1 l:MDFGSFLLYALGVLASLALYFVRWNFGYWKRRGIPHEEPHLVMGN-VKGLRSKYH工GE工工 59 

CYP6B2 l: MW工 FYFPAV工 SVLIVTL-YFYFTRTFNYWKKF~GPEPVVFFGNLKDSALRKKNMGVVM 59 

CYP6D1 l:M--LLL-LLL-IVVTTL-Y工FAKLHYTKWERLGFESDKATIPLGSMAKVFHKERPFGLVM 55 

CYP6E1 54:QDLYGKLKGSGAKFGG工YSFLKPMVMVLDLDFAKDVLVREFQYFHDRGMYYNERDDPLSA 113 

CYP6A1 60:ADYYRKFKGSGP-FAG工FLGHKPAAVVLDKELRKRVL工KDFSNFANRGLYYNEKDDPLTG 118 

CYP6B2 60:EELYNMF--PEEKV工G工YRMTSPCLLVRDLEVIKHIMIKDFEVFSDRGLEF-SK-EGLGQ 115 

CYP6D1 56:SD工YDK一一一CHEKVVG工YLFFKPALLVRDAELARQ工LTTDFNSFHDRGLYVDEKNDPMSA 112 

CYP6E1 114:HLVSLEGDKWKSLRTKLTPTFTSG~任CMMF--GT工EEWDRLEGC工RVRVESGEC 工 E工RD 171 

CYP6A1 119:HLVMVEGEKWRSLRTKLSPTFTAGKMKYM--YNTVLEVGQRLLEVMYEKLEVSSELDMRD 176 

CYP6B2 116:NLFHADGD'IWRTLRNRFTPIFTSGKLKNMFYLMNEGADNF工DHVS-KECEKH-QEFE工HT 173 

CYP6D1 113:NLFVMEGQSWRTLRMKLAPSFSSGKLKGMFE'I'VDDVADKLINHLNERLKDGQTHVLE工KS 172 

CYP6E1 172:工工SRFAMDVIGSCAFGLDCNSLVLSDPPFWKMSLKASTSTKLQFLISLFATTYRKFSNQ工 231 

CYP6A1 177:工LARFNTDV工GSVAFG工ECNSLRNPHDRFLAMGRKS工EVPRHNAL工MAF工DSFPELSRKL 236 

CYP6B2 174:LLQTYTMST工SSCAFGVSYDT工SDKLDTLA工VlコK工工SEPSYA工ELD-MM-YPGLL-PKL- 229 
CYP6D1 173:工LTTYAVD工工GSVIFGLE工DSFTHPDNEFRVLSDRLFNPKKSTMLER工RNLSTFMCPPLA 232 

CYP6E1 232:G-工CVL-PNDVSDF-YLGAVRDT工KFRMDNQASRKD一一一F一日DL一一一一--L---工K-一一- 271 
CYP6A1 237:G-MRVL-PEDVHQF-FMSS工KETVDYREKNNIRRND---F-LDL-一一一一VL-D-LK--NN280 
CYP6B2 230:N-LS工F-PSVVHKF-FKNLVNT工VTQRNGKPS'GRNDFMDL工LELRQMGE工T--SNKYGNN284 

CYP6D1 233:KLLSRLGAKDP工TYRLRD工VKRT工EFREEKGVVRKDLLQLF工QLRNTGK工SDDNDKLWHD 292 

CYP6E1 272:一一一一L-E-DNFTFNE工AAQAFVFFQAGYETSSITMTFCLYELALNQELQERARKSV-E-D 323 
CYP6A1 281:PES-ISKLGGLTFNELAAQVFVFFLGGFETSSSTMGFALYELAQNQQLQDRLREEVNE-- 337 

CYP6B2 285:M-STLE-工TE-SV-MCA-QAFVFYIAGYETSATTMAYLTYQLALNPDIQNKL工AE工DEA工 339

CYP6D1 293:VESTAENLKAMS工DM工ASNSFLFY工AGSETTAATTSFT工YELAMYPE工LKKAQSEVDECL 352 

CYP6E1 324:VL-K一一RHGSFSYET工QDMEFLNCCVKETLRKYPPVANLFREITKNYKVP-ETD工TLEKG 379 
CYP6A1 338:VFDQF-KEDN工SYDALMNIPYLDQVLNETLRKYPVGSALTRQTLNDYVVPHNPKYVLPKG 396 

CYP6B2 340:KANG一一一一GKVTYDTVKDMKYLNKVFDETLRMYSIVEPLQRKA工RDYKLP-GTDVV工EKD 394 
CYP6D1 353:QRHGLKPQGRLTYEA工QDMKYLDLCVMETTRKYPGLPFLNRKCTQDFQVP-DTKLT工PKE 411 

CYP6E1 380:YRVV工PVYG工HHDPD工YPNPEVFNPERF工PELSTNRHPMAYLPFGEGPRTCIGERFALME 439 

CYP6A1 397:TLVF工PVLG工HYDPELYPNPEEFDPERFSPEMVKQRDSVDWLGFGDGPRNCIGMRFGKMQ 456 

CYP6B2 395:TVVL工SPRGIHYDPKYYDNPKQFNPERFFAEEVGKRHPCAYLPFGLGQRNCIGMRFGRLQ 454 

CYP6D1 412:TG工工工SLLG工HRDPQYFPQPEDYRPERFADE-SKDYDPAAYMPFGEGPRHC工AQRMGVIN 470 

CYP6E1 440:TK工GLSRLLQKFRFKLAPQTSTR工ELNKTGVFLS工QGNLWMKVKKTCHNLTVVTEPAAEN499 

CYP6A1 457:SRLGLALV工RHFRFTVCSRTD工PMQ工NPESLAWTPKNNLYLNVQA工RKK工K 507 

CYP6B2 455:SLLC工TKLLSKFRLEPSKNTDRNLQVEPYRF工工GPKGG工RLN工VPRKDVS 504 

CYP6D1 471:SKVALAEく工LANFN工QPMPRQEVEFKFHSAP-VLVPVNGLNVGLSKRW 516 

Fig. 22. Compariso~oJ ~n~ acid sequence of CYP6E 1 to those of three cytochrome 
P4-50s from ins-ects. CYP6A 1 (Feyereisen et al.， 1989) and CYP6D 1 (Tomita and Scott， 
1995) isolated from a housefly， Musca domesticαand. CYP6B2 (Wan喧andHobbs，1995) 
!ro.~.a cotto~ bollwor~， H~lico~erpa an:nieera: çonse~ved amino acids are expressed with 
bold letters. Gaps are introduced to maximize the homology. 
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CYF6A1はイエバエ (Muscadomestica)よりクローニングされ、シクロジエン

系殺虫剤を代謝することが確かめられている (σF、ei

θωt a1.汁， 1ω994の)0CYF6B2は鱗麹目昆虫 (Helicovlθrpaarmigera)より、 CYF6D1は

イエバエよ りク ローニングされ、ともに殺虫剤抵抗性に関与するとされている

の九Tang and Hobbs， 1995; Tomita and Scott， 19 ~~5) 0これらの 6族 P450に対する

相向性はそれぞれ 42.2、31.8、35.0%であった。また、配列問で共通に認められ

る疎水性膜結合領域(アミノ酸第 2・17番目)や、還元酵素結合領域(第 341・351

番目と第 399・407番目)、さらにヘム鉄結合領域(第 423・436番目)が、今回クロ

ーニングされた cDNAより予想されるアミノ酸配列でもよ く保存されていた。従

って、今回クローニングされた cDNAはチトク ロム P450をコードする遺伝子で

あることが判明した。このチトクロム P450は国際 P450命名委員会 (Nelsonθt 

a1.， 1993)に委託し、 CYF6E1と命名された(Kasaiet a1.， 1998b)。本クローンは

カより全長をクローニングされた白ーの P450cI)NAである o

つぎに両系統の中腸由来のmRNAより合成したcDNAを鋳型として、RT-PCR

を行った (Fig.23)0140 ngの鋳型を用いて PCR反応を行い、 35サイクル後に両

系統より目的とする長さ(約 1，100bp)の産物が確認された。従って、 CYF6E1は

JPal-per系統に特異的なアイソフォームではなく、少なくとも今回用いた小笠原

産の感受性系統幼虫体内でも発現している P450種であることが明らかとなった。

考察

前章までに JPal-per系統中腸に占めるチトクロム P450量は全体の 80%で、し

かも P450由来の permethrin代謝活性も中腸で最も高かったため、本章では中腸

由来の cDNAライブラリーから、チトクロム P450cDNAのスクリーニングを行

った。その結果、 499個のアミノ酸をコードする 1，566bpのcDNAがクローニン

グされた。そして、この遺伝子から予想されるアミノ酸配列はチトクロム P450の

特徴をいくつか兼ね備えていることから、新規チトクロム P450(CYF6E1)である

ことが判明した。これまでカの仲間ではハマダラカ (Anophelesalbiman us)から 4

族 P45014種の部分配列が報告されている (Scottet al.， 1994) 0 CYF6E 1はP450

に特徴的な機能 ドメインを有して い るが、 4 族 P450 に特徴的な
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2 3 4 5 6 7 8 

4・1，104bp

399bp .ー

Fig.23. AnaIysis of gene expression of CYP6E1. cI)NA samples synthesized with rnRNA 
isolated from susceptible (lanes 2，4 and 6) or resistant JPaI-per larvae (lanes 3， 5 and 7) were 
used for PCR. CYP6El specific primers were used for the gene expression (lanes 2-7). 
Twenty five (lanes 4 and 5) and 35 cycles (lanes 2，3，6 and 7) of PCR were carried out. As a 
control， actin gene expression was aIso analyzed using specific primers (lanes 2 and 3). 
Lanes 1 and 8 show molecular size markers (lkb ladder， Gibco). An arrowhead indicates the 
position of PCR products for CYP6El (1，104bp). 
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EVDTFMFEGHDTT配列 (Bradfieldet a1.， 19H1)を持たないことから、ハマダラ

カの 4族 P450とは異なるグループに分類される。

CYP6E1はpermethrin抵抗性のJPal-per系統より同定されたチトクロムP450

である。これがJPal-per系統固有のタンパクであるのかを確かめるために、両系

統中腸より調整したcDNAを鋳型とし、 CYF6Elに特異的なプライマーを用いて

RT-PCRを行った。 35サイクル後の反応液中に予想、された長さの産物が認められ

たことより、このチトクロム P450は感受性系統の中腸においても発現しているこ

とが示唆された。また、インターナルマーカーとして増幅したアクチン遺伝子が両

系統でほぼ同量発現していたのに対し、 CYP6El遺伝子の糟幅量は25、35両サイ

クルにおいてJPal-per系統で高い傾向が認められたo したがって CYP6E1遺伝子

は JPal-per系統で感受性系統より多く発現している可能性がある o しかし PCR

法は反応液中に存在する数少ない遺伝子を人工的に増幅させる手法である ことか

ら、遺伝子の発現量を正確に反映しない場合があり、実際にはmRNA発現量をノ

ーザンプロッティング法により調査する必要があると考えられた。 前述したよう

にチトクロム P450は生物体内に数多くのアイソフォームが存在していることが

知られている (Nelsonθt a1.， 1993)。従って、本節で同定された CYF6E1が

permethrin抵抗性に関与しているのかどうかはこの時点では明らかでない。今後

PCRで増幅されたその他のアイソフォームについてもクローニングし、代謝機能

を個々に調査することでpermethrin解毒性P45>0が特定されると思われる o

第 2節 その他の 6族P450のクローニングと構造解析

一般に一つの生物種内には複数のチトクロム P450のアイソフォームが存在す

ることが知られている。本節ではCYF6E1以外の P450アイソフォームをクロー

ニング、構造解析し、本種がもっ P450の多様性、遺伝子発現量を感受性、抵抗性

系統で比較することにより、 permethrin解毒性アイソフォームの同定への足がか

りとした。

90 



材料及び方法

l. アイソフォームのクローニング及び構造解析

供試見虫は前節に準ずる。第 l節において degenerateprimerを用いて増幅した

約 250bpの PCR産物をプラスミド pUCl18ヘサブクローニングし、大腸菌

JM109へ形質転換し LB寒天培地上にコロニーを形成させた。感受性系統中腸由

来の cDNAについても同様に行い、 JPal-per系統からは 29個の、感受性系統か

らは 35個のコロニーを無作為に選抜し、それぞれを 3mlLB培地で一晩培養後、

フラスミドを精製した。第 1節、 6.の方法に従いイ ンサート DNAの塩基配列を解

析し、アイソフォームの種類と割合を算出した。その結果、両系統ともに CYF6・

2と名付けられたアイソフォームが全体の約 60%を占めていたため、 この遺伝子

の完全鎖長のクローニングを試みた。スクリーニング及び塩基配列解析は第 1節の

方法に準じた。 JPal-per系統中腸由来の cDNAライブラリーを DIGラベルした

CYP6・2遺伝子をプローブとしてスクリーニングした後、 3回のプラーク純化を経

て約 1.6kbpのインサートをフラスミド pUCl18ヘサブクローニングした。 M13

(-21)、M13RVユニバーサルフライマーによって解読した配列を基に合成プライ

マーを作製し、さらに先の配列を解析した。

2. ノーザンブロッティング

① RNAの精製

両系統の 4齢幼虫約 100頭から、中腸を摘出し、すばやく液体窒素中に保存し

た。 totalRNAの精製は、 180GEN(ニッポンジーン)を用いて行った。中腸を 0.8

mlの180GENとともにガラスホモジナイザーを用いて磨砕し、室温で 5分間放置

後 0.2mlのクロロホルムを加え 30秒間激しく撹搾し、氷上 5分間インキュベー

トした。 12，000Xgで 15分間、 4
0

Cにて遠心分離して得られた上清を再び遠心分

離して組織より分離した。フェノール:クロロホルム抽出を 2回行うことにより上

清中に混入したタンパクを除去し、 0.8mlのイソプロパノールを加えて 30分間放

置後40Cにて 12，000Xg、15分間遠心分離し、 RNAを沈殿させた。さらに沈殿物

を1mlの70%エタノールで洗浄後、 DEPC処理水 50μlに溶解した。溶液の RNA

濃度は OD260nmの吸光度測定及び電気泳動後に検出される 288リボゾーム RNA

量により算出し、系統問での RNA濃度を一定にした。抽出後の RNAは-200Cで
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保存した。

② RNAの電気泳動

Total RNA 6μgを含む溶液 5.5μlを変成溶液 (X10 MOPS buffer (0.4 M 

MOPS， pH 7.0、0.1M CH3COONa、0.01M EDTA): 12.3 M ホルムアルデヒド:

ホルムアミド=5 : 9 : 25) 19.5μlと混合し、 750Cで 15分間インキュベー卜した。

氷上で急冷した後、 5μlのloadingbuffer (1 m~vI EDTA， pH 8.0、0.25%bromo 

phenol blue、50%glycerol)を加えて試料とした。試料は、 1XMOPS当量、ホル

ムアルデヒド(最終 2.2M)を含む 1%アガロースゲル中で泳動した。電気泳動は 1

XMOPSを泳動緩衝液として 20V、約 12時間行った。電気泳動後のゲルはエチ

ジウムブロマイドにより染色し、 28Sリボゾーム RNAを撮影後、 DEPC処理水に

てホルムアルデヒドを除去し、 20XSSC溶液にて 45分間浸透した。

③ ナイロンメンブレンへの転写

ナイロンメンブレンへの転写はキャピラリー法 (Thomas，1980， 1983)を用いて

行った o ゲルと同じサイズに切った GeneScreen Pl usナイロンメンブレンを 20

XSSCに浸し、ゲルに密着させ、 20XSSCを媒体として、ゲル中の RNAをメン

ブレンに転写した。

④ プローブの調製及びハイブリダイゼーション

ノーザンブロッティングのプローブには degenerateprimer (第 l節)を使って

両系統中腸由来の cDNAより増幅した約 250bpのPCR産物を用いた。標識は第

1節の方法に準じ、 PCR反応液中に DIGconjugated dUTPを加え、 PCR反応中

にdTTPと置換させることにより行った。プレハイブリダイゼーション済みのメン

ブレンと共に 50%ホルムアミドを含むハイブリダイゼーション溶液中にて、 400C

で一晩インキュベー卜した。cDNAライブラリーのスクリーニングの場合と同様に

洗浄後、 Boehringer社のフロトコールに従い発光処理を行い化学発光用フィルム

に感光させた。現像処理後のフィルムはAdobephotoshopTM LE (Adobe)によって

画像を取り込み、 NIHImage ver. 1.55により相対発光強度を測定した。
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結果

両系統の幼虫体内に存在する P450アイソフォームの数、割合を検討する目的で、

degenera te primerにより増幅された PCR産物をプラスミドベクターヘサブクロ

ーニングし、感受性系統より 35個、抵抗性系統より 29個について構造解析を行

った。その結果、感受性系統からは4種類の、 JPal-per系統からは 7種類のアイ

ソフォームの存在が確認された (Table17)。これらのうち CYF6ElとCYF6Fl(国

際命名委員会により命名)の塩基配列にそれぞ、れ一つず、つ系統問変異をもっクロー

ンが認められたが、アミノ酸レベルでの変異は確認されなかった (Fig.24、25)。

種間の相向性は塩基レベルで 51%""'88%、アミノ酸レベルで 25%""'79%であった

(Table 18)。

個々のアイソフォームの PCR産物中に占める割合を Table19に示した。感受

性系統からは CYF6E1 、 CYF6F1 、 CYF6・ 3 、 C~yrp6 ・4、の 4 種のアイソフォーム

が確認され、 JPal-per系統からは感受性系統で確認された 4種に加え、全部で 7

種のアイソフォーム (CYF6E1、CYF6F1、CYP6・3、CYF6・4、CYF6・5、CYF6・

6、CYF6・7)が確認された。両系統ともに CYFsF1の割合が最も高く、全体の約

60%を占めていたことから、 CYP6F1は殺虫剤抵抗性に限らずネッタイイエカ幼

虫体内で何らかの重要な位置にあるアイソフォームであると考えられた (Table

19)。

PCRにより増幅された産物をフローブとして行ったノーザンブロッティングの

結果を Fig.26に示した。インターナルマーカーであるリボゾーム RNA量が両系

統で等しいのに対し、得られた P450のシグナルはJPal-per系統で強かった。NIH

Imageアナライザーにより定量した結果、今回増幅した P450のmRNA量は抵抗

性系統である JPal-per系中腸において感受性系統の約 2.3倍多く発現していた。

この数値を JPal-per系統の各アイソフォームの割合に掛けた値と、感受性系統の

各アイソフォームの割合との比は、そのまま発現量の比に反映されると考えられ、

算出した (Table19)。その結果 CYF6-3とCYF6E1ではそれぞれ1.2倍と 1.4倍

となり、系統問で大きな差がなかったのに対し、CYP6F1とCYP6・4ではJPal-per

系統でそれぞれ2.4倍と 8.2倍多く発現していると予想された。これらのことから、

CYF6F1はネッタイイエカ幼虫において主要なアイソフォームであり、しかも

JPal-per系統で過剰発現していることが予想された。従って次に CYF6F1cDNA 
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Table 17. CYP6 gene fragments cloned by PCR from the gut of permethrin-susceptible (S) and -resistant (R) 
lPal-per larvae of C. quinquefiαsciatus 

Geme name Strain 

t仏D 
CYP6El S，R 

CYP6Fl S，R 

CYP6-3 S， R 

CYP6-4 S， R 

CYP6-5 R 

CYP6-6 R 

CYP6-7 R 

a
 e
 

d

s

 

h
u
ρ
し
V

O
σ
b
 

e
n
 

寸

A
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〈
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u
 FL
 

N
 

9
u
 d
 

---A 

司

M

F

3

&
C
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O

刊
n
a
 

---A

、.A

m
d
 

A
 

DDBl 
Accession No. 

O 

O 

ハu
n

U

ハU

ハU

AB001323 

AB001324 

a 
Nucleotide or amino acid changes between susceptible and resistant strains. 



A 

1 

61 

121 

181 

B 

l 

61 

121 

181 

CYP6・2

GCAGTTCCGTTCCTGAACCGTGAGTGτ~CTAAGGA1~ACAAAATCCCCGGAACAGACACC 
A V P F L N R E C S K 0 Y K I P G T 0 T 

ACCATCGAGAAAGGAACATCGTTAGTCATTCCAGTCCTCGGACTACACCGCGATCCCGAT 
T 工 E K G T S L V I P V L G L H R 0 P 0 

CACTACCCGGAACCGGACAGGTTCATTCCGGAACGGTTCAGCAACTTTGAAGATATTTCC 
H Y P E P 0 R F I P E R F S N F E 0 I S 

ACCAAACCGTATCTT 
T K P Y L 

CYP6・3

GGATTGCCAATCCTCAACCGGGAGTGCACCCAGGACTTCCAGGTGCCACAGTCAAAGGTG 
G L P 工 L N R E C T Q 0 F Q V P Q S K V 

CGATCTCTGCCTACGGCATGGACGAGCGA 
I P I S A Y G M 0 E R 

CGGAGCGGTTCTTCGAGGAAAGCAAGAACTAC 
P E R F F E E S K N Y 

C CYP6・4

l 

61 

121 

181 

CCGGTTGACTATCTGATGCGTCGATCCAAGACTACCTACAACCACATTCCAGACGGAACG 
P V 0 Y L M R R S K T T Y N H 工 P 0 G T 

CTGTTCATAGTTCCAACGTACGCGCTGCACCACGATCCTGACCACTATCCCGAGCCGGAA 
L F I V P T Y A L H H 0 P 0 H Y P E P E 

AAGTTTGATCCAGAGCGATTTGCACCGAGCGCGATCCGCAAAAGACATCCCTACAGTTTT 
K F 0 P E R F A P S A 工 R K R H P Y S F 

CTA 
L 

D CYP6・5

l 

61 

121 

181 

GGATTGCCAATCCTCAACCGGGAGTGCACCCAGGACTTCCAGGTGCCACAGTCAAAGGTG 
G L P 工 L N R E C T Q 0 F Q V P Q S K V 

ACCAAACCGTATCTT 
T K P Y L 

CGATC TCTGCC TACGGCATGGACGAGCGA 
工 P 工 S A Y G M 0 E R 

CGGAACGGTTCAGCAACTTTGAAGATATTTCC 
P E R F S N F E 0 工 S

E CYP6・6

l CCACTGGACAATACGTTCCGAACGAATGAAGTGGATTACGTAATACCTGGTACAAATTAC 
P L 0 N T F R T N E V 0 Y V I P G T N Y 

61 ACCATTCCAGC'I、GGTACGTTCGTCCAGATTCCGATCTACGCCATCCAACGGGATCCGGAT
T 工 P A G T F V Q 工 P 工 Y A 工 Q R 0 P 0 

121 AACTTCCCCGAACCGGACAAGTTCGACCCAGACCGATTCCTCCCGGAAGCCGτ'GAAAAGT 
N F P E P 0 K F 0 P 0 R F L P E A V K S 

181 CGTCACCCGTACGCGTACATA 
R H P Y A Y 工

F CYP6・7

l TCGGTGGACTTTC'IちATGAGGACGTCCAACAGCGATTTCCCCGTTCCCAACAGCGACCTC
S V 0 F L M R T S N S 0 F P V P N S 0 L 

61 ACGATCCCCAAGGGCACCTTCCTGATAGTACCAACCTACGCGCCGCAGCACGATCCCGAC 
T 工 P K G T F L I V P T Y A P Q H 0 P 0 

121 CACTACCCGGATCCGGACCGGTTCGATCCGGAGCGTTTCAACGAAACCAACCGCGCAAGC 
H Y P 0 P 0 R F 0 P E R F N E T N R A S 

181 CGCCACCCGTTCGTGTATCTG 
R H P F V Y L 

60 

120 

180 

194 

60 

120 

180 

198 

60 

120 

180 

183 

60 

120 

180 

196 

60 

120 

180 

201 

60 

120 

180 

201 

Fig. 24. Nucleotide sequences and deduced amino acid sequences of PCR 
products， CYP6-2，CYP6-3， CYP6-4， CYP6-5， CYP6-6 and CYP6-7. 
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CYP6E1 67 
CYP6F1 65 
CYP6-3 66 
CYP6-4 61 

tσD 〉 CYP6-5 65 
CYP6-6 67 
CYP6-7 67 

Fig. 25. Comparison of the amino acid sequence deduced from the sequence of the c10ned CYP6 PCR products. 



Table 18. Percentage identitiy of the nucleotide and deduced amino acid 
sequences of the CYP6 genes 

CYP6El CYP6FI CYP6-3 CYP6-4 CYP6-5 CYP6-6 CYP6-7 

CYP6El 47.8 32.8 43.3 31.3 44.8 41.8 
c.o CYP6Fl 60.9 37.3 40.3 55.4 41.8 44.8 -:) 

CYP6-3 58.1 60.2 25.0 78.8 34.3 37.3 

CYP6-4 52.0 54.7 51.7 28.4 43.3 50.8 

CYP6-5 56.9 71.6 87.4 51.2 34.3 43.3 

CYP6-6 59.1 59.3 55.0 57.9 54.1 46.3 

CYP6-I 53.7 56.2 52.5 63.6 53.4 55.5 

Note. Figures in upper right (shadowed) and lower left columns are % identity of the 
deduced amino acid sequence and nucIeotide sequence， respectively. 



Table 19. Expression of the CYP6 genes in permethrin-susceptible and -resistant 
lPal-per larvae of C. quinquefasciatus 

Susceptible lPal-per 
Gene name %R X 2.3 / %s 

n
a 

%S 
a 
%R %RX2.3 n 

CYP6Fl 20 57.1 17 58.6 134.8 2.4 
t∞ p 

CYP6-3 12 34.3 5 17.2 39.6 1.2 
CYP6-4 2.9 3 10.3 23.7 8.2 
CYP6El 2 5.7 3.4 7.9 1.4 
CYP6-5 O O 3.4 7.9 
CYP6-6 O O 3.4 7.9 
CYP6-7 O O 3.4 7.9 

Total 35 100.0 29 99.7 229.7 

aNumber of cDNA clones identified. 



S R 

.. rRNA 

Fig.26. Northem blot analysis of total RNA isolated from guts of permethrin 
-susceptible (S) and -resistant lPal-per (R) larvae of C. quinquefasciatus. 
Mixed probes (250bps) were used. 
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の完全鎖長のスクリーニングと構造解析を試みた。

cDNAライブラリーのスクリーニングの結果、13.2X 10-1個の組換え体ファージよ

り、 11個の陽性クローンを得た。これらのうち約1.6kbpのインサートについて

サブクローニングし、ユニバーサルプライマーによって解読した配列を基に合成プ

ライマーを作製し、完全鎖長の配列を解析した(Table20、Fig.27)。その結果、 508

個のアミノ酸翻訳領域を含む 1，597bpのcDNA全長が明らかとなった (Fig.28)。

CYF6F1と名付けられたこのアイソフォームはチトクロム P450に特徴的な領域

をいくつか含んでおり、疎水性膜結合領域 (3・20番目)、還元酵素結合領域 (362・

371、416・427番目)、ヘム鉄結合領域 (441・450番目)は他のチトクロム P450と

同様によく保存されていた (Fig.29)。また、系統学的に見ると CYF6F1は

CYF6E1とともに他の 6族P450に近縁で、特にイエバエより単離された CYP6C

亜族に最も近いグループであるが、既知の亜族に分類されるものではなかった

(Fig. 30)。

考察

現在までのところ、殺虫剤抵抗性昆虫よりクローニングされ、その遺伝子発現に

ついて報告されたアイソフォームはイエバエで 2種 (CYF6A1、CYF6D1)、キイ

ロショウジョウバエで 1種 (CYP6A2)ある (Carinoet a1.， 1994; Tomita et a1.， 

1995; Waters et a1.， 1992)。そして、これらをコードする遺伝子はいずれも抵抗性

系統で過剰発現しており、その結果タンパク質量の過剰生産が生じ、基質となる殺

虫剤の解毒活性の増大につながっていると推測されている。また、これらのアイソ

フォームでは遺伝子そのものの増幅は認められず、発現因子により制御された現象

であるとされている (Taylorand Feyereisen， 1996)。構造遺伝子の質的な変異が

チトクロム P450の解毒活性の増大をもたらしている現象はまだ直接的証拠によ

り確認されていないことから、 JPal-per系統における P450酸化酵素系の活性増

大も遺伝子発現量の違いによりもたらされている可能性が高いと思われる o 第 3

章において JPal-per系統のチトクロム P450量が感受性系統の 2.7倍であったこ

ともこの可能性を強く示唆するものである。

アイソフォームの多様性から考えて、もし一部のアイソフォームのみが
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Table 20. Oligonucleotide primers used for the sequence analysis of 
CYP6Fl cDNA 

M13(-21) 

M13 RV 

QIF 

Q2F 

Q3R 

Q5R 

Q6F 

Q6R 

Q7R 

Q9R 

QI0F 

QIIF 

5'-TGTAAAACGACGGCCATT-3' 

5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3' 

5'-CAATGCTGGTGGTCAAC-3' 

5'-CAGTTCCGTτ'CCTGAAC -3 ' 

5'一CCTTAGAACACTCACGG-3'

5'一CCCCAAACGGAAGATAC-3'

5'-CATGGGACATCGAAGTG-3' 

5'-CACTTCGATGτ'CCCATC-3 ' 

5'-AAATCACGCACAAGCAC-3' 

5'-ACGTTTCGCCACGTGATC-3' 

5'-CGGTTGGATTCGGAATC-3' 

5'-ATTCCAGτ'CCTCGGACTA-3 ' 
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Fig. 27. Sequencing strategy and restriction map of CYP6F 1 cDNA. 
Numbers indicate the sequence positions of synthesized oligonucleotide primers. 
Probe 1， 2 and 3 were used for Northern or Southem blotting. 



l 

61 

121 

181 

241 

301 

361 

421 

481 

541 

601 

661 

721 

781 

841 

901 

961 

1021 

1081 

1141 

1201 

1261 

1321 

1381 

1441 

1501 

1561 

AAτロττせロCGτ'GGATAATCτロCGCτロCGGCAGCAGτ可'CCGCTGGτ"GTACτTCCTGATCGT
M F A W 工工 C A A A A V P L V Y F L 1 V 

GTACCAGTTCAGCTACτ'GGAAACGTCGTGGGATCACACAACTCACTCCATCATTCCCATT 
Y Q F S Y W K R R G 工 T Q ・~ T P S F P F 

TGGAGATCTTGGACCGTTCTTI'CGGCAACGGTCCAGCCTCGGAG'IロGTCTACGCCGAτロT
G D L G P F F R Q R S S L G V V Y A D V 

GTACCGGCI‘GTGCAAGCGCCTACCCTTTGTGGGGATCTACCTTI'CCTTGCGGCCAATGCT 
Y R L C K R L P F V G 1 Y L S L R P M L 

GGτロGTCAACGACCCCGAGTτ"GAτTAAAAATGTGCτ可ロTGCGτロATτセ可'GACCACτ可可'CA
V V N D P E L 工 K N V L V R D F D H F H 

CGATCGTGGACTGTACGτ"GAACGAGGAGAAGGACCCACTu~GTGGGCATTTG'I'TTGCACT 
D R G L Y V N E E K D P L S G H L F A L 

CGGTGGCGAACAGTGGCGCCATCATCGGTCCAAGCTAACG<ごCAACGTTCACCTCGGGAAG
G G E Q W R H H R S K L T P T F T S G R 

GTTGAAGGAGATG'I、TCACGAACTTGGTCCAAATTGGGCGτて:;TTCTCCAAGATCACGTGGC
L K E M F T N L V Q 工 G R V L Q D H V A 

GAAACGTGCTGGGGAGGACATCGAAATTCGGGACGTGATG<:;CGCGGTACACTACCGATAT 
K R A G E D 工 E 工 R D V M A R Y T T D 1 

CATTGCATCGGTτ"GGATTCGGAATCGAAAATGACTCCATC1'l.ACGAAAAGGGCAACATTTT 
工 A S V G F G 1 E N D S 工 N E K G N 工 F

CAGGGAAATGGGAACGAAGGτロTTCTCTCCTGATCTTAAQ~CGATACTTCGATTGACGAG
R E M G T K V F S P D L K T 工 L R L T S 

CACATTTTTCACTCCAAAGCTGAAC~C'I、GTTTGGATTC1~TTI'ATC~CAGGAGAT
T F F T P K L N A L F G F K F 工 A Q E 1 

TGAAGACTTCATCATGAACGTTGTACGTGAAACCCTGGAGTACAGAGAAAGCAACAAAGT 
E D F 工 M N V V R E T L E Y R E S N K V 

CGTCCGGAAGGATATGATGCAGCτ"GCTCATGCAGCTACGT1'l.ACTCCGGAACGGTTTCGAT 
V R K D M M Q L L M Q L R N S G T V S 工

CGACGATCGATGGGACATCGAAGTGTCAACCAACAAGAAAl'l.AGCTGTCCCTGGAACAAGT 
D D R W D 工 E V S T N K K K L S L E Q V 

CACA~CACGCGTTCGTATTCTTCATA~GCATAC~~CATCATCGACeACCATTTC 
T A H A F V F F 1 A A Y E T S S T T 工 S

GTTCTGCTTGTTCGAACTGGCACGCAATCCGGAGATTCAAAAGAAAGTGCAACAAGAAAT 
F C L F E L A R N P E 工 Q K K V Q Q E 工

TGACCAAGTTCTCGCAAGCCゐCAACGGCGAAATCACCTACGACAACATCAACGAAATGAA
D Q V L A S H N G E 工 T Y D N 工 N E M K 

ATACCTCGAAAACTGCAτ:CGAl:GAAACGCTCCGAAAGTATrJ:GGCAGTTCCGTTCCTGAA 
Y L E N C 工 D E T L R K Y P A V P F L N 

CCGTGAGTGTTCTAAGGATTACAAAATCCCCGGAACAGAC1~CCACCATCGAGAAAGGAAC 
R E C S K D Y K 1 P G T D T T 工 E K G T 

CGCGATCCCGATCACTACCCGGAACCGGA 
R D P D H Y P E P D 

CAC叫 CCGTATC'I図
E D 1 S T K P Y L P 

'IロAGATrGC3GC.AAGCTGCAAACAAAG<:;C
L R L G K L Q T K A 

GGGACTGGTGATGA'I、GCTGTCCAAGTTI'AACGTGCGGCT'Iて;CTGATGAAACTTACGCCAG
G L V M M L S K F N V R L A D E T Y A S 

CAAAGAGCTAGCGCTCGATGCGCGAAGTGTGGTTCTAATGCCGGTTGGAGGTATTAAGGT 
K E L A L D A R S V V L M P V G G 工 K V 

GTCGATTTCGGAACGGAGGGCTTCGTAAヒacaaaヒヒgaagt二gacヒcgヒaaヒaヒaaヒacヒヒ
S 工 S E R R A S * 

aaaヒaヒcaヒaataaaヒgaヒacヒaaaaヒaaacヒaヒヒヒa

60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 

1080 

1140 

1200 

1260 

1320 

1380 

1440 

1500 

1560 

1597 

Fig. 28. Nucleotide and deduced arnino acid seguence of the CYP6F 1 cDNA clone. A poly 
A addition signal is shown with bold letters. Nucleotide sequence expressed with capital letters 
indicates the open reading仕arne.Star denotes translation stop codon. Boxes indicate the 
positions of primer used for amplifying the PCR products. Deduced amino acids are shown 
with single capitals under the nucleotide sequence. 
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CYP6E1 

lEB盛ED'-WFGI 1LXLV-TRFT 
52 

CYP6F1 1 ~--- -FAWIICAAAAV 56 
CYP6A1 1 ~DFGSFLLYALGVL-AS 58 

CYP6B2 1 ~-WIFYFPAVISVLI 58 
CYP6D1 1 ~-- ---LLLLLL 54 

CYP6E1 113 
CYP6F1 115 
CYP6A1 118 
CYP6B2 115 
CYP6D1 112 

CYP6E1 114 172 

CYP6F1 116 172 

CYP6A1 119 177 

CYP6B2 116 174 

CYP6D1 113 173 

CYP6E1 231 

CYP6F1 231 

CYP6A1 236 

CYP6B2 229 

CYP6D1 234 

CYP6E1 276 

CYP6F1 289 

CYP6A1 290 

CYP6B2 286 

CYP6D1 295 

CYP6E1 325 

CYP6F1 344 

CYP6A1 340 

CYP6B2 340 

CYP6D1 356 

CYP6E1 384 

CYP6F1 404 

CYP6A1 401 

CYP6B2 399 

CYP6D1 416 

CYP6E1 385 445 

CYP6F1 405 463 

CYP6A1 402 462 

CYP6B2 460 

CYP6D1 476 

CYP6E1 KLAPO;STR工乱NK犯 VFLS工匂J工戸仮VKKTCHNLTV切 EPAAEN 499 

CYP6F1 ETYASKELA-LDSALA-WRTSVPl-oVdN--LEJY-MEANPIVIQ-GAGZ -IKVS-工SERRAS 508 

CYP6A1 TVCSRTDIPMQINPESLAWTP~lliYLNVQAI-R即〈工K 507 

CYP6B2 EPS悶 ro悶 LQVEPYRF工工GPKCFZ札 NIVP--Rl)DVS 504 

CYP6D1 477 KI QPMPRQEVEFKFHSAPVLVPVNGI~GLSKRW 516 

Fig. 29. Comparison of amino acid sequence of Culex P450s (CYP6E 1， CYP6F 1) to 
those of three cytochrome P450s from insects. CYP6A 1 (Feyereisen et al.， 1989) 
and CYP6D1 (Tomita and Scott， 1995) isolated from a house f1y， Musca domestica 
and CYP6B2 (Wang and Hobbs， 1995) from a cotton bollworm， Helicoverpα 
armigera. Conserved amino acids are highlighted. 
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CYP6A4 (M. domestica ) 

CYP6A5 (M. domestica ) 

CYP6A3 (M. domestica ) 

CYP6A6 (M. domestica ) 

CYP6A2 (0. melanogaster ) 

CYP6A8 (0. melanogaster ) 

CYP6A 1 (M. domestica ) 

CYP6C1 (M. domestica ) 

CYP6C2 (M. domestica ) 

CYP6E 1 (C. quinquefasciatus) 

CYP6F1 (C. quinquefasciatus) 

「ー CYP6B1(P. P伽 enes)

L CYP6B3 (P 附 xenes) 

CYP6B4 (P. glaucus) 

CYP6B2 (H. armigera) 

CYP6D1 (M. domestica ) 

Fig.30. Dendrogram of cytochrome P450s from insect CYP6 families. Phylogenetic relationship of 
Culex P450s (CYF6El， CYP6Fl) to 14 cytochrome P450s isolated from insects were analyzed by 
computer-aided methods. Accession numbers of amino acid sequences of insect cytochrome P450s 
were the following; CYP6A 1 (M25367)， CYF6A2 (S51248)， CYP6A3 (U09231)， CYF6A4 (U092 
32)， CYP6A5 (U09343)， CYP6A6 (U09344)， CYP6A8 (L46859)， CYP6B 1 (Z29624)， CYP6B2 
(UI8085)， CYP6B3 (U25819)， CYP6B4 (U47059)， CYP6Cl (U09233)， CYP6C2 (U09345) and 
CYP6Dl (U15168). 
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permethrin解毒に関与しているならば、 P450全体で、の2.7倍は、アイソフォーム

単位の比較ではそれ以上であると予想される。今回用いた degenerateprimerによ

って増幅される 6族 P450全体では、 JPal-per系統で感受性系統の約 2.3倍多く

発現していることが明らかとなった (Fig.26)。この値は上記の全P450タンパク

質量の系統比 (2.7倍)に一致している。この 2.3という数値を JPal-per系統より

確認された各アイソフ ォームの割合に掛け合わせて理論的な系統問の発現比を算

出した (Talbe19)。その結果、両系統で確認された 4種のアイソフォームの中で、

CYP6F1とCYP6・4についてのみJPal-per系統で過剰発現している可能性が示唆

された。このように算出された発現量比はサンプル数が十分ではなく、あくまでも

理論値に過ぎない。しかし、 cDNAライブラリ ーから拾われた陽性クローンの確率

(CYP6Elは 3.9X 105より 3個の陽性クローンが得られ、 CYP6Flは 6.2X 104 

より 11個の陽性クローンが得られた)からは、 CYP6F1が CYP6E1より 23倍多

く発現していると予想され、 Table19に示されたJPal-per系統における両アイソ

フォームの割合 (CYP6E1:3.4%、CYP6F1:58.s%)から算出される発現量の比は

17倍であることから、 Table19に示された各アイソフォームの割合はある程度の

信頼性があると考えられる o今後実際にそれぞれのアイソフォームに特異的なプロ

ーブを作製し、ノーザンブロッティングを行うことで、個々のアイソフォームの発

現量を系統問で比較する必要性があると考えられた。

第 3節 CYP6F1の遺伝子発現とゲノム解析

前節までに、本種幼虫体内には少なくとも 7種類のチトクロム P450アイソフォ

ームが存在し、それらのうち CYP6F1の遺伝子がJPal-per系統で過剰発現してい

る可能性が示唆された。したがって本節においては CYP6Flに特異的なプローブ

を用いてノーザンブロッティングを行うことで遺伝子発現量を、ゲノミックサザン

ブロッティングによって染色体DNAの構造を系統問で比較した。

材料及び方法

1. ノーザンブロッテイング
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供試昆虫は前節に準ずる。第 2節でクローニングされた CYP6Flの部分配列

(CYP6-2)をフローブとしてノーザンブロッティングを行った o 方法は前節に準じ

て行った。また、中腸とともに、中腸以外の組織からも RNAを抽出し、中腸から

は 3μg の、それ以外の組織からは 10μg の RNP~ を用いて CYP6F1 遺伝子の発現

量を系統問で比較した。

2. サザンブロッティ ング

① ゲノム DNAの抽出

ゲノム DNAの抽出法はBlinand Stafford (1976)の方法を改良して行った。 4

齢幼虫より中腸及び頭部を取り除いた組織約 500頭分を液体窒素中、乳鉢を用い

て磨砕した。磨砕した組織を digestionbuffer (10 mM Tris-HC1， pH 8.0、0.1M 

NaC1、25mM EDTA (pH 8.0)、0.5% SDS、 0.~2 mg/m1 protenase K.) 10 m1に加

え、 50
0

Cで 3時間インキュベー卜した。この液にフェノール抽出、フェノール ・

クロロホルム抽出、クロロホルム抽出をそれぞれ2回づっ施した後、エタノール沈

殿により得られた DNAを5m1のTEに溶解した。さらに 50μlのRNase(10 

mg/m1)を加えて 37
0

C、1時間インキュベー卜した後250μlのSDS(10 %)、 50μl

のprotenaseK (10 mglm1)を加え、 370Cで2時間インキュベー卜した。エタノー

ル沈殿後、 5m1のTEに溶解し、 OD260の吸光度測定及び電気泳動的に DNA濃度

を測定し、系統聞での DNA濃度を一定にした。

② ゲノム DNAの制限酵素処理

両系統より精製したゲノム DNA30μgをエタノール沈殿により回収後、 440μl

の蒸留水に溶解した。 50μlのx10 reaction buffer H (ニッポンジーン)と 10μl

の制限酵素 EcoRI (10 unit/μ1)もしくは EcoRV (12 unit/μ1)を加え、 370Cでインキ

ュベー卜した。 3時間後さらに 10μlの制限酵素を加えて一晩イ ンキュベー トし、

DNA断片をエタノール沈殿により回収した。 201μlのTEに撹持した後 3m1の

10ading dyeを加え、電気泳動に用いた。

③ プローブの合成

サザンブロッティングには3種類のプローブを用いた。 CYP6FlcDNAを鋳型

として PCR法により合成し、 cDNAライブラリ ーのスクリーニング時に用いたプ

ローブ合成同様に DIG-conjugateddUTPを用いて標識した。 Probe1 (244bp， 5' 

上流より 7・251番)、 Probe2 (316bp， 549・865番)は EcoRI消化した DNAの
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ハイブリ夕、イゼーションに、 Probe3 (195bp， Fig. 24参照)は &oRV消化した

DNAのハイブリ夕、イゼーションに用いた (Fig.27参照) 0 

④ 電気泳動、メンブレンへの転写及びハイブリダイゼーシヨノ

1 %アガロースゲル (TEに溶解)にサンプルを投与し、 20mAで約 10時間電

気泳動した。サンプルと共に DIG-DNAmarker II (入 Hindm相当、 Boehringer)
を2μl泳動した。電気泳動終了後、ゲルをエチジウムブロマイドにより染色し、

写真撮影を行った。0.25N HCl中で 10分間浸すことで高分子 DNAを断片化した

後、ゲ、ルを蒸留水で 3回洗い、さらに 0.4N NaOH中にて 20分間振とうすること

で2本鎖 DNAを変性した。 0.4N NaOHを媒体としてノーザンブロッテイングの

時と同様にキャピラリー法でDNAをナイロンメ ンブレンに転写した。転写後のメ

ンブレンは 2XSSCで 10分間洗浄後、プレハイブリダイゼーションを行った。プ

レハイブリダイゼーション及びハイブリダイゼーションは cDNAライブラリーの

スクリーニング時と同様の方法で行った。ただし、ともに反応温度は 500Cで行っ

た。

結果

CYP6Flをプローブとして行ったノーザンブロッティングの結果を Fig.31に示

した。中腸における CYP6F1mRNA はJPal-per系統で過剰発現しており、 Image

analyzerによる定量の結果、感受性系統との比は約 2.4倍であった。 一方、 中腸

以外の組織からは 10μg(中腸の 3倍以上)の RNAを用いたにも関わらず、今回

の条件下では mRNAの発現が全く確認されなかった。このことから、 CYP6F1は

JPal-per系統で過剰発現し、中腸で特異的に発現していることが示唆された。

ゲノミックサザンブロッティングの結果を Fig.32に示した。ゲノム遺伝子を

&0 RIで消化し、 CYP6Flの部分配列probe1をプローブとしてハイブリダイズ

させた場合、感受性系統からは約 5.7kbpのバン ドが、JPal-per系統からは5.3kbp 

と9.0kbpの2本のバンドが検出された (Fig.3 ~2 A)。次に、より 3'側より合成し

たプローブを用いて同様な実験を行った。その結果、 JPal-per系統において 5.7

kbpのバンドが検出されず、 9.0kbpのバンドのみが現れた (Fig.32 A)。また、

CYP6Fl cDNA中に存在する &0RV消化したゲノムに対しては、 両系統で 1本
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Gut (3μg) 

「一一「
S R 

Other body parts (10μg) 

r~ 
S R 

~ Actin 

Fig. 31. N orthern blot anal ysis of total RN A isolated from gut and fat 
body of permethrin-susceptible (S) and -resistant (R) lPal-per larvae of C. 
quinquefasciauts. Partial sequence of CYP6Fl (CYP6-2) was used as a 
probe. The amount of total RNA was indicated in parenthesis. 
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Probe 1 Probe 2 Probe 3 
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..... 9.0 kbp 

23Jfi: 
4咽4.5kb

4咽 3.0kb

Fig.32. Southern blot analysis with genomic DNA isolated from 

the suscepitble (S) and the lPal-per (R) larvae of C. quinquefasciatus 
using CYP6Fl cDNA fragments as ]probes. Genomic DNA was 
digested by Eco RI (A) or Eco RV (18). 
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ずつのバンドが確認されたが、断片長に違いが見られ、感受性系統では約 4.5kbp、

JPal-per系統では約 3.0kbpであった (Fig.32 B)。以上のことから、 JPal-per系

統の転写領域内 (7・251bp内)にはイントロンが存在している可能性が高いこと、

そして系統問で CYP6Fl領域付近のゲノム構造に変異があることが明らかとなっ

た。

考察

前節ではネッタイイエカ幼虫よりクローニングされた 7つのアイソフォームの

うち、 CYF6F1が最も多く発現し、しかも JPal..per系統で過剰発現しているこ と

が推測された。従って本節では CYP6Flより合成したプローブを用いてその遺伝

子発現、及びゲノム解析を行った。ノーザンブロッティ ングの結果、 CYF6F1は

JPal-per系統において感受性系統の約 2.4倍多く発現していることが明らかとな

った。これは前節で示された理論的発現比 (2.4倍、 Table19)の結果をよく反映し

ている oイエバエ及びショウジョウパエよりクローニングされた 3つのアイソフオ

ーム (CYF6A1、CYF6A2、CYF6D1)は、すべてが殺虫剤抵抗性系統で過剰発現

することが知られている。 CYF6F1の酵素機能は明らかにはなっていないが、 こ

のアイソフォームがpermethrin代謝機能を有しているならばタンパク量の増大が

抵抗性を導いている可能性は高い。 r過剰発現=抵抗性に関与」という結論は必

ずしも正しいとは言えない。しかし、体内に存在するすべてのアイソフォームが過

剰発現するということは、ホルモン生合成など内在性物質の重大な生理現象に関わ

るP450量のバランスが崩れることにつながり、それは個体の生存に大きく影響す

るであろう。このようなことから、 JPal-per系統幼虫が多くのアイソフォームの

発現量を無意味に増大させるということは考え難く、 CYF6F1が抵抗性に関わっ

ている可能性は高いと言える。今後、クローニングされたその他のアイソフォーム

について遺伝子発現量を解析することで更なる知見が得られるものと考える o

Eco RI消化したゲノム断片に対するサザンブロッティングで、 JPal-per系統に

おいて 2本のバンドが検出された。この結果の説明として 2つの原因が考えられ

た。1つめはイントロンの存在である。第2節で行った CYP6FlcDNAの構造解

析でprobe1中には EcoRI配列が存在しないことが確かめられているo にもかか
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わらずJPal-per系統で 2本のバンドが検出されたことはprobe1中にイントロン

が存在し、さらにそのイントロン中に含まれる長oRI配列が切断されることで

probe 1にハイブリダイズする断片が2本になったのではないかと予想される o 2 

つめに考えられる原因として CYP6Flの遺伝子増幅が挙げられる o JPal-per系統

の遺伝子中に CYP6Flが2コピー存在し、それぞれの聞に EcoRI配列が存在すれ

ば、バンドが 2本になり得る o この仮説を確かめるべく、プローブを 3'側より合成

し、同様に実験を行った。今度はJPal-per系統における 2本のバンドのうち 5.7

kbpの断片が消失した。このことから、先に起こった現象は遺伝子増幅によるもの

ではなく、 probe1中にイントロンが存在することにより起きたものである可能性

が高いことが示唆された。しかし、系統問で消化断片の長さに違いが認められ、そ

の現象は EcoRVで消化したときの系統問の違いにも現れた。CYP6Flの位置する

領域付近でのゲノム構造が系統問で異なっていることは明らかであるが、これが単

なる種の地理的変異によるものなのか、遺伝子発現に関わり低抗性の要因となって

いるのかは不明である o 今後実際に CYP6Fl付近のゲノム配列を解析することで

これらの疑問を解決する新知見が得られるものと考える o
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第6章総合考察

これまでピレスロイド剤は魚毒性の高さから水田や河川などの水域で使用され

ることはなかった。それゆえピレスロイド剤抵抗性のカが野外で確認された例もほ

とんどない。しかし、有機リン剤やカーバメート剤の効力低下、そして低魚毒性ピ

レスロイド剤の開発などの理由により、今後水田に用いられるピレスロイド剤の頻

度は増大すると予想される。必然的にカのピレスロイド剤に対する抵抗性の発達は

危倶され、カの防除をピレスロイド剤に大きく依存しているわが国で将来大きな問

題となる可能性も指摘されている(正野、 1984)。すでに日本のコガタアカイエ

カ (Culextritaemorhynchus)がピレスロイド剤に抵抗性を発達させていることが

報告されている(Yasutomiand Takahashi， 1987) 0 そこで今回室内淘汰によって

確立された強度のピレスロイド剤抵抗性ネッタイイエカについて抵抗性機構の解

明を行った。

サウジアラビア産ネッタイイエカ、 JPal-per系統について、 permethrin抵抗性

機構を調べた結果、チトクロム P450酸化酵素系による解毒活性の増大が抵抗性発

達の主要因であり、 kdr因子による神経感受性の低下が補助的な機構として関わっ

ていることが明らかになった。チトクロム P450酸化酵素系の働きが抵抗性の主要

因であることを、酸化酵素阻害剤の共力効果やチトクロム P450の定量結果のみな

らず、 permethrinのinvitro代謝試験により実証した事は本研究の最大の成果と

いえる D なぜなら、 Helicoverpaarmigeraにおいて酸化酵素阻害剤PBOが著しい

共力効果をもたらしたにも関わらず、 permethrin代謝活性に感受性系統との問で

有為な差が認められなかった例 (Kennaughet a1.， 1993)や、 permethrin抵抗性チ

ャバネゴキブリにおいてチトクロム P450量が感受性系統の2.6倍であるにも関わ

らず NADPH依存性の代謝活性に差が認められなかったという例 (Mahmoodet 

a1.， 1993)が存在すること、そして何よりも現在までにカ幼虫においてピレスロイ

ド剤がチトクロム P450酸化酵素系によって解毒代謝されることを直接的証拠に

よって結びつけた報告例が全くなかったからである o

ネッタイイエカ幼虫ミクロゾームを用いた代謝活性の測定が可能になった最大

の理由は幼虫中腸より内容物を取り除いたところにある。推測ではあるが、上述し

た 2種の昆虫においても、酵素調製時に混入した阻害物質の影響により代謝活性が
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適切に測定されていなかった可能性が考えられる。昆虫体内におけるチトクロム

P450酸化酵素系の働きは、外来性異物の解毒と共に、内在性のホルモンやフェロ

モンの生合成と多岐にわたる。その意味において本研究で用いた手法は殺虫剤抵抗

性におけるチトクロムP450酸化酵素系の機能解明のみならず、カに関する生理学

的研究分野の進展にも貢献しうる有効な手段であると思われる o

JPal-per系統のpermethrin抵抗性の主要因であるチトクロム P450の cDNA

のクローニング、構造解析、及びその発現について解析を行った。その結果、 2種

類の cDNA(CYP6El、CYP6Fl)の完全鎖長及び5種類のアイソフォームの部分配

列を明らかにした。さらに、これらのうち CYF6F1遺伝子は抵抗性系統で過剰に

発現していることが判明した。このことから、JPal-per系統の抵抗性については

特定のアイソフォーム遺伝子の過剰発現によってpermethrin解毒活性が増大して

いる可能性が考えられた。今後の課題としては CYF6F1が実際にpermethrin解

毒の能力を有しているかという疑問を明らかにすることと共に CYF6F1遺伝子の

過剰な発現機構の解明にある o すでに晴乳動物においては、クローニングされた

P450遺伝子をパキュロウィルスを介して 8F9、8F21細胞や C081細胞といった

培養細胞中で発現させ、同遺伝子でコードされたタンパク質の機能を調べる方法が

確立されており (Lahdeet a1.， 1993; Patten and Koch， 1995; Biagini and Celier， 

1996)、このような手法を用いることにより CYP6F1の機能も明らかにできるであ

ろう o

チトクロム P450の発現制御機構についても哨乳動物を中心に盛んに行われて

おり、現在この分野において世界的に最も注目されているテーマである。P450遺

伝子の発現制御機構で有名なものとしては barbieboxの存在が挙げられるo

Barbie boxは、構造遺伝子上流域に存在する特定の配列のことで、この領域にリ

プレッサータンパクが結合すると転写が抑制され、フェノバルビタールやペントパ

ルビタールといったバルビタール系薬物の存在下でこのリプレッサーが解放され

ることが知られている (8hawand Fulco， 1992， 1993; Liang et a1.， 1995)0 Barbie 

boxはBacillusmegaterium菌の P450BM-3遺伝子の転写調節領域で見つかった配

列であるが、フェノパルビタール処理により誘導がおきるラット P450の遺伝子上

流にも存在し、フェノバルビタール処理により barbieboxを含む DNA配列への

転写因子の結合が促進されたという報告がある (Rangarajanand Pandmanaban 

1989)。さらに、 いくつかの昆虫 P450についてはフェノバルビタールの処理によ
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って P450遺伝子の発現が誘導されることが確認されており (Feyereisenet a1.， 

1995; Brunθt a1.， 1996; Liu and 8cott， 1997)、上述した CYP6Al、CYP6A2遺伝

子の上流域にはbarbieboxの存在が確認されている (Feyereisenθta1.， 1995)。こ

のことは、昆虫のチトクロム P450においてもリプレッサータンパクによる発現抑

制が起きていることを示している。

イエバエよりクローニングされた CYP6Dlは、 これまでに報告された唯一のピレ

スロイド剤解毒性アイソフォームであるが、構造遺伝子は第 l染色体に存在してし

ることが知られている (Liuet a1.， 1995)。そして、ピレスロイド斉IJ抵抗性のLPR

系統では常時 CYF6D1が過剰発現しており、それが第2染色体上の発現制御因子

によって制御されていることが劣性可視突然変異体を用 いた連鎖群解析により明

らかにされている (Liuand 8cott， 1997)。第2染色体由来の発現制御機構はフェ

ノパルビタールによる誘導機構に非常に類似していることから、第 2染色体由来の

因子はリプレッサータンパクと同等な働きを持つものであることが予想される。さ

らに、感受性系統の構造遺伝子はフェノパルビタールによって過剰な転写促進を受

けないこと、第 2染色体のみが感受性系統由来の突然変異体においても CYF6D1

遺伝子の過剰な発現が認められないことから、 LPR系統の持つとれら 2つの遺伝

子はこの系統に特有なものであることが示された (Liuand 8cott， 1997)。また、

CYP6Dl遺伝子は C8、aabys、18K系統といったピレスロイド剤感受性系統の体

内にも存在するが、発現量が微量であるために抵抗性の要因とはなっていない

(Tomita et a1.， 1995)。

野外における殺虫剤淘汰の原理とは、殺虫剤が暴露された個体群の中でそれに対

する抵抗性遺伝子をもった個体のみが選抜され、数を増すことであると考えられて

いる o この場合の抵抗性遺伝子とは解毒酵素に関して言えば、単にアミノ酸置換に

伴って活性増大した酵素タンパクをコードする構造遺伝子であるという考えが一

般的であった。しかし、上述のイエバエで示されたような現象より考察すれば、昆

虫の殺虫剤に対する抵抗性発達の柔軟性は、単に抵抗性系統がもっ構造遺伝子の多

様性のみによってもたらされるのではなく、淘汰圧をかける殺虫剤に応じて解毒酵

素遺伝子の発現量を増大させる遺伝子発現制御因子の適応性によるものが大きい

のではないかと考えられる o CYP6F1遺伝子の過剰発現がLPR系統のように構造

遺伝子以外の因子によって制御されているか否かは現段階では不明である。そして

イエバエのように劣性可視突然変異系統が確立されていないネッタイイエカでそ
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れを検討するのは困難である。しかしイエバエ同様な遺伝子の発現制御機構が明ら

かにされ、1つの生物個体内に数あるチトクロム P450アイソフォームとの相関が

示されれば、今後の殺虫剤抵抗性機構の解明に大きな進展をもたらすだけでなく、

新たな昆虫特異的作用部位を標的とするような新規殺虫剤の開発につながるもの

と思われる o

カは疾病媒介昆虫として重要害虫でありながら、これまでチトクロム P450の分

子生物学的研究としては、ハマダラカで一例あるのみである(Scottand Feyereisen， 

1994)。それはカの殺虫剤抵抗性機構の上でチ トクロム P450の重要性が見いださ

れなかったことにも起因すると言えるo しかし今後チ トクロム P450酸化酵素系の

活性増大に強く依存した抵抗性個体群は世界各地で出現することが予想され、その

分子機構解明の重要性も増すものと思われるo 1980年代後半よ り、酸化酵素阻害

剤の共力効果から P450の活性増大をピレスロイド抵抗性と結び付けた文献が

徐々に紹介されていることもそれを強く示唆する(Malcolm，1988; Kumar et a1.， 

1991)。その意味において、今回ネッタイイエカの抵抗性研究に関して遺伝子レベ

ルで機構解明の糸口を見い出したことは本研究の成果のーっとして挙げることが

できる o

抵抗性に関する分子生物学的研究はその歴史がまだ浅く、現段階では応用面への

貢献度は決して高いとは言えない。しかし、さらに詳細な研究が進めば、天敵生物

や有用昆虫への抵抗性遺伝子の導入、微小見虫の抵抗性機構の解明、フィ ールドで

の抵抗性遺伝子の検出、作用点と薬剤の分子レベルでの相互作用解明による新規殺

虫剤の開発など、将来は応用面への利用の可能性があるものと思われる。近年、生

物的防除法の一環として各種の寄生性、捕食↑生天敵昆虫の有用性が見いだされ、欧

州では野菜や花井栽培施設の害虫防除に天敵生物が農薬同様に使用されている oし

かし薬剤に大きく依存しているわが国の農作物の栽培体系の中では、こうした生物

的防除資材は薬剤による影響を受けやすく農薬との併用が難しいため実用化が遅

れている(浜、 1992) 0 今後、薬剤抵抗性遺伝子を天敵生物に導入した抵抗性系

統が育成されれば薬剤一生物複合的防除法の確立も可能になると思われる oすでに

植物の分野では晴乳動物のチトクロム P450と酵母のチトクロム P450還元酵素の

融合遺伝子をタバコに導入することで除草剤耐性品種の育成に成功している

(Shiota et a1.， 1994， 1996)。

今後、発現制御機構を含めた抵抗性機構に関して分子レベルにまで細部に渡って
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研究が行われれば、害虫防除を含めた農業生産に大きな貢献をするものと思われる o
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摘要

本研究ではピレスロイド剤抵抗性ネッタイイエカ JPal-per系統を用いて

permethrin抵抗性に関する研究を行い、以下の事柄が明らかとなった。

1. JPal-per系統は実験に用いたピレスロイド剤すべてに対し抵抗性を示したが、

抵抗性比は 5.6'"'--'4，160倍とかなりの開きが認められた。

2. ピレスロイド剤抵抗性レベルと化学構造には相関が認められ、 3・

phenoxybenzyl基を持つタイプ iピレスロイド剤に対する抵抗性比が最も大きカ

った。 しかし、 α-cyano3・phenoxybenzyl基を持つタイプEピレスロイド剤に対

する抵抗性レベルの極端な増大は認められなかった。

3. JPal-per系統はDDTに対して交差抵抗性 (300倍)を示し、この抵抗性には解

毒酵素が関与していないことから、抵抗性にはkdr因子が関与していることが示唆

された。

4. Permethrin殺虫試験において、酸化酵素阻害剤が大きな共力効果を示したが、

カルボキシルエステラーゼ阻害剤の添加による抵抗性比の有意な減少は認められ

なかった。

5. JPal-per系統の naphthylacetateに対する加水分解活性は感受性系統の約 5

倍であり、それは主にエステラーゼ A2、B2の活性増大によりもたらされている

ことを明らかにした。

6. JPal-per系統幼虫体内では、チトクロム P450及びチトクロム b5が感受性系

統の約 2.7倍多く発現していることを明らかにした。

7. ネッタイイエカ幼虫のチトクロム P450は約 80%が中腸内に分布しているこ

とを明らかにした。
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8. ネッタイイエカ幼虫の中腸内容物にはチトクロム P450酸化酵素系の阻害作用

があり、これを取り除くことでinvitro代謝試験が可能になることを明らかにした。

9. JPal-per系統の中腸及びそれ以外の組織ミク口、ノーム分画における NADPH

依存性permethrin代謝活性は、 感受性系統と比較してそれぞれ 5倍及び20倍高

かった。

10. JPal-per系統のカルボキシルエステラーゼによる permethrin代謝活性は感

受性系統の約1.3倍であったことから、エステラーゼによる解毒は抵抗性の主要因

ではないことを明らかにした。

11. ミクロゾーム分画における permethrin代謝は酸化酵素阻害剤の存在下で著

しく阻害されたことより、この分画での代謝はチトクロム P450酸化酵素系に由来

していることが示唆され、この酵素系の活性増大がpermethrin抵抗性の主要因で

あることを明らかにした。

12. ネッタイイエカ幼虫より 2つの新規チトクロム P450(CYF6E1、CYF6F1)

の完全鎖長 cDNAがクローニング、構造解析された。これらはカより全長をクロ

ーニングされた初めての例である。

13. CYF6E1、6F1以外に 5つの 6族 P450アイソフォームの部分配列がクロー

ニングされ、構造解析された。

14. クローニングされた 7つの P450アイソフォームの発現量を両系統で比較し

たところ、 CYP6F1がJPal-per系統で過剰発現していることを明らかにした。

15. CYP6Flをフロープとして行ったゲノミックサザンブロッティングより、こ

の遺伝子が位置する領域の系統聞における変異が認められた。
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