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第1章 序論 

 

戦後開発された有機合成殺虫剤はその卓抜した殺虫力で農作物の害虫を駆除

し、日本の食糧増産に大きな役割を果たした(桑野ら, 2004)。特に DDT、

BHC、パラチオンなどの殺虫剤は、安価で優れた殺虫効果を持っていたために

大量に使用されたが、低い選択性と高い残留性によって天敵を含めた標的以外

の生物への悪影響、土壌や水の汚染、食品への残留といった問題を引き起こし

た。また、過剰な殺虫剤の使用は害虫の殺虫剤抵抗性も引き起こした。その反

省に基づき、総合的害虫管理(Integrated Pest Management, IPM)の理念が生まれ、

生物的、耕種的、物理的な防除手段が見直されることになった(Jones, 1973; 

Smith et al., 1973)。また、より安全性の高い殺虫剤の開発も進んだ。しかしなが

ら、IPM における基幹的防除手段である殺虫剤に対する抵抗性の問題は依然解

決されていない。 

殺虫剤抵抗性の最初の報告は、1914 年、北米のヤノネカイガラムシ(Unaspis 

yanonensis)の石灰硫黄合剤に対する抵抗性である(Georghiou and Mellon 1983)。

日本における最初の殺虫剤抵抗性の報告は、1950 年のコロモジラミ(Pediculus 

humanus)における DDT 抵抗性であり、農業害虫に関しては、1958 年のミカン

ハダニ(Panonychus citri)におけるシュラーダン抵抗性とされている(浜, 1996)。

殺虫剤抵抗性とは「昆虫の正常な集団の大多数を殺す薬量に対して耐える能力

がその系統に発達したこと」と定義されている(WHO, 1957)。殺虫剤に対して

何らかの抵抗性を発達させた害虫は、全世界で 574 種に達している(IRAC: 

Insecticide Resistance Action Committee, 2012)。日本でも約 50 種において抵抗性

が確認されている(浜, 1996)。抵抗性の発達は、あらかじめ存在する極めて少数

の抵抗性個体が殺虫剤の連続散布により集団内での頻度を増加させていくプロ

セスである(Gordon, 1961; IRAC: 2011)。殺虫剤の散布により抵抗性個体が生じ
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るのではない(Gordon, 1961; IRAC, 2011)。 

殺虫剤抵抗性は、皮膚透過性の低下、共生細菌による解毒分解、解毒分解酵

素活性の増大、標的部位の感受性の低下によってもたらされる(園田, 2012)。殺

虫剤が昆虫体内に浸透しにくくなれば抵抗性に寄与するであろう。しかしなが

ら、皮膚透過性の低下による抵抗性は研究例が少なく、またそれほど高いレベ

ルの抵抗性には結びつかないと考えられている(園田, 2012)。 

2012 年、ホソヘリカメムシ(Riptortus pedestris)のフェニトロチオン抵抗性に

は、殺虫剤分解能を持つ共生細菌バークホルデリアが関与していることが報告

された(Kikuchia et al., 2012)。また、野外においても、フェニトロチオン抵抗性

を示すカンシャコバネナガカメムシ(Cavelerius saccharivorus) は、殺虫剤分解能

を持つバークホルデリアを獲得していることが確認された(Kikuchia et al., 

2012)。しかしながら、共生細菌による解毒分解を通じた殺虫剤抵抗性は現時点

では特異なケースと考えられている(園田, 2012)。 

農業生産の現場で大きな問題となる殺虫剤抵抗性には主に解毒分解酵素活性

の増大と標的部位の感受性の低下のいずれかあるいは両方が関与していると考

えられる(園田, 2012)。解毒分解酵素活性の増大による昆虫体内での殺虫剤の分

解、体外への排泄は殺虫剤抵抗性の重要なメカニズムである(Feyereisen, 1999; 

Scott, 1999; Hemingway et al., 2004)。昆虫種の殺虫剤抵抗性に関与する解毒分解

酵素はチトクローム P450 (CYP450)、グルタチオン S-トランスフェラーゼ

(GST)、カルボキシルエステラーゼ(CE)などである(Hemingway et al., 2004)。殺

虫剤は害虫の作用点に強力に作用して，正常な機能を妨害することで殺虫活性

を示す。標的部位の感受性の低下は遺伝子変異によって作用点の構造に変化が

生じ、殺虫剤との相互作用が低下することで生じる(園田, 2012)。本研究ではミ

ナミキイロアザミウマを用いて数種の殺虫剤に対する抵抗性機構の解析を行

う。以下に使用する殺虫剤と抵抗性機構に関する知見について概説する。 
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1. 合成ピレスロイド剤抵抗性 

1.1. 合成ピレスロイド剤 

合成ピレスロイド剤は、シロバナムシヨケギク(除虫菊) (Chrysanthemum 

cinerariaefolium)に含まれるピレトリン I と II を主成分とする殺虫成分および関

連合成化合物の総称である。合成ピレスロイド剤は、神経軸索の電位依存性ナ

トリウムチャネル(以後ナトリウムチャネルと表記)の開口状態を安定化し、脱

分極を連続的に生じさすことによって殺虫効果を発揮する殺虫剤である(Sattelle 

and Yamamoto,1988; Bloomquist, 1993; Soderlund, 1995; Narahashi,1996)。合成ピレ

スロイド剤に対する抵抗性は、標的であるナトリウムチャネルの感受性の低下

とチトクローム P450 などの解毒分解酵素活性の増大によって付与されること

が多くの昆虫種で報告されてきた(Scott, 1999; Soderlund et al., 2003)。 

 

1.2. ナトリウムチャネルの感受性の低下による合成ピレスロイド剤抵抗性 

ナトリウムチャネルは 1 つの α-サブユニットと複数の β-サブユニットで構成

される(Goldin, 2001)。機能的に重要な α-サブユニットは 4 つのドメイン(I-IV)か

ら構成され、各ドメインは 6 つの膜貫通セグメントに区分される(図 1-1) (Noda 

et al., 1984)。 

ナトリウムチャネルのアミノ酸置換による感受性の低下が合成ピレスロイド

剤抵抗性に関与していることが最初に報告されたのは、イエバエ (Musca 

domestica) (Williamson et al., 1996; Miyazaki et al., 1996)とチャバネゴキブリ

(Blattella germanica) (Miyazaki et al., 1996)である。合成ピレスロイド剤に対して

抵抗性を示すイエバエ系統は、ナトリウムチャネルのドメイン II セグメント(S) 

6 の 1014 番目のアミノ酸(以下、アミノ酸番号はイエバエのナトリウムチャネル

に準拠)がロイシンからフェニルアラニン(L1014F)に、ドメイン IIS4-IIS5 の 918
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番目のアミノ酸がメチオニンからスレオニン(M918T)に置換していた(Miyazaki 

et al., 1996; Williaimson et al., 1996)。一方、チャバネゴキブリの合成ピレスロイド

剤抵抗性系統は L1014F のみを持っていた(Miyazaki et al., 1996)。イエバエの

L1014F のみを持つ抵抗性系統の合成ピレスロイド剤(デルタメトリン)に対する

抵抗性レベルは感受性系統に比べて 5～30 倍なのに対し、L1014F と M918T の

両方を持つ抵抗性系統の場合は 100 倍以上となることから、L1014F は抵抗性の

基礎をなす因子であり、M918T はエンハンサーと推測された (Williamson et al., 

1996; Foster et al., 2003)。これらのアミノ酸置換の合成ピレスロイド剤抵抗性に

おける重要性はアフリカツメガエル(Xenopus laevis)の卵細胞を用いた電気生理

学的実験によって立証された(Vais et al., 2001, 2003)。 

 

1.3. 合成ピレスロイド剤抵抗性に関わる解毒分解酵素 

CYP450 は小胞体もしくはミトコンリアに局在する膜結合型のタンパクで、

酵素(Monooxygenase)として一原子酸素付加反応(monooxygenation)をはじめとす

る様々な反応を触媒する(Estabrook et al., 1971)。CYP450 は多くの重要な害虫種

の有機塩素系殺虫剤、カーバメート剤、有機リン剤、合成ピレスロイド剤、昆

虫成育制御剤に対する抵抗性の原因となっている(Oppenooth 1985; Scott 1999; 

Tsukamoto 1983)。合成ピレスロイド剤抵抗性への関与が最初に報告された

CYP450 遺伝子はイエバエの CYP6D1 遺伝子である(Tomita and Scott 1995)。そ

の後、キイロショウジョウバエ(Drosophila melanogaster) (Waters et al., 1992; 

Chung et al., 2007)、ネッタイイエカ(Culex quinquefasciatus) (Itokawa et al., 2010)

においても合成ピレスロイド抵抗性に関与する遺伝子が報告された。 

GST は農薬を含む生体外異物に還元型グルタチオンを抱合させ，異物を体外

へ排出する(Ranson and Hemingway 2005)。GST 遺伝子の高発現が合成ピレスロ

イド剤抵抗性に関与していることがトビイロウンカ(Nilaparvata lugens) (Vontas 
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et al., 2002)、カイコガ(Bombyx mori) (Yamamoto et al., 2009)、キイロショウジョ

ウバエ(Li et al., 2007)、ガンビエハマダラカ(Anopheles gambiae) (Li et al., 2007)、

ネッタイシマカ(Aedes aegypti) (Li et al., 2007)で報告された。 

CE はエステル、アミド、チオエステル結合を含む化合物を加水分解する酵

素であり、殺虫剤を含む生体外異物の解毒や代謝活性化に関与する(細川 

1998)。CE の合成ピレスロイド剤抵抗性への関与は、モモアカアブラムシ

(Myzus persicae)で最初に報告された(Devonshire and Moores, 1982)。CE 遺伝子の

発現はアカイエカ(Culex pipiens) (Field et al., 1988; Moughes et al., 1986)、オウシ

マダニ(Boophilus microplus) (Hernandez et al., 2002)、タバココナジラミ(Bemisia 

tabaci) (Alon et al., 2008)、イエバエ(Zhang et al.,2010)、ラセンウジバエ

(Cochliomyia hominivorax) (Carvalhoa et al., 2010)の合成ピレスロイド剤抵抗性に

も関与する。 

 

2. スピノサド抵抗性 

2.1. スピノサド 

スピノサドは 1997 年に登録された土壌放線菌の一種 (Saccharopolyspora 

spinosa)が産生するスピノシン A とスピノシン D の混合物である(Sparks et al., 

1998; Thompson et al., 2000)。スピノサドは、昆虫の神経伝達部、主にニコチン性

アセチルコリン受容体(nAChR)を活性化し、筋肉に痙攣を引き起し、最終的には

麻痺死させる殺虫剤である(Salgado, 1997)。スピノサド抵抗性には、nAChR の感

受性の低下(Salgado, 1997)や CYP450 などの解毒分解酵素活性の増大(Feyereisen, 

1999; Scott, 1999; Hemingway et al., 2004)が関与していることがいくつかの昆虫種

で示唆されてきた。 

 

2.2. nAChR の感受性の低下によるスピノサド抵抗性 
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nAChR は神経の情報伝達に関わる膜タンパク質の複合体で、単一分子内に受

容体とチャネルの 2 つの機能を持つリガンド依存性イオンチャネル(ligand-gated 

ion channel)である(Karlin, 2002; Corringer et al., 2000)。nAChR への神経伝達物質

アセチルコリン(ACh)の結合により生じる一時的な構造変化が、受容体内部に

存在するイオンチャネルを開口させ、細胞内外の濃度勾配により陽イオンが細

胞内に取り込まれることで電気信号が生じる。nAChR はシナプス後膜を貫通す

る 5 個のサブユニットでイオンチャネル孔を形成している (Grutter and 

Changeux 2001; Miyazawa et al.,1999; Corringer et al., 2000)。哺乳類では、nAChR

のサブユニットとして α1-α7、α9-α10、β1-β4、γ、δ、ε の 16 種類が報告されて

おり、これらがヘテロもしくはホモ 5 量体を形成して受容体を形成している

(Millar, 2003)。昆虫においてもキイロショウジョウバエ(α1-α7、β1-β3)、ガンビ

エハマダラカ(α1-α9、β1)、セイヨウミツバチ(Apis mellifera) (α1-α9、β1-β2)、カ

イコガ(α1-α9、β1-β3)、コクヌストモドキ(Tribolium castaneum) (α1-α11、β1)など

でサブユニットの多様性が報告されている(Sattelle et al., 2005; Jones1 et al., 2005; 

Jones et al., 2006; Shao et al., 2007; Jones and Sattelle 2007)。昆虫の nAChR は 2 つ

の α サブユニットと 3 つの β サブユニットで構成される。各サブユニットは 4

回膜貫通ドメイン(M1、M2、M3、M4)を含む一本鎖ポリペプチドで、N 末端は

細胞外親水性領域となっており、6 つのループ(D、A、E、B、F、C)を構成する

(Miyazawa et al., 1999; Karlin, 2002) (図 1-2)。スピノサドに対する抵抗性機構の

解析はキイロショウジョウバエの変異系統で最初に行われ、nAChRα6 サブユニ

ットの変異が抵抗性と関連していることが示された(Perry et al., 2007)。その

後、コナガ(Baxter et al., 2012)、ミカンコミバエ(Bactrocera dorsalis) (Hsu et al., 

2012)、ミカンキイロアザミウマ(Frankliniella occidentalis) (Puinean et al., 2013)の

スピノサド抵抗性においても nAChRα6 サブユニット遺伝子の変異との関連が

報告された。 
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2.3. スピノサド抵抗性に関わる解毒分解酵素 

アザミウマ目(Thysanoptera)のミカンキイロアザミウマのスピノサド抵抗性に

は CYP450、GST、CE などの解毒分解酵素による解毒代謝は関与しないという

報告がなされた(Bielza et al., 2007; Zhang et al., 2008)。しかし一方で、イエバエ

を含むいくつかの昆虫種のスピノサド抵抗性には CYP450 による解毒分解が関

与していることが報告されている(Markussen and Kristensen, 2011)。 

 

3. ネオニコチノイド系殺虫剤抵抗性 

3.1. ネオニコチノイド系殺虫剤 

ネオニコチノイド系殺虫剤はタバコ葉に含まれるニコチン、ノルニコチン、

アナバシンとその他の微量類縁アルカロイドに与えられた総合である。ネオニ

コチノイド剤は、アセチルコリンと同様、nAChR のアセチルコリン結合部位と

高い親和性を示し、処理された昆虫は反復興奮とそれに続く伝導遮断により死

に至る(園田, 2012)。最初のネオニコチノイド殺虫剤であるイミダクロプリド

は、高殺虫活性・低毒性のニチアジンをリード化合物として 1992 年に開発さ

れた。 

 

3.2. nAChR の感受性の低下によるネオニコチノイド系殺虫剤抵抗性 

ネオニコチノイド系殺虫剤に対する抵抗性は、nAChR の感受性の低下によっ

て付与されることがトビイロウンカ、モモアカアブラムシ、ワタアブラムシ

(Aphis gossypii)で報告されている(Liu et al., 2005; Bass et al., 2011; Koo et al., 

2014)。実験室内でネオニコチノイド剤(イミダクロプリド)によって選抜された

トビイロウンカ系統の nAChR 遺伝子にはアミノ酸置換(Y151S)が生じていた

(Liu et al., 2005)。しかしながら、野外では Y151S を持つ個体は見つかっていな
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い。一方、モモアカアブラムシのイミダクロプリド抵抗性には nAChR β1 サブ

ユニットのアミノ酸置換(R81T)が関わっていることを報告された(Bass et al., 

2011)。 

 

3.3. ネオニコチノイド系殺虫剤抵抗性に関わる解毒分解酵素 

解毒分解酵素活性の増大もネオニコチノイド系殺虫剤に対する主要な抵抗性

機構である。CYP450 による解毒分解酵素活性の増大がネオニコチノイド系殺

虫剤に関与していることがイエバエ(Li et al., 2012; Markussen and Kristensen, 

2010; Kavi et al., 2014)、トビイロウンカ(Wen et al., 2009; Ding et al., 2013)、タバ

ココナジラミ(Bemisia tabaci) (Basit et al., 2013)、ネッタイシマカ(Riaz et al., 

2013)などで報告されている。イエバエおよびネッタイシマカでは GST による

解毒分解が抵抗性に関与していることが報告されている(Li et al., 2012; Riaz et 

al., 2013)。CE による解毒分解の関与もタバココナジラミ、イエバエ、ネッタイ

シマカで報告されている(Basit et al., 2013; Li et al., 2012; Riaz et al., 2013)。イエ

バエにおいては抵抗性に関わる CYP450 遺伝子がクローニングされた

(Markussen and Kristensen, 2009)。キイロショウジョウバエの CYP6G1 遺伝子も

ネオニコチノイド系殺虫剤を代謝することが示された(Joussen et al., 2008)。 

 

4. ミナミキイロアザミウマ 

ミナミキイロアザミウマ(Thrips palmi)は、インドネシアのスマトラ島が原産

地と考えられている(Smith et al., 1997)。日本では1978年に宮崎県のピ－マンで

初めて加害が確認された(野中・永井，1980; 工藤，1981)。現在、本種は東

北・北陸を含む40 都府県において分布が確認されている(気賀沢ら，1982; 河

合，2000)。本種は極めて広食で、日本で確認された寄主植物は34科117種に及

ぶ(宮崎・工藤,1988)。ミナミキイロアザミウマにとって好適な寄主と考えら
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れ、被害も大きい作物は、ウリ、ピーマン、メロン、ナス、スイカ、キュウリ

である。他に、カボチャ、インゲン、ホウレンソウなどの果菜類、タバコ、サ

サゲなどでも増殖し、被害をもたらす。ナス、ピーマンなどでの被害は、果実

表面が加害されることによる被害果の増加として現れる。また、本種はメロン

黄化えそウイルス(Melon yellow spot virus)の伝播を通じてメロン、キュウリ、シ

ロウリ、ニガウリに被害をもたらす(Mumford et al., 1996)。本種の侵入初期に

は、キュウリ、メロン等で全面枯死する圃場、ナス、ピーマンでも収穫皆無と

なる圃場が多発し、発生面積も急速に増加し、日本における果菜類の最も重要

な害虫となった(河合, 1995; 河合, 2000)。 

本種の成虫の体長は1.0-1.4 mmであり、体色は他のアザミウマとは異なり、

雌雄ともに黄色である(永井, 1994)。繁殖は産雄単為生殖であり(葭原と河合, 

1982)、未交尾雌の次世代は全て雄になり、交尾した雌の次世代は70%-90%が雌

となる(河合, 1986)。25℃での雌成虫の生存期間は16-26日、総産卵数は60-94個

である(寺本ら, 1982；河合, 1985)。卵は植物の組織の中に産み付けられ、幼虫

の齢期は2齢であり、成熟2齢幼虫は土中あるいは落葉中で前蛹を経て蛹にな

る。 

本種は侵入当初からいくつかの殺虫剤に対する抵抗性を発達させていたと考

えられているが、1983 年の徳島県の試験、1989 年の広島県の試験、1992 年の

高知県での試験では一部の有機リン剤(スルプロホス乳剤、プロチオホス乳剤、

DMTP、メチダチオン乳剤)やカーバメート剤(BPMC(フェノブカルブ乳剤、オ

キサミル粒剤)の防除効果が高いことが示されている(細田ら, 1990 山下, 1994 中

野, 2003)。しかし、これら殺虫剤の効力は間もなく失われたため、当時登録の

あった殺虫剤の混用による効力の増大が検討された。また、高知県では個体群

間差はあるものの、シペルメトリンに対する抵抗性も報告された(山下, 1994)。

1990 年代初頭に本種に対して高い効果を示す殺虫剤は 1992 年に登録されたイ



10 

 

ミダクロブリド(ネオニコチノイド剤)のみであった。しかし、2000 年にはイミ

ダクロブリドに対する感受性も高知県の多くの地域で低下してしまった(古味, 

2003)。1996 年に登録されたクロルフェナピルは当初、ナスなど多くの作物の

防除で本種に対して高い効果を示した。しかし、2～3 年後には抵抗性の発達が

疑われる事例が発生した(山下, 1995)。1997 年に登録されたスピノサドも 2000

年に高知県の全地域で感受性の低下が認められた(高知農技セ, 2000)。2010 年に

は香川県においてもスピノサド低感受性の系統が確認された(渡邊, 2010)。この

ように、本種に有効な殺虫剤は現在ほとんど失われている状況である。しかし

ながら、本種の殺虫剤抵抗性に関わる分子機構はこれまで全く解析されていな

い。 

本研究では、難防除害虫ミナミキイロアザミウマの合成ピレスロイド剤(シペ

ルメトリン)、スピノサド、ネオニコチノイド系殺虫剤(イミダクロプリド)に対

する抵抗性機構の解析を行った。また、CYP450 をはじめとする解毒分解酵素

が殺虫剤抵抗性に関与している可能性について検討した。 
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図 1-1. ナトリウムチャネルの模式図  
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図 1-2. nAChR α もしくは β サブユニットの模式図。 
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第 2 章 ミナミキイロアザミウマの合成ピレスロイド剤抵抗性機構の解析 

第 1 節 ナトリウムチャネルの感受性の低下による抵抗性機構の解析 

 

1. 緒言 

合成ピレスロイド剤に対する抵抗性は、標的であるナトリウムチャネルの感

受性の低下とチトクローム P450 などの解毒分解酵素活性の増大によって付与

されることが多くの昆虫種で報告されてきた(Scott, 1999; Soderlund et al., 

2003)。 

ナトリウムチャネルのアミノ酸置換による感受性の低下が合成ピレスロイド

剤抵抗性に関与していることが最初に報告されたのはイエバエ (Williamson et 

al., 1996; Miyazaki et al., 1996)とチャバネゴキブリ (Miyazaki et al., 1996)におい

てである。イエバエの合成ピレスロイド剤抵抗性にはドメイン IIS4-IIS6 領域の

L1014F と M918T が関わっていた(Miyazaki et al., 1996; Williaimson et al., 1996)。

一方、チャバネゴキブリの合成ピレスロイド剤抵抗性には L1014F のみが関わ

っていた(Miyazaki et al., 1996)。イエバエの L1014F と M918T の両方を持つ系統

の合成ピレスロイド剤(デルタメトリン)に対する抵抗性レベルは、L1014F のみ

を持つ系統よりもはるかに高いことから、L1014F は基礎的な抵抗性因子であ

り、M918T はエンハンサーと推測された (Williamson et al., 1996; Foster et al., 

2003)。コナガの合成ピレスロイド剤抵抗性においても、L1014F が抵抗性の基

礎となる因子であり、929 番目のアミノ酸部位におけるスレオニンからイソロ

イシンへの置換(T929I)がエンハンサーとして関与していることが報告された

(Schuler et al., 1998; Tsukahara et al., 2003)。コナガの一部の個体では、918 番目

のアミノ酸部位におけるメチオニンからイソロイシンへの置換(M918I)が、

T929I とは独立して、エンハンサーとして抵抗性に関わっていることが報告さ

れた(Sonoda et al., 2008)。現在、ドメイン IIS4-IIS6 領域以外のアミノ酸置換も
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合成ピレスロイド剤抵抗性に関わっていることが複数の害虫種で報告されてい

る(Rinkevich et al., 2013; Dong et al., 2014)。これまで報告された合成ピレスロイ

ド剤抵抗性に関わるナトリウムチャネルのアミノ酸置換を表 2-1-1 に示した。 

アザミウマ目ではミカンキイロアザミウマ(Frankliniella occidentalis)とネギア

ザミウマ(Thrips tabaci)において合成ピレスロイド剤抵抗性機構の解析が行われ

ている(Forcioli et al., 2002; Toda et al., 2009)。ミカンキイロアザミウマでは、

L1014F と 929 番目におけるアミノ酸置換(T929I、T929C)の両方が抵抗性に関わ

っている場合と、T929V、T929C、L1014F がそれぞれ単独で関わっている場合

がある(Forcioli et al., 2002)。ネギアザミウマでは、 T929I のみをホモ接合体と

して持つ抵抗性系統と M918T と L1014F の両方をヘテロ接合体として持つ抵抗

性系統の存在が報告されている(Toda et al., 2009)。T929I のホモ接合体系統の抵

抗性レベルは感受性系統の 19 倍であり、M918T と L1014F のヘテロ接合体系統

の抵抗性レベルは 67 倍以上であった(Toda et al., 2009)。 

第 2 章第 1 節では、合成ピレスロイド剤に対する感受性の異なるミナミキイ

ロアザミウマ系統を用いてナトリウムチャネル遺伝子のクローニングを用い、

塩基配列決定後、アミノ酸配列を比較し、抵抗性に関わるアミノ酸置換を明ら

かにした。 

 

2. 材料と方法 

2.1. 供試昆虫 

本研究で用いたミナミキイロアザミウマ系統を表 2-1-2 に示した。高知系統

は 2008 年 11 月に島根県農業技術センターの奈良井祐隆氏より分譲していただ

いた。本系統は高知県農業技術センターの伊藤政雄氏が 2008 年 4 月に高知県

安芸市のナス圃場において採集したものである。岡山系統は 2009 年 6 月に宇

都宮大学の村井保氏より分譲していただいた。本系統は 1994 年に岡山県赤磐
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市のナス圃場から採集されたものである。大阪系統は 2010 年 11 月に大阪府羽

曳野市の大阪府立環境農林水産総合研究所のナス圃場において採集された。徳

島系統(徳島 1~徳島 8)は 2011 年 11 月に徳島県農業技術センターの兼田武典

氏、中野昭雄氏より分譲していただいた。これら系統は 2011 年 6 月に徳島県

海部郡海陽町のナス圃場から採集されたものである。 

各系統はキムタオルを敷いたプラスチック製容器(15 cm×10 cm×4 cm)内に

おいて発芽させたソラマメ Vicia faba の種子を餌として、25℃、16L：8D にて

累代飼育した(図 2-1-1A)。 

 

2.2. 試薬 

シペルメトリン(アグロスリン 6.0％ EC)、展着剤(グラミン)はそれぞれ、住

友化学(株)、三共アグロ(株)より購入した。各濃度のシペルメトリンには展着剤

を最終濃度 0.1％となる様に加えた。 

 

2.3. 生物検定 

シペルメトリンに対する抵抗性レベルは、雌成虫を用いた葉片浸漬法(Fahmy 

et al., 1991)によって調べた。試験には 5 段階の濃度に希釈した殺虫剤を用い

た。ソラマメ葉片(約 3.5 cm × 2 cm)を希釈した殺虫剤に 2 分間浸漬した。ソラ

マメ葉片を展着剤のみを含む蒸留水に同じ時間浸漬したものを対照葉片とし

た。殺虫剤を処理したソラマメ葉片をキムタオルの上に載せ、室温で乾燥させ

た。その後、ソラマメ葉片を円筒型のプラスチックケース(直径 3.8 cm, 高さ

1.0 cm)に静置した後、供試虫を約 20 頭ずつ葉上に移した(図 2-1-2B)。プラスチ

ックケースはパラフィルムを用いて密閉し、48 時間後に吸引ポンプ用のチップ

を用いた接触によって生死を判定した。各試験における繰り返しは最低 3 回と

した。プロビット法により半数致死濃度(LC50)を求めた(Abott, 1925)。 
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2.4. 全 RNA の抽出 

全 RNA は Sepasol®-RNA I Super G (Nacalai Tesque, Inc.)を用いて抽出した。乳

鉢と乳棒を用いて岡山および高知系統の雌成虫約 100 頭(50 mg)を磨砕し、1 ml

の Sepasol®-RNA I Super G を加え懸濁した。全量を 1.5 ml のプラスチックチュ

ーブに移して、200 μl のクロロホルムを加えて攪拌した後、4℃、12000 rpm に

て 15 分間遠心して上清を回収した。回収した上清に 500 μl のイソプルパノー

ルを加えて、4℃、12000 rpm にて 10 分間遠心して全 RNA を沈殿させた。沈殿

させた全 RNA は 70％エタノールで洗浄した後、アルミブロック恒温槽(Thermo 

Bath MG-2100)で乾燥させ、50 μl の TE に溶解した。全 RNA の濃度は吸光度計

(Gene Spec I, Hitachi)を用いて測定した。 

 

2.5. cDNA の合成 

Sepasol®-RNA I Super G を用いて抽出した全 RNA を鋳型として、oligo-dT-

M4 primer (Takara)と ReverTra Ace (Toyobo)を用いて逆転写反応を行った。5′末端

領域増幅用の cDNA は SMART II A Oligonucleotide (5'-

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC-3')を用いて合成した。cDNA 合成反応溶

液の組成は以下の通りである。 

 

H2O   13.6-X μl 

Oligo-dT-M4 primer (Takara) 1 μl 

dNTP mixture (10 mM)                         1 μl 

total RNA (500 ng)         X μl 

ReverTra Ace                          0.4 μl 

5× RT buffer                                      4 μl 

計 20 μl 
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H2O   12.6-X μl 

SMART II A oligonucleotide (10 μM) 1 μl 

Oligo-dT-M4 primer (Takara) 1 μl 

dNTP mixture (10 mM)                         1 μl 

total RNA (500 ng)         X μl 

ReverTra Ace                          0.4 μl 

5× RT buffer                                      4 μl 

計 20 μl 

 

反応条件は 42℃ 90 分、99℃ 5 分とした。 

 

2.6. ナトリウムチャネル遺伝子の増幅に用いたプライマー 

ナトリウムチャネル遺伝子の増幅に用いたプライマーを表 2-1-3 に示した。

遺伝子断片 fragment D の増幅に用いた skdr/Dg1-F と kdr/2-R は Forcioli et al 

(2002)によって報告されたものである。縮重プライマーはネッタイイエカ

(GenBank/ EMBL/ DDBJ accession no. AB453977)、オオタバコガ(Heliothis 

virescens) (accession no. AF072493)、ハマダラカ(Anopheles gambiae) (accession no. 

AM422833)、ミツバチヘギイタダニ(Varroa destructor) (accession no. 

AY259834)、キョウソヤドリコバチ(Nasonia vitripennis) (accession no. 

BN001093)、ネッタイシマカ(accession no. EU399179)、カイコガ(accession no. 

EU822499)、ワモンゴキブリ(Periplaneta americana) (accession no. GQ132119)の

ナトリウムチャネル遺伝子の塩基配列に基づいて設計した。 

 

2.7. PCR によるナトリウムチャネル遺伝子の増幅 

cDNAを鋳型としてナトリウムチャネル遺伝子7断片(fragments B-H)の増幅を

行った(図2-1-2)。5′および3′末端領域の遺伝子の増幅はRACE法で行った
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(Frohman et al., 1988)。増幅反応はQuick TaqTM HS DyeMix (Toyobo)を用いて行っ

た。反応条件は94℃ 3分(1サイクル)；94℃ 15秒, 50℃ (縮重プライマー)もしく

は55℃ (特異的プライマー) 30秒, 72℃ 2分(40サイクル)；72℃ 7分(1サイクル)と

した。 

3′RACEについてはまず、cDNAを鋳型としてTP-Na-3RACE-1プライマーとア

ダプタープライマーM4(Takara)を用いた増幅反応を行った。続いて、TP-Na-

3RACE-2プライマーとM4を用いた増幅反応を行い、fragment Iを増幅した。

5′RACEについてはまず、5′RACE 用のcDNAを鋳型として、TP-NaI-5RACE-1プ

ライマーと10 × Universal Primer (10 × UPM) (Clontech)を用いた増幅反応を行っ

た。続いて、TP-NaI-5RACE-2プライマーとNested Universal Primer (NUP) 

(Clontech)を用いた増幅反応を行い、fragment Aを増幅した。増幅された断片は

最も短いものが224 bp (fragment B)、最も長いものが1796 bp (fragment C)であっ

た。3′RACEおよび5′RACEにはQuick TaqTM HS DyeMixを用いた。反応条件は

94℃ 3分(1サイクル)；94℃ 15秒, 55℃ 30秒, 72℃ 2分(40サイクル)；72℃ 7分(1

サイクル)とした。 

 

2.8. ゲノム DNA の抽出および PCR 反応 

乳鉢と乳棒を用いて岡山および高知系統の雌成虫約 100 頭を磨砕し、400 μl

の抽出バッファー (50 mM Tris∙HCl pH 8.5, 10 mM EDTA pH 8.0, 100 mM NaCl, 

2% SDS)で懸濁した。全量を 1.5 ml のプラスチックチューブに移し、40 μl の

3M 酢酸ナトリウム(pH 5.2)、400 μl のフェノール:クロロホルム:イソアミルアル

コール(25:24:1)を加えて攪拌した後、12000 rpm にて 2 分間遠心して上清を回収

した。この操作は 2 回繰り返した。回収された上清に 400 μl のイソプルパノー

ルを加えて攪拌した後、13000 rpm にて 3 分間遠心して DNA を沈殿させた。沈

殿させた DNA は 70％エタノールで洗浄した後、乾燥させ、100 μl の TE (10 
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mM Tris･HCl, 1 mM EDTA)に溶解した。 

DNA 溶液に 0.5 μl の RNase A (10 mg/ml)を加えて 37℃で 30 分間保温した。

RNase 処理後、10 μl の 3M 酢酸ナトリウム(pH 5.2)と 100 μl のフェノール:クロ

ロホルム:イソアミルアルコール(25:24:1)を加えて攪拌し、12000 rpm にて 2 分

間遠心して上清を回収した。回収した上清に 100 μl のクロロホルム:イソアミル

アルコール(24:1)を加えて攪拌した後、12000 rpm にて 2 分間遠心して上清を回

収した。回収した上清に 250 μl の 99.5％エタノールを加えて 4℃、13000 rpm に

て 3 分間遠心して DNA を沈殿させた。沈殿させた DNA は 70％エタノールで

洗浄した後、乾燥させ、50 μl の TE に溶解した。DNA の濃度は吸光度計を用

いて測定した。 

ゲノム DNA を鋳型としてナトリウムチャネル遺伝子 14 断片(fragment 1-14)

の増幅を行った(図 2-1-2)。遺伝子増幅には Quick TaqTM HS DyeMix を用いた。

反応条件は 94℃ 3 分(1 サイクル)；94℃ 15 秒, 50℃ (重縮プライマー) もしくは

55℃ (特異的プライマー) 30 秒, 72℃ 2 分(40 サイクル)；72℃ 7 分(1 サイクル)で

ある。増幅された 14 断片は最も短いものが 244 bp (fragment 5)、最も長いもの

が 2081 bp (岡山系統の fragment 1)であった。 

 

2.9. ライゲーション反応 

増幅産物は 1.0％アガロースゲルで分画した。分画したゲルを臭化エチジウ

ム溶液(5 μg/ml)で 5～15 分間染色した。紫外線トランスイルミネーターを用い

て目的の DNA 断片を切り出した。ゲルから切り出された DNA 断片は QIAEX 

II Gel Extraction Kit (Quiagen)を用いて精製した後、T4 DNA Ligase (TaKaRa)を用

いて pGEM-T Easy (Promega)ベクターとのライゲーション反応(4℃で 12~14 時

間)を行った。反応溶液の組成は以下の通りである。 
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H2O 7 μl 

PCR products (4 ng/μl)                      10 μl 

pGEM-T Easy vector (4 ng/μl) 0.5 μl 

T4 DNA ligase (3 units/μl) 0.5 μl 

10× T4 DNA ligase buffer  2 μl 

計 20 μl 

 

2.10. 形質転換およびプラスミド DNA の精製 

ライゲーション反応液 10 μl をコンピテントセルに加えて氷中に 25 分間静置

した後、50℃にて 30 秒間加熱処理し、再び氷中に 2 分間静置した。反応液に 1 

ml の SOC 培地を加え、37℃で 45 分間保温した。培養液を 3000 rpm にて 1 分

間遠心した後、約 100 μl の培養液が残るよう上清を除去した。0.1 mM IPTG 10 

μl と X-Gal (20 mg/ml) 45 μl を加え懸濁した後、アンピシリン(50 μg/ml)とテト

ラサイクリン(10 μg/ml)を含む LB 固型培地にスプレッダーで展開し、37℃ で

12～16 時間培養した。培養したプレートから白色のコロニーを選択し、アンピ

シリン(50 μg/ml)を含む LB 液体培地で 12 時間培養し、塩基配列決定用のプラ

スミド DNA を抽出した。プラスミド DNA の精製には Plasmid Mini Extraction 

Kit (Bioneer)を用いた。 

 

2.11. 塩基配列決定 

塩基配列決定には Big Dye Terminator v 3.1 cycle sequencing Kit (Applied 

Biosystems)を用いた。反応溶液の組成は以下の通りである。 

 

H2O   7 μl 

Plasmid DNA 0.5 μl 

-21 or Reverse primer (2 pmol/μl)                         0.25 μl 

Big Dye Terminator v 3.1 Ready Reaction Mix      0.5 μl 
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5× sequence buffer  1.75 μl 

計 10 μl 

 

反応条件は 96℃ 10 秒, 50℃ 5 秒, 60℃ 4 分(25 サイクル)である。反応液に 2 

μl の 125 mM EDTA と 70 μl の 99.5％エタノールを加えて 4℃、13000 rpm にて

10 分間遠心し、沈殿させた。沈殿させた DNA は 70％エタノールで洗浄した

後、乾燥させ、20 μl の HiDi formamide に溶解した。熱変性は 94℃で 2 分間加

熱処理した後、氷中で急冷した。  

 

2.12. 塩基配列の解析 

塩基配列の解析は Genetyx ver.11 (Genetyx Corp.)を用いて行った。相同性検索

は BLAST Program (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)を用いて行った。塩基配

列と推定アミノ酸配列の多重整列は Clustal W Program 

(http://www.genome.jp/tools/clustalw/)を用いて行った。系統樹は MEGA 

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) ver. 5.05 (Tamura et al., 2007) を用いて

作成した。 

 

3. 結果および考察 

3.1. 生物検定 

岡山県、高知県、大阪府、徳島県で採集された計 11 系統の合成ピレスロイ

ド剤(シペルメトリン)に対する LC50値を表 2-1-2 に示した。最も高い LC50値を

示したのは高知系統で 3922.9 mg/L、最も LC50値が低かったのは岡山系統で

72.1 mg/L であった。高知系統の抵抗性レベルは岡山系統の 54.4 倍と見積もら

れた。以下の解析は最も抵抗性レベルの低い岡山系統と最も抵抗性レベルの高

い高知系統を用いて行った。ただし、ナスにおけるシペルメトリンの常用濃度

http://www.genome.jp/tools/clustalw/
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は 60 mg/L なので、いずれの系統も抵抗性系統と考えられる。 

 

3.2. ナトリウムチャネル遺伝子のクローニングと塩基配列決定 

岡山および高知系統の全 RNA から合成した cDNA を鋳型としてナトリウム

チャネル遺伝子のコーディング領域をカバーする 9 つの DNA 断片を PCR で増

幅した(図 2-1-2)。また、岡山および高知系統のゲノム DNA を鋳型としてナト

リウムチャネル遺伝子の全長をカバーする 14 の断片を増幅した(図 2-1-2)。 

両系統のナトリウムチャネル遺伝子には 2039 アミノ酸からなるタンパク質

をコードする 6117 bp のオープンリーディングフレーム(ORF)が含まれていた

(岡山系統：accession no. AB849920; 高知系統：accession no. AB849921) (図 2-1-

3)。Blast X 解析により両系統の推定アミノ酸配列はトコジラミ(Cimex 

lectularius)のナトリウムチャネルのアミノ酸配列と最も高い相同性(80%)を示し

た(図 2-1-4)。 

 

3.3. ナトリウムチャネル遺伝子の構造解析 

ゲノム配列と cDNA 配列の比較により、岡山系統には 18 のエキソン、高知

系統には 16 のエキソンが存在することが明らかとなった(表 2-1-4)。岡山系統

のゲノム DNA のエキソン 1 から 3 は高知系統のエキソン 1 に対応する(表 2-1-

4)。両系統のエキソン数は既報のショウジョウバエ(Drosophila virillis) (29 エキ

ソン)、キイロショウジョウバエ(29 エキソン)、ガンビエハマダラカ(33 エキソ

ン)、ネッタイシマカ (32 エキソン)、セイヨウミツバチ(29 エキソン)、イエカ

(Culex pipiens) (32 エキソン)、コクヌストモドキ(25 エキソン)、カイコガ(33 エ

キソン) (Davies et al., 2007)に比べて少なかった。岡山および高知系統にはそれ

ぞれ、17 と 15 のイントロンが含まれていた(図 2-1-2)。全てのイントロンの末

端配列は、GT (donor)-AG (acceptor) ルール(Breathnach et al., 1978)に合致してい
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た。イントロンの塩基配列と鎖長は両系統間で完全に一致した(表 2-1-4)。 

高知系統の fragment 11 に関しては 2 つタイプ(タイプ I とタイプ II)の塩基配

列がゲノム DNA より増幅された(タイプ II の配列は accession no. AB853936 と

して登録) (図 2-1-5)。タイプ I はタイプ II より高頻度にクローニングされた(9

クローン中 7 クローン)。岡山系統のゲノム DNA よりクローニングされた 10

クローンは全てタイプ I に属した。cDNA を用いて fragment 11 に相当する領域

を増幅した。タイプ II のクローンは低頻度ながら両系統より増幅された(岡山

系統：16 クローン中に 2 クローン；高知系統：13 クローン中に 2 クローン)。

タイプ I とタイプ II の塩基配列とアミノ酸配列の相同性はそれぞれ、82％と

84％であった(図 2-1-5)。タイプ II の推定アミノ酸配列を岡山および高知系統間

で比較したがアミノ酸配列の違いは検出されなかった。 

異なるアミノ酸配列を持つナトリウムチャネルが選択的スプライシングによ

って生じる(Loughney et al., 1989; Olson et al., 2008; Lin et al., 2012)。タイプ I と

タイプ II のクローンはイエバエにおける mutually exclusive exons (エキソン k と

エキソン l) (Lee et al., 2012)、チャバネゴキブリにおけるエキソン G2 とエキソ

ン G1 (Tan et al., 2002)、コナガにおけるエキソン 26a とエキソン 26b (Sonoda et 

al., 2008)に対応する領域をエキソン 16 (岡山系統)およびエキソン 14 (高知系統)

に含んでいた(図 2-1-6)。 

コナガのエキソン 18a とエキソン 18b (Sonoda et al., 2008)、イエバエのエキソ

ン c とエキソン d (Lee et al., 2012)に対応する mutually exclusive exons はクロシ

ョウジョウバエ(Drosophila virilis)、キイロショウジョウバエ、ガンビエハマダ

ラカ、ネッタイシマカ、アカイエカ(Culex pipiens)、カイコガを含むいくつかの

昆虫種で保存されていた(Davies et al., 2007) (図 2-1-6B)。一方、チャバネゴキブ

リ(Dong et al., 1998)、セイヨウミツバチ(Davies et al., 2007)、キョウソヤドリコ

バチ (Davies et al., 2007)にはエキソン c とエキソン 18a に対応するエキソンの
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みがコードされていた(図 2-1-6B)。ミナミキイロアザミウマのナトリウムチャ

ネル遺伝子は、コクヌストモドキ(Davies et al., 2007)で報告されたように、エキ

ソン d とエキソン 18b に対応するエキソン(岡山系統のエキソン 10 および高知

系統のエキソン 8)のみが検出された(図 2-1-6B)。本研究では両系統のナトリウ

ムチャネル遺伝子において optional exon は検出されなかった。 

 

3.4. 合成ピレスロイド剤抵抗性に関わるアミノ酸変異 

クローニングされたナトリウムチャネル遺伝子の推定アミノ酸配列を岡山お

よび高知系統間で比較した。両系統ともにドメイン IIS5 の 945 番目のアミノ

酸 (イエバエでは 929 番目に相当)部位に抵抗性型のアミノ酸(Ile)をコードして

いた(T945I)。岡山および高知系統以外の 9 系統も T945I を持つことが明らかと

なった(未公表データ)。 

塩基配列決定では最も出現頻度の高い配列を採用した。その結果、両系統間

のアミノ酸配列は 2 ヶ所で異なることとなった(図 2-1-3)。それらはドメイン I-

II における 752 番目のアミノ酸部位の S752L(イエバエでは 744 番目に相当)と

ドメイン II-III における 1050 番目のアミノ酸部位の S1050Y (イエバエでは 1034

番目に相当)である。チャバネゴキブリではドメイン I-II におけるアミノ酸置

換 (E435 K および C785R)が L1014F のエンハンサーとして作用することが報告

されている(Liu et al., 2000; Tan et al., 2002; Liu et al., 2002)。Tsagkarakou et al. 

(2009)はナミハダニ(Tetranychus urticae)のドメイン II-III のアミノ酸置

換 (A1215D)が合成ピレスロイド剤抵抗性に関与することを報告した。コナガで

もドメイン II-III のアミノ酸置換(A1060T)の抵抗性への関与が報告されている

(Sonoda et al., 2008)。ミナミキイロアザミウマで検出されたアミノ酸置換(S752L

と S1050Y)は上に述べた合成ピレスロイド剤抵抗性に関わるアミノ酸置換とは

異なっていた。また両アミノ酸置換を含むクローンは高知系統のみならず岡山
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系統でも検出された。従って、S752L と S1050Y は合成ピレスロイド剤抵抗性

とは関係のない単なる多型であると考えられる。以上の結果より岡山系統と高

知系統の抵抗性レベルの違い(54 倍)はナトリウムチャネルのアミノ酸配列の違

いに由来しないことが明らかとなった。次節において両系統の各種解毒分解酵

素活性について検討する。 

岡山と高知系統は共に、アタマジラミ(Pediculus humanus capitis)において合成

ピレスロイド剤抵抗性への関与が報告されているアミノ酸置換 M843I (イエバ

エでは M827I に相当) ( Lee et al., 2003; Yoon et al., 2008; Hodgdon et al., 2010)とナ

ミハダニにおいて抵抗性への関与が報告されているアミノ酸置換 A1231D (イエ

バエでは A1215D に相当) ( Tsagkarakou et al., 2009)をコードしていた。以上の結

果より、岡山系統と高知系統の合成ピレスロイド剤抵抗性には M843I、T945I、

A1231D (イエバエでは M827I、T929I、A1215D に相当)が関与している可能性

がある(図 2-1-3)。今後の課題としてこれらのアミノ酸置換の抵抗性への関与

を、ミナミキイロアザミウマのナトリウムチャネル遺伝子を用いて、電気生理

学的手法によって検証する必要がある。 
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図 2-1-1. ミナミキイロアザミウマの飼育容器(A)および生物検定に用いた

容器(B)  
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図 2-1-2. ナトリウムチャネル遺伝子の cDNA およびゲノム配列のクローニング

において増幅された断片。 
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図 2-1-3. 岡山および高知系統のナトリウムチャンネル遺伝子の推定アミノ酸配列の比較。 fragment 11 に関しては

タイプ Iのアミノ酸配列を示した。 同一のアミノ酸は点、抵抗性型のアミノ酸部位を星、イントロンの位置を

黒三角、多型部位を白三角で示した。下線の配列は、膜貫通セグメントを示す(イエバエに準拠)。 
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図 2-1-4. ミナミキイロアザミウマと他の昆虫種のナトリウムチャネルのアミ

ノ酸配列の系統樹 
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図 2-1-5. 高知系統の fragment 11 として増幅された 2 種類のクローンの塩基配列

(A)および推定アミノ酸配列(B)。同じ配列は点で示した。 
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図 2-1-6. ナトリウムチャネル遺伝子に存在する mutually exclusive exons 
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表 2-1-1. 合成ピレスロイド剤抵抗性に関わるナトリウムチャネルのアミノ酸置換 Rinkevich et al., 2013; Dong et al., 

2014 を改変 
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表 2-1-1. 継続 1 
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表 2-1-1. 継続 2  
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抵抗性比： 各系統 LC
50

 / 岡山系統 LC
50
 

表 2-1-2. ミナミキイロアザミウマのシペルメトリンに対する抵抗性レベル 
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表 2-1-3. 本研究で用いたナトリウムチャネル遺伝子のプライマー 
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表 2-1-4. 岡山および高知系統のナトリウムチャネル遺伝子のエキソンとイントロン 
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第 2 節 合成ピレスロイド剤抵抗性に関わる解毒分解酵素の解析 

 

1. 緒言 

前節においてナトリウムチャネル 3 ヶ所におけるアミノ酸置換(M827I、

T929I、A1215D)が本種の合成ピレスロイド剤抵抗性に関わっていることが示唆

された。しかしながら、解析に用いた系統(岡山系統および高知系統)間の抵抗

性レベルの違い(54 倍)をナトリウムチャネルにおけるアミノ酸置換によって説

明することはできなかった。 

合成ピレスロイド剤抵抗性には CYP450 による解毒分解が関与していること

が複数の昆虫種で報告されている。CYP450 の合成ピレスロイド剤抵抗性への

関与については、活性阻害剤である piperonyl butoxide (PBO)を用いた生物検定

を通じて示唆されてきた。例えば、PBO を処理されたイエバエの合成ピレスロ

イド剤(ペルメトリン)に対する抵抗性レベルは無処理時の 1/72 に低下した(Liu 

and Scott, 1995)。アザミウマ目においても PBO を処理されたミカンキイロアザ

ミウマの合成ピレスロイド剤(デルタメトリン)に対する抵抗性レベルは無処理

時の約 1/13 に低下することが報告された(Espinosa et al., 2005)。 

昆虫には 36～160 個ほどの CYP450 が存在し、それらは 7 つのファミリー

(CYP4、CYP6、CYP9、CYP12、CYP15、CYP18、CYP28)に属する(Fogleman et 

al ., 1998)。最初に合成ピレスロイド剤抵抗性への関与が報告された CYP450 遺

伝子はイエバエの CYP6D1 である (Wheelock and Scott, 1989; Zhang et al., 

1996)。その後、ガンビエハマダラカ(CYP6Z1) (Nikou et al.,2003)、ネッタイイエ

カ(CYP6F1、CYP4H34、CYP9M10) (Kasai et al., 2000;  Komagata et al., 2013)、コ

ナガ(CYP6BG1) (Bautista et al., 2007)、ミカンキイロアザミウマ(CYP6EB1、

CYP6EC1) (Cifuentes et al., 2012)などでも合成ピレスロイド剤抵抗性に関わる

CYP450 遺伝子が報告された。 
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CYP450 以外の解毒分解酵素が合成ピレスロイド剤抵抗性に関わっている例

として CE の関与がヒツジキンバエ(Lucilia cuprina)やイエバエ (Devonshire et 

al., 2007; Heidari et al., 2005)で、GST の関与がコクゾウムシ(Sitophilus zeamais)や

ネッタイシマカで報告されているが(Fragoso et al.,2007; Lumjuan et al., 2011)、そ

の数は少ない。 

第 2 章第 2 節では岡山および高知系統の合成ピレスロイド剤に対する抵抗性

レベルの違いに解毒分解酵素活性の増大が関与しているかどうかを調べるため

に、CYP450、GST、CE の活性阻害剤を用いて、シペルメトリンに対する生物検

定を行った。また、抵抗性に関与する CYP450 遺伝子のクローニングを試みた。 

 

2. 材料と方法 

2.1. 供試昆虫 

実験に供試したミナミキイロアザミウマ系統は第 2 章第１節で述べた岡山お

よび高知系統である(表 2-2-1)。 

 

2.2. 供試試薬 

シペルメトリンと展着剤(グラミン)については第 2 章第１節で述べた。本研

究で用いた酵素活性阻害剤は CYP450 の阻害剤である PBO (和光純薬工業)、CE

の阻害剤である DEF (Chem Service, Inc.)、GST の阻害剤である DEM (Nacalai 

Tesque, Inc.)である。 

 

2.3. 活性阻害剤を用いたシペルメトリンに対する生物検定 

活性阻害剤を用いた場合の抵抗性レベルは、雌成虫を用いた葉片浸漬法

(Fahmy et al., 1991)にて調べた。活性阻害剤を含むシペルメトリン液は以下のよ

うに調製した。各活性阻害剤をアセトンで 20 倍希釈した後、展着剤を含む各濃
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度のシペルメトリンと混合した。PBO、DEM、DEF の処理濃度はそれぞれ 0.295 

mM、0.581 mM、0.318 mM とした(Zhang et al., 2008)。アセトンの含有量は 0.1％

となるようにした。ソラマメ葉片（約 3.5 cm × 2 cm）を調製したシペルメトリン

液中に 2 分間浸漬した。アセトンで希釈した活性阻害剤と展着剤を含む蒸留水

の混合液中に 2 分間浸漬したものを対照葉片とした。生死判定は第 2 章第１節

に述べた。 

 

2.4. 全 RNA の抽出および CYP450 遺伝子の増幅 

全 RNA の抽出は Sepasol®-RNA I Super G (Nacalai Tesque, Inc.)を用いて第 2 章

第１節に記した方法で行った。 

cDNA合成は第 2章第 1節において述べた。CYP450遺伝子は高知系統の cDNA

を鋳型として PCR により増幅した。使用したプライマーを表 2-2-2 に示した。

NB4-5′、NB4-3′、6XY-5′、6XY-3′(Bautista et al., 2007)、BT-CYP4-5′、BT-CYP4-3′、

BT-CYP6-5′、BT-CYP6-3′ (Karunker et al., 2008)、FO-CYP4-5′、FO-CYP4-3′、FO-

CYP6-5′、FO-CYP6-3′ (Cifuentes et al., 2012)は既報のプライマーである。反応条件

は 94℃ 3 分(1 サイクル)；94℃ 15 秒, 50℃ 30 秒, 72℃ 1 分(40 サイクル)；72℃ 

7 分(1 サイクル)である。 

 

2.5. PCR 産物のクローニングおよび塩基配列決定 

PCR 産物のクローニングは pGEM-T Easy (Promega)ベクターを用いて第 2 章

第１節に記した方法で行った。 

塩基配列決定は Big Dye Terminator v 3.1 cycle sequencing Kit (Applied 

Biosystems)を用いて第 2 章第１節に記した方法で行った。塩基配列の解析に用

いたソフトウェアについては第 2 章第１節に述べた。 
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2.6. 定量 PCR  

第 2 章第 1 節に記した手法によりミナミキイロアザミウマの岡山、高知系統

の雌成虫(50 頭)より全 RNA を抽出し、0.5 μg の全 RNA を用いて cDNA を合成

した。cDNA 反応液 2.5 μl を鋳型として定量 PCR を行った。CYP450 遺伝子と

コントロール遺伝子(β-アクチン)の増幅に用いたプライマーを表2-2-2に示した。

定量 PCR に用いた反応溶液の組成は以下の通りである。 

 

定量PCRの反応溶液 

H2O   1.9 μl 

Forward primer (10 pmol/μl)  0.3 μl 

Reverse primer (10 pmol/μl)                         0.3 μl 

THUNDERBIRDTM SYBRⓇ qPCR mix 5 μl 

cDNA 溶液 2.5 μl 

計 10 μl 

 

反応溶液 7.5 μl をプレート(96 ウェル Piko PCR プレート)に注入した後、cDNA 

2.5 μl を加え、3 回ピペッティングして混合した。反応液を入れたプレートを

2000 rpm でスピンダウンした後、プレートをフィルムで密閉し、PikoReal リア

ルタイム PCR システム(Thermo Scientific)に供した。 

反応条件は 94℃ 3 分(1 サイクル)；94℃ 15 秒, 55℃ 30 秒, 72℃ 1 分(30 サイ

クル)；72℃ 7 分(1 サイクル)とした。得られたデータの解析は PikoReal ソフト

ウェアを用いて行った。試験は独立して抽出した全 RNA をもとに合成された

cDNA を用いて 3 回行った。各試験における繰り返しは 2 反応とした。各 CYP450

遺伝子の発現レベルを岡山および高知系統間で ΔΔCt 法(Livak and Schmittgen, 

2001)を用いて比較した。有意差検定には Tukey の方法を用いた。 
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3. 結果および考察 

3.1. 活性阻害剤がミナミキイロアザミウマのシペルメトリンに対する抵抗性レ

ベルに及ぼす影響 

PBO を処理された岡山および高知系統のシペルメトリンに対する LC50値は

それぞれ、24.2 mg/L、 278.1 mg/L であった(表 2-2-1)。無処理時の岡山および

高知系統のシペルメトリンに対する LC50値はそれぞれ、72.1 mg/L、 3922.9 

mg/L であったことから、抵抗性レベルはそれぞれ約 1/3、1/14 に低下したこと

になる。このことは両系統の合成ピレスロイドに対する抵抗性には共にチトク

ローム P450 が関与しているが、高知系統における関与の度合がより大きいこ

とを示唆している。 

PBO 処理により合成ピレスロイド剤に対する抵抗性レベルが低下することは

他のアザミウマでも報告されている。スペインのミカンキイロアザミウマのア

クリナトリン抵抗性系統(ACR9)のアクリナトリンに対する抵抗性レベルは PBO

処理により 1/93 に低下し、デルタメトリン抵抗性系統(DEL8)のデルタメトリン

に対する抵抗性レベルは 1/13 に低下した(Espinosa et al., 2005)。フルバリネート

に対して高い抵抗性を示すオーストラリアのミカンキイロアザミウマの WA お

よび QLD 系統に PBO を処理したところ抵抗性レベルがそれぞれ、1/790 と

1/266 に低下した(Thalavaisundaram et al., 2008)。 

活性阻害剤 DEM と DEF を処理された両系統のシペルメトリンに対する LC50

値に顕著な変化は認められなかった(表 2-2-1)。このことは GST や CE による解

毒分解はミナミキイロアザミウマの合成ピレスロイド剤抵抗性にはほとんど関

与していないことを示唆している。合成ピレスロイド剤抵抗性に GST や CE が

関与していないことはミカンキイロアザミウマにおいても報告されている

(Espinosa et al., 2005; Thalavaisundaram et al., 2008)。 
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3.2. CYP450 遺伝子のクローニングと塩基配列決定 

高知系統の cDNA より増幅された断片をクローニングし、60 クローンについ

て塩基配列決定を行った。増幅された断片の長さは 443 bp (NB4-5′と NB4-3′)、

396 bp (6XY-5′と 6XY-3′)、431 bp (BT-CYP4-5′と BT-CYP4-3′)、390 bp (BT-CYP6-

5′と BT-CYP6-3′)、464 bp (FO-CYP4-5′と FO-CYP4-3′)、682 bp (FO-CYP6-5′と FO-

CYP6-3′)であった。推定アミノ酸配列を用いた相同性検索により、29 クローン

は CYP4 ファミリーに、31 クローンは CYP6 ファミリーに属すことが示された

(図 2-2-1)。CYP4 ファミリーに属す 29 クローンは 6 つのグループに、CYP6 フ

ァミリーに属す 31 クローンは 4 つのグループに分けられた(図 2-2-1)。各グルー

プの赤丸で示したクローンを用いて、グループ間の塩基配列と推定アミノ酸配

列の相同性を表 2-2-3 と表 2-2-4 に示した。 

後述の定量 PCR を行う際のプライマー設計に用いた CYP4 と CYP6 ファミリ

ーに属するクローンの推定アミノ酸配列を図 2-2-2 に示した。いずれのクロー

ンにおいても CYP450 の C-末端領域に特徴的なヘム結合部位(FXXGXXXCXG) 

(Danielson et al., 1997)が保存されていた。 

Hlavica (2011)はアメリカタバコガ(Helicoverpa zea)、ミカンキイロアザミウ

マ、イエバエを含めた昆虫種の殺虫剤抵抗性に関与する CYP450 は基本的に

CYP6 ファミリーに属していることを報告した。ミナミキイロアザミウマの

CYP6-TPBT15 遺伝子(グループ 1)とアメリカタバコガの CYP6B8 遺伝子の塩基

配列とアミノ酸配列の相同性はそれぞれ、50％、33％であった。CYP6-TPFO31

遺伝子(グループ 2)とミカンキイロアザミウマの CYP6EC1 遺伝子の相同性は塩

基配列レベルで 67％、アミノ酸配列レベルで 61％であり、同 CYP6EB1 遺伝子

との相同性は塩基配列レベルで 64％、アミノ酸配列レベルで 49％であった。

CYP6-TPBT22 遺伝子(グループ 3)と CYP6-TP6XY8 遺伝子(グループ 4)はイエバ

エの CYP6D1 遺伝子の塩基配列とそれぞれ、44％、54％、アミノ酸配列とそれ
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ぞれ、42％、46％の相同性を示した。 

合成ピレスロイド剤抵抗性に関わる CYP4 ファミリー遺伝子はネッタイイエ

カのみで報告されている(CYP4H34 遺伝子) (Kasai et al., 2000;  Komagata et al., 

2013)。ミナミキイロアザミウマの CYP4-TPNB1 遺伝子(グループ 1)、CYP4-

TPNB3 遺伝子(グループ 2)、CYP4-TPNB5 遺伝子(グループ 3)、CYP4-TPNB8 遺

伝子(グループ 4)、CYP4-TPFO22 遺伝子(グループ 5)、CYP4-TPFO25 遺伝子(グ

ループ 6)とネッタイイエカの CYP4H34 遺伝子の塩基配列レベルの相同性はそ

れぞれ、52％、58％、55％、55％、54％、56％であり、アミノ酸配列レベルの

相同性はそれぞれ、38％、44％、39％、41％、41％、43％であった。 

 

3.3. CYP450 遺伝子の発現解析 

クローニングされたミナミキイロアザミウマの CYP450 遺伝子が合成ピレス

ロイド剤抵抗性に関与しているかどうかを調べるために、遺伝子発現を岡山系

統と高知系統間で比較した。CYP4 ファミリーおよび CYP6 ファミリー遺伝子

の各グループより 1 クローンを選び、定量 PCR 用の特異的プライマーを設計し

た。発現レベルを岡山および高知系統間で比較したが、両系統間の合成ピレスロ

イド剤に対する抵抗性レベルの違いを説明できる遺伝子は得られなかった(p > 

0.05) (図 2-2-3)。ミカンキイロアザミウマのアクリナトリン抵抗性には CYP6EB1

遺伝子と CYP6EC1 遺伝子の高発現が関与していることが報告されている

(Cifuentes et al., 2012)。ミナミキイロアザミウマの CYP6-TPFO31 遺伝子(グルー

プ 2)はミカンキイロアザミウマの CYP6EB1 および CYP6EC1 遺伝子と高い相同

性を示したが、抵抗性への関与は示されなかった。 

本研究では岡山系統と高知系統の定常時における CYP450 遺伝子の発現解析

を行ったが、抵抗性に関わる遺伝子は殺虫剤処理により発現レベルが高まる可

能性がある。今後、シペルメトリンを処理したミナミキイロアザミウマを用いて
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CYP450 遺伝子の発現レベルを調べる必要がある。 
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図 2-2-1. ミナミキイロアザミウマの高知系統よりクローニングされた CYP450 遺伝子クローン

の推定アミノ酸配列の系統樹(系統樹は最大節約法により作成した)。赤丸で示したクロー

ンは定量 PCR に用いた特異的プライマーの設計に用いた。CYP4 ファミリーのクローン

(A)は 6 つのグループ、CYP6 ファミリーのクローン(B)は 4 つのグループに分けられ

た 。 
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図 2-2-2. ミナミキイロアザミウマの CYP4 ファミリー(A)および CYP6 ファミリー(B)の

推定アミノ酸配列の比較。CYP450 の特徴であるヘム結合部位配列(FxxGxxxCxG)を緑

で囲んだ。相同なアミノ酸は点で、ギャップはダッシュで示した。 
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図 2-2-3. 定量 PCR による CYP4 ファミリー遺伝子(A)および CYP6 ファミリー遺伝子(B)

の発現解析。CYP450 遺伝子の発現量は β-アクチン遺伝子の発現量を 1 とした相

対値で棒内に示した。 
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表 2-2-1. 活性阻害剤がミナミキイロアザミウマのシペルメトリン抵抗性に及ぼす影響 

a: 95%信頼限界   b: SR (共力効果比)＝LC
50
シペルメトリン/ LC

50
シペルメトリン + 活性阻害剤 
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表 2-2-2. 本研究で用いたプライマー 
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表 2-2-3. CYP4 ファミリーグループ間の塩基配列および推定アミノ酸配列の相同性 

表 2-2-4. CYP6 ファミリーグループ間の塩基配列および推定アミノ酸配列の相同性 



52 

 

第 3 章 ミナミキイロアザミウマのスピノサド抵抗性機構の解析 

 

1. 緒言 

スピノサド抵抗性は、標的である nAChR の感受性の低下(Salgado, 1997)、も

しくは CYP450 などの解毒分解酵素活性の増大(Feyereisen, 1999; Scott, 1999; 

Hemingway et al., 2004)によって付与されることがいくつかの昆虫種で報告され

てきた。 

Perry et al. (2007)は、nAChRα6 サブユニットが欠損したキイロショウジョウ

バエの変異系統は、スピノサドに対して高度の抵抗性を示すことを報告した。

野外におけるコナガのスピノサド抵抗性では、nAChRα6 サブユニット遺伝子の

点突然変異に基づくミススプライシングによる新たなストップコドンの出現

と、それに伴う不完全タンパク質の生成が関与していた(Baxter et al., 2012)。不

完全タンパク質の生成がスピノサド抵抗性に関与していることはミカンコミバ

エ(Bactrocera dorsalis)でも報告されている(Hsu et al., 2012)。アザミウマ目では

ミカンキイロアザミウマにおいて、nAChRα6 サブユニットの 275 番目のアミノ

酸部位におけるグリシンからグルタミン酸へのアミノ酸置換(G275E)がスピノ

サド抵抗性に関与していることが報告された(Puinean et al., 2013)。 

CYP450 の活性阻害剤である PBO を用いた試験において、シロイチモジヨト

ウ(Spodoptera exigua) (Wang et al., 2006)、オオタバコガ(Wang et al., 2009)、ハス

モンヨトウ(Spodoptera litura) (Rehan et al., 2014)、イエバエ(Markussen and 

Kristensen 2011)のスピノサド抵抗性には、CYP450 による解毒分解が関与して

いることが報告された。一方、これらの昆虫のスピノサド抵抗性には GST およ

び CE は関与していなかった。トマトキバガ(Tuta absoluta)では、CYP450 のス

ピノサド抵抗性への関与が、活性試験を通じて示された(Reyes et al., 2012)。 

第 3 章ではスピノサドに対する抵抗性レベルの異なるミナミキイロアザミウ
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マ系統(岡山、徳島 1、徳島 5 系統)を用いて、本種のスピノサド抵抗性にもミカ

ンキイロアザミウマ同様、nAChRα6 サブユニットの G275E が関与しているかど

うかを明らかにしようとした。また、各種活性阻害剤を用いて、解毒分解酵素

CYP450、CE、GST の抵抗性への関与を検討した。さらに、解毒分解に関わる遺

伝子のクローニングを試みた。 

 

2. 材料と方法 

2.1. 供試昆虫 

実験に供試したミナミキイロアザミウマ系統(表 3-1)と飼育方法の詳細につい

ては第 2 章第 1 節で述べた。 

 

2.2. 試薬 

スピノサド(スピノエース 20％ WP)はダウケミカル日本より購入した。スピ

ノサドは展着剤（グラミン, 三共アグロ）を最終濃度 0.1％となる様に加えて使

用した。 

 

2.3. 生物検定 

スピノサドに対する生物検定は、第 2 章第 1 節に述べた通り、雌成虫を用い

た葉片浸漬法(Fahmy et al., 1991)にて行った。試験には 5 段階の濃度に希釈した

殺虫剤を用いた。処理したソラマメ葉片を静置したプラスチックケースに、供試

虫を約 20 頭移し、パラフィルムで密閉した。48 時間後に生死を判定した。各試

験における繰り返しは最低 3 回とした。プロビット法により半数致死濃度(LC50)

を求めた(Abott, 1925)。 

活性阻害剤を用いた生物検定は、各活性阻害剤をアセトンで希釈した後、展着

剤を含む各濃度のスピノサドと混合した。活性阻害剤の濃度は、第 2 章第 2 節

に述べた通りである(PBO, 0.295 mM; DEM, 0.581 mM; DEF, 0.318 mM) (Zhang et 
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al., 2008)。アセトンの含有量は 0.1％となるようにした。活性阻害剤とアセトン

の混合物を展着剤を含む蒸留水で希釈した溶液中に浸漬した葉片を対照区とし

た。生死判定と LC50値の算出は上に述べた。 

 

2.4. 全 RNA の抽出、RT-PCR、クローニング 

 全 RNA の抽出は Sepasol®-RNA I Super G (Nacalai Tesque, Inc.)を用いて第 2

章第 1 節に記した方法で行った。 

全 RNA を鋳型として、第 2 章第 1 節と同様の方法で cDNA 合成を行った。ミ

ナミキイロアザミウマの nAchRα6 サブユニット(TPα6)遺伝子断片を nAchR-α6-

1D (5′-GATGTKGAYGAGAAGAATCAA-3′) と nAchR-α6-2D (5′-

CCATNGCVGCRAAYTTCCARTCGC-3′)を用いた PCR によって増幅した。両プラ

イマーはコクヌストモドキ(accession no. EF526088)、シナハマダラカ(Anopheles 

sinensis) (accession no. AY705401)、イエバエ(accession no. DQ498129)、セイヨウ

ミツバチ (accession no. DQ026036)、キイロショウジョウバエ  (accession no. 

AF321449)、カイコガ(accession no. EF127799)、キョウソヤドリコバチ(accession 

no. FJ821437)、コナガ(accession no. GU207836)の当該遺伝子の塩基配列に基づい

て設計した。反応条件は 94℃ 3 分(1 サイクル)；94℃ 15 秒, 53℃ 30 秒, 72℃ 1 分 

20 秒(40 サイクル)；72℃ 7 分(1 サイクル)である。増幅断片は pGEM-T Easy ベ

クター(Promega)を用いたクローニングもしくはダイレクトシーケンシングに用

いた。 

 

2.5. 塩基配列決定 

塩基配列決定は Big Dye Terminator v 3.1 cycle sequencing kit (Applied 

Biosystems)を用いて、第 2 章第１節に記した方法で行った。 

ダイレクトシーケンシングに用いた TPα6 遺伝子断片は、岡山系統、徳島 1
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系統、徳島 5 系統の cDNA を鋳型として、nAchR-α6-1 (5′-

GGAATGGACGGACTACAACCTAAG-3′) と TP-α6RFLP-1 (5′-

GCGAAGAGATCATCAACTGC-3′)を用いた PCR で増幅した。反応条件は 94℃ 3

分(1 サイクル)；94℃ 15 秒, 55℃ 30 秒, 72℃ 1 分 20 秒(40 サイクル)；72℃ 7 分

(1 サイクル)である。nAchRα6-3RACE-1 (5′-GTGAACATGTACGCCTGCTG-3′) 

を用いてダイレクトシーケンシングを行った。 

塩基配列の解析は Genetyx ver.11 (Genetyx Corp.)を用いて行った。相同性検索

と塩基配列間と推定アミノ酸配列間の多重整列はそれぞれ、BLAST Program 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)と Clustal W Program 

(http://www.genome.jp/tools/clustalw/)を用いて行った。 

 

2.6. 定量 PCR  

岡山、徳島 1、徳島 5 系統の雌成虫(50 頭)より抽出した全 RNA (0.5 μg)を用い

て上記の手法に基づき cDNA を合成した。cDNA 反応液 2.5 μl を鋳型として定

量 PCR を行った。定量を行った CYP450 遺伝子とコントロール遺伝子(β-アクチ

ン)の増幅に用いたプライマーは表 2-2-2 に示した。定量 PCR に用いた反応溶液

の組成と反応溶液については第 2 章第 1 節に記した。反応液を含むプレートを

2000 rpm でスピンダウンした後、専用のフィルムで密閉し、PikoReal リアルタ

イム PCR システム(Thermo Scientific)に供した。反応条件は 94℃ 3 分(1 サイク

ル)；94℃ 15 秒, 55℃ 30 秒, 72℃ 1 分(30 サイクル)；72℃ 7 分(1 サイクル)とし

た。 

得られたデータの解析は PikoReal ソフトウェアを用いて行った。試験は独立

して抽出した全 RNA をもとに合成された cDNA を用いて 3 回行った。各試験に

おける繰り返しは 2反応とした。各CYP450遺伝子の発現レベルをΔΔCt法(Livak 

and Schmittgen, 2001)を用いて系統間で比較した。有意差検定には Tukey 法を用

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.genome.jp/tools/clustalw/
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いた。 

 

3. 結果 

3.1. 生物検定 

岡山県、高知県、大阪府、徳島県で採集された計 11 系統のスピノサドに対す

る LC50 値を表 3-1 に示した。徳島 1 および徳島 5 系統の LC50 値は最も高く

(2838.5 mg/L、6655.5 mg/L)、岡山系統(3.4 mg/L)の LC50値は最も低かった。徳島

1、徳島 5 系統の抵抗性レベルはそれぞれ、岡山系統の 835 倍、1958 倍と見積ら

れた。ナスにおけるスピノサドの常用濃度は 40-80 mg/L である。よって、岡山

系統は感受性系統、徳島 1 および徳島 5 系統は抵抗性系統であると考えられる。

以下の解析は岡山、徳島 1、徳島 5 系統を用いて行った。 

 

3.2. TPα6 遺伝子のクローニングと塩基配列決定 

岡山、徳島 1、徳島 5 系統の全 RNA から合成した cDNA を鋳型として TPα6

遺伝子断片を PCR で増幅した。増幅された DNA 断片(1189 bp)をクローニング

し、塩基配列決定を行った(岡山系統：accession no. AB905365；徳島 1 および徳

島 5 系統：accession no. AB905366)。増幅断片の推定アミノ酸配列は、他の昆虫

の nAChRα6 サブユニット遺伝子(accession no. HE965755)のアミノ酸配列と高い

相同性を示した(図 3-1)。最も高い相同性はミカンキイロアザミウマとの間で認

められた(96%) (図 3-2A)。ミナミキイロアザミウマの TPα6 遺伝子の 275 番目の

アミノ酸部位に岡山系統は、ミカンキイロアザミウマ感受性系統と同じく、グリ

シン(Gly: G)を、徳島 1 および徳島 5 系統は抵抗性系統と同じくグルタミン酸

(Glu: E)をコードしていた(図 3-2A)。 

 ミナミキイロアザミウマの TPα6 遺伝子の増幅 DNA 断片中にはミカンキイロ

アザミウマの当該遺伝子の選択的エキソン(8a/8b)に対応する配列が認められた
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(図 3-2B)。図 3-2A に含まれないエキソン 8b の塩基配列(87 bp)は DNA データバ

ンクに登録した(accession no. AB902849)。選択的エキソン 8a と 8b にコードされ

るアミノ酸配列は 29 残基中 7 残基において異なっていた(図 3-2B)。本研究では

ミカンキイロアザミウマの nAChRα6 サブユニット遺伝子の選択的エキソン

(3a/3b)に対応する配列は確認できなかった。 

3 つの系統の TPα6 遺伝子の 275 番目のアミノ酸部位における抵抗性遺伝子の

系統内における頻度を、上記 DNA 断片のダイレクトシーケンシングによって調

べた。感受性の岡山系統ではグリシンに関わる塩基グアニンのみが検出された

が、抵抗性の徳島 1 および徳島 5 系統ではグルタミン酸に関わる塩基アラニン

のみが検出された(図 3-3)。 

 

3.3. 活性阻害剤がスピノサドに対する抵抗性レベルに及ぼす影響 

PBO を処理された徳島 1 および徳島 5 系統のスピノサドに対する LC50値は

それぞれ、490.0 mg/L、738.2 mg/L となった(表 3-2)。無処理時の徳島 1 および

徳島 5 系統のスピノサドに対する LC50値はそれぞれ、2838.5 mg/L、6655.5 

mg/L であったことから、抵抗性レベルはそれぞれ 1/6、1/9 に低下したと見積

られた。PBO を処理された岡山系統のスピノサドに対する LC50値は、無処理

の LC50値とほぼ同じであった。活性阻害剤 DEM や DEF の処理において、3 系

統のスピノサドに対する抵抗性レベルが大きく変化することはなかった(表 3-

2)。 

 

3.4. CYP450 遺伝子のクローニングと発現解析 

第 2 章第 2 節でクローニングされた CYP450 遺伝子の特異的プライマーを用

いて、CYP450 遺伝子の発現レベルを岡山、徳島 1、徳島 5 系統において調べた 

(図 3-4)。6 つの CYP4 ファミリー遺伝子と 4 つの CYP6 ファミリー遺伝子の発
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現レベルを調べたが、徳島 1 および徳島 5 系統の抵抗性に関わると考えられる

遺伝子は得られなかった(p > 0.05) (図 3-4)。 

 

4. 考察 

ミカンキイロアザミウマのスピノサド抵抗性には nAChRα6 サブユニットの

第 3 膜貫通ドメイン(M3)におけるアミノ酸置換(G275E)が関わっていることが

報告された(Puinean et al., 2013)。ミナミキイロアザミウマのスピノサド抵抗性

にも同様のアミノ酸変異が関わっているかどうかを調べるために、スピノサド

に対する感受性が異なる 3 系統を用いて TPα6 遺伝子の部分配列を増幅した。

増幅産物をクローニングし、塩基配列を決定した。スピノサドに対して高い抵

抗性レベルを示した徳島 1 と徳島 5 系統の TPα6 遺伝子の 275 番目のアミノ酸

部位には、抵抗性型のグルタミン酸がコードされていた。岡山系統(感受性系

統)の当該部位では感受性型のグリシンが検出された。コナガとミカンコミバエ

のスピノサド抵抗性は、nAChRα6 サブユニット遺伝子のミススプライシングと

それに伴う新たなストップコドンの出現と関連していることが報告された

(Baxter et al., 2012; Rinkevich et al., 2010; Hsu et al., 2012)。ミナミキイロアザミウ

マの TPα6 遺伝子のクローニングではこのような異常な転写産物は検出されな

かった。本研究では完全長の TPα6 遺伝子の解析を行っていない。今後、TPα6

遺伝子の全塩基配列を決定し、コナガやミカンコミバエ同様のメカニズムや

G275E 以外のアミノ酸置換の抵抗性への関与について検討する必要がある。 

ダイレクトシーケンシングの結果より、徳島 1 および徳島 5 系統は TPα6 遺

伝子の 275 番目のアミノ酸部位に関して抵抗性型のアミノ酸(グルタミン酸)を

コードするホモ接合体の集団であることが示唆された。両系統は採集後実験室

内で殺虫剤の選抜なしに維持されてきた。このことはミナミキイロアザミウマ

のいくつかの野外系統では、スピノサド抵抗性に関わるアミノ酸置換 G275E が
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飽和していることを示唆している。 

徳島 1 および徳島 5 系統のスピノサド抵抗性には TPα6 における G275E が関

与していたが、両系統の抵抗性レベルの違いには別のメカニズムが関与してい

ると考えられる。CYP450、GST、CE などの解毒分解酵素が殺虫剤抵抗性に関

与していることが報告されてきた(Feyereisen, 1999; Scott, 1999; Hemingway et al., 

2004)。活性阻害剤 PBO、DEM、DEF を用いた共力試験により、ミカンキイロ

アザミウマのスピノサド抵抗性には CYP450、GST、CE による解毒分解は関与

していないことが示された(Bielza et al., 2007; Zhang et al., 2008)。コナガ(Zhao et 

al., 2002)、イエバエ(Shono and Scott, 2003)を含む他の昆虫種のスピノサド抵抗

性においても解毒分解酵素の関与は極めて限定的、あるいは関与していないこ

とが報告されている。一方、シロイチモジヨトウ(Wang et al., 2006)、オオタバ

コガ(Wang et al., 2009)、ハスモンヨトウ(Rehan and Freed, 2014)、イエバエ

(Markussen and Kristensen, 2011)のスピノサド抵抗性には CYP450 の関与が認め

られた。トマトキバガではスピノサド抵抗性に Multi-function oxidase が関与し

ていることが報告されている(Reyes et al., 2012)。本研究において徳島 1 および

徳島 5 系統のスピノサドに対する抵抗性レベルは PBO 処理により低下したこ

とから、CYP450 の抵抗性への関与が示唆された。一方、DEM や DEF を処理

しても抵抗性レベルに大きな変化は認められなかったことから、GST や CE は

本種のスピノサド抵抗性に関与していないと考えられる。ハスモンヨトウ

(Rehan et al., 2014)、オオタバコガ(Wang et al., 2009)、シロイチモジヨトウ(Wang 

et al., 2006)、 トマトキバガ(Reyes et al., 2012)においても DEF や DEM 処理によ

ってスピノサドに対する抵抗性レベルは変化しなかった。 

イエバエのスピノサド抵抗性には CYP6A1、CYP6D1、CYP6D3 遺伝子の高発

現が関与していることが報告された(Markussen and Kristensen 2011)。本研究では

ミナミキイロアザミウマのスピノサド抵抗性に関わる CYP450 遺伝子のクロー
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ニングを試みたが、目的の遺伝子をクローニングすることはできなかった。抵抗

性に関わる CYP450 遺伝子は殺虫剤処理後に発現が高まる可能性がある。今後、

亜致死濃度のスピノサドを処理した個体を用いて CYP450 遺伝子の発現レベル

を調べる必要がある。 

以上の結果より、ミナミキイロアザミウマのスピノサド抵抗性には TPα6 遺伝

子のアミノ酸置換(G275E)と CYP450 活性の増大が関与していることが示唆され

た。PBO はいくつかの昆虫種の非特異的エステラーゼを阻害することが知られ

ていることから(Gunning et al., 1998; young et al., 2005; Moores et al., 2009)、本種の

スピノサド抵抗性に非特異的エステラーゼが関与している可能性もある。ミカ

ンキイロアザミウマではスピノサド抵抗性は不完全優性の遺伝様式を示し、複

数の遺伝子が抵抗性に関与していることが報告された(Zhang et al., 2008)。一方、

本種のスピノサド抵抗性に関する遺伝様式は完全劣性である(奈良井, 未発表)。

スピノサド抵抗性のメカニズムは同じアザミウマ目内でも異なっているのかも

しれない。 
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図 3-1. ミナミキイロアザミウマおよび他の昆虫の nAChRα6 遺伝子のアミノ酸配列の系統樹。 
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図 3-2. ミナミキイロアザミウマとミカンキイロアザミウマの nAChRα6 遺伝子にコードされるア

ミノ酸配列(A)およびミナミキイロアザミウマの選択的エキソン(8a/8b) のアミノ酸配列(B)。

選択的エキソン 8a を含む配列を(A)に示した。膜貫通ドメイン（M1、M2、M3）と N 末端細

胞外領域の 6 ループ（D、A、E、B、F、C）を破線で示した。ミカンキイロアザミウマの 275

番目のアミノ酸に対応するアミノ酸を四角で囲んだ。 
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図 3-3. ミナミキイロアザミウマにおける nAChRα6 サブユニット遺伝子において 275 番目のア

ミノ酸をコードする領域のダイレクトシーケンシング。感受性系統(岡山系統)の 275 番目の

アミノ酸部位にはグリシン(GGG)のみがコードされ、抵抗性系統(徳島１および徳島 5 系統)

の当該部位にはアラニン(GAG)のみがコードされていた。 
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図 3-4. 定量 PCR による CYP4 ファミリー遺伝子(A)および CYP6 ファミリー遺伝子(B)の発現解

析。CYP450 遺伝子の発現量は β-アクチン遺伝子の発現量を 1 とした相対値で棒内に表

した。 
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表 3-1.ミナミキイロアザミウマのスピノサドに対する抵抗性レベル 

RR(抵抗性比)= LC
50
徳島系統/LC

50
岡山系統; 95% CL: 95%信頼限界 
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表 3-2. 活性阻害剤がミナミキイロアザミウマのスピノサド抵抗性に及ぼす影響 

CL : 信頼限界   SR (共力効果比)＝LC
50
スピノサド/ LC

50
スピノサド+ 活性阻害剤 
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第 4 章 ミナミキイロアザミウマのネオニコチノイド系殺虫剤に対する抵抗性

機構の解析 

 

1.緒言 

1992 年に最初のネオニコチノイド系殺虫剤として上市されたイミダクロプリ

ドは当初、ミナミキイロアザミウマに対して高い殺虫効果を示した(山下，

1995；辻野ら，2005；柴尾ら，2007)。しかし、2001 年 3 月に高知県内で採集

された本種の 9 個体群のイミダクロプリドに対する感受性は全般的に低かった

ことが報告された(古味, 2003)。 

実験室内でイミダクロプリドによって選抜されたトビイロウンカ系統では、

2 つの nAChR α サブユニット(Nlα1 と Nlα3)のループ B において、チロシンか

らセリンへのアミノ酸置換(Y151S)が生じていた(Liu et al., 2005)。Y151S はイミ

ダクロプリド以外のネオニコチノイド系殺虫剤(アセタミプリド、クロチアニジ

ン、ジノテフラン、ニテンピラム、チアクロプリド、チアメトキサム)に対する

抵抗性にも関わっていた(Liu et al., 2006)。ところが、野外では Y151S を持った

個体は見つかっていない。その後、イミダクロプリドに対する抵抗性を発達さ

せたモモアカアブラムシの野外系統の抵抗性には、nAChR β1 サブユニットの

ループ D におけるアルギニンからスレオニンへのアミノ酸置換(R81T)が関与し

ていることが報告された(Bass et al., 2011)。イミダクロプリドに対する抵抗性に

nAChR β1 サブユニットの R81T が関与していることはワタアブラムシにおいて

も報告された(Koo et al., 2014)。 

解毒分解酵素活性の増大もネオニコチノイド系殺虫剤に対する主要な抵抗性

機構である。CYP450 による解毒分解がネオニコチノイド系殺虫剤に関与して

いることが、セイヨウミツバチ(Iwasa et al., 2004)、イエバエ(Li et al., 2009; 

Markussen and Kristensen 2010; Kavi et al., 2014)、トビイロウンカ(Wen et al., 
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2009; Ding et al., 2013)、タバココナジラミ(Basit et al., 2013)、ネッタイシマカ

(Riaz et al., 2013)などで報告されている。イエバエおよびネッタイシマカの抵抗

性には GST による解毒分解の関与が報告されている(Li et al., 2009; Riaz et al., 

2013)。CE による解毒分解の関与もタバココナジラミ、イエバエ、ネッタイシ

マカで報告されている (Basit et al., 2013; Li et al., 2009; Riaz et al., 2013)。イエバ

エにおいては 3 つの CYP450(CYP6A1、CYP6D1、CYP6D3)遺伝子の関与が報告

された(Markussen and Kristensen 2009)。トビイロウンカやネッタイシマカにお

いても CYP450 遺伝子(トビイロウンカ, CYP6Y1 遺伝子; ネッタイシマカ, 

CYP6BB2 および CYP6N12 遺伝子)の高発現がイミダクロプリド抵抗性に関与

していることが報告された(Ding et al., 2013; Riaz et al., 2013)。 

これまでアザミウマ目においてネオニコチノイド系殺虫剤に対する抵抗性機

構の解析は全く行われていない。第 4 章ではミナミキイロアザミウマのイミダ

クロプリド抵抗性に nAChR β1 サブユニット(TPβ1)のアミノ酸置換(R81T)が関

与しているかどうかを明らかにしようとした。また、各種活性阻害剤を用い

て、解毒分解酵素 CYP450、CE、GST の抵抗性への関与を検討した。さらに、

解毒分解に関わる遺伝子のクローニングを試みた。 

 

2.材料と方法 

2.1. 供試昆虫 

実験に供試したミナミキイロアザミウマ系統を表 4-1 に示した。各系統の詳

細は第 2 章第 1 節で述べた。 

 

2.2. 試薬 
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イミダクロプリド(アドマイヤーフロアブル 20%)はバイエルクロップサイエン

ス株式会社より購入した。イミダクロプリドの使用に際しては、展着剤(グラミ

ン, 三共アグロ)を最終濃度 0.1％となる様に加えた。 

 

2.3. 生物検定 

 イミダクロプリドを用いた生物検定は、第 2 章第 1 節に述べた通り、雌成

虫を用いた葉片浸漬法(Fahmy et al., 1991)にて行った。試験には 5 段階の濃度に

希釈した殺虫剤を用いた。イミダクロプリドを処理したソラマメ葉片を静置し

たプラスチックケースに、約 20 頭の供試虫を移し、パラフィルムで密閉し

た。48 時間後に生死を判定した。各試験における繰り返しは最低 3 回とした。

プロビット法により半数致死濃度(LC50)を求めた(Abott, 1925)。 

活性阻害剤を用いた生物検定は各活性阻害剤をアセトンで希釈した後、展着

剤を含む各濃度のイミダクロプリドと混合した。活性阻害剤の濃度は、第 2 章

第 2 節に述べた通りである(PBO, 0.295 mM; DEM, 0.581 mM; DEF, 0.318 mM) 

(Zhang et al., 2008)。アセトンの含有量は 0.1％となるようにした。活性阻害剤と

アセトンの混合物を展着剤を含む蒸留水で希釈した溶液中に浸漬した葉片を対

照区とした。LC50値の算出法は上に述べた。 

 

2.4. 全 RNA の抽出、RT-PCR、クローニング 

遺伝子解析に用いた岡山および徳島７系統の全 RNA の抽出は Sepasol®-RNA 

I Super G (Nacalai Tesque, Inc.)を用いて第 2 章第 1 節に記した方法で行った。 

全 RNA を鋳型として、oligo-dT-M4 primer (Takara)と ReverTra Ace (Toyobo)を

用いて cDNA 合成を行った。TPβ1 断片の増幅は BP3 (ACHR4) (5′-

ACIGTRTARAANARNGTYTT-3′) (Huang et al.,1999; liu et al., 2005)と nAchR-β1-

1D (5′-GGGAYGARGCDGAYTAYGG-3′)を用いた PCR により行った。nAchR-β1-
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1D はシナハマダラカ(accession no. AY705405)、ニセアメリカタバコガ(Heliothis 

virescens) (accession no. AF096880)、カイコガ(accession no. EU082071)、サバクト

ビバッタ(Schistocerca gregaria) (accession no. DQ153040)、トビイロウンカ

(accession no. FJ358493)、シロイチモンジョトウ(accession no. EU101456)、コク

ヌストモドキ(accession no. EF526094)、ワタアブラムシ(accession no. 

AF527786)、セイヨウミツバチ(accession no. DQ026038)、キクヅキコモリグモ

(Pardosa pseudoannulata) (accession no. GQ259335)、キョウソヤドリコバチ

(accession no. FJ821444)の nAChR β1 サブユニット遺伝子の塩基配列に基づいて

設計した。反応条件は 94℃ 3 分(1 サイクル)；94℃ 15 秒, 53℃ 30 秒, 72℃ 1 分 

20 秒(40 サイクル)；72℃ 7 分(1 サイクル)である。 

増幅断片のクローニングは pGEM-T Easy (Promega)ベクターを用いて第 2 章

第 1 節に記した方法で行った。 

 

2.5. 塩基配列決定 

塩基配列決定は Big Dye Terminator v 3.1 cycle sequencing kit (Applied 

Biosystems)を用いて、第 2 章第１節に記した方法で行った。塩基配列の解析に

用いたソフトウェアについても第 2 章第１節に述べた。 

ダイレクトシーケンシングに用いた TPβ1 遺伝子断片は TP-nAchRβ1-LPD (5′-

CAACGTGAATGAAAAGAACCA-3′)と TP- nAchRβ1-5RACE-1 (5′-

GTAGAAGGTGATGTCCGTCTC-3′)を用いて PCR により増幅した。反応条件は

94℃ 3 分(1 サイクル)；94℃ 15 秒, 52℃ 30 秒, 72℃ 1 分 20 秒(40 サイクル)；

72℃ 7 分(1 サイクル)である。ダイレクトシーケンシングは上述の増幅断片を

鋳型として TP- nAchRβ1-5RACE-2 (5′-CTTCCAGTAGTCCGACAAGTCC-3′)を用

いて行った。 
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2.6. 定量 PCR  

岡山および徳島 7 系統の雌成虫(50 頭)より抽出した全 RNA (0.5 μg)を用い

て、上記手法に基づき cDNA を合成した。cDNA 反応液 2.5 μl を鋳型として定

量 PCR を行った。定量を行った CYP450 遺伝子とコントロール遺伝子(β-アク

チン)の増幅に用いたプライマーは表 2-2-2 に示した。定量 PCR に用いた反応溶

液の組成については第 2 章第 1 節に記した。反応液を含むプレートを 2000 rpm

でスピンダウンした後、専用のフィルムで密閉し、PikoReal リアルタイム PCR

システム(Thermo Scientific)に供した。反応条件は 94℃ 3 分(1 サイクル)；94℃ 

15 秒, 55℃ 30 秒, 72℃ 1 分(30 サイクル)；72℃ 7 分(1 サイクル)とした。 

得られたデータの解析は PikoReal ソフトウェアを用いて行った。試験は独立

して抽出した全 RNA をもとに合成された cDNA を用いて 3 回行った。各試験

における繰り返しは 2 反応とした。各 CYP450 遺伝子の発現レベルを ΔΔCt 法

(Livak and Schmittgen, 2001)を用いて系統間で比較した。有意差検定には Tukey

法を用いた。 

 

3. 結果および考察 

3.1. 生物検定 

解析した 10 系統のイミダクロプリドに対する LC50値を表 4-1 に示した。

LC50値が最も高かったのは徳島７系統(115.0 mg/L)で、最も低かったのは岡山系

統(9.4 mg/L)であった。徳島 7 系統のイミダクロプリドに対する抵抗性レベルは

岡山系統の 12.2 倍と見積られた。ナスにおけるイミダクロプリドの常用濃度は

50 mg/L である。そのため、岡山系統は感受性系統、徳島 7 系統は抵抗性系統

と考えられた。以後の解析は両系統を用いて行った。 

 

3.2. TPβ1 遺伝子のクローニングと塩基配列決定 
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モモアカアブラムシのイミダクロプリド抵抗性には nAChRβ1 サブユニット

における R81T が関与していることが報告された(Bass et al., 2011)。ミナミキイ

ロアザミウマのイミダクロプリド抵抗性への R81T の関与について調べるため

に、抵抗性レベルの異なる岡山および徳島 7 系統の cDNA を用いて TPβ1 遺伝

子断片の増幅を行った。増幅された断片をクローニングし、塩基配列決定を行

った。増幅断片の鎖長は 454 bp で、コードされるアミノ酸配列は既知の

nAChRβ1 サブユニット遺伝子と高い相同性を示した(図 4-1)。最も相同性が高

かったのはミカンキイロアザミウマ(accession no. AB748926)の当該遺伝子のア

ミノ酸配列であった(98%)。 

増幅断片は TPβ1 の R81T 部位を含む N 末端細胞外領域ループ D を含んでお

り、岡山および徳島 7 系統の 81 番目のアミノ酸部位にはいずれも感受性型の

アルギニンがコードされていた(図 4-2)。ダイレクトシーケンシングの結果よ

り、徳島 7 系統は、岡山系統と同様、R81T 部位に関して感受性型のアルギニ

ンのみをコードするホモ接合体の集団であることが示唆された(図 4-3）。以上の

結果より徳島 7 系統のイミダクロプリド抵抗性には TPβ1 における R81T は関

与していないことが示唆された。 

 

3.3. 活性阻害剤を用いた生物検定 

PBO を処理されたイエバエ、トビイロウンカのイミダクロプリドに対する抵

抗性レベルはそれぞれ、1/37、1/8 に低下し(Markussen and Kristensen, 2010; Ding 

et al., 2013)、タバココナジラミのアセタミプリド選抜系統(Aceta-SEL)のイミダ

クロプリドに対する抵抗性は PBO 処理により 1/10 に低下した(Basit et al., 

2013)。PBO を処理された徳島 7 系統のイミダクロプリドに対する LC50値は

38.4 mg/L であった。無処理時の徳島 7 系統のイミダクロプリド剤に対する

LC50値は 115.0 mg/L であったことから、抵抗性レベルは 1/3 に低下したことに
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なる(表 4-2)。PBO を処理された岡山系統のイミダクロプリドに対する LC50値

は無処理の LC50値とほぼ同じであった(表 4-2)。以上の結果より、徳島 7 系統

のイミダクロプリド抵抗性には CYP450 による解毒分解が関与していることが

示唆された。 

DEM、DEF 処理によりイエバエ(イミダクロプリド選抜系統)のイミダクロプ

リドに対する抵抗性レベルはいずれも 1/2 に低下した(Li et al., 2009)。ネッタイ

シマカ(イミダクロプリド選抜系統)におけるイミダクロプリド抵抗性は DEM、

DEF 処理によりそれぞれ、1/2、1/3 に低下した(Riaz et al., 2013)。DEF を処理さ

れたタバココナジラミ(アセタミプリド選抜系統)のイミダクロプリドに対する

抵抗性レベルは 1/2 に低下した(Basit et al., 2013)。一方、DEM 処理されたトビ

イロウンカ(フェンバレレート選抜系統およびイミダクロプリド選抜系統)のフ

ェンバレレート(Ling et al., 2011)とイミダクロプリド(Wen et al.,2009; Ding et al., 

2013)に対する抵抗性レベルに変化は認められなかった。DEM および DEF を処

理された岡山および徳島 7 系統間の LC50値は非処理の場合とほぼ同じであり、

CE および GST はミナミキイロアザミウマのイミダクロプリド剤抵抗性には関

与していないことが示唆された。 

 

3.4. CYP450 遺伝子の発現解析 

イエバエのイミダクロプリド抵抗性には CYP6 ファミリーに属する遺伝子が

関与していることが報告された(Markussen and Kristensen, 2009)。最近、トビイ

ロウンカとネッタイシマカのイミダクロプリド抵抗性にはいずれも CYP6 ファ

ミリー遺伝子の高発現が関与していることが報告された(Ding et al., 2013; Riaz et 

al., 2013)。本研究では第 2 章第 2 節でクローニングされた CYP6 ファミリー含

む CYP450 遺伝子の特異的プライマーを用いて、各遺伝子の発現レベルを岡山

および徳島 7 系統間で比較したが、両系統間のイミダクロプリドに対する抵抗
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性レベルの違いをもたらすと考えられる遺伝子は得られなかった(p > 0.05) (図

4-4)。抵抗性に関わる CYP450 遺伝子は殺虫剤処理後に発現が高まる可能性が

ある。今後、イミダクロプリドを処理した集団を用いて CYP450 遺伝子の発現

レベルを調べる必要がある。 

以上の結果より、ミナミキイロアザミウマのイミダクロプリド抵抗性には

TPβ1 のアミノ酸置換(R81T)は関与しておらず、CYP450 による解毒分解酵素が

関与していることを示唆された。PBO はいくつかの昆虫種の非特異的エステラ

ーゼを阻害することが知られていることから(Gunning et al., 1998; young et al., 

2005; Moores et al., 2009)、本種のイミダクロプリド抵抗性に非特異的エステラ

ーゼが関与している可能性もある。 
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図 4-1. ミナミキイロアザミウマを含む昆虫種の nAChRβ1 サブユニット遺伝子のアミノ酸配

列の系統樹 



76 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-2. ミナミキイロアザミウマの TPβ1 遺伝子 の部分塩基配列と推定アミノ酸配列。 

TPβ1 の N 末端細胞外領域に存在する 6 つのループ（D、A、E、B、F、C）を破線で示

した。モモアカアブラムシの 81 番目のアミノ酸に対応するコドンを四角で囲んだ。 
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図 4-3. nAChRβ1 サブユニット遺伝子のダイレクトシーケンシング。図は相補鎖の配列を示

す。岡山系統および徳島 7 系統の 81 番目のアミノ酸に対応するコドンを四角で囲ん

だ。 
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図 4-4. 定量 PCR による CYP4 ファミリー遺伝子(A)および CYP6 ファミリー遺伝子(B)の発

現解析。CYP450 遺伝子の発現量は β-アクチン遺伝子の発現量を 1 とした相対値で

棒内に表した。 
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抵抗性比： 各系統 LC
50

 / 岡山系統 LC
50
 

表 4-1. ミナミキイロアザミウマのイミダクロプリドに対する抵抗性レベル 
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表 4-2 活性阻害剤がミナミキイロアザミウマのイミダクロプリド抵抗性に及ぼす影響 

CL: 信頼限界 RR(抵抗性比)= LC
50
徳島 7 系統/LC

50
岡山系統  SR(共力効果比)＝LC

50
イミダクロプリド/ LC

50
イミダクロプリド+ 活性阻害剤 
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第 5 章 総合考察 

 

ミナミキイロアザミウマは、日本では主にナス・ピーマンなどの野菜類の重

要害虫として恐れられている(河合, 2000)。ミナミキイロアザミウマは‘コスメ

ティックペスト’と呼ばれるように、野菜類の品質に大きな影響を及ぼす。そ

のため、高品質野菜の生産において、ミナミキイロアザミウマの防除は最重要

課題の一つである。ミナミキイロアザミウマの防除は殺虫剤を用いた化学的防

除が一般的であったが、各種殺虫剤に対する抵抗性の発達により、持続可能な

野菜生産が難しい状況に追い込まれつつある(河合, 2000)。殺虫剤抵抗性の発達

を抑制、あるいは回避するためには、各種殺虫剤に対する抵抗性機構の解明が

不可欠であるが、ミナミキイロアザミウマにおいてはその知見がほとんど存在

しなかった。本研究では、ミナミキイロアザミウマの各種殺虫剤に対する抵抗

性がどのようなメカニズムによって付与されているのかを明らかにし、本種の

防除対策に貢献することを目的として行われた。 

第 2 章において、ミナミキイロアザミウマの合成ピレスロイド剤抵抗性機構

の解析を行った。イエバエにおける先駆的な研究により、合成ピレスロイド剤

抵抗性は標的であるナトリウムチャネルの L1014F と M918T が関与しているこ

とが報告された(Williamson et al., 1996; Miyazaki et al., 1996)。また、M918T は常

に L1014F とリンクしており、単独では存在しないことから、イエバエの合成

ピレスロイド剤抵抗性においては L1014F が抵抗性の基礎となる変異であり、

M918T はエンハンサーと推測された(Williamson et al., 1996; Miyazaki et al., 

1996)。コナガの合成ピレスロイド剤抵抗性には L1014F と T929I が関与してい

ることが報告された(Schuler et al., 1998)。コナガの場合も、イエバエ同様、

T929I はエンハンサーと推測された(Schuler et al., 1998; Tsukahara et al., 2003)。 

M918T や T929I が常に L1014F とリンクしている理由については、単独置換
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ではナトリウムチャネル本来の機能が維持されないためと考えられてきた(Vais 

et al., 2003)。しかしながら、最近ではタバココナジラミの L925I や T929V 

(Morin et al., 2002; Alon et al., 2006; Roditakis et al., 2006)、ネギアザミウマの

T929I (Toda and Morishita, 2009)、コクゾウムシの T929I (Araújo et al., 2011)等の

ように、918 番目近傍における置換が L1014F とは独立している昆虫の存在も報

告されている。本研究において、ミナミキイロアザミウマの合成ピレスロイド

剤抵抗性においても T929I が、L1014F とは独立して、抵抗性に関与しているこ

とが示唆された。 

これまで合成ピレスロイド剤抵抗性に関わるナトリウムチャネルのアミノ酸

置換が 40 箇所以上報告されている(Rinkevich et al., 2013、Dong et al., 2014)。本

研究では、アザミウマ目において初めて、ナトリウムチャネル遺伝子の全塩基

配列を決定した。これにより、ミナミキイロアザミウマでも T929I に加えて、

M827I や A1215D といったアミノ酸置換が抵抗性に関与している可能性が示唆

された。M827I と A1215D はそれぞれ、アタマジラミ(Lee et al., 2003; Hodgdon 

et al., 2010; Drali et al., 2012)とナミハダニ(Tsagkarakou et al., 2009)の合成ピレス

ロイド剤抵抗性への関与が報告されている。T929I と M827I の合成ピレスロイ

ド剤抵抗性における重要性は電気生理学的に証明されているが、A1215D につ

いては未解析である。A1215D の合成ピレスロイド剤抵抗性における重要性と

3 つのアミノ酸置換の相互関係を電気生理学的に解析することが今後の課題と

して残った。 

ミナミキイロアザミウマのナトリウムチャネル遺伝子の全塩基配列決定の過

程において、一部の領域において 2 種類の塩基配列が検出された。これまで、昆

虫のナトリウムチャネルは 1 種類とされてきたが、2009 年、ワモンゴキブリに

おいて既知のナトリウムチャネルと非常に近縁ではあるものの、新規なナトリ

ウムチャネルが発見された(Moignot et al., 2009)。この新規ナトリウムチャネルは
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既知のナトリウムチャネルと同様、電位依存性であったが、神経細胞のみならず

非神経細胞においても発現していた(Moignot et al., 2009)。ミナミキイロアザミウ

マで検出された 2 種類の塩基配列はワモンゴキブリ同様、2 種類のナトリウムチ

ャネルの存在を示しているのかもしれない。あるいは、ミナミキイロアザミウマ

内には異なるナトリウムチャネルをもつ 2 つの系統あるいは個体群が存在する

可能性もある。今後、ミナミキイロアザミウマの繁殖様式(産雄単為生殖)を利用

して、1 頭の雌成虫から増殖した集団を用いて、両仮説の検証を行う予定である。 

ミナミキイロアザミウマの日本への侵入は 1978 年であることはすでに述べ

た。1980 年に、本種とヒラズハナアザミウマ(Frankniella intonsa)に対する除虫

菊(ピレスロイドを含む)の効果を調べたところ、本種の死虫率(5%)がヒラズハ

ナアザミウマより明らかに低かった(佐々木, 1981)。また、本種の侵入当初、香

川県において既存の殺虫剤の効果が調査された際も、1976 年に初めて農業用合

成ピレスロイド剤として上市されたフェンバレレートに対する感受性は低かっ

た(渡邊, 私信)。このように、日本に侵入したミナミキイロアザミウマ個体群

は、もともと合成ピレスロイド剤に対する抵抗性を発達させていた可能性が高

い。1974 年に採集されたコナガの乾燥標本のナトリウムチャネルにおいて

L1014F が検出された(Kwon et al., 2004)。1950 年代から 1960 年代にかけて様々

な農業害虫の防除に使用された DDT は合成ピレスロイド剤と同じく、ナトリ

ウムチャネルを標的とする。Kwon et al. (2004)は、コナガの L1014F は DDT の

散布によって選抜されたと推測している。本種において検出されたナトリウム

チャネルにおける 3 つのアミノ酸変異も海外における DDT 散布によって選抜

されたのかもしれない。 

 第 3 章ではミナミキイロアザミウマのスピノサド抵抗性機構の解析を行っ

た。スピノサドは上市された 1997 年当初、ミナミキイロアザミウマ防除にお

ける切り札的な存在であった。しかしながら、著者が本研究を始めた 2008 年
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頃には、本種のスピノサド抵抗性が四国の一部地域において認められる状況と

なっていた。そこで、当初はスピノサド抵抗性のメカニズムを明らかにし、抵

抗性個体と感受性個体を識別する遺伝子診断法の開発を目指した。しかしなが

ら、間もなく本種のスピノサド抵抗性は東北北部および北海道を除く日本全域

(分布域全体)に拡がってしまった。本種の移動分散力は比較的小さいと考えら

れているため(河合, 2000)、短期間におけるスピノサド抵抗性の蔓延は、野菜苗

の移動を介した人為的な要因によると考えられている。遺伝子診断法は、抵抗

性の発達、メカニズムの解明を経て初めて確立可能となるが、実際の抵抗性の

発達速度に対応できていないのが実情である。殺虫剤抵抗性のメカニズムをあ

らかじめ予測し、抵抗性が現れる前に遺伝子診断技術が確立していることが実

際の害虫防除においては理想である。最近、殺虫剤と標的分子の相互作用の解

析がコンピュータを用いたシミュレーションにより可能になりつつあり、将来

的には、抵抗性をもたらすメカニズムの事前予測と遺伝子診断法の事前確立も

可能になるかもしれない。 

ミカンキイロアザミウマのスピノサド抵抗性に関して、遺伝様式は不完全優

性であること、抵抗性には CYP450、GST、CE をはじめとする解毒分解酵素活

性の増大は関与していないことが報告された(Bielza et al., 2007; Zhang et al., 

2008)。その後、抵抗性には nAChRα6 サブユニットにおけるアミノ酸置換

(G275E)が関与していることが報告された(Puinean et al., 2013)。本研究では、ミ

ナミキイロアザミウマのスピノサド抵抗性にも TPα6 サブユニットの G275E が

関与しているのではないかと考え、スピノサドに対する感受性の異なる 3 系統

を用いて当該部位の解析を行った。その結果、抵抗性 2 系統の TPα6 サブユニ

ットにおいて G275E が検出された。また、両抵抗性系統は G275E のホモ集団

であることが示唆された。両系統は野外より採集した後、殺虫剤選抜を行わず

に維持された系統であることから、採集時にすでに抵抗性ホモの集団であった
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と推測された。現地において採集された母集団の数は不明であるが、観察結果

は農業生産の現場における防除圧の高さを示しているのかもしれない。 

スピノサド抵抗性 2 系統間における抵抗性レベルの違いを検討するために、

各種解毒分解酵素(CYP450、GST、CE)の活性阻害剤を用いた生物検定を行っ

た。その結果、両系統のスピノサド抵抗性には CYP450 による解毒分解が関与

しており、両系統の抵抗性レベルの違いの少なくとも一部は CYP450 の解毒分

解活性の違いに由来することが示唆された。ミカンキイロアザミウマのスピノ

サド抵抗性には、CYP450 による解毒分解は関与していないことをすでに述べ

た。以上の結果は、アザミウマ目においても種によってスピノサド抵抗性のメ

カニズムが異なることを示唆している。また、感受性系統では G275E は認めら

れなかったことから、ミナミキイロアザミウマのスピノサド抵抗性では、TPα6

サブユニットの G275E による感受性の低下が抵抗性の基礎となり、CYP450 に

よる解毒分解が付加的に作用していると推測される。 

ミナミキイロアザミウマは日本への侵入当初から合成ピレスロイド剤に対し

て抵抗性を備えていた可能性について述べた。また、有機リン剤に対する感受

性も低く、当時は比較的殺虫効果の高かったカーバメート剤を中心とした防除

が行われたという(渡邊, 私信)。しかしながら、カーバメート剤の効果も間もな

く失われ、有効な薬剤がほとんどないという状況に陥った。この危機的状況

は、ミナミキイロアザミウマの天敵であるヒメハナカメムシを用いた生物学的

防除や、選択的殺虫剤との併用による総合的害虫管理の試みにつながった(永

井, 1994)。しかしながら、1992 年に各種殺虫剤に対して抵抗性を発達させたミ

ナミキイロアザミウマに対しても卓抜した効果を示すネオニコチノイド剤(イミ

ダクロプリド)が上市されたことにより、化学合成殺虫剤中心のミナミキイロア

ザミウマ防除が根本的に変わることはなかった(國本, 2013)。ネオニコチノイド

剤のミナミキイロアザミウマに対する効果が低下したと言われて久しいが、合
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成ピレスロイド剤やスピノサドとは異なり、現在もその効力が完全に打ち破ら

れたという報告はない。 

昆虫と脊椎動物のキメラ nAChR を用いた解析により、両者の nAChR 間のイ

ミダクロプリドに対する感受性の違いは β1 サブユニットのループ D における

アミノ酸の違い(R81T)に由来することが示唆された(Shimomura et al., 2002, 2003, 

2004, 2006)。しかし、β1 サブユニットにおける R81T はキメラ nAChR の ACh

に対する濃度応答反応にほとんど影響を及ぼさなかった(Shimomura et al., 

2006)。そのため、R81T をもった抵抗性昆虫が生じた場合、フィットネスは大

きな影響を受けず、野外においても生き残る可能性が高いと推測された(松田, 

2012)。この推測を裏付けるように、野外において採集されたイミダクロプリド

抵抗性のモモアカアブラムシでは、β1 サブユニットにおいて R81T が検出され

た(Bass et al., 2011)。β1 サブユニットにおける R81T は、イミダクロプリド抵抗

性のワタアブラムシでも検出された(Koo et al., 2014)。松田(2012)は R81T が今

後ネオニコチノイド剤抵抗性研究のトレンドになると予想したが、上記アブラ

ムシ 2 種以外では R81T の報告はない。本研究においても、イミダクロプリド

に抵抗性を示す系統の β1 サブユニットにおいて R81T を見出すことはできなか

った。多くのネオニコチノイド剤抵抗性害虫で R81T が認められないのは、当

該変異が昆虫の nAChR においては大きなフィットネスコストを伴っているた

めかもしれない。多くの害虫におけるネオニコチノイド剤抵抗性は、解毒分解

酵素活性の増大のみによって付与されており、その結果比較的低レベルの抵抗

性として検出されているのかもしれない。R81T のフィットネスコスト関して

は、nAChR の ACh に対する濃度応答反応だけでなく、フィットネスの本来的

な定義「次世代に残すことのできる繁殖可能な産仔数」の計測を通じて評価さ

れるべきである。 

本研究において、ミナミキイロアザミウマの合成ピレスロイド剤抵抗性、ス
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ピノサド抵抗性、イミダクロプリド抵抗性には CYP450 による解毒分解が関与

していることが示唆された。しかしながら、本研究では各殺虫剤抵抗性に関わ

る CYP450 遺伝子をクローニングすることは出来なかった。オオタバコガによ

るゴシポール(綿実に含まれるポリフェノール色素)の解毒分解には CYP6AE14

遺伝子が関与していることが、標的遺伝子の二本鎖 RNA を合成する形質転換

植物を用いた RNAi によって立証された(Mao et al., 2007)。一般に昆虫の RNAi

は、標的遺伝子の二本鎖 RNA の注入によって行われるが、ミナミキイロアザ

ミウマのような微細昆虫への適用は不可能である。ミナミキイロアザミウマは

他のアザミウマ種とは異なり、ナス科植物を加害し、タバコにおいても生育で

きる(園田, 未発表)。そのため、抵抗性に関わる CYP450 遺伝子が得られた場

合、抵抗性への関与について形質転換植物を用いた RNAi によって立証できる

利点がある。本研究では、既知の CYP450 遺伝子の塩基配列を基に設計した縮

重プライマーを用いて CYP450 遺伝子のクローニングを行ったが、今後は次世

代シーケンサーを用いた抵抗性系統と感受性系統の転写物の比較(RNA seq)によ

る CYP450 遺伝子をはじめとする抵抗性に関わる遺伝子の獲得も検討すべきと

考える。 

最後に今後のミナミキイロアザミウマ防除について私見を述べる。現在、岡

山県においてミナミキイロアザミウマに有効な殺虫剤はエマメクチン安息香酸

のみであるという(西, 2011)。そのため、ミナミキイロアザミウマ防除に用いる

殺虫剤がエマメクチン安息香酸に偏重しつつあり、早晩抵抗性が生じると予想

されている。現在のミナミキイロアザミウマ防除を取り巻く状況は、ネオニコ

チノイド剤が上市される直前の状況に良く似ている。仮に当時同様に新規殺虫

剤が登場し、ローテーション散布等による抵抗性管理が行われたとしても、抵

抗性の発達は不可避である。現在、前述のヒメハナカメムシに加え、スワルス

キーカブリダニ(Amblyseius swirskii) (黒木, 1997)、タバコカスミカメ(Nesidiocoris 
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tenuis) (中石, 2014)を利用したミナミキイロアザミウマ防除が高知県などで大き

な成果を挙げている。また、黄色あるいは青色粘着トラップによる捕殺(山本

ら、1981; 増井, 2010)、紫外線除去フィルムによる施設内への進入阻害(野中・

永井, 1983; 増井, 2010)などの物理的防除、施設内で増殖したミナミキイロアザ

ミウマの外部への分散を阻止するための管理法(松崎, 1986; 増井, 2010)などの

技術も開発されている。天敵のみによるミナミキイロアザミウマ防除は理想で

はあるが、化学防除と遜色ない質と量を維持できるかどうか、地域ぐるみの取

り組みを行うことができるかどうかなど、クリアせねばならない問題も多い。

天敵をはじめとする様々な防除手段と天敵類に影響の少ない選択的殺虫剤とを

効果的に組み合わせた総合的ミナミキイロアザミウマ防除が取り組むべき直近

の課題であろう。 
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