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研究成果の概要（和文）：ピレスロイド抵抗性のネッタイイエカ JPal-per 系統では，シトクロ

ム P450 遺伝子 Cyp9m10 が感受性蚊に比べ 260 倍過剰発現していた。本系統の Cyp9m10 構

造遺伝子座では，その 0.2 kb 上流域に MITE 様トランスポゾンが挿入され，転写開始点を含

む上流の 1.1 kb を一方の端点とする約 100 kb 長を増幅単位とする遺伝子重複が生じていた。

Cyp9m10 の過剰発現はシス作用性遺伝的変異によりもたらされたこと，さらに，倍化した

Cyp9m10 のハプロタイプはピレスロイド抵抗性に強く連鎖することを戻し交配実験により明

らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：A P450 gene Cyp9m10 is about 260-fold overexpressing in a 
pyrethroid-resistant strain of Culex quinquefasciatus compared to a susceptible strain. a 
region of approximately 100 kb in length including the Cyp9m10 locus was specifically 
duplicated in the resistant strain. The two duplicated Cyp9m10 copies shared a completely 
identical sequence within the transcribed region and the flanking region up to the 
breakpoint located 1.1 kb upstream of the transcriptional start site. A Miniature 
Inverted-repeat Transposable Element (MITE)-like element was specifically inserted 0.2 kb 
upstream of both Cyp9m10 copies in the resistant strain. We obtained direct evidence that 
the Cyp9m10 overexpression is caused by a cis-acting mutation. In backcross experiment, a 
haplotype containing the two duplicated Cyp9m10 copies was strongly associated with the 
pyrethroid resistance. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) シトクロム P450（P450 と略）はミクロ
ソームモノオキシゲナーゼとも呼び，広範な

脂溶性物質を基質として，おもに水酸化反応
を基本として酸素原子を基質に付加する酵
素である。昆虫種の P450 は，ホルモン，フ
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ェロモン等の生理活性物質の合成と代謝，植
物毒素や殺虫剤等の外来毒物質の代謝を担
う。殺虫剤の解毒酵素として働く P450 の活
性亢進が，昆虫成長阻害剤(IGR)を含む様々
な殺虫剤に対する抵抗性の要因となってい
る。P450 遺伝子座の数は，ミツバチでは 46，
ネッタイシマカでは 160，その他の昆虫種で
は100個前後あることが近年のゲノムプロジ
ェクトの成果としてわかってきたが，特定の
殺虫剤系の抵抗性に係わるとされる P450 に
ついて，個々の分子種を特定して殺虫剤代謝
性と抵抗性をもたらす分子機構の両方が完
全に証明された例は，未だに DDT とネオニ
コチノイド系殺虫剤に関する抵抗性要因と
なるキイロショウジョウバエの Cyp6g1 遺
伝子に限られている(Daborn et al. 2002)。   
(2) ヒトでは医薬品の薬効，副作用，毒物質
代謝能の個人差に P450 の構造変化が多く
係わり，点突然変異の遺伝子型判別が分子診
断の対象として注目を集めているが，昆虫の
殺虫剤抵抗性に関連するとされてきた P450
分子種では，タンパク質構造を変化させる点
突然変異ではなく，遺伝子の過剰発現が認め
られている(Scott 1999, Feyereisen 1999)。
P450 の遺伝子転写調節は，ステロイド，ビ
タミンなどの脂溶性物質がリガンドとなり，
核内受容体遺伝子族の多様な分子種が担っ
ていることがほ乳類について明らかにされ
ているが，昆虫ではエクジソンホルモンをリ
ガンドとするエクジソン受容体(EcR)がその
一つである。このような背景から，ヒトでは，
核内受容体を作用点とする作動薬・拮抗薬と
なる化合物の探索が着目されている。昆虫生
理活性物質や外来毒物質の代謝に関わる 
P450 の特異的な阻害剤や，P450 遺伝子発
現の調節を撹乱する核内受容体結合性化合
物を探索することは、昆虫選択性の高い殺虫
剤の開発に繋がる。 
(3) アカイエカ種群蚊は，ウエストナイル
熱・フィラリア症媒介蚊として重要であり，
また，幼虫を用いた殺虫試験の簡便さから新
規殺虫剤化合物の一次スクリーニングに用
いられる。同群に属するネッタイイエカでは
ゲノムプロジェクトが進行中である。抵抗性
昆虫において特定の P450 遺伝子が明瞭な過
剰発現を示す同種群蚊系統を材料とするこ
とにより，P450 活性亢進を要因とする殺虫
剤抵抗性の分子機構の解明が進展すると考
えた。 
 
 
２．研究の目的 
 ピレスロイド系殺虫剤のペルメトリンに
2500 倍の抵抗性を示すネッタイイエカ
JPal-per 系統の幼虫では，中腸内の全 P450 
タンパク質量（モル数）が感受性蚊に比べ 2
～3 倍高くなっていること，およびペルメト

リンの代謝活性増大していること，および，
P450 による解毒作用がピレスロイド抵抗性
の最大要因になっていることが明らかにな
っている(Kasai et al. 1998)。われわれは，
2004-2006 年度基盤研究 (B)（課題番号
16380045）において，ネッタイイエカから
62種のP450遺伝子配列をほぼ新規にクロー
ニングし，それらに関する cDNA マイクロア
レイ解析を始め，抵抗性蚊終齢幼虫期の感受
性蚊に対する遺伝子発現量を比較し，いくつ
かの JPal-per系統においてP450遺伝子が過
剰発現していることを明らかにしてきた。そ
の結果に基づき、本研究では、過剰発現を示
す各 P450 遺伝子の有意性をさらに確かめ，
その過剰発現の大きさからもっとも注目に
値する 1つの P450遺伝子Cyp9m10に絞り、
Cyp9m10 構造遺伝子とその周辺領域に含ま
れる過剰発現の原因となり得る遺伝的変異，
さらに，過剰発現のシス／トランス作用性と
ピレスロイド抵抗性との遺伝学的関連性に
ついて明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 蚊系統：ネッタイイエカJPal-per系統は，
1980 年代にサウジアラビアで採集し，その
後，室内で幼虫に対してペルメトリン選抜を
行って確立した系統である。対照とした殺虫
剤感受性の OGS 系統に対して，JPal-per 幼
虫は 2500 倍のペルメトリン抵抗性を示す。
JPal-per のピレスロイド抵抗性には，シトク
ロム P450 による代謝酵素活性の亢進とナト
リウムチャンネル作用点の感受性低下（その
ような突然変異遺伝子は総称して kdrとよば
れる）がおもな機構として含まれている。 
(2) マイクロアレイ解析：62 のネッタイイエ
カ P450 遺伝子とその他の遺伝子の配列をプ
ローブとする 11kマイクロアレイを受託合成
した(Agilent Technology)。JPal-per と OGS
の終齢幼虫に由来する cRNA を，それぞれ，
Cy-3 と Cy-5 で標識し，アレイの上でハイブ
リダイズさせた。5 回の生物学的反復のそれ
ぞれにつき dye-swapping を行った。その解
析結果に基づき、JPal-per 系統で有意な過剰
発現性を示した P450 遺伝子については，定
量PCRによりさらに正確な発現量を求めた。 
(3) 戻し交配：JPal-per 雌と OGS 雄を交配
して得た F1 子孫雌に対し、OGS 雄を戻し交
配して BC1 子孫を得た。 
(4) F1 子孫における OGS 系統と JPal-per 系
統に由来する Cyp9m10 対立遺伝子（それぞ
れ Cyp9m10OGSと Cyp9m10JPPと略）の量と
mRNA レベルのそれぞれに関する相対的定
量： Germer et al. (2000)の対立遺伝子特異
的定量 PCR 法に基づき、F1 子孫における対
立遺伝子の遺伝子量比と発現量比を求めた。 
(5) Cyp9m10 遺伝子座と隣接領域のゲノム



構造の解析： 
① サザン・ブロット解析：Cyp9m10 遺伝子
のコード領域配列をプローブとし，OGS 系統
と JPal-per 系統のゲノム配列に存在する
BglII,  BfrI, および NsiI の 3 つの制限酵素
認識部位を解析した。 
② インバース PCR に基づく塩基配列の解
析：OGS 系統と JPal-per 系統のゲノム DNA
のそれぞれに関し，BglII 制限酵素断片を環
状化し，Cyp9m10 コード配列に基づくプラ
イマー・セットを用いてインバース PCR を
行い，Cyp9m10 遺伝子隣接配列をクローニ
ングし，単離した制限酵素断片の配列を決定
した。 

図 1. 62 の P450 遺伝子および P450 モノオキシゲナーゼ系に含まれる他の

遺伝子の発現量差を示すためのマイクロアレイ解析． 
殺虫剤感受性 OGS 系統とピレスロイド抵抗性 JPal-per 系統の間で発現量

を比較した。(A) 2 系統それぞれの相対的遺伝子発現レベルをプロットした

っもの．破線は両系統の間で 2.5 倍または 1/2.5 倍の差があることを示す．

(B) 発現量比の有意性（t 検定における P 値の常用対数）に対する発現量比

の値(JPal-per/OGS)をプロットしたもの．垂直方向の破線は両系統の間で

2.5 倍または 1/2.5 倍の差があることを示し，水平方向の破線は P=0.01 有

意水準を示す．両パネルにおいて，黒丸は P450 遺伝子を，白丸は P450
モノオキシゲナーゼ系に含まれる他の遺伝子を示す．P を頭とする番号は

P450 遺伝子のコードを示し、その中で P32 は Cyp9m10 を表す． 

 
(6) 戻し交配子孫の殺虫剤感受性と
Cyp9m10 遺伝子型の検定 
① バイオアッセイ：OGS 系統，JPal-per 系
統，研究方法(3)により得た F1 と BC1 の終令
幼虫のペルメトリン感受性を殺虫剤液浸漬

法により調べた。 
② 遺伝子型推定：JPal-per 系統 Cyp9m10
遺伝子の上流域に存在する CuRE1 配列の挿
入（Cyp9m10JPPと Cyp9m10v2JPPの重複遺
伝子に共通）を Gen1F-Gen1R プライマー・
セットを用いた PCR による産物のサイズで
判定した（図 3A 参照）。Cyp9m10JPPと
Cyp9m10v2JPPの重複遺伝子の識別は，
CuRE1 挿入部位のさらに上流に存在しそれ
ぞれ固有な配列の有無を検出する対立遺伝
子特異的 PCR により行った
（Gen2Fa-Gen2R プライマー・セットが
Cyp9m10JPP特異的，Gen2Fb-Gen2R プライ
マーセットがCyp9m10v2JPP特異的に増幅を
行う；図 3A 参照）。 
 

図 2. F1 子孫における cDNA とゲノム DNA のそれぞれに関する JPal-per
由来 Cyp9m10 と OGS 由来 Cyp9m10 の相対量． 
データは生物学的反復の幾何平均で示してある．縦軸は対数スケールで，

エラーバーは標準誤差で示してある． 

 
４．研究成果 
(1) Cyp9m10 の過剰発現：ネッタイシマカの
62 の P450 遺伝子のうち，Cyp4h34（図中の
コード名：P14），Cyp9m10 (P32)，および
Cyp6z10 (P54)の 3つが JPal-per系統幼虫で
有意に過剰発現していた（図 1B）。このうち
Cyp9m10 の発現レベルは，Cyp6z10 と並び
対象とした62のP450遺伝子の中で最も高く
（図 1A）、また，Cyp9m10 の感受性系統の
OGS と比べた発現量比は 260 倍（定量 PCR
に基づく値）であり，際立った過剰発現性が
示された。 
(2) JPal-per 系統の Cyp9m10 過剰発現はシ
ス作用性変異により生じている：JPal-per と
OGS の F1 において，両親由来の Cyp9m10
対立遺伝子を識別した上で，両者の転写量と
遺伝子量の相対比を求めた（図 2）。JPal-per
由来の対立遺伝子 Cyp9m10JPPは OGS 由来
の対立遺伝子Cyp9m10OGSに比べて240倍の
転写レベルを示し，この値はそれぞれの両親
を用いた測定で推定された 260 倍（研究成果
(1)）とほぼ同等な比であった。この結果から、
JPal-per 系統における Cyp9m10 の過剰発現
はシス作用性変異により生じていることが
明らかになった。 
(3) JPal-per 系統の Cyp9m10 遺伝子座は遺
伝子重複を生じている：一方，F1 における



遺伝子量に関する比較では，Cyp9m10JPP対
立遺伝子が Cyp9m10OGSに比べて 2.3倍のレ
ベルを示したことから（図 2）、JPal-per 系
統には Cyp9m10 遺伝子の倍加が生じている
ことも示された。 

 
図 3. Cyp9m10 のゲノム構造と重複． 
(A) OGS と JPal-per のゲノムに含まれる３つの Cyp9m10 遺伝子とその隣

接領域の構成．塩基座位は推定上の転写開始点座位を+1 として相対的に示

されている．サザン・ブロッティングに用いられた制限酵素部位とプロー

ブの標的となる配列が示されている．白抜きボックスは，Cyp9m10 に含ま

れる 2 つのエクソンを示す．灰色ボックスは 3 つの MITE 様エレメント，

CuRE1, CuRE2, および CuRE3，による挿入／欠失を示す．黒塗りボック

スは TATA-結合性タンパク質に関する予想される結合部位を示す．破線囲

みボックスは，Cyp9m10v2JPPの-1085 塩基座位の上流域を示す．白抜きと

黒塗りのボックス矢印は，遺伝子型判定のための PCR I メソッドと PCR II
メソッドに用いたプライマーの標的部位と名前をそれぞれ指す．(B) 現在

の JHB 系統（ネッタイイエカ・ゲノムプロジェクトの供試系統）に関する

ゲノム・アセンブリで利用可能な supercont3.510．CPIJ014214–
CPIJ014221 は，VectorBase において予想される CDS（コード・ドメイン

配列）に付けられた遺伝子 ID；正鎖に基づく CDS は上方に，負鎖に基づ

く CDS は下方に示してある．CuRE1 挿入は黒塗りボックスで示されてい

る．コンティグの塩基座位は上段の縮尺に示してある．Cyp9m10JPPの相同

領域と Cyp9m10v2JPPの-1085 座位より上流にあたる領域は対応するコン

ティグの構成の下に示してある．(C) JPal-per 系統のゲノムの原型から遺伝

子重複が生じた過程を説明する模式図．記号 A と B は重複領域の両切断点

を示す． 

 
(4) Cyp9m10 遺伝子構造： 
① MITE 様配列の挿入：OGS 系統の
Cyp9m10 遺伝子と JPal-per 系統に含まれる
倍化した 2 つの Cyp9m10 遺伝子のそれぞれ
について，構造遺伝子とその上流域の約 5 kb
までの構造を比較した（図 3A）。JPal-per の
各重複遺伝子の上流域には OGS 系統にはな
いMITE転移因子に相同性の高い約670塩基
長の挿入があり，これを CuRE1 と名づけた。 
② 重複遺伝子間の構造の差異とゲノム上の
配置：重複遺伝子（Cyp9m10JPPと
Cyp9m10v2JPP）の間では，構造遺伝子領域

1.8 kb と CuRE1 挿入を含む上流の隣接配列
1.1 kb が完全に同一な配列を示していたが、
そのさらに上流域で構造が異なっていた。
Cyp9m10JPPの上流域は，MITE 様配列
（CuRE1, CuRE2, CuRE3）の挿入欠失変異
を別にすると制限酵素部位で表したマップ
は非常に類似していた（図 3A）。一方
Cyp9m10v2JPPの上流域には OGS と
Cyp9m10JPPの上流域には存在しない約 2.2 
kb の配列が存在した（図 3A）。JPal-per 系
統における 2 つの重複遺伝子の配置は，
VectorBase から利用可能なネッタイイエカ
JHB系統における supercont 3.510の構造と
の比較して推定することが可能であった（図
3B）。上に述べた Cyp9m10v2JPPの上流域に
特異的な約2.2 kb配列はCyp9m10JPP構造遺
伝子の約 100 kb下流に見出されたことから，
2 つの遺伝子は順向きに約 100 kb 離れて配
置されていると推定された。 
③ 予想される Cyp9m10JPP遺伝子座の遺伝
子重複の過程：本来 1 つの遺伝子座としてゲ
ノム中に存在していた Cyp9m10JPPが遺伝子
重複により倍加したと考えられる。その過程
を想定される 100 kb のサイズから成る増幅
単位の縦列増幅として模式的に図 4C（記号 A
と B を端点とする区間が増幅単位として示
されている）に示した。 
 

図 4．ペルメトリン処理に対する OGS, JPal-per, F1, および BC1 各世代の

幼虫が示す薬量応答曲線． 
縦軸はプロビット目盛で示されている．F1 と BC1 子孫に関するエラーバ

ーは，別個に用意した 3 つの交配系列の間の標準偏差を示す．矢印で示し

たペルメトリン薬量 0.015 ppm は，後に実施した別実験（本薬量における

生／死と Cyp9m10 に関する F1 型／OGS 型の相関をみる試験）の識別薬

量とした． 
 
(5) 重複した Cyp9m10JPP-Cyp9m10v2JPPハ
プロタイプのピレスロイド抵抗性への連
鎖：OGS 系統，JPal-per 系統，F1 雑種，お
よび戻し交配子孫 BC1 の終齢幼虫のペルメ
トリンを用いたバイオアッセイの結果を図 4
に示す。F1 は JPal-per に比べ抵抗性レベル
が約 1/100 に低下した。この理由は JPal-per
蚊がホモ接合体として保有していた劣性の
低神経感受性遺伝子 kdr が F1 雑種において
ヘテロ接合体となり，抵抗性要因としての表
現型を書いたことによると説明できる。F1



は OGS に比べてなお約 100 倍の抵抗性を保
っていた。BC1 子孫では OGS 型と F1 型の
感受性を示す個体がほぼ同率で分離した。こ
の結果は，F1 のピレスロイド抵抗性が単一
の遺伝的要因により発現していることを示
す。さらに BC1 では，分子ジェノタイピン
グにより，F1 型の
Cyp9m10OGS/[Cyp9m10JPP-Cyp9m10v2JPP]
とOGS型のCyp9m10OGS/ Cyp9m10OGSが同
率で分離し，F1 型と OGS 型の遺伝子型が，
それぞれ，F1 と BC1 の殺虫剤感受性を識別
するペルメトリン 0.015 ppm 濃度での生残
と死亡という殺虫剤感受性を表す表現型と
ほぼ完全に一致した（図表省略）。以上の結
果から，重複した
Cyp9m10JPP-Cyp9m10v2JPPハプロタイプは
ピレスロイド抵抗性に遺伝学的に強い連鎖
を示した。この遺伝子重複ハプロタイプが代
謝亢進によるピレスロイド抵抗性の主要因
である可能性が強く示唆される。 
(6) シス作用性変異の解明に関する今後の課
題：JPal-per 系統蚊では重複した
Cyp9m10JPPと Cyp9m10v2JPP（図 3）の遺
伝子のうち，「両方とも」あるいは「どちら
かが」過剰発現しているのかを特定すること
が，過剰発現をもたらすシス作用性変異を解
明する手がかりになる。 
① CuRE1 の遺伝子調節領域への挿入が両
方の遺伝子に均等に過剰発現をもたらして
いる可能性を確かめるためには，
Cyp9m10JPPの増幅単位と同一なハプロタイ
プを示すがゲノム中で単一遺伝子座として
しか存在する蚊を得て，その発現量を測定す
ることが手がかりになる。 
② 一方，シス作用性変異が増幅単位の外に
ある場合は，Cyp9m10JPPと Cyp9m10v2JPP

の間に，組織・発育ステージ特異的発現性に
関することも含め，発現量に何らかの差異が
生じている可能性もある。この可能性は縦列
重複の結果に照らして，次のように理解され
る。JPal-per 系統においては、重複遺伝子の
1 つのコピーである Cyp9m10JPPから見れば、
その構造遺伝子の下流域の構造が遺伝重複
に伴ない変化しているし，もう一方のコピー
である Cyp9m10v2JPPから見れば，上流域の
構造が遺伝重複に伴ない変化しているから
である。Cyp9m10 構造遺伝子も含め遺伝子
増幅単位に含まれる配列は同一なため、転写
産物の配列に基づく両者の転写産物の定量
はできない。この技術上の問題は，代わりに，
haploChIP 法などの転写酵素－DNA 複合体
を標的とする免疫沈降法を適用することで
解決できる。 
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