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研究成果の概要（和文）：昆虫生理機能の中から昆虫特異的な殺虫剤作用点を新たに見いだすこ

とで，選択毒性の高い安全な新薬を創製することが可能であると考えられる．本研究は，害虫

の解毒酵素，特に一昆虫種が 100 種程度の分子種を有し，そのほとんどの機能が明らかになっ

ていないシトクロム P450 酸化酵素に重点を置いて，殺虫剤機能を高める化合物，いわゆる共

力剤の開発に結びつくデータを蓄積することを目的として行った．感染症の重要な媒介昆虫で

あるネッタイイエカ，ネッタイシマカおよびヒトスジシマカを実験材料とし，殺虫剤抵抗性機

構の解明を試みた．殺虫剤による媒介蚊対策が徹底して行われているシンガポールで採集され

たネッタイイエカおよびネッタイシマカ成虫を permethrin で 8 世代室内淘汰した結果，抵抗性

比がそれぞれ 378倍，1099倍と，これまで蚊成虫からは報告例がないレベルの抵抗性に達した．

Piperonyl butoxide （PBO）を用いた共力試験では，permethrin 感受性が大きく上昇したことか

ら，これらの蚊の抵抗性にはシトクロム P450酸化酵素が深く関与していることが示唆された．

次に 14C-permethrin を基質とした in vitro 代謝試験を行ったところ，これらの抵抗性系統では

permethrin を効率よく 4’HO-permethrin に解毒代謝していること，さらにその代謝活性は P450

の補酵素 NADPHに依存的でありかつ PBO によって阻害されることが明らかになった．この代

謝を担っている分子種が昆虫種特異性の高い共力剤のターゲットとして有望であると考えられ

た．シンガポール産ヒトスジシマカについてピレスロイド剤のナトリウムチャネル遺伝子をジ

ェノタイピングしたところ，第 1534番のフェニルアラニンがシステインに変異している個体が

高頻度で見つかった．この変異はネッタイシマカのノックダウン抵抗性遺伝子（kdr）として知

られているが，これまでヒトスジシマカからは未確認であった．今後，東南アジア地域を中心

とした本種の kdr 遺伝子分布および拡散を注視していく必要があると考察された． 

 

研究成果の概要（英文）：In order to seek novel target sites of insecticides or synergists, I studied on the 

mechanisms of insecticide resistance in vector mosquitoes, especially on the functional analysis of their 

cytochrome P450 monooxygenases. First of all, adult mosquitoes were selected in the laboratory with 

permethrin which is a class of pyrethroid insecticides. After the selections for 8 generations, the 

resistance level of mosquitoes (SPS8 strain) reached more than 1000-fold compared to an insecticide 

susceptible strain. Since permethrin susceptibility largely increased with pre-treatment of mosquitoes 

with piperonyl butoxide, it was suggested that cytochrome P450 monooxygenases have the major role in 

the resistance. In vitro metabolism study revealed that microsomal protein prepared from resistant 

mosquitoes catalyzed metabolism of 14C-permethrin more rapidly to 4’HO-permethrin than that of a 

susceptible strain. Furthremore, permethrin hydroxylation activity was NADPH dependent and was 

strongly inhibited by piperonyl butoxide strongly suggested that cytochrome P450 monooxygenases are 

involved in permethrin resistance in SPS8 strain. The P450 isofoms which are associated with 

permethrin resistance are promising candidates as novel target sites of insecticides or synergists. Sodium 

channel gene was genotyped for 26 adult Aedes albopictus collected from Singapre in 2009. Surprisingly, 

more than 70% of mosquitoes possessed the knockdown resistance (kdr) gene. This is the first evidence 

for the presence of the kdr gene in Aedes albopictus and suggests the need to study the global 

distribution of this allele in this important vector insect. 
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１．研究開始当初の背景 

近年，世間の食の安全・安心に対する関心
はますます高くなっている．その反面，作物
の安定的生産に対する農薬の貢献度は軽視
され，農薬に対するイメージは悪化の一途を
たどっている．より人畜毒性が低く、安全な
昆虫制御剤の開発が望まれている一方で、安
全性試験に巨額の費用と長い年月をかけて
開発された殺虫剤が、次々と出現する抵抗性
害虫によって短期間のうちに効力を失い、無
力化されている。このような現状に対処する
ためには、昆虫生理機能の中で未だ解明され
ていない領域を重点的に研究し、昆虫特異的
な殺虫剤作用点を新たに見いだすことで、選
択毒性の高い安全な新薬を創製することが
急務といえる。 

シトクロム P450酸化酵素（以下 P450）は、
酸化的代謝酵素の一種であり、昆虫ホルモン
やフェロモンの合成や分解に関与する一方、
解毒酵素としても働き、重要な殺虫剤抵抗性
機構の一つである。昆虫種あたり約 100 個の
P450 遺伝子が存在することが近年のゲノム
プロジェクトの成果として分かってきたが、
ほとんどの分子種に関してその機能は不明
である。害虫は解毒酵素の活性を質的または
量的に高めることで殺虫剤に抵抗性を発達
させる。逆にこれら解毒酵素の活性を阻害す
ることで殺虫剤の効力を高め、抵抗性害虫に
よる被害を回避する方法がある。このような
資材は共力剤と呼ばれ、これまで広く農業・
衛生害虫防除用に使用されてきた。Piperonyl 

butoxide（PBO）に代表される酸化酵素阻害剤
はこの P450 活性を阻害することで殺虫剤の
効力を高める。しかし、共力剤は一般的に生
物種を問わず P450 を無差別的に阻害する性
質があるため、発癌性などの人畜毒性が疑わ
れるようになり、近年その使用が世界的に禁
止の方向に向かいつつある。殺虫剤抵抗性に
関与する P450 を特異的に阻害する化合物が
明らかになれば、それが昆虫種特異的でより

安全な共力剤の開発につながると考えられ
る。 

  

２．研究の目的 

 本研究では殺虫剤抵抗性の研究に役立つ，
高度に抵抗性を発達させた害虫系統を室内
淘汰により確立すると共に，抵抗性に関連し
た昆虫解毒酵素，特にシトクロム P450 の生
化学・分子生物学的解析を進め、共力剤の標
的としてふさわしい分子種を選抜すること
を目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)蚊 

①ネッタイイエカ（CqSP 系統） 

シンガポール（4023 AngMoKio Industrial 

Park1）で 2009 年 3 月 13 日に採集した１コロ
ニー． 

②ネッタイシマカ（aegSP 系統） 

2009 年にシンガポール国内で採集された
複数コロニーの混合集団． 

③ヒトスジシマカ 

2009 年 3 月 13 日にシンガポール National 

Environmental Agency, Environmental Health 

Instuituteの Central Region Office 敷地内（4545 

Jalan Bukit Merah, 159466, Singapore）にて採集
した 26 個体（雄 24 個体，雌 2 個体）を実験
に供試した． 

 幼虫の飼育には昆虫試料（オリエンタル酵
母社製）を与え，成虫には 2%砂糖水を与え，
産卵用の吸血にはマウス（ICR系統）を用い
た． 

 

(2)殺虫試験 

殺虫試験にはすべて雌成虫を用いて行っ
た．アセトンに溶解した permethrin（住友化
学工業，91.4%）を，リピーティングディス
ペンサーを用いて局所施用した．リピーティ
ングディスペンサー（PB600-1，ハミルトン
社製）には 10 lプランジャーアセンブリー



（701SNR，ハミルトン社製）を装着し，
permethrin のアセトン溶液 0.22 lずつを成虫
胸部背面に局所施用した．成虫は羽化後 3-7

日齢を用い，二酸化炭素で麻酔し三角フラス
コに集めた個体を脱脂綿に染みこませた 100 

lジエチルエーテエルにより 3分間麻酔し供
試した．Permethrin 処理した 20 個体を紙製の
アイスクリームカップに入れ，ナイロン製メ
ッシュと輪ゴムで蓋をした後，上部に蒸留水
を染みこませた脱脂綿を置いた．これをプラ
スチックバットに置きさらに別のプラスチ
ックバットで上部に蓋をして湿度を保たせ
た後，25℃に置いた．各薬量について 2 サン
プル（40 個体）を処理し，8 から 11 濃度を
処理した．処理 24 時間後に死亡個体数を計
測し，Finneyの手法に基づき薬量－プロビッ
ト直線を作成した後， LD50 値および Slope

を算出した．アイスカップの底面で立ち上が
ることが出来ない個体を死亡個体としてカ
ウントした．Piperonyl butoxide の共力効果を
調べる殺虫試験では，アセトンに溶解した
piperonyl butoxide 5 g を成虫にあらかじめ処
理し，その1時間後にpermethrinを処理した．
24 時間後の死亡率を計測し，piperonyl 

butoxideの共力効果を算出した． 

 

(3)成虫淘汰 

殺虫試験と同じ手法を用いて成虫に
permethrin を処理して成虫淘汰を行った．各
世代一薬量につき約 30 個体ずつを用いて予
備試験を行った後，50～80％の死亡率を示す
薬量によって淘汰を行った．雌雄約 500個体
ずつを処理し，24 時間後に死亡率を算出後，
全ての個体をケージに放ち，砂糖水を与えた．
数日後にマウスを用いて吸血を行い，次世代
を得た． 

 

(4)in vitro代謝 

①ミクロゾームの調製 

 成虫を実験直前に-20℃で 30 分間保存し冷
凍した後，ピンセットで腹部のみを切り出し，
氷上の緩衝液に保存した．緩衝液は 0.1 M リ
ン酸緩衝液（pH 7.5，1 mM EDTA，1 mM 

p-APMSF，0.1 mM dithiothreitol (DTT)）．腹部
を緩衝液と共にテフロン－ガラスホモジナ
イザーで磨砕し，4℃，10,000 g で 15 分間遠
心分離した．上清をさらに 4℃，100,000 g で
60 分間超遠心分離した．超遠心分離後の沈殿
物（ミクロゾーム）を再びリン酸緩衝液に溶
解し，氷上静置後，代謝試験に用いた． 

 

②代謝試験 

 10 ml ガラス試験管にリン酸緩衝液，磨砕
液（20 腹部相当），14Cで標識された
trans-[cyclopropyl-1-14C]permethrin（100,000 

dpm，0.341 g）を混ぜ，25℃で 5 分間保温後，
0.2 ml の 10 mM -NADPHを加えることで反

応を始めた．Permethrin 代謝に対するシトク
ロム P450 酸化酵素の関与を調べるための試
験区として上記反応液に 0.1 M の piperonyl 

butoxide（エタノール希釈液）を反応前の 5

分間の保温中に 10 l 加えた．振とう反応を
開始して 30分後と 60分後に 1 NのHClを 0.2 

ml加えることで反応を止めた．反応液に 1.0 g

の硫酸アンモニウムを加え，溶解後に 4 ml

のジエチルエーテルを加え，シリコンゴムで
栓をした後ボルテックス機で 30 秒間抽出し
た．常温，3000 g で 1 分間遠心分離し 

た後，上清をパスツールピペットでパスツー
ル試験管に移した．この操作をさらに 2 回行
った後，ジエチルエーテルをドラフト中，
30℃で窒素風乾した．回収した RI 化合物を
100 l のメタノールに再溶解し，うち 10 l

について放射活性を測定した．10000 dpm 相
当をガラスマイクロキャピラリーを用いて
薄層クロマトグラフィー（HPTLC，メルク社
製，10 cm x 10 cm）上に滴下し，トルエン:

酢酸エチル=3:1 の展開溶媒で展開した．展開
後，薄層クロマトグラフィーを乾燥し，バイ
オイメージングアナライザー（BAS-2500，富
士フイルム社製）を用いて現像および代謝物
の定量を行った． 

 

(5)ナトリウムチャネルの遺伝子解析 

①ゲノム DNA の抽出 

 ゲノム DNA は個々の成虫より
RDExtract-N-Amp Tissue PCR Kit（シグマ－ア
ルドリッチ）を用いて抽出した。ナトリウム
チャネルのうち、ピレスロイド抵抗性害虫種
から広く見つかっている L1014F に加え、抵
抗性のネッタイシマカから報告されている 5

つのアミノ酸置換（S989P、I1011Mまたは V、
V1016G または I、F1534C、D1763Y）をター
ゲットにして行った（Fig. 1，2）．これらのア
ミノ酸部位の配列を明らかにするために、ナ
トリウムチャネルのドメイン II、III、IV の 3

つの領域を PCRによって増幅した．それぞれ
の領域の増幅に用いたプライマー（aegSCF20

と aegSCR21（ドメイン II）、aegSCF7 と
aegSCR7（ドメイン III）、albSCF6 と albSCR8

（ドメイン IV））は次の通りである． 

aegSCF20 (gacaatgtggatcgcttccc) 

aegSCR21 (gcaatctggcttgttaacttg) 

aegSCF7 (gagaactcgccgatgaactt) 

aegSCR7 (gacgacgaaatcgaacaggt) 

albSCF6 (tcgagaagtacttcgtgtcg) 

albSCR8 (aacagcaggatcatgctctg) 

PCR産物はMonoFas DNA purification kit I（GL

サイエンス）を用いて精製後、以下のプライ
マーを用いて直接シーケンス解析した． 

aegSCF3 (gtggaacttcaccgacttca) (domain II 用) 

aegSCR22 (ttcacgaacttgagcgcgttg) (domain II 用) 

aegSCR8 (tagctttcagcggcttcttc) (domain III 用) 

albSCF7 (aggtatccgaacgttgctgt) (domain IV 用) 



シーケンス解析には ABI3130 Genetic 

Analyzer（アプライドバイオシステムズ社）
を用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．研究成果 

 ネッタイイエカやネッタイシマカ，ヒトス
ジシマカといった蚊の仲間は，ウエストナイ
ル熱，フィラリア症，デング熱，チクングニ
ア熱といった感染症の主要な媒介蚊である．
私たちは 2009 年にシンガポールで採集した
これらの蚊を材料として抵抗性機構の解明
を進めた． 

 ネッタイイエカシンガポール系（CqSP 系）
は採集時すでに 58 倍の抵抗性を獲得してい
た．過去の研究で私たちは幼虫の抵抗性には
シトクロム P450 酸化酵素系の分子種
CYP9M10 が関わっていることを明らかにし
ているが，この酵素は CqSP 系成虫体内で過

剰発現しておらず，抵抗性には関与していな
かった．成虫の抵抗性には幼虫と異なる機構
が働いていると考えられた．そこでまず，
CqSP 系の抵抗性レベルを上げて研究に適し
た系統にするため，permethrin による室内淘
汰を行った．淘汰は成虫胸部背面への局所施
用法により行い，各世代約 1000 匹を処理し
た．淘汰は 269 ng/雄，700 ng/雌から始め，2

年間で 8 世代行った．淘汰を重ねるたびに
CqSP 系統成虫の抵抗性レベルは上昇し，雌
成虫の半数致死薬量 LD50値は採集時 401 ng/

雌であったのが，8 世代淘汰後には 2606 ng/

雌に達した．これに伴い抵抗性比も 378 倍に
上昇した（Table 1）．次に，抵抗性への解毒
酵素の関与を調べるために，成虫の in vitro 

代謝試験を行った．その結果，ネッタイイエ
カ成虫体内では permethrinを 4’HO-permethrin

に解毒していることが明らかになった．この
反応は補酵素 NADPH に依存的であること，
また共力剤 piperonyl butoxideによって阻害さ
れることから，シトクロム P450 酸化酵素に
よるものであることが明らかになった． 

 ネッタイシマカシンガポール系（aegSP 系）
は採集時の抵抗性レベルが 35倍であったが，
ネッタイイエカ同様に成虫を permethrin で淘
汰を重ねた結果，淘汰前の LD50 値が 20 ng/

雌であったのが 8 世代淘汰後に 1648 ng/雌に
達した．これに伴い抵抗性比も 1099 倍へと
上昇した（Table 1）．次に，成虫の in vitro代
謝試験を行ったところ，雌成虫より調製した
酵 素 液 は 14C-permethrin を 効 率 よ く
4’HO-permethrin に解毒すると共に，未知のタ
ンパク分子が permethrinに conjugateすること
で解毒する機構が働いていることが明らか
になった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ピレスロイド系殺虫剤は神経軸索にある
ナトリウムチャネルを作用点とする．これら
の殺虫剤に抵抗性を発達させた害虫ではナ
トリウムチャネルに点突然変異が生じ，神経
の感受性が低下することが知られている．そ
こで，シンガポールで採集されたヒトスジシ
マカ 26 匹についてナトリウムチャネルを解
析した結果，第 1534 番のフェニルアラニン
がシステインに変異している個体が多く見



つかった．全体の 53.8％にあたる 14 個体が
この変異をホモ接合体として保有し，遺伝子
全体に占める F1534C の割合は 73.1%にのぼ
った（Table 2）．過去にピレスロイド剤抵抗
性のネッタイシマカ系統から見いだされた
他の変異点（S989，I1011，L1014，V1016，
D1763）については変異が見つからなかった．
シンガポール国内および周辺のヒトスジシ
マカは，デング熱媒介対策で使用されたピレ
スロイド剤によってこの遺伝子（ノックダウ
ン抵抗性遺伝子）が淘汰され，抵抗性を発達
させている実態が明らかになった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ネッタイイエカやネッタイシマカの代謝
試験で見いだされた解毒作用に関与する酵
素およびタンパク分子は，それ自体の活性が
阻害されることで成虫の抵抗性機構が機能
しなると予想されることから，これらの分子
は殺虫剤の共力剤のターゲットとして有望
であると考えられた．今後は，ゲノムプロジ
ェクトの成果として明らかになった遺伝子
情報をもとに，マイクロアレイ解析を行い，
抵抗性系統で特異的に高発現する遺伝子を
スクリーニングすることで，permethrin の代
謝を担っている P450 分子種が特定されるも
のと期待される．一方，チクングニア熱の主
要な媒介蚊であるヒトスジシマカから世界
で初めてノックダウン抵抗性遺伝子が検出
されたことから，今後は世界レベルでこの抵
抗性遺伝子の分布や拡散状況について注視
していく必要性が見いだされたと共に，
F1534C 変異を有するナトリウムチャネルに
親和性の高い殺虫剤もしくは親和性を高め
る共力剤の開発が急務であると考察された． 
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