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研究成果の概要（和文）：コナガの合成ピレスロイド剤抵抗性には主として解毒分解酵素活性の

増大と標的部位の感受性の低下が関与している。コナガにおいて合成ピレスロイド剤の標的で

あるナトリウムチャネルのアミノ酸配列を解析したところ、3 つのアミノ酸変異(L1014F、

T929I、M918I)および 2 つのアミノ酸多型(A1101T、P1879S)が感受性の低下による抵抗性に

関与していることが明らかとなった。また、T929I 部位は 2 つの選択的エキソン(18a および

18b)によってコードされ、18b を含む転写物は部位特異的な発現様式を示すことが明らかとな

った。さらに、合成ピレスロイド剤抵抗性に関わる解毒分解酵素遺伝子(CYP6BG1)の発現とナ

トリウムチャネルのアミノ酸変異の関係を調べたところ、野外のコナガでは両抵抗性機構は独

立して合成ピレスロイド剤抵抗性に関与していることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：Pyrethroid resistance of the diamondback moth Plutella xylostella 
is mainly conferred by increased metabolic detoxification of the degradation enzymes and 
decreased sensitivity of the target site. Analysis of amino acid sequences of the sodium 
channel showed that three point mutations (L1014F, T929I and M918I) and two 
polymorphisms (A1101T and P1879S) on the channel are involved in the pyrethroid 
resistance. The T929I site was encoded by two mutually exclusive alternative exons (18a 
and 18b) and the splice variant containing 18b was expressed in a tissue specific manner. 
Analysis of the CYP6BG1 expression and the sodium channel mutations showed that both 
resistance mechanisms are independently involved in pyrethroid resistance of the 
diamondback moth in the field.   
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１．研究開始当初の背景 
 コナガの合成ピレスロイド剤抵抗性には
ナトリウムチャネルのアミノ酸変異による
感受性の低下が関与していることがイギリ
スのグループによって明らかにされていた。 
また、合成ピレスロイド剤の分解に関わる遺
伝子の解析は名古屋大学のグループが進め
ていた。しかし、野外のコナガの合成ピレス
ロイド剤に対する抵抗性レベル、ナトリウム
チャネルにおけるアミノ酸変異の頻度、選択
的スプライシング等についての解析は全く
行われていなかった。 
 
２．研究の目的 

これまで殺虫剤抵抗性の研究はショウジ
ョウバエ、イエバエ、ゴキブリといったモデ
ル昆虫を用いて分子生物学的、電気生理学的
な観点から進められてきた。しかしながら、
モデル昆虫で得られたデータは農業害虫に
は必ずしも当てはまらないことも多く、農業
害虫を用いた抵抗性機構の解明が望まれて
いる。コナガは飼育が比較的容易でこれまで
開発されてきた殺虫剤のほとんど全てに抵
抗性を発達させてきたことから抵抗性研究
を行うにあたっては非常に好適な農業害虫
であるといえる。本研究ではコナガの合成ピ
レスロイド剤抵抗性機構について分子生物
学的手法を用いて以下の解析を行った。 
(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変異の野外にお
ける頻度を明らかにする。 
(2)ナトリウムチャネル遺伝子の全塩基配列
を決定し、推定アミノ酸配列を室内の抵抗性
系統と感受性系統間で比較し、抵抗性に関わ
る新たな変異の存在について検討する。 
(3)ナトリウムチャネルの選択的スプライシ
ングが合成ピレスロイド剤抵抗性に関与し
ているかどうかを明らかにする。 
(4)合成ピレスロイド剤抵抗性に関わるチト
クローム P450遺伝子(CYP6BG1)の発現を室内
および野外系統を用いて調べる。また、コナ
ガの合成ピレスロイド剤抵抗性におけるナ
トリウムチャネルのアミノ酸変異と CYP6BG1
の発現レベルとの関係を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)野外 6 箇所(熊本、和歌山、三重、千葉、
新潟、岩手)よりコナガを採集し、合成ピレ

スロイド剤に対する抵抗性レベルを調べた。
室内の抵抗性系統および感受性系統の抵抗
性レベルも同時に調べた。また、合成ピレス
ロイド剤抵抗性に関わる既知のアミノ酸変
異(L1014F および T929I)を含む cDNA 領域を
個体ごとに PCR で増幅し、クローニングした
後に塩基配列決定、あるいはダイレクトシー
ケンシングを行い、抵抗性に関わるアミノ酸
変異の頻度を系統毎に明らかにした。 
(2)ナトリウムチャネル遺伝子の cDNA配列の
塩基配列決定を室内の抵抗性系統および感
受性系統を用いて行い、抵抗性に関わる新た
なアミノ酸変異の有無を調べた。 
(3) ナトリウムチャネル遺伝子のゲノム配列
を室内の抵抗性系統および感受性系統におい
て決定し、cDNA 配列との比較を行うことで選
択的スプライシングの生じる部位を特定した。
また、選択的スプライシングの生じている領
域の PCR 産物のクローニング、塩基配列決定
を行い、両系統間で増幅産物の比較を行った。 
(4)室内および野外系統において合成ピレス
ロイド剤抵抗性に関わる CYP6BG1 の発現レベ
ルを調べ、抵抗性に関わるナトリウムチャネ
ルのアミノ酸変異の頻度との関連性を調べた。 
 
４．研究成果 

(1)野外系統の抵抗性レベルは系統により異

なるが(23.2-520.4 ppm)、室内の抵抗性系統

(781.2 ppm)とほぼ同等の抵抗性レベルを示

す系統も存在した。また、抵抗性に関わる既

知のアミノ酸変異(L1014FおよびT929I)の頻

度はそれぞれ82.8%-100%、72.9%-94.4%と非常

に高かった。野外の一部の個体はT918Iという

これまで報告されていなかった抵抗性に関わ

るアミノ酸をコードしていることを明らかに

した。また、通常M918I部位は2つの選択的エ

キソンによってコードされているが、これら

の個体にはゲノムの欠失によって1つのエキ

ソンしか存在しないことを明らかにした。 

(2)抵抗性系統と感受性系統のcDNAにコード

されているアミノ酸の比較によりA1101T、



P1879Sという新たなアミノ酸変異が検出され

た。これらの合成ピレスロイド剤抵抗性への

関与についてはアフリカツメガエルの卵母細

胞で発現させるなどの手法を用いて検証する

必要がある。 

(3)cDNA配列およびゲノム配列の比較を行い、

選択的スプライシングの生じる部位を特定し

た。抵抗性系統と感受性系統間で転写物の比

較を行ったが、選択的スプライシングが合成

ピレスロイド剤抵抗性に関与していることを

示す証拠は得られなかった。 

(4)CYP6BG1の発現を室内および野外系統を用

いて調べた。室内系統を用いた解析では変異

アミノ酸を100%の頻度でコードする抵抗性系

統のCYP6BG1の発現レベルは変異アミノ酸を

全くコードしない(0%)感受性系統よりも有意

に高かった。しかし、野外系統ではアミノ酸

変異の頻度とCYP6BG1の発現レベルの間に有

意な相関は認められなかった。以上結果は、

野外のコナガではナトリウムチャネルのアミ

ノ酸変異による感受性の低下とCYP6BG1によ

る解毒分解は互いに独立して合成ピレスロイ

ド剤抵抗性に関与していることを示唆してい

る。 

(5)感受性の低下による合成ピレスロイド剤

抵抗性がナトリウムチャネルのアミノ酸変異

によって付与されることが明らかにされて以

来、「抵抗性研究=抵抗性に関わる遺伝子変異

の比較」といった構図が出来上がっていた。

本研究によって、抵抗性遺伝子は決して固定

された静的な因子ではなく選択的スプライシ

ングなどの機構によって多様な構造や機能を

もった遺伝子産物を生み出すことが明らかと

なり、殺虫剤抵抗性研究の新たな局面が切り

拓かれた。今後は他の殺虫剤抵抗性に関与す

る遺伝子あるいは遺伝子変異についても解析

を進めていく必要がある。 
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