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研究成果の概要（和文）：本研究では有機リン剤(アセフェート)に対する感受性の異なるコナガ系統のアセチルコリン
エステラーゼ(AChE)遺伝子の解析を行った。野外採集系統には抵抗性に関わるアミノ酸変異(A298SおよびG324A)の一方
もしくは両方を備えた複数の遺伝子型を示す個体が存在した。さらに。塩基配列決定の結果、野外採集系統においてAC
hE遺伝子は高度に重複していることが示された。コピー数あるいはA298SとG324Aの集団内における割合と抵抗性レベル
の間に相関は見られなかったことから、コナガのアセフェートに対する抵抗性には複数の機構が関与していると考えら
れた。

研究成果の概要（英文）：This study examined the acetylcholinesterase 1 gene (AChE1) in Plutella xylostella
 strains with different sensitivities to acephate. Multiple haplotypes of the gene were found in the field
-collected strains including distinct haplotypes carrying one or both previously reported mutations (A298S
 and G324A). Moreover, sequencing results indicated the presence of duplicated copies of the gene in the f
ieldcollected strains. No correlation was found between copy numbers of AChE1 and levels of resistance to 
acephate suggesting that extensive AChE1 duplication is not a major resistance factor at least in some P. 
xylostella strains. Proportions of the A298S and G324A mutations showed no correlation with levels of resi
stance to acephate. This suggests that acephate resistance of P. xylostella is complex and cannot be evalu
ated based on the AChE1 copy number or proportions of the resistance mutations alone.
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１．研究開始当初の背景 
 コナガはこれまで開発されたほとんど全

ての殺虫剤に対して抵抗性を発達させた難

防除害虫である。コナガの殺虫剤抵抗性機構

に関しては、有機リン剤抵抗性にアセチルコ

リンエステラーゼ(AChE)のアミノ酸変異

(A298S、G324A)が、合成ピレスロイド剤抵

抗性にナトリウムチャネルのアミノ酸変異

(M918I、T929I、L1014F)が関与しているこ

とが報告されていた。また、特定のチトクロ

ーム P450 遺伝子(CYP6BG1)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

とも報告されていた。しかしながら、なぜコ

ナガでは複数の抵抗性機構が同時的に成立

し、殺虫剤抵抗性を発達さすことができるの

かは不明であった。 
 
２．研究の目的 
 コナガが複数の殺虫剤に対して抵抗性を

発達さすことのできる原因を明らかにする

ことを最終的な目的として、まず、有機リン

剤抵抗性と合成ピレスロイド剤抵抗性機構

に関わるアミノ酸変異の関係を個体レベル

で明らかにしようとした。 
 
３．研究の方法 
(１)昆虫 

 日本、中国、タイで採集された野外系統 22

系統と室内系統 2 系統を解析に用いた。 

 

（２）生物検定 

 有機リン剤としてアセフェートを用いた。

葉片浸漬法によって試験を行った。LC50値は

プロビット法で算出した。 

 

（３）DNA 抽出 

 DNA の抽出は幼虫、蛹、もしく成虫を用

いて個体ごとに行った。 
 
（４）PCR 
 AChE遺伝子のA298SおよびG324A部位

を含む領域を PCR で増幅した。増幅産物は

アミノ酸変異部位を直接的に読むためにダ

イレクトシーケンシング、もしくは量的シー

ケンシングを行うためにクローニングに供

した。 

 

（５）塩基配列決定 

 塩基配列決定は常法に従い行った。 

 

（６）量的シーケンシング 

 量的シーケンシング(Kwon et al. 2008)を

行い、集団内における A298S および G324A

の割合を明らかにした。 

 

（７）定量 PCR 

 各系統における AChE 遺伝子の発現レベ

ルを定量 PCR で調べた。 

 

（８）酵素活性測定 

 AChE の酵素活性を Ellman et al. (1961)

の手法により測定した。 

 

４．研究成果 

(１)アミノ酸変異部位のダイレクトシーケン

シングを個体ごとに行った。その結果、野外

系統のヘテロ個体の半数以上は抵抗性と感

受性に関わるシグナルの比が 2倍以上違って

おり、遺伝子型の判別ができなかった。この

時点で、当初の目的であった有機リン剤抵抗

性と合成ピレスロイド剤抵抗性機構に関わ

るアミノ酸変異の関係解明は断念せざるを

得ない状況となってしまった。しかしながら、

AChE遺伝子のゲノム配列を詳細に解析した

ところ、多くの個体の AChE 遺伝子は重複し

ているという新たな発見につながった。定量

PCR の結果、野外採集系統のコピー数は室内

の感受性系統の 2-4 倍と見積もられた。 

 

（２）アセフェートに対する各系統の抵抗性

レベルを調べた。その結果、野外採集系統は

感受性系統よりも 5 倍-78 倍高い抵抗性レベ



ルを示すことが明らかとなったが、室内で選

抜した抵抗性系統よりは低かった。 

 

（３）抵抗性レベルと AChE 遺伝子のコピー

数の間の関連を調べたが、相関は認められな

かった。抵抗性レベルと量的シーケンシング

によって推定された集団内における抵抗性

遺伝子の割合との間にも相関は認められな

かった。このことは、コピー数も抵抗性遺伝

子の頻度も単独では主要な抵抗性因子とは

なり得ないことを示している。コナガでは複

数の抵抗性因子が同時に関与していると考

えられた。また、それぞれの因子の貢献度も

系統ごとに異なると考えられた。 

 

（４）室内の感受性系統と抵抗性系統におけ

る AChE 活性を比較したが、違いは認められ

なかった。一般に遺伝子重複は遺伝子変異に

よる適応度(フィットネス)の低下を補償する

ために起こると考えられているが、コナガに

おいては必ずしも当てはまらないことが明

らかとなった。 
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