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研究成果の概要（和文）：　昆虫の薬物排泄に係わるトランスポーターを探索する。哺乳類や細菌に薬剤を投与すると
、特定のABCトランスポーターによって薬剤が排泄され、薬剤効果が低下する現象が知られている。昆虫において、そ
のようなトランスポーターの働きを明らかにし、殺虫剤抵抗性との関係を調べる。
　トビイロウンカを対象に、薬剤排泄に係わる可能性のあるABCトランスポーター遺伝子を２つクローニングした。ま
た、各種殺虫剤処理により発現量が上昇するABCトランスポーター遺伝子１つを明らかにした。これらの遺伝子を培養
細胞株で恒常発現させ、薬物の毒性試験により、その遺伝子機能を明らかにする。遺伝子機能実験は、報告時点で継続
中である。

研究成果の概要（英文）：Multidrug resistance proteins (ABC transporters) are well known in mammals and bac
teria. In insects, multidrug resistance proteins are not well characterized, although these proteins may b
e related to insecticide resistance in insect pests. ABC transporters that are involved in drug excretion 
were explored based on sequence similarity, and two candidate genes were cloned. An ABC transporter gene, 
whose expression was up-regulated upon the insecticide treatment, was also found by microarray analyses. T
hese three ABC transporter genes were introduced into insect cell line (Sf9) and cytotoxicity assay is per
forming to know whether these genes work for drug excretion.
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１． 研究開始当初の背景 
  害虫に対する化学的防除法での大きな
課題は、薬剤防除における殺虫剤抵抗性であ
る。その対策には、殺虫剤抵抗性の機構が十
分に解明されている必要がある。昆虫におけ
る殺虫剤の抵抗性の機構として、二つの大き
な機構が考えられている。一つは、殺虫剤の
作用点（標的分子）の変異であり、遺伝子レ
ベルでの配列変異が原因である（１番目の抵
抗性機構）。もう一つは、薬剤が体内で分解・
排出されてしまうことである（２番目の抵抗
性機構）。皮膚の透過性も関係するといわれ
ているが、数十倍、数百倍の抵抗性は、上記
の二つの機構のどちらか、あるいは両方によ
ってもたらされると考えられている。 
 １番目の抵抗性の機構は、標的分子の遺伝
子塩基配列変異を調べることによって、近年
大きく研究が進展した。しかし、２番目の機
構は、1970 年代頃には盛んに研究されたも
のの、大きな進展があるとは言い難い状況で
ある。殺虫剤の解毒には、カルボキシエステ
ラーゼ、グルタチオントランスフェラーゼ、
P450 酵素群などが作用するとされているが、
実際には抵抗性のレベルとこれら酵素との
関係は十分把握できていない場合も多い。 
 現在最も使われているネオニコチノイド
系薬剤においても、抵抗性害虫の出現が報告
されるようになってきており、その抵抗性の
機構解明が課題となっている。トビイロウン
カの場合、2005 年頃から感受性の低下が認
められ、100倍以上の抵抗性個体群がみつか
っている（松村ら）。P450酵素が抵抗性に関
係しているのではないかという報告がある
が、その他の薬物解毒に関わる機構があるか
もしれないとも思われている。 
 節足動物ではほとんど研究されていない
が、細菌から哺乳類まで広く知られている
ABC トランスポーターによる多剤耐性機構
が昆虫で存在するかどうかを明らかにして、
これによって殺虫剤抵抗性が引き起こされ
る可能性を検証する必要がある。 
 
２．研究の目的 
 昆虫の殺虫剤抵抗性に関する新規の機構
を発見・解明することを目的とする。イネ害
虫であるトビイロウンカを対象に、ABC
（ATP-binding cassette）トランスポーター
遺伝子を網羅的に解析し、薬物排出に係わる
トランスポーターを探索する。哺乳類や細菌
などでは、特定の ABC トランスポーターの
働きによって投与薬剤の効果が低下する現
象が知られており、多剤耐性と呼ばれている。
害虫の殺虫剤抵抗性発達の機構については
このような現象は明確には知られていない。
トランスポーターによる新規の殺虫剤抵抗
性機構の存在を想定して、トランスポーター
遺伝子の探索とその機能解析を行い、殺虫剤
抵抗性対策に資する。 
 
３．研究の方法 

 これまでのカイコのABCトランスポーター
解析、トビイロウンカの糖トランスポーター
解析の経験をもとに、 EST （ expressed 
sequence tag）解析、RNA-Seq 解析、ゲノム
配列解析のデータを利用して、トビイロウン
カのABCトランスポーターを網羅的に解析し、
多剤耐性ABCトランスポーターの候補遺伝子
を見つけ出す。この遺伝子を培養細胞（昆虫
細胞）に発現させ、細胞に薬剤耐性を付与す
ることにより、その遺伝子の薬物排出機能を
明らかにする。 
  トビイロウンカのABCトランスポーター
の解析をすすめるために、カイコの BT 抵抗
性に係わる ABC トランスポーター配列と、同
じカメムシ目のエンドウヒゲナガアブラム
シで、薬剤多剤耐性の ABC トランスポーター
配列に似ていると考えられている配列をク
エリーにして、トビイロウンカのゲノム配列
および RNA-Seq 解析配列から候補となる ABC
トランスポーター遺伝子をブラスト検索に
より選抜した。得られた遺伝子断片から各種
PCR により、cDNA 全長配列を決定した。 
 また、トビイロウンカのマイクロアレイを
利用して、各種殺虫剤を処理したトビイロウ
ンカで発現量が変化する遺伝子を調査し、そ
のなかから、遺伝子発現量が共通して上昇す
るABCトランスポーターを特定した。そして、
同様にその全長 cDNA 配列を決定した。用い
た殺虫剤は 11 種で、神経系に働くものを選
び出した。これは、施用量を LD50値をもとに
決定したが、LD50値の測定が一定の条件でで
きると考えられる即効性の薬剤を選んだた
めである。マイクロマニプレーターを用いて
アセトン希釈したLD50に相当する薬剤量を処
理して 4時間後にウンカから total RNA を抽
出した。薬剤処理して 4時間で発現量変化を
示す遺伝子をマイクロアレイ（#36481, 4 x 
44K Agilent array）で解析を行った。Gene 
Spring を用いて各解析ごとに発現量変化の
あるアレイ上のプローブを抽出した。各殺虫
剤処理間での共通する遺伝子を探索するに
は、発現量変化のあったプローブ名を、Ruby 
script を作り、相互に比較検討しすることに
よって行った。 
 これらの遺伝子を昆虫細胞発現ベクター
である、pIZ/V5-His に導入し、Sf9 細胞で発
現させた。また、Stable cell line を得る
ために、ゼオシンで選抜した。これらの細胞
を用いて細胞毒性試験をすべく、CellTiter 
96® AQueous One Solution Cell 
Proliferation Assay（Promega）を用いて実
験条件を整えた。 
 
４．研究成果 
(1) トビイロウンカの ABC トランスポータ
ー遺伝子配列の決定 
 多細胞生物には ABC トランスポーター遺
伝子が多数存在し、配列も良く似ている。そ
こで、これらの中から薬剤排出を担っている
と考えられる ABC トランスポーターを選び



出す必要がある。 
 そこで、すでにほ乳類などで多剤薬剤耐性
として知られている遺伝子に高い相同性を
示すと考えられているエンドウヒゲナガア
ブラムシの配列をもとに、ブラストにより幾
つかのトビイロウンカの ABC トランスポー
ター遺伝子断片を得た。それらを PCR でつ
なぎ合わせ、その配列に最も良く似ていると
考えられるトビイロウンカの ABC トランス
ポーター遺伝子配列 1,522 アミノ酸
（Nl_ABC1遺伝子）を得た。 
 一方、カイコの Bt 剤抵抗性に係わる遺伝
子配列を明らかにしており、その配列に最も
よく似た ABC トランスポーター配列を、同
様にトビイロウンカから選び出し、同様に遺
伝子配列全長 1,396 アミノ酸（Nl_ABC2 遺
伝子）を明らかにした。これらの遺伝子は、
ABC ドメインを二つずつ持ち、それぞれ
Waker A, Waker B, C-motifを有していた。
また、12箇所の膜貫通領域が推定された。 
 
(2) トビイロウンカに対する各種殺虫剤の
処理と遺伝子発現の網羅的解析 
 薬剤耐性に係わる因子は、薬剤の処理によ
って遺伝子発現量が上昇したりする可能性
が考えられた。実際にどのような遺伝子が発
現量変化を示すのかを明らかにするために、
次の 11 種類の殺虫剤をマイクロマニプレー
ターで処理した。有機リン剤（フェニトロチ
オン MEP, フェントエート PAP）、カーバメ
ート剤（カルバリル NAC, フェノブカルブ 
BPMC）、ピレスロイド剤（エトフェンプロッ
クス EP, ペルメトリン PM）、ネライストキ
シン剤（ネライストキシン蓚酸塩 NT, チオ
シクラム TC）、ネオニコチノイド剤（アセタ
ミプリド AAP, イミダクロプリド IMI）、フ
ェニルピラゾール剤（フィプロニル FIP）の
11 種で、各作用性ごとに 2 種類ずつ選んだ。
フェニルピラゾール剤は１種類とした。 
 薬剤処理を 3反復し、各薬剤の反復ごとに
それぞれ一色法でマイクロアレイ解析を行
った。アセトン処理のコントロールと比べて、
有意に発現量が増加した遺伝子プローブと
低下した遺伝子プローブを抽出した。処理薬
剤 10 剤以上で共通して発現量が増加した遺
伝子が 10 個、9剤で共通して発現量が低下し
た遺伝子が 3個見つかった。また、幾つかの
殺虫剤処理により、発現量が増加した遺伝子
のなかに、ABCトランスポーターが見つかっ
た（図１）。この遺伝子の発現量を各殺虫剤
処理で調べて見たところどの処理でも上昇
しており、特に、有機リン剤 2 種、NAC, NT
で有意な上昇が見られた（図２）。 
 そこで、この ABC トランスポーター遺伝
子（Nl_ABC3）についても、全長 cDNA 配
列を解析し、1,313 アミノ酸をコードしてい
ること、Waker A, Waker B, C-motifなどの
モチーフを有していること、そして 12箇所の
膜貫通領域が存在することを確認した。この
遺伝子は、殺虫剤によって発現が誘導される

と考えられ、殺虫剤の排出などにかかわって
いる可能性が考えられた。 
 

 
図１．有機リン剤のフェントエート(PAP)処
理により発現量が上昇した上位の遺伝子。
Fold change は上昇の倍数を表す。赤字は
ABCトランスポーター遺伝子。 
 

 

図２．11 種の薬剤処理（LD50薬量で４時間）
によるABCトランスポーター遺伝子の発現量
の上昇。星印は統計的に有意（*５%と**１％）
な上昇を示す。 
 
 
(3) 3種ABCトランスポーター遺伝子の細胞
株での発現 
 トビイロウンカから、薬剤排泄に係わる可
能性のある 3 種の ABCトランスポーター遺
伝子の配列を得た。これらが、実際薬物を細
胞外に排泄する能力を有するかどうかを明
らかにするために、Sf9 細胞での発現を試み
た。3種遺伝子の全長配列を pIZ/V5-His ベク
ターに組込み、細胞に導入し、さらに抗生物
質 Zeocin で、遺伝子が染色体に取り込まれ
た細胞を選抜した。2 回試みたが、うまく細
胞を選抜できなかったので、現在もう一度試
みている。また、染色体に確実に取り込ませ
るために、トランスポゾンベクターである
piggyback に組み込んでいる。組み込んだ後
は、細胞毒性のある殺虫剤を処理し、ABCト
ランスポーター遺伝子を組み込んだ細胞で、
耐性が高まることを証明する。この細胞での



発現のステップで時間を費やし、この成果報
告書作成時にはまだ毒物の排泄の証明まで
は至っていない。早急に、ABCトランスポー
ター遺伝子が染色体に組み込まれた細胞を
作製し、毒性試験をおこない、これらの遺伝
子が殺虫剤の排泄に働いているかどうかを
明らかにする。 
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