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は　 じ　 め 　 に

　殺虫剤抵抗性 に は多 くの 要因 が 存在す る が，大 き く二 っ

に 分類す る こ とが で き る．一
っ は 殺虫剤 が処 理 され て か ら

作用点 に 到達す る まで の 過程で そ の 量 を減少 さ せ る もの で，

こ れ に関与す る要因 に は殺虫剤に対す る忌 避行動
1）

， 昆 虫

表皮 の 薬剤浸透性低下，薬剤解毒酵素活性 の 増強 お よ び，

薬剤 と結合す る タ ン パ ク質な どの 増加などが知 られて い る，

も う
一

つ は，薬剤 の 作用点 自体 が変 化 して 薬剤 に 対 す る感

受性 を 低下 さ せ る もの で あ る．最近 の 分子生 物学的研究手

法 の 進歩 に伴 い，比較的扱 い や すい 解毒機構 と薬剤感受性

低下機構に っ い て は遺伝子 レ ベ ル の 研究が 進 ん で い る．

　解毒機構 に 関 して は，酸化的解毒酵素 で あ る シ ト ク ロ ム

P450 活性 の 増強 や 抱合解毒酵素で あ る グ ル タ チ オ ン S一ト

ラ ン ス フ ェラ
ーゼ 活 性 増 強 が そ れ ら遺 伝 子 の 転写活 性 上 昇

に よ る こ とや，加水分解酵素で あ る カ ル ボ キ シ エ ス テ ラ
ー

ゼ 活性増強 が 遺伝子増幅 に よ る こ とが 明 らか に さ れて い

る
2｝．

　作 用 点 の 薬剤感受性低下 に 関 して は ，GABA 受容体 の

シ ク ロ ジ エ ン 殺虫剤感受性低下 の 原因 と し て 酵素構成 ア ミ

ノ 酸 の 置換が 最初 に 明 ら か に さ れ た ．多 くの キ イ ロ シ ョ ウ

ジ ョ ウ バ エ の シ ク ロ ジ エ ン 抵抗性系統 で は GABA 受容体

遺伝子の 302 番 ア ラ ニ ン が セ リ ン （S302A） に 変化 して お

り，こ の 置換 の み で 薬剤感受性 が 明 らか に 低下す る
1〕．さ

らに，他の 昆虫 の シ ク ロ ジ エ ン 抵抗性系統 で も相同 な位置

の ア ラ ニン が セ リ ン に 置換 して い る こ と も明らか に さ れ た．

こ の こ と は，受容体 の 機能 を 保持 し，か っ ，薬剤感受性低

下 に つ な が る ア ミ ノ 酸変異がきわ め て 限 られ た 位置 で しか

起きな い こ とを示唆 して い る，作用点構造 の ア ミ ノ 酸置換

に よ る薬剤感受性低下 は ピ レ ス ロ イ ド抵抗性昆虫，い わ ゆ

る kdr系統 に お ける 作用点 Na
’

チ ャ ン ネ ル に お い て も示 さ

れ て い る
4’S）．

　 こ こ で 紹介す る ア セ チ ル コ
IJ

ン ェ ス テ ラ
ーゼ （AChE ）

に っ い て も，薬剤感受性低下 の 原因 と して 酵素蛋白の ア ミ

ノ 酸置換 が 明 ら か に な り つ つ あ る が ，最 近 ま で 昆虫の

AChE が 1 ゲ ノ ム 1構 造 遺 伝子 座 と考 え られ て い た こ と に

よ っ て 解釈の 難 しい 研究結果 も多か っ た ．こ れ はゲ ノ ム 解

析の 終
一
rした キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の AChE が 1 ゲ ノ ム

1構造遺伝子座 で あ り，昆虫 の AChE の 分子生物学的研究

が そ れ を基礎 に 進 め られて きた い きさ っ に よ る，しか し，

第 2 の AChE 遺伝子 の 存在 が い くっ か の 昆 虫 種 で 確 認 さ れ

た こ とか ら，こ の 酵素 に お い て も薬剤感 受性低下 が AChE

構造 ア ミ ノ 酸の 置換 に よ っ て もた らさ れ る こ とが確実視 さ

れ る よ うに な っ た，こ の よ うな 経緯 な ど も含 め ，わ れ わ れ

の 研究 を中心 に現状を 述べ る．

1．有機 リ ン 剤，カ ーバ メ ー ト剤 の 作用点 AChE

＊
〒 305−8572 　つ くば市天 王台 1−1−l

　E−mail ： ykon 。 ＠sakura ．cc ．tsUkuba ．a 。．jp

　AChE は 有機 リ ン 剤，カ
ーバ メ

ー
ト剤 の 作用 点 で あ る．

コ リ ン 作動性神経 の 軸索 上 を伝 わ っ て きた 電気的興奮 は シ

ナ プ ス 前膜か ら神経伝達物質 ア セ チ ル コ リ ン （ACh ）を放

出 さ せ ，そ れ が シ ナ プ ス 後膜 の ACh 受容体 に 結合 して 膜

の 興奮を引き起 こ す こ と に よ っ て 細胞間で 刺激 が 伝達 さ れ

る．AChE は こ の と きに 余分 な ACh を 速 や か に 分解 して

神経伝達 を 正 常 に 終結 させ る酵素 で あ る．昆虫 で は 約 150

kDa の 2量 体蛋白 と して 存在 し，グ リ コ リ ピ ドア ン カ
ーを

介 して 細胞膜 に 付着 して い る，多 くの 動物 の AChE ア ミ ノ
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MSS 工 SMXVGILLC 工AV 工 SPVVG 工 FDRLVV ΩTSSGPIRGRS 　 40

TMVQGREVHVFNGVPFAKPPVDGLRF ΩKPVPAEPWHGVI ．D 　80
　 　 　 　 1　　　　 　　　　　　　　　 a　　　　　 　　 l

ATRLPPSC 工ΩERYEYFPGFAGEEMWNPNTNVSED ⊆LY ：LNI 　 120

曷VPTK 。 R 。 R 。。 RGLN ， G。。 ， YFQDDDD ・ΩRΩHΩ SKGG ：・AM ・6・

　 q　　OO 　　 　　　　　　　 g
LVW 工 YGGGFMSGTSTLDVYNAEILAAVGNVIVASMOV ：RVG 　 200

AFGFFYLAPYLNGREEEAPGNVGLWDQALAIRWLKENAKA 　240
　 　 　 　 　 　 　 　

FGGDPDL 工 TLFGE 圈みGGSSVsLHLLSPATRGLSHRGIL ΩS　 280

　 　 　 P　　　　　　　　　　　　　　2
GTI」NAPWSHMTAEKALSVAESLIDDCNCNVTLLKDSP ．GSV 　320
　 2　　 　　　 　　 9　　　 P5
MNCMRNVDAKT 工SV ΩQWNSYSG 工 LGFPSAPTIDGVFMTAD 　 360

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 9P
PMTMLREANLEGIDII 」VGSNRD 圍mSTYFLLVDF工DYFEKDA 　 400

ATSLPRDKF 。、、 M 。 T 、eSKASEP、 R 、A エ、FQ ． ，G。 、 SGND 　 44 ・

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3
GYQN ΩQQVGRAVGDHFFI ⊆PTNEFALGLTDRGASVHYYYF 　 480

　 　 　 　 　 　 9
THRTSTS ］LWGEWMGVI 」匯｝GDEVEYIFGQPMNATLQYR ΩRER 　520

DLSRRMVLSVSEFARSGNPALEGEHWPLYTKENPIYFIFN 　 560
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3
AEGEDDLRGEKYGRGPHATSCAFWNDFLPRLRAWSIPPKP 　 6DO

dSCNMLD
Ω ISAPLSVRYVDFKVVTVLTVLIVLR ：．F 　　　　　　　633

図 1． コ ガ タ ア カ イ エ カ AChEl の ア ミ ノ 酸 配 列．下 線 ：

シ グ ナル ペ プ チ ド，1，2，3，d を 付 し た C ：分子内シ ス テ イ ン

結合 3 組 と分子 間結合の シ ス テ イ ン ，圄，圍，回 ： catalytic　tri−

ad ，　 a を付 した ア ミ ノ 酸 ：cheline 　binding　site に あ っ て コ リ

ン と結合 す る ア ミ ノ 酸，o を付 した ア ミ ノ 酸 ： exyanion

holeを 形 成 す る ア ミ ノ 酸 ，　 p を 付 し た ア ミ ノ 酸 ： acyl

pocket を 形成す る ア ミ ノ 酸，　 p ：T．　californica 　AChE で は

Val で あ る，　p ：T．　califomica 　AChE で は Phe で あ る，　 g を

付 したア ミ ノ 酸 ：ゴージ内 を裏打 ち す る芳 香族 ア
．
ミノ 酸

酸 配 列 の 比較 お よ び シ ビ レ エ イ Torpedo　caiifornica 　AChE

結晶構造 の X 線解析 に よ っ て AChE 共通 の 構造 が 明 ら か

に な り
6），キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ AChE に つ い て も同様

な 解析が行われ
7〕，脊椎動物 と昆虫 と の 共通点．，相違点 が

明 らか に さ れ た．図 1 は コ ガ タ ア カ イ エ カ AChEl の 633

残基か らな る ア ミ ノ 酸配列 を 示 して い る。活性中心 に あ る

プ ロ ト ン リ レ
ー
機構 に 関与す る Ser，　 Giu，　 His の い わ ゆ る

catalytic 　triadと呼ばれ る 3 ア ミ ノ 酸，　 ACh の ア ル コ キ シ基

と疎水結合す る acyl 　pocket （Trp，　Phe，　 Phe，
　 Phe），

ア シ ル

基二 重結合酸素 と水素結合す る oxyanion 　hole （Gly，　 Gly，

Ala），お よ び ACh の コ リ ン 部分 と結合 す る ：rnionic　sub −

strate　binding　site と呼 ば れ る部位の Trp が，構造 タ ン パ ク

の 保存ア ミノ 酸配列 と して 挙 げ られ る，さ らに，サ ブユ ニ ッ

ト 内の 3 組の ジ ス ル フ ィ ド結合に 関 わ る 6 っ の Cys と ダ

イ マ
ー
形成 に 関与す る c一末端近傍 の Cys ， お よ び活性中

心 の 存在す る ゴージ と呼 ば れ る窪 み を 裏打 ち す る 10個 の

芳香族 ア ミ ノ 酸 （acyl 　pocket に あ る もの も含 め る ） も保存

さ れ て い る，こ れ ら の ア ミ ノ 酸 を活性中心 の 構造 に 入 れ て

模式的 に 示 した の が 図 2 で あ る ，ゴ ージ入 り 口 近 くに pe−

ripheral 　anionic 　binding　site と呼 ば れ る，ア ロ ス テ 1丿 ッ ク 効

果 に 関係す る 基質 と の 結合部位 の 存在 も考 え ら れ て い る．

また，コ リン 結合部位 は イ オ ン 間 の 結合 と考 え られ て きた

が，む しろ 疎水性部位 へ の 吸着 と考 え た ほ うが よ い よ うで

解説 　61

　 　 　

　 　 　 　

　　・cyl 　

蝋

　　　　　　　 catalytie 　niad　　　 コ リン 結合 部位

加水分 解部位
gap °一推定 される 水素結合

唖 圃 セ リン と ACh の

　 　 カ ル ボ ニル 炭素 との 結合

図 2．AChE 活 性 中心 の 模 式図．

あ る．シ ビ レ エ イ AChE 　 acyl 　pocket の 芳香族ア ミ ノ 酸 に

つ い て は，コ ガ タ ア カ イ エ カ AChEl 　Leu344 （図 1，p）の

相同位置が Phe に，　 Pbe457 （図 1，p）が Val に 代わ っ て お

り，こ の 部位の Pheの 数 は変わらな い ，

2．有機 リ ン，カーバ メート抵抗性 と AChE の

　　　　　　　薬剤感 受 性低下

　有機 リ ン
，

カ ーバ メ ート化合物は作用点 で あ る AChE の

基質結 合部位 に ACh と 競合的 か っ 不可逆的に結合 して

ACh 分解機能 を阻害す る．そ の 結果，シ ナ プ ス 部位 で 異

常興奮が 起 こ り，続 い て 神経 は麻痺 し，昆虫 は 死亡す る．

　有機 リ ン 剤に 対す る抵抗性は ハ ダ ニ で 1950 年代 か ら報

告さ れ て お り， わ が 国 で も 1950年代末 か ら 1960年代前半

に か け て ミ カ ン ハ ダ ニ な ど で 報告さ れ た．そ して ，1964

年 に は ナ ミ ハ ダニ の 有機 リン 剤抵抗性要因 と して AChE の

薬剤感受性低下 が 示 さ れ た
s・P〕．こ の AChE の 感受性低下

を methyl 　paraoxon の 1，n 値 に よ り比較す る と抵抗性 ナ ミ ハ

ダ ニ AChE は 感受性 の 111000で あ っ た，さ らに ， こ の 抵

抗性AChE の ACh 分解活性 は 感受性 の もの の 315 に 低下

す る こ と と，paraoxon の alkyl 基置換体 （methyl −butyl） の

阻害 の 変化か ら酵素 の 加水分解部位 に 変化 が 起 きて い る の

で は な い か と推察 さ れた
1ω，

　昆虫で は最初 に ツ マ グ ロ ヨ コ バ イ の カーバ メ ー
ト剤抵 抗

性 に 伴 っ て 起 き る AChE 薬剤感受性低下 が研究 さ れ た．こ

の AChE は propoxurに最 も感受性を低下 さ せ て お り （1，。

値 の 比較 で 感受性系統 の 11115），薬剤感受性低下に伴 い

ACh に 対 す る 至 適 濃度 が 認 め ら れ な く な り，相対的 に

butyrylcholine分解性 が 高 ま る な ど酵素 の 性質 も変化 した
11），

興味深 い の は，感受性低下 AChE は n −propy1型 の カ
ーバ メ

ー

トや propaphos　sulfoxide ，　 diazoxon等 の
一

部 の 有機 リ ン 化

合物 に 対 して は か え っ て 感受性 が 高 ま る こ とで あ る，

　今 日 まで に 有機 リ ン ，カ
ーバ メ

ー
ト殺虫剤抵抗性要因 と

な る AChE の 薬剤感受性低下 の 例 は 昆虫，ダ ニ に お い て

N 工工
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表 1． 昆虫 ・ダ ニ の 薬 剤 抵抗 性 に 関与す る ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ーゼ （AChE ）の 感 受性低下

種 阻 害剤
　 　 感受 性比

（LDま た は kl＊＊＊ の 比 ）

半翅 目

　 ワ タ ア ブ ラ ム シ Aphis 　gossJpi＊
．＊ ＊

　 モ モ ア カア ブラ ム シ Myzus　persicae
＊＊

　 ム ギ ミ ド リア ブ ラ ム シ Schizaρhis　graminum＊

　 ツ マ グ ロ ヨ コ バ イ Nephotettix　cincticeps ＊ ＊

　 タ バ コ コ ナ ジラ ミ Bemisia　tabaci

　 カ ス ミ カ メ ム シ の 一fi　Lソgns　hesperus
鞘翅 目

　 コ ロ ラ ドハ ム シ Leptinotarsa　decemlineata＊

　 イ ネ ド ロ オ イ ム シ Oulema 　oryzae ＊ ＊

鱗翅 ロ

　 コ ナ ガ 1）tutelta　xylostella
＊ ＊

　
ハ ス モ ン ヨ トウ近 縁種 勘 0ゆ ’θrσ 伽 or α〜1∫

　 ッ メ ク サ ガ の 同属種 Heliothis　virescens

双 翅 目

　ア カ イ エ カ Culex　pipiens
＊

　 コ ガ タア カ イ エ カ Cugex　tritaeniorhynchus＊＊

　 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ ェ Drosophila　melanogaster ＊

　 ヒ ッ ジキ ン バ エ Lucilia　cuprina ＊

　 ミバ エ の 一種 Bactocera　oleae ＊

　 イ エ ノ ｛ エ Musca　domestica＊ ＊

ダ ニ 目前 気 門亜 目

　 ナ ミハ ダ ニ Tetranychus　urticae
＊ ＊

　カ ン ザ ワ ハ ダ ニ Tetranychus　kanzawai ＊ ＊

ダ ニ 目後 気 門亜 目

　オ ウ シ マ ダ ニ Boophilus　microplors ＊

ダ ニ 目中気 門亜 目

　カ ブ リ ダ ニ の 一
種 Amblyseius　potentiUae

pyrimicarb
P「opoxu 「

paエaoxonP

「opoxu 「

P「opoxu 「

pa「aoxon

azinphosmethy 弖一〇xon

P「opoxu 「

me 血 omym

−paraOXQn
m −pa「aoxon

P「epoxu 「

paraoxenmalaoxondiazoxonemetoaterabon

paraoxonmalaoxon

diazinon

pa 「aoxon

　 14
　 492

，1＊＊＊

H52

，500
　 34

16＊ ＊ ＊

50，000

022312

3e，OOO1
，500

　 21
．5＊ ＊ ＊

16＊ ＊ ＊

　38

5001

，000

85

311＊ ＊ ＊

主 に 文献12）に よ っ た．＊ AChE 遺伝子 の ク ロ ーニ ン グが な さ れ た 種．＊ ＊ 著 者 ら の グル ー
プ が ク ロ

ーニ ン グ した 種．

30 種以一．ヒ知 ら れ て お り，そ の 主 な 例 を 表 1 に 示 した
Lコ），

こ の 中 に は ， わ れ わ れ が AChE の ク ロ
ーニ ン グを 行 って い

る 9 種 の 昆虫，ハ ダ ニ が 含 まれ る．1990年前後 か ら東北，

関東地方 で 報告 さ れて い るイ ネ ドロ オ イ ム シ の カ ーバ メ
ー

ト剤，有機 リ ン 剤 に 対す る抵抗性も AChE の 感受性低下 に

起 因 して い る こ とが 明 らか に さ れ て い る
11 〕

，

　1982 年 に 富山県 で 採集 さ れ た 富山系統コ ガ タ ア カ イ エ

カ の AChE は ほ とん ど の 有機 リ ン 化合物 に 対 して 感受性 を

低下 させ て い る
14・　’5）．富山系統 AChE の 各種薬剤 に 対す る

感受性 を感受性台湾系統 と 1，。で 比較す る と図 3 の よ うに

な る．富山系統 AChE の 感 受性 は ほ とん どの 有機 リ ン 化合

物 に 対 して 111000以 下 で あ り，カ
ーバ メ

ー
ト化合物 に 対

して は約 11100で あ る，有機 リ ン や カ
ーバ メ

ー
ト は AChE

の 活性 中心 に ACh と 同 じよ うに は まり込 ん で 酵素活性を

阻害す るの で ，感受性低下 AChE で は こ の 部分 に 立体的変

化が 生 じて い る と考 え られ る，実際，基質結合部分 に き っ

ち りは ま り込 ん で 阻害活性 を 示す化合物 で は な い tacrine

や ambenonium は 両系統 の AChE に 対 して 同程度の 阻害活

性 を 示 す （図 3）．ま た，富山系統 の AChE に は 感受性系

統 の AChE で 見 られ る 至 適 pH ，至 適 基 質濃度 が 顕著 で は

な くな り，ACh に 対 す る基 質 特 異 性 が よ り 高 くな り，

口

E
 

》

ρ
ド一
〇

山
二

Q
く」
D｝（
Σ｝
o

』
α

1 2 3 4 5

ptso（M）forAChE 　ofTeiwan6

7

図 3． コ ガ タ ア カ イ エ カ 感受 性 （台 湾 ）と抵 抗 性 系統 （富

1．［1）の AChE に 対す る 各種 薬剤 の 阻害活性 （pl，n （M ）で 表 示），
O ；有 機 リ ン化 合物，口 ：カ ーバ メ ート，■ ：alkylsulfonyl −

phenyl　 methanesulfonate イ匕合物 （15〜21 は 図 4 の NK −2〜

NK −8 に 対 応 ），× ：そ の 他 の 化 合物．

8

acetylthiocholine （ATCh ），　 propionylthiocholine（PTCh ）　と

分子 の 長 さ が 長 くな る に っ れ 急激 に 加水分解活性 が 落 ち る

こ と も判明 して い る （表 2）
］5〕，さ らに ，両系統 AChE に
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表 2．コ ガ タ ア カ イ エ カ 富Ll」系統 （抵抗性） と台湾系統 （感受性）AChE の 3種基質 に対す る分解性 （κ。値で 表示）

基　　質

Acetylcholine

　 （ACh ）

Acetylthiecholine

　　（ATCh ）

Propionylthiocheline

　　 （PTCh）

ToyamaTaiwan 4．68× 10
−5

7．19 × 10
−s

6，79× 10
−4

1．18 × 10
−4

8．08× 直0
−’

1．01 × 10
−
コ

Toyama1Taiwan 0．65 5．75 7．77

　 　 　 　 CACh，

　 3．？6Ac

丶 ／u
°
　
S−clH4− ・c・H，）、

　 ク
cII7 ・36°

　 0

　 　 　 　 〔ATCh ］

　 　 4．31A
　

Ckc

縞＞ C、H4＿ N 、CH，，
　 ♂

　 　 　 　 〔FrCh）

　 　 　 4．96A　

。！  磁訴 一 N・CH ・・

　 　 　 ．O

各基質の 矢印で 示す 2炭素間の 距離と酸素 また は 硫黄原子の 位置で の 角度を表示．

6

　　5

4

E3
晝

2

1

0

8

J

1　 　　 2　　 　 3　 　　 4　　 　 5　　 　 6

　 Distance　be量ween 　S　and 　C　atoms （A）

図 4． コ ガ タ ア カ イ エ カ 富 山系統 （ロ ） と 台湾系統 （齦 ）

AChE の alkylsulfenylphenyl 　methanesulfbnate に 対す る 感受

監 の 比 較 横 軸 は alkylsulfbnyl 基 の 硫黄 原 子 と末 端炭 索 原

子 の 距 離で あ る．各 点 に 付 した 数字 2〜8 は NK −2〜NK −8
に 対応 し，そ れ ら の 置換 ア ル キ ル 基 は NK −2 か ら順 に

ethyl，　n −propyl，　iso−propyl，　n −butyr，　sec −butyl，　iso−buty1，　n −pentyl
で あ る，距 離 と 阻 害 活 性 の 間 に は富 山 で Y＝− 0．86Cr −

4．55）1
＋ 3．66，台湾 で r＝− O．88（X − 4．55）2

＋ 5．41 の よ うな関

係が み られ る．

対 す る alkyl 基 を置換 した
一

連 の 阻害剤 3−alkylsulfonyl −

phenyl　methanesulfonate の 構造
一
活性相関 か ら，コ リ ン 結合

部分 に 対応す る ア ル キ ル 基 の 長 さ は感受 性 低 下 に 影 響 しな

い と 考 え られ，富山系統 AChE の 構造変 化 は基 質 結 合 部 位

の 中 で も加水分解部分で 起 き て い る と結論 さ れ る （図

4）
1‘）．

3．AChEl 型の 遺伝子と薬剤感受性低下

　昆虫 AChE の 分子生物学的研究 は キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ

エ AChE 遺伝子 （ace ）
”）

をモ デ ル に 発展 した こ とを踏 まえ，

こ こ で は こ の 昆虫 の ace と オ ル ソ ロ ガ ス な AChE を 1型

（AChE1 ） と 呼 び，最近明 らか に さ れ っ っ あ る ace と パ ラ

ロ ガ ス な もの を 2 型 （AChE2 ） と呼ぶ こ と に す る （フ ラ ン

ス 人研究者らは カ の AChE に 対して 逆 の 呼び 方 を して い る

が，こ こ で は 混乱を 避け るた め 彼 らの 研究を紹介す る際 に

も上述 の 記述法 に よ る）．Mutero ら
Is）

は，有機 リ ン 剤感受

性 を 低下 さ せ た ace で 見っ か っ た 4 ヵ所 の ア ミ ノ 酸置換す

な わ ち Fll5S，1199V，　 G303A ，　 F368Y （A 数字 B は 「数

字 」 番目の ア ミ ノ 酸 A が ア ミ ノ 酸 B に置換 した こ とを表

す）を in　vitro 　mutagenesis に よ り感受性系統 の ace 　 cDNA

に 導入 して ア フ リカ ッ メ ガ エ ル 卵母細胞系 で 発現させ た．

3残基置換 の 可能 な 組 み 合 わ せ を もっ 4 種 ace は ア ミ ノ 酸

置 換 の 相 乗 効 果 に よ り感 受 性 が 低下 し た が ，中 で も

Vl99＋ A303＋ Y368 の 組 み 合わ せ を もっ もの は paraoxon

感受性 が約 1180に低下した．こ の 結果か ら Mutero ら
ls）

は，

自然集団 に す で に 存在す る比較的弱 い レ ベ ル の 抵抗性をも

た ら す遺伝子が 遺伝的組換 え に よ り集積 し，殺虫剤 の 淘汰

に よ り定着 して 抵抗性 の 機構 と な っ た と推 定 して い る．

　東京 湾廃 棄物埋立 処分場由来 の 薬剤抵抗性 イ エ バ エ

AChE 　cDNA を 解析 した 結果 で は，四 っ の ア ミ ノ 酸置換

（Il62M，　 V260L，　 G342A，　 F407Y ） が 見っ か り，そ の う ち

二 つ （G342A ，　 F407Y ） は キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ で 明 ら

か に さ れ た G303A ，　 F368Y と 相同 の ア ミ ノ 酸 の 置換 で あ っ

た．V260L の 置換 は n −propyl 型 有機 リ ン 剤抵抗性 に 特徴

的 で あ り，さ らに ，こ の 抵抗性 の AChE に は G342V の 置

換 も加 わ って い る こ と が 明 らか に さ れ た
19）．三 っ の 置換

（1162M ，　 G342A ，　 F407Y ） を 含 ん だ cDNA をバ キ ュ ロ ウ

イ ル ス に 組み 込 み，昆虫培養細胞で 発現 した AChE は 感受

性 と比 べ f¢ nitroxon 感受性 が 1／22 に 低下 して い た
1°）．
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　 ミ バ エ Bactrocera　 oleae に お い て も ace オ ル ソ ロ ガ ス

AChE に お け る感受性低下に関連 した ア ミノ 酸置換G488S

が見 っ か っ て い る
21）．

　 と こ ろ が ， コ ガ タ ア カ イ エ カ か ら ace オ ル ソ ロ ガ ス な

AChEl 　 cDNA を富山系統 と感受性台湾系統か ら ク ロ
ーニ

ン グ し，そ れ か ら読み とれ る ア ミ ノ酸配列 を比較 した結果

は 意外 に も両系統間 に 相違が ま っ た く認 め られ な か っ た

（未発表）。念 を押す た め に 両系統 の AChEl 　 cDNA （塩基 配

列 に は 若干 の 違 い が み られ た ） を バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス
ー
毘虫

培養細胞系で 発現 した が ， や は り，産生 さ れ た AChE の 薬

剤感受性 に は違 い が み られ な か った （未発表）．そ こ で，

日本 で 知 られ て い る AChE 感受性低下 に よ り殺虫剤抵抗性

を示す害虫，ツ マ グ ロ ヨ コ バ イ
M ），ワ タ ア ブ ラ ム シ （未発

表），モ モ ァ カ ァ ブ ラ ム シ
2コ）
，イ ネ ド ロ オ イ ム シ （未発表），

コ ナ ガ
2d ） を 材料 に し て ace オ ル ソ ロ ガ ス な AChEl 　 cDNA

を ク ロ
ーニ ン グ し ， 感受性系統と抵抗性系統 との 間で 比較

した が AChE 感受性低下 に 伴 っ た ア ミ ノ 酸置換 は検出さ れ

な か っ た．ナ ミハダ ニ
Z5｝ ，カ ン ザ ワ ハ ダニ （未発表） に

っ い て は結論を 保留 して い る． ア カ イ エ カ に お い て も

AChEl の ア ミ ノ 酸配列 に は 薬剤感受性低下 に 伴 う置換 は

認 め られ て い な い
2“｝．コ ガ タ ア カ イ エ カ に お い て は 染色体

上 の 分子 マ
ーカ ーを 用 い た RFLP に よ り AChEl と 抵抗性

要因 と を連鎖群解析 した と こ ろ，AChEl 遺伝 子は 第 1 染

色体上 に，感受性低下を決 め る遺伝子 は第 2 染色体上 に 存

在 す る こ と が 確 認 さ れ，AChEl 構 造 遺 伝 子 は薬 剤 感 受 性

に 直接 は 関与 しな い と い う結論が 得 られ た
2’）．

4．AChE2 型 の 発見

　 こ れまで 述 べ た こ とか ら，AChE 感受性低下機構 に は  

イ エ バ エ ，キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウバ エ 等 にみ られ る ace お よ

び そ の オ ル ソ ロ ガ ス AChE 構造 ア ミ ノ 酸 の 置換 に よ る もの

と，  コ ガ タ ア カ イ エ カ や 他 の 多 くの 昆虫種 で の AChEl

構造 タ ン パ ク に ア ミノ 酸置換を 伴 わ な い もの ，の 2 通 りあ

る こ とが 明 らか に な っ た．ア ミノ 酸置換を伴わ な い AChE

の 感受性低下 を 説明す る に は，AChE 遺伝子翻訳後 に 働 く

修 飾 に よ る酵素 の 立体構造変化が 考 え られ る．しか し，マ

ダニ Boophilus　 microplus2
“）

や線虫 Caenorhabditis　elegansz “）

で は そ れ ぞ れ 2 お よ び 4 種類の AChE 遺伝子 の 存在 が知 ら

れて お り，昆虫 に お い て も第 2 の AChE 遺伝子の 存在 とそ

れに 薬剤感受性低下 の 原因を 求 め る 考 え も可能で あ る．機

構解明 の 第
一

歩 は ，2002 年 に ace オ ル ソ ロ ガ ス な AChE

と は 相同性が 低 い AChE が ム ギ ミ ド リ ア ブ ラ ム シ
3°）

と マ

ラ リ ア 媒介蚊 An （〜pheles　gambiae
”1〕

に お い て 発見 さ れ た こ

と で あ っ た ．前者 に お い て は 薬剤 感 受 性 低 下 に 伴 う

AChE2 で の ア ミ ノ 酸 置 換 は 検 出 さ れ て い な い ．後 者 の 研

究 は 二 っ の AChE 遺 伝子 の 存在 を主 張 して い た フ ラ ン ス 研

究者 の 手 に よ る もの で ， 翌 年 ア カ イ エ カ に お い て 薬 剤感受

日本 農薬 学 会誌

性低下 に 関与す る と考 え られ る AChE2 構造 ア ミノ 酸 の 置

換が報告され た
ココ）．わ れ わ れ も AChE2 　cDNA の degenerate

primerを設計 し，モ モ ア カ ア ブ ラ ム シ
2コ），コ ガ タ ア カ イ エ

が ，ッ マ グ ロ ヨ コ バ イ
’コ）

に お い て 2 型 cDNA の ク ロ
ーニ

ン グ に 成功 した．図 5 に コ ガ タ ア カ イ エ カ と モ モ ァ カ ァ ブ

ラ ム シ AChE2 の ア ミ ノ酸配列をコ ガ タア カ イ エ カ AChE1 ，

キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウバ
エ ace ，シ ビ レ エ イ AChE と 並べ て

示 し た，AChE2 の ア ミ ノ 酸構造中に も先 に 述 べ た AChE

を特徴づ け る すべ て の 保存領域 が 確認 さ れ る が，ア ミ ノ酸

配 列 の 相同性 を AChE1 と AChE2 の 間で み る と コ ガ タア カ

イ エ カ で は 58％ で あ り，ハ マ ダ ラ カ An、　gambiae，モ モ ア

カ ア ブ ラム シ に おい て も 1型 と2 型との 間の 相同性 は そ れ

ぞ れ 59％，55％ で あ る．こ れ らの 値 は 同 じ型 の AChE の 昆

虫間 （モ モ ア カ ア ブ ラ ム シ ， コ ガ タ ア カ イ エ カ ，An．

gambiae） で の 相同 性 （1 型 で 78〜98％ ，お よ び 2 型 で

80〜96％ ）と比 べ 低く ， 明 らか に 異 な る型 と して 分類す べ

き もの で あ る．こ れ まで 昆虫，ダ ニ に お い て 明 らか に さ れ

て い る AChE ア ミ ノ 酸配列 に 基 づ い て 作成 した 系統関係 は

図6 の よ う に な り，二 つ の 型 が 異 な る 系統 に 分か れ る こ と

が は っ き りとわ か る ．

5。AChE2 に お け る 薬剤感受性 の原因 とな る

　　　　　　　ア ミノ酸置換

　 コ ガ タ ア カ イ エ カ に おい て AChE2 　cDNA 配列 に 基 づ い

て RFLP に よ る連鎖 群 解 析 を 行 っ た 結 果，こ の 遺伝 子 が す

で に 解析 され て い た AChE 薬 剤 感 受 性低下因子 の 第 2 染 色

体上 の 位置 に きわめ て 近接 して 存在す る こ とが 判明 し，両

者 は 同
一

の もの で あ る可 能性 が 高 ま っ た ， こ れ に よ り

AChE2 が こ の 昆虫の 薬剤感受性低下 の 原因 で あ る こ とが

示 され た （図 7）
3コ〕．

　An．　gambiae の 薬 剤 感 受 性 低 下 AChE2 で は ll9 番 の グ

リ シ ン が セ リ ン に 置換 （GllgS） して い る
コz），こ の グ リシ

ン は AChE 活性中心 の oxyanion 　holeに 位置 し，セ リ ン へ

の 置換が薬剤と の 親和性 を低下 させ て い る と考 え られ る．

実際 に GllgS を 置換す る よ う に 設計 した AChE2 　 cDNA を

キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 培養細胞で 発現 して ，そ の 酵素 の

薬剤感受性を試験す る と抵抗性系統 の AChE と 同様 の 感受

性低 ドが み られ て い る
11｝．

　 モ モ ア カ ア ブ ラ ム シ AChE2 で は S431F の 置換 が

pyrimicarb感 受性低下系統 で 起 き て い る．こ の セ リ ン の 位

置 は 活性中心 の acyl 　pocket部分の
一

っ の Phe と相同位置

に あ り （図 2），置 換 に よ り Phe に な る．こ の 部分 の 大 き

さ に 関 して い え ば，モ モ ア カ ア ブ ラ ム シ AChE は 他 の 昆虫

の AChE よ り大 きか っ た もの が 同 じ大 き さ に な っ た と理 解

され る
11｝，こ の ア ミ ノ 酸 置 換 に 伴 い 静 電 的環 境 の 変化 も起

こ る と 考 え ら れ る が ，a。yl　pocketの 大 き さ の 変化 は ，モ

モ ア カ ア ブ ラ ム シ の 薬剤感受性低下 が ジ メ チ ル カ
ーバ メ

ー
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myzpe−aGche2
cultrpacChe2

cultr −aochel
drome−acche
toroa−ecche
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6593516 図 5 ． コ ガ タ ア カ イ エカ，モモ ア カ ア ブ ラ ム シ の AChE2 およびコガ タ ア カ イエ カ AChEl ，キイロ シ

ウジョウバエace ，　Zcaiifomica 　AChl1 の アミノ酸 配 列，下 部 の ＊ は 5 種AChE に保存されたアミノ 酸を 示 す． 1 ， 2 ， 3 ， d

付し たC ；分子 内シ ス テ イ ン 結 合3 組と分子間結合のシステイン，t：catalytic　triad ，　a：choline 　 binding 　 site にあっ て コリンと結合するア

ノ酸，　 o ：oxyanionhole を形成するアミ ノ酸 ，　 p ： acyl

pocket を形成 するアミノ 酸 ト で あるpyrimicarb

の み起こり，モノメチ ル カ ー バ メー ト carbaryl な

には感受性低下を示さ ず ， 有 機 リン 剤 dichlorvos な ど

対し て は かえっ て感受性 が 増 す こ と を よ く説明 す る ． さ

に ， コ ガ タ ア カ イ エ カ AChE2 で は 上 述 のモモアカ

ブ ラ ム シ でみられた ア ミノ酸 置 換 と相 同
位置

に お い てF45
の 置 換 が 認 め ら れ た 31 ） ． ア ミ ノ 酸 分 子 の 大きさは

らに大きくなる 方 向 に 変化 し てお り，acylpocket

大きさが 小 さくなる ． これはコ ガ タ ア カ イ エ カ抵 抗 性系

の AChE が 立 体構 造 に お い て 基 質ACh に よ り特 化し

ACh よ
りわ ず か に 大 き い ATCh に対 し 極 端 に分解 N 工工 一
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図 6．　 ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 作成 した昆 虫 ・ダ ニ AChE
の 系統 樹．ウ シ オ マ ダ ニ B．micro ρlus　AChE2 を 外 群 と し，
T．　colifornica 　AChE の 1−535 ア ミノ酸に 対応 す る部分に よ っ

て 系 統樹 を作成 した．各 枝上 の 数字 は局 所 ブ ー
トス ト ラ ッ

プ 確 率 を 示 し，ス ケ ール は進 化 尺度 （substitUtions 〆site ） を

示す．Drome ： Drosophila 　 melanogaster ； bacol： Bactrocera

oleae ；musdo ；Musca 　domestica；luccu：Lucilia　cuprina ； cultr：

Culex　tritaeniorhynchus；　culpi ：　Cx．　pipiens；　aedae ：　Aedes
aegypti ；anost ：Anopheles　stephensi ；anoga ：An．　gambiae ；pluxy；

Plutella　xytosteila ；　helar：　Helicoveηpa　　armigera ；　［epde ：

Leptinotarsa　decemlineata； nepci ： Nephotettix　eincticeps ；

myzpe ： Myzus　persicae； aphgQ ： Aphis　gossypii； schgr ：

Schizaρhis　graminum； tetUr：　Tetranyehus　urticae ； bQomi：

Boophilus　microplus ；　boode ： B ．　decotorotus；　torca ：　Torpedo

californica 、

活性を低
一
ドさせ ，同時 に ほ とん どの 有機 リ ン 剤，カーバ メ

ー

ト剤に対して顕著 な 感受性低下を起 こ して い る こ とと符合

す る．

　AChE の 特徴 と し て 最適基質濃度 の 存在が 挙 げ られ る が，

こ れ は peripheral　anionic 　binding　site に 基 質 が 結合す る こ と

に よ る ア ロ ス テ リ ッ ク 効果 で 酵素活性 が抑制 され る た め と

理解 され て い る ．コ ガ タ ア カ イ エ カ AChE2 に お け る ア ミ

ノ 酸置換 は こ の 効果 を も消失 さ せ て お り，1 ア ミ ノ 酸置換

が こ の よ う な と こ ろ に も影響す る こ とが 知 られ る．

　
一

連 の 薬剤感受性低下機構解明の 最終的な 詰 め と して ，

cDNA の 発現 に よ る各種 AChE の 生 産 と，そ れ らの 薬剤感

受性 の 確 認 が 必 要 で あ り，現 在 こ れ に と りか か っ て い る．

日 本農薬学会誌
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図 7．分子 マ
ーカ ーを用 い た RFLP に よ る コ ガ タ ア カ イ エ

カ AChEl ，　 AChE2 お よ び AChE 感 受性 低 下要 因 （AChER ）

の連鎖群解析結果．数字は 各染色体上 の 相対的位置を 表す，

6．今 後 の 研 究

　以 上述 べ た よ う に ， こ の 2，3 年 の 研 究成果 に よ り

AChE の 薬剤感受性低下 の 分子機構 も構造 タ ン パ ク 中 の 特

定 ア ミ ノ 酸の 置換 に あ る こ と が ほ ぼ 明 ら か に な っ た．こ の

よ う な機構の 理解は 感受性低下作用点 に 作用 を 示す薬剤の

設計 に 役立 つ と同時 に，近年盛ん に な っ て い る AChE を使 っ

た バ イ オ セ ン サ
ー

の 構築 に 新 た な素材 を 提供 で きる と考 え

られ る．同時 に，新 た な生物学的疑問 も生 ま れ て くる．一

っ は，・ ・ 工 類 で は AChE 遺 伝子 が 1 ゲ ノ ム 1構 造 遺 伝子 座

で あ る の に 対 し，な ぜ 他 の 多 くの 昆虫 で は二 っ の 型 の

AChE が 存在す るの か とい う疑問で ある．そ れ に関連 して，

有機 リ ン 剤 な ど の 作用点で あ る神経 シ ナ プ ス で は 両種

AChE が と もに 発現 して い る の か，ハ エ 以外 の 昆虫 で は 1

型 AChE は ど の よ う な 機能 を もつ の か な ど の 疑問が 次 々 と

浮か ぶ ，今後，
こ の よ うな疑問 の 解明 に研究 が 進展 して ゆ

くと思 わ れ る，
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