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strainofhousefly,wasstudied.Thesupernatant

fromthel10uSeflyhomogenatesdegradeddiazinon

efficientlyinthepresenceorreducedglutathione.

TherewasnosignificantdifferencebetweentIle

ratesofdiazinondegradationbythesupernatant

ofHokotaandNAIDM strain.Themaindegra･

datiomproductswereidentifiedasdiethylphos･

phorothioicacidAndS-(2lisopropyl-4lmethy1-6-

pyrimidinyl)glutathione.Theoptimum pH for

diazinondegradationwassituatedapproximately

at8.5.Diazinondegradationbyglutathione-S-

transieraseinthesupernatantseemsnottoplay

animportantroleintheresistancemechanism

ofdiazinon-resistantHokotastrain.

Studies0nthe丸Iechanism ofResistanceinDiazimorLResistarLtⅡokotaStrainofElouseflies.

IV.Dial:inomMetabolism by班ixed･FunctionOxidase.ToshioSHONO(LaboratoryofApplied

Entomology,Faculty oEAgriculture,University ofTokyo)ReceivedApril1,1974.BoLyu･

Kagaku,39,80,1974.(withEnglishSummary84)

16. 鉾田産 diazinon抵抗性 イエJiエの抵抗性 の機構 に関する研究 IV.Mixed･ftnction

oxidaseによる diazinonの代謝 正野俊夫 (東京大学凸学部害虫学研死去) 49･4･1受Pi!

llCで概説した diazinonと diazoxonの microsomeによる代謝を,diazinon女王抗性の鉾田系

と感受性の NAIDM 系のイエバエで調べた.Diazinonは,NADPH の存在下に,microsomeの

miⅩed･functionoxidaseによって diazoxonと diethylphosphorothioicacidに代謝きれた.一

方,diazoxonは mixed･functionoxidaseにより梢近来磁誼の ether可浴性の物質に代謝された.

Diazinon,diazoxonを代謝する microsomeの miXed･Eunctionoxidaseの活性は, 鉾田系の万

が NAlDM 系より約3倍放く,また,mixed.functionoxidaseの阻召剤である sesamexが.鉾

m系のイエバエで,diazinonに共力作用を示す

diaZinon毛玉抗性の機梢として大きな役割を果た

Diazinon(0,0-dicthyl0-(2-isopropy1-4lmethy1

-6-pyrimidinyl)pl10Sphorothioate⊃抵抗性の鉾田系

イエバエについて.その抵抗性の梯川を調べたところ,

鉾田系のイエバエでは.皮TtVの diazinon透過性が低

下し.また,休伽 こおける diazoxon〔0,0-diethyl

0-(2-isopropyト4-methy1-6-pyrimidinyl) phos･

phate〕の1Gi'心1丘が少ないことが明らかにされた(正野,

1974a)い.ylに.鉾田系の イエバエでは,diazoxon

を分脈する phosphataseの活性が高く, これが抵抗

性の機fIVとして大きな役割を来たしていることも明ら

かにされた (正野.1974b)2).

本実験では,microsomeに存在する mixed･func･

lionoxidase(以下 mfo)によるdiazinon,diazoxon

の代謝を,抵抗性の鉾凹系と感受性の舛ul系の旧で比

べ,mfoの diazinon抵抗性機脚 こおいて発たす役割

について検討した.

材料および方法

イエバエ Diazinon抵抗性の鉾田系 と感受性の

NAIDM 系イエバエを用い,羽化後4-5日の成虫を

火映に映した.

供拭非剤 Ethy1-1111C-diazinon,ethyト1-I-C-dial

20XOn:住友qt子刀工菜株式会社より購入した.入手
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ことから.mixedイunctionoxidaseが.鉾田系の

していることが明らかになった.

時の比放射碓活性は,それぞれ0.600mCi/mM,0.645

mCi/mM であった.Sesamex〔2-(3,4-methylene･

dioxyphenyl)-3,6,9-trioxaundecane⊃:工菜川原休

を中外出光株式会社より細り受けた.

蔚索液 TsukamotoandCasida(1967)3)によれ

ば,イエバエの血胸部には mfoの inhibitcrがll'･在

するので,実験には腹部のみを用いT:.羽化4El故の

イエバエ成虫の腹部を切り取り,そ?2gを10mJの
0.25M シ,楓 0.01M EDTA を含む.)ン轍組的紋

(pH7.4,0.05M)で.homogenizerを川いて戯押

した.磨砕紋をガーゼでろ過した後,10,000gで10分

遠沈して,mitochondria を取 り除き,その上TLITlを

104,000gで1時間遠沈した.待られl:沈暇を1.5,～

の bovjnserum albminefraction V (Armour

PharmaceuticalCo.製) を含む1)ン酸絞術披 (pH

7,5,0.05M)に懸濁させ,microsome分画を札 こ

れを酢系紋とした.

帝素活性の測定 50FLgのHC-diazinonまたはHC-

diazoxoneを 0.1mtの n-hexaneに桁かし,15mt

の三角フラスコに入れ,hexaneを恭発 させた後.

lmLの郎諺三枚と,1mMのNADPHを加え,27oCで,

フラスコを振とうしながら2時聞 incubateした.皮

応時間終了後,反応紋に3mtの-&田水を加え,誠留し
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たether各5mJを用い3回地山した.水分両.etller

分相の一部を取り.それぞれ放射能活性を測rtjIした.

Ether分所は,2gの細水硫酸ナトI)ウムを加え.

deeplrcczcr(-15oC)申に1校放mして.脱水した.

脱水した ether分所は.剖諸f{li仇 小で.etherを灘

発させ.班故に.少兄の n-hexaneを加えて,TLC

の試料とした.

代謝物の分離,同定 TLC:TFlさ.0.25mmのsilica

gelG(Merck祉畢生);の柑屑を110●Cで1時間活性化

し,acetone,n-hexane(2･.3)で展開した.Radio･

autography:展開した蒋屑プレートに,Ⅹ線 film

(富士写真フイルム株式会社製,医療用)を式ね,暗

所に約1週間放置後,現像し,紹屑上の HCの位田を

確かめた.放射能の存在が椛認された位田の神層をか

き取り, その放射能活性を汎定 した. イオン交換

columnchromatography:水柄性の代謝物は,Plapp

andCasida(1958)l)の考案したイオン交換 column

chromatographyで同定した.100-200メッシュの

Dowex1-Ⅹ8イオン交換樹脂50gを内径 1.5cm の

クロマト管に充てんし,次の桐山紋を用いてgradient

法により浴出した.

(I) pH2HC1500mJ-PHIHC1500mJ

(I) PHIHC1200mt～lNHC1200mt

析出紋は10mtずつ分画し,各分所より2mtを取り.

放射能活性をnrJ定した. また,班畔物質の diethyl

phosphorothioicacid (以下 DEPTA),diethyl

pl10SpllOricacid(以下DEPA)を加えてcochromato-

graphyを行なった場合は,各分所より1mtを取り,

過塩素酸で壊機した後,Allenの方法でリンを比色定

虫した.

放射能活性の測定 水浴性分両は,試料0.5-2mt

を測定用バイアルに入れ dioxane系シンチレーター

(P㌣Olog,DMPOPOP0.25g,naphthalenel00g

にdioxaneを加えて lJにする) を加えた.Ether

分両は測定用バイアルに試料0.5-2mLを入れ ether

を恭発させてからtoluene系シンチレーター (PPO

4g,DMPOPOP0.1gをlLの tolueneに桁かす)

15mLを加えた.TLC の甜屑からかき取った silica

gelは測定用バイアルに入れ.15mJの toluene系シ

ンチレーターを加えた.イオン交換chromatography

によって狩られた試料は,2mtを汎定用バイアルに

入れ,toluene･Triton系シンチレーター (Pro5g,

DMPOPOP0.3g.toluene667mJ,TritonX-100

333m7)を加えた.放射能析性は紋体シンチレーシヲ

ンスペクトロメーターで洲'ji:した.

共力作用の測定 7IJg/Elyの薬包で,sesamexの

acetone淡を,噸成虫の脚部股川に処理し,30分後

に所定渋皮の diazinonの acetone紋を胸部背側に
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Fig.1. Autoradiogram showi叩 PrOductionor
etherextractablemetaboliteolethyト

11C-diazinonbymicrosomesfrom the
abdomensolHOKOTA and NAIDM

strain. ThedeveloperforTLC was
n-hexaneandacetone(3:2).

処王聖した.処frI.したイエバエは,27oCに放托し.24

時間後に死出卑;を求めた.Sesamexの非力効架を判

定すろため.SunandJohnson(1960a,b)l･l) の方

法によって CotoxicityCoefficientを詐山した二

結 果

Diazlnonの代謝 NADPH を加えた時のみ.

diazinonは microsome分画によって代謝され, そ

の elher可溶性の主代謝物は diazoxonであった

(節1図).I)iazoxon以外にも4個のether可rTI氾三の

代謝物が存在するが,微員のため放射能括班を州道す

ることができず,またその化学川辺をrLIJ起することも

できなかった.Diazinonから diazoxonへの代謝は

NADPH を必要とするから,mroの働きによるもの

Table1. TheelrectoINADPHonthelormation

ofmetabolic productsofclhy1-11C-
diazinon by microsomcs from the
abdomensoIHOKOTA andNAIDM
strain.

〝g/20abdomens/2hr
Metabolite HOKOTA NAIDM

None NADPH* None NADPH*

(C2H80)2PSOH 0.61 5.85 0.45 1.77

I)iazoxon 0.24 1.80 0.16 0.57

*FinalconcentrationofNADPHwas10-3M.
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Fig.2.10m･exchangecolumnchromatography ofwatersolublemetabolites
ofethy1-I一°-diazinonbymicrosomesfrom theabdomensofHOKOTA
straininthepresenceofNADPH.Tothesolutiontobechromato･
graphedwasaddedauthenticdiethylphosphorothioicacid.

と増えられた.Diazinonの生成矧 ま,鉾田系では,

NAIDM 系の約3倍を示し,mfoの活性が鉾田系で

NAIDM 系より強いことを示していろ (第1袈).

水桁仕代謝物はイオン交換 chromatographyによ

solyentfront
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Fig.3. Autoradiogram showing productionof

etherextractablemetabolitesofethy1-
11C-diazoxon bymicrosomesfromthe
abdomensofHOKOTA and NAIDM

strain.ThedeveloperforTLCwasn-
hexaneandacetone(3:2).
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り,DEPTA と同定された (節2図).Diazinonの

DEPTAへの代謝は NADPHを加えると増大するこ

とから,この反応も mfoによって行なわれているこ

とは明らかである (節1表).Mfoによる diazinon

の DEPTAへの分解虫も鉾田系ではNAIDM系より

約3倍多かった.

Diazoxonの代謝 DiazoxonはイエバエのmicroI

some分画によってether可溶性の代謝物 metabolite

C と,水浴性の代謝物に代謝される (邦3図).

節2表に示したように,ether可浴性のmctabolitc

Cは,抵抗性の鉾田系,感受性のNAIDM系の両系統

とも,NADPHの添加によって生成虫が相加する.そ

れゆえ,diazoxonのmetaboliteCへの代謝は.nlrO

Table2. TheeffectofNADPHontheformation

ofmetabolic productsofethy1-1lC-
diazoxonbymicrosomesfrom theab-
domensofHOKOTA and NAIDM
strain.

〝g/20abdomens/2hr
Metabolite HOKOTA

None NADPH* None NADPIl*

(C2HoO)2POOH 2.41 2.89 2.44 2.84
MetaboliteC 0.22 4.13 0.12 0.63

*FinalconcentrationofNADPHwaslOlaM.
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によるものと考えられた.Diazoxonを韮TIとした切

合も.dhzinonを非TIとした場介とr｢d様に,mfoは

NAIDM系より舛【11系で地いi占比を示した.Shishjdo

etCL.(1972)7)は.ラッチの肝臓 microsomcに-/(:-/Li

すろ mroが.dhZOXOnを hydroxydiazoxon〔0,

0-diethyl0-〔212'-hydroxy-2'-propyl)-4-methyll

6-pyrimidinyl〕phosphatcコに代謝することを示 した.

イエバエの microsomeによって得 られた diazoxon

の代謝物 metaboliteCが, その TLC の Rfか ら

hydroxydiazoxonである可能性は大 きいが,同定す

るまでには至らなかった. MetaboliteCの性質が不

明なため,diazoxonの metaboliteC への代謝が,

抵抗性の機構として,どのような役刑を果たしている

か,検討できなかった.

水桁性の代謝物は, イオン交 換 chromatography

により,DEPAと同起された (郡4図).Microsome

分相 こよって,diazoxonは NADPH を加 えな くて

もかな り分節きれ.また,NADPHを加えても分解記

はあまり増大しない (邦2表). これは,microsome

分画による diazoxonの DEPAへの分矧 ま,主 とし

て pbosphataseにより,mfoはあまり大 きな役割を

果たしていないことを示している.

Sesamexの共力作用 Sesamexは鉾 田系のイエ

バエでは,diazinonに共力効架を示し,diazinonの

LDFOを一五-に低下させた (節3表). しかし,NAIDM

系に対しては,まった く共力効果を示さなか った.

0
0
0
〓

N
J
3

寸

･

0-人Y

Table3. Syncrgisticclfcct of scsamcx with

diazinonappliedtopicallytoliOKOTA
andNAIDM strain.

DiazinonLD.o(/Lg/rcmalcfly)

Alonc Withscsamcx+

HOKOTA I.51 0.49(3.08)H

NAlDM 0.041 0.048(0.85)+*

*Sesamexwasappliedatthedoseo17/fg/female
fly30minbeforediazinonapplication.

**Cotoxicitycoefficient.

考 察

イエバエの microsomeに存在す る mfoによって,

diazinon は diazoxon と DEPTA に代謝 きれ,

diazinon抵抗性の系統では,感受性の系統に比べて,

mfoの析性がT.甘い (Yangetal.,19718);Lewisand

Sawicki.19719)).紳田系でも,diazinonを代謝す る

mfoのtfl･牡は.[･B受性の NATDM 系より高いことが

明 らかにきれた. しかし. 紙抗牲系統における mlo

活性の上界は,diazinonの DEPT̂ への耶IIifを促進

す るとrrdn判こ,diazinonか ら. その約 1,000L洋の抗

cholincstcrasctIi性を持つ dhzoxonへのt.i;･挫化 も

促進することを芯昧す る. それ ゆえ.mfoi.Ti性の上

界が,bUJ'L'性の イエバエにとって,そのLL:Tl:にイ｣●利に

働いているとは速断できない. Sesamcxは.j判¶系

のイエバエにおいて.diaZinonに八力作川を示 し,

川 40
Fractiom No.

i:i BlX

Fig.4. Ion･exchangecolumnchromatographyforwatersolublemetabolitesof

ethy1-llC-dia10XOnbymicrosomesfrom theabdomensofHOKOTA
straininthepresenceoENADPH.Tothesolutiontobechromato一

graphedwasaddedauthenticdiethylphospl10ricacid.
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その LDooを約与に低下させた.Sesamexなどの

methylendioxyphenyl基を持つ pyrethroidの共力

剤は mloを阻害する (CaSida.1970)10). Sesamex

によって mfoが阻害 され, それによって鉾田系の

LD｡Oが低下したことは,mfo活性の上昇が鉾田系イ

エバエの生存に有利に働いていたことを意味している.

それゆえ.鉾田系における mfo活性の上昇は,dia-

zinorL抵抗性の機構として重要な働きをしていること

がt.Ij細 されT:.

イエバエの diazinon抵抗性の機構として,次の4

つの出田が知られている.(1)皮膚の diazinon透過

性の低下 (Kruegeretal.,196011);Forgashctat･,

1962)12). (2)Diazoxonを分解する phosphatase活

性の上昇 (OppenoorthandAsperen,1961)18).(3)

Mfo活性の上昇 (YangeiaL.,19718);Lewisand

Sawicki,1971)9). (4)Diazinonを分解する gluta･

thione-S-transferase活性の上界 (LewisandSa･

wicki,1971)V.これらの要因のうち,鉾田系のイエ

バエでは,diazoxonを分解する phosphatase活性

の上昇(正野,1974b)2)とmfoの活性の上昇が抵抗性

の機構として3Ii班な働きをしている.皮膚のdiazinon

透過性の低下は,diaヱinon我宝抗性の機梢としては補

助的な役割を射たしているにすぎない(正野,1974a)2).

また.鉾田系においては,glutathione-S-transferase

による diazinonの分矧 ま.抵抗性の機梢としては大

きな紋別を朔たしていない (正野,1974C)ll).
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Summary

The metabolism of ethy1-llC-diazinon and

･diazoxonwasstudiedusing microsomesfrom

theabdomensofdiazinon･resistantHokotastrain

and･susceptible NAIDM strain ofhouscEljes.

Diazinonwasmetabolizedtodiazoxonanddjcthyl

phosphrothioicacid,bythemicrosomalmixed･

functionoxidasewhichrequiredNADPH.Resis･

tantHokotastrainpossessedhigheractivityfor

mixed･functionoxidase.

Sesamex synergized diazinonagainstHokota

strain,butnotagainstNAIDMstrain.Syncrgistic

effectofsesamexagainstHokotastrainsuggests

thatthemixed･function oxidaseisoneofthe

importantfactorsinthemechanismoErcsistancc.

抄 録

実験室及び野外におけるワタアカミムシの誘引作用

AttractionoftheMalePinkBollwormMoth

underLaboratoryandFieldConditions.

M.Jacobsonand W.A.Jones.Envl'romentaE

LcEters,6,297(1974).

放近,Hummelらは,われわれの先の報告を否定
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して,propylure,deetは,ワタアカミムシの脱郡末

端抽出物に発見されず,バイオアッセイでも雄に活性

を示さなかったと報告した.しかし,われわれは,

Hummelらのいう性 フェロモン ((Z,Z)-,(Z,E)-

7,ll-hexadecadien-1-01acetate)は発見できずに.

propylure,deetを再確認した.この二つの混合物は

野外試験で確かに誘引性を示している.

(高橋正三)


