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15. 鉾田産 diazinon抵抗性イエバエの抵抗性の稔横に関する研究 ⅠⅠⅠ.GllJtathione-S-

transferaseによる diazinonの分解 正野俊夫 (穴訳大学戊学部苦虫学研死去) 49･3･26受理

Diazinon抵抗性の鉾田系と感受性の NAIDM 系イエバエの摩砕紋上沼分画による diazinonの

分解を,82Pまたは14Cで棲識したdiazinonを用いて調べた.上清分画は,還元型 glutathioneの

存在下に diazinonを分解するが,分節丑は鉾田系と NAIDM 系の間に差がみられなかった.上清

分所によるdiazinonの主な代謝物はdiethylphosphorothioicacidとS-(2-isopropy1-4-methy1-

6-pyrimidinyl)glutathioneであった.上約分両に存在す る glutathione-S-transferaseによる

diazinonの分脈は鉾田系の diazinon抵抗性の機構としては重要な役割を果たしていないことが確

認された.

茨城県鉾田町超の diazinon〔0,0-diethyl0-(2-

isopropy1-4-metllyl-pyrimidinyl)pl10Sphorothioate⊃

抵抗性イエバエ (以下鉾田系)の抵抗性機構を調べた

ところ,,鉾田系のイエバエは,diazinonの生体内活

性化物である diazoxon〔0,0-diethyl0-(2lisopro･

py1-4-methy1-6-pyrimidinyl)phosphate〕を体内に

ほとんど許&'1せず (正野,1974a)1), また鉾田系では

diazoxonを加水分節する phosphataseの活性が高

いことが明らかにきれた (正野,1974b)2).

LewisandSawicki(1971)3)はdiazinon抵抗性の

SKA系イエバエでは,上沼分画に存在し,diazinon,

diazoxonを,還元型 glutathione(以下 GSH)の存

在下に脱 ethyl分解するglutathione-S-transferase

の活性が高く,これが抵抗性の機構として働いている

ことを印LBしている.

木実験では.32Pまたは lJCでぼ諭した diazinon

をIT]いて,上約分両に77･在すろglutathione-S-trans･

Eeraseの活性を,抵抗性の鉾田系と感受性のNAIDM

系の問で比較 し, あわせて,glutat1-ione-S-trans-

feraseの性質を調べるとともに, この酔素の抵抗性

梯川における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JT]い,羽化後4-6日の成虫を

火映にt托した.JJ所肘 T]法による diazinonの LDfO

はそれぞれ4.03,0.鵬43/Lg/Elyであった.

供拭薬剤 32p-diazinon:TheRadiochcmicalCen-

ter(Amersham.Backinghamsllire,Eng一and)よ

り購入した.入=T･帖の比放射能は 10mCVmMであっ

た.EthyトlJIC-diazinon:住友原子力工業株式会社

より耶入した.入手時の比放射能は0.68mCi/mM で

あった.Pyrimiがne-2J-C-diazinon:瑚化学研究所

深見唄-仰-L･より放り受けた.入:71時の比放射鰍 ま

1.2mCVmMであった.S-cthyl-glutathioneは英国

RothamstcdExpcrimcntalStationのR.W.Sawicki

悶士より捉供された.S-(2-isopropy1-4-methyl-6-

pyrimidinyl)glutathionc,n-propylparaoxon.EPN

oxideは瓜Ti技術研究所宍戸･-T:畑土より粒供された.

帝素液 イエバエの成虫を,3肺流の氷冷した0.25

Mのシ.,桝を合む絹的紋で,homogenizerを用いて

痢印した.横桁紋は.)ン恨横祈披 く0.05M,pH7.4)

または所疋 pHの トI)ス緩衝紋を用いた.磨砕液は

ガ-ゼでろ過した後,500gで5分間遠沈し,核,価

胸などを取り除き,10,000gで10分遠沈して,mito-

chondriaを, その上清を104,000gで1時間遠沈し

て microsomeを得た. Mitochondria,microsome

はそれぞれ,緩衝液に懸濁させに 酵素液として,

mitochondria分画,microsome分画,および

104,000gの上清分画を用いに

酵素活性の測定 反応液は30/Jgの 82p-diazinon,

10~SM GSH,酢苅紋2.1mlおよび蒸留水よりなり,

全量は3.Omtとした.金属イオンおよび有機リン化

合物の影響を調べる際は,これらの化食物と酵素紋を,

まず10分間 incubateL,その後.GSHと82p-dial

zinonを加えて反応を開始した.27●Cで120分 incu･

bateLT:後,反応淡を100oCで1分間加熱して.形

諾…を火括させ,lmlのriK朗水と4mLの chloroform

を加え,よく振とうした.この氾合紋を辺班して,水

と chloroform を分放し.水1円2mLを放射能Btl)淀川
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試料皿に取り,赤外線ランプで乾燥後,GMICOunter

を用いて,放射能の活性を測定した.水溶性分画の放

射能活性をもって,酵素の活性とした.

代謝物の同定 上清分画24mt,GSH9.2mg,ethy1-.

1-14C-または,pyrimidine-2-HC-diazinon,300FLg

および蒸留水 6mtからなる反応紋を27oCで120分

incubateした後,100oCで1分間加熱し,冷封後,

20mJの chloroformで未分解のdiazinonを抽出し,

水溶性代謝物を含む水溶紋を得た.この水溶液を,

50oCの温水浴上で減圧淡縮し, イオン交換 column

chromatographyの試料とした‥

イオン交換 columnchromatography:Yanget

al.(1971)一)が改変した,PlappandCasida(1958)a)

の方法に従った.イオン交換樹脂 DowexトⅩ8(100

-200メッシュ)を用い,次の溶出液で溶出LT:,浴

出液 (Ⅳ)および (†)は gradient法によった.

(I) pH3 HC1 200mg

(I) pH2 HC1 200mt

(Ⅱ) PHI HC1 200mJ

(Ⅳ) PHI IICl+methanol(1:3)200mL～

lN.HCl+methanol(I:3)200mE

(Ⅴ) lN HCl+mettlanO l(1:3)200m7-

conc.HCl+H20+methanol(1:1:6)

200mg

河山紋は10gずつ分画し.各分画から2mLをとり,

紋体シンチレーシ?ンスペクトロメータ-で,放射能

活性を測定した.

TLC:厚さ0.25mmのsilicagelG(Merk社製)

の紹層を110oCで1時間活性化し,isopropanol,ア

ンモニア水,水 (25:2:12)で展開した.放射性代

謝物は,radioautographyで,S-ethy1-glutathione,

S-(2-isopropy1-4-methy1-6-pyrimidinyl)glutathi･

oneはニンヒドリン試薬で検出した.

結 果

イエバエ磨砕紋のmitochondria分画,microsome

分画および上朽分画による diazinonの分解を比較す

ると,上約分両による分解が最も顕著であった (節1

読).上戸l7分跡 こよる diazinonの分解丘は,延抗性

の鉾田系.[･B受性の NAIDM 系の間に差は認められ

Table1. DegradationofS空p-diazinoninsubcel･
lularfractionsofhouseflyhomogenates.

Diazinondegradation
Fraction (mFLg/hr/mZhomogenate)

HOKOTA NAIDM

Mitocl10ndria 34.3 0.0
Microsomes 58.7 26.7

Supernatant 180.2 181.6
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なかった.鉾田系イエバエの mitochondria分画,

microsome分画では,GSH を添加してもdiazinon

の分解立は増加しないが.上沼分画においては,GSH

の添加によ.って,diazinonの分解歪は約3倍に増加

した (第2表).GSH を添加 した上沼分画による

diazinon分解の timecourseを第 1図に示したが,

鉾田系と NAIDM 系の間に diazinon分解塁に差が

認められず,上清分画に存在する diaZinon分解酵素

の活性は両系統間に差がないことが明らかにされた.

Table2. Effectofreducedglutatllioneonthe
degradationof32p-diazinorlby the
enzymesofHOKOTAstrain.

Diazinondegradation
Fraction (mpg/hr/mLhomogenate)

None GSH+

Mitochondria 33.3 34.1
Microsomes 51.1 51.7

Supernatant 175.9 545.9

辛FinaトconcentrationofGSHwas2×10-‡M.
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Fig.1. Degradationof32p-diazinonbythe
supernatantofHOKOTAandNAIDM
strain,asafunctionoftime.

上沼分画に存在する diazinon分解甜諸;の活性に及

ぼす SH化合物の影響を調べたところ.酢弟;のfTlJ他を

増強するのは GSH のみで,酸化型のglutathione,

L-cysteine,2-mercaptoethanol,thioglycolicacid

は酵素活性に影響を与えなかった (第3表).GSHは

10~3M 以上の濃度で有効であった (節2図).

0.25Mのショ相を含んだpHの異なるトリス招術紋

を用いて,鉾田系イエバエを磨砕して,その磨砕紋か

ら上沼を得た.このpHの異なる上矧こよるdiazinon
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Table3. EEfectoESHcompoundsonthedegra･

dationofd;aZinonbythesupcrnatant
oEHOKOTAstrain.

stTcompound● (Ti?agz霊 場 )of

Glutathione(reduced)

Glutathionc(oxidized)
L-Cysteine

2-MercaptoethanoI
Thioglycolicacid
None

97
01
03

87

93

00

3
1
1

1

IFinalconcentrationofSH compoundswas
lOlaM.

I0-2 10-3 10T4 10-5 1016

ConceRtlatiorl (M)

Fig.2. EffectofGSH onthedegradationof

82p-diazinon by thesupernatantof
HOKOTAstrain.

の分解を調べたところ,PII8.5付近で,郁素の活性

は斑も強かった く那3図).

舛rrl系イエバエの上約分雨による diazinonの分節

におよはす金属 イオンの彫甥 を節4表に示 した.

EDTAは酵素の活性に彫甥を与えなかった.Cu',

CuH,Hg+,Hg十十は diazinon分解酵素を阻害する

が,Mn十十,Co++,Mg十十,Ca++,Fe十十,Fe+十十,Zn十十

は形窮の活性に形竹を与えなかった.また,検窮した

金屑イオンの巾には聯累を活性化するものは発見でき

なかった.Alicsteraseのn;11･刑である triphenyl

phosphate.phosphataseの附 -H剤であるEPNoxide,

n-propylparaoxonは diazinonの分節をまったく

阻害しなかった (耶5滋). これは,上Tf'1分両による

diazinonの分節が esteraseによるものでないことを

示唆していろ.

Etlly1-ト11C-diazinonおよび pyrimidine-2一日C-

diazinonをそれぞれ基質として,GSH とともに,鉾

200

≡ 150
U

川0

●.●●＼
7 8 9 10

1i

Fig.3.pH-activitycurvefordiazinondegrading
enZymeOfthesupernatantoEHOKOTA
strain.

Table4. ErtcCtofcationson thedegradation

ofdiazinorLby the supernatantoE
l10KOTAstra;∩.

Cation+ Diazinondcgrtldation(,%')

肘
㌫

肘
訂

脚
肘
訂

tE
E<
N

g
:
02

97

58

23

58

54

82

93

96

防

96

0

日
日

日
ー

r:

+FinalconcentrationofcationsandEDTA
was10-SM.

Table5. Effectofseveralphosphorusesterson

thedegradationofdiazinorLby the
supernatantolHOKOTAstrain.

Phosphoruscstcr● DiaZinondegradation(形)

〟-Propylparaoxon
EPN oxide

TriptlenylpllOSpllate

Diazoxon

None

7

7

0

2

0

9

9

1

0

0

*Finalconcentrationofpbospl10ruSeSterSWas
IO~lM.
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Fig.4. Ion･exchangecolumncllrOmatOgraphyoiwatersolubledegradationproductsoi
ethy1-1-llC-and pyrimidine-2-14C-diazinon by thesupernatantofHOKOTA
strain. The Roman numeralsshown on thebottom ofthefigurearein
accordancewithtI10SeOfthesolventsystem mentionedintlletext.
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Fig.5. Autoradiogram showingPeakB(P･B)

Separatedbyionexchangechromatogra･
pbyfromthewatersolublemetabolites
ofethy1-14C-diazinonbythesupernatant
ofHOKOTAstrain.Thedeveloperfor
TLC wasisopropanol,ammoniaand
water (25:2:12). AuthenticS-ethyl
glutathione(GSE)wasdetectedbythe
ninbydrinreagent.
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田系イエバエの上沼分画と incubateL,水溶性の代

謝物を得た.そのイオン交換 chromatogram を餌4

図に示した.それぞれの基矧 こついて3個ずつ,計4

個のpeakが得られた.PeakCは.S-(2-isopropyト

4-methyト6-pyrimidinyl)glutathione(以下 GSPy)

であることがTLCで確認された.PeakDはdiethyl

phosphorothioicacid(以下 DEPTA)であることが

cocllrOmatOgraphy で確認 された.Ethy1-1-11C-

diazinonの代謝物から村T=peakBを TLCで幽関

すると,raidioautogram から2個の代謝物が検出さ

れた (第5図).そのうち1個はS-ethylglutathione

(以下 GSE)と一致した.他の1個は pyrimidine-

2-I-C-diazinonの代謝物 peakB とTLCの Rrが

一致したが,その梢道を同定するに至らなかった.ま

た,peakA もその構造を同定することができなかっ

た.

Ethy1-1-1-C-diazinonを基質にした場合.舛m系

上沼分画による代謝物の64%は DEPTAであり,

pyrimidine-2-I-C-diazinonを基質にした似合,62,%

が GSPyである (第6表). それゆえ,diazinonは

鉾田系の上沼分画でのGSHの存在下に,主として(1)

のように分解されることが明らかになった.

･1,cc227:TS30.).､#jo査 く竺 cc221:I.I:)･?:.II･｡S趣 く
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Table6. Metabolism oEethylll-I一°-andpyrimidine-2111C一朗azinonbythe
supernatantofHOKOTAstt･a;n.

Radioactivityrecoveredfrom ion-exchangecolumn
chronlatOgraphyasindicatedproduct(形)

Substrate PeakA Peaka PeakC PeakD

Unidetiried
S-Ethylglutathione S-Pyrimidinyl Diethyl

+
DeselhyldiaZinon? glutathione+ thiophosphate

Ethy1-1111C-diazinon 12.0

Pyrimidine-2-llC-diazinon 5.6

23.9 64.1

32.4 62.0

*S-(2-isopropy1-4-methyl-6-pyrimidinyl)-glutatione.

考 累

ラッチ肝臓およびワモンゴキプt)脂肪体の上約分TiTEi

には.diazinonを (1)に従って.DEPTA と GSPy

に分析する glutathione-S-transferaseが存在する

(Shishidoctal..1972)l).YangeEaZ.(1971)1)は,

イエバエの上約分雨に,GSHの存在下に diazinonを

DEPTAに分解する酵素が存在することを認めている

が.この酵宗が,ラッチの肝臓やワモンゴ1)プ))の脂

肪体と同様に diazinonを DEPTA とGSPyに分脈

する glutathion-S-transteraseであることが. こ こ

で確認された.

YangcLat.(1971)l)はイエバエの上田分画による

ethyト1-C-diazinonの主な代謝物として,DEPTAの

ほかに,peakBと同じ位把に梢近不明の代謝物が存

在することを報告 し, これが desethyldiazinon

⊂0-ethy10-(2-isopropy1-4-methy1-61pyrimidinyl)

hydrogenphosphorothioate〕である可能性が大きい

ことを示唆 してい る.一方.LewisandSawjcki

(1971)a)は抵抗性のSKA系イエバエの上沼分画では,

diazinonはGSHの存在下に (2)のように,desethyl

diazinonと GSEに代謝されることを報告している.

･2, cc22):.;0.)p∈披 く竺 C21:5(0.)p:三顧 +GS･C2HS

鉾田系上沼分画による diazinonの代謝物のうちで,

peakBは2つの代謝物よりなり,一万は GSEであ

ることが雑認きれた.他の構造未確認の代謝物は,

ethy1-1-llC-diazinon,pyrimidine-2-I一°-dia之inon,

双方の代別物 として和られろことから,ethyl基と

pyrimidinc･Lrsを持っていることは明らかである. そ

れゆえ.この代洲勿が dcsethyldiaZ'lnOnである可能

性は大きく, この代謝物を descthyldiazinonであ

ると佼tji:すると.外四系の上FITfこは,diazinonを(2)

に従って.desethyldiazinon と GSE に分析する

glutathione-S-transferaseも存在することが推定さ

れる.

イエバエにおける有機 リン剤抵抗性の機構として,

glutathione-S-transferaseが重要な働きをしている

例は.aziphosmethyl(MotoyamaandDauterman)7)

と diazinon(LewisandSawicki)3)で知られている.

しかし,仲田系の場合,diazinonを分解する gluta･

thione-S-transrerascの析性が感受性の NAIDM系

とのItrJにZiが認められないことから.glutathione-S-

transreraseは,舵抗性の脚 将として. 大きな役割を

果たしていflいことが明らかになった.
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Degradationofradioactivediazinonbythesu･

pernatantfrom the homogenatesofdiazinon･

resistantHokotastrainand･susceptiblcNATDM
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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

80

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


