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10.抵抗性および感受性ツマグE)ヨコバイにおける cholinesterase活性とその薬剤感受性*

irc 弘司 (良林省員業技術研究所)51.12.7受理

ツマグロヨコバイにおける ChE活性とその薬剤感受性の関係を感受性の S,抵抗性の M,Rmc,

Nの4系統を用いて検討した.ChE 活性は酵素披ならびに基質の違いにかかわらず系統間で最大

5･5倍の追いが認められたが,いずれの場合もN系統が最も高く次いで Rmc≧M>S系統の唄序で

あった.超遠心分離 (105,000g.60分)によって調製された solublefractionと boundfraction

の ChE活性はいずれの系統でも前者は後者の10%程度であったが.aliesterase活性は逆に大半が

solublefractionに存在した. しかし,系統間の ChE 活性比は fraction間で朔似し, さらに

propoxurおよび malaoxonに対する ChEの感受性もfraction間で著しい違いはなかった.N.

Rmc両系統の ChEは S,M両系統の ChEより明らかに propoxurおよび malaoxonに対する

感受性が低かったが.それと ChE 活性との関係は明瞭でなかった.Malaoxonによる ChE阻害

実験の結果からtlも試系統の酉紹…はいずれも均一性が高いことが示唆された.

は じ め に

カーバメート系殺虫剤延抗性ツマグロヨコバイで発

見され た兆剤に対し感受性の低い cholinesterase

(ChE)は本班のカーバメート剤抵抗性の主因子であ

ろとWn判こmalathionや fenitrothion など一部の

TJ'機リン剤抵抗性にも関与していることが酔素ならび

に氾伝学的に解明された1-4). さらに著者5)は抵抗性

系統の低感受性の ChE と感受性系統の ChEがカラ

ムクロマトグラフィーでそれぞれ単一ピークを示すこ

とおJ:び両酵累がゲルクロマトグラフィーでは区別さ

れないがイオン交換クロマトグラフィーで互に分離さ

れることをみいだし,低感受性の ChEを modified

ChE,高感受性の方を normalChE と称した.

このように ツマグロヨコバイの ChE には質的に

只なる少なくとも2型の存在が確認された.また,顔

･岩田I-3)は本種の ChE活性が個体群間で異なるこ

とを認めたが,ChE活性とその薬剤感受性の-低下と

の閃迎は低いものと結諭した.しかし,小島ら6)は本

超の ChE活性が抵抗性系統で顕著に高いことを指摘

し,抵抗性とのBg迎を示唆した.

著者は主に両者の結論の矛盾を明らかにするため.

ツマグロヨコバイのChE活性およびその薬剤感受性に

ついて4系統を用い詳しい検討を行なった.

本文に入るに先だち,日頃ご指導を賜わり,また本

論文のご校閲をいただいた岩田俊一博士に厚くお礼申

し上げる.

材 料 と 方 法

供試虫 :既報l･7･8)の4系統の ツマグロヨコバイを

用いた.それらの系統の由来と特徴は Tablelに示

すとおりで,Sは感受性系統,Mは有機 リン剤抵抗性

系統,Rmcはカー.バメート剤抵抗性系統 Nは有機

リン剤とカーバメート剤の双方に抵抗性の系統である.

なお Rmc系統は,SとN系統の交雑 FlをSへ戻

し交配させその子世代をカーバメート剤で選抜処理す

るという操作を繰 り返すことにより,Nのカーバーメ

ート剤抵抗性の主因子をSへ導入,育成した系統であ

るリ ). 本実験中の検定ではN系統の propoxurに対

すろ抵抗性レベルは採災後累代飼育当初の伯に比べて

規分低下していた. また,RmcとN系統は薬剤に低

感受性の modifiedChE をもつことが確認されてい

る1･一･8).実験にはいずれも羽化後4-9日の成虫を用
いた.

供試薬剤 :ChE の薬剤感受性の検定には再紙urluあ

るいは薄層クロマトグラフィーで精製した propoxur

と malaoxonを用いた.

酵素液の調製 :頭部摩砕披一喝成虫の頭部を北田水

(15雌の頭部/mJ)で摩砕し,遠心分離 (700g,lo介)

にかけその上約を酵素紋とした. Boundfractionと

solublefraction一両 fractionの調製は既報叩)に叩i

じ,噸成虫あるいは雌雄成虫を10倍畠の苅田水で摩砕

し,その紋を低速の遠心分離 (700g,10分)にかけ

その上約をさらに超遠心分離 (105,0009,60分)し,

*本報告の大要は昭和50年度日本応用動物昆虫学会大会で訊琉した.
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Table1.Chara cteristicsofthe fo u r strainstested

LDM(FL富/g)a)

malathion propoxur

Sensitivity
orChEto
prOpOXur

S(susceptible)b)

M (organophosphate･resistant)e)

Rmc(carbamate･resistant)d)

N (organophosphate･andcarbamate･resistant)r)

0.57 2.6 highsensitive

220 7.9 highsensitive

5.5e) 450 lowsensitive

330 440 low sensitive
(256)g)

a) Valuesfrom references1),4)and7).

b) PopulationcollectedatSendai,MiyagiPref.

C) PopulationcollectedatDo主,EhimePref.andselectedwithmalathioninthislaboratory.

d) PopulationderivedfromSandNstrainsbyatechniqueofrepeated backcrossing oftheir

hybridstoSstrainunderselectionpressureofacarbamateinsecticide.

e) Valueisnotaccurateasitsdosage･mortalityrelationshipwasnotlinear.

E) PopulatiorlCOllectedatNakagawara,EhimePref.

g) ValuejnparenthesiswasobtainedduringthecourseoEthisstudy.

その上17才を solublefraction,沈澱部を boundfrac- Table2･ ChEactivityinhead homogenateof

tion と称し, 後者は適当丑の恭田水にけん濁させて

使用した.

タンパクの定t :酵素紋の タンパ ク銃のnrJ定 は

bovineserum albumirLを梯準物男とLLowry･Folin

法によった.

chEおよび AliE 活性の測定 :ChE 活性の測定

は既粗岬 に弊じacetylcholine(ACh)を韮矧 こした

Hestrin法と acetylthiocholine(ATCh)を韮矧 こし

たEllmarl法によった.非特只的なaliesterase(AliE)

活性の洲定は既報7)に準じ methy1-n-butyrateを基

矧 こHestrin法によった.ただし.いずれの反応も

30oC下で行なった.

chEの薬剤感受性の測定 :既卿 )に準じ Ellman

法により測定した.すなわち.阻苔剤の acetone希

釈紋を-定員試験管にとり acetoneを揮散させた後,

畑M･)ン髄緩衝紋 pH7.4を 4.8mL加えて阻害剤を

折節させた.次いで酵素紋0･2mtを加え30oCで10分

あるいは15分間反応させ,基質と DTNB披各0.1mt

を加え残存活性を測定した.

結 果

ChEおよび AliE活性 :ツマグロヨコバイ出郷聯

砂状の ChE拓也は Table2に布け ように.いずれ

の系統もATChを誠TIにした糊令の括Fl三は AChを

mいた切合より2-3伽 Ⅴかったが,系統関の括性比

は両韮TIで瑚似L N>RmcホM>S の噸F]L3であった.

著者岬 は本和の ChE活性は大半が105,000g;60

分の超遠心で沈流し.その上柑 こは10%程度の活性が

femaleadultsofthefourstrahs.

nMo【thelollowingsubstrates/min/head

ACh ATCh

S I.42(1)8)

M 2.28(1.6)

Rmc 2.10(1.5)

N 2.75(1.9)

4.06(1)A)

5.37(1.3)

5.06(I.2)

6.29(1.5)

a) Figuresjnparenthesesareratioofactivity

tothatoISstrain.

夏毛存するにすぎないことおよび AliE活性はそれとは

逆に大半が上粥部にあることを示した.そこで各系統

よりboundfractiorLと solublefraction を調製し

それらの ChEおよびAliE活性を測定した.その結

果は Table3に示すようにいずれもAliE活性の大

半は solubleiractionに分布し,boundfractionに

は極めて低い活性しか認められなかった.一方,ChE

活性はいずれの系統も bound lraction で捕かった

が.系統関のt乃性比は両 (raction ともに先の血郊聯

砕紋の紙狐と獅似した.ChE 活性についてはさらに

ATChの肌皮を 8.65×10~l-5.8×10-8M の間に5

ltitり測定し Linewcaver･Burkのプロット(Fig.1)

より yma∬, Km をmLIL Table4 に示 した.

BoundEractionの Vmax はどの系統でも soluble

fractionの値より10倍程度高く,系統間の活性比は先

の結果と郊似した幌向であったが,系統間の違いが最

も顕著であった.ChE の基質に対する親和性を示す
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Table3. ChEandAliEactivitiesinthebound and thesolublefractions

fromfemaleadultsofthefourstrains.

ChEactivity

〝M ofACh/10♀ nM ofATCh/

equivalent/30min equivalent/40min pm,i.nt/eTngof

AliEactivity

Fracti｡na,S.,ain だ ,;まtE/elt.hyi-n-

Boundfraction S 0.36(1)b)

M 0.18(0.5)

Rmc 0.18(0.5)

N 0.85(2.4)

Solublefraction S 1.98(1)

M 8.55(4.3)

Rmc 2.37(1.2)

N 30.61(15.5)

1.65(1)ち)

1.83(1.1)

1.80(1.1)

2.55(1.5)

0.58(1)

0.58(1.0)

0.73(1.3)

0-86(1.5)

63.7(1)b)

84.9(I.3)

66.8(1.0)

148.7(2.3)

22.8(1)

30.3(1.3)

23.8(1.0)

35.9(1.6)

a)Twofractionswerepreparedbythefollowingmethod;wholebodyhomogenateofadults

wascentrirugedat700gfor10minandthesupernatantwasfurthercentrifugedat105,000g

for60min.Supernatantandprecipitatethusobtainedwerereferredtoassolubleandbound

fractions,respectively.

b)FiguresinparenthesesareratioofactivitytothatofSstrain.

B.

-2 -1 0 1 2 -2 -1 0

1/〔Sつ(10~一M) 1/⊂S)(10ーlM)

1 り

Fig.1･ Lineweaver･BurkplotofATChbyCbEinthebound(A)andthesoluble(a)

fractionsfrom femaleadultsofthefourstrains.Eachplotisameanvalue

from 4to6replicates.

Kmはいずれも10-5M のオー ダーで,系統および

fraction閲の迎いは明瞭でなかった.

ChEの propoェurおよび malaoxonに対する感

受性 :4系統より調製したboundfractionとsoluble

fractionにおけるChEのpropoxurおよびmalaoxon

に対する感受性を Fig.2,3および Table4に示し

た.Rmc,N両系統の ChEは S,M両系統に比べて

明らかに両薬剤に対する感受性が低く,また SとM

系統の間では感受性はほぼ同じ位であったが,N と

84

Rmc系統の間では Rmcの万がより感受性が低く,

この傾向は特に propoxurに対して著しかった.一方,

fraction 間の感受性の迷いはどの系統でも比較的小

さかった.

著者1)が前報で ChEのpropoxur感受性をHestrin

法により測定した結果ではNと Rmc両系統の ChE

感受性は同程度であったが.本実験における Ellman

法による結果ではN系統の propoxur没皮- ChE阻

gHf度曲線の憤斜はゆるく,かつRmc系統より感受性

はかなり苗かった.その原因については必ずしもはっ
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Table4. ChEactivityintheboundandthesolublefractionsfrom tcmalcadults

oEthefourstrainsanditssensitivitytoinhibitors.

Protein(mg/g) vma,(｡M ｡rATCh Km.fATCh

Fractional Strain !noue,nczeyme /rXiuJ/蒜 yoIEu;r;It蒜 L L(Ll'6'-BUh)n▲ー̀lPropropoxur malaoxon

Boundfraction S

M

_ ~ RniC

N

SolublefractionS

M

RmC

N

2

0

1

4

4

6

5

5

15

17

14

13

34

40

33

37

113(1)e

280(2.5)

379(3.4)

626(5.5)

15(1)

23(1.5)

39(2.6)

54(3.6)

.7.69 2.3×1011 5.0×10-書

6.02 2.3×10-8 4.0×10~8

6.58 >10-1 4.0×10~7

5.44 2.2×10-l.1.7×10-7

6.02 1.0×10-8 5.0×10-1

6.25 1.0×10-0 5.0×10-3

6.94 >10-1 5.0×10~7

6.17 5.0×1016 3.8×10-.7

a) SeefootnoteinTable3.

b) Pre･incubationwithpropoxurfor15min.andwithmalaoxonforlOminat30oC.

C) FiguresinparenthesesareratioofvaluetothatofSstrain.
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Fig.2. SensitivitytopropoxurofChEinthebound(A)andthesoluble(B)

fractionsfrom femaleadultsofthefourstrains. Pre-･incubatjon.with

propoxurfor15minat30BC.

きりしないが,本実験で供試したN系統の propoxur

に対する把抗性レベルが前回に比べて2倍程度低かっ

たことが雄IBしたものと瓜われる (Tablel参旧).

PropoxtJrの Ⅰ80は Hamaandlwatal)がHcstrin

法によって村た肌より全肘 こ1ケク程低か った.帆

FTll)の阻EJJ淡 作が 37oC.30分に対し. 木火映では

30oC,15分であるにもかかわらず低いTlll,すなわち

ChEの!.JS受作が托かったのは AChと ATCh の酢

茄に対する親和牡の迎いも)ILtfItqしていると瓜われるが,

次の2つの射月の膨皆を細別できない.すなわち,前

同の!.ul虹等度が 2×10~3MAChに対し本職では5.8×

1011MATChであったこと. 形立言と propoxurの反

応後Z.ちTI紋の添加による反応枚の希釈率がilTJ回の 2Il手

に対し川か1.04LtL'fであったことである.カーバメート

系化合物による ChEの阻!.i'様式は17横 リン系化合物

に比べて不'iE延であって,?,ulやその氾度の追いある

いは反応淡の希釈が ChEの附招皮に大きく彫響する

ことが知られている.しかしながら, ChEの薬剤感

受性における系統問の迎いは前回の値と近似したもの

であった.
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Fig.3. SensitivitytomalaoxonofChEinthebound(A)andthesoluble(B)fractions

from femaleandmaleadultsofthefourstrains.Pre･incubationwithmalaoxon

for10minat30oC.

Malaoxonの温度に対するChE活性の関係はFig.3

に示すようにいずれも直線にのり,SとM系統ではた

て軸を丁度100%のところで,また RmcとN系統で

は Rmcの boundfractionが 100%の他は70-80%

のところでたて軸を切った.N系統が70-80%のとこ

ろを切ったことは前述のように供試虫の抵抗性レベル

が低下していたことが一因と思われる.

考 焦

浜 ･岩田はカーバメート剤に著しく低い感受性を示

す modiliedChEをもつN系統の ChE活性はS系

統の酵素活性と著しく違わないこと1･2), S系統と同

じ性質の ChEをもつ M.P両系統の ChE活性は

86

Sや N 系統より明らかに高いことり,さらに N系統

と同じ性質の ChE をもつ九州産の抵抗性個体桝の

ChE活性は N系統より低いこと8)を報告し.ツマグ

ロヨコバイでは系統や地域間で ChE活性に追いが認

められるものの,薬剤感受性の変化に伴なう ChEtE;･

性の塁的変化はあっても比較的小さいものと考えた.

一方,小島ら6)は ATCh を基質に Ellman法に

よってN系統と同一地域で採岱した中JIl原系統を含む

4系統の ChE活性とその個体別変異を調べ.中川届く

系統の ChE活性が感受性の小田原系統 に比べて約

2.5倍高 く, 中位の抵抗性の2系統の活性はそれらの

中間にあること,また抵抗性の高い系統程 ChE活性

の個休間の変異が大きくなることを示した.
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そこで*火映ではすでに山東や特徴がnJJらかな4系

統をFT]いそれらの ChE活性とその5tRi剤感受性の比悦

を行なった.軸部輝抑披あるいは全山休作抑紋から調

整注した boundEractionと solubleEractionのいず

れを即諾:･紋にIT]いても.また ACh,ATChのいずれ

を2点灯にして も系統問の ChE活性比は瑚似のPtlrlL.Jで

あって,N系統が庇 も高 く次いで Rmc≧M>Sの噸

IY･であった.N系統の ChE活性が供試したいずれの

系統よりも朗著に高かったことは小島ら6)の結栄を'iS

すけていろ.

AliEを含む solubleiractionとほとんど含まない

boundfractionで系統間の ChE活性比が近似した

ことは ChE活性が AliEの彫額をほとんど受けない

ことを示していろ.

本柾の ChEに対する ATChの Kmは10~dMの

オーダーで系統関の迎いは明畔でなかった.しかし,

虫近拓桁らl)はN系統とF']-地城から採災した抵抗性

系統の ChEに対する ATChの Km が感受性系統

の旧より低いことを明らかにした.著者 10) もRmc系

統より分離した modifiedChEの ATChに対する

親和性が S系統より分離した normalChE より1.5

倍低いことを確認している.

N系統の ChEはS系統の ChEよりpropoxurに

対し Ⅰ80 で100倍以上,malaoxonに18倍感受性が低

いこと1･2),Rmc系統の ChEは propoxurに対しN
系統と同程度感受性が低 い こ と1)お よびM系統の

ChEは propoxurにS系統と同じく市い感受性を示

すこと7)がすでに明らか に され て い るが,bound

fraction,solublefractionのいずれを群弟:=紋として

もN,Rmc両系統の ChEはS.M両系統の ChEよ

り明らかに propoxurおよび malaoxonに感受性が

低いことが確認された. AliEをほとんど含まず膜桐

迫に付召した状暦の boundChE と AliE を含む遊

離状僧の SolubleChEの薬剤感受性がSとM系統で

はほぼ同じ位であったが,RmcとN系統では bound

ChEの感受性が SolubleChE より幾分高いようで

あった.著者6)は本種の boundfractionから可溶化

した ChEと SolubleChEが Sepbarose6B ゲル

および DEAEセルロースカラムクロマトグラフィー

で同一位田に浴出されることを碓認した.-丸 木和
の AliEはpropoxurや malaoxonに謁いT･B受性を

示すことが知られている7･M.よって Rmc,N両系統

の ChEE･感受他における fractionf.T'Jの詔は形諺;･の木

Tr的な迎いによるものではなく即諾;･の存TL:様式の肋 ､

あるいは AIiEなど他の因子の描写劉こよるものと想わ

れるが,その迎いが2系統に限られるところからそれ

らの正fは的な描矧 こよるものではないようである.

さて,眺試した4系統rLTJで ChEの塁的ならびに質

的な迎いがWti'認され,modifiedChEをもつN系統の

ChE活性は S,M両系統より明らかに高かった.し

かし.SとN系統より育成した modifiedChEをもつ

Rmc系統の ChE活性はN系統より明らかに低 くM

系統と同じか成分高い程度であった.最近,岩田･浜12)

は低感受性の ChEをもつ熊本個体群を propaphos

で選抜処理を繰 り返したところ, その個体群の ChE

は質的変化を生じ,propoxurに対する感受性が著し

く高まることを明らかにしたが,ChE活性自体は元

の個体群と同じ位であった. した が って,normal

ChEから modifiedChEへの質的変化にともなっ

て ChE活性の変化が生ずるにして も,地域性による

畠的変異はそれ以上に大きいものと結諭される.

最近,著者10)は本位のChEの部分精製標品を用い

ATChの氾皮と活性の関係を検討した結果,normal

ChEは韮TIが 3×10~3M より前沢皮になると活性は

抑制きれて卿F).rrJな紐状E･Ilの曲線をえが くのに対し,

modifiedChEは10~2MでもtIT;･比は 附!ifきれないこ

とをみいだした.よって.ATChを用い木柾の ChE

活性をau定.比佼する切付 こはar;TIm庇の選定には注

意を要する.

ChE の難剤感受性状下とその 活性のLW係について

はダニ刑でよく知られている.すなわち.ナミハダニ

TetranycJluSu,tJ'caeやオウシマ ダ ニ Boobhl'[〝S

mE'crobt〝Sでは薬剤t.B受Vl:の低い ChEをもつ拡抗性

系統の ChE活性は[･B受作系統の机蛇の好あるいはそ

れ以下にすぎない13･I4). しかし.イスラエルの数カ所

から採災されたナ ミハダニでは ChEの統活性と抵抗

比のrTrJに必ずしも一光の関係が.TBめられないことが田

柄されている州.

Malaoxonのだ呈度に対するChE活性の関係(Fig.3)

から,S,M,Rmc系統の ChEの均一性が示唆きれ,

またN系統の酵素 も供試時の抵抗性 レベルの低下を考

慮すれば比較的均一性が高いといえろ.このことは先

にSおよび Rmc系統の ChEがSepharose6Bゲル

および DEAEセルロースカラムクロマ トグラフィー

で各々が単一ピークとして溶出きれることを示した結

果ち)と一致する.さらに,これ らの系統にわける酢宗

の均一性はカーバメー ト刑航抗比の主要囚子がLlf_一因

--(･に交配されていろとした Hamaandlwata18)の迫

伝学的研先約'niからも支持されろ.ツマグロヨコバイ

で和られたこれらのも'l一矧 ま.氾近オウシマダニで明ら

かにされた捌雑な鮎舛17)と;PJ:しく対府的である.すな

わち,オウシマダニでは阻f!Jf剤との速度論.電気泳動

およびイオン交換カラムクロマ トグラフィーの結果か

ら.感受性および抵抗性の双方の系統に感受性の高い

成分と低い成分とが存在し,それぞれの成分はさらに

放つかの活性ピークに分離されることが示されている.
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Summary

Relationshipsbetween cholinesterase (ChE)

activity anditssensitivity to inhibitorswere

evaluatedfor1susceptible(S)and3resistant

strains(M,Rmc,N)ofthegreenriceleafhopper

(SeeTable1).Adistinctvariationwasfoundin

ChEactivityamongthefourstrains,rangingup

to5.5-fold.regardlessofenzymesourcesand
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substrates.N strainhad highestChE.activity

andwasfollowed by the otherthree strains

(Rmc≧M>S)inalltests.Thesolubleandbound

fractionswereseparatedfromwholebody.hom-

ogenatesby centrifugationat105,000g lor60

min.TheChEactivityinthesolublefractionwas

onlylO% oftheactivity intheboundfraction,
andthemostofaliesteraseactivitywasfound

inthesolublefractioninallthestrainstested.

However,ratiosofChEactivityamongthefour

strains were thesimilarbetweeIlthesoluble

andbound fractions,indicating thataliesterasc

hardlyaffectChEactivity.

TheKmvaluesofacetylthiocholineEorsoluble

andboundChEsfrom thefourthestrainswere

intheorderoflOl8M.

TheChEinNandRmcstrainswasshownto

belesssensitivetobothpropoxurandmalaoxon

thanthatinSandM strains,regardlessofthe

enzymesourcesandthehomogenatefractions.

SensitivityofChEtoinhibitorswasnotmuch

differentbetweentwofractionsinallthestrains

tested.

TheChEactivityinNstrainwashighestamong

thefourstrainsbuttheactivityinRmcstrain

derivedfrom SandNstrainswassimilartoor

alittlehigherthanthatinM strain,suggesting

thatthechange in ChE activityaccompanied

withalterationofitssensitivitytoinhibitors,il

any,wasrelativelysmallincomparisonwiththe

variationsamongpopulationsorstrainsofthis

leafhopper.

TheChEactivityin log scalevs concelltra･

tionofmalaoxonplotspassedthroughapoint

of100% activity,though the plotofN strain

passedthroughapointof70 to80% activily

(Fig.3).Thissuggeststhattheenzymesinthe

fourstrainsarerelativelyl10mOgeneOuS.


