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序論

生命現象の生化学的な機構解明に阻害剤が "tool" として役だった例は枚挙

に暇がない.例えば， penicillin， cephalosporin類は細的細胞壁の構造および生

合成機構の解明に(Demain，A. L.， 1975)， chloramphenycol， streptomycin， tetra-

cycline， puromycin， erythromycin等はタンパク合成およびリボゾームの構造と

機能の解明に大いに貢献した (Pestka，S.， 1969; 1971; 1972).ここでは特異的な

阻害剤が複雑で述統した生化学反応を特定の段階で停止させることによって断

面化し，観察可能ならしめたのである.ここに挙げた阻答斉IJの場合，その作用

機構研究そのものが作用点の生化学の理解に結びついており，阻害剤の作用機

構研究の歴史は生化学反応の機構解明の歴史そのものであるとしても過言では

あるまい.

"良薬"は昆虫， M物病原菌，雑草等における特定の生化学反応を撹乱し，その

生育・増殖等を阻害する化学物質であり，その作用機構が明確となれば，前述

の如く生命現象解明のための "tool"としても利用でき，また対象生物の生化学

に新たな知見をもたらすことも期待できるであろう.実際に 既存の除草剤や

植物生長調節剤のあるものは植物生理学および生化学の発展に寄与してきた

(Fedtke， c.， 1982)例もある.

現在の新政薬の開発・探索の多くは試行錯誤的に進められており，その効率

の.低さはたびたび指摘されるところである. 1つの良薬を開発するために数万

におよぶ候補化合物を合成する必要があるときえきれている.加えて，過去に

DDT等の有機塩素剤が引き起こした環境汚染に対する反省から，新しい農薬の

特性として環境に対するインパクトが小さいことも求められている.新しい農

薬あるいはその候補化合物には高活性すなわち，低薬誌で効果を示し，かつ高

選択性，すなわち附乳類，天敵，環境生物等に対し低毒性であることが求められ

ているのである.このように新農薬開発が低効率 ・困難となりつつある状況の
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なかで， 一方ではその創出のために種々の新たな試みもなされている. QSAR 

(Quan titati ve豆tructure企ctivity Relationshi p)的アプローチや生合理的アプローチ，

すなわちレセプターマッピングに基づくなどした化合物の合理的分子デザイン

等はその良い例としてあげられる (Yoshida，S.， 1990).このような化合物の合

理的デザインを可能ならしめる基礎的な情報として，既存化合物の作用機構お

よびレセプターに関する情報は極めて重要である (Yoneyama，K.， 1992).また，

選択毒性の発現機構に関する情報も，より低毒性で安全な楽剤の創出に貢献す

るであろう.

以上に述べてきたように，農薬あるいはその候補化合物の作用機構および選

択毒性発現機構の研究は，基礎的な学問分野，新剤創出のための応用分野を間

わず大きな意義を有している. 日本農薬株式会社が発見・開発した 2程の農

薬，すなわち殺菌剤 flutolanil(α ， a ， a -trifluoro・7・isopropoxy-o-toluanilide， 

Moncut TM) および殺ダニ斉IJ fenpyroximate (tert -butyl (E)・ α・(1，3-dimethyl-5-phe-

noxypyrazol-4・ylmethyleneaminooxy)-p-toluate， Danirron TM)はいずれも高活性でか

つ選択性に優れた薬剤である(Araki，F. and Yabutani， K.， 1981; Kurono， H.， 

1985; Araki， F.， 1985; Konno， T. et a1， 1990; Hamaguchi， H. et al， 1990).これ

ら化合物の作用機構および選択毒性発現機榊について検討することは前述の知

く基礎・応用の何れの分野にも寄与するところが大きく， さらに両化合物の安

全性の科学的義付けとしても重要な情報を提供するものと考えられた. このよ

うな理由から両化合物の作用および選択毒性発現機構について種々検討した結

果， flutolanil はミトコンドリア succinatedehydrogenase complex (complex 11)の，

そしておnpyroximateは NADHubiquinone oxidreductase complex (complex 1)の特

異的阻害剤であることを見出だした.またこれらの化合物の選択毒性は，前者

においては作用点であるミトコンドリア succinatedehydrogenase complexの感受

性自身に，後者においては標的生物と非標的生物問の代謝分解(解毒代謝)活

性の差に起因することを明らかにしたさらに fenpyroximateの選択毒性発現機

構について検討する過程で，生体内において生成したs-水酸化 3級アルコー
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ルエステJレが非酵素的な分子内エステル転位反応によって l級アルコールエス

テルに転換し容易に加水分解を受けることを見出だした.本論文は以上の研究

過程についてとりまとめ考察したものである.
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第 1編 Fl utolanilの抗菌作用および

選択的活性発現の機構

第 1章 Rhizoctonia soJani に対する抗菌作用機構

1・1. 緒言

Flutolanil (α ，α，α引 ifluoro・3'-isopropoxy-o-toluanilide，関 1)はイネ紋枯病をは

じめとする，Rhizoctonia属，Corticium属，TyphuJa属および Gymnosporangium属

等の担子菌類によって引き起こされる植物病害に卓効を示し，実際の農業場面

において使用されている殺菌剤である(Araki，F. and Yabutani， K.， 1981; Kurono， 

H.， 1985; Araki， F.， 1985; M∞hizuki， H. et aJ， 1987). Carboxin (5，6・dihydro-2・

methyl-N-phenyl-l，4-oxathiin-3・carboxamide)の発見 (Edginton，L. V.， 1966)に端を

発して，これまでに数多くの carboxanilide系殺菌剤が見出だされてきたが，

1987年 Takahashiらは， 2・1宣換・3'-isopropoxy-benzanilideの僻造活性相関について

検討し， benzoic acid環のオルト位の置換基は CF3基，すなわち flutolanilの場合，

が最適値に最も近いことを報告している (Takahashi，Y. et aJ， 1987). 本草にお

いては，本化什物の作用機構について，実際の防除対象であり感受性菌でもあ

るRhizoctoniasoJani (イネ紋枯れ病菌)を用い生化学的に検討した結果について

述べる.

Flg. 1. Structure of Flutolanll. 
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1-2. 材料および方法

1)化合物

Flutolanil， mebenil (0・toluanilide)，および mepronil(3'-isopropoxy-o・toluanilide) 

は日本良薬(株)化学研究所にて合成および精製された原体(純度 99%以上)を用

いた.2，6・Dichrolophenolindophenol(DCIP)およびphenazinmethosulfate (PMS)は

東京化成工業(株)(東京)製のものを， ubiquinone (coenzyme QlO)および

cytochrome cはSigmaChemical Co. (St. Louis， MO， USA)製のものを用いた.

[2， 3_14C] succinic acid sodium salt (2.8 GBq/mmol)， [6_14C] D-glucose (1.8 GBq/ 

mmol)はDuPont/NEN Research Products Inc. (Boston， Mass.， USA)から購入した.

その他の試薬および溶媒は市販特級品を用いた.

2)供試菌株

RhizoctonIa soJani IAはn本農薬(株)生物研究所において継代維持されている

菌株を用いた.継代培養は potato-dextrose培地において 25
0

Cで行なった.液体

培養は1.8%sucrose， 0.5% polypeptone， 0.3% yeast extract， 0.17% K2HP04， 

0.14% KH2P04， 0.005% MgS04・7H20より成る培地を用いてお℃で行った.

菌糸生育阻害は既報の方法(Araki，F.， 1981)に従って，菌糸乾燥重量を測定す

ることによって評価した.

3)ミトコンドリア画分の調製

R. solani菌糸のミトコンドリアは以下のようにして調製した.対数地殖初期

のR.solani菌糸を遠心分離 (3000X g， 10min)あるいは減過によって集菌し，

0.25 M sucrose， 1mM EDTAを含む 4"Cの 3mMTris-HCl緩衝液を加え，氷冷下

にガラスビーズ(~ 0.5 ---1 mm)と磨砕した.ガラスビーズを減別して符られた

菌糸磨砕液を 4"Cで 1000Xι10分間違心分離し，得られた上清をさらに， 4 

℃で 15，∞OXg，15分間遠心分離し，ミトコンドリア画分の沈澱を得た沈澱を
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前述の緩衝液で洗浄した後， 10 mg protein/mlとなるよう EDTAを除いた同緩衝

液に再懸消し，ミトコンドリア画分として用いた (White，G. A. and Thorn， G. D.， 

1975; White， G. A. et a1， 1978; White， G. A.釦 dGeorgopoulos S. G.， 1978). 

ラット肝分離ミトコンドリアは 6週齢の Sprague-Dawley系雄性ラットから，

以下の方法に従って調製したラットを一夜絶食の後に断頭放血・致死させ，

速やかに肝を摘出し 9倍盆の氷冷した等張緩衝液 (0.25M sucrose， 0.1 mM  

EDTA， 3mM Tris-HCl， pH 7.4)中でホモジナイズした.作られたホモジネートを

遠心分両し，ミトコンドリア画分 (1000Xg上消， 8000Xg沈澱四分)を得た

ミトコンドリア阿分は洗浄の後，等張緩衝液 (0.21M sorbitol， 0.04M sucrose， 

0.1 mM  EDTA， 3mM Tris-HCl， pH 7.4)に 10mg protein/mlとなるようf怒濁し以後;

の実験にmいた (Sanadi，D. R. et a1， 1967). 

R. solaniミトコンドリアの solublesuccinate dehydrogenase活性は以下に示す

方法に従って調製したミトコンドリア懸濁液に 1%となるよう TritonX-100 

を加え， 0"Cで超音波処理 (ModelB・15P，Branson Sonic Power， CT， USA)した

後に遠心分離し (4
0

C，10，OOOXg， 15 min)，得られた上清函分を可溶性画分とし，

soluble succinate dehydrogenae活性の測定に用いた (Georgopoulos，S. G. et a1， 

1975). 

ミトコンドリアあるいは可溶性画分のタンパク企は BovineSerum Albumin 

(BSA)を標準とし Lowryの変法で測定した (Bensadoun，A. and Weinstein， D.， 

1976). 

4)呼吸活性の測定

対数増殖初期の R.solani菌糸を 12mMglucoseを合むあるいは含まないリン

酸緩衝液(48mM， pH 6.5)に 1g wet mycelia/mlとなるように懸濁 し， 15分間の

プレインキユベーションの後に， 25"Cにおける酸素消費速度をクラ ーク型酸素

電極 (Model1∞， Rank Brothers， Ltd.， Cambridge， UK)によって測定したミト

コンドリア函分の complexII (succinate dehydrogenase complex)活性は， DCIPを
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電子受容体として用い， DCIPの還元を 600nmにおける吸光度の変化として分

光学的に測定した(Ulrich，J. T. and Mathre， D. E.， 1972). 可溶化 succinatedehy-

drogenase活性は， UlrichおよびMathreの方法に従い， PMSを中IIUの屯子受容体

として用い，最終の氾子受容体として用いた DCIPの還元を分克学的に測定す

ることによって行った (Ulrich，J. T. and Mathre， D. E.， 1972). NADH-あるいは

succinate-cytochrome c oxidreductase活性は既報の方法に従って， cytochrome cの

還元を 550nmにおける吸光度の増加として測定した (Ulrich，J. T. and Mathre， 

D. E. ， 1972). NADH・あるいは succinate-ubiquinoneoxidreductase (comp)ex 1ある

いは complex11)活性は既報の方法に従い，反応生成物である還元担 ubiquinone

を α，a -dipyridylとFe3・により発色させた後に 518nmにおいて測定した

(Ramasarma， T. and Lester， R. L.， 1960). 分光学的測定には目立 A・220自記分光

光度計(目立製作所(株)，点京)および光路長10mmの石英セルを川いた.

4) Succinateおよびglucose代謝に及ぼす彩智

対数増殖初期の R.solal】i菌糸を， 12 mM  glucoseを含むリン酸緩衝液 (10mM，

pH 6.5)に30mg wet myceliajmlとなるよう懸濁した菌糸懸濁液に [2，3-14C] suc-

cinateを終濃度 1mM  (37 kBq/ml)となるよう添加し，振塗しつつ 25
0

Cでイン

キュベートした.[2， 3-14Cl succinate添加 1時間後に菌糸を回収し，リン般緩衝

液で洗浄した後に， 10% TCA (町ichloroaceticacid)により菌体中の可溶性放射能

を抽出した.抽出液を同容の diethyletherで2回洗浄し，脂質を除いたアミノ酸

画分を得た.得られたアミノ酸画分の試料は簿層クロマトグラフィー (Plate:

cellulose 0.25 mm thickness， Solvent: BuOH/AcOH/H20= 4/1/1)によって各アミノ

酸を分離し，液体シンチレーションカウンター (LSC-903，Aloka (株)，束京)に

よって定量した.

Glucoseを除いた緩衝液を用いて，上記と同様にして得られた R.solani菌糸

懸濁液に [6_14C]D-glucoseを 1mM(37 kBq/ml)となるよう添加し， 25tで 1時間

インキュベートした.インキュベーション中に生じた 14CU2を 2NKOH水溶液

でトラップし，放射能を液体シンチレーションカウンターで測定した.
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1-3. 結果

1) RhIzoctonIa solani菌糸の酸素消費に対する影響

対照区の R.solani菌糸の endogenousな酸素消費は 843nmols 02/min/g wet 

myceliaの速度を示した表 1に示すとおり，この酸素消費(呼吸)は 0.03μM

以上の flutolanilの添加によって阻害され， 3μMの本化合物による阻害は 71%

であった本実験条件下において 5μg/mlのoligomycinは35%の阻害を示し，

30μMの2，4-dinitrophenolは41%の促進を示した.呼吸基質として 12mMの

glucoseを添加した場合の exogenousな酸素消費速度は，対照区においては 980

nmols 02/min/g wet myceliaを示し，前述の endogenousな酸素消費と同様に

flutolanil によって阻害された(表 1). Endogenousおよびexogenous条件下にお

ける酸素消費速度の 50%阻害濃度 (150)はそれぞれ 0.31および 0.51μMと算

出された.

Table 1. Effect of Flutolanil on Oxygen Consumption of R. solani Mycelia 

Conc. Inhibition (%) 
Chemicals 

かM) Exogenousa) Endogenous 

Control 。 o c) 

Flutolanil 0.03 45 43 

0.3 53 50 

3 71 75 

Oligomycin 5 b) 
35 35 

2， 4-Dinitrophenol 30 -41 -38 

a) Exogenous respiration was measured in the presence of 12 mM  
of glucose. 

b) Oligomycin concentration is expressed in ~/ml. 
c) Oxygen consumption rates of endogenous and exogenous 
control were 843 and 980 nmol 021min/g wet mycelia， respectively. 
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2) R. 501ani簡糸ミトコンドリアの電子伝達に対する影科31

対数増殖期の R.501ani 00糸から得られたミトコンドリア画分は succinate，

α-ketoglutarateあるいは NADHを酸化する能力を有していた.Cytochrome cを

電子受容体とする電子伝達は， succinateを基質(電子供与体)とした場合 (succi-

nate-cytochrome c oxidreductase) 12.36 nmol/min/mg proteinの速度で， NADHを基

質とした場合 (NADH-cytochromeC oxidreductase) 48.36 nmol/min/mg proteinの速

度で進んだ. 10μMのf1utolanilは，R. 501a1】i菌糸ミトコンドリア商分の succi-

nate-cytochrome C oxidreductaseを完全に阻害したが， NADHを電子供tj-体とし

た場合には全く阻害を示さなかった(表2).また， succinateを電子供ライ本とし

ubiquinoneおよび DCIPをfE子受容体とした場合は，それぞれ対照区において

2.05 nmol /min/mg protein， 4.45 nmol/min/mg proteinの屯子伝達速度を示したが，

これらの反応も 10μMの木化合物によって 78および 81%の阻害を受けた.

Flutolanil濃度を 1μMとした場合でも，これらの活性は，それぞれ対照区の 76

5および 63%の阻害を受けた.

Table 2. Effects of 10μM Flutolanil on the Respiratory Electron 

Transpo吋ingActivities of R. solani Mycelial Mitochondria 

Reactions a) Specific activity 
(nmol/min/mg protein) 

Inhibition 
(%) 

NADH-cytochrome C oxidreductase 

Succinate-cytochrome C oxidreductase 

Succinate-ubiquinone oxidreductase 

Succinate-DCIP oxidredctase 

Succinate dehdrogenase 

12.36 

48.36 

2.05 

4.45 

3.63 

100 

0 

78 

81 

a) AII reactions were measured according to the methods described 

in the text. 

b) Each value is the mean of triplicated measurements. 
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一方，ミトコンドリア画分から界面活性剤存在下における超音波処理によっ

て調製した可溶性画分を酵素として用い， PMSを中間のiE子受容体として測定

した succinatedehydrogenase活性は 10μMのflutolanilにより全く阻害を受けな

かった(表2).さらに， flutolanil濃度を lmMとした場合も本活性の阻害はほと

んど認められなかった.

3) R. soJani菌糸の glucoseおよびsuccinate代謝に及ぼす影響

対数増殖期の R.solani菌糸に [2，3_14C] succinateを添加した場合， 60分後に

得られる可溶性の主代謝物は asp訂tateおよびglutamateであり，それぞれ添加放

射能の 7および 11%を占めていた.これらのア ミノ酸は，それぞれoxalo・

aceateおよび α-ketoglutarateを前駆体として生合成されるアミノ酸であり，

succinateから TCAサイク Jレおよびアミノ基転移を経て合成されるものと考え

られる 1μMのflutolanilの添加によって，これらのアミノ酸の生成は完全

に阻害され，菌糸中には未変化の succinateの蓄積が認められた. また，脂質画

分(エーテル可溶性画分)への放射能の取り込みも完全に阻害されていた.同時

に，不溶性向分中の核酸およびタンパク函分への放射能の取り込みも完全に阻

害された.

R. solani菌糸による [6-14C]D-glucoseからの 14CU2の生成におよぽす flutolanil

の影響について検討した結果，対照区においては， [6_14C] D-glucoseから， 6.0土

1.4 x lQ4 dpm/g wet meycelia/hrの 14CU2の生成が認められた. この glucoseから

の C02の生成は， 10μMのflutolanilの添加によって， 3.6 + 0.9 x 104 dpm/g wet 

meyceliajhr (対照区の 60.0%)に低下した

4) Flutolanilと関連化合物 mebenilおよびmepronilの比較

Flutolanilおよびその関連化合物， mebenilおよびmepronilはいずれも R.solani 

菌糸の生育を波度依存的に阻害したしかし，その阻害波度域は大きく異なり，

flutolanil， mebenilおよび mepronilの150値はそれぞれ， 7.6X 10六2.9X10・1およ
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Table 3. Effects of Flutolanll， Mebenil and Mepronll on Mitochondrlal Suclnate-
DCIP or Ublqulnone Oxidreductase and Mycellal Growth of R. solani 

a) Inhlbltlon (%) R1 R2 

G OH 。Concen- ate-Succinate- Mycel ial 
C-N trau。n succsn M- ublqu』n。ne groMh 

Chemlc剖s (μMlDClp。x oxldredudase 
reductase 

R tR2 b} 81C} 

26 OCHICH3}2 0t 85 FlutolanHCF3 6376  

1 100 
10 81 

ーーーーーーー回目ーーーーーーーー一ーーーーー一一ーーーーー---ーーーーーーーーー『ーーーーーー--ー

Mebenll CH3 H 1 9 40 66 

10 37 80 

Mepronll CH3 OCH(CH 3)2 1 29 60 83 

10 47 95 

a) AII reactlons were assayed according to the methods described in the text. 
b) Not determlned. 
c) Each value Is the mean of tripllcated measurements. 

び1.7x 10・8M と符出され， R. soJai菌糸生育に及ぼす影轡は flutolanil が最も強

く，ついで mepronil，mebenilの)11買に減少したこれらの 3化令物の R.soJani 

ミトコンドリア complexII活性 (succinate-DCIPoxidreductaseおよび succinate-

ubiquinone oxidreductase活性)におよほす影響について，菌糸生育におよほす影

響と併せて表 3に示した.Flutolanilと同様に， mebenilおよび mepronilもDCIP

および ubiquinoneのいずれの電子受容体を用いた場合にもこれらの酵素系の阻

害活性を示 した. Succinate-DCIP oxidreductase活性に対する限害活性もまた，

flutolanilが最も強く， mepronil， mebenilの順に低下し，その 150値はそれぞれ 5.0

X 10・9，1.4X 10・8および 3.0X10-7 M と算出された.
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1-4. 考察

FlutolailはR.solani菌糸の酸素消費を endogenous，exogenousに関わらず阻害

した(表 1)，このことから，その作用点は呼吸あるいは解糖系に存在するもの

と考察される.表2に示すとおり ，R. solani菌糸から調製したミトコンドリア

画分の氾子伝達活性のうち， NADH-cytochrome C oxidreductase活性は本化合物

による阻害を全く受けず， succinate-cytochrome C oxidreductase活性のみが強く

阻害された.

既知の電子伝達のスキーム(図 2)から考えると， NADHおよびsuccinateの何

れを電子供与体として用いても ubiquinone以後のステップは共通であることか

ら，本化合物の屯子伝達における阻害点は succinateから ubiquinoneに至る問，

すなわち complex11 (succinate dehydrogenase complex， EC.1.3.99.1)であることが

示唆される(図 2). また，ミトコンドリア朕凶分から界面活性剤と趨音波処理

によって可溶化し，PMSを経由する DCIPの還元速度として測定した succinate
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Fig. 2 Schematic Representation of Mitochondrial Eectron Transport Chain and 
Sites of Action of Flutolanil and Other Respiratory Inhibitors. 
Abbreviations are as follows: FP， flavoprotein; Fe-S， non-heme iron 
protein; Co Q， coenzyme Q; Cyt， cytochrome. 
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deh ydrogenase活性は flutolanilに対する感受性を全く失っていた(表 2). これら

の実験事実は，本化合物の阻害点がcomplex11のフラピンタンパク以降の

ubiquinone近傍，即ち complex11の非ヘム鉄・イオウタンパク (IP)とubiqui-

noneの間にある，あるいは complex11から解離した succinatedehydrogenaseは

本化合物の結合部位を失っていることを示唆し，これらの結果は既に carboxin

について得られている結果 (Mathre，D. E.， 1971; White， G. A.， 1971; Ulrich， J. 

T. and Mathre， D. E.， 1972)と良く一致するものであった.

Ramsyらは，flutolanilと類縁のミトコンドリア complex11活性の阻害剤であ

る carboxinの光親和性標識化試薬， azidocarboxin (5， 6-dihydro-2・methyトN-(3'・

azidophenyl)・1，4・oxathiin-3-carboxamide)，を用いてその結合部位について検討し，

intactなcomplex11 は azidocarboxinによってその活性が阻害されるが，特異的

結合はフラピンタンパク (FP)や非ヘム鉄イオウタンパク (IP)には認められず，

主にリン脂質および低分子量のポリペプチド (CII-3および CII・4)に認められる

こと，さらに可溶化した succinatedehydrogenaseは azidocarboxinによる阻害を受

けず，特異的結合も見られなかったことを報告している (Ramsy，R. 

R. etal， 1981).今回， flutolanilについては bindingassayを行なってはいないが，

前述の醇素活性の阻害パターンから考えて， carboxin類と同級の bindingsiteに

結合するものと与えられる.

ミトコンドリア complex11の活性は TCA回路の榊成成分でもあることから，

flutolanilが complex11を阻害することによって TCA回路経由の種々の代謝を

阻害することはト分与えられる.SuccinateからTCA回路を経て生成する oxalo・

aceta陀および十ketoglutarateはそれぞれアミノ基転移を受け aspartateおよび

glutamateに代謝される.Flutolanil存在下において本反応は完全に阻害され，本

化合物は直接 transaminaseを阻害しないことから，前述の complex11の阻害は

ミトコンドリアレベルのみならず菌糸レベル (inyiyo)においても発現してお

り，この阻害によって R.solani菌糸内の TCA回路系全体の活性も低下してい

ることが示唆されたまた， [6_14C] D-glucoseからの 14CU2の生成速度が fluto-
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lanilによって低下したことも本考察を支持する.Carboxinについても別純の糸

状菌である Ustilagomaydisを用いた実験において， flutolanilと同様に glucose酸

化の阻害と succinateの菌糸内蓄積が認められることが報告されている (Mathre，

D. E.， 1970; Rangsdale， N. N. and Sisler H. D.， 1970). 

互いに構造の類似した flutolanil，mebenilおよび mepronilの比較において，菌

糸生育の阻害における活性においても，包子伝達阻害前性においても flutolanil

が最強であり， さらに両活性に対する I50偵もほぼ同水準の濃度であったこと

から，これら化合物の抗兵菌作用にはその屯子伝達の阻害が直接反映している

ものと考察される. Oxathiincarboxamide類についても同級の考察がなされてい

る(White，G. A. and Thorn， G. D.， 1980).菌糸生育およびミトコンドリア

complex IIの何れに対しても flutolanilが最強の阻害活性を示したことは， Taka-

hashiらが報告している種々の 2・置換・7・isopropoxy-benzanilideの防除活性に関

する構造活性相関の結果，すなわち benzoicacid (tolic acid)環 2位(オルト位)

の置換基としては CF3基が最高の活性を示すこと (Takahashi，Y. et aJ， 1987)と良

く一致する結呆であった. また，化合物の浸透移行，代謝を無視しうるミトコ

ンドリア函分を用いた試験系において， flutolanilはmepronilおよび mebenilに

比べ強い活性を示したことから， flutolanilにおいては作用点に対する親和性そ

のものが他の 2化合物に比べ強いことがポ唆された
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1-5. 本章の要約

殺菌剤， flutolanil (α ，α，α-trifluoro-3'・isopropoxy-o・toluanilide)の作用機構に

ついて， flutolanilの防除対象菌株の lつである Rhizoctoniasolani (イネ紋枯れ病

菌)を用いて検討した.

R. solani菌糸懸濁液の endogenousおよびexogenousな般ぷ消費速度はいずれ

もflutolanilにより強い阻害を受けた.さらに， 10μMのflutolanil~こよって ， R. 

solani菌糸のミトコンドリア画分の succinate-cytochromec oxidreductase， succi-

nate-ubiquinone oxidreductaseおよびsuccinate-DCIPoxidreductase活性は浴媒対照

区の 1∞， 88および89%の阻害を受けた.同条件下において T、-1ADH -cytochrome 

c oxidreductase活性は全く阻害を受けなかったことから，ノド化合物の作用点は

ミトコンドリア電子伝達の succinateから ubiquinoneに至る部分，すなわち suc-

cinate dehydrogenase complex (complex 11)であることが明らかとなった.

また，ミトコンドリア内膜商分から界面活性剤の存在下における超音波処理

によって可溶化した succinatedehydrogenase活性は本化合物に対する感受性を

失っており，前述の電子伝達の阻害は complex11の非ヘム鉄ーイオウタンパク

以後の redox-cen terから ubiquinoneに至る部分の阻害による，あるいは本化合物

のミトコンドリア complex11への結合には succinatedehydrogenase (complex II 

のFP)以外の何かが必要であるものと推察された.

R. solani菌糸による [2，3-14C]succinateからのおpartateおよび glutamateの生

成，および [6_14C]D-glucoseからの CU2の生成に及ぼす影響について検討した

結果，いずれの代謝も flutolaniによって強く阻害されていた.このことから，前

述の本化合物によるミトコンドリア電子伝達の阻害は invivoにおいても発現

しており，屯子伝達の阻害は TCA回路等の活性にも影響していることが示唆さ

れた.

Flutolanilとその類縁化合物である mebenilおよび mepronilについて，それら

の活性を比較したところ，菌糸生育阻害活性においても，電子伝達阻害活性に
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おいても flutolanilが最強であり，これらの両活性の阻害波度成および I50値は向

水準であったことから， flutolanilの抗菌作用はその電子伝達阻害作用の直接の

結果であると考察された.
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第 2章 選択的抗菌活性の発現機構

2・1. 緒言

Flutolanilは Corticium属，Typhula属および GymnosporangiumhA等の担子菌類

あるいは Rhizoctonia属等の担子菌の不完全世代には強え!な抗凶作用を示すの

に対し，子護菌，i菓菌類等の担子菌類以外の其菌や細菌等にはほとんど抗菌活

性を示さないことが報告されている (Araki，F. and Yabutani ，K.， 1981; Kurono， 

H.， 1985). また， 1I，lj乳類に対しても極めて低毒性であり，その急性ぷ性の指標

である LD50(半数致死用金)値は経口投与で，ラットおよびマウスのいずれに

対しても 10，∞omg/k:g以上と報告されている (A凶<i，F. and Yabutani， K.， 1981; 
Kurono， H.， 1985). 

前章において，本化合物の一次作用点はミトコンドリアの complex11 (succi-

nate dehydrogenase complex)であることが明かとなった.しかし，ミトコンドリ

アcomplex11 はn核生物には普遍的に存在する酵素系であることから，本化合
物の高い選択性は標的となる酵素系の有無に起因するのではないと考えられ，

その選択毒性発現機構に興味が持たれた.そこで，木市においては， flutolanil 

の選択ぶ性発現機怖を明らかにするべく，種々の糸状菌およびラット肝から調

製したミトコンドリア画分の complex11活性に対する本化合物の影響について

検討した結果について述べる.
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2-2. 材料および方法

1)供試菌株

R. soJar】i，Phytophthora infestans， Saccharomyces cerevisiae， HeJicobasidium 

monpa， TyphuJa isikariensis， Corticium roJfsii， Rhizopus chinensis， RosseJJinia neca-

出x および PyricuJariaoryzaeは日本農薬(株)生物研究所において継代維持され

ている菌株を用いた.継代培養，液体培養および菌糸生育阻害の測定は前市と

同級の方法で行った.

2)ミトコンドリア画分の調製および電子伝達活性の測定

糸状菌菌糸のミトコンドリアは前章に示したと同線の方法に従って凋製した.

ミトコンドリア complexJ 1 (succinate dehydrogenase complex)活性の指標として，

succinate-DCIP oxidreductase活性を用い，本酵ポ活性は前章に述べた万法に従っ

て測定した.

2-3. 結果

1)種々糸状菌の生育およびミトコンドリア complex11活性におよぽす影響

各種糸状菌類の生育におよぼす flutolanilの影響について表4に示す.担子

菌類は一般に本化合物に対して高い感受性を示すが， HeJicobasidium mompa (紫

紋羽病菌)は低感受性であった.担子菌以外では前車でも述べたように， Rhizoc-

tonia solani (稲紋枯れ病菌)のみが高い感受性示した.担子菌以外の其菌類に

は若干の感受性を示すものが散見されたが，細菌類には全く感受性を示すもの

がみられなかった.

表 5にR.solani (不完全菌類)， Corticium rolfsii (担子菌類)， Rhizopus chinensis 

(藻菌類)， Rosellinia necatrix (子嚢菌類)およびPyriculariaoryzae (不完全菌類)の
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Table 4. Antifungal Activity of Flutolanil 

Growth inhibition (%) 

Organisms Concentration (ppm) 

100 10 1 

Rhizopus chunensis (Phycomycetes) 。 。 。
Phytophthora infestsns (Phycomycetes) 10 4 。
Rosellinia necatrix (Ascomycetes) 。 。 。
Saccharomyces cerevisiae (Ascomycetes) 。 。 。
Corticium rolfsii (Basidiomycetes) a) 100 67 

Helicobasidium monpa (Basidiomycetes) 15 12 

Typhula isikariensis (Basidiomycetes) 100 100 99 

Rhizoctonia solani (Fungi imperfecti) 100 100 92 

Pyricularia oryzae (Fungi imperfectり 11 2 

a) Not determined. 

4種の糸状l道の菌糸生育に及ぼす 10μMのf]utolanilの影響，およびこれら糸状

菌の菌糸およびラット肝より調製したミトコンドリア succinate-DCIPoxidreduc-

tase活性におよぼす影響について示した.R. solaniおよびC.rolfsiiの2種糸状

菌の菌糸生育は 10μMのflutolanilによって完全に阻害された.一方，R. ch-

inensisおよび R.neca的・xの菌糸生育は全く阻害されず， P.oryzaeのそれも 8%

阻害されたにとどまった.

10μMのf]utolanilによってその菌糸生育が完全に阻害された菌株，すなわち

R. solaniおよびC.roJfsiiの菌糸から調製したミトコンドリア complex11活性

は，同濃度の本化合物によって，それぞれ81および 87%の阻害を受けた. ま

た，本化合物により菌糸生育阻害を全くあるいはほとんど受けなかった R.

chinensis， R. necatrixおよび P.oryzae菌糸由来ミトコンドリアの向活性は，そ

れぞれ 0，13および2%阻害されたのみであった.

ラット肝分離ミトコンドリアの同活性もまたf]utolanilに対して非感受性であ

り， 10μMの本化合物によって 15%の阻害を受けたにとどまった.
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Table 5. Effects 01 10μM Flutolanil on the Mycelial Growth 
and Mitochondrial Complex 11 Activity in Various 
Fungi and Rat Liver 

Inhibition by 10μM 
11utolanil (%) 

Enzyme sources 
Mycelial Complex 11 a) 
growth Activity 

Rhizoctonia solani b) 
100 81 c) 

(Fungi imper1ecti) 

Corticium rolfsii 
100 87 

(Basidiomycetes) 

Rhizopus chinensis 。 。
(Phycomycetes) 

Rosellinia necatrix 。 13 
(Ascomycetes) 

Pyricularia oryzae 
8 2 

(Fungi imper1ecti) 

Rat liver 
15 

(mammaり

a) Complex 11 activity was measured as succinate-DCIP oxidreductase 
according to the method described in the text. Speci1ic activities in 
the controls were: Rhizoctonia solan~ 4.47; Corticium rolfsi~ 8.21; 
Rhizopus chinensi.毛8.31;Rosellinia necatrix， 17.53; Pyricularia 
oryzae， 18.37; rat liver， 30.42 nmol/min/mg protein. 
b) The imper1ect stage 01 basidiomycetes 1ungi， Thanatephorus cucumeris. 
c) Mean values 01 triplicated measurements. 
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2-4. 考察

ノド試験で用いた菌株のうち，担子菌類以外では R.solaniのみが菌糸生育レベ

ルにおいて flutolanil感受性であった(表4).R. solaniは不完全菌類に分類され

てはいるが，担子菌類である Thanatephoruscucumerisの不完全世代であること

が既に確認されている. このことから，本化合物は担子菌類に特典的に強い生

育阻害活性を示し その他の菌類には活性を示さないと考えられる.

前f，iにおいて本化合物の作用点であるとしたミトコンドリア complex11活性

もまた担子菌由来のもののみが感受性を示し，非感受性菌および附乳類由来の

同活性は阻害されず，菌糸生育レベルとミトコンドリアレベルでの感受性は完

全にパラレルとなった.

一方， flutolanilと類似の骨格を有し，同様の作用点を阻害する carboxinは糸

状薗のみならず，細菌，高等柏物あるいはfJlli乳動物のミトコンドリアの同活性

を阻害することが報告されている (MathreD. E.， 1971; Tucker A. N. and Lillich， 

T. T.， 1974; Day D. A. et al， 1978). この結果から， Langcakeらは carboxinの選

択毒性発現には， carboxinのミトコンドリアへの到達量および作用点の感受性

の双方に起因するとしている(Langcake，P. et al， 1983). 

今回の実験では，分離ミトコンドリア画分を材料として用いていることから，

ミトコンドリアへの薬剤到達量の差および代謝分解の差は無視できる.前述の

ように flutolanilは非感受性菌あるいはラット肝ミトコンドリアの complex11活

性を阻害しなかったことから，本化合物の示す高い選択性は carboxinの場合と

は異なり，作用点であるミトコンドリア complex11の感受性そのものに起因

するものと考察された.
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2-5. 本章の要約

5杓の糸状菌， Rhizoctonia soJani (不完全菌類)， Corticium rolfsii (担下菌類)，

Rhizopus chinensis (渓菌類)， RoseJlinia necatrix (予袈菌類)，および PyricuJaria

oryzae (不完全菌類)の菌糸およびラット肝よりミトコンドリアを 1調製し，その

succinate-DCIP oxidreductase活性すなわち complex11の活性におよぼすf1utolanil

の影轡について検討した.また，これら糸状的の菌糸生育に対する彫特につい

ても検討した.その結果，菌糸生育レベlレでノド化合物に感受性であった担子菌

類あるいはその不完全世代である R.soJaniおよびC.roJfsiiのミトコンドリア

の complex11は本化合物によって強く祖害された.一方，菌糸生育レベルで本

化合物に非感受性菌である R.chinensis， R. necatrixおよびP.oryzaeのミトコ

ンドリアの向活性はほとんど阻害を受けず，的糸生育の感受性と作用点そのも

のの感受性は良く対応する結果となった. また，ラット肝分離ミトコンドリア

のsuccinate-DCIPoxidreductase活性も本化合物によって阻害されなかったこと

は，本化合物の晴乳類に対する低毒性(ラット，マウス経口 LDso:> 10，000 mg/ 

kg)と良く対応した.以上の結果から，f1utolanilの示す高い選択性は，その作用

点であるミトコンドリアの complexIIの本質的な感受性に支配されており，そ

の原因は担子菌類のミトコンドリア complexI Iのみがf1utolanilに対して特異

的に感受性であるためと診えられた.
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第 3章総合考察

R. soJanI菌糸あるいはミトコンドリア函分を用いた生化学的検討によ って，

flutolanilの作用点は既報の carboxianilide類と同様，ミトコンドリア電子伝達系

のsuccinateから ubiquinoneに至る部分，すなわち succinatedehydrogenase com-

plex (complex 11)の非へム鉄・イオウタンパク以f麦の redox-cen terから ubiquinone

に至る部分にあると推察された. WhiteらおよびtenHakenらは， carboxianilide 

類の構造活性相関の検討結果から， succinate dehydrogenase complex 活性阻符の

必須構造として図 3に示したれs-不飽和カ jレボン般の置換アニリンアミド椴

造を提唱した (tenHaken， P. and Dunn， C. L.， 1971; White， G. A. and Thorn， G. 

D.， 1975). Flutolanilの場合，カルボン酸p位の CH3基は CF3基ではあるが，基

本的にはこの必須構造を満足しており，ミトコンドリア complex11を作用点と

することに矛盾はないと考えられた.

:，Xμσ 
Fig. 3. Essential Structure for Complex 11 
Inhibiting Activity Proposed by 
White and Thorn (1975). 

各種糸状菌の菌糸レベルにおける flutolanil感受性と分離ミトコンドリアの

complex 11活性の本化合物 感受性は良い対応を示したことから，糸状菌聞の感

受性の違いは，ミトコンドリア complexIIにおける本質的な感受性に起悶する

と考察された.Whiteらは， carboxinのアナログである S-180(5， 6・dihydro-2・

methyl-N-(p -fluorophenyl)-1，4-oxathiin・3・carboxamide，p帽fluor∞arboxin)はcarboxin
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に対し負相関剤であること，すなわちcarboxin耐性菌から調製したミトコンド

リア complex11にのみ高い活性を示すことを報告している (White，G. A.， 1978; 

White， G. A. and Thom， G. D.， 1980).また， carboxinに対して菌糸生育レベルで

耐性を示すミュータントから調製したミトコンドリア complex11はcarboxinに

対する感受性を失っていることも報告されている (Georgopoulos，S. G. et al， 

1972; Georgopoulos， S. G. and Vomvoyanni， V.， 1972; Georgopoulos， S. G. et al， 

1975; Gunatilleke， I. A. U. N. et al， 1976).これらの結果は， complex IIを構成し

ているいずれかのタンパクの僅かな違いがcarboxianilide類への親和性を変化さ

せうること，またこの作用点での変化が菌糸生育レベルにおける感受性を規定

しうることを示している.前述のように flutolanilは担子菌類のミトコンドリア

complex 11にのみ高い阻害活性(親和性)を示すことから，担子菌類の complex

IIのみが他の菌類とは異なり， carboxianilide類への親和性を付与しうる共通の

構造を有しているものと批察される.

Table 6. Comparison of the Deduced Amlno Acld Sequence withln the S・3Cluster 
。fIP Subunlt 

Organlsms Amlno acld sequences 

Ustllago maydis (carboxln sesitlve) R c H T M N C a) 

Ustllago maydis (ca巾oxlnreslstant) R c L T M N c 
Saccharomyces cerevlslae R c H T M N c 
Shlzosaccharomyces pombe R c " T M N c 
Escherlchla coll R c " T M N c 
Human IIver R c H T M N c 
Human flbroblast R c " T M N c 
Beef hea代 R c " T M N c 
Rat R c H T M N c 
Drosophlla melanogaster R c " T M N c 
Arabidopsis thallana R c " T M N c 

a) The U. maydis sequences were deduced from Elamlne P. L. et al (1992) and Koen 
J. P. et al (1991)， that of E. coll was from Darllngton M.G. and Guest J.R. (1984)， 
that of S. cerevlslae was from lombardo A. et al (1990)， that of human IIver was 
from Klta K. (1990)， that of beef heart was Yao Y. et al (1986)， those of other 
organlsms were from Gould S.J. et al (1989). 
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Koenらは carboxin耐性 UstiJagomaydisから耐性遺伝子をクローニングし，

そのアミノ酸sequenceを決定している.この遺伝子はミトコンドリア complex

IIの非ヘム鉄イオウタンパク (IP，図 4)をコードしており， S-3クラスター (3番

目の非ヘム鉄.イオウ酸化還元中心結合部位)の 258番目の histidineが luecineに

変化していることを報告している (Koen，J. P. et aJ， 1991). 去6にこれまでに

決定された花々の生物の IPのふ3クラスターのアミノ酸配列の一部を示す.

表 6に示すとおり， IPのS-3クラスターのアミノ駿配列は生物ItUでの相同性が

良く，進化の過程で権めて良く保存されている.このことから，この部位の立

体構造(アミノ酸配列)の差は耐性を誘導するものの選択性の原閃であるとは考

えにくい.また， carboxinはウシ心筋のミトコンドリアの complex11を限害する

(Mowley， P.C.， 1977)が， flutolanilは晴乳類(ラット肝)の岡市性を阻害しない

ことからも，ノド化合物の complexIIにおける親和性を規定している原因は IPの

S-3クラスターの構造以外にも存在するものと考察される.

Fumarale 

見出113!?

Inner mitochondrial 
membrane 

Fig. 4. Schematic Representation of the Proposed Distribution 
of Redox Center in Complex 11 (Redrawn from Cammack， 
1986 and Johnson etal， 1987) 
FP， flavoprotein; IP， non-heme iron sulfer protein; FAD， 
Flavine adenine dinucleotide; S -， none-heme Iron 
sulfer redox center; PMS， phenazin methosulfate. 
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第 2編 Fenpyroximateの殺ダニ作用

および選択毒性発現の機構

第 1章 Fenpyroximateの殺ダニ作用機構

1-1. 緒言

Fenpyroximate (tert -butyl (E)-α・(1，3・dimethyl-子phenoxypyrazol・4-ylmethylene-

aminooxy)ーp-toluate，図 5)は，Tetranychus urticae (ナミハダニ)， Panonychus ci的.

(ミカンハダニ)等の植物寄生性ダニに対して高い殺ダニ活性を示すのみならず

ノックダウン活性を示し，既存の殺ダニ剤あるいは殺虫剤の何れとも併造類似

性を有しない新規化合物である (Hamaguchi，H. et aJ， 1990; Konno， T. et al， 

1990).その半数致死淡皮 (LCso)は Turticae幼虫，若虫，成虫のイ可れに対して

も0.5μg/ml以下であるが，卵に対する LCso伎は 36μg/mlと比較的殺卵活性

の低いことが報告されている (Konno，T. et al， 1990). さらに，本化合物は既存

の殺ダニ剤，すなわち cyhexatin，dicofol， pirimiphos-methylおよび hexythiazox

に抵抗性のダニに対しても高い活性を示し これらの既存殺ダニ剤と交差耐性

を示さないことも報告されている (Konno，T. et al， 1990). 以上に述べた化学構

造の新規性および既存殺ダニ剤との非交差性から，本化合物の作用機椛に興味

が持たれた.そこで，本草では fenp戸oximateの作用機構を明らかにするべく，

T. uIticaeの超微細形態および呼吸(電子伝達)に及ぼす影響について検討し，考

察した結果について述べる.

" CH3 
H吋てH20;oiJH3 
γ 。えJ

Flg. 5. Structure 01 Fenpyroxlmate. 
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1-2. 材料および方法

1)化合物

Fen pyroximateは日本良薬(株)化学研究所にて合成および精製された原体(純

度 99%以上)を用いたその他の試薬および溶媒は市販特級品を用いた.Fenpy帽

roximate乳剤 (EC)は0，0.05， 0.5あるいは 5%の fenpyroximate，10%界荷活性

剤 (SP-3005X，東邦化学工業(株)，東京)および適当金の xyleneより成るものを

用いた.Fenpyroximate処理は乳剤を蒸留水で 10，000倍希釈し，有効成分波皮 0

(溶媒対照群)， 0.05， 0.5あるいは 5μg/mlの希釈液を調製，散布することによっ

て行った.

2) Tetranychus urticae Koch 

Tetranychus urticae Koch (two-spotted spider mite，ナミハダニ)として，日本j良薬

(株)生物研究所の継代飼育系統の雌成虫を用いた銅育はインゲン柴上で，温

度 25"C， 16時間明期， 8時間暗期の照明下で行った.T. urticeaのサンプリング

は，綿栓を施したパスツールピペット中に物理的障害を与えないよう緩やかに

吸引することによって行った.

3) T. urticae虫体ATP含量の測定

T. urticae虫体ATP合五Eは既報の方法に準じ，ホタルの luciferase(Sigma 

Chemical Co.， St. louis， MO， USA)および液体シンチレーションカウンター

(LSC・903，Aloka (株)，東京)を用いて測定した(Leach，F. R.， 1981; Lin， S. and 

Cohen， H. P.， 1968). 0， 0.05， 0.5あるいは 5μg/mlのfenpyroximateで処理した 5

頭の T.urticae雌成虫を，処理 0，5， 10， 15， 30および60分後にサンプリング

した.サンプリング後直ちに，氷冷した 50μ1の2%trichloroacetic acidを加え超

音波ホモジナイザー (SonifierB・15P，Branson Sonic Power， CT， USA)でホモジナ

イズした.得られたホモジネートに 4.95mlの 100mM glycine緩衝液 (pH9.0)を
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加え中性化，遠心分離 (10，0∞Xg，10分)により符られた上清を ATP濃度の測定

に供した.測定は l区5述で行い，検出限界は 1.65pmol/miteであった.また，

統計学的有意差の検定は Welchiの検定を用いて行なった.

4)ラット肝および T.urticae分離ミトコンドリアの電子伝達活性の測定

T urticaeのミトコンドリア画分は以下の手順に従って調製した.氷冷下で約

2g(約 1∞，0∞頭)の Tuバicae雌成虫を 10mlの3mM  Tris-HCI緩衝液 (pH7.4， 

合 0.25M sucrose， 1 mM EDTA， 0.1 mM  dithiothreitol， 0.1 % Bovine Serum Albu-

min)中で緩やかに圧搾，体液を除き，1000Xg， 10分間遠心分離した符られた

沈澱を再び2m!の同緩衝液中でテフロンホモジナイザーを用い磨砕した.ホモ

ジネートの 10∞Xg上消を 10，∞OXg，15分間遠心分離し，沈澱を得た.沈澱

をBSAfreeの同緩衝液で 2阿洗浄し， 500μlの同緩衝液に懸濁し粗ミトコンド

リア1I可分とした. ラッ ト肝ミトコンドリア画分は既報 (Sanadi，D.R.， 1967)に

準じて， 6週齢の Sprague-Dawley系雄性ラットより調製した ミトコンドリア

画分のタンパク量は Lowryの変法で測定した (Bensadoun，A. and Weinstein， D.， 

1976). 

T urticaeミト コンドリア画分の NADH-ubiquinoneoxidreductase反応は既報

(Ulrich， J.T. and Mathre， D.E.， 1972)に準じて行った.反応液中の 反応生成物で

ある還元型 ubiquinone(hydroquinone)をcyclohexaneで抽出し (Ramasarma，T. and 

Lester， R.L.， 1960)， N2封入， triethylamine存在下で dansylchlorideと60"Cで 30

分間反応させ，蛍光誘導体とした Dansyl化 coenzymeQ-hydroquinoneの定量

は蛍光検出器を装備した高速液体クロマトグラフ (HPLC)で行った分析条件

を以下に示す.ポンプ:LC・6A(島津製作所(株)，京都)，カラム:YMC-A312 (O 6 

X 150 mm，山村化学研究所(株)，京都)，検出器:RF・535A(島津製作所(株)，京都)，

溶離液:acetonirtile/H20 (775/225)，励起波長:318 nm，検出波長:520 nm. 

ラッ ト肝分離ミト コンドリアの succinate，a -ketoglutarate， isocitrateおよび

ascorbate plus tetramethyl-p -phenylenediamine (TMPD)を基質とする呼吸活性は
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Taniguchiらの方法に準じ，酸素電極(Model100， Rank Brothers Ltd.， Bottisham， 

UK)によ って測定した (Taniguchi，M. et aJ， 1985). NADH-cyt∞hrome c oxidre-

ductase， NADH・ubiquinoneoxidreductaseおよび Succinate-u biq u inone oxidred uctase 

の各活性は既報に準じ，分光学的方法で測定した (Ulrich，J. T. and Mathre， D. E.， 

1972; Ramasarma， T. and Lester， R .L.， 1960; Tripath， P. K. and Gott1ieb D.， 

1969). NADH dehydrogenase活性は Scheweらの方法に従い.potassium ferricya-

nideを屯子受容体として分光学的に測定した (Schewe，T. etaJ， 1975). 分光学

的測定には日立 A・220白記分光光度計(目立製作所(株)，束ぷ)および光路長10

mmの石英セルをj日いた.

5)士urticae雌成虫の超微細形態の観察

0あるいは 0.5μ g/mlのfenpyroximateで処理した Turticae雌成虫を，処理 5，

15，30および60分後にサンプリングし，氷冷下， 1/2強度の Karnovsky固定液

(2.5% gultaraldehyde， 2% paraformaldehyde， 100mMリン酸緩衝液， pH 7.4)中で 4

時間浸潰同定した. 4% sucroseを含む l00mMリン酸緩衝液 (pH7.4)で洗浄後，

氷冷下で 2%osumium tetroxide， 4% sucroseを含む 100mMリン酸緩衝液 (pH7.4) 

に2時間反潰し，後同定した.国定したサンプルは 4%sucroseを含む 100mMリ

ン酸緩衝液 (pH7.4)で洗浄の後， ethanol系列および propyleneoxideで脱水し，

Spurr樹脂 (TAABLaboratories Equipment， Adermaston， UK)に抱思した. 65tに

て24時間の硬化後，正中線に沿って薄切し(Ultra-Nova，Pharmacia-LKB Co.， 

Turk， Finland)， uranyl acetateおよびleadcitrateで二重染色し(Laynolds， E. S.， 

1963)，加速fE圧 180KVで検鏡 (JEM-1200EX，日本電子(株)，東京)した.
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1-3. 結果

1) T. urticae雌成虫の ATP含量に及ぼす影響

Fenpyroximate処理前の T.urticae雌成虫の ATP合誌は 88.96+ 10.32 pmol/mite 

であった.図 6に示すとおり，溶媒対照群 (0%乳剤処理)の T.urticaeのATP含

量は，処理後に一過性の統計的に有意ではない減少傾向を示したのみであり，

乳剤基成分(xyleneおよび SP-3005X)のATP合企に対する影響は小さかった

Fenpyroximate 0.05， 0.5および5μg/ml処理群でそれぞれ，処理 60，15および

10分後から溶媒対照群に比べ統計学的に有意(危険水準 pく0.05)なATP含量

90 

80 
，..‘、

=。70 
E 

合

、、、

-;::: 60 。
E 
c. 50 
、、.-

ω 
~ 40 
E 
c: 30 

220 

10 

* * 。。 10 20 30 40 50 60 

Time after application (min) 

Fig. 6. ATP Concentrations in Adult Female T. urticae Treated with 
Fenpyroximate. 

0， Control;・，Treated with 0.05μg/ml fenpyroximate; 
ロ，treated with 0.5μg/ml fenpyroximate;・，treated with 
5μg/ml fenpyroximate. 

Each value and bar represents the mean of five replicates 

and standard error. 
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の低下が観察され，処理 60分後には， 0.05， 0.5および5μ g/ml処理群の ATP

合♀・はそれぞれ 66.57+ 3.93， 22.76 + 1.77および 2.62+ 1.39 pmol/mite (それ

ぞれ処理前の 74.8，31.2および 2.9%)となり， ATP合長の迷やかかっ処理濃度

依存的な減少が認められた本実験条件下において， fenpyroximate処理 60分

後における T.urticaeの致死率は溶媒対照， 0.05， 0.5および5μg/ml処理群でそ

れぞれ 0，2， 18および46%であった.

2)ラット肝および T.urticae分離ミトコンドリアの屯子伝述に及ぼす影特

Isocitrate，α-ketoglutarateのような NADH依存基質をむ下供与体とするラッ

ト肝分離ミトコンドリアの酸素消費速度は 0.1....... 10μM (0.042""'" 4.2μg/ml)の

fenpyroximateによって強く阻害された(図 7，表7). この阻害は脱共役斉IJ(終濃

度 30μMのSF・6847あるいは 50μMの2，4・dintrophenol)の添加によっても回

復しなかった(図 7). これに対し， succinateあるいは ascorbate+ TMPDを電子

供与体とした場合，ノド化合物による酸素消費の阻害は 100μMでも見られな

かった.

Z__ADP Succlnate 

fenpyroxlmate 

，戸30州 S同制7
100μM 
fenpyroxlmate 

11∞nmols 02 
←→1 
mln 

10μM 

1μM 

0.1μM 

Control 

Fig.7. Effect 01 Fenpyroximate on Oxygen 
Consumption Rate 01 Rat Liver 
Mitochondria. 
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Table 7. Effect 01 10μM Fenpyroximate on Respiratory Enzyme Activities 

01 Rat Liver Mitochondria 

Reactioぷ) Residual activity Control value 

(% 01 control) (nmollmin/mg protein) 

α，-Ketoglutarate oxidase 29 63.2 

Succinate oxidase 91 319.0 

Cytochrome oxidase 100 456.0 

NADH・cytochromec oxidreductase 46 61.1 

NADH-ubiquinone oxidreductase 31 86.0 

NADH dehydrogenase 99 282.0 

. AII reactions were measured according to the method described in the text. 
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Fig. 8. E1fects 01 Fenpyroximate on Mitochondrial NADH・Ubiquinone

Oxidreductase Activity Prepared 1rom T. urticae and Rat Liver. 

0， T. urticae;・，rat liver. Control values were 0.78 and 3.09 
nmollmin/mg protein. Each value was the mean 01 duplicate. 
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N ADH-ubiquinone oxidreductaseおよびT、-lADH-cytochromec oxidreductaseもま

た 10μMのfenpyroximateによって，それぞれ溶媒対照の 31および46%にまで

阻害された(表7). 一方， NADH dehydrogenaseは同波度の本化合物では令く阻

害されず(表7)，さらに， 1mMという高濃度であっても全く阻害されなかっ

た.本条件下において 3μMのanumycinAはNADH-cytochromec oxidreductase 

を70%，1μMのrotenoneは NADH-ubiqiononeoxidreductaseを95%，1 mMの

NaN3は cytochromeoxidaseを 90%，1 mMのfenaminosulf(sodium p -dimethylami-

nobenzene diazosulfonate)はNADH-dehydrogenaseを91%阻害した.

図 8に T.urticae雌成虫およびラット肝分離ミトコンドリアの NADH-ubiqui-

none oxidreductase活性に及ぼす fenpyroximateの彩智・について示す.T. urticae 

雌成虫より調製したミトコンドリア画分の NADH-ubiqiononeoxidreductase活性

はfenpyroximateによって波度依存的に阻害され，その 150値(最小二乗法によっ

てtt山)は 0.08μMであった.ラット肝分離ミトコンドリアの場合も同級に阻

害され， 150は0.4μMとなった.

3) T. urticae雌成虫の趨微細形態に及ぼす影響

0.5μg/mlのfenpyroximateで処理し 15分後の T.urticae雌成虫の筋肉および

末梢神経の電子顕微鏡写J'~を図 9 (b)に示す.Fenpyroximate処理群の末梢神経

細胞のミトコンドリアには若しい形態変化，すなわち膨化，クリステ配列の乱

れおよびマトリックスの屯子密度の低下が認められた(図 9(b)，矢印).このと

き，他の細胞内小器官および朕系に変化は認められなかった.一方，筋肉におい

てはミトコンドリアは正常な形態(規則的なクリステ配列，高いマトリックス

の氾下密度)を保っていた.末梢神経細胞のミトコンドリアに認められた形態

異常は fenpyroximate処理 30あるいは 60分後でも処理 15分後と同級に認めら

れた.また，筋肉のミトコンドリアには処理 60分後でも形態変化は認められな

かった.
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Fig. 9. Cross Sections of Muscle and Peripheral Nerve of Control (a) and 

Fenpyroximate (0.5崎Imlfor 15 min) Treated (b) T. urticae. 

Original magnifications were 10，000 and 15，000， respectively. 
Bars represent 500 nm. Abbreviations used: MF， muscular 
filament; PN， peripheral nerve; MT， mitochondria. 

Fig. 10. Cross Sections of Central Nervous Mass of Control (a) and 

Fenpyroximate (0.5 ~/ml for 60 min) Treated (b) T. urticae. 

Original magnifications were 8，000 and 10，000， respectively. 
Bars represent 500 nm. Abbreviations used: MT， mitochondria; 
N， nucleus. 
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Fig.11. Cross Sections of Epidermal Cells of Control (a) and Fenpyroximate 

(0.5崎Imlfor 15 min) Treated (b) T. urticae. 

Original magnifications were 5，000. Bars represent 500 nm. 
Abbreviations used: CM， cell membrane; CT， cuticle; ER， endoplasmic 
reticulum; MT， mitochondria; N， nucleus; NM， nuclear membrane; PG， 
pigment granule. 

Table 8. Effect of Fenpyroximate (0.5崎1mりonMitochondrial 
Fine Structure of Adult Female T. u付icae

Morphological change a) 

Organ/tissue Time after treatment (min) 

5 15 30 60 

Edpidermal cell + + + + 
Central nervous mass 

Peripheral nerve cell + + + + 
Intestinal epidermis + + + 
Muscle 

Silk gland + + 

a) +， MorphologiωI changes were observed in mitochondria; 
.， no chahge was observed. 
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図 10に溶媒対照 (a)およびfenpyroximate処理60分後(b)の T.urticae雌成虫

中躯神経細胞の電子顕微鏡写真を示す.未精神経細胞で認められたミトコンド

リアの形態変化は認められず，他の細胞内小器官および膜系も正常な形態を

保っていた.また， fenpyroximate処理後60分においても，ミトコンドリアの形

態変化は認められなかった.

図 11に溶媒対照 (a)およびfenpyroximate処理 15分後(b)のT.urticae雌成虫

表皮細胞の氾子顕微鏡写真"を示す.ミトコンドリアに末桁神経細胞(図 9)で認

められたものと同綴の形態変化が認められ，さらに小胞体が平行に配列した管

状から vesicle(小胞)状に変化していた他の細胞内小務官および膜系に形態

変化は認められなかった.

末梢神経細胞および表皮細胞以外にも，卵(卵母)細胞，消化管上皮細胞およ

び絹糸腺細胞にミトコンドリアの形態変化が， fenpyroximate処理の 15分あるい

は30分後から認められた.ミトコンドリアの形態変化の作無について，表8

にまとめて示した.

1“4. 考察

FenpyroximateはNADH依存基質 (α-ketoglutarate等)をfE子供与体とする

ラット肝分離ミトコンドリアの酸素消費を阻害し，その阻害は脱共役剤 (SF-

6847あるいは 2，4・dinitrophenol)のによっても回復しなかった(図7，表7).この

ことから，本化合物は電子伝達に共役した ADPのリン酸化ではなく，む下伝達

そのものを阻害することが示唆された.本化合物の NADHおよびNADH依存

基質を電子供与体とする屯子伝達の阻害は屯子受容体がubiquinoneであっても

cytchrome cであっても認められた(表7). 一方， succinateを電子供与体とした

場合，何れの電子受容体を用いても電子伝達の阻害が全く認められなかった

これらの結果および既知の氾子伝達のスキームから， fenpyroximateの電子伝達
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Cyt， cytochrome. 



阻害における作用点は， NADHから ubiquinoneに至る電子伝達鎖の前半部分す

なわち complex1にあり，本化合物は ubiquinoneから酸素に至る部分 (complex

IIIおよび IV)あるいは succinateから ubiquinoneへ至る部分(complexII)には

影響しないことが推察された

Ferricyanideの存在下においては， complex 1はubiquinoneを屯子受容体とせ

ず ferricyanideを電子受容体とすること，すなわち電子は complex1のフラピン

タンパク (FPd2)から直接 ferricyanideへと伝達されることが知られている.

Scheweらは，本反応は fenaminosulfによって特異的に阻害され，代表的な

complex 1電子伝達阻害剤 rotenoneでは全く阻害されないことを見出だし， fe-

naminosulfの阻害点は complex1のフラピン還元段階 (NADHdehydrogenase)で

あると考察している (Schewe，T. et al， 1975; Schewe， T. et aJ， 1979). Fenpyroxi-

mateはrotenoneと同じく， NADH-dehydrogenaseを阻害しなかった(点7).この

結果から，本化合物の也子伝達鎖における作用点は rotenoneあるいは piericidin

類 (VanDam， K. and Mayer， A. J.， 1971)と同様， complex 1 (NADH-ubiquionone 

oxidreductase complex)の後半部分，特に ubiquinone還元の段階であると推察さ

れる(図 12).

ラット肝分離ミトコンドリアの NADH-ubiquinoneoxidreductase活性に対する

150値は 0.4μM，T. uticaeの場合 0.08μMと大きな感受性差はなかったことか

ら，ラットおよび T.urticaeの何れもミトコンドリアレベルにおいては感受性

であり，本化合物の示す個体レベルでの哨乳類(ラット)と植物寄生性ダニ (T.

u比icae)問の選択毒性には作用点での本質的な感受性以外の原因が存在するも

のと考えられる.

以上に述べてきたとおり fenpyroximateの本質的な第 1次作用点はミトコンド

リアの NADH-ubiquinoneoxidreductase complexすなわち complex1であると考え

られ，真核生物における ATP生合成のほとんどがミトコンドリアにおける電子

伝達と共役していることを勘案すると， T. u巾ωeを本化合物で処理した際に認

められた ATP含量の低下(図 6)は本化合物による電子伝達組筈に起因する 2次
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的現象と考えられる.また，ミトコンドリアの形態はそのエネルギー状態 ('.11

子伝i主成分の酸化/還元状態)を反映するものであることから， fenpyroximate処

理によって引き起こされた T urticaeのミトコンドリア形態異常(関 9---11)も

また本化合物による屯子伝達の阻害によって引き起こされたものと推察される.

Fen pyroximateと同じ siteを阻害する代表的な屯子伝達問害剤である rotenone

i 本化合物と同様のミトコンドリアの形態異常を惹起することが既に報告さ

れている.すなわち， StonerとSirはは，in vitroにおいて rotenoneがウシ心筋

分離ミトコンドリアにマトリックスの膨化等の形態変化 ("configurationchange") 

を引き起こすことを見出だし，この変化は rotenoneの電子伝達の阻害に基づく

現象であると報告している (Stoner，C. D. and Sirak， H. D.， 1969). 

Konnoらは 50μg/mlの fenpyroximateで処理した T.urticaeの半数が処理 51

分以内に knock-down(麻痔)することを報告している (Konno，T. et aJ， 1990).こ

のことから fenpyroximate処理は Turticaeの神経伝達になんらかの影響を与え

たことが示唆される.Fenpyroximate処理された Turticaeの氾子顕微鋭観察に

おいて，末梢神経細胞のミトコンドリアに特異的に形態変化が認められたこと，

即ち末梢神経細胞のエネルギ一代謝が阻害されていることから，本化合物は

pyrethroids， DDT等のように神経伝達に直接作用しているのではなく，末梢神

経細胞におけるエネルギ一代謝を阻害することを通じて神経伝達を撹乱し，

knock-downを引き起こしているものと考えられた本考察を支持するものとし

て， fenpyroximateで認められたものと問機の knock-downが rotenoneで処理さ

れた昆虫で認められるという報告がある (Matumura，F.， 1985; Brown， A. W. A.， 

1963; Yamamoto， I.， 1970).さらに， Fukamiらは rotenone類縁体の氾子伝達阻

害活性と神経伝達の阻害活性に関する構造.活性相関研究において， rotenone類

縁体においてはその電子伝達阻害が神経伝達阻害の主たる原因であり，最終的

に麻捧を引き起こす原因であることを明らかにしている (Fukami，J. et aJ， 

1959). 

速効的な致死濃度以下の fenpyroximateで処理された T.urticae幼虫は第一若
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虫あるいは第二若虫まで生存し， 脱皮時に脱皮不全で死亡する現象が報告され

ている (Konno，T. et aJ， 1990).この現象は，fenpyroximateが直接脱皮を阻害し

た結果ではなく，本化合物の電子伝達阻害により ATP供給が減少し，新しい

表皮の形成が阻害されために惹起された現象と考えられる. 実際，電子顕微鏡

観察の結果(図 11)から，表皮細胞における電子伝達が阻害されていることは明

白である.

以上に述べてきた様に， fenpyroximateの示す高い殺ダニおよびknock-down

j舌'性はミ トコンド リアのcomplex1 (NADH・ubiquinoneoxidreductase complex )に

おける屯子伝達の阻害に基づいてお り，死亡，麻海および脱皮不全等の症状は

全て電子伝達阻害に起因する 2次的な現象であることが示唆された.
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1-5. 本章の要約

Fenpyroximateの作用機構について，Tetranychus urticae Koch (Two-spotted 

spider mite，ナミハダニ)およびラット肝分離ミトコンドリアを用い生化学的お

よび形態学的に検討した.

Fenpyroximateで処理することによって T.U吋icae虫体の ATP含査は述やかか

っ著しく減少し，この現象は死亡に先立って起こることから，本化合物は T.

urticaeのエネルギ一代謝を阻害し，死に至らしめることが示唆された.ラット

肝分離ミトコンドリアを用いた実験結果から，本化合物はミトコンドリアの

NADH-ubiquinone oxidreductase (complex 1)活性を組害し，その詳細な作Jlj点は

rotenone， piericidin類と同じくフラピンタンパク σPd2)から ubiqiononeへの屯子

伝達のステップであることが明らかとなった.また，T. urticaeから調製したミ

トコンドリアにおいても，ラット肝分離ミトコンドリアを用いた場合とほぼ同

級の濃度で NADH-ubiquinoneoxidreductase活性が阻害され，分離ミトコンドリ

アレベルでは11市乳類もダニも本化合物に同程度に感受性であることが明らかと

なった.

FenpyroxirnateをT.urticaeに処理した場合，末梢神経細胞，表皮細胞等のミ

トコンドリアに膨化，クリステ配列の乱れ等の形態異常が悲起された.このこ

とから，本化合物の invitroでみられた NADH-ubiquinoneoxidreductaseの阻害

はinvivoにおいても発現していることが示唆された.

以上の結果から，本化合物の屯子伝達阻害がATP合誌の低下およびミトコン

ドリアの形態異常を引き起こし，ひいては knock-down，死亡，脱皮不全等の生

物学的現象(症状)を引き起こしているものと推察された.
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第 2章 ラットにおけるエステル加水分解機構

2-1. 緒言

Fenpyroximateをラットに経口投与した場合，その代謝および排池は速やかで

あり，主たる代謝経路は臼rt-butylエステル結合の加水分解，オキシムエーテル

結合の開裂， tert -butyl 悲，ピラゾール環3位メチル基，フエノキシ法 4位の再変

化等であることが報告されている (Nishizawa，H. et aJ， 1993).一般にエステル

結合は，その α位の分岐によって酵素あるいは塩基による加水分解に対して安

定化する，すなわち 3級アルコールのエステルは，対応する 1あるいは 2級ア

ルコールエステルに比べ，酵素あるいは底基によって加水分解され難くなるこ

とが知られている (Uchida，M. et al， 1982). しかし，ラット肝ミクロソームに

よる invitro代謝系に 10μgのfenpyroximateを添加した場合， 15分間で添加

量の 28.8%，60分間で 62.7%が加水分解されると報告され，またラットにおけ

る主代謝経路として terトbutylエステルの加水分解が挙げられていることから

(Nishizawa， H. et aJ， 1993)，本化合物の tert-butylエステル結合は 一般の 3級ア

ルコールエステルと異なり加水分解を受け易く，その加水分解にはカルポキシ

エステラーゼによ る直接の加水分解以外の反応機構が存在することが伺われた.

そこで，本章では，ラットにおける fenpyroximateの伝rt-butylエステル加水分

解反応機構について検討するべく行なった代謝中間体の単離 ・構造決定および

加水分解速度の測定結果について述べる.
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2-2. 材料および方法

1)化合物

[Pyrazole-3-14C] fen pyroximateは 14C-acetoethylacetateから日本農薬(株)安全性

研究所にて合成したものを用いた.比活性は 851MBq/mmolであり，使用に際

して簿層クロマトグラフィー (TLC: plate， kieselgel G・60F254， E.Merck， Darmsdatt， 

FRG; solvent， n -hexane/acetone = 4/1)によって精製し，放射化学的純度を 99.0%

以上として用いた.Fenpyroximateおよびその代謝物標品は円本農薬(株)化学研

究所にて合成および精製されたものを用いた表9に使用したたnpyroximate代

謝物の併造および略号を示す. Fenpyroximateの臼rt-butyl ~を methyl ， ethyl， n 

-propyl， j -propyl， n -butyl， j -butylおよび sec-butyl基に置換したアナログは図

13にその概略を示す方法に従って合成したその他の試薬は市販特級品を用い

た.

H3C-<'九/)回COCI…;;(日3COcoOF:t;::lrM2COcoOR 

NiT1守?o o 心 NJfoωc 心ゆc∞o∞o
Nひ.叩JmJ人弘入o。 R: Me， Et， n-Pr，ιPr， n-Bu 

I-Bu， sec-Bu 

Fig.13. Synthesis of Fnpyroximate Analogs. 

NBS; N-bromo-succlmlde 
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Table 9. Structures of Fenpyroxlmate and怜sMetabolitesυsed In Thls Study 

Compounds 

Fenpyroximate 

Structure 

C...う=Nmc:。::;H3
!、-
L'uU、

Chemical name 

t8rt -butyl ( E)・α・{1，3-dimethyl-5・

phenoxypyrazol-4綱methyleneamin∞xYr
p-toluate 

}fH:3HOび:し。:2::j"

C(.JcJ=刈刈JNWJr，ρμ。∞CH 。:可。→弓:::L 
仰吋(ロω問問;ロけ1?r叫 分OVO

H

t8rt -butyl ( Z)・α・{に与dimethyl-5・

phenoxypyrazol-4-methyleneamin∞xy)-
p-toluate 

t8rt・butyl{ E}・α・[1，3-dimethyl-5-(4・-hydroxy-
phenoxy)・pyrazol-4・methyleneamino-oxy]・

p-toluate 

M・5( p-hydroxy， 
ester 

hydrolyzate) 

M・6(4・formyl-
pyrazole) 

M・12( N-de・
methylated) 

M・.22

"C 
H JCHO;.oH 

3

弓

同c、だC=N.OCHO己OH

YQω 
同門

N.~.~O-V 

H
・ー ー.OCHi¥かC-O・C-CH3 

~C、 r-同~ CH 

Nlh? 
Zロ o CH3 

( E)・α・(1，3・dimethyl-5・phenoxypyrazol-

4・methyleneamino-oxy)・
p-toluic acid 

( E)・α-(1，3-dimethyl-5・(4・-hydroxy-phenoxy-
pyrazol-4-methyleneamino-oxyト
p-toluic acid 

1，3・dimethyl-5-phenoxypyrazol-4・
carbaldehyde 

t8rt -butyl ( E)・α-(1・methyl-5・phenoxy-

pyrazol-4・methyleneamino-oxy)・
p-toluate 

H.
ん
MρCH2¥¥/)-C-0・C-COOH

"均3C，--ノJ
，-同 "----J 

C叫H同3 (何Eト凶州2刻イ件例例牛叫州仰[(引{打1，μ3-di耐me州thylふ phen叫 pyrazo吋 i 

NJ/ 立 戸用司 斗州州州叩yl州伽lり加)川m刷川e州州t肋川hy州山y別l陥ene…n附e. ノ《、 / 一¥ 凶 nz、官z。町ylox町yト同2-me掬削附@“ω州tけ納h川ly卯lゆpro。矧p戸仰iぬ。州n川li巾i比cacid 
' N' 。ベ~ /) 
CH3 
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2)ラット l韓国経口投与における代謝

[Pyrazole-3-14C] fenpyroximateをコーン油に溶解し， 1.5 mg/0.9 MBq/kgの割合

で 6週齢の Sprague-Dawley系雄性ラットに強制経口投与した投与し3，6，12

および24時間後に軽度エーテル麻酔下に開腹し，ヘパリンを抗凝悶剤として

用い腹部大静脈より探血，肝を摘出した全血を遠心分離 (4t，3000Xg， 10分)

し血柴を得，その 一部をそのままシンチラント (AtomlightTM， DuPont/NEN Re-

search products， Boston， Mass.， USA)に混和し液体シンチレーションカウンター

(1410， Pharmacia-Wallac Co.， Turk， Finland)で放射能母を測定した.肝は生理的

食塩水で泌流して血液を除きホモジナイズした.得られたホモジネートの一部

を燃焼し(全自動試科燃焼装置， ASC-113， Aloka (株)，東京)14C02とした後，液

体シンチレーションカウンターで放射能量を測定した

血楽に等容の methanol/acetone(1/1)を加え遠心分離 (4t，10，∞OXg， 15分)

して得られた上111および肝ホモジネートを 3倍長の methano1/acetone(1/1)で

2図抽出して符られた抽出液を代謝物の定量に用いる試料とした.試科を 2次

元 co・7工C(plate: Kieselgel G-60F254， E. Merck， Darmsdatt， FRG; 1次元展開溶媒:

benzene/dioxane/acetic acid = 90/25/4， 2次元展開溶媒:n・hexane/acetone= 1/1)で

分離し，オートラジオグラムを作製 (Konicamacro ARG film 3H-type， Konika Co.， 

東京)し，放射能が検出された部分のシリカゲルを掻き取り，液体シンチレー

ションカウンター(1410，Pharmacia-Wallac， Turk， Finland)で定盆した.

3)ラット肝ホモジネート 9000Xg上清画分による代謝

6週齢の Sprague-Dawley系雄性ラットから肝を摘出，氷冷下に生理食塩水で

洗浄し， 100mMリン酸緩衝液(pH7.4， 0.25M sucroseを含む)で 10%ホモジネー

トとした. 9∞OXg， 15分間遠心分離し，得られた上清を S・9画分として用い

た.[Pyrazole-3-14C] fenpyroximate 1∞μM  (4 kBq/ml)， NADPH lmM， ラット肝 s-

9函分 10mg liver eq./ml， 100mMリン酸緩衝液 (pH7.4)からなる反応系を用い，

終濃度 100μMのdiisopropylfluorophosphate(DFP)の添加あるいは無添加で反応
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させた.反応は 37"Cで行ない，反応液に等量の acetoneを添加することで反応

を停止した.Acetone添加後，遠心分離(10，0∞Xg，10分)によって得られた上

清を上記と同条件の 2次元 co・TLCに供し，反応生成物を分離，定量した

4)代謝中間体AおよびBの精製および構造決定

代謝中間体AおよびBは， 前述と同様の方法で調製したラット肝 S-9 10 g 

肝相当， fenpyroximate 100μrnole， DFP 40μrnoleおよび400mlの 100mMリン

酸緩衝液 (pH7.4)より成る系で生成せしめ，酢酸エチル抽出，シリカゲルカラ

ムクロマトグラフィー，分取 TLC等によって単離・精製した.IH・核磁気共11G

スペクトラム(IH-NMR)は，霊クロロホJレム溶媒中 3∞ MHzでVXR・300(Var-

ian Insturument Co. Japan，東京)を用い，質量スペクトラムは二重収束質量分析

計 (JMS-DX-3∞，日本i伝子(株)， -*京)を用い電子衝突イオン化(EI，イオン化エ

ネルギー:70 eV)で測定した.

5)代謝中間体 Aのエステル転位反応速度の測定

pH 7， 8および 9の緩衝液(100mMリン酸あるいは l00mMホウ限)および

ラット血築(100μMのDFPを含む)に代謝物 Aのacetonitrile溶液を 5μMと

なるよう添加し，一定時間後に HPLCによって代謝物 Aおよびエステlレ転位

生成物(代謝物 B)を定註した HPLC条件を以下に示す.ポンプ:LC・6A(島津

製作所(株)，京都)，検出器:SPD・6A(島津製作所製(株)，京都)，カラム:明弘ko・

pack 5C18T (O 6X 150 mm，和光純薬(株)，大阪)，移動相:acetonitrile/H20/acetic 

acid = 650/349/1，流速:1 ml/min，検出波長:258 nm. 

6)エステル加水分解速度の測定

前述と同様にして調製したラット肝 S・9画分を酵素液として用い，代謝物

B， fenpyroxirnateおよびその類縁体の加水分解速度を測定した.酵素液をリン酸

緩衝液(100mM， pH 7.4)で適宜希釈したもの 1∞ μlに各基質の 10mMDMSO
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溶液 1μiを添加して反応を開始した.25tで5-30分間反応の後，200μlの

acetonitrileを添加して反応を停止し，遠心分離 (10，0∞xg， 10分)によ り得られ
た上清中の反応生成物 (M・3，(E)ーαー(1，3・dimethyl-5・phenoxypyrazol-4 y lmeth-

ylene-aminooxy)-p -toluic acid)をHPLCで定量した HPLC条件を以下に示す.

ポンプ:LC・6A(烏津製作所(株)，京都)，検出器:SPD・6A(島津製作所製(株)，京

都)，カラム:YMC-A312 (~ 6X 150 mm，山村化学研究所(株)，京都)，移動相:

acetoni町ile/H20/aceticacid = 700/298/2，流速:1.2 mlfmin，検出波長:258 nm. 

2-3. 結果

1)ラットにおける初期代謝

1.5 mg/kgの用孟でfenpyroximateを雄性ラットに経口投与した際の，血築中

代謝物の濃度推移を図 14に示す.血築中の fenpyroximate波度は極めて低いレ

ベルで推移し， Cmax (最大濃度)は 8ng!mlに過ぎなかった.血築中主代謝物は

fen pyroximateがエステル加水分解を受けた M-3であり，この代謝物は投与 6

時間後には 296 ng/mlに達し，以後減衰した.その他の代謝物として， M-5お

よびM・22が投与 12時間後まで認められた.投与 12時間後までの比較的早い

時期には，図 14中に A で示される未同定代謝物が最も高濃度で存在し，この

未同定代謝物は fenpyroximate経口投与ラットの尿あるいは奨中に検出された

代謝物のいずれとも一致せずその構造に興味が持たれた

図 15に問機の投与条件下における肝中代謝物の波度推移を示す. Fenpyroxi-

mateは投与後比較的早い時間では検出されたがその減衰は速やかで，投与 12

時間後からは検出限界以下となり，本化合物の代謝あるいは排池が速やかであ

ることか示唆された. また，肝中でも血祭と同様に M-3およびM-22が主代謝

物であり， fenpyroximateの主たる代謝経路の lつがtert-butylエステル結合の加

水分解であることが示唆された. 血築中に見出だされた未同定代謝物(図中
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A)は肝中においても見出だされ，投与後6時間と比較的速やかに最高波度に

達し，以後減衰した.

2)ラット肝ホモジネート 90∞Xg上消函分による代謝
ラット肝ホモジネート 9∞OXg上清 (S・9)画分を用いた invitro代謝反応系に，

30分間インキュベートした後の反応液[pyrazole-3-'4C] fenpyroximateをi恭力日し，

DFP無添加区の反応、上泊中には，の 7工c-オートラジオグラムを図 16に示す.

M-3以外の代謝物として，エステル加水分解物である M・3が主に検出された.

少量の M・3のフエノキシパラ位の水酸化体， M-5および酸化代謝生成物であ

一方，強力な esterase阻害剤である DFPの添加る M-22の生成が認められた.

で示される未イ℃わって図中に↓区では M-3およびM・5の生成は認められず，

この未同定代謝物の黒化スポットは極めて Rf値同定代謝物が生成していた.
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れた来同定代謝物とクロマトグラフイー的に一致し 同一物質と考えられた.

また， DFPの添加区における未同定代謝物の生成速度は 2成分の合計で 0.159

μmol fenpyroximate eq./min/mg proteinであった.

3)代謝中間体の単離および構造決定

In vitro系で生成せしめた未同定代謝物の精製過程の概略を図 17に示す.

図 17に示した力-法に従って得られた代謝物を以後，代議J物 Aおよび代謝物 B

とする.代謝物 Aおよび Bの IH-NMRデータおよびシグナルの帰属を表 10に

示す.この 2代謝物はクロマトグラフィー的挙動が類似したのみならず，極め

て類似したスペクトラムを与え，相違点は代謝物 A においては 3.74ppmに検

出されたヘテロ原子に隣接するメチレンプロトンに帰属されるべきシグナルが，

代謝物 Bでは 4.19ppmに低磁場シフトしている点のみであった.代謝物 A

Reaction mixture (400mり

+ acetone 800 ml 

evpd in vacuo 

extd with AcOEt 

AcOEt laver + 14 C-Marker 

adsorbed onto ODS column 

washed with 30% MeOH， eluted with MeOH 
MeOH eluate 

silica gel column chromatography 

(C6H6・AcOEt)

silicagel column chromatography 

(CHCI3 -MeOH) 

preparative TLC (C6H 6・dioxane)

Metabolite A (3.6 ma) Metabolite 8 (2.0 ma) 

Fig. 17. Purification Procedure of Unknown Metabolite A and 8 
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およびBのEI-MS(電子衝突-マススペクトル)および推定フラグメントパター

ンを図 18および 19に示す.EIみISにおいても，代謝物 AおよびBは極めて

類似したスペクトラムを与え， rn/z 437に分子イオンピークを， m/z 348， 239， 

213， 135に特徴的なフラグメントピークを与えた.以上の結果から，代謝物 A

およびBの構造を図 20に示すように，それぞれ トhydroxymethyl-1・methylethyl

(E)-α・(1，3・dimethyl-5・phenoxypyrazol-4-ylmethyleneamino-oxy)・p・toluateおよび2・

Table 10. 1H-NMR Data and Their Assignments 01 Unknown Metabolite 
Aand B 

4
E

司
4

司

。

且

『

R
d
a
u
守

'
n
O
A
H
M
n
U
4
2

4

・・
4

・・

Protons (8 in ppm， multiplicity， J in Hz) 

Metabolite A Metabolite B 

1.53 (6H， s) 1.53 (6H， s) b) 

2.32 (3H， s) 2.32 (3H， s) 

3.57 (3H， s) 3.57 (3H， s) 

3.74 (2H， s) 4.19 (2H， s) 

5.01 (2H， s) 5.01 (2H， s) 

6.86 (2H， m) 6.85 (2H， m) 

7.11 (1H， m) 7.11 (1H， m) 

7.31 (2H， m) 7.31 (2H， m) 

7.35 (2H， d， 8) 7.35 (2H， d， 8) 

7.83 (1 H， s) 7.81 (1 H， s) 

8.∞ (2H， d， 8) 8.00 (2H， d， 8) 

Assigments a) 

a) Assignments 01 Protons are shown below . 

.m亙 o CH't 1 

tcへω，0判。ι。十ふ3
-_h 皇 11 CH20H 

~ムoOz J CH3 皇皇
a 

.m豆(') CH"t 1 

1c¥=N，ocH206-。叩汁CH3
-"寸( 皇 11 If vn 

いO-{)z 金

」円3 阜皇
呈

b) s， singlet; d， doublet; m， multiplet. 
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へcziHH〈〉4一件-CH3

可
lm 心

Metabollte A 

(1・hydroxymethyl-1・methylethyl(E )・α・(1，3・dlmethyl-

5-phenoxypyrazol-4・ylmethyleneaminooxy)-p-toluate) 

'C= N'O-CHベア+川
3円
lm 心

Metabolite B 

(2-hydroxy-2・methylpropyl(E)・α・(1，3・dlmethyl-5-phenoxy-

pyrazol・4・ylmethyleneamlnooxy)-p-toluate) 

Fig. 20. Structures of Metabolite A and B. 
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hydroxy-2・methylpropyl(E)・αー(1，3・dimethyl-5・phenoxypyrazol・4・ylmethyleneamino-

oxy)-p -toluateと決定し，化学合成品との機器分析他およびクロマトグラフィー

的一致によって確認した.

4)代謝中間体のエステル転移反応

Fen pyroximateの構造を勘案すると，生体内では先ず代謝物 Aが生成し，そ

の後に代謝物 Aからエステlレ転位反応によって代謝物Bが生成するものと考

えられる.そこで各種 pHの緩衝液中における代謝物 Aから代謝物 Bへの転換

速度を測定した結果を図 21に示す.温度 25tでpH7から 9の範聞において，

初発波度 5μMの代謝物 Aは定世的に代謝物 Bへと変換し，その他の分解物

5
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Fig. 21. Stoichiometric Conversion from Metabolite A to Metabolite 8 under 

Various Conditions and with Rat Plasma. 
0， pH 7 (phosphate buffer);・， pH 8 (phosphate buffer);ロ，pH 9 
(borate bu行er);A， Rat plasma. The initial concentration of 
metaboliet A was 5μM. Under these conditions， metaboliet A was 
stoichiometric剖Iyconve吋edto metabolite 8 
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を与えなかった.また， pH4以下においては代謝物 Aから Bへのエステル転

位に比ベエステル結合の加水分解 (M-3の生成)が優先したノド実験条件下にお

いて，代謝物 A の pH7， 8および9における半減期 (Tl/2)は 170.9，40.6および

2.1分であり，代謝物 Aから代謝物 Bへの転換は塩基性条件下においてより速

やかであった.ラット血焚(100μMのDFPを含む)に代謝物 A を添加した場

合も，代謝物 Aから代謝物 Bへの転換は速やかで，代議J物 Aの Tl/2は5.9分

であり， pH7および8の緩衝液中よりも速やかであった.また，代謝物 A の初

期濃度を増減してもその T1/2に変化はなかった.

5)代謝中間体および fenpyroximate類縁体のエステjレ加水分解速度

Fenpyroximate (tert -butylエステlレ)， methyl， n -butyl， i -butylおよびsec-butyl

エステルアナログおよび代謝物 Bのラット肝 S-9による加水分解速度につい

て検討した結果を表 11に示す.1級エステルである methyl，n ・butyl，i -butyl 

Table 11. Rates of Ester Hydrolysis of Fenpyroximate and Its 

Metabolites by Rat Liver S・9without NADPH 

Compounds n 

m 吠ω0問。ιOR
:' ¥¥ ，---.. E剖erhydrolysls rate N _;入 /=¥
. t.( 0"""¥¥ ;) (nmol/mln/mg proteln) 

Relatlve rate 

CH3 一一

(R) 

-CH 3 (胸) 4.529 1.印加

-CH 2CH2CH2CH3 (n-Bu) 2.328 0.514 

-CH 2CH(CH 3)2 (1・Bu) 2.644 0.584 

-CH(CH 3)CH 2CH 3 (sec-Bu) 1.368 0.3∞ 
-C(CH 3)3 (fenpyroxlmate) 0.015 O.∞3 
-C(CH 3)2CH 20H (metabollte A) 

N.D. a) 

-CH 2C(CH 3)20H (metabollte B) 
2.035 0.449 

a) Not detennlned. 
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アナログおよび代謝物 Bは速やかに加水分解され. sec-butylエステルアナロ

グは 1級エステル類の約半分の速度で加水分解された.3級エステルである

たnpyroximateの加水分解速度は代謝物 Bの 1/100以下と carboxyesteraseによ

る加水分解に対して纏めて安定であった

2-4. 考察

一般に，エステル結合を形成しているアルコールの α位の分岐は，そのエス

テJレ結合を塩基あるいは酵素による加水分解に対して安定化することが知られ

ている.例えば， UchidaらおよびSoderlundらは， 3級アルコールのエステル

は，その対応する 1あるいは 2級アルコールのエステルに比べ esteraseによる

加水分解に対し安定であることを報告している(Uchida，M. et al， 1982; Soder-

lund， D. M. and Casida， 1. E.， 1977). 一方， fenpyroximateのラットにおける代

謝経路は図 22のように推定されており， fenpyroximateの主たる代謝経路の 1

っとして tert-butylエステル結合の加水分解が挙げられている.また fenpyroxi-

mateを経口投与したラットの血築中あるいは肝中には，投与 1時間後にはエス

テlレ加水分解物， M・3，が検出されていることから(図 15および 16)，fenpy-

roximateの加水分解は速やかであると考えられ， 前述の一般則に合致しない結

果となった.

肝および血築中に見出だされた未同定代謝物 Aおよび Bはラット肝 8-9を

用いた invitro系において， DFP添加区にのみ特異的に見出だされ，対照区では

M・3のみが主に検出されたこと (図 16)から，代謝物 AおよびBはfenpyroxi-

mateから M・3へ至る中間代謝物であると推定された.

図 21に示したとおり ，代謝物 Aから Bへの分子内エステル転位反応は塩基

性条件下においてより速やかであり，非酵素的に起こることから，この反応は

水酸基からのプロトンの引き抜きに始まる図 23に示す経路すなわち，分子内
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環化および開裂を経る反応であると推察された図 21に示すとおり，この分子

内エステル転位反応はラット血築中 (pH7.4)においても起こるとから，ラット

体内においても本反応経路によって代謝物 Aから代謝物 Bが生成しているも

のと考えられる.

今回見出だされた代謝物 Aから Bへの分子内エステル転位反応が生体内で

進行するという報告はこれまでになく，類似の反応例も， Etoらによる汀i・0・

tolyl phosphate (TOCP)および‘di-o-tolylmethyl phosphate (DOCP)のミクロゾーム

による酸化および分子内環化の報告があるに過ぎない (Eto，M. et a1， 1967). こ

のTOCPおよびDOCP酸化物の分子内関環反応は血祭アルプミンによって触

媒されることも併せて報告されている (Eto，M. et a1， 1967).ラット血築中にお

ける代謝物 Aから代謝物 Bへの反応速度は pH 7および8の緩衝液中でのそ
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れより大きく，本反応の場合もまた Etoらの報告と同様に なんらかのラット

血柴成分が本反応を触媒しているものと推察された

表 11に示すように，代謝物 Aから分子内エステル転位反応によって生じた

代謝物 Bは 1級エステルであるため fenpyroxima隠そのものに比べ遥かに加水

分解されやすく，この結果は 一般則あるいは UchidaらおよびSoder1undらの報

告 (Uchida，M. et al， 1982; Soderlund， D. M. and Casida， J. E.， 1977)に良く一致す

る. また， in vitroでの fenpyroxima低の郎防raseによる直接の加水分解速度

0.015 nmol/min/mg proteinに比べ代謝物 Aの生成速度は 0.159nmol/min/mg 

proteinと10倍程度速かった.これらの結果から， fenpyroximateのエステル結

合の加水分解の多くは，ミクロゾームによる水酸化一分子内エステル転位(1

級エステJレ化)→esteraseによる加水分解，の経路をとるものと推察される. ま

た， この反応経路が一見一般則に合致しないかに見える fenpyroximateの易加

水分解性に寄与しているものと考えられ本経路の初発反応であるミクロゾー

ムによる tert-butyl基の水酸化反応速度がfenpyroxima胞の加水分解速度全体を

規定しているものと推察された.
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2-5. 本章の要約

Fenpyroximateの代謝について，ラットを供試動物とし invitroおよび invivo 

で検討し，本化合物の tert-butylエステJレ結合は速やかに加水分解されること

を明らかにした.Esteraseを組害した条件下でのみ得られる中間代謝物 Aおよ

び Bを単離し，その構造をそれぞれ， fenpyroximateの tert-butyl基が水酸化を

受けた 1・hydroxymethyl・I・methylethyl(E)-αー(1，3・dimethyl-5・phenoxypyrazol・4

ylmethyleneaminooxy)-p -toluateおよびそのエステルが分子内転位を起こした 2・

hydroxy-2・methylpropyl(E)-α ・・(1，3・dimethyl-5-phenoxypyrazol-4・ylmethyleneamino-

oxy)ーp-toluateと同定した代謝物 Aは，非酵素的に生理的条件下において，

分子内エステル転位反応によって定量的に代謝物 Bを生じた個々の反応速

度の比較から， fenpyroximateの invivoにおけるエステル加水分解の多くは，

ミクロゾームによる水酸化によって生成した代謝物 A が分子内エステル転位

反応によって代謝物 B (1級エステjレ)を生じ，その代謝物 Bが加水分解される

という経路に依存することを明らかにした.
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第 3章 選択的活性発現の機構

3 -1. 緒言

Fenpyroximateは動物寄生性あるいは土壊寄生性ダニおよび多くの昆虫に対し

て殺虫あるいは殺ダニ活性を示さず，さらにfll日乳類に対する経口急性毒性は低

いといった特徴を持つ，すなわち高い選択性を示す化合物である (Konno，T. et 

a1.， 1990; Hamaguchi， H.，1990). しかし第 l草で述べたように， pnmaryな作用

点と考えられるミトコンドリアの NADH-ubiquinoneoxidreductaseそのものは，

ラット肝由来であっても， T. urticae由来であっても fenpyroximateに対して同

様に感受性を示した.このことから，本化合物においては作用点の感受性以外

の原因で選択性が発現しているものと考えられる.そこで本章では fenpyroxi-

mateの選択毒性発現機構について，その解毒代謝，特に第 2章で述べたエス

テル加水分解に着目し検討した結果について述べる.
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3-2. 材料および方法

1)呼吸阻害活性の測定

ラット肝分離ミトコンドリアの α-ketoglutarateを基質とする酸素消費速度を

酸素電極 (Model100， Rank Brothers Lほ， Bottisham Cambridge， UK)を用い，第 1

章で述べた方法に従って測定した. Fenpyroximateおよびその代謝物は ethanol

溶液として添加した

2) T. urticaeによる fenpyroximateの代謝

[Pyrazole-3-'4C] fenpyroximate 1μg (2 kBq)のacetone溶液を N2ガスを用い，

パイレツクスガラス製試験管内壁にフィルム状にコーティングした(Hamed，

M.S.， and Knowles， C.O.， 1988). Fenpyroximateをコーティングした試験管内に

T. urticae雌成虫 l∞頭(約 2mg)を放虫し fenpyroximateと接触させた.25t， 

暗所で 1時開放置した後， T. urticaeを別の試験管に移し変え，再び25t，暗所

でインキュベートし， 24時間f麦に methanol1 mlを添加しホモジナイズした.ホ

モジネートを遠心分離し，得られた上清を前車と同条件の co-l工Cに供 し，代

謝物の定i孟を行った.

3)エステル加水分解速度の測定

基質として fenpyroximateおよびその類縁体を用い，前述と同様の方法で調

製したラット肝 S-9画分をリン酸緩衝液(100mM， pH 7.4)で適宜希釈し，その

1∞μ1に各基質の 10mMDMSO溶液 1μlを添加して反応を開始した.250Cで
反応の後， 200μlのacetonitrileを添加して反応を停止し，遠心分離の後，反応応、

生成物である M-3引((Eめ)-αト-(ο1，3-d副ime邸th均ylト.ふp帥heno似xy卯P戸azol-4ι-yl加me出yりlene凶amin∞xyρ)-

p-tωolu山i比ca抗ci凶d)をHPLCで定丑した.f王iPLC条件を以下に示す.ポンプ:LC・6A(島

津製作所(株)，京都)，検出器:SPD・6A(島津製作所製(株)，京都)，カラム:YMC-

A312 (併6X150 mm，山村化学研究所(株)，京都)，移動相:acetonitrile/H20/acetic 
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acid = 7∞/298/2，流速:1.2 ml/min，検出波長:258 nm. 

4)酸化代謝速度の測定

Sprague-Dawley系雄性ラット肝， ddy系雄性マウス肝， NewZealand white系

雄性ウサギ肝，雄性カニクイザル肝，雄性ウズラ肝，コイ肝勝およびハスモン

ヨトウ中腸を 0.25M sucrose含む l00mMリン酸緩衝液でホモジナイズし， 10∞
Xg， 10分間遠心分離した得られた上清を再度 90∞Xg，10分間遠心分離
し，得られたヒ消を S・9画分としたまた，T. urticae雌成虫を醇索源として用

いた場合は，第 lf，'tで述べたミトコンドリア画分の調製と同級に，いったん緩

衝液中で圧搾し体液を除いた後に S・9の調製に用いた.このようにして調製し

た S-9画分 (30........100μgタンパク当量)を用い， 100μM fenpyroximateを，

lmM  NADPH， 100μM DFP， 100 mMリン酸緩衝液より成る反応系で， 25"Cに

おいて 5........30分間代謝させた. 反応液に等量の acetonitrileを添加，反応を停止

し，遠心分離 (10，0∞Xg，10分)により得られた上清の一部を以下の条件の
HPLCで分析し， 生成した代謝物を定量したポンプ:LC・6A(島津製作所(株)，

京都)，検出器:SPD・6A(島津製作所製(株)，京都)，カラム:Fine-pack 5C18 (O 4 X 

250 mm，刊本分兆(株)，東京)，移動相:acetonitrilefH20/acetic acid = 6∞1/398/2，流
速:1.5 ml/min，検出波長:258 nm. 定量対象化合物は fenpyroximate，Z-異性体

(M-l)， phenoxy基 4位水酸化体 (M・2)，エステル加水分解物 (M・3)，pyrazole 

環 1位 N-脱メチル体 (M・12)，pyrazole環 3位メ チル基水酸化体 (M-20)および

代謝物 A (tert-butyl基水酸化体)とした

3-3. 結果

1) Fenpyroximateおよびその代謝物の電子伝達組害活性

図24にfenpyroximateおよびその代謝物の α-ketoglutarateを器質とした際の
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第 1窄でもラット肝分離ミトコンドリア酸素消費速度におよぼす影響を示す.

fenpyroximateはラット肝分離ミトコンドリアの酸素消費を阻述べたとおり，

FenpyroximateのZ・異性体であるその 150値は 0.4μMと算出された.害し，

M-1は母化合物に匹敵する阻害活性を示した代謝物 A，代謝物 Bおよび M-

22もまた阻害活性を示したが，その程度は弱く代謝物 A およびBの 150値は 3

M-3および M-5のように tert-butyl一方，M・22では 30μMであった.μル1，

エステル結合が加水分解された代謝物あるいは M-6のようにベンジル環部分

を失った化合物は lmMという高濃度でも本酵素活性に対して全く阻害活性を
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2) T. urticaeによる fenpyroximateの代謝

表 12に示すように， fenpyroxirnateは T.UIticae雌成虫によってほとんど代謝

されず， M・6およびM・12が，それぞれ投与量の 0.5および2.6%認められたの

みであった.ラットにおける主代謝物でる M-3あるいは M・22は検出限界(投

与量の 0.05%)以下であった.試験管内に残存した放射能吐から算出した fenpy-

roximateの用なは約 1ng/mi胞であった.

Table 12. Metabolism 01 Fenpyroximate by Female 

Adults 01 T. urticae 

Metabolites 

Fen pyroxi mate 

M・1(Z-isomer) 

M-3 (Ester hydrolyzate) 

M・6(4・10rmylpyrazole)

M・12(伴demethylated)

M-22 

Metabolite 10rmed 

(% 01 dosed radioactivity) 

93.2 

3.1 

< 0.05 

0.5 

2.6 

< 0.05 

3)ラット肝および T.urticaeより調製した 9000x g薗分のエステル加水分解

活性

表 13にラッ ト肝および T.UIticae S・9函分の fenpyroximateおよびその類縁

体の加水分解速度をまとめて示す.ラット肝 S・9においては，今岡用いた基質

のなかで tert-butylエステJレすなわち fenpyroximateが最も加水分解され難く，

15.0 nmol/min/mg proteinの加水分解速度を示したに過ぎず， methylエステルア

ナロ グの加水分解速度 (452.9nmol/min/mg protein)に対する相対速度は 約 1/

3∞であった.第 2窄でも述べたように，エステル加水分解速度は溢基触媒によ

る化学的な場合と同じく，エステル結合の α位の分岐に従っ て低下していた
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が， 1級エステル向上の比較では， アルキル鎖がethylの場合に最大の被加水分

解性を示し，それ以上の鎖反ではその増加に{下ない依加水分解性は減少する傾

向にあった • T. urticae S-9画分を用いた場合は，ラット肝の場合とは異なり，

methylエステルの被加水分解速度が最も大きく， 76.0 nmol/min/mg proteinを示

し，エステル結合の α位が置換された場合その速度は低下していた tert・Butyl

エステルの場合，その被加水分解は検出限界 (0.5nmol/min/mg protein)以下と

なった.

Table 13. Rates of ester hydrolysls of fenpyroxlmate and Its analogs by 

5-9 fractlon of rat IIver and T. urtlcae 

Compounds _ 0 Ester hydrolysis rate 

は"c=側ひい (nmol/mln/mg proteln) 

H3 N 

CH3 

。
rat IIver T. urtlcae 

(R) 

-CH3 (Me) 4.529 (1.000) 0.076 (1.000) a) 

-CH 2CH3 (Et) 5.053 (1.116) 0.013 (0.176) 

-CH2CH2CH3 ( n-Pr) 3.899 (0.861) 0.055 (0.719) 

-CH2CH2CH2CH3 (n・Bu) 2.328 (0.541 ) 0.062 (0.812) 

-CH 2CH(CH 312 (1・Bu) 2.644 (0.日4) 0.058 (0.761) 

-CH(CH 3)2 ( I-Pr) 1.945 (0.426) O.∞9 (0.116) 
-CH(CH 3)CH 2CH 3 ( sec-Bu) 1.368 (0.302) 0.003 (0.∞4) 
-C(CH 3}3 (fenpyroxlmate) 0.015 (0.003) < 0.0005 (>0.∞7) 
-C(CH 3hCH 20H (metabollte A) N.D. N.D. b) 

-CH 2C(CH 3l20H (metabollte B) 2.035 (0.449) N.D. 

a) Values In the parenthesls represent the relatlve rate to methyl e剖er
hydrolysls. 
b) Not detennlned. 
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4)各種生物の fenpyroximate代謝活性の比較

前章で述べたとおり， ラット肝から調製した Sタは DFPの存在下で fenpy-

roximateの tert-butyl基を水酸化し代謝物 A を生成したこの反応の速度は

159.1 nmol/minjmg proteinと全ての反応の中で最も速く， tert-butyl基の水酸化

反応は pyrazole環 1位の N-脱メチル化， phenoxy基 4位の水酸化， pyrazole 

環 3位メチル基の水酸化等の反応に優先して起きることが明らかとなった(表

14). 表14に示したとおり，マウス，ウサギ，カニクイザル，ウズラ， コイお

よびハスモンヨ トウより調製した S-9画分には程度の差はあるが，いずれにも

tert -butyl基を水酸化する活性が認められたしかし，ウサギ，カニクイザル，

コイおよびハスモンヨトウでは， pyrazole環 1位の N-脱メチル化反応が，コ

イでは pyrazole環 3位メチル基の水酸化反応速度が最も優先して起こっていた.

Turticaeの虫体から調製した S-9画分の活性は弱く，僅かに pyrazole環 1位の

N-脱メチル化活性およびphenoxy基 4位の水酸化活性が認められたのみで

tert -butyl基の水酸化活性は全く認められなかった

Table 14. In vitro Metabolism of Fenpyroximate with 5-9 Fractions 

Prepared from Various Organisms 

Rate of metabollte formatlon (nmol/min/mg protein) 
Enzyme sources 

Metabollte A M-2 M-12 M.20 

R~t liver 159.14 :t 4.54 28.49 :t 5.60 40.71 土0.91 3.06 :t 0.91 a) 

Mouse liver 13.19 :t 0.98 < 0.005 n.34 全 5.25 7.60 :t 1.08 

Rabblt IIver 6.86 士 0.28 0.80 士0.05 24.08 士0.82 1.15 :t 0.05 

Monkey IIver 32.63 :t 0.23 0.37 :t 0.01 50.18 士0.36 3.56 :t 0.05 

Quailllver 2.18 :t 0.25 0.59 土 0.90 6.48 土0.35 22.36 :t 2.67 

Ca巾 IIver 5.04 :t 0.02 <0.∞5 17.57 土0.31 0.62 :t 0.07 

S.I/tura mld gut 5.46 土 0.18 0.26 :t 0.06 10.87 :t 0.20 6.60 :t 0.29 

T. urtlcae <0.∞5 <0.∞5 0.14 ;t 0.02 0.19 土 0.02

a) Each value was the mean of trlpllcated measurement and standard error. 
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3-4. 考察

Fenpyroximateは第 1市でも述べたように強力な電子伝達臨害活性を示すが，

その代謝物はいずれも母化合物に比べ弱い電子伝達阻害活性しか示さず(図

24)，代謝分解は解毒として働くものと推察された.代謝物の中でも，エステJレ

加水分解物，すなわち M・3は 1mM という高濃度でも全く阻害活性を示さず，

エステ lレの加水分解は解ぷ代謝に大きな割合を占めるものと考察された(図

24). 表 13に示すとおり，ラット肝 S-9による (invitroにおける)fenpyroxi-

mateの直接の加水分解速度は大きくない.しかし，ラット肝 S-9においては，

第 2章で述べた経路による速やかな加水分解が期待できる.事実，ラット In

vivoにおける代謝試験では M-3が投与量の 4.1%を占める主代謝物の 1つで

あることが報告されている (Nishizawa，H. et al， 1993).表 14に示したとおり，

サル肝，マウス肝，ウサギ肝，ウズラ肝，コイ肝純およびハスモンヨトウ中腸

の S-9阿分にはラットと同様に，tert -butyl 基の水酸化活性が認められており，

ラットの場合と同様の加水分解経路の存在が示唆された

一方，T.u吋icaeのふ9画分には他の生物に認められた tert-butyl悲の水酸化

活性が認めらず(表 14)，このことから invivoおいては，第2章で述べた経路

によるエステル加水分解が起こっていないものと推察される.実際， T. urticae 

雌成虫を用いた invivoにおける代謝実験では， fenpyroximateの代謝物として

M・6および M・12が認められたのみであった(表 12).また，in vitro代謝実験に

おいても臼rt-butyエステルの加水分解活性を示さず(表 13)，in vitroおよび in

vivoにおける代謝実験の結果はよく整合するものであった.これらの結果から，

T urticaeのfenp戸oximate解毒代謝能は前述のラッ ト，マウス，サル，ウサギ，ウ

ズラ，コイおよびハスモンヨトウに比べ極めて弱く，この解毒代謝能の欠如が

本化合物の選択毒性発現に大きく寄与しているものと考えられた.
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3-5. 本章の要約

Fenpyroximate自身は第 1章で述べたように強力な屯子伝達阻害活性を示す

が，その代謝物の包子伝達阻害活性は母化合物に比べ弱く， M・3(エステル加水

分解物)は全く活性を示さなかったこのことから，tert -butylエステルの加水

分解は fenpyroximateの解毒代謝に大きな割合を占めるものと推察された.各種

生物から調製した S・9画分による invi加 代謝系を用いて本化合物の代謝につ

いて精査した紡呆，T. urticaeを除く全ての生物，すなわちラット，マウス，サ

ル，ウサギ，ウズラ，コイおよびハスモンヨ トウから調製した S・9四分には第

2章で述べた代謝物 Aの生成すなわち tert-butyl基の水両変化活性が認められた

このことから，前述の鴫乳類，鳥類，魚類，昆虫等にはラットの場合と同様に

tert -butvl 基の水敵化→エステル転位→加水分解なる経路が存必し，in vivoに

おいては速やかな加水分解，すなわち解毒が起きていることが示唆された.

一方，T. urticaeの場合，in vivoおよびinvitroのいずれにおいても fenpyroxi-

mateの加水分解は認められず，また tert-butyl基の水酸化活性も認められな

かったことから， fenpyroximateの tert-butylエステル結合の加水分解活性が欠如

していることが示唆さ れた.これらの結果から，標的生物 (T.urticae)における

解毒代謝能の欠如lが木化合物の選択毒性発現の原因であると推察された.
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第 4章 総合考察

生命維持は相互に関連した多数の生化学的反応の結果と与えられ，任意の 1

つの生化学反応に影響する物質(阻害剤)が最終的に複数の細胞機能に影響し，

種々の症状(現象)を引き起こすであろうことは容易に怨像できる. Fenpyroxi-

mateの場合，第 l市で述べたように本質的な第 1次作用点はミトコンドリア

のNADHubiquinone oxidreductase complex (complex 1)であると考えられる.其

核生物における ATP生合成のほとんどがミトコンドリアにおける屯子伝達と

共役していることから， T. urticaeを本化合物で処理した際に認められた ATP

合金の低下(関 6)，ミトコンドリアの形態変化(図 9--11)等は全て本化合物に

よる電子伝達の阻害に起因する現象と考え得る.

Konnoらによって報告された fenpyroximate処理 T.urticaeのknock-downおよ

び麻揮の様な行動異常 (Konno，T. et a1， 1990)は本化合物が士 urticaeの神経伝

達になんらかの影響を与えたことを示唆する. 一方，屯子顕微鏡による形態観

察において， fenpyroximate処理を施した T.urticaeでは，末梢神経細胞のミトコ

ンドリアに特異的な形態変化が認められたこと(図 9)，すなわち末梢神経細胞

においてエネルギ一代謝が阻害されていることを考えあわせると，本化合物は

pyrethroids， DDT等のように神経伝達を直接撹乱しているのではなく，末梢神

経細胞におけるエネルギ一代謝を阻害することを通じて神経伝達を撹乱し，そ

の結果 knock-down等の現象を引き起こしていると考えられた. Fukamiらは，

本化合物と同作用点の電子伝達組害剤である rotenone処理された昆虫に認めら

れる knock-down現象について，同様の結論を下している(Fukami，J. et a1， 

1959). 

速効的な致死濃度以下の fenpyroximateで処理された T.urticae幼虫に観察さ

れる脱皮不全(脱皮時における死亡， Konno， T. et aJ， 1990)もまた，本化合物

の呼吸阻害による ATP供給の減少に起因する現象と考えられる.すなわち，

ATPの枯渇によ って新しい表皮の形成が阻害されるために脱皮不全となり死亡
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が見られるものと推察される.

これまで述べてきたように， fenpyroximateの示す高い殺ダニおよび knock-

down活性はミトコンドリアの NADH-ubiquinoneoxidreductaseの阻害に基づい

ており， ATP合広の減少，ミトコンドリアの形態変化，死亡，麻痔および脱皮

不全等の症状は全て呼吸阻害に起因する 2次的な現象，症状と解釈でき，これ

よって本化合物の引き起こす様々な生物現象が統一的に説明できた.

第 3常において述べたように fenpyroximate自身は強ノJな氾子伝達阻害活性

を示すが，その代謝物はいずれも母化合物に比べ弱い活性しか示さず，代謝分

解は解毒と位置づけられた.代謝物の中でも エステル加水分解物すなわちM・

3は lmMという高濃度でも全く阻害活性を示さず エステルの加水分解は解

毒代謝に大きな割合を占めるものと推察された.表 11および 13に示すとおり

ラット肝 S-9を用いた invitroにおける fenpyroximateの直接の加水分解速度

は大きくない. しかし， fenpyroximateのラ ットにおける代謝経路は図 22のよ

うに推定されており.本化合物の主たる代謝経路の lつとして tert-butylエス

テル結合の加水分解が挙げられている (Nishizawa，H. et al.， 1993). 実際，

fen pyroxi mateを投与したラットの血築中あるいは肝中には，投与後速やかに M・

3 (エステル加水分解物)が検出されていることから fenpyroximateの JnVIVOにお

ける加水分解は速やかであると考えられる.この 一見速やかな tert-butylエス

テルの加水分解はミクロゾームによる水酸化→分子内エステル転位(1級エ

ステル化)→郎防raseによる加水分解の経路をとるものと推察される.

1n vitroにおける fenpyrox imateの加水分解速度， 15.0 nmol/min/ mg proteinに比

べ代謝物 Aの生成速度は 159.0nmol/min/mg proteinと10倍程度速いことから，

fenpyroximateのエステル結合の加水分解の多くは上記の反応経路をとり，ま

た，この反応経路の初発反応であるミクロゾームによる tert-butyl基の水酸化反

応速度が fenpyroximateの加水分解速度すなわち解毒代謝速度を規定している

ものと推察される.

1n vitroにおいて，ラット肝と同じく，マウス肝，サル肝，ウサギ肝，ウズラ肝，
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コイ肝勝およびハスモンヨトウ中腸の S-9画分には tert-butyl基の水酸化活

性，すなわち代謝物 A の生成活性が認められている.このことから，これら生

物においては invivoにおいて，ラットの場合と同級， fenpyroximateが速やかに

加水分解，すなわち解毒分解されると推察される.標的生物である T.urticaeの

S-9画分は tert-butyl基の水酸化活性を示さず， tert-butylエステルの位接の加水

分解活性も示さなかったことから，解毒代謝能は前述のラット，マウス，サル，

ウサギ， ウズラ，コイおよびハスモンヨトウに比べ極めて弱いと与えられる.

Fenpyroxirnateの屯子伝達鎖における作用点である NADH-ubiquinoneoxidre・

ductaseはラットあるいは Turticae虫体の何れから調製したものもたnpyroxi-

mateに感受性であり，本化合物の晴乳類(ラット)と植物寄生性ダニ (T.urticae) 

問の選択毒性には作用点の本質的な感受性以外の原因の関与が示唆される.前

述の fenpyroximate解毒代謝活性の種差についての結果と考えあわせると，補

乳類(ラッ ト，マウス， サル，ウサギ)， ，\.j~ (ウズラ)，魚類(コイ)および昆虫

(ハスモンヨトウ)には tert-butyl基の水酸化とそれに引き続く分子内エステル転

位さらに carboxyesteraseによる加水分解という速やかな解毒代謝経路が存在し

ており ，T. urticaeには存在しないことが本化合物の選択毒性発現機構の主たる

要因であると推察される.
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総括

殺菌剤IJ flutolanilおよび殺ダニ斉IJ fenpyroxima胞の作用機械はいずれもミト

コンドリアにおける電子伝達の組害に帰せられ，その作用点を前者は succi-

nate-ubiquinone oxidreductase (complex 11)に，後者は NADH-ubiquinoneoxidr・e・

ductase (complex 1)に持つことが明らかとなった. いずれの化合物の作用点も

既知の屯子伝達阻害剤，すなわち flutolanilにおいては 2・thenoyltrifluoroacetone 

および carboxin類と， fenpyroximateにおいては rotenoneおよび piericidin類

と同ーであったため， 残念ながら新たな生化学的知見を得るには至らなかっ

た.しかし， rotenoneおよび piericidin等の NADH-ubiquinoneoxidreductase阻

害剤はいずれも天然物であり，その構造の複雑さや，光，熱および酸化に対す

る不安定さのために，生化学的 "tool"あるいは "probe"としての利用には自

ずと制限があったと考えられる.今回， NADH-ubiquinone oxidreductase阻害剤

であることを明らかにした fenpyroximateは化学合成によって得られ，種々の

誘導体の調製が容易であること，前述の 2種の天然物に比べ光，熱および酸化

等に対し安定であること等から，生化学的 "tool" あるいは "probe"として有

用であると考えられる. Flutolanilについても，前述の同一作用点を有する阻害

剤に比べ強)Jであることから， fenpyroximateと同様に生化学的 "tool" として

有用であると考えられる.

Flutolanilおよび fenpyroximateの両化合物の選択毒性発現機構について検討

した結果，これらの化合物の選択毒性は前者においては作用点自身(ミトコン

ドリア complex11)の本質的な感受性の種差に，後者においては解毒代謝活性

の種差に起因することを明らかにしたFlutolanilに代表される succinate-

ubiquinone oxidreductaseの阻害剤には作用点レベルでの感受性の種差の大きい

化合物が多く， 2・thenoyltrifluoroacetoneが唯一の例外であるかと思われる.ま

た， fenpyroximate， rotenone等のNADH-ubiquinoneoxidreductase阻害剤には，見

虫から楠乳類のいずれ由来の酵素に対しても阻害活性を示す，すなわち作用点
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レベルでの感受性の程差の小さい化合物が多い. このことから， NADH dehy-

drogenase complexの椛造は進化の過程で良く保存されており種間差が小さく，

それに対し succinatedehydrogenase complexにおいては変異が激しく，その構造

の種間差が大きいのではないかと推察される.

Fenpyroximateの選択毒性発現機構について検討する際に見出だされた s-水

酸化 3級エステルの非酵素的分子内エステル転位反応(代謝物 Aからの代謝物

Bの生成)が生体内で起こるという例はこれまでに全く報告がなく， 新しい発

見であると言える. また，本反応、の初発物質である s-水酸化 3級エステルを生

成する代謝活性についてもこれまで知られておらず 本研究が最初の報告であ

る.このs-水酸化3級エステル生成活性の種差は大きいことから， fenpyroxi-

mateの場合と同様の機併によって 作用点レベルでの選択性の小さい化合物に

1n VIVO における選択性を付与することも可能であると考えられ，今後の応用

に期待が持たれる.
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要約

殺菌剤 flutolanilの作用機構および選択毒性発現機構について感受性閣であ

るRhizoctoniasolaniおよび数種の感受性の異なる糸状簡を用いて生化学的検討

を加えた本化合物は R.solani菌糸の生育および酸素消貨を極低濃度で阻害

することを見出だし， さらに R.solani菌糸から調製したミトコンドリア画分

の種々電子伝達系酵素活性におよぽす影響から，本化合物の作用点はミトコン

ドリア電子伝達系の succinatedehydrogenase complex (complex 11)であることを

明らかにした.その限筈は complex11の非へム鉄ーイオウタンパク以後の redox

center-ubiquinone問で起こっている， あるいは本化合物の complex11への結

合には succinatedehydrogenase構成タンパク以外の complexII構成成分が必要

であると推察された.さらに，R. solani菌糸の succinateおよびglucose代謝に

およぽす影響について検討し，この電子伝達の阻害は invivoにおいても発現

していることを明らかにした. Flutolanilとその類縁化合物である mebenilおよ

びmepronilについて，菌糸生育阻害およびi託子伝達限害活性を比較し，何れの

活性も flutolanilにおいて最強であり，本化合物の抗真菌作用はその電子伝達阻

害作用の直接の結果と推察されることを見出だした

5種の糸状菌すなわち，R. solani (不完全菌類)， Corticium rolfsii (担子的類)，

Rhizopus chinensis (藻菌類)， Rosellinia necatirix (子嚢菌類)，および Pyricularia

oryzae (不完全菌類)の菌糸およびラット肝よりミトコンドリアを調製し，作

用点の flutolanil感受性について検討し，菌糸生育レベルで本化合物に感受性

であった担子菌類のミトコンドリア complex11活性のみが本化合物によって

強く阻害され，菌糸レベルで本化合物に非感受性の糸状菌およびラット肝ミト

コンドリアの同酵素系はほとんど阻害を受けないことを見出だした.In vivo 

における感受性と作用点そのものの感受性は良く対応することから，本化合物

の示す高い選択性はその作用点であるミトコンドリアの complex11の本質的な

感受性に支配されているものと考察された.
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新規殺ダニ剤， fenpyroximateの作用機械について，本化合物の標的生物であ

る Tetranychusurticae Kochおよびラット肝分離ミトコンドリ アを用いて，生化

学および形態学的に検討した Fenpyroximateで処理された T.urticae虫体ATP

含量は，濃度依存的に速やかかっ著しく減少し，本化合物のエネルギ一代議t系

への影響が示唆された種々屯子伝達系醇素活性におよぼす影響から，本化合

物はミトコンドリアの NADH-ubiquinoneoxidreductase complex (complex 1)のフ

ラピンタンパク (FPd2)から ubiquinoneへの電子伝達を限害することを明らかに

した. さらに，本化合物はラット肝および T.urticae虫体の何れから調製した

ミトコンドリアの NADH-ubiquinoneoxidreductase活性をも向程度に阻害したこ

とから，その選択ぶ性は作用点の本質的な感受性以外に起因すると考察された

本化合物で処理された T.urticaeの末梢神経細胞，表皮細胞，卵(母)細胞，消

化管上皮細胞等のミトコンドリアにはクリステ配列の乱れ，膨化，マトリック

スの電子密度の低下等の特異な形態異常が認められたことから，前述のfE子伝

達阻害は inyiyoにおいても発現していることを明らかにした.さらに，この結

果から本化合物の持つ速効的な致死あるいは knock-down活性，および遅効的な

脱皮阻害活性等は全て本化合物の電子伝達阻害活性に基づく 2次的現象である

と推察された

Fenpyroximateのラット代謝について，in yitroおよび inyiyoで検討したとこ

ろ，本化合物の tert-butylエステル結合は速やかに加水分解されることが明らか

になった. Esteraseを阻害した条件下でのみ得られる中間代謝物を単離し，そ

の構造を fenpyroximateの tert-butyl基が水酸化を受けた， l-hydroxy-methyl-l-

methylethyl (E)-α・(1，3-dimethyl-5-phenoxypyrazol-4・ylmethyleneaminかoxy)-p-

toluate (代謝物 A)およびそのエステルが分子内転位を起こした 2・hydroxy-2・

methylpropyl (E)ーα・(1，3-dimethyl-5・phenoxypyrazol・4-ylmethyleneamino-oxy)-p-

toluate (代謝物 B)，と同定した.代謝物 Aは生理的条件下で非酵素的，定i主的

に分子内エステル転位反応によって代謝物 Bを生じたことから， fenpyroximate 

のエステJレ加水分解の多くは，ミクロゾームによる酸化によって生成した代謝
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物 Aが分子内エステル転位を起こし，生じた代謝物 B (1 i級エステル)が加水

分解される経路を通り，代謝物Aの生成速度が fenpyroximateの加水分解速度

全体を規定していることが明らかとなった本化合物のエステル加水分解物は

全く電子伝達姐害活性を示さなかったことから，このエステJレ加水分解が解毒

代謝のキーステップであることが示唆された.尚，このような分チ内エステ lレ

転位反応が生体内で起こるという報告はこれまでになく，動物代謝における新

たな発見と汚える.

各種生物の S・9画分を用いた invitro代謝実験において，T. urticaeを除く全

ての生物(ラット，マウス，ウサギ，サル，コイ，ウズラおよびハスモンヨトウ)

には臼rt-butyl基の水酸化活性が認められ，ラットの場合と同級の加水分解経路

の存在が示唆された T.urticaeの場合 in vivoおよびinvItroいずれの実験系

でも teバ-butylエステルの直接の加水分解は認められず，また tert-butyl基の水

酸化活性も認められなかったことから，本化合物の解毒代謝能を欠損している

ことが示唆された.これらの結果から，本化合物の時乳類-M物寄生性ダニ聞

の選択毒性発現は，作用点 (NADH-ubiquinoneoxidreductase complex)の本質的な

感受性ではなく，解dZ代謝，特に tert-butyl基の水酸化による代謝物 Aの生成

活性の有無に起因しているとことを見出だした.
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