
防 虫 科 学 餌 21 巻-1で

ErreclSOrllotenollCOn lhc Z,CJulamicOxidaSC SySlc)llhlII18cct.Jun-ichiFt:h'AM

(LaboratoryofApplicdEntomo一ogy,F爪CultyofAgrictllturc,UniversityofTokyo)andCh6jir8
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27. 昆虫のグノL･クミン酸酸化辞素系に及ぼすE)チ /-ンの影響 W,上m'i-(51iJ;(大il;七nLl;tl邦

urt血学研死去),宮沢長次郎.(茂杯省 良男技術研死所)31.10.29受乃!

ロテノ･-ンに_よる神経および筋肉の細胞呼吸抑制をさらに詳細に迫托しT:捌 王. ロチノーンは昆山

の神経および筋肉の l･グルタミン憤慨化聯弟言系を抑制して呼吸代謝を滋乱し.僻坤をもたらすこと

が明かになった｡

ロテノーンはゴキプt)の神経および筋肉の榔 馴平吸

を抑制して麻柿に噂くことはすでに報告した｡すなわ

ちロチノーンの 1-nvivoおよび Z'nt?iEro処理によっ

て. 肪内の玉田如添加 homogcnate 呼吸は抑制さ

れ 6),韮男佃酎加TTC里包皮応も低下を来す1)6)｡し

かし筋肉コハク顧教化酢苅系はロテノ⊥ンの invivo

処理で抑制を受けるが,in vl'Eroでは抑制は極めて

小さかつた.'｡ よってコハク敢酸化群苅系以外の敢化

郎弄;系が浸されるのではないかと推諭した57｡ またバ

ッタ賀筋 の:敢化的瞬酸化に及ぼす彫蟹を調べると,

P/0 が雄かながら低下することが明かになった叫｡

一方ゴキプ.)神経においても,ロチノーンの invivo

および inviLro処理によって遊貿無添加 TTC 星

色反応が低下すが)｡ 高等動物の脳においては,l･グ
I

ルタミン吸と神経機伐との密接な関係が広く知られて

いるが9116), ゴキプ.)神経の TTC 里色反bEhも筋肉

のそれと只なつ七 L-グルタミン取 の利用は平しい5'｡

さらにロチノーン中iuZ)ゴキプ.)では,神経が筋卿 こ

先立って麻排される4)6)｡

以上のJ:うな謂弔実を考えあわせると,ゴキプ))の

神経,筋肉のロチノーンによる麻坪は呼吸代謝の抑制

に誠づくものであるが,.それはコハク酸声劉ヒ酢素系以

外の酸化酢弄…系.指にグルタミン懲軟化酢弄;系のmTf
によるのではないかと推察される.よってこの掛 こrLl

って探光を進めたところ,予期された通りの約5にが11J

らjLたので印IBする次邦である｡

本研'mをrJうに当り御田中右脳わった純大凸学部山

崎印刀助教授および桶も巧牧夫凪 また柾々才子益な御助

百を相だ'試大出学,･%巾.u稔助教授およびEj杯省員菜技

肘研兜所石神劾二郎叩士にIF/-くわ礼印し上げる｡

実験材料並びに方法

眺拭見出はワモン3'キj .)pen'pzaneEaamerz'cana

L.である｡

神経7)TTC呈色反応 Tl'u押 'の方法に従い,捕

り1したゴキプt)雌のMl総邦を1/15M印徴収肘枕 (PII

7.4)2.5mlに兆刑 0.5mlを加えたものの巾に 10

分間 prc-incubationしたのち.0.5,00'TTC(2,3,5･

(riphenyltctr'lZOlium chl.oridc)1rnl, JJよび兆11

0.5ml(榊 隻m皮 0.OLbM)を加えて放ldL, TTC

の呈色を-御 .13rLTllごとに記鋲した｡なお火映はすべて

31士2oCで行った｡

筋肉ミトコンドリア分散液の分離 Sacktorll)の方

法に郵じてfjつた｡ すなわちゴキプ')雌雄各10秋づ

つの申B軌 後脚 の腿即肪および胸肪を含 む胸 部約

5g を21ち11 0.02M,排放校術硬 0.02M (pH 7･2)

および床桁 0.25M (すT<て戯絞め庇)からなる混合

枚 50mlで脚 やし, ガーゼで描退したのち.5分冊

500×gで温 む分郎し, L･.沼を15分間 10000×9で過

小分脈してその沈娘を,fLtめた｡さらにこの沈澱をAWI

o.02M, 塀敢横桁淡 0.02M (pH 7.2)およびtL丘化

カ･)0.9,0,.I(すべて虫終氾皮)か らなろ出合枚 13ml

に分散させI=2)ち5分間 8000×9 で遠心分耶して沈
澱 を鎮 めT=｡こ'の沈澱を基質 0.02M,姉髄核衝彼

0.02M (pH7.2),垢化カ.)0.9% および F'トクロ

ームclOJヲM (すべてEt柁氾l_a:) を含む況合枕 5ml

に懸嗣させたものをミトコンド')ア分tFt牧として敢弟…
吸収!Lltrl･州'JiILI:｡lJ∈拭根のfLli朽pH は.7.1-7.2で

ある｡ この枚にはヤーヌスグ.)-ン Bで放出する町

税が.はめられたので, ミトコンドリアであることは放

ない｡TJか以上の雌作はすべて 0-30Cで13つた｡

ミトコンドリア分散液の酸素吸収量の測定 上記の

ミトコンド.)ア分散攻 1.8mlにアセトン 10% 水浴

波あるいはロテノーン 10-6M の 10% アセトン水沼

枚を加え. ワ-ルプルク挽庄計を用いて 30ot で 10

分間 pre-incubationを行った甲ち敢累吸収塁を測定

した｡

α-ケ トグルタール酸の定量 上記の反応紋は酸素吸

収鬼を証uTELI:のち, 2mlの 10% トT)クロ-ル
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酷酸を加え, 蛋白質を沈澱せしめて詣過し,Friede-

mann& Haugen法を改良した清水法与りこより2/4l

dJ'nitrophenyl-hydrazon として比色定鼓した｡

アミノ酸のベーパクロマ トグラフィー フェノール

:水 (4:1),およびブタノール :甜酸 '･水 14:1:1)

の 2溶媒を班用して 2次元展開を行い,ニンヒド.)ン

のブタノール浴紋を唄渓して発色せしめた｡

学 郡 171 巻-lV

Tablel. Il暮Vilroeffectofrotenoneonthe

degreeofTTC stainingof~theneⅣecordof

theAmerican cockroachIin thepresenceof

O.033M ofsubstrate.Finalconcenlratiol10f

rotenoneis5×10･jM,pH7.4,31士2oC.

Substrate IInsecticide Incubationlim e (min.)

5 15 60

実 験 結 果

1. 神経に基文を添加 した場合の TTC 呈色反応

に及ぼすロチノーンの影響 結果は Tablelに示 し

た通 りで I-ダルク･ミン敢 癖加の場合は対照に比較し

てTyjかにii也が低下 していた｡

次に この神経でNT=ii:性的な結果を)王立的に迫光す

るために.材料として取 り払 易ヽい筋肉の ミトコンド

I)ア分IF(枚を班IT]し, ロチノーンの影響を調べた｡

2.筋肉のミトコンドリ7分散液に基質を添加した

場合の酔索吸収量に及ぼすロチノーンの影響 結果は

Tablc2jJLtぴ Fjg.1に示 した通 りで homogenate

の)14分とllJじJ:うに, コハク酸ポ加では,10JM のロ

Jl
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Table2. 7n vifroeffectofrotenoneonthe

o2uptakeofmitochondrialfraction ofthe
musde ofthe American coekTOaCh in the

presenceof0.02M ofseveralsubstrates.PII
7.1､7.2,30oC∴

Fig･1･一 Zn viLroeffectofrotenonepnthe02uptakeofmitochondrialfractionoEthe
muscleoftheAmericarncockroachinthepresenceof0.02M succinateorl-glutamate.pH
7.1-7.2.Finalconcentration,㌧10JIM-10｣;M.

C :Control - 0- R :Rotenone ･-･●--
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チノーンで川かfjm沼が.7Bめられるが. 10-r'M ある

いはそれ以 ドではnZ皆が.TBめられない｡しかるにl･グ

ルタミン敢Dポ加では,神純の_TT!.色佼応と【■11じく10-I

-IO-爪M のロテノ-ンでT'.ult'の抑3;.rlが.7Bめられた｡

しかるにクエン軌 a･ケトグールタール軌JlS性プトウ

慨わJ:ぴ d･グ ル,)ミン敬を添加した似合には, 刺.q

区の打;･力が柁めて低くてロチノーンの雄蟹をIf･分検討

できず, coイactorを加えて測定する必要があるので

rl下検討中である｡

なお lこグルタミン教を澄田とした城合 exp.1では

coenzymeconcentrated:をを添加せず exp.2に寿丸ヽ

て添加したが,その彫矧 ま極めて小さかつた｡

3.I-グルタミン酸の鞍化によるa一㌢トグルタール

敢2)生成に及ぼすロチノーンの影響 l-グルタ'ミン軟

とα-ケトJ/ルタール敢刀比の変動は容易に_TCA サ

イクル偶成物円の杓を変動させるので,この比を支配

しているl-グルタミン酸酸化酢掛 ま呼吸調節上-Ei要な

忠誠をもつものと考えられている℡)｡ もしロテノ-ン

によりI-グルタミン酸 の'酸化が抑制 きれれば 当然

a･ケトグルタール酸の生成が阻冒されるはずである｡

そこで嗣記の l･グルタミン軟 を.兆円として酸讃吸収

穴をatTJ記した反応攻中の a-ケトグルタール酸 の生成

穴を)JLf托したところ,Table3に示すような舶来がえ

られ,ryJかに α∵トトグルタール酸の生成がmflLデされ

ていた｡

Table3. Theform<ltionofα･ketoglutarate

from l･glutahatebythemitochondrialfracton
ofthe muscleoftheAmeric'lncockroach,

Figuresshow /tM ofα-ketogluhrateper2m1.
0freactionmixture.

Incubationtime(min.)

0 45

Contro1

10｣;M Rotenone

10-0M Rotenone

0.31 3.64

0.14

0.34

4.神経および筋肉D遊離7ミノ酸組成 詞等動物

の脳においては I-グルタミン酸 は神経1)粒能と密怯

む関係のあることが知られており9)16),l･グルタミン

暇は概化される町fi-のアミノ勲で,各郡の鵬即の巾で

脳に砧も多く缶よれている的｡しかるに兄山の帥純で

は.l･グル タミン慨と機伐との関係だけでなく,その

jゝdTu-;(大学だit';七郎/Jl物化学救;j7:大村);(姓氏よ7)諮り受

ElTこ｡陳のRT･脳から LePElge皮MucllerR)のTPN

万.q料紙にLT:がって作ったアセトン粉末で 20,% の

ピリジンヌクレオテLlドを含む｡.

合JHァミノ形射り戊についても的んどク31られていない｡

'rt祈らはこれらを検那する忠味です別こ神純と肪月の遊

耶アミノ暇机戒をベーパクロマトグラフィーによt)調
べた｡丸.iP.は Table4 に77'(す如く,防.勾ではグルタ

ミン概は爪的にはか.'1り多くIF/I:するが他の遊郎アミ

ノ概もF''】柁IQ:あるいはそれ以 LTf(A;する｡-JJ.神純で

はl･グルタミン矧 ま他のアミノ竹に比べてTTt的にJT:例

的に多いことが認められた｡

Table4. Thefreeaminoacidcontentin

thenervecord andmusc一eoftheAmerican

cockroachexaminedbypaperchromatography.

Nervecord Muscle

考 察

前織RJまでのt.ll-只から.ロテノーンの殺虫作mの大

き11変関は印紙おJ:び筋肉の細胞呼吸抑制であると考

えられたが,木実験によって少くとも筋肉においては

TCA サイクルと密接に結びついているl･グルタミン

願酸化の抑制であることが明かになった (Fig.2)｡

4-KftOllLJt

rate〒

I-GlutI什l■=

Rot■none

Fig.2. TheinhibitoryactionoErotenone

onthe:respiratory metabolism oEthemusc一e

lnInsect.

一方また昆虫筋肉の呼吸代謝は高等動物のそれと高

度の類似性をもっていることが証明されている｡すな

わちゴキプー)筋肉にわいてはコハク酸酸化酵素系の存

在 4J7),各北田の利用や代謝阻害剤の砂蟹5㌧ TCAサ

イクルの存在1),懲化的憐酸化2)存在 (深見 ･前沢 未

発I-1ミ)などが明かにされ,バッタ筋肉やイエバエにわ
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いても酸化的斯酸化の存在10日 1日1)が証明さjtていて,

一応T.'4'笥動物2)筋肉の場合と同様な呼吸代謝が.Lg定さ

れている｡したがってゴキブリ肪榔 こわいてはロチノ

ーン小IIげに.kり l･グルタミン酸 酸化断端系が抑制さ

れて TCA サイクルの把乱が成り,それによって呼

卿 MIが火訓Jして麻坪に描くものと考えられる｡

ゴキプー)神紺 こおいても媒質知嬬 加TTC呈色反応

はロチノーンによって抑制され,誠貿添加の似合には､

肪l'JlとIl']はに l･グルタミン酸 を添加したときに著し

い抑制が.tBめられた｡

一方またゴキブリ筋肉および神経の遊離アミノ酸を

)iI肘 伽こN.rJべたところ,l-グルタミン酸はWJ'肉では晃一

的ff_かなI)-//VI=.するが他のアミノ磯も同程度あるいは

それ以上plf:花するのに反し.祁喋量ではJ･グルタミン観

は他のアミノ酸に比べ圧倒的に多かった｡この号i夫は

戊山神柑 こむいても高等動物'D脳と同様にl･グルタミ

ン酸が呼吸代謝に重要な位IBを占め.神経機能と密接

に旧旅している叫を暗示するものであろう｡

以上あわせ考えると,ロチノーンFllil3によって神経

にわいでも l･グルタミン髄 の感化が抑制されて代謝

比乱が,tiH).1神経麻排がもたらされるものと推諭され

る｡しかしこれは疋性的な実験結果をもとにしたもの

で,さらに)i:.EJTt的な実験を行つたのちでなければはつ

きJ)した縦流を下せない｡

.以山神締約抱の定虫的な呼吸代謝については現在ま

で に川か しか祝祭がなされていない｡ Sacktor&

Th｡milSlわはゴキプ.)WJ'肉のコハク酸チトクロークC

氾元脚力;･をauniIL,また酸化形#;と道元即題の比が)TJ'

内と脳れ たび神経索で異なることか.ら,コノハク敢以外

の兆TIによるチトクロームC還元酵素が多いとtl定量し

た｡ま1=で任省らがゴキブリ筋肉および神経索への P32

の incorporation を観察したところでは, ATP十

ADP(PIC)ltorthophosphate (P,32)の比が神経で

はb")一肉に比･f唆してかなり小さいことを認めた157｡これ

らのデータは庄山の神経7)呼吸代謝が筋肉の似合と7i:

比的には('Jじだとしても,TLfEi的には明かに只なるこ

とを7T(すものであり,ロチノーンの阻ilHl作用について

もさらに妃指的な研允が必公であろう｡

神経2)屯k-(/生理学的研先からも,本研兜の推論を袈

づけるような叫実が狩られている｡-鰍 こカエルの神

経では代謝阻害剤 (青酸カリ,モノヨード酷虎,高淵皮

の一顧化炭素など)は脱分極を起させて伝導阻害をも

たらすといわれているが13)lT)19㌧ ゴキプ.)の神経に

おいても,胃酸カt)やモノヨード酪酸は脱分極によっ

て伝導阻害を起させ,ロチノーンも同様に作用するこ

とが知られている20)｡これらの実験は空狂者らが生化学

的方法で御 こ知見に対して確琴を与えるものとして興
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味がある｡

軍 約

㌧ ワモンゴキプ))の神経および筋肉の呼吸代乱 と.くP

にグルタミン酸酸化酵素系に対するロf.ノーンの彫響

,を調べた｡

1.神経のコハク酸添加TTC呈色反応は5×10･JM

ロテ/-ンによって抑制を受けないが,J･グルタミン

＼酸添加の場合は明かに抑制されていた｡

2･.筋肉のミトコンド1)ア分散淡の酸対吸収窮は,

コハク酸を添加した場合は 10-1M のロチノーンによ

′ってLLFiかに抑制されるが,10-5M以下は全く彫轡がな

い｡しかるに l-グルタミン酸 添加2)似合は, 10J～

10-6M のロチノーンによって高庇に抑制されていた｡.

3. g･グルタミン酸 酸化に･よる α-ケトグルクール

憩の生成量は,ロチノーンによって著しく低下してい

た｡

4. 神経およびJ筋肉の遊離アミノ酸組成を調べ,相

に神経において l･グルタミン酸 の含塁が揃いことを

認めた｡

5, 以上の結果からロテノ-ンは神経IolよぴIVJ'肉の

i-ダルクミ､ン酸酸化酢讃系を抑制して呼吸代謝を扱乱

し,麻坤をもたらすものと考えられる｡
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REsume

Ithasbeen concluded inthepreviousreport

(Fukami,1956)thattheprimaryactionofrote-

noneistheinhibitionoftherespiratorymetabo一ism

ofthenervecordandmuscleofinsects.Inthis

reporttheeffects0Erotenoneontherespiratory

enzym esofthenerveAnd muscleofPerL'planeEa
amerlcaTZaL.,theglutamicoxidasesystem was

emphasized.

1. ThedegreeofTTCstain'lngOfthenerve

wasdepressedbyintJitrotreatmentoErotenone

･in the presence ofI-glutamate,butwasnot

depressed inthepresenceofsuccinate.

2. TheoxygenuPttlkeofthemitochondrial

frtLCtion of the muscle in the presence of

succ;mate wtlS Sliglltly inhibited by 7'n tJiEro

Ire.ltmentWith 10-4M roten(lne,butwElSnot

inhibite(I by lOJM orlowcr conecntrations.

However,rotenonestro叩lyinhibite(Itheoxygen

uptakeinthepresenceoE･Z･RlutamnteEttCOnCen-

traEionsof10-lM,10.5M or10-CM.

3. Theformationofα-ketoglutaratefrom l･

glutamateby themitochondrialfraction ofthe

musclewasinhibitedbyrotenone.

4. ThezlmOuntOEl.Aluttlm.lteinthenerve

cordwasabundLlntWhencomp.ire(Iwiththeother

freeamino acidscontEtinetl,butitwasnotS(Iin

themuscle.The physio一ogicalfunction of l二

glutarnateinthenerveoHnsectswasdiscussed

incomparisonwiththatofthebrainofmamm111.

From theresu一tsmentionedabove,ithasbeen

concludedthLlttheinhibitoryactionofrotenone

ontherespiratory metabolism ofthellerVean(I

muscleisduetointerferencewiththeoxid.ltion

ofJ･glutamateI() α･ketoglutarate.

PhosphorusMetaholistnofTnsechlndthelnrluence80fTnSeCtici.le8･BiochemicalStud王eS

on the Action oflnsecticide5.3. Ch6jir8ToltIẐWA (National Institute of Agrictlltuml

sciences, Nishigahara, Tokyo)and Jun･ichiFtJKAMI(LaboratoryofApprled Entomo一ogy,

FLICultyofAgriculture,UniversityofTokyo,Tokyo)Received Oct.29,1956.Bo秒1LIKL7JtWklF,

21,133,1956(withEnglishresume,139)

28. 昆虫の燐酸代謝 と殺虫剤の影響 殺虫剤の作用に関する生化学的研兜3 77沢長次郎 (gi枯

祈 現業技術研死所 忠薬杵)深見頓- (東京大学 ･n学部 a'山学研兜蚤)31･10･29安部

昆虫の各稚臓邪における物質代謝に及ぼす殺虫剤の彫欝を苅ペるTTTは, 作Irl即何の耶明にTtf-llする

､処が大きい｡本掛 ま特に燐慨代謝に注目しゴキブl)成dlの蛾に P3!rJ臼三射し,その各郡脱邪への移

瑚状闇を調べ矧 こ腿即筋および神経部内の燐慨代謝小r耶勿nへの P32のとr)入れに対す右枠dl剤の

形竹を調べ1:0

判.:･-F･らは的和9)に爪 でバックの周 防の oxidative

phosphorylation に及ぼす DDT,lindane,methyl

parathion,rotenoneの作mを調べ,これらの殺虫#rj

は田は的には木反応を阻むしないfJ【を示した｡然しな

がら庄山休円には肝桃を初めとして坪概の関与する紙

多の酢弟!系が知られてお り,上記の救出刑がそれらの

系に:rl沙しないとい う証矧 まない｡本鮒 こ柳 ､てはこ

の点を検討するための基礎実験としてゴキプT)体巧の

P32の移動状態を調べ, また機能的に大 きな相異の認

められる腿節筋と神経琴における燐酸代謝中間物質へ

の P32 のとり入れに対する上記殺虫剤の彫饗を比較

した｡

木研究 を行うに当り御懇切なる御相弔 を賜わった

511大農学執 り崎輝男助教授および農林省良業技術研究
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