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crystallisation.

Resultsindicatedthatthelivingground･tissue

solutionoftheadultgreenriceleafhoppersandthe

ratliverscontainatleasttwotypesJ,ofenzymes､

whichbydrolyzemalatbionandother､organophos･

phorusinsecticides,sinc占.ttheenzym atichydrolysis

ofmalathionisstronglyinhibitedbyotherorgano-

phosphorusinsectiddes.Theauthorsobservedthat

oneenzymeinthelivingground･tissuesolutionsof

ratliversandofadultleafhopperscouldhydrol･

yzeDDVP,methylparaoxonhandCIBA885bllt

notparaoxon,p打athionandPh岱phamidon. This

enzymeisprobably identicalwith thealready

describedA-esterase.

Theactivityofenzym edetoxifyingnlalathion

washigherinthecaseofratliversthaninadult

leafhoppers,forthevolumeofCO皇evolved'for

100mg.oflivingground･tissuesolutionperhour,
wasabout230timesgreaterin theformerthan

inthelatter.

Intheinvilrotestsontheinhibitionofenzym atic

detoxはcation, paraoxon and DDVP inl1ibited

powerfullyoralmostcompletelytheenzymesde-

toxifyingmala也ioninbothratliversandinadult ､

leafhoppersiftheyareincubatedwith theenzym e

for50minutesbeforemalathionis､added,orif

they areaddedsimultaneouslywith malathion.

Sevin.however,didnotinhibitthedetoxifying

act;onoftheenzymeinadultleaLhoppers.

AInonehand,thereweresomedifferentresults
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inratlivers/thatis,inhibitionswereshownby

testingwithpreincubationadministrationmethods,
butnoinhibitionswithsimultaneousadministration.

Malaoxonhddgreaterinhibitoryeffectforthe

enzymeinadultlehLhopper占thanforthatinPrat

livers.Therefore,itappearsthattheenzymewhich

detoxifiesmalathioninvariousspeciesofanimals

maydifferconsiderablyinitsproperties,especially

inthesusceptibilitytomalaoxon.

.Inthepreviouspaper,theauthorsreportedon

theinsecticidal effectsofthemixturesofDDVP

withmalathionandsomeotherorganophosphoms

insecticidesin emulsions totheadultsofgreen

riceleafhopperinlaboratory cageconditions. In

theseexperimentstheauthorsrecognized that

DDW haveapotentialaction for kn∝k-down

effectsofmalathionandsomeotherorganoph鴨-

phorusinsecticides.

Idordertoprovethemechanism ofthispheno･

me血on,也eau血orsstudiedon也einterferenceof

enzymaticdotoxi丘cationofmalathionandother

organophospbom sinsecticides caused by DDVP.

Fromtheresultsobtained,itcomestoconclusion

比atapartofmecbanismsforkn∝k･downe∬ects

ofabove-mentioned mixturesagainsttheadult

greenriceleafhoppersisdue,totheinllibitionof

enzymaticdetoxII丘mtionofmalathioncausedby

DDVP,orthecompetitionofsomeorganophos･

phoruSinsecticideandDDVPforthesameactive

centersofasingledetoxifyingenzyme.

TheEだcct80f＼ActivityofHumanPh8m&CholimeSteraSeAndComYerBiorLOflnhibitor8I-a

L'Z.trOrontheEn2:ym8ticDeterminationofOrgAnophoSphortI8InSeCticides. Ken'ichiKoJIふA

a-nd,TadayoshiIslIIZtJKA(InstituteforAgrimlturalChemiGlls,･ToaNoyakuCo.LTD.,Odawara,

Kanagawa).ReceivedDec.20,1959.Bolyu･Kagaku,25,30,1960:(vith Englishr占sum6,40).

7. 有稜燐殺虫剤の番素敵考定量に及ぼす 人血 コリンエステーラゼ の活性度と 試験管内転 '

位の影響* 小島建一 ･着塚忠克 (東亜良薬株式会社 J 良薬研究所)34.12.20受理

酵素阻告による有機燐殺虫剤の放丑定免法を確立するため,ChE 比色検定法による実験条件および

操作法を検討し, あわせて試験管内における阻害剤の活性仏 典椀有横燐殺虫剤の分別定免法につ

いて静述した.

殻虫剤の微量定量法は有機燐殺虫剤の使用の増加に など aromaticnitro基を有する有機燐殺虫剤の定立

ともない員産物中の残留量.動物および拾物体内にお には,広 くAverell･NorriSの比色法4)が利用されて

ける分布や代謝などを調べる手段として重要である. いる.しかし,この方法の適用範臣別ま上記殺虫剤およ

paraoxon,parathion,methylparathionおよびEPN び新緑化合物にかぎられ,また,それぞれの化合物,

書本報宮の概要は昭和33年3月31日 日本応用動物昆虫学会大会において発表した.
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例えば,parathionとtnraoxonの区別はできない.

さらに新らしく登場する有税燐殺虫剤やスクI)-こ.ン

グテスト途上にある有機燐化合物の物理化学的分析法

.は未知の場合が多いので燐を定立する方法8)が適用さ

れる.燐は自然界に広く分布してV.､るので定虫の誤差
はまぬがれない.

有機燐および carbamate系殺虫剤は動物の Choli･

nesterase(ChE と略す)を阻害する ChE阻害剤 と

して知られる.ChE検定法には electrometric,titri･

metric, manometriCおよび colorimetriC-など軽々

の方法があり各種有粗筋剤の代乱 残留毒性の定量に

用いられている17).

GiangandHall10)は ChE阻告に関するMiche120)

の electrometriC法によって有扱燐殺虫剤の微盈定見

を報告した.

与の方法はphosphte系の TEPP,paraoxonおよ

び試畝管内で強い ChE阻書作用を示す有機燐化合物～･l

に応ff]できるが, phosphorothioateおよび phospho-

rodithioate系化合物ではその阻雲作用が弱いため定

立できなかった.しかしGiang& Hall10)は試験管内

で parathionを氾硫酸と発煙消散の混合紋 (1:1容

丑比)で酸化し･ parathion酎 ヒ物とすれば･ _para･

thionの定立も可能であることを示唆 した.その後

Cooks),7).FallscheerandCook9)は Hestrin12)およ

び Metcalf16)の ChE比色検定法を変法するとともに

軟化剤として稀臭素水を用いて phosphorothicate系

の parathion,Diazinon,methylparathion,EPN

および Chlorthion,phosphorodithioate系の mala･

thion など各種有機燐殺虫剤を試験管内で敢化し,ち

との化合物より強力な ChE阻害剤に転換したのち,

比色定虫する方法を報告している.

筆者らは ChE阻苔による有税燐殺虫剤の孤立定虫

法を確立するため,王として比色法による実験条件と

操作法について FallscheerandCook9)の報告を追試

検討した結果,2,3の知見を得たので, ここにその

概要を報告する.

本文に入るに先立ち,終始御指等を成った良林省良

薬検査所所長上遺草博士,当研死所所長平塚喜造博士,

発表にあたり粒々御助言を戴いた京都大学内田俊郎教

授,京都大学化学研究所長沢純夫博士ならびに八州化

学工業株式会社研死所酒井清六氏に謹んで感謝の志を

表する.またこの実験は当研究所永江祐治,渡辺国夫

両氏をはじめ所員各位の助力に負うところが大きい,

ここに記して深甚な謝意を捧げる.

材料および方法

1) 材 料

燐酸接衝液 pE8.0:燐酸 ナトリウム (Na2HPO▲･

2H20)ll.876g/Lの95部と燐酸カt)ウム (KH2PO4)

9.078g/Zの5部を混合して調製する.

試薬_I:アセチルコ.)ン浴液 上記燐敢緩衝液を

用いてアセチJL,コ')ンブロマイドを浴解し, 0.004M

のアセチルコリン紋を作る.一本液は冷蔵する.

拭薬2:2M塩取ヒドロキシアミン 本牧は冷蔵

する.

試薬3:3.5N苛性ソーダ ･

拭薬4:三塩化煎酸加用慮懲 塩顧 (比重 1.18)

1部と蒸滑水2部の塩髄液を作り,その 90ccに 10g

の三塩化耐酸を 10ccの蒸潤水に溶解したものを加え

ち.

試薬5:0.37M 塩化第2鉄溶紋 0.1Nの塩駿で

塩化第2鉄､(FeC13)の 0.37M 搭紋を作る･.

醸臭繋水 :蒸滑水 100ccに飽和臭素水 0.4ccを加

えて本牧は常に新らしく調製する.

酵素漁 :人血その他温血動物の血紋およびイエバエ

敢託組綴牧を野菜政として使用できる.しかし,本紀

ではヒト血祭 (A型)や供試する場合について述べる.

まず血紋銀行から購入したヒト血紋を遠心分鮭哲別こ

かけて血祭をとる.この血祭は 0-5oCの吟成庫に保

存すれば数ヶ月間供試できる.

2) 方 法

ChE-actiyityの測定 :操作法 (A)和典某水によ

る敢化処理をおこなわない場合.蒸滑水0･5ccを試抜

管にとり, 燐酸怒街液 1.0cc,壊準 ChE拓法 0.56=

を加えて 2･0∝ とする. つぎI与一定氾皮の.ACh-Br

浴披 1.0ccを加え,この混合液を37.5oC恒温水槽中

で30分間加温する.そして残った ACh歪を粥定し,

最初の ACh虫との差をもって酵素活力の指按とする.

ACh-虫の汎定は Hestrinの比色法にもとずくFalls･.

dheerandCookの方法9)を用いた.すなわち,hyd･

roxylam ineを加えてアルカ.)状態下で acethydrox-

am icacidとCholineとにする.つぎにHestrin法で

は散瞳紋にするため′12%塩酸紋 1･Occを添加す声が,

本法では血祭蛋白質を沈汲させるため,三塩化解散

加用塩懲披 Tl･Occを加える. さらにこれに_塩化第2

鉄浴紋を加えて慣性状態下で反応させるとferricace･

也ydroxamicaddを生ずる.-この最終生成物は褐色

を皇するので畠沖光屯分光光度計QB2型を用いて波

長 540mFLで汎定する.

操作法 (B)稀臭素水で酸化処理する場合.蒸溜水

0.4ccを試鹸管にとり,柿臭素水 0.1cc,燐酸緩衝紋

1.0ccおよび捺準 C甲 浴紋 015_ccを加えて 2･Occ

とする.以後の挽作は (A)と同様である.

実験条件の決定 .

ヒト血紋から和た血決 ChE は tru昌thE,pseudo-
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ChEおよびその他のエステラーゼの況成物であると

考えられ,その作用態は基質の相述,基質氾皮,pH

と酵素活力との関係,阻害剤の軽質などによぅてかな

り異なるととが知られている.酵素阻害法によって有

機燐殺虫剤の微畠定量をおこなう場合,わずかの阻害

に対しても敏感にかつ再現性のある実験条件を定めて

おく必要がある.,そこで筆者らは,実験条件を定める

ため･.つぎの事項について検討したI

ChEに対する pⅡ の影響 :pH5.9-8.6の S6RE･

FBENの燐酸緩衝紋で調節した pH/activity曲線は第

1図の通りである.すなわち,至超 pH は 8.0-8.■6

であり,IpH5.9において静索活力は殆んど失活する.
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Fig.1. EffectofpHonChE･activityof
hmanplasma.

CIIE に対する基茸溝度の影響 :聯菜活力に及ぼす

基質温度の彫撃を比色法で調べる場合,比色測定上添

加基質の虫に制約されるので,ここでは Met血lf18)の

報文にならい 0.004M の ACh-Brを基質浪度とした.

この温度では実験遂行上なんら支障を認めなかった.

それゆえ,以下の実験はすべて 0.004M の ACh･Br

を基質とし,pH8.0の条件でおこなった.

標準 ChE溶液 :上述の如く,ヒト血紋から得た血

簸 ChE は純粋な物質でない. ヒト血牧に含まれ る

thE立の変動は,その作用を左右し,阻害剤による阻

害率の再現性に及ぼす要因の1つであると考えられる.

ChE阻害法による有挽隣殺虫剤の放免定塁を実施する

にあたり,つねに一定の作用価をもつ按準酵素試料を

使用することが望まれる.活性中位の明確な純化ChE

標品14)は船外で市販されており,またfl13製も可能であ

るが/筆者らはヒト血祭の体硯とACh分解丑との関

係を調べ,両者の間に略直線的関係があることを確め

たので,まず最初に購入したヒト血朱の分割紋を燐懲

控的紋で10倍に稀釈し,これを形式の活性Tji位を決定

するための捺準 ChE浴紋と佼定する. この捺準紋に

?いて,その体故 とACh分解歪との規係を操作法

32

(A)に基いて節2図の如く作成しておき ChE作用低

の指控とする.
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そして,その後異なるヒト血牧を購入した場合には,

さきに定めた関係図にもとずき捺準 ChE溶液を調製

するのに必要な燐酸摂衝紋の稀釈割合を井出する.す

なわも,新しく購入したヒト血祭の1部を前回と同様

10倍に稀釈して少盃の予備枚定用血祭紋を作り,･その

0･5cQについて ACh分解塁を測定し,第2図の関係

図と尉合して比率を求める 〔本報では捺準 ChE溶紋 .

の使用基準星を0.5Cと(chE-activity,2.3pM/30min.)〕

とした.得られた比率の10倍が培準 ChE浴液の調製

に要する燐酸接衝枚の稀釈倍率Mである.関係式は

M-Ⅹ/0.5×10,ここで Ⅹは10陪に稀釈した予節検定

用血染液 0.5cc･の ACh分解虫に対応する標準 ChE

搭紋の体積である.例えば,予備検定用血祭紋の酵素

活力が 1.9pM/30minであったとすれば,Ⅹは0.4cc

に相当する.故に,0.4/0.5､×10-8,すなわち,この

と~ト血痕を使用する場合には燐徴収衝紋で8倍に稀釈

すれば,前回まで使用していたttト血祭と同じ活性を

有する ChE浴液が得られ;阻害率の変動誤差を最小

に抑えることができるわけである.とのようにして調

製'した標準 ChE浴液は常時冷蔵する.

捧臭素水の ChE活性iこ及ぼす影響と酎 ヒに要する

畳 :試験管内において比較的 ChE阻害作用の弱い

phosphorothioateおよび phosphorodithioate系殺虫

剤を有機搭媒または水溶紋中で迫力な阻召剤に変換操

作する場合,過剰の稀臭素水の使用は酵素活力に捗響

を及ぼすであろう.酵素活力を減少せしめないで完全

に懲化をおこなうために必要な稀臭素水の畠を検討す

る目的でつぎの実験をおこなった.阻害剤として純

EPN0.05FEgを用い,柿央諺…水の瓜終氾皮 0.02-20､＼
%の範は削こついて実彪した.､実験結果は節3図の迫り
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である.

聯累活力に好笹を与えず阻苔剤を完全に活性化する

めに必要な稀臭素水のEi柊泣掛ま0.2-0.4%の範囲で

あった.それゆえ,以下の突放はすべて飽和臭素水

0.4∝ を 100∝ の茶河水に稀釈し,その'0.1ccを阻

苔剤を含む井田水 0.4ccに添加し取化操作した.
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0- 0ChE･inhibition +----+ChE-activity

拝具繋水添加後P酎 ヒに要する時間 :柿臭素水によ

る阻告剤の敬化の完全,不完全は実験の精度に関与す

る要因の1つと考えられる.ここでは稀臭素水添加後

の時間とChE阻害率との関係を純EPNO.05FLgを用

いて調べた.実験結果は弟4図に示す通りである.
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阻害剤と柿臭素水の懲化反応は即 寺完了するようで

ある.したがって,阻召剤に稀典薬水を加え,ただち

に捺準 ChE･浴液を加えてつぎの改作にうつってよい

が,邪者らは3分間の余裕をおくことにした.､
＼

阻害剤と ChEcompleXに要する時間 :柿央菜水

によって敢化処理する場合,しない場合にかかわらず,

阻雷剤とCbE との結合が完了する時間の決定はすで

に述べた諸要因と同様に重要である.この点について

突放した結果は邦5回の如くである.阻召称 ま純EPNP

0.025FLgである. 阻告剤とChEcomplexが飽和状

腿に迂する時間は大体30分であった.
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以上の夫験結果から, ChE 阻害法による有挽憐殺

虫剤の放免定員を失地する場合の実験条件と操作法を

取 り越めて要約するとつぎの如くである.

1) 阻奮剤検定法 :阻害剤を含むアセ トンまたはエ

ーテル搭紋の一定塁を試験管にとり,溶媒を吸引恭敬

させる. ついで恭溜水 0.4cc, 稀臭素水 0.1ccを加

え,3分間懲化反応させ, 燐酸緩衝淡 1.0cc, 捺準

ChE溶紋 0.5ccを加えて 2.0ccとする.この混合紋

を 25oCで30分間投拝し阻害剤とChE とを反応させ

たのち,0.004M ACh溶紋 (試薬1)1.0∝ を加え,

ただちに37.5oCに加温しス トップウォッチで正確に

計り30分間反応する.

反応後,祝った ACh歪を2M hydroxylamine(読

兆2)と3.5N苛性ソ-ダ (試薬3)の等虫混合披(本

校は使用直前に混合する,以下これを試薬(2)+(3)と

略す)2.0ccを加え,三塩化煎懲加用塩懲枚 (試薬4)

1.0ccを加え,更に塩化第2鉄 (試薬5)1.0ccを加

えて発色する.

ただちに炉過して波長 540FLm で比色汎定する.

2) 正常黄葉液 :蒸河水 0.4∝,柿臭素水 0.1ccを

試験管にとり,3分間兜押したのち,燐顧緩衝紋 1.0

cc, 捺準 ChE浴紋 0.5ccを加えて 2.0ccとする.

25oCで30分帖】股搾したのち, (試共1)1.0ccを加

えて 37.5oCで30分間加温する.以後の操作は(1)と
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Table1. ComparisonoftheqtlantitiesofseveralorganophcBphorusinsecticidesrequiredforinvilrohtm nplasma
ChEinhibitionbeforeandafterbrominetreatment.

D岱agerequiredforinvilyoinl1ibition

Insedicide Untreated

Regye=S芸iinb(eZTti,on水 Ilnh:iOpb!,io十 I2nOhfpb8gien

Treatedbybromine

?eg; e=S;iinb(eZu_axd,on日I葱 ni I2nOhf28;tOign

Phc6phates

paraoxon Pure

malaoxon. Pure -

Phosdrin Tedl.也)

Tech/(a)

DDVP Tedl.

Comp.23947Ted一.

Comp.23948Tedl.

Y-5+1.477(X-1.70)

yt=5+1.365(X-3.15)

Y=5+1.500(X-2.90)

Y-5+1.109(X-2.62)

Y-5+1.591(X-2.86)

Y-5+1.771(X-3.32)

Y-5+I.636(X-3.44)

0.0014-0.019

0.034-0.59

0.021-0.29

0.007-0.24

0.02 -0.25

0.07 -0.62

0.09 -0.89

Y-5+1.477(X-1.70)

Y-5+1.365(X-3.15)

Y-5+1.556(X-3.48)

Y-5+1.556(X-3.48)

Y=5+1.591(X-2.86)

Y-5+1.771(X-3.32)

Y-5+1.636(X-3.44)

0.0014-0.019

0.034-0.59

0.09 -1.0

0.09 -1.0

0.02 -0.25

0.07 -0.62

0.09 -0.89

Phc6phonate

Dipterex Pure Y-5+1.417(X-3.98)l､ 0.96 0.24 -3.7 Y=511.417(X-3.98) 0.24 -3 . 7

Phosphorothioates

parathion Tedl.帥

Tech.(B)

methylparathion
Pure

Diazinon Emul.

Y-5+0.969(X-4.35)

Y-5+1.111(X-3.30)

Y-5+I.361(X-6.46)

Y-5+1.522(X-4.30)

0.30-17

0.03 -1:1

69 -1202

0.56 -7.1

Y-5+1.477(X-1.70)

y-5+1.889(ズー1.80)

Y-5+1.357(X-3.46)

Y-5+1.759(X-1.08)

0.0014-0.019

0.0024-0.018

0.07 -1.2

0.0004-0.004

Tbionophosphonate
.EPN .Pure Y-5+ 1.383(X-5.74) Y=5+2.688(X-2.48)

*YisthepercentinhibitioninProbit,-Xisthelogarithm ofdoseX･104.
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同じである.

3) 対照酵素液 :糸田水 0.4cc,柿1,Fl<素水0.1∝ を

試験管にとり,3分間把持したのち,燐骸校街紋 1.0

cc,標準ChE搭紋0.5ccを加えて2.0∝ とする.25oC

で30分間把持したのち,(試薬1)の代りに燐怒緩衝紋

1･Occを加えて 37.5oCで30分間加温する.以後の操

作は(1).と同じである.･

4)一百枚;夜:燐懲緩衝紋 3.0ccを試扱皆にとり,

37.5oCで30分間加温する.以後の操作は(1)と同じ

である.:

5) 無帯薫判 :培準 ChE搭紋の添加を試薬 (2)+

(3)の添加後にする列,孜作項序は(2)と同じである.

上記の操作方法は試験管内において稀臭素水によっ

て顧化処理する場合について述べたが,その必要のな

い場合には,蒸潜水 0.4ccと稀臭素水 0.1ccの代り

に燐酸緩衝絞0.5ccを試験管にとり,以後の操作は前

述の方法によればよい.

実 験 例

各種有授燐殺虫剤の標準検量曲線

試験管内において柿臭素水で処理した場合としない

oo

鮒
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釦
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1

tJO
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!
t
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U13d

場合の有挽坊殺虫剤の標準抜放曲線の1例を示す●と第

6回の如くである.これらの曲緑は光正の対故とChE

阻召率の probitとの間に宿縁関係が認められる. 同

様な田尉 こついて, GiangandHalllO)は薬虫の対数

とChE阻吉事の間に首線関係が認められると述べて

いる.

'茄 1衣の数値は各位有機燐殺虫剤の按準放免曲線か

ら求めた50,% ChE阻宕薬星 (Ⅰ50),最適抜出和田(各

曲緑における20-80% ChE阻害に要する共立をとっ

た)および検出限界共立を示したものである.これら

の数倍から明らかの如く,-paraoxon,DDVPおよび

他のphosphate系殺虫剤は試験管内において払いChE

阻害作用を示し,この琵殺虫剤の定畳は稀臭素水で処

理しなくとも測定が可経である.しかし,現市場で重

要な有機燐殺虫剤の大部分をしめるphosphorothioate

および phosphorodithioate系殺虫剤のそれは比較的

弱く,そのままでは ChE阻害法による定見がむずか

しい.しかし,供試した両系殺虫剤はいずれの化合物

も試験管卿 こおける稀臭素水の処理によってより独力

な阻告剤に変換され定員が容易となる.

第6図に示した曲線(C)は純 paraoxonを稲央累水で

■ ･ ･ ･ ● ● ●

.001 .01 .1 1.0 10 100･

MiJograms

Fig.6. Standardcurvesfortwosamplesofparathionandparaoxonbefore
andafterbrominetreatment.

(I- C- 96.5% technicalparathion仏)beforebrominetreatment.(a)

○- O Unknown purityofparathion(B) before.brominetreatment.O))
●- ● Pureparaoxonbeforeandafterbrominetreatment,and仏)

afterbrominettea申Ient.(C)
○-1一一〇 (B)afterbrominetreatment.Pつ

処理した場合と処理しない場合における結果である. 理の結果である.曲線(a)は96.5%工業用parathion原

.純paraoxonは稀臭宗水の処理に対して安定であり, 非 (窮1表中A)であり,曲綜恥)は性状不明の para-
処理EljTl後における ChE阻害力には変化が認められず, thion庶薬 (第1安中,B)である.精製 parathion

処理による好管ほうけなかった.また,同図曲線(a)と ■原薬の試薬管内における ChE阻害作用は弱く,工業

a))は純度の異なるparathion原薬でえた稀臭累水無処 ` 用 parathion原薬の強い ChE阻害作用は S-ethyl,
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S-phenyl異性体, tnraoxonおよびその他の不純物

の好響によるものであり, 工業用 tnrathlon疏薬の

ChE阻害力の差異は原薬に含まれる S-e仇yl異性休

･の塁に左右されるといわれている.1･2･8･18)

上記2種 parathion原薬の50% ChF阻害薬歪は稀

臭素水無処理の場合において略11.0倍のひらきが認

/ められたが,これを稀臭素水で処理すると,両原薬の

ChE阻害作用は純 paraoxonと同じ力価をもつよう

になった. すなわち,parathion 庶薬Aの作用曲緑

(a)は純 paraoxonのそれと全く同位置 (曲線C)にあ

たえられ,panthion原典Bの作用曲線恥)は同様にそ

れに近い位置 (曲線bつ に示される. そして, ChE

阻害力 (T50) の増大は工業用 parithion原薬Bで約32

倍,工業用 paratbion原典Aで約 440倍に達し, 両

原英の差異は略1･3倍に縮小しfTT-.

このように ChE阻害剤として比較的阻害作用の弱

いグループに屈し,同時に不純物の彫蟹の大きい化合

物では,ChE阻害法による定量がむずかLV､が,上

例の如く試験管円において稀臭素水で処理Ltて酸化物

とすれば,ChE 阻害力は増大しかつ不純物の彫饗を

無祝して定見が可餌である.稀臭素水処理によって生

産される敢化物の詳細は後述する.

同様に phosphate系殺虫剤に屈する純 malaoxoA

ェ業用 DIivp,工業用 Phosdrin2粗 純 DipteIex

およびスクリーニングテスト途上にある物理化学的定/
立法不明の合成化合物の按準検盈回帰線は第1表の通

りである.

Giangら11)は electrometricChE検定法によるDD

VPの散布要覧田虫の汎定法を述べている.またCasida

ら5)は Phc6drinの残効性の研究に ChE 阻害法を利

用している.Phosdrinは田換 vinylphosphate系殺

.虫剤として近い殺虫性を有し,約写島の ds異性体と約

)/8の trans∵異性体から成り,cis異性体の昆虫および

晴乳額に対する蕃性は trins異性体に比べて略100倍

強いといわれている.第1表中Ph6sdrinAはShell

社製95%工業用原薬 (Ⅰ50は 0.079FLg),PhosdrinB

は当研究所で合成した純度不明の工業用原英 (15｡は

0.042FLg)である. この2軽麻薬の試験管内における

ChE阻害力の相違は各異性体の含宜の差によるもの

か,不純物の彫饗によるものか明らかでない.両原薬

の ChE阻害力は稀臭素水の処理によって寂著に減退

した.すでに一Casidaら5)はハPゲン,ハロゲン化水素

および各種懲化剤によるPhosdrinの化学的処理がそ

の ChE阻害作用を減じ,また本剤は宙接寿浸透殺虫

剤として有効に働き,植物体内での代謝がこの種殺虫

剤の活性化に必要でない.邸実,多くの植物体内では

I Phosdrinが変換されずに残るか,ChE阻害作用が弱

められていると報じている.なお,純 malaoxon,エ
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菜用 DDVP･ および純 Dipter?Xは稀臭素水処理に
よる彫哲をうけなかった.

また,比較的 ChE阻害作用の弱い phosphorothi･

oateおよび phosphorodith ioate系殺虫剤の実験結果

は第1表中の標準検量回帰方程式に示される如く,こ

の種の有税燐殺虫剤はいずれも試験管内の稀臭素水処

1/3000,Trithionは 1/1000,methylparathio'n,EPN

および malathionは 1/100,Guthionは 1/400jLgの

微虫を探知することができる.

植物抽出液の彩響と検出率

ChE阻害法による有機憐殺虫剤の定盃をお こなう

場合,植物あるいは動物抽出校中に混存するエステル

塀,油および威物質等の彫轡が予測されるので,この

点について検討した.カンランの綜薬10gを採取し,

これに-定見の純 EPNを添加したもの,'同様に水稲

苗の茎葉 lOgに一定量の工業用Trithionを添加した

ものをエ丁テルで抽出した. この抽出紋を 100ccと

し,分割法 1.0ccについて稀臭素水の処理を施し,

抽出紋の影響と添加薬剤の検出率を調べた.まずカン

ランおよび水稲苗抽出紋の酔素活力に及ぼす好蟹を示

すと第7図の如くである.,
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Fig.7. EffectofplantextractonChE･activity.

この結果によれば,拾物抽出攻の打撃は多少認めら

れるようであるが,添加薬剤の検出率は,第2表に示

す如く比較的高い数値を示し満足すべき結果を得た.

なおこの場合,植物抽出液の稀臭素水処理を標準曲線

作成のときと同じ畳 (0.4%,0.1cc)でおこなうと,

ChE阻害率が理論値よりやや低い値を示し, 阻害剤

の活性化が充分でないように思われた.そこで柿臭宗

水の使用星を増加(0.2cc)して操作したところ,添加

英剤の検出率は理論値にちかずいた.



Table2. Re00veryofEPN andTri也ion

addedtoyoungplant.

+addedtocabbage
** addedtorice

PAr8thiorLとpraoXonの分別定量

GiangandnalllO)は ChE阻害法によれば CbE阻

告力の異なる異種有税燐殺虫剤の分別定盃が可餌であ

ることを示唆した.まえに.試験管円でtnrathionを

稀臭素水で処理しparathion酸化物にすれば,.その

CbE阻害作用は著しく増大する.ことを述べた. いま

未知虫の parathionとpmoxon が温存すると仮定

し,その混合物の ChE阻害力を柿臭素水や処理した

場合と処理しない場合について求め,阻害力の増大率

より逆許してparathionとparaoxonの混合比を知る

ことができる.例えば,parathionとparaoxonが不

明の割合で混存するか,あるいはpara中ionを処理し

た生体から抽出した紋を汲縮して 10ccにしたとする.

〔検虫法1〕分割紋 0.lc占を試験管にとり,測定は操

作法(B)にしたがい稀臭素水で処理した場合の阻害率

を求めてみる.その結果,/阻害率が88.0%であった

とすれば,第6図に示した paraoxonの標準検虫曲緑

(C)と照合してこの分割掛 こは tm bXon相当畳として

0.02FEgが含まれることになる. 故に,抽出紋 100cc

中には 2.OFLgの paraoxon相当量が存在す ること

になる･一っいで抽出液から praoxon相当虫として

0.01′′g一を含むよう分割紋を試験管にとる. 本例では

0.05ccをとり,操作法(A)にしたがい稀臭素水で処理

せずに阻害率を求める.得られた結果が30.0%であっ

たとすれば,第8a図に示したparathionとparaoxon

の混合比が0:10から9:1のときの按準検虫曲線と

照合すると,その比は7:3となり,抽出校中のpara-

thionとparaoxonの存在虫はそれぞれ 1.4pg と

0:6FLgとなる. 〔検虫法2〕上例の実験において,ち

し稀臭素水で処理せずに検歪したとき,得られた阻害

率が4.0%以下であれば, 第8a図の槙準枚虫曲線に

よると精度が著しく窓くなる.それゆえ,この場合に

は分割紋の班用鼓を10陪に増加し,あらためて稀臭素

水で処理せずに検星する.得られた阻吉事が32･0/%'あ

ったとすれば,荊8b図に示した parathionとpaJ71･

oxonの混合比が99:1から999:1のときの按野検見
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Fig.8a. Standardcurves.fordistinguishing

,parathionandparaoxon.I

0- 0 96.5% technicalparathionandpure
paraoxonmixtures(0:10to9:I)
仏)1xforebrominetreatment.

●-●糾 and96.5%Ltedlmical parathion
aloneafterbrominetreatment.or
pureparaoxonalonetだforeandafter
brominetreatment.
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Fig.8b. Standardmrvesfordistingdshing
para也ionandparaoxon.一

一0-0 96.5% tedlnicalTnrathionandpure
paraoxonrrLixtures(99:1to999:1)
仏)beforebrominetreatment.●ニー●細 and96.5% technical parathion
aloneafterbrominetreatment.or
pureparaoxor)alozlebeforeandafter
brominetreatment.
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曲線と照合する･と,･その混合比は97:3となり,抽出

紋の-parathioLn･と paraoxon:の存在虫はそれぞれ

1･94iLg と-0.06iZgrとなり分別定盈できる..

考 察

昆虫に対する有機燐殺虫剤の殺虫作用は;-I.主として
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ChE 阻苔作用に韮く神経刺戟伝中の正常な校誰に障

苔を起すことによる′と考えられ ていも･この粒形素

系の阻害は嘩 L矧 こ対する毒性とも関連するため･

ChE阻害作用に_関する生化学的分析法の確立は高い

関心が与せ られ てい る. 多くの有機燐殺虫剤の in

vitroの阻害作用は比較的弱いが,生体内で強い ChE

CM. 3 6 9 12 15
RF .1 .2 .3 .4 .5 .6 .7 .8 .9 1.0

○ '̂

CM. 3 6 9 12 /15
RF .1 .2 .3 .4 t.5 .6 .7 .8 .9 1.0II)I

12 15
.7 .8 .9 1.0

80

釦

40

2

CM. 3 6 9 12 15 CM. 3 6 0 12 15
/

/Fig･9･ ChE-activlty･Rf- vesandspotsIonpaperdlrOmatOgram SOfparathion, /

paraoxon,mala也ionandmalaoxon.

A･:0･05FEg･Ofpure甲甲0ⅩOnbeforeandafterbrominetreatment.
A':50FEg.Ofpure.paraoxonbeforeandafterbrominetreatment.
B :0･05FLg･Of96･5% technicalparatgionbeforeandafterbrominetreatment.
B'J:ー50FLg.Ofl96.5% teclmiGllparathionbeforebrominetreatment.
C :0･05FLg10f96･5% te申niPalrnrathion吋terbrominetreatment.
D :lFLg.･?fpuremalaoxonbeforeandafterbrominetreatment.
D':100FLg.Ofpth'emalaoxonbeforeandafterbrominetreatment.
E :lFLg.Of95% teclmicalmalathionbeforebr6minetreatment.
E′:-100FLg.6f.95% teclmialmalathionbeforebrominetreatment.
F:1FEg.Of95% t与Chnicalmalathionafterbrominetreatment.
A,B,C,D,EandF:det占ctedbyChE-inhibitionmethod.
A/IB',D/andEr:detectedbysprayingwithHanesIIscherweedreagentand

irraldiated′with ultra-Violetlamp.
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阻害性を有する物矧 こ代謝変換されるため,ChE枚

定法は主として薬剤の代乱 非理あるいは農作物の残

留宙性に関する定性的研究に利用されているに過ぎな

い.筆者らは FallscheerandC00k9)の方法を追試し

つつ有機憐殺虫剤の定立的挽定法の実験条件を検討し

た結黙,本法は広く各位の定出的研究に応用できるも

のと想 う.

まず ChE 試料の控準化は生化学的定正の約1jfを高

めるうえた必要である.一節宗iti位の規定された矧 ヒ

ChE捺晶の入手が囚Eiな現状から, 聾者らは血統改

行から最初に購入したヒト血祭とACh分解虫と'0閑

･係をあらかじや調べておき,らねに一定の ChE活性

を有するヒト血菜塁を定立突吸に供用する方法を考察

し,ChE阻告率の再現性を計った.

試験管内で阻害剤を活性化する方法について氾硫慨

と発煙硝敬の混合紋,耐酸と退軟化水菜の混合紋,

N-bro-inosuccinimide(NBSと略す), 緬臭素水およ

び各位酸化剤の使用が試み られている.Fallsdeer

andCcok9)は NBSの過剰陵用は酵素活力に好聾を

あたえるが,稀臭素水はそのような好蟹があまり認め

られず酸化剤として最適であると報じている.筆者ら

がこの点に関して迫試した結果では,柿臭素水の最終

氾皮が0.4%以上になると, ChE活性は噺次減少す

る偵向が認められ,投終氾度20%で失活した.

また,最終汲皮0.2%以下では阻害剤を完全に活性

-化しえないことがわかり,ChE活性に好饗を与えず

阻害剤を完全に酸化するのに必要な稀臭素水の最終温

皮柱o.2-0.4%の範囲であった..

すでに述べた如く,それぞれの郡項について検討し

た実験条件と操作法に基き各種有機燐殺虫剤の槙準検

丑曲線を作成した.これらの統率枚虫曲掛まS字形曲

線で示され,ChE阻害率を probitに,窮鼠を対数に

変換したとき,層線関係が認められた.茄 1安には,

楼準検歪曲線から得られた phosphate,phosphorothi-

oateおよび phc6phorodithioate系殺虫剤の試奴管内

における稀臭素水処理占'J後の50,00'阻苔典故,最適検出

範Eflおよび検出限界共立の数値を掲げた.これらの数

位は FallscheerandC00k9)の托告と一致しているこ

とから,本突放が大体妥当であったものと解される.

試験管内で phc6phorothioateまたは phosphorodi-

thioate系殺虫剤を柿臭素水で処理したとき生産され

る酸化物はそれぞれ phosphateまたは phosphorotni一

olate系化合物であることをベーパ-クロマトグラフ

法15)･19)を用いて碓めた.その結果は節9図に示した.

例えば

parathionぅ柿央累水処理うP3rathionoxide

=PanOXOn

malaIJlionぅ稀臭克水処理うmalathionoxide

=malaoxorL

故に

S S
ll rl

>p-0- または >p-S一

梢造はつぎのように敢Iとされるもあと考えられる.

0 0
" ､ ~."

>p-0- または >p-S-

さて,ChE阻書法による有機燐殺虫剤の放血定立

.にかざらず,化学的,物理的分析法においても動物あ

るいは植物抽出紋が測定の精度に彫響する較向の認め

られる例は少_くない: GiangL･andHal110)によれはマ

メ獄の弘 チシャ,カシラン,.,トマト,オオムギ,ア

ル77ル77,オランダイチゴ,､ネギ, .マッハ',ハ1)

モミ,タバコ,キク,ゼラニユウムおよびラッカセイ

等の CIIE活性に及ぼす植物抽出紋の好響Iま詔吟られ

ないと述べている.また,PatchettandBatchelder21)

はGiangandHalllO)と同じChE検定法を用いTrithi･

onの検出率を多柾類の拾物果実,茄および種子につ

いて検討した結果,一般笹検出率に卿 ます粒物抽出紋

の彫葦別号少いが,油や蝉物質を多良に含む拾物では検

出率が箪くなる幌向が認められる.しかし,これらの

拶蟹もJonesandRiddickla)のaceton申ile分配抽出

法を併用すれば防止できると報じている.われわれの

今次の実験では,酵素活力に及ぼす植物抽出紋の膨響

は多少認められるようであり'たが,検出率は比較的高

かった.今次の突険結果だけでは,供試材料の柾茄も

･i>く詳述t･きないが,酵素活力や検出率に及ぼす抽出

紋の彫笹は,拾物および動物の種斑,あるいはその部

位によっても異なるであろうから,ちらかじめ抽出紋

の拶響を調べておくとか∴acetonitrile分配抽出法を
併用するとか,対象材料のホモヂネ～トに枚体を添加

して標準検虫曲線を作成するとか,.突放の日的,条件

に応じた方法を採択すればよいと考える.

最後に,孜作法はやや投雑になるきらいがあるが,

酵素阻召法によりChE阻害力の差異を利用して異醍

有践燐殺虫剤の分別定立が可能である.よって本法は

ペーパークロマトグラフ法や搭媒分配法とあわせて有

綴燐殺虫剤の作用機構や他の定員的研兜に応用の道が

ひらけるものと考える.一

以上,孜々は今次の実験を基礎にさらに検討を加え,

ChE阻害による有械燐殺虫剤の微盈定免法の発盛を

期待したい.

摘 ･ 要

ChE阻詔による有践憐殺虫剤の放出定虫法を確立

する目的で,主とLChE比色検定法による実験条件

と扱作法ならびに試故管内における阻召剤の柿臭素水

. 39
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による活性化について検討した.

(I) FallscheerandC∝血9)がおこなった有捜憐殺

虫剤の試験管内における活性化の方法を迫試した結果,

ChE層位に及ぼす稀臭束水の彫弓削ま最終温度が0.4%
以上になると, ChE活性は噺次減少の依向が認めら

れ,20%で失活する.また,最終没皮が0･2%以下で

は,阻害剤を完全に活性化できないことがわか り,

chE活性に彪管を与えず阻害剤を酎 ヒするのに要す

る稀臭系水の最終濃度は0.2-0.4%の花園であった.

(2卜Phosphorothioateおよびphc6phorodithioate系

殺虫剤の ChE阻害作用は,試験管内における稀臭素

水の処理によって著しく増大する.したがって,この

.操作をおこなえば,C旭 阻害法によりこれら両系燐 ･

殻虫剤のうち. Diazinonは 1/3000,parathion畔

1/2000,Trithionは 1/1000,methylparathion,EPN

および ､malathion ほ 1/100, Guthionは 1/40FLg

の微丑を定虚しうる. また phdsphate系殺虫剤の

paraoxon.Ph(冶drin,malaiXonおよび DDVP,なら

びに phcBphonate系殺虫剤の Dipterexは 1/2000-

1/20FLgの微量を探知しうる. この趨有機憐殺虫剤の

廟臭素水処理による.彫響は認められなかった.しかし

phdsdrinの ChE阻害作用k稀臭素水の処矧 こよって

低下した.

1(3) ペ｢パークロマトグラフ法を用いて試験管円で
S

phoq,horoth許 te-(,さ⊥o弓 または phq horodi･

thioateL.(ポ ーoこ)系触 剤を稀臭鍬 で処凱 誓
とき,生産されるChE阻害剤の阻喪作用は,それぞ

0

れ棄 phate(,さ-o丁 )またはphosphorothiolateL

(>モー●S-)属 化合物に相当することを碇凱 た･
(4)ChE活性に及ぼす植物抽出紋の彫皆は多少認

められさようであるが,検出率は比較的高かった.

(5) 有機燐殺虫剤の ChE阻害力の差異を利用した

異担有機憐穀虫剤の分別定塁法について鹿作法を述べ

た.
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JR由umi

Thepresentinvestgationsdealtwith enヱym atic

methodforestimatingtheorganophosphorusinse･

cticidesbasedoiltheirEnviETOinhibitionofcholine･

sterase(ChE)andattemptedtostudytheprocedure

fordistinguishing thecertainorganophosphorus

insecdcideswhichhavelargedifferencesiilinhibi･

toryactivity,forexampleトparationandparaoxon,

bytheenzymaticmethod.Thecolorimetricmethod
ofFallscheerandCook9)wasmodifiedinthiswork.

Thehumanbh)dwasusedasenzymesource,

whichwaspurdlaSedatlo血lbloodbanks.･The

stod(solutionofhum anplasmaChE wasobtained

from centrifugedblood.dilutedwithS8rensen
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＼

･

I
It
′
-

phosphatebuffer.Afterdeterminingthepotencyof

ChE-activityjnthest∝ksolutionofh甲 nplasma,
也edilutionmultiplereqtliredformakingl】p一也e

standardChEsolutionwascahlatedfroqlthe

equation,M-Ⅹ/0.5×10,asshowninFigure2.

Inthe'equation,Mrepresentsthedilutionmuldple

requiredformakingtlpthestzmdardChEsolution

byaddingthebufferandXisthevollJne(inml.)

ofstandardChEsolutionequivalenttothehydroly･

lingacethyl･cholinebromidebythe0.5m1.of

trialsolutioninst∝khum anplasma.Thestarldard

ChEsolutionhasconstantlythepotencyofChE･

activity,whidhⅥnshydrolyzed2･3FEM･ofACh

per30minuteswhep its'activity testedunder
conditiondescritxdbelow.

Afterpreliminaryinvestigations,allourexperi･

me血tswereperfomedunder仏e00ndition at

Metcalf'sl8)substrateconcentrationof0,004M ACh･

Br.,phosphatebufferat8.0(Fig.1)aLld30mintrtes'

reaction.at37･5oC･(Fig･5)･

InFallsdleerandC00k'Stedhnique9)ontheuse

ofbrominwaterasoxidizingagenttoconvert

phc6Phorothioatesandphosphorodithioatestol'n

I,t'Lromorestronginhibitors,hlsfinalconcenration

ofbrominewaterm ssuccessful,buttheexcess

brominewater(0.4◆,Oo'.over)interferedwith the

enzymticactionoftheanti･ChEmethodanditⅥ屯S

inactivatedat血alconcentratiol10f20,%',andalso

thedeficentbrominewater(0.2% t)elow)didnot

convertcompletely withLthesmallamountsof

inhibitor. neoptimum 丘naliCOnCentration of

brominewaterⅥnS0.2rO.4% (Fig.3). The･bro･

minTeWaterreacted instantenouslywith inhibitor

(Fig.4).

The;nl1ibitionandthestandardcurvesOf.the

materialstested,beforeandafterbrominetreat･

ment.inthisexperiments,areShowninTable1.

Thisisingoodagreementwi血 也edataofFalls-

cheerandCook9). Ofthematerialstested.Phos-

drinonlyreducedinanti･ChEactivitybytreat-

menrwith brominewater.

In也eexperimentswIlere･knownamountsof

EPN'andTrithionwereaddedtoyoung'pl叩tS,

thelinterferingeffectsofplantextractsonthe

enzyme･inhibitionmethodwereobservedslightly

(Fig.7)buttherecoverypercentagesもeregeqe-

rallyhigh(Table2).

Figures8 aand8bshowsthestandardcurvesto

distinguishbetweenparathionandparaoxonwhich

havelargedi斤erenceinChE･inhibitoryactivity.I

pk thionandparaoxoncm bedistinguishedat

ratiosof0..10to9･'11(0･'..0.1to0.09･'0.01'FEg.)

bythestandardcurvesinFigure8a,andatratiosof

99:1to999:1(0.09:0.01to0.099:0.001′上g.)

bythestaLndardcurvesinFigure8b.

StudiesoptheControloftheFArE88terntlrticAting Moth,EuproctleRatlallremer.

HiroshiMATStJZAWA(LaboratoryofAppliedEntomology.FacultyofAgrimlture,KagawaUniv･

ersity)andYukihikoFuJII(NibuHealth Centre,KagawaPrefecture).ReceivedDec.20,1959.

Boiyu･Kagaku,25,41,1960(with'Englishrisum6,46).

8･ ナミドク.Hの防除に関する研究* 松沢 掛 野井幸彦 (馴 大学恩学部 ･香川県丹生保但約
34.1皇二20受理1

近年各地で開延になっているナ:ミドクガの防除法を再検討し1:. 幼虫に対しては各樫の殺虫剤を,

成虫に対しては波長をことにする各筏の蛍光灯を用いて試験した.

拾 .音

近年本邦における串蛾禍の問定削ま年とともに広範囲

に論議を展開しているが卜12',見方によってはたしか

に戦後日本に毒椛が相当に増加して来ているようにも

感じとられる:四国地方においてもこの種の問題は年

々生起する析庇をまし,香川県などでは随所に大畠発

t香川大学艮学部応用昆虫学研究室 業机 No,41

生もしくはその前兆が認められるに到っているS).

ところで問題のナミドクガ EuProcilsjTavaについ

ては,この2,3年特に生態に関する方面に研究が袋

申され5)6)8)9)ll ) , ･多くの興味ある事項が明らかになっ

て来たが,防除に関する研究はただ殺虫剤を撒布すれ

ばよいとか,誘蛾灯を用いたらよいといったよう.な安

易な常識にわざわいされてが ), 若干を除き余り見る
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