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Summary

Thepresentpaperdescribessymptomsofin･

toxicationwith NS2662 (0,0-dimethy12,2-

dichloro 1-hydroxyethylphosphonate)inthe

Anlericancockroachandthemouse.

1)CockroachespoisonedwithLD500rLD95doses

ofNS2662,trichlorfonordichlorvosshowed

hyperactivity,followedbyparalysisandfinally

death. Thesearethecharacteristicsymptoms

oforganophosphorusinsecticidespoisonings.

2)Syndromesofpoisonedcockroacheswere

analysedquantitativelybythelegl'arkmethod.

CockroachestreatedwithNS2662,thedehydro･

chlorinatedcompoundofNS2662,0,0-dimethy12-

monochlorovinylphospllate(DMVP),trichlorfon,

dichlorvos,parathion,Lや'-DDTorγ-BHCshowed

violentsymptomsofhyperactivity,convulsion

andparalysis.Whilecockroachespoisonedwith

rotenone,Sodium fluoroacetate or potassium

cyanideparalysedverysoonwithoutshowing

apparenthyperactivityorconvulsion.

3)NS2662haslowmammaliantoxicityagainst

mice(LD8｡;2,600mg/kg)and poisoned mice

showed nomarkedhyperactivity.whitethose

treatedwithDMVP,sodium fluoroacetate,tri-

chlorfonordichlorvosshowedseverehyperactivity

andconvulsion.
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4. 環状りん酸エステルとTriphenylphosphateのエステラーゼ阻害における特異性の比較
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Triphenylphosphate(TPP)とTri･o･cresylphosphate(TOCP)の代謝生産物であるサt)ゲ

ニン琵状りん慨エステル類のイエバェェステラーゼに対するmM作用を比較した.

TPPのエステラーItt阻告効果はサ))ゲニン環状りん慨エステル類に比べて極めて弱く1万分の1

であった. また,エステラーゼ阻告の特異性,J'e寒天ゲル怒気泳動法で比較した結果, サT)ゲニン環

状りん概エステル獄は柘めて特徴的な Zymogram

Tri･o･cresylphosphate(TOCP)およびその類縁

化合物の('nvJ'voにおけるエステラーゼ阻害作用はそ

の代謝生証物であるサ1)ゲニンの環状りん酸エステル

によることが既に明らかにされている1･2).一連のサリ

ゲニン環状りん慨エステル誘導体の生理作用を検討し

た結果は側3Bの長さを変えると異なった作mを示すこ

とが明らかとなった3J-). メチル誘唱体 (K-7)●lは

cholinesterase(ChE)を阻召して地力な殺虫作mを

示すがフェニル誘導休 (K-2)◆2はarleSteraSe(AliE)

を特異的に阻害して,殺虫作用は示さずmalathionに

対して共力作用を示す.

ところが Plappらは構造的に環状りん酸エステル

●1.2-methoxy-4H-1,3,2-benzodioxaphosphorin
-2-oxide.

●2. 2-phenoxy-4H-1,3,2-benzodioxaphosphorin
-2-oxide.

を示すが,TPPは非特異的であった.

には代謝され得ないtriphenylphosphate(TPP)が

イエバエの aliesteraseを阻害して malathionの共

力剤として有効であると報告していろ8).

そこで著者らはイエバェのエステラーゼ塀に対する

TPPの阻む効架を検討し.さらにTPPとサ.)ゲニン

環状りん恨エステル現のエステラーゼma'･の特只仕を

蒋天ゲルfti気泳動法を用いて比校した.

拭料および実験方法

試 料

阻害剤 :TPPはPlappより供与されたものと当研

究室でオキシ塩化りんとフェノールから合成したもの

を使用した.サリゲニン環状りん酸エステル類 (K-2,

K-7)および TEPP は当研究室で合成 した3･4).

malaoxonはmalathionを ∧Lbromosuccinimdeで

慨化することにより得た.
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兆Tl:(-および .a-maphthylacetateはそれぞれ
対応する naphtholとacetylchlorideから合成した.

1n-CreSylacetate,m-N,N-dimethylaminophenyl

acetate(dimethylaminophenylacetate)は m-N,

N-dimethylaminophenolとacetylchlorideをピt)

ジンのLlJ,'･在下に反応させて得た.m-(acetoxylphenyl)

trimethylammonium iodide(ammoniumphenyl

acetate)はdimetbylaminophenylacetateとmethyl

iodideから合成した.

縛層クロマトグラフィー (TLC)

TPPはシ1)カゲルの矧 田を用いてヘキサン:アセ

トン (4:1)の溶媒系で旭川した後に2NKOHアルコ

ール溶紋をスプレーして加熱し,水解して生ずるフェ

ノールをジアゾ化スルファニル酸で発色させて検出し

た.

AliE活性の測定

Warburg検圧法3):郎菜紋は0.9%NaCl潜紋にイ

エバエ全体のアセトン粉末 200mgを加えてガラスホ

モジナイザーでホモジネ- トとして調製した.測定は

反応容榊の王室にTPPのアセトン溶紋を入れて法セ

トンを恭発させた後に酵芽…2mLを入れる.側室には

0.25MNaHC03の0.2mtと基質 methyln-butyrate

0.01mLを加える.N2'.Cog(95:5)の混合ガスを流し

て37oCに10分間放置後にOtll室内容を王室に移して反

応を開始し,5分毎に30分に舶u定する.

比色法 :兆質にphenylacetate.naphthylacetate

を用いて酵i;･水解によって遊離するフェノールとナフ

ト-ルをアゾ色-#･として発色させ分光光度計で520mFL

または 550mILの吸光度を測定する.酵素紋はイエバ

エ成虫全体2匹に対して脱イオン水 lmJの割合でホ

モジネー トし.2,000r.p.m lO分間遠心分離して得た

上沼を使用した.lmlの酵素紋に5mlの0.03M基質

桁披 (pH7.0,0.04Mのりん酸横解放に溶かしたもの)

を加えて 27oCに30分インキュペートした後 lmJの

naphthanildiazoblueB浴披 (4mg/ml)を加えて発

色させ分光光IR計で測定した.

甥ミ天ゲル化拭泳動法

秋川らの甥;天ゲルiVi屑JnlJAJ'k動法り )に郷じて行な
った.即ちpti6.8のりん他校tRt'淡 (FL-0.025)100mL

に Difcoagarnoble0.7gとpolyvinylpyrolidone

2gを加えて加熱桁糾し,16.5×20.0cmガラス坂上に
流して厚さ0.9mmの寒天股を作る.離昇壬紋はイエバ

エ (高槻系)3gに lmJの脱イオン水を加えてホモジ

ネートとし,10,000r.p.m で60分遠心分離して得ら

れた上1lt:Jを使用した.酵素紋に阻害剤を加えて30分

OoCにインキュベー トした後,2mmx12mm の折紙

に浸してゲル層にのせて30分冷所に置いた後に汐i紙を

はがして泳動を行なう.泳動には pH6.8のりん酸綬

22

街液(FL-0.05)を用い,低温器申(7oC)でゲル巾1cm

当り2mAを90分l以迅磁する.泳動後1% 基質浴紋を

スプレーして37oCに20-40分間インキュベートし,

0.5% naphthanildiazoblueB水溶紋に浸たして発

色させる.

結果および試験

TriphenylphosphateのエステラーIL･'阻!.13作用

イエバエの AliEに対するTPPの阻'M効火を8肌に
した結果は Ⅰ50-4.9×1014M (64r/fly)であり,Plapp

らの報告した価 (23γ/fly)のIiの阻害効火であった.

次に活性などロ.)ン酸型不純物の混入を考臆して,

TPP培品を0.5NNaOH処理したものについてAliE

阻害を測定した. その結果はアルカ1)処理した TPP

と未処理の TPPで差がほとんど認められず,いずれ

も弱い阻害効果を示した(節1表).またTPPをTLC

で出関して,TPPのスポット部分とそれ以外の部分

との AliE阻害を比較したが TPPより払いAliE阻

害効果を示す区分は認められなかった(gl'2基と).

Table1. AliEinhibitionofTPPtreated

with0.5NNaOH

TPP5×10-1M

inhibition%

46

TPPtreatedwith
O,5NNaOH 50

Table2. AliEinhibitionofT.LC.fractions

inhibition形

Rf0.0-0.3

Rf0.3-0.6(TPPportion)
Rf0.6-1.0

TPP(300γ)

37
50
6

53

以上の結架からTPPn身にAliE阻害作用があるこ

とは確実であるが TOCPの代謝生産物であるサリゲ

ニン環状りん酸エステル狭 くK-2,180-1.3×10~SM)3)
に比較して約1万分の1であり柚めてg･JL､.また,班

用した TPP梯品に関しては阻f]H力の大きな不純物の

混入は考えられなかった.

TE気泳動に用いる基質の検討

TPPおよびTOCPの代謝放似化合物としてのサ.)

ゲニン環状りん職エステル額のイエバエ AliEに対す

る阻召特知性を寒天ゲル磁気泳動法を用いて検討し

た.Tti気泳動法で鮮Pj]な Zymogram を柑るにはエス
テラーゼに特異的に働き,しかも酵素反応後に鋭TLEに

発色できる基質が必要である.まず,エステラーゼの

強力な阻害剤に構造が類似していて,しかも酎弟:･分解

後に発色可能な構造を持った基質の合成を試みた.即
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ちカーバメ-ト系殺虫剤sevinに川泊のh'l似したもの

としてα-およびβ-naphthylacetate.ChEの‡Jil'l･的
な阻害剤neostigmineに郊似したものとしてacetoxyl

phenyl基の メタ位にTIPl挽兆を持った かcresyl

acetate,m-dimethylaminophenylacetate,ammoni･

umphenylacetateの5桐の),R,･TIを介成した.これら
の基矧 こついてエステラーゼに対する兆Ti特bt!･性を比

校した.即ちこれら兆TIのイエバエホモジネートによ

る分解に対するChEの持矧付阻害剤 eserineによる

肺.1f皮を検討した (節1図).dimethylaminophenyl

acetateが投もよくイエバエホモジネートにより分解

されるがその45%に ChEによっている.次いで β-

naphthylacetateがよく,ChEによって約20%が分

解される.m-cresylacetateとammoniumphenyl
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substrate:3×10~一Mβ-naphthylacetate.

acctatcはいずれも北門として良好でなく,発色効果

良くなかもった.

次にβ一mphthylacetateとdimethylaminophenyl

acetateを兆TIにmいてイエバエのエステラーゼに対

する印々のイブ栂りん化介物のFllrT効果を比校した (節

2,3図).β-naphthylacetateを?lt･矧 こFflいた場合

のイエバエのエステラーゼに対する附宇f効卿まTEPP

)冗-7)K12)eserineのqlに拙く認められた.dime･

thylaminophenylacetate兆TIに川いT=均分の阻む効

果は TEPP〉K-7〉eserine)K-2のqrllSJ/Cあった.
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Fig.3. Effectofseveralinhibitorsonesterase
substrate:10ー1M dimethylaminopbenyl
acetate.

以上のようにdimethylaminophenylacetateの方

が ChEに柑Jrld･t/L=.が相 ､と巧えられろけれども,いず

れの!Ir,･TIもその他のエステラーゼ研,即ち有機りん剤
によって阻EL7･されるaliesteraseおよびそれらによっ

て阻害されない arylesteraseによって分解される.

fE気泳動法による阻害特異性の検討

前記2種の基質を用い,寒天ゲル紹気泳動法によっ

てイエバエのエステラーゼを分離し,和々のm-uTt剤に

よるエステラーゼ附'tlfのfS只性を検討した.β-naph･

thylacetateを),R,･TTに用いた切介はイエバエ(7古城系)

のエステラーゼは6本の桁性才脚こJJJ耶され(耶4図),
その中で TEPPは助捌 uから那1.2号ifを完全に阻苦

し,那5mを仰かにFrL乃した.K-7は郡3-6符を阻
害したが,冗-2はそれと全く逆に耶1,2符のみを特異

的に阻害した.TPPの阻告力は縛めて弱く,溌度を

10~2Mまで高くすると全ての活性帯が非特異的に阻害
された.eserineによるChEの阻害効果はZymogram

上に明椛に認められず僅かに第5帯が阻害された.

dimethylaminophenylacetateでは7本の活性符

が認められたが(郡5図),最も陽帝川に移動する活性
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Fig.5. Effectofeserineandorganopbosphorus
estersonzymogrampatternsofadults
houseflyesterases
substrate:1% dimethylaminophenylacetate.

JHJは不安定でしかも酵素調製後に短時間で消失してし

まう.TEPPは節1.2帯を完全に阻害し,第4,5帯

を伽かに阻召した.K-7は第3-6村を阻害したが,

K-2は逆に邦1.2相のみを特異的に阻召した.TPPは

10~2Mで活性相の全体的な阻臼が認められた.eserine

による阻む効J掛ま明舷でなく耶5相の雌かな阻田が認

められた.

β-naphthylacetateを基矧 こ用いた場合とdime-

thylaminophenylacetateの場合とでエステラーゼ

Zymogram を比較してみた結果は差異がほとんど認

められなかった.しかしながらdimethylaminophenyl

acetateの場合は酵素反応時間を短かく(37oC,20分)

しても十分に Zymogramを認めることができたが,

発色後は速やかに退色してしまった.β-naphthyl

acetateでは酵素反応時間を長く (37oC,40分)する
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必要があるが,発色後の色調は安定で長時間の保存が

可能であった.

(-) . t+J
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6 5 4 ,'3 2l

lB□□団田
Ⅰ [コ □

Fig.6. Zymogramsofesterasesofhousefly
andhumanserum

substrate:1% β一maphthylacetate.

ChEに対してより特異的に働 くと考えられろ

dimethylaminophenylacetateを韮矧こ用いた場合

でもChEの位田をZymogram上に確認すろことがで

きなかった.そこで近いChE活性を持つ人serumの

エステラーゼ Zymogram をイエバエと比幌してみた

(第6図).serumには2本のエステラーゼ析性引紬,'認

められ その中で陰秘川の第21,a,即ちイエバエのエ

ステラーゼ Zymogramの邦5脚 こ一致する活性相が

eserineで完全に阻召されたしかしイエバエエステラ

ーゼの節5矧 まeserineで雌かしか阻a(されないこと

からイエバエの場合には節5相は ChEと他のエステ

ラーゼを含んでいると考えられ,両者の分脈はここで

用いた条件では不完全であった.

要 約

TPPは TOCPmetabolite琉 (サ.)ゲニン環状り

ん酸エステル)に比し,エステラーゼ阻臼効果は極め

て弱い.

寒天ゲル磁気泳動法によりイエバエホモジネートか

ら多くのエステラーゼが検山され, これらに対してサ

.)ゲニン環状りん酸エステルは高い阻ElH退択FI･三を和し,

側鎖の種矧こ従って極めて特徴的な Zymogramを示

すが,TPPは全く特男性を示さない.

謝辞:本研兜を行なうに当り寒天ゲル怒気泳動法の

御指導いただいた大阪大学医学部荻田善一博士ならび

にTPPを供与されたF.W.Plapp博士に対し深く感

謝致します.

Stlmmary

Theinhibitoryeffectoftriphenylphosphate

(TPP)onhouseflyesteraseswasexamined.

Saligenincyclicphosphorusestersanalogousto

activemetaboliteoftri･〃･cresylphosphate(TOCP)
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WerecomparedwithTPPinrespectoftheSpe･

Cificityoftheirantiesteraseactivitybymeans

ofagargelelectrophoresis.

ItwasshownttlatTPPwasaboutone･ten･

thousandthweakerinantiesteraseactivitythan

TOCPmetabolite.Foragargelelectrophoresis,

β-naphthylacetate and dimethylaminophenyl

acetatewereexcellentsubstratesforesterases.

Theywereimmediatelyhydrolyzedbyallkinds

ofesterasesandtheirhydrolyzedproductswere

easilycoloured bydiazotization. Thesoluble

esterasesofthehousefly(Takatukistrain)were

separatedtosix active bands by agar gel

electrophoresis.Amongofthem,3rdto6thbands

wereinhibitedbyX-7(saligenincyclicmethyl

phosphate,salioxon)andconverselylstand2nd

bandswereinhibitedby氏-2(saligenincyclic

phenylphosphate).WhentileeXO･CyClicsubstituent

waschanged,saligenincyclicphospllOrOuSeSterS

綜

showedhighlycharacteristicantiesteraseactivity.

On theotherlland.TPP showed nonspeciiic

inhibitionofesterases.
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1. は じ め に

森林害虫や作物告虫の加古_Rはそれらの個体数と相

関が非7ほに高いので,佃休数の増加や,それを抑える

柳捌こついていろいろの方面から研究が進められてい
ち.ここではとくに世代間の個体数の変動について,

相加と抑制に関係のある生態的な性質が退転的に変化

することの意義を考察したい.

昆虫の密度の変化に伴なって,胴体郡内の各胴体に

質的な変化がみられることが多い.たとえば体の大き

さの変化,多型あるいは和宏児や休眠虫などの州税が

そうであって,形態的な変化のみならず.iiiFP,生憎.
習性にも大きい変化が認められる.柵変好一)や休眠…

の現象において,親世代の型が子世代の型や形矧 こお

よはす形轡や,人為選択の効果がしらべられているけ

れども.これらの現象の研究は普通には一時的あるい

はllt叩こだけにとどまる変化に重点がおかれている.

しかし現硫安因の作用,とくに昆虫個体数の増加を抑

制する作TT]による選択 (淘汰)で個体群の遺伝的稲造

が変化することを示すような実験的な研究が最近多く

みられるようになった.また野外の個休群にみられる

生態的性質の氾伝的な変化や変異にも,環境要因の選

択作用によって生じたと考えられる例がいろいろと知

られてきた.

個体群の性質が遺伝的に変化する様子を明らかにす

ることにJ:って種の分化や進化の過程を追跡しようと

する試みが多くの人の弼味をひいている.そのような

ことは勿.m必班なことではあるが.選択作用が個休酢
紹f空を変動させる謂要囚とどのような関係にあり,そ

の効架が個体数の変正伽こどのような紋別を演ずるかを

知ることが応用的にはよりmAiであろと考えられる.
1毛虫個体数の変動を文WLlする班因やその作用を明ら

かにすることは今もなおAr淋lrf･生憤学での重要な課題

のひとつになっていろが.いろいろの意見が一致しな

いから,個体群の生債的性質の退伝的な変化が,個体

数変動におよばす意義についても意見がわかれるもの

と思われる.ここでは 2,3の個体数変動機構の考え

方からみたとき,遺伝的な性質の変化はどのような志

25


