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Summary

Aftertheoralapplication of82p-NS 2662 to

themouse,therateofexcretiontotheurine

and feces,andthe metabolism in thewhole

body,thebrainandtheliverwereexamined.

1) 82p-NS 2662,32PIDMVP, Sap-trichlorfon

and 32p-dichlorvoswereorallyappliedtothe

mouse:about70to80% oftheapplieddosewas

excretedfrom themouseat12hoursa一terthe

treatment.82p-NS2662and82p-trichlorEonorally

applied were metabolizedmorerapidlyirLthe

mousethanintheAmericancockroach,andtheir

biologicalhalfliveswereabout90min.for82p-

NS2662andabout80min.forS空p-trichlorEon.

2) Metabolitesin theurineandthewhole

bodyweremainlydimethylphosphoricacidand

phospl10ricacid forNS 2662,and besidesthe

abovetwocompoundsdesmethyl･dichlorvosand

monomethylphosphoricacidfortrichlorron･

3) Itisproposedthatrapiddegradationand

excretionofNS2662inthemouseisoneofthe

factorsin thelow toxicitytothemouse.The

mainmetabolicpathwayofNS2662inthemouse

wastI10ughttobethecleavageofitsP-Cbond.

CholineSteraSelnhibitiorLarLd ChangeofAcetylcholineContentoftheBrainimNS2662

PoisonedMouse.TadashiMIYATA,TetsuoSAITOandKisabulyATOMl*(LaboratoryofApplied

EntomologyandNematology,FacultyofAgriculture,NagoyaUniversity,Chikusa,Nagoya)
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13.NS2662中寿マウスの コリンエステラーゼ阻害と脳内アセチルコリン含量 の変化

宮田 正 芳藤哲夫,弥富喜三*(名古屋大学忠学部害虫学教室,名古屋市千種区不老町)48.2.20受理

NS2662をマウスに経口投与し,ChE阻讃作用および脳内 Ach含虫の変化をしらべた.

1) NS2662を投与したマウスにおいては,投与30-60分後の脳および血球のChEはtrichlorion

を投与した場合と同様70.-80%が阻害されていた.

2) NS2662中毒マウスにおいては,他の有機リン殺虫剤で申超したマウスと同様,脳内Acll会

見が増加した.

3) NS2662中毒マウスの中毒症状は他の有機t)ン殺虫剤 のそれとは異なっているが,少なくと

も脳ではChEが阻召され,その結果 Achが苛税し,興窄状態にあると考えられる.

NS2662はワモンゴキプ.)に対しては有機リン殺虫

剤による申おの舛型的症状を示し,その時神経のコ.)

ンエステラーゼ (ChE)が著しく阻召され ChE阻告

剤として作用していると考えられた1)が,NS2662を

経口投与したマウスは有機.)ン殺虫剤中称にあらわれ

ろ激しい興香,けいれん症状を示さずに,まひ状態に

なり死亡した. しかし,NS2662の脱塩敢物質の

*現在 ;名古屋市千種区朝岡町3-85
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DMVPで中寿したマウスは有機リン殺虫剤特Ij'の小

宙症状を示した2).

有機')ン殺虫剤は一般に,神経伝道物TIであるアセ

チルコ.)ン (Ach)を分解する ChEを阻ff.J'･するため

に,体内に Achが苔も'ltJ正常な神経伝道を行なうこ

とができず,異常舛香やけいれんを起し,動物やこん

虫を死に至らしめると考えられている.

本研究では,NS2662申Fiiマウスの特異的な申相磯
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川を明らかにする目的で,NS2662申FijマウスのChE

活性皮の変化をしらべ, さらにマウス脳内Ach台Ll銃

の変化についてもしらべた.

本文に入るに先だち,いろいろごtFW ご授8加､ただ.'

いた岡山大学農業生物研究所兼久肪大助教及 ET<柿JH

瓜耶試験場虫害第二研究墓室技,田沢 坊凸帥技tr.

名古屋大学農学部本多八郎文部技打.また AchのLLi

物検定法についてご憩餌なご獅7.gをいただい T:凸林

省氏林技術研究所害虫防除耶-研死おお昆 以山 桃

忠林技官に感謝の志を表する.

材料および方法

供拭動物 :実験にもちいたマウスは日本クレア株式

会社より入手したICR-JCL系統の雄で,水とCE-2

型固型飼料 (日本配合飼料株式会社製)を与えて飼育

した.なおマウス胴からの Achの抽出方法の検討に

は,本学郡家古市柾学研死重 より譲り受けた C-57

BL系の雄のマウスをもちいた.コ.)ンエステル対の

生物検定にもちいたカエル股fEi筋は,秋に水田よりト

ノサマガェルを採旅し,冬眠に入るまではイエバエを

餌にして飼育したものを解剖摘出してもちいた.

供試薬剤 :NS2662,DMVP,trichlorfon,dichl

lorvosはそれぞれ純度が95%.95%,90%.99%以

上のもの,A,P'-DDTおよび rotenoneは再結晶した

もG),フッ化酢酸ソーダは純度95%以上のもの,ジエ

チルバJt,ビツール矧 ま片山化学工業株式会社の試薬を

もちいた.

IIIvEUoにおけるマウス脇および血液 ChE活性皮

におよぽす影響 :マウス1頭あたりNS2662は60mg,

triclllorfonは20mgを0.2mJのプロピレングリコー

ルに塔かし.胃ゾンデにより強制投与し,投与一定時

間毎にマウスをェーテル麻酔して研削し,採血し,脳

を摘出した.採血の際にはへパ.)ンを注射代の内川に

塗り血紋の凝固を防止した.血紋は 10mtのスピッツ

グラスに移し氷冷した後,2,500r.p.m.で5分間遠

心分離し,上田を他のスピッツグラスに移し,少虫の

I)ンガー紋で血球を洗粋し,再び2,500r.p.m.で5分

間遠心分離した.さらにもう一度この振作を繰り返し,

上m紋を合し))ンガ～紋で最初の血紋と等見にした.

それに氷冷しておいた次に述べるAch-B紋で10倍に

稀釈し血狭酢系統とした.血球は叔初の血紋と苛fnに

なろように訴河水を入れて.鵬くWtり血球を破刻させ.

次に述べるAch-A紋で101lT･に和別して血 球即諾;.牧と

した.脳は9倍丑の Ach-A紋を入れ水冷しっつまき

いし,2,500r.p.m.で5分間過心分離し, その上沼

を酵素紋とした.Ach-A 紋および Ach-B紋の組成

は以下のようである.

Ach-A液 ;0.22M AchCl:リンガ一枚-5:4

(V/V)の2倍枚

Ach-B*.;2.2M AchCl:.)>hL #-5:3

(Ⅴ/v)の2倍液

.)ンガー紋 ;0.4M NaCl,0.04M MgCl2

ChE活性度のnrl定には兼久3)の方法に準じ検圧計法

により行なった.

反応淡の組成は以下のごとくである.

郁昇;紋 2.0mt

(血紫の場合は1.Oml)

I)ンガー紋 0.5mt

仙宝 Ei背紋 (0.13M NaliCOS) 0.5mt

ガス腰 95%空気,5J%炭恨ガス

37oC恒温槽に10分没訳し.脚室の重曹液を王室に

添加し.盃雷と5%炭頼ガスで穏祈系を作り反応を開

始させた.武田を主立に添加し5分後に一皮ガスを抜

き,測定を開始しT=.炭他ガスの発生流を5分毎に30

分間計測し,炭慨ガスの変化Rを求めChE活性度とし

た.

ZnvEtroにおけるマウス脳 ChE活性辞におよぽす

影響 :ZnvitroにおけるChE活性皮の測定は,マウ

ス脳を紐仏式の29倍虫のpti7.4,1/15M I)ン酸根術

紋とともに水冷しっつまさいし,2,500r.p･m･で5分

間遠心分脈し,上沼を酵素液とし,Hesterin一)および

苫田･弥田･荒瀬 ･森川l)の方法に準じて行なった.

タエル規正筋の収拾におよぽすコリンエステル類お

よびエゼIJンの影響 :カエルを.)ンガー淡 (NaC17g,

Kcl0.14g.CaC120.12g,NaHCO30.2g)中で解

剖し,股田筋を摘出し,Yushima6)の方法に準じ.カ

イモグラフの班置により各種薬物のカエル腹道筋の収

縮におよはす彫哲をしらべた.薬物は pH6･0の.)ン

ガー紋に溶かし,2分間作用させ,その後t)ンガ-紋

で3-4回洗浄し.再び薬物を作用させた.エゼ.)ン処

理にはエゼ･)ン硫慨塩0.55mgを10mtの.)ンガー液

にとかし,60分作用させた.

マウス脳からの Ach抽出方法の検討 :

(1) 3種 Ach抽出方法の検討 :Crosslande),Le･

wisandSmallman7),Colhoun8),Yushimaち)らに

よりいくつかの抽出方法が織Lbされているが.ここで

は a)令エゼ.)ン･.)ンガー紋でNlllげ ろ方法,b)

10% TCA で抽flげ ろ方法.C)牧休室請書で柑定した

後.lo汚 TCA で仙川する方法の3柾の方法につい

て CI57BL系椛マウス胴をもちいて検討を試みた.

a) 1可分の胴を4mtの氷冷した含エゼ1)ン･.)

ンガ一枚とともにガラス製ホモゲナイザーで氷冷しつ

つまさいし,3,000r.p,m.で5分間遠心分離t.I,挽渡

は更に4mJの氷冷した含エゼリン･リンガー液で洗

い,3,000r.p.m.で5分間遠心分離し,上清を合しリ

ンガ～液で10mLにした.

87



防 虫 科 学 第 38′巻-ⅠⅠ

b) 1頭分の脳を4mJの氷冷した10% TCA とと

もにまさいし,4oCに60-90分間放置し,3,000r.p.m.

で5分間遠心分離し,残液を更に4mlの氷冷した10

%TCAで洗い,3,000r.p.m.で5分間遠心分離し上

沼を合した.これを5倍量の水飽和エーテルで3回抽

出し,TCA を除去し,通気してエーテルを完全に除

去した後,0･3Nカ性ソーダで pH6付近に調整後t)

ンガ一枚で10mgにした.

C) マウス全体を液体窒素中に入れ 抹結後脳を抽

出し,後は b)と同様に撫作して Ach抽出紋を調整

した.

これらAch抽出紋は一部を検定液として使い.他

は0･3Nカ性ソーダで pH llにし,約 15分間おいた

後,0･3N塩髄で pH6付近に調科し,-定員のAch

Clを添加し,同様にカエル脱宙筋に作用させた.

以上 3方法を検討した結果を邦1表に示した.10%

TCA 法と含エゼt)ン･.)ンガー紋法には有意差が認

Tablel･Comparisonofthreeacetylcl10･
line extraction methods on

acetylcholinedeterminationin

themousebrain.(r/tissueg)

a) EserjnizedRinger'ssolutionmethod

b) lo潜 TCA method

c) Liguidnitrogen-10% TCAmethod

LSD5% :0.3

められなかったが,lo潜TCA法と紋体窒素- 10%

TCA 法には有志差が認められたため,lo兜TCA 法

について史に検討した.

(2) 10% TCA法による Ach抽出方法の検討 :前

項と同様 C-57BL系雄マウスをもらい,Ach抽出方

法の検討を行なった.マウス脳を氷冷した10/Oo'TCA

とともにガラス製ホモゲナイザーに入れ,一定時間短

にまさいし,さきの b)項と同様に撹作し,Achを抽

出し,出物検定を行なった.

殺虫剤中辛マウス脳からの Achの抽出 :全Achの

才血Ijは.ICR-JCL系の雄マウスに薬剤を経口投与し,

一定時lN矧 こ脳を捕出し,10% TCAで Achを抽出

して,前項のごとく生物検定をした.邦3表の結架か

ら,30分以内にまきいすれば Achの地山虫に有.-l''tiL差

は認められず,まさいは30分以内に完了した.

遊離型 Achと結合型 Achの抽出 :紐孤円の Ach

には遊離型と結合型の2壁が あり,前者は生理的に活

性であり後者は不活性であると考えられているl). そ

こで Achをこの2型に分離することを試みた.マウ

ス脳3預あたり,氷冷した6mLの0.32M薫糖と0.1

mMのエゼリンを含んだリンガ一枚でまさいし,4oC,

88

38,000Gで20分間遠心分離し,挽塗 を更に4mtの

0.32M柔喜糖 と0.1mMのエゼt)ンを含んだ1)ンガー

紋で洗い,さきと同様に遠心分離した.残藍は6mLの

lo兜 TCAで洗い,3,000r.p.m.で5分間遠心分離し,

更に4mZの10% TCA で洗浄を繰り返した.lo汚

TCA抽出紋についてはさきと同様に扱作し,TCA

をエーテルで除去し,放ったエーテルは通気して除去

した.これら抽出紋はききと同様に操作し,生物検定

法によりAchの定立を行なった.

以上実験はそれぞれ5回以上反配した.

結果および考察

NS2662および trichlorfon申詩マウスにおける

ChE阻害皮を示せば第2表のごとくである.NS2662

申謹マウスはその中毒症状が一般の有機 t)ン殺虫剤と

異なり,中枢神経の刺激による只即興智を示すことな

Table2. CholinesteraseinhibitionorNS 2662

andtrichlorlonpoisonedmouse.(形)

LSD5% :16

く,粧皮な筋収縮とけいれんを起し, まひ,死亡す

る2)が,t'nvivoでの ChE阻害皮について,NS2662

中詔マウスと trichlorfon申i!3マウスとは同様なql向

を示した. しらべた3超 の ChEのうちでは血牧の

ChEが鼓も阻害されやすく,30-60分後 には約90%

阻害されていた.i:L性 ChE と考えられている胴およ

び血球の ChEは30-60分後には70-80%阻召されて

いたが,4時間後には約40,%の阻害であり,阻flul･皮は

有志に低下した.DuBoisandCotterlO)は25-125

mg/kgの trichlorfonをラットに与え,脳,血炊,

下,Ti腺の ChEをしらべ,阻召庇は15分後に収大にな

り,30分後には ChE活性度の回配が見られたと報告

している.本実験では試薬虫を授与しているため,彼

らとは多少舛なる結果ではあったが,4時間後には投

与tEi後に比べ ChE阻雷皮は有志に低下した.

マウス脳における NS2662,DMVP,trichlorfon

および dichlorvosの invitroでの ChE阻fii作171
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をしらべ.阻ta'･皮をプロビットに1,薬剤のモル況皮の

逆数を対数に変換して,濃度- 阻苔皮面相を求める

と耶1図のごとくである.4種の薬剤のマウス脱ChE

に対する IN-50の値は NS2662が 1.9×10~BM,

DMVPが5.OxlO~7M,trichlor【onが3.4×10-lM.

7
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･↓

3

S
一
…
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Fig.1. Inhibition ofbrainChEofthemouse
by NS2662,DMVP,trichtorfon and
dichlorvos.

0- O NS2662 ×- ×Trichlorfon
●- ● DMVP ㊥- ⑪ Dichlorvos

diclllorvosが 2.1×10~TM であり. それらのワモン

3'キプ.)腰部神経窮 ChEm普皮l)と朔似していた.

また NS2662および trichlorfonとそれらの脱塩恨

物TIのIN-50の比を求めてみろと NS2662/DMVP

=37,trjchlorfon/dichlorvos-16であった.

カエル戯直筋の収縮におよはすコリンエステル塀お

よびェゼ1)ンの膨甥について,その代表的なものを節

2図に示した.図から明らかなようにエゼリン (0.55

mg/10ml)を60分間処理することにより,各班コ1)

ンエステル獄のカエル戯tEi筋に対する収縮作用は増強

された. カエル脱田筋の収縮の強さは AchCl≒pro･

pionylcholine♪一tOluenesulronate≫ succinylcho･

linechloride> 〟-butyrylthiocholineiodide>

benzoylcholinechloride>acetylβ-methylcholine

chloride>cholinechloride>KClの頓であり,

propionylcholine♪-toluenesulronateを除き,ほと

んど彫当別まないと考えられろ.ChangandGaddumll)

はpropionylcholine♪-toluenesulronateや 〃-buty･

rylthiocholinejodideによってAchとrF-gTrまたはそ

れ以上の収縮が見られたと枇与しているが,本火験で

は n-butyrylthiocholineiodideの収縮力はあまり強

くなく,特にエゼリンを処理した時には,AchCl,

propionylcholinep-toluenesulfonateとの収縮力の

差は一層明らかになった.

｢ -千 :'TL*nI*SulFatt

SOT/
/JOhI

什̂tヽLr,-m.thJILh.,I.nH l.I.-"k

:S/"山 50:/･O-
cILL,tltltrhlllrllk

Fig.2.Effectoleserincsulfateandsomecholine
estersonfrogabdominuscontraction.

節1-21においては.紋体虫諺;･- 10,形 TCA によ

る Ach拙山方法があまりよくなかったのは,Cross-

1andl),CrosslandcLat.12),LewisandSmallman7)

が指摘しているごとく,紋体窒素で凍結させた組紙が

とける際に Achが分解したためと思われる.

マウス脳を摘出後,何分以内にまきいすれば Ach

の消失が防げるかを検討した結果を示すと節3表のご

とくである.脳を摘出後,田ちにまさい地山した時の

Ach銃を100%とした場合,胴桐山後30分以内にまき

いすれば,Klちにまさいした場合と比べ Achに有志

三･r:は認められなかった.

牧山刑申棚 引こおけろマウス胴の全 Ach含塁の変

化を示せばgf4滋のごとくである.NS2662中毒マウ

スでは佃処可の約1.5倍に,DMVP,trichlorfonおよ

び dichlorvosFF噸 マウスでは約2倍に増加した.

Colhoun13)はワモンゴキプ.)にTeppおよび P,b'-

DDT を与え,腹部神経葉の Ach含量と ChE活性

度との関係をしらべ,9,2'-DDT処理ワモンゴキプ])
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Table3. Effectoftimedesiredto

homogenizationomacetyト
Cholineextractioninthe

mousebrain.(γ/tissueg)

Timedesiredto
bomogenization Acetylcholinecontent

2min

15

30

45

60

8

8

5

1

5

1

1

0

7

3

2

2

2

1

1

%00

00

94

円

6

1

1

LSD5% :0.24

Table4. Changeoftotalacetylcholine
contentin thebrain ofthe

poISOned mousewithinsecti･

cide. (γ/tissueg)

Chemicals

(Dosages)

Timea一terthetreatment(min.)

5 15 30 60 120 240

NS2662
(60mg/mouse)

DMVP
(6.2mg/mouse)

Triclllorfon
(20mg/mouse)

Dichlorvos
(8.34mg/mouse)

Sodium diethyl･
barbiturate
(20mg/mouse)

p.PLDDT
(40mg/mouse)

2.3 2.6 2.5 2.7

2.6 3.1 3.8 3.6

4.2 4.3 4.3

3.2 4.5 4.3 3.4 3.1 2.9

3.6

1.5 1.5 2.2

Contro1 1.6

LSD5% :0.3

では ChEは全然阻害されていなくてもAchの苛税

が見られたと報告している. しかし,Ach苛税の様

相はTeppと異なり,Teppの場合には処理直後に一

皮 Achが増加し,正常な水準に回役した後,再び

Achの苗&'iが認められたことからL7,9'-DDTとTepp

処理におけるAch苗机には明らかならがいがあると

報告している.

TobiasetaL.ll)はDDTをラットに処理し,脳の

Ach含量の変化をしらべたが,全Ach,遊離型 Ach

含塁の変化は認められなかったと報告しているが,本

実験では4時間後にやや増加の似向が見られた.

麻酔剤は Ach含量を増加させる作用があることが

報告されており18･16･17),本実験においても約2倍に増

加していた.これに対し,HoseinandAra18)は廉酔
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剤による Ach様物質の増減は Achそのものではな

くベタイン- CoA ェステルによるものと報告して

いる.しかし,Ryalletat.19)は cholinomimeticな

物質の作用と比較し,β-butyrobetainemelhylester

の作用は Achのhiであると報告している. さらに

StavinobaandRyan20)は今まで多くの研究者が採

用してきた生物検定法と異なり,ガスクロマトグラフ

ィーによりマウス脳の Ach含畠をしらべた.マウス

脳の Ach含畠は,ガスクロマトグラフィーによった

方がモルモット回腸による生物検定法よりも高い値を

示したが,麻酔剤や phosdrinを投与するとマウス脳

の Ach含量が増加したと報告している.

殺虫剤中毒マウス脳の遊離型と結合型 Ach含量の

変化を示せば第5表のごとくである.動物の場合,近

離型と結合型との割合はこん虫とは逆8.13)で,遊離型

のものは13.2%にすぎなかった.しかし,兆剤の雄響

Table5. Changeoffreeand bound
acetylcholineinthebrainof

themousepoisonedwithNS
2662,DMVPortrichlorfon.

(r/tissueg)

chemicals LErceheBAOcuhndTotall蓋

LSD5% :0.06

は故も放く受け2.5-4倍に増加した.一方組合型の

ものは1.4-1.6倍であった.全 Ach含量が節4表の

値より低下しているのは,抽出方法の差異によるもの

と考えられろ.

Colhoun13)は teppおよび JI,I)I-DDT処理ワモン

ゴキブリの腹部神経累の遊離型および結合型 Ach合

虫の変化をしらべ,薬剤処理により遊離型 Achは紙

処理の約3倍に増加したが,結合型 Achはややは少

したと報告している.

NS2662中寿マウスにおいては,その中iほ症状が他

の有機リン殺虫剤とは異なっているが,NS2662投与

30-60分後の脳および血球の ChEが70-80%阻-Bさ

れていたことより,NS2662のマウスにおける作用機

梢は ChE阻留作用と考えられる.また脳の Ach合

出についても,NS2662中古マウスにおいて,他のrJi

機リン殺虫剤で申鵡したマウスと同様に増加していた

ことから,少なくともNS2662申却マウス脳では.
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ChEが阻召され,その結果 Achが苫田し,興布状闇

にあろと考えられろ.
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SummAry

INS2662wasorallyappliedtothemouse,and

cholinesteraseinhibitionandchangeofacety1-

cholinecontentofthebrainwereexamined.

1) CholinesteraseactiyiticsoEthebrainand

redbloodcellwereinhibitcdabout70to80%at

30to60min.aftertheapplicationoENS2662

asinthecaseoftrichlorfonapplication.

2) Acetylcholinecontentinthebrainincreas･

ed inthemousepoisonedwith NS2662asin

themousepoisonedwithotherorganophosphorus

insecticides.

3)ThoughthesymptomsoINS2662poisoning

differedfrom thoseoEotherorganophosphorus

insecticidepoisonings,themousepoisonedwith

NS2662seemed tobehyperactivebycholin･

esteraseinhibitionand increaseintheacetyl･

Cholinecontentasfarasthelevelofthebrain

wasconcerned.

抄 録

2穫蛸種目昆虫間の生殖開放横横としてのフェロモン

渦度 Pheromoneconcentrationasamechanism

forreproductive isolation between two lepido･

pterousSpecies.Science,179,487(1973)byR.S･

Kaae.H.ILShorey,andLyleK.Gaston.

タマナギンウワバ (Tnlcobtusfanl')の性フェロモン

は cl'S-7-dodecenylacetateである｡GLC法,bioassay

法,EAG 法によって alfalfa looper (Autogra♪ha

catt'fornEca)も同一化合物を牲フェロモンとして比171し

ていると推定される｡この両町 ま同一柄物を企PuL地ft!

的分布および発生時期もかなりFL粒している｡両班の処

女雌それぞれを誘引源として野外試験した場合T.nt'雌

でははば完全に T.ni碓のみをA.calffoym'ca雌では

Acatl'form'ca堆79頭 T.ni雄27頭を捕捉できた｡それ

ぞれの雌はそれぞれ同種の雄を誘引すると云える｡室内

試験によるとT.m'雌抽出物はA.cahlfornica雌抽出物

よりも両種の雄に強いフェロモンFl'性を示す｡雌体内に

含まれる性フェロモン塁を調べると雌一頭あたり T.nL'

0･5/LgA.caLL'fornica0.Ol/'gである｡そこで野外試験

でcis-7-dodecenylacetateを誘引群として押散れ皮と

11R捉されろ弼印の蛾の況合剤合のLM係を調べてみた｡そ

の拙朱印倣況IRの補い trapほどT.nl'の捕捉率が大き

く抑倣況皮が低いtrapではT.nz'は誘引されない｡一方

A.caIffornl'caIでは全く逆の関係を示し揮散温匿が低い

trapほど捕捉率が大きくなった｡これらの事を総合する

とこの両矧 ま互いの生殖隔離の1機構として放出する性

フェロモン濃度の差異を利用していると考えられる｡

(桑原保正)
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