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　　　Organophosphorus 　insecticides　are 　one 　 of 　the　largest　groups 　of 　pesticides　 and 　most 　of

them 　have 　one 　or 　two 　sulfur 　directly 　connected 　with 　phosphorus 　atom ．　 Thiono 　 or 　thiolo−

thiono 　types　 of 　organophosphorus 　insecticides　exert 　their　insecticidal　activity 　by 　inhibiting

acetylchelinesterase （AChE ） after 　activation ．　 This 　activation 　is　mediated 　by 　the　mixed

function　oxidase （mfo ）．　and 　thus 　the　reaction 　is　regarded 　as　one 　of　the　most 　important 　ones ．

Studics　 on 　the　 origin 　 Qf 　 oxygen 　incorporated　into　the　phosphinyl 　disu1且de　resu ！ted　from

peracid　oxidation 　indicated　that　the 　occurrence 　of 　phosphinyl　disulfide　was 　direct　evidence 　for

the 　phosphorus　oxythionate 　intermediate 　as 　the　initial　oxidation 　product　of 　phosphorothiolo −

thionate　 compounds ．　An 　 analytical 　procedure 　 was 　developed 　to　derive　the　 unstable 　phQs −

pllinyl　disul丘de　intQ　the　stable 　5 −thiomethyl 　phosphorothiolates．　By 　using 　this　technique ，

the　occurrence 　of　the　phosphorus　oxythionate 　inter皿 ediate 　at　mfo 　oxidation 　became 　ev1 −

denced ．　 Phosphorothionate 　compounds 　are 　often 　isomerized　to 　the　thiolo　isomers 　of 　higher

toxicity 　by 　heat 　or 　light．　 The 　 occurrence 　 Qf 　 such 　iso皿 erization 　by　mfo 　 system 　was 　first

indicated．　5 −Alkyl　phosphorothiQlates　 are 　 insecticidal　 but 　 do 　 not 　 inhibit　 AChE 珈 窃 ’γo．

The 　type 　of 　activation 　was 　shown 　to　be 　the 　production　of 　the　unstable 　sulfoxide 　which 　in−

hibits　AChE 、　 Evidences 　were 　provided 　to　indicate　the　involvement 　of 　anQther 　activated

fGrn1，士he　 91utathione　 conjugate 　 of 　the 　 sulfoxide 　 which 　inhibits　 AChE ・ From 　 a 　S−aユkyl

phosphorothio ／otllionate ，　the 　phosphinyl　disu1丘de　was 　obtained 　by　peracid 　oxidation ，　
which

gave 　the　unstable 　sulfoxide ，　then 　its　glutathionc　conjugate ，　both　being 　the　potential　activated

forms ．

は　 じ　 め 　 に

　有機 リ ン 殺虫剤 は ， ピ レ ス ロ イ ド系 の 殺虫剤 ととも

に ， 世界で使用 さ れ る農薬の な か で 最 も使用頻度の 高 い

薬剤 の
一

つ で あ る ．そ の 大半 が リ ン 原 子 の 周 りに イ オ ウ

原子を 1 個ま た は 2 個 もっ た チ オ ノ 体 で ， こ れ自身 ア セ

チ ル コ リ ン エ ス テ ラ
ーゼ （AChE ）を 阻害 ぜ ず，生体内

で あ る い は 光酸化 に よ り オ キ ソ ン 体 に な っ て AChE を

阻害 して 殺虫力を示す．ま た，チ オ ノ 体化合物は ， 熱や

光 に よ り チ オ ロ 型 化合物 に 異性化 し毒性 が 高ま る 場合 が
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あ る．一
方 ， チ オ ロ 型 化合物 の な か に は ， オ キ ソ ン 体で

ある に もか か わ らず AChE の 阻害活
1

性 が 弱 く， しか も

殺虫力が 強く， 感受性の 害虫と同程度に 抵抗性の害虫 に

も殺虫力 を 示す薬剤 が あ る．

　本研究 で は ， こ れ ら有 機 リ ン 殺虫 剤 の 基 本的 な 活性化

の 機構 を 明 ら か に し ， 新農薬開発の 指針と安全性評価 の

手掛 か りを 探 っ た．

チ オ ノ 体有機 リ ン 殺虫剤の 代謝変換

　Parathi（

’
）n の P −0 −ary1 の エ ス テ ル 結 合 の 開裂 は 酵

素 的 あ る い は 非酵素 的 な 酸 化 で 起 こ る こ と が， Knaak

ら
1），中津川 と Dahm2 ），　 Nea13）

に よ り報告 され た ．

McBain ら
4 ）

は ，有機 リ ン 殺虫剤 fonofos （ジ チ オ型 で

R ，O ＝Et
，
　 R ，

　＝Et，　R3＝　C6Hs＞の ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾー

ム 酸化酵素系に よ る代謝 で ， 酸化 的脱 イ オ ウ反 応 に 不 安

定 な pllosphorus　oxythionate 中間体 を 仮定 し ， こ れ

を経 る 反応機構を提起 し た， こ の
一連 の 研究 の 中 fono−

tosの 過 酸酸化
5） に お い て ，　 in　vitro 代謝 と 同様 の 生成

物の ほ か に phosphinyl　disulfide化 合物
5・e）が 見 っ か

っ た ．著者 は ，出発 物質 で あ る ジ チ オ 型化合物 の 構造 に

比 べ 酸素原子 が 1 個 だ け多い こ の ジ ス ル フ ィ ド型 の オ キ

ソ ン 体 の 生 成と仮定の phesphorus 　oxythienatc 中間

体 と の 関係を探 る 目的 で ， 本酸化的脱 イ オ ウ反応 の 機構

の 解明 を試み た ．

　1． 有機 リ ン 剤 DEPD の 過 酸酸化
7）

　S −〔4−Chlorophenyl ）diethyl　ph 〔．）sphor ｛）thiolothio −

nate 〔DEPD ）を 塩化 メ チ レ ン 中 3．chloroperbenzoic

acid （MCPBA ）で 酸化 した と こ ろ，　 Fig．1 に 示す よう

に ，phosphinyl 　disul丘de　II を オ キ ソ ン 1 や thioic

acid 　III，　 thiophenol　IV とともに 得 た ．　 III と IV と

は 見 か け上 DEPD の 加水分解物と とれ るが，実際は酸

化条件 下 で の み 1 と と もに 生 成 し た．ま た disulfide　II

は ， III と IV を MCPBA で 酸化 して も得 られ た，一

方 ， DEPD を
ISO

で 標識 し た 水 （99．5　a 七〇 m ％〉の 存

在 下 で MCPBA 酸化 した と こ ろ，　 disulfide　II の 分 子

内に
L80

が取 り込まれ た ．しか も 11に 取 り込 ま れ る
ISO

の 割合は 水の 量に よ り異な り ， 多量 の 水存 在下 で は II

の P （0 ）の 酸素 は 100％ 水 に 由来 す るが ， 無水条件か

少 量 の 水 存 在 下 で は， P （0 ）の 酸 素 は 水 由来 で は な か っ

た． し た が っ て ， phosphinyl　disulfide　II の 生 成 に は，

水 の 関与す る 経路 と水 の 関 与 しな い も う ひ とつ の 経路 と

がある と考 えざ る を えなか っ た ．す なわち ，
DEPD と

III，　 IV お よ び 1 を っ な ぎか っ DEPD と II とを つ な ぐ

中 聞体と して ，DEPD が 酸化され た 形 の phesphorus

oxythionate の 存在が 必 然 と な っ た．換 言 す れ ば ，

DEPD の 過酸酸化 で は ， まず不安 定 な 反 応 中間体 phos −

phorus 　ox　ythionate が 形成され ， こ の 分子内転移に よ

り， ま た 水 が存在す れ ば こ の 加水分解物 thiDic　acid と

thiophenol の 再酸化 に よ っ て ，　 phosphinyl　disulfide

が 生成 ， 他方脱イ オ ウ に よ リオ キ ソ ン が生成す る の で あ

る，

　2． Phosphinyl　disulfideの 生成意義 とジ アゾメ タ

　　　 ン 反応
eコ

　 前述の 知見 は ，phosphinyl 　disulfideの 存在 が 中間

体 pbQspllorus　oxythionate の 関 与 を 示 す こ と に な る

とい うこ とで あ っ た ，しか し，こ の disulfide化合物 は，
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Fig．1　 Proposcd 　 metabolic 　 pathway 　 lcading　 tQ 　 the 　 formation 　 of 　 various 　 products 　 on 　 3−

chloroperbenzoic 　acid 　oxidation 　of 〔EtO ）2P （S）SCeH4Cl．
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Fig ．2　Proposed 　 mechallism 　for　the 　reaction 　 of （EtO ）2P （0 ）SSC6H4Cl 　with 　CH2N2 　and 　iso−

merization 　of 　phosphorothionate 　A　into 　phosphorotlliolate　B 　by 　UV 　light．
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　 　 　 　 　 Extract 　with 　CH2C12

　 　 Extract
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Extract

Zone 　己 round 　Rf

　 　 （2 ，3c ）

　　　　［
　 　 　 　 　 Extract

　 　　 　 　 CH2Clz

　 　 Extract

L−一一 一
．
一．．一．ll

　 　 　 　 Extract

GC −MF　analysis2 ，3ct4

0 ．1with Zone 　around 　Rf 　O曾5
　 　 　 　 （且）

Extract 　with

CH2C12

　 　 　 Extract

GC −MF 　analysis 　for 　1

Fig，3　Analytical　procedure 　for　1
．
）EPD 　nletabolites ．

1，DEPD ； 2，（EtO ）2P （O ）SCel｛4cl ； 3a，〔EtO ）2P （0 ）SSC6H4Cl ； 3b，（EtO ）2P （S）OCH2SC6H ‘Cl；

3c，（EtO ）2P （O 〕SCH2SC6H4Cl ；4，　EtS （EtO 〕P （O ）SC6H4Cl ；5a，　EtS （EtO ）P （0 ）OH ； 5b，　E七S（EtO ）
−

P 〔O ｝O “，re；6a，　HO （EtO ）P （O ）SC6H4C1 ； 6b，　MeO （EtQ ）P 〔0 ）SC6H4Cl ．

fQnofQs や DEPD か らは 過 酸酸化 で 見 い だ さ れ た が ，

一
般 に は 不 安定 で 反 応系 で の 生 成 を 検出す る の は 難 しか

っ た ．著者 は ， Fig．2 に 示す よ うに，　 phosphinyl　di−

sulfide が ジ ァ ゾ メ タ ン と 容易 に 反応 し て 2 つ の 生 成物

A と B を与え，不安定 な 生 成物 A が紫外線 （254nm ）

照射に よ り安定な 生 成物 B に 分子内転移 ， こ の 変化 が

半定量的に 進む こ とを見 い だ し，不安定 な phosphinyl
disulfideを安定な 化合物 B に 誘導化 して ガ ス ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

（GC ）に よ り分析す る こ と を 可能 に し た ・

　3・ Phosphinyl　disulfideの 生体系で の 存在

　著者は ，

“ c　tw識 ジ チ オ 型有機 リ ン 殺虫剤 DAEP9 ）や

PAPlo ）
を用 い ，　 phosphorus 　oxythiQnate 中間体の 関

与を示す phosphinyl　disulfideの 生 成 を 検 討 し た ．

MCPBA に よ る 化学反応 で は ， こ の disulfideは 検 出さ

れ ， か つ ジ ア ゾ メ タ ン と も容易に 反応する こ とが 薄層 ク

ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

等 で 認 め られ た ．しか し， ラ ッ ト肝 ミ

ク ロ ゾーム 酸化 酵 素系に よ る 伽 罐 押 酸化 で は 同化合物

は 検出されず ， ガ ラ ス 板 で の 光分解や マ メ 科植物葉面 ，

マ ウ ス で の 代謝分解で は，ジ ァ ゾ メ タ ン 処理後 の 2 次元

薄層 ク ラ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ り検索 し て も，近 縁 の Rf

値を もつ 多 くの 他 の 生成物 の 妨害等 に よ り，
こ の diSu1−

ficle化合物 の 生 成を 特 定 す る こ と は で ぎ な か っ た ．そ こ

で 著者
11）

は ，DEPD を ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ ーム で酸化 し

て ジア ゾ メ タ ン を 反 応 さ せ ，マ ス フ ラ グメ ン トグ ラ フ ィ

ー（MF ）に よ りこ の disulfideの 生成 を 検討 した ・MF

は ，分子 が 壊 れ て で きる分子 イ オ ン や 分子固有の フ ラ グ

N 工工
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Table 　l　Jn 廊 〃o 皿 etabolism 　of 　S−（4−chlDrophenyl ）diethyl　phosphorothiolothionate （DEPD ）
by 　rat 　liver　microsome 　with 　or 　withollt 　NADPH 　a 七3kinds　o正pH 　conditions ．

％ of 　chemicals 　at 　pH

Chemicals 6 ．5 7．0 7．5

NADPH 十 十

Residual 　DEPD （1）
（Eto ）2P （O ）SC6H4Cl （2）

（EtO ｝，
，P （O ｝SSC6H4Cl （3a）

EtS 〔Eto ）P （0 ）SC ，H4Cl （4）

43 ．61920080

，17

79．30
，46tracetr

乱 ce

34．323
．40
．080
，12

73．60
．63tracetrace

33．925
，50
，100

．09

71，51
．31tracetrace

メ ン トイ オ ン を 追跡す る た め ， 分子自身を 追跡する GC

よ り分解能 ・感度 ともに 数段勝 っ た 定量法 で ，近 縁 の 他

物質 の み な らず生体成分 の 妨害 を もか な り減 じ る こ とが

で ぎ る ． DEPD （3．1× lO一壬
m 皿 ol ）の 水一

エ タ ノ ール

〔3 ：2）溶液 0．4ml を 20 ％ ラ ッ ト 肝 ミ ク ロ ゾ ーム 2．0

皿 1，NADPH 　C2× 10−2　mmol ）の 0．25　M シ ョ 糖溶液

0，4m1
，

1115　）t リ ン 酸緩衝液 5．2　nll の 混 合液 に 加 え

て ， 37DC で 30分イ ン キ ュ
ベ ート し，　 Fig ．3 の 手順 で

拍 出 ・分画 して GC −MF に よ り， ジ ア ゾ メ タ ン 反 応生

成物 （3c｝，オ キ ソ ン （2），未反応 の DEPD （1）を分析 し

た ．Table 　1 に 示すよ うに ，
　 NADPH 添加区 で は ， 無

添加区 に 比較 し て オ キ ソ ン の 生成 が 多 く認 め られ ， 併 せ

て phosphinyl 　disulfide （3a）を きわ め て 少量なが ら検

出 した ．しか し，phosphinyl 　clisulfide （3a＞は ，薄層 プ

レ
ート上 暗所 で一晩放置 す る と dietllyl　 phosphoric

acid ，4−chlorothiophenol ，　 bis〔4−chlorophenyl ）　di−

Sulfide に分解 して しま う等，前述 の ご とく不安定 で あ

る こ と を 考慮すれ ば ，生体系 で の phosphinyl 　disulfide

の 生成 は か な りあ っ た もの と 思 わ れ る ．こ れ らの 実験証

拠 は ， ジ チ オ 型有機 リ ン 殺虫剤 の 酸化的脱 イ オ ウ反応 が

不安定 な phosphorus 　oxythionate 中間体を経 て 進 む

こ とを 明確 に した もの で あ る．

Table 　2　　1
「
π　vit ”o 　metabolis 皿 　　of 　∫一（4

−chloro −

phenyL）　5−ethyl 　ethyl 　phosphorodithiolate 　（5−

cthy1 　isomer）by 　rat 　liver　niicrosome 　with 　or 　with −

out 　NADPH 　 at 　pH 　7．5．

Chemicals
％ 。 f　chemicals

NADPH 十

Residua1

　 ∫−ethyl 　isomer （4）
EtS （E 七〇）P （0 ）OH （5a）
HOCEtO ）P （0 ）SC6H4Cl （6a）

2 ．522
，326
，2

74，216
．2trace

生 体条件下 で の チ オ ノ
ー
チ オ ロ 転位

　チ オ ノ 体は，光 や 熱に よ っ て 対応す る チ オ ロ 型 化合物

に 異性 化 し ， そ の あ る も の は 強 い AChE 阻 害 を 示す が ，

生体条件下 で は こ の 変化 が 進む か否か は 知られ て い な か

っ た ．著者
11 ） は ，

Tab1 ∋ 1 に 示す よ うに ，　 DEPD の ラ

ッ ト肝 ミ ク ロ ゾーム 酸化 で S 一ア ル キ ル 異性体 （4）が ご

く微量 生 成 し， 生 体系 で チ オ ノ
ー
チ オ ロ 転位 が 起 こ る こ

とを初め て 見 い だ した ．こ の 化合物 4 は ，さらに ミ ク ロ

ゾーム 酸化 を 受 け る と容 易に 代 謝され ， 化合物 5a，
6a

を多 く与え た （Table 　2）・6a は NADPH を 添 加 し な

い と ほ と ん ど検出 され なか っ た た め ，
5a と は 異 な り，

次章で 述 べ る S一ア ル キ ル 基 の イ オ ウ原子 の 酸化に よ る

活性中間体か らの 代 謝 物 で あ る こ とが わ か っ た ，こ れ ら

の 結果 か ら， 本 転位反応 に よ り 生成する S一ア ル キ ル 異

性体 は前述 の phosphinyl 　disulfideとと もに 潜在的活

性代謝物 とな りうる可 能性を示 し， 毒性学上 の 問題 点を

提起 した ．

チ オ ロ 型有機 リ ン 殺 虫 剤 の 代謝変換

　一
般 に チ オ ロ 型 有機 リ ン 殺虫剤 は AChE を 強 く阻害

す る が ， なか に は 皿 ethamidophos ，　profenofos，　pyra −

clofos ，　prothiophos 　oxon の よ うに ，　 AChE 阻害 は 弱

い に もか か わ らず強い 殺虫力 を 呈 す る もの が あ る ．江 藤

ら
12）

は ，1977 年 ，
methamidophos を 過 酸酸化す る と

AChE を 強 く阻害す る 不安定 な ス ル ポ キ シ ド 化合物が

生成する こ と を い ろ い ろ な 化学的証拠に よ り推定，生体

系 で も同様 の 活性化 が 起 こ る こ と を示唆 し，こ の 種 の 有

機 リ ン 化合物 の 反応機構に初め て 言及 した ．Wing ら
t3）

は ，profenofos を ミ ク ロ ゾーム 酸化す る と ， 活 性体で

ある不安定 な ス ル ポ キ シ ドを 経 て ，（
一
）−profenofos は

S一プ ロ ピ ル 基 が 脱 離 しな が ら AChE と結合 し ， （＋）−

prefenofos は 加水分 解 さ れ て phosphinyloxysulfe−

nate に 解毒 され る こ とを見 い だ した ．また 河野 ら
14 ）は ，
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pyraclofosの 過酸酸化 の 主 生 成物 は phQsphinyloxy −

sulfonate で ， こ れ 自体 AChE を 阻害す る が ， 室温下

で 放置す る と，徐々 に AChE 阻害力が さ ら に 大 に な る

こ と を 報告 し た ，著者は ， 抵抗性 イ エ バ エ の 防除 に 有効

な有機 リ ン 殺虫剤 prothiophes を用 い て こ の 機構 の 解

明 に 努 め た 。

　L 　Prothiophos の イ ェ バ ェ AChE 阻害の機構
1s ）

　 Prethiophcs の 抵抗性 ， 感 受 性 イ エ バ エ に 対 す る

LD5 ・ 値 の 比 は 2 に す ぎず，　 pretbiephos　 oxon の

AChE 阻害 力は ，感 受性 イ エ バ エ に 対 し て は
一一一

般 の オ

キ ソ ン 化合物 に 比 べ て きわ め て 低 く，抵抗性 イ エ バ エ に

対 して は チ オ ノ 体 の それ と 同等 で ま っ た く阻害力 が な

く， prothiophos の 殺虫力 を オ キ ソ ン 体へ の 活 性化 だ

け で は 説明 で ぎな か っ た ．そ こ で ， prothiophos　oxon

お よ び S一ア ル キ ル オ キ ソ ン （メ チ ル ，
ニ チ ル

， ブ チ ル

体）を 合成 し， 感受性 ， 抵抗性 イ ニ バ エ に 対する 殺虫力

と AChE 阻害 ， 過 酸 酸 化， ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ ーム ー

NADPH 系 で の 牛赤血 球 AChE 阻害 と代 謝等を 比 較

し活性化 の 機構に 迫 っ た．

　Prothiophos お よ び prothiophos　oxon の LD50 値

の 薬量を感 受性 ， 抵抗性 イ エ パ エ に 局所施用 し，ノ ッ ク

ダ ウ ン した 虫を集 め て in ∂沈・o　AChE 活性 を 測定 した

結果， 36〜58％ の 阻 害率が 得 ら れ ， 供試虫 の 半数 が ノ

Tablc 　3　0Xidation 　 of 　prothiophos 　 oxon 　 and 　 5−

alkyl 　homologs 　with 　3−chloroperbenzoic 　acid ．

g。
of 　chc 皿 icals

Chemicals Alkyl

Me Et Pr Bu

Residual

　S−alkyl 　oxon 　　13．I
RSO3H 　　　　　　2ア．7
DE 且 P 　 　 　　 　　 29．0

13，5　　　26 ．1　　　 22 ．1

49、2　　　 38．0　　　26．4
27．3　　　25．2　　　26．7

ッ ク ダ ウ ン す る に 要 した 時 間 は，prothiophos　oxon が

感受性 ， 抵抗性 イ エ バ エ に 対 し ともに 速 か っ た．こ れ か

ら，prothiophos は ま ず prothioph。s　oxon に 変化す

る と思 わ れ る が
， オ キ ソ ン は 前述 した よ う に AC ・1E 阻

害力 は 低 く， ま た こ の S一ア ル キ ル オ キ ソ ン も同 様 に 低

か っ た．殺虫力 は ， 感受性 と 抵抗性 の イ エ バ エ に 対 し

て ， prothiophos の ほ か prothi｛〕phos　oxon とブ チ ル

体 が 高か っ た ．よ っ て ，prothioph．os 　oxon と ブ チ ル 体

は， さ ら に 生 体内 で 何らか の 活性化を 受 け て AChE を

阻害す る もの と推察 され た ．活性化 の
一

手段 と し て ，ラ

ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ ーム を 用 い ， 牛 赤血球 AChE へ の 阻害

を追跡 した． NADPH 無添加 で は い ずれ も阻害 は 見 ら

れ な い が ，添加す る と prothiophos 　oxQn と ブ チ ル 体

の み が 阻害さ れ た ．こ れ か ら ，
こ の 両 者は 生体内の ミ ク

ロ ゾーム 酸化酵素系 に よ り活性化 され る こ とが わ か り，

ち ょ う ど 殺虫力 が オ キ ソ ン 化合物 の うち で こ の 両者 だ げ

高 い こ と と 対応 し て い た ，次 に 活性体 の 構造を検討す る

に あ た り，酸化的に 活 性化 され る こ とか ら，まず こ れ ら

オ キ ソ ン を過酸酸化 した とこ ろ，どの オ キ ソ ン か らも出

発物質 の ほ か ， Fig．4 に 示 した DEHP と こ れ に 相 当

す る ア ル カ ン ス ル ホ ン 酸が FPD −GC に よ り検出 され た

（Table　3｝．っ ま り，酸化的 に 5一ア ル キ ル 基が脱離 した

わ け で ， 酸化 の 部位 は イ オ ウ 原子 しか 考え られな い ．さ

らに ，こ れ らオ キ ソ ン を ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾーム で 酸化し

た と こ ろ ，
Table 　4 に 示す よ うに ，

　 NADPH 添加 区 の

み よく代謝 され，主代謝物は や は り DEHP で あっ た ．

こ れ は AChE 阻害力 の な い 解毒代謝物で あ る ． と こ ろ

で ，DEHP の 生 成 は ，過 酸酸化 で は 25〜29％ とい ず

れ の 場合もぽ ぽ等 しか っ た が ， ミ ク ロ ゾ ーム 酸化 で は ，

メ チ ル 体 ，
エ チ ル 体 で 63．7％ ， 62，8％　で あ る一方，

prothiophos 　oxon （プ ロ ピ ル 体）， ブ ヂ ル 体 で と もに

25．7％ と大 き く異 な っ た ． プ ロ ピ ル 体，
ブ チ ル 体で

DEHP の 生 成が少な か っ た 原因 と し て，活性体の 生体

成分 へ の 結合 が 考 えられ た．以上 の 結果を 総合 して
，

Table 　4　Metabolism 　of 　prothiophos 　oxQn 　and 　S−alkyl 　homologs 　by 　rat 　liver　microsome 　with

or 　 without 　NADPH ．

％ of 　chemicals

Alkyl
Chcmicals

Me E 七 Pr Bu

NADPH 十 十

Residual 　5−alkyl 　oxon

DEHP
6．2　　 92．0

63 ．7　　 ND

9．1　 　 96 ，1
62 ．8　 　 ND

0 ．7　 　 95 ．4

25．7　 　 ND

14．1　　　 95 ，1

25．7　 　 ND

ND ：　 not 　detected．
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RS
＼ 〃

S

　 ／

P
＼

EtO 　　 O −C6H3Cl2
Thiolethionatei

）

：ii長蹉 〔毳
　 Oxon

S −ACh ・　i　・… Et … ）

　 　 RS 　　 O
　 　 　 ＼　〃
　 　 　 　 P
　 　 　 ／ 　＼
　 EtO 　 　 AChE

丶 　ltO

／

P
＼

　 O −C6H3Cl2
Sulfoxide

Hydl ．

1黠 盤 隔 、2

（Me ，
Et ＞ Pr ．Bu ）

HO
＼ 〃

0

　 ／

P
＼

　 　 　 0 −C6HsC12Eto
　 DEHP

RS （O ｝H　　− 　RS （0 〕20H

Fig ，4　Activation 　 and 　 detoxication 　 of ∫−alkyl 　 2，4−diclllorophenyl　 cthyl 　 phosphorothiolo
−

tllionate　insccticides．

1）R ： n −C3Hi ，　pro七hiophos ． 2〕ACIIE 　froln　susceptible ，1
：
esistant 　houseflies　and 　boville　ery −

thr 〔〕Cytc ．

pr⊂）thiol ）hos の 活性化 と 解毒，構 造 と活性相関 を Fig，

4 の ご と く結論 し た。す な わ ち ，  ジ チ オ 型 の prothio−

phos は ミ ク ロ ゾーム 酸化 で オ キ ソ ン に 変化 ，   メ チ

ル
，

エ チ ル
，

プ ロ ピ ル 体は 5 −AChE に若一T・の 阻害力 を

もつ ．  オ キ ソ ン 化合物 は さ らに ミ ク ロ ゾー
ム 酸化 で ，

不 安 定 な活 性 体 ス ル ポ キ シ ド を生 成す る ．  以」二の

変化 は 過 酸 酸 化 で も起 こ り， 活性 体 は 加 水分 解 し て

DEHP と RS （0）H を 与 え，後 者 は さ ら に RSO3H に

酸化 さ れ る が ， 活性 体の 生成 と加水分解 は ア ル キ ル 基 の

影響をあま り受 けな い ，  生体条件下 で は ，ス ル ポ キ シ

ド休 は ，メ チ ル ，エ チ ル 体 の 場 合，主 に 加水分解を受け

て DEHP を 与え る が ，
プ ロ ピ ル ，

ブ チ ル 体の 場合，生

体成分と の 反応が お もに 起 こ り，DEHP の 生成 は 減 り ，

AChE が存在すれ ば こ れ と反応 し て 阻害す る．

　2・ Prothiophos 　 oxon の グ ル タ チ オ ン 抱 合 体 と

　　　 AChE 阻害
16）

　 各 オ キ ソ ン の 殺虫力が感受性 と抵抗性 問 で 大差な い こ

とか ら ， 生体内で は前述 の ス ル ポ キ シ ド中聞体と両者の

AChE それ ぞれ との 反 応 は あ ま り変 わ らない こ とが 推

察 さ れ た．しか し ，
こ れ ら一連 の 研 究 は す べ て in　 vitro

下 の もの で，生 体内 で は こ の 不安定な活性体 は い ろ い ろ

な 生 体内物質 と も容易 に 反 応 す る こ とが 予 想 て
’
きた ．著

者 は ， 抵抗性発現 の 原閃 の
一

つ と な っ て い る グ ル タ チ オ

ン Sm トラ ン ス フ ェ ラ
ー

ゼ （GST ）活性 の 増大 に 着 日，

ス ル ホ キ シ ド中問体と グ ル タ チ オ ン （GSH ）と の 反応 の

有無 お よ び 生成物 の 殺 虫 力 の 有無 を 検討 した ．Prothio−

phos　c）xon お よ び 前述 の S一ア ル キ ル オ キ ソ ン を ラ ッ ト

肝 ミ ク ロ ゾ ーム
ー
サ イ ト ソ

ー
ル 系 中 で ，   NADPH

，

的

ロ
咽

咽

旧

OO

 

O

旧

o

邑
O

2

1E

：］： ◎ ox ・ n

團 ・   ox ・ n 峰 NADPH

■■ ： ◎ 。 x 。 n 十 四ADPH 十 GSH ．

2
諺

，L」
ヒ萋1

 ξ．
拿．
、譱

L　三・ ご

ヌ

「・
「
：
：

滝1
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馳

：鬟

l！
：
：華．

6　　 121824303642 妃

Time （hour ）

Fig ．5　1nsecticidal　 activity 　  f　伽 　L・itv’o　metab −

olites 　 o 正 ∫−111etbyl 　homQlog 　 by 　 a　 n ユixture　 of 　 rat

liver　mierosome 　and 　cyto9 ．　ol　against 　susceptible

femalc 　house 且it・s．

GSH 無添加 ，  
’
NADI ）H 添加 （ス ル ポ キ シ ド生成条

件 ）， ◎ NADPH ，　GSH 添 加 の 3条件下 で 37°C， 30

分反 応 させ た ，各反応 混合物 に 砂糖 を 加え て 凍結乾燥

し ， 感 受性 イ エ バ エ に 給餌 して 各条件下 で の 餌 の 殺虫力

を み た ．各 オ キ ソ ン の 用 量 は，反 応 後残存す る オ キ ソ ン

が 生体内に 入 っ て 殺虫効果を発現す る ま で に か な りの 時

問が か か る よ う に 各 化 合物 の LDso 値 に 応 じ て 加減 し

た ．48 時間 ま で の 殺虫効果 の 途中経 過 を み る と， メ チ

ル 体 の 場合 （Fig ．5），＠ で は ＠ に 比 べ 反 応後 の メ チ ル

体の 量 が約 1〆2に もか か わ らず 死虫率 は ほ ぼ 同 じ で，殺
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虫 効果 は ， メ チ ル 体 に よ る だ け で は な い こ と を 示 唆 し

た ．また ＠ で は   に 比 べ メ チ ル 体 の 量 が ほ ぼ同 じに も

か か わ らず死 虫率が高 い の は ，  で は中間体 ス ル ホ キ シ

ドが生成 して も分解 しや す い が，◎ で は GSH に よ る 安

定化 した 殺虫化合物が で きて い る こ とを 示唆 し て い る ．

ま た， Fig．6 に 示 すよ うに，◎ か らサ イ トソ ール を 除

い た系で は 死 虫率は 減少 した ．他の オ キ ソ ン で も同様 の

傾向 が 見 られ た ．こ の こ とは ，こ れ ら化合物 の 殺虫効果

に ， ミ ク ロ ゾ ーム
ーNADPH 系 に よ る活性中間体 ス ル ポ

キ シ ドの ほ か に ，
GST −GSH 系が 関 写す る 新 た な 活性

申 間体 の 寄与 を 示唆 し て い る．同上 の in　vitfo 実験系

に ， 牛赤 血 球 AChE を 添 加 して 反応 さ せ た と こ ろ ， 反

mo

咽

月

桐

℃

邸
o
℃

周

o

．
oZ

6　 　 12　 　 18　 　24　 　 3D　 　 36　 　 42　 　 48

　 　 　 　 　 　 Time （hour ）

Fig ．6　1nsccticidal　 activity 　of 加 扉 〃o　 metab
−

01iteS　Of ∫．nlethyl 　hOmO10g 　by 　 a 　 miXtUre 　 Qf 　 rI↓t

liver　1皿 重crosome 　 alld 　 cytosol 　 agaillst 　 sllscel ，tible

fcmale 　houseflies ．

応 混 合 物 の ACbE 阻 害 は ， ア ル キ ル 基 の 違 い に か か わ

らず ◎ が 高 く， ま た GSH の 量 が 多い ぽ ど高か っ た ．

GST 活性 の 増大 した 抵抗性 イ エ バ エ と 感受性 イ エ バ エ

とに 上 記 の 反 応 混 合物 を 与 え た 場合，  で は 抵 抗性 イ エ

バ エ の 死亡開始 は 感受性 イ エ バ エ に 比 べ 遅 い の に 対 し ，

◎ で は 抵抗 性 イ エ バ エ の 死 亡 開 始 は 早 くな り，長 い 時 間

に わ た り  よ り高 い 死虫率を示 し た．感受性 イ エ バ エ で

は   ◎間 の 差 は 初期 の み で あ っ た （Fig ．7）．

　 ETPC 等 の チ オ ール カーバ メ ート系除草剤
IT）

は ， ス

ル ポ キ シ ドに 酸化 さ れ て 活性化 し 除草効果 を 発揮す る
・

方，こ の ス ル ポ キ シ ドが同 時に GSH に 抱合化され る．

本報告の ス ル ホ キ シ ド中間 体 も こ れ と 同様 の 仕方で

GSH に 抱合化 さ れ る もの と 考 え られ る．以 上 の 結果 か

ら ， こ れ ら チ オ ロ 型化合物 は 不安定な ス ル ポ キ シ ド中間

体 を 与 え，こ れ が AChE を 阻 害 す る
一

方，　 GST −GSH

系 に よ り，GSH に 抱 合化され た 活性巾間体を 与え ， こ の

もの も AChE を阻害 して 殺山効果を 呈す る との 仮説を

提示 し た ．現在，別途 に ，EtOP （O ）Cl2と 2
，
4−dichloro−

phenol を 塩 化 メ チ レ ン 中 で 反応 さ せ ， こ の 溶液 を GSH

の 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶液 に 室 温 下 で 滴 下 ，二 層 反 応 し，

水層を SEP −PAK 　CIsに 通 して 目的の 抱合休を 含む で

あ ろ う フ ラ ク シ ョ ン を 分 画，高 速 液体 ク ロ マ ト グ ラ フ
ー

質量分析計 〔LC −MS ）で 各 ピ ー
ク の 構造を分 析す るとと

もに ，分画 した 各 フ ラ ク シ ョ ン の 濃縮物あ る い は 目的物

に 相当する ピ ーク を LC で 分取 し て 得 た 濃縮物を イ エ バ

エ に 与え て そ の 殺虫効果 を 検 討 して い る ．

　3・ Prothiophos の 過 酸酸化 由来 の phosphinyl 　di−

　　　sulfide と AChE 阻害
18）

　Pro ヒhioPhos を MCPBA 酸化 す る と，　 Fig．8 に 示

す よ うに ，相 当 す る phosphinyl 　diSulfide （2）が オ キ

E コ ：   。 n ・ n

匹 ヨ ：   DH ・ n ＋ NADPH

■ ： ◎ 。 x 。 n ＋ NADPH ＋ GSH
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Fig ，7　1nsecticidal　activity 　of
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’
at
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ソ ン 〔1）と ともに 得られ た．DISuHide　2 は プ ロ ピル 基

が S−S 結合を 介し て リ ン 原 子 と 結 合 し て お り， こ れま

で の い わ ゆ る 脱離 基 が 結合 した diSu］fide 化合物 とは 異

な る． こ の 化 合物 を 室 温 下 で 13 時間紫外線 （254　nm ）

照射す る と ， 容易 に エ チ ル 体 （3）が 生成 され，ま た ， 塩

化 メ チ レ ン 中 で MCPBA 酸化す る と ，
プ ロ ピル 基が は

ずれ た 2 つ の 生成物 4 と 5 が 得 られ た ．両 反 応 に お い

て ， オ キ ソ ン 〔1）の 生 成 が マ ス ク ロ マ ト グ ラ ム 上 で 若干

認 め ら れ た が ，十分 な 証拠は な い ．少 な く と も，化合物

4 は S −S 結 合の イ オ ウ原子 の 酸化 と 加水分解 に よ り生成

した と 考え られ，生 体内 で あ れ ば， こ の 酸化中間体が

AChE と結合する こ とが 推測 さ れ る．ま た ，
エ チ ル 体

（3｝は 潜在的な活性代 謝物 で あ る こ と は い う ま で もな い ．

こ れ らの 事実 は prothiQphcs が 抵 抗 性 の 害虫 に も卓効

で あ る 理 由の
一

つ か も しれな い ．

ドラ ッ グ デ ザ イ ン へ の 足掛か り

　有機 リ ン 殺虫剤を感受性，抵抗性 イ エ バ エ に 対す る殺

虫効果 で 大 ま か に 分類す ろ と，  殺虫力 （LDso ）に よ

る 抵 抗 性 比 が 100倍 以 上 と大 ぎい が ，AChE 阻害 力 （15・）

に よ る 抵抗性比が 10・−20倍と小さ い ，　   殺 虫力 に よ

る 抵抗性比 は 10倍程度で あ る が ， AChE 阻害 力に よ る

抵抗性比 が 100倍以上 と大 きい ，  殺 虫 力 ，AChE 阻

害力 に よ る 抵抗性 比 が と もに 10倍程度，     に 加え

て，感受性に 対す る AChE 阻害力 が 10−4 〜10
−5

　M 程

度の 4 つ に 分け られ る．

　PAP や nlalatlliQn 等の 大部分 の 有機 リ ン 殺虫剤 は

こ の   に 属し ，

一般に 抵抗性害虫 に 対 し一
様 に 殺虫効果

を 失 う．こ れ に 対 して   〜  は 抵抗性害虫 に も卓効 を 示

す こ とか ら ，
こ れ らの 活性化 の 機 構 解 明 は 重 要 で あ る ．

Prothiophcs は   に 属 し ， 前述 した よ うに 従来と は 異

な る 活性化 の 機構を もっ て い た ．ま た抵抗性害虫に も殺

虫力 を 示 す の は，中問体 ス ル ポ キ シ ドや phosphinyl

disulfideの 酸化体 が GSH に 抱 合化 さ れ る こ と で 説明

で き る か も しれ な い ． ア ミ ド リ ン 酸 エ ス テ ル 系の pro−

petamphos も（聖に 属す る が ， 抵抗性害虫 に も殺 虫力 を

示す機構 に つ い て の報告 は ほ と ん どな い ．著者は ， 本薬

剤 も N −oxide か らの GSH 抱合体 が 一つ の 活 性体 で は

な い か と 推論 して い る．  ，  に 該当す る 有機 リ ン 剤 は

今 な お よ く使用 さ れ て い る 薬剤 が 多 く，既知 の 活性 化以

外 に も生体成分 との 係 わ りを もつ 殺 虫機構が 存在す る か

も しれな い ．

　一方，  に 属す る 薬剤 も，他の 化合物 と複合 して 使用

す る こ とに よ り ， 本来の 殺 虫 力を 回復 さ せ る こ とが 可能

で あ る ，著者
19 ＞

は ，
マ ウ ス 肝 サ イ トソ

ール 中 で， chal −

cQne の 誘 導 体， 2−bromo 一や 3−bro 皿 o −4’−phenyl．

chalcone が GSH を α ，β
一
不飽和 ケ トン の 二 重結合 に

付加 して GSH の 抱合体を形成 し ， こ れ が 逆 に GST の

活性を阻害す る こ と を 見 出 した ．仮に ， 抵抗性 イ エ バ エ

に chalcone を 処 理 し て GST 活性 を 阻害 で きれ ば ， こ

れ ら に 殺虫活性 が な い diazinon 等を 改 め て 殺虫剤 とし

て 利用 で ぎる ．そ こ で
20 ），抵抗性 イ エ バ エ の 腹部に 2−，

3一あ る い は 4−chloro −4Lphenylcha 工cQne をそれ ぞれ

5 μg 処理，2 時間後 に diazinon　s　mg を一様に 塗布 し

た 濾紙 〔内径 8．5　cm ＞の 上 に こ の イ エ バ エ を 放 っ て，8

時間まで の 殺虫効果を 試験 した と こ ろ ， chalcone を 処

理 しな か っ た イ エ バ エ に 比 べ ，2一ク ロ ル 体 を 処理 した イ

エ バ エ の 死 亡開始時間 は 速 くな り ， 4一ク ロ ル 体 が こ れ に

続 ぎ ， 生 体 内で GST が 阻 害 さ れ diazinon の 殺虫力 が

回 復す る こ と を 認 め た ．最近 ， 塩月 ら
21 ，22 ）

も， サ リ ゲ

ニ ン 環状 リ ン 酸 エ ス テ ル 類 や 殺菌剤 IBP が 非酵素的に

GSH と作用 し て 生成 し た ∫一（2−hydroxybenzy 】）gluta 一

PrS 　　　S　　　　 　　　 MCPBA
　 　　ク

　 ／

P
＼

　 　 　 O −C6H3C12EtoProthiophOS

t・CP ・A

PrSS 　　 O 　　　　　　　MCPBA
　 　 ＼ 　 〃

　 　 P 　　 　　 　　　 　 −

　 　 ／　＼

Eto 　　　O
−C6H3Cl2

　 　 （2 ）

上・ ・

Ets
＼ 〃

0

　　 ／
P
＼

　 　 　 　 O −C6H3C12Eto

　 　 （3 ｝

　　 Fig．8
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　 0
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　 　 O
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MCPBA 　oxidatien 　and 　further　transformation 　of 　prothiophos ．
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Fig ．9　General 　scheme 　for　the　activation 　of 　organothiophosphorus 　insecticide．

thione に GST 阻 害活性を 認 め ， こ の た め，　 salithion

は それ 自身 が ，
malathion や fenitrothionの 場合 は

こ れ が 共力作 用 を 示 して ，抵抗性害虫 に 殺虫効果を発揮

する こ と を 報告 して い る ．

　農薬 の 開発は 抵抗性 発現 と の 戦 い で あ る と い っ て よ

い ．以 上 の 研究は ， 有機リ ン 殺虫剤の 活性化 に つ ぎ新 し

い 知見を もた ら した とともに ，抵抗性発現を抑止す る た

め の ドラ ッ グ デ ザ イ ン の 指針 と な っ た ．基本的な活性化

の パ タ ーン を Fig．9 に ま と め る．

　本研究 は ， 山本　出教授指導 の 下 ， 著者 の 学位論文 と

して 開始 し， 著者 が本学 に 奉職 し て か らは ， 大学院学生

戸 枝一喜 ， 木村修
一

郎両君 の 学．位論文 や 4 年 生 の 卒業論

文 と して 展開 し て きた もの で あ る．こ こ に 山本 　出教授

お よ び 研究協力者 に 深謝す る 次第で あ る ．
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