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1．超長鎖脂肪酸伸長酵素

　超長鎖脂肪酸伸長酵素 （very −long−chain　fatty　acid　elon−

gase，　VLCFAE ）は植物ク チ ク ラ の ワ ッ ク ス 層や細胞膜 の ス

フ ィ ン ゴ脂質の 主成分 で あ る超長鎖脂肪酸 （VLCFA ）を合

成す る酵素 で ある
1・2）．VLCF へ は炭素鎖 が 20〜30以上 の 飽

和脂肪酸や不飽和脂肪酸か ら成 り，葉緑体 で 生合成され た

Cl6 ま た は C18 の ア シ ル CoA に マ ロ ニ ル CoA か ら 2 つ の

炭素が 移 る こ とで 蛋成す る．す な わ ち VLCFAE は C16また

は Cl8 の 脂肪酸の 炭素を 2 つ ず つ 伸長する酵素で ある （Fig．

1）． こ の VLCEA の 生 合成反応 に は 4 つ の 酵素 が 関与 して

おり，最初の 縮合反応を触媒して い る の が VLCFAE で ある

（Fig．2）
2）．　 VLCEAE が触媒す る 反応 が VLCEA 合成 の 律速

段階 とな っ て おり， ど の よ うな VLCEA が で き る かは VL −

CEAE の ア シル CoA に対す る親和性に依存して い る，　 VL −

CFAE の 酵索的性質が 最 も良 く調べ られ て い る植物は シ ロ

イヌ ナズ ナ で あり，少な くとも 6種類 の VLCFAE が 存在 し，

単
一

の VLCFAE が複数 の 炭素鎖伸長反応を触媒する こ とが

明らか とな っ て い る
s）．1993年か ら 2000年頃まで の 研究に

よ り， ク ロ ロ ア セ トア ミ ド系除草剤の作用点が VLCEAE で

あ る こ とが証明 され
← 8），そ の 後作用点が未知で あっ た水田

用除草剤 の 多 くが，後 に な っ て VLCEAE を作用点 とする こ

とが わか っ て きた，

2． VLCFAE 阻害型除草剤

　メ トラ ク ロ
ー

ル
2・6，S一ゆ や メ タザ ク ロ

ール
1，4・6−8・10，H ）

の よ う

な ク ロ ロ ア セ トア ミ ド系，メ フ ェ ナ セ ッ ト
2・6・S）

の よ う な オ

キ シ ア セ トア ミ ド系，フ ェ ン トラ ザ ミ ド
2・3） の よ うな テ トラ

ゾ リノ ン 系，カ フ ェ ン ス トロ ール
2・3・6・S）の ような トリア ゾー

ル系，イ ン ダノ フ ァ ン
12」3）の よ うな オキ シ ラ ン系，そ して

フ ェ ノ キ サ ス ル ホ ン や ピロ キサ ス ル ホ ンの よ うな スル ポニ

ル イ ソ キ サ ゾ リン系 （Fig．3）
14r16 ）な ど異 な っ た タ イ プ の 除

草剤が VLCFAE を主作用点 として い る．クロ ロ ア セ トア ミ

ド系化合物は ア メ リカ に おい て トウ モ ロ コ シ用 の 土壌処理

型除草剤と して 1950年代か ら使川され て い る，1956年に

ア リ ドク ロ
ール3），正964 年に プ ロ パ ク ロ

ール ， 1969年に ア

ラ クロ
ー

ル
2，516・s）が 畑作用除草剤と して 開発され，こ れ ら に

続 い て，1974年に ブタク ロ
ー

ル
6・s〕 が最初 の 水稲用除草剤

と して ，1976 年に メ トラ ク ロ
ー

ル が畑作用除草剤として 登

録 され た，そ して 1980年以降も本タ イ プの 薬剤が 多 く開発

されて きた 2，9）．一
方，1980年代後半 に はク ロ ロ ア セ トア ミ

ド系以外 の タ イ プ に属す る水稲用の VLCEAE 阻害型除草剤

が開発され た．1987年に メ フ ェ ナ セ ッ ト， 1996年に カ フ ェ

ンス トロ ール，1999年に イ ン ダノ フ ァ ン，2000 年に フ ェ ン

トラザ ミ ドが 開発 され て おり，処理薬量 もブタ ク ロ ール に

比べ て か な り低 くな っ た．また，こ の 間 に クロ ロ ア セ トア

ミ ド系化合物 の プ レ チ ラ クロ
ー

ル
2）

が 1988年 に 水稲用除草

剤と して開発され ， 現在水稲用除草剤として フ ェ ノキ サ ス

ル ホ ン の 開発が 進 め られて い る．一方， 畑作用 の VLCE へE

阻害型除草剤の 低薬量化は難しか っ た が，現在開発 が進め

られて い るピ ロ キサ ス ル ホ ン は 100−250ga．i．〆haの 低薬量 で

優れ た除草効果を示す
17・18），

3． ス ル ホ ニ ル イ ソ キサ ゾ リン 系タイプの

　　　　 VLCFAE 阻害型除草剤

”
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　 ス ル ポ ニ ル イ ソ キ サ ゾ リン 系 タ イ プ の フ ェ ノ キ サ ス ル ホ

ン は，タ イ ヌ ビエ や コ ナ ギ，ア ゼ ナ 類 な ら び に タマ ガ ヤツ

リな どの
一
年生雑草に 効果が高い ．ま た，葉齢 の 進ん だ生

育期雑草 に も効果 を有して い る 19）．本剤 は こ れ ら主 要雑草

に対す る効果持続性に優れ るが，そ の 理由 は低 い 水溶解度

に あ る と考え られ，薬剤処理後に 未溶解で 存在して い た有

効成分 の
一

部 が ， 水変動な ど で 田面水中の 成分濃度が 下
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Fig．1．　Biosyntheticpadhway　ofvery −long−cha 血 fatty　acids 　in　plamts．

が っ た場合に溶解す る こ とで ，有効成分濃度の 減衰を緩や

か に す るもの と考え られる．こ の 特性は，水田系外 へ の 薬

剤流亡を抑 え，環境負荷を低減 させ る点で 注 日される．ま

た 同 タ イ プの ピ ロ キ サ ス ル ホ ンは トウ モ ロ コ シ，ダイ ズ用

の 土壌処理剤で あ る が ，
ム ギ類に も選択性 を有して お り ，

幅広い 作物適用性を持 っ て い る，本剤は エ ノ コ ロ グ サ や メ

ヒ シ バ
，

ヒ エ ，ナ ル コ ビエ ，セ イバ ン モ ロ コ シ な どの トウ

モ ロ コ シ栽培 に おける主要イネ科雑草．に加え，ヒ ュ 類 や シ

ロ ザ ， イ チ ビ な どの 広葉雑草 に も広 い ス ペ ク トラ ム を有 し

て い る．投下薬量は 100−250ga ．i．1haと土壌処理剤と して は

低 く，．先行剤の 数分 の 1で あ る 17・ls）．ム ギ栽培に お い て は，

ACCase阻害型除草剤や ジニ トロ ア ニ リン 系除草剤 に 抵抗性

を獲得して い る ブ ラ ッ ク グ ラ ス や ラ イ グ ラ ス 類と い っ た草

種 に効果 が 高 い ．次章より，フ ェ ノ キサ ス ル ホ ン とピ ロ キ

サ ス ル ホ ン の 作用機構研究 の 結果 につ い て 説明する，

4． フ ェ ノ キサ ス ル ホ ン およびピ 囗 キ サ ス ル ホ ン の

　　　　　　　 VLCFA 生合成阻害

　食用 ヒ エ 培養細胞 の 増殖 に 及 ぼ す フ ェ ノ キ サ ス ル ホ ン の

影響を食用 ヒ エ 茎葉部 の 生育 に及 ぼ す影響 と比較 した とこ

ろ，培養細胞 の 増殖 に及 ぼ す影響 は茎葉部へ の 影響 に 比 べ

て弱い こ と が判明した ，ワ ッ ク ス 層が 発達 して い な い 培養

細胞の場合に は，仮に VLCEAE が阻害され る と，細胞膜 に

存在す るス フ ィ ン ゴ 脂質の 生合成が 阻害さ れ て，VLCFA の

遘醺 憲

　　　　　 VLCFAE
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Fig．2．　 Reaction　mechanisms 　of 　very −long−chain 　fatty　acid 　biog，　ynthesis，　KCR ：3−Ketoacyl−CoA ・Reductase．　HCD ：3−Hydroxyacy1−CoA ・Dehy・

dratase．　ECR ：Tra皿 s−2，3・Enoyl −CoA −Reductase ．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Pesticide Science Society of Japan

NII-Electronic Library Service

Pestioide 　Soienoe 　Sooiety 　of 　Japan

Vol，36，　No，4，527−531（2011〕

A

魎鵡 一

　 　 　 　 　 　 　 CI

B

　　　o 　　　　CF3
　 　 　 凵’Nl

　 Vi
　　　o 　　　　 N
　 　 　 　 　 　 　 　 ＼

　　 F2HC−O

Fig．3．　Chemical　 stru．et’ures 　of　fe皿 oxa9．ulfone 　and 　pyroxasulfone・

A ，fenoxasulfbne（code　nalne，　KIH−1419）．　B，　pyroxasulfene（code

narne ，
　KJH−485）．

前駆体 が蓄積 して くる と考え られ る こ と か ら，茎葉部の 伸

長を強 く阻霽す る が，培養細胞 の 増殖阻害 は 弱 い 濃度で 試

験をすれば，de　novo 　a成 される VLCFA へ の 薬剤 の 影響を

調 べ る こ とが可能で あ る と考え られた．すなわ ち，培養細

胞を用 い れば，放射性標識化合物を用 い る こ とな くVLCFA

の de　novo 合成 に及 ぼす フ ェ ノ キ サ ス ル ホ ン の影響を解析で

き る と考え られ た ，そ こ で
，

フ ェ ノ キ サ ス ル ホ ン を含む 液

体培地で培養した食川ヒエ 培養細胞中の 脂肪酸含有量を調

べ た．そ の 結果，フ ェ ノキ サ ス ル ホ ン処理 した 食用 ヒ エ 培

養細胞で は炭素数 20以上 の VLCFA が減少 して い る の に 対

して，炭素数 18以下の VLCFA 前駆体が蓄積 して い るこ と

が 示 さ れ，本剤は VLCFA の 生合成を阻害す る こ とが明 ら

か とな っ た （Table　1）
t4）．　 VLCFA 前駆体の 中で は ， 炭素数

Tab置e　L　Fatty　acid 　contents 　in　baniyard　millet 　cu 重tured　cells

Content（μg〆g　ffesh　weight ）
の

Fattyacid
Fenoxag．ulfone

0 10
−
7M IO

−
6M IO

−5M

Cl4 ：0C15

：024

，6ゴヒ2．58　　　252 ±6．】5

9、35：tl．41　　　12．6i：2．8523

．4」：428 　　　30．3±正0，8

32，1ゴ：4．59　　　57，6ゴ：9．05

Cl6 ：0　　　810±84，8　　　765ゴ：63，6　　　820±422 　　　　743±98．8

C16 ：1　　 28．4ゴ：4．95　　 33．0ゴ：10，3　　 32．1ゴ：10．3　　　25．7±9．24

Cl8 ：0　　　】7，0ゴ：L75　　　15．2±2．49　　　18．S±4．17　　　29，  ±5．21

Cl8 ：1　　　267士 35，0　　　256」：29．1　　　 300± 28．7

Cl8：2　　1490ゴ：138

C18 ：3　　　104 ± 9．24

C20 ；0C20

：】

C22 ：GC22

：1C24

：0C24

；1C26

：0

43．3± 2、28

3．75± 0．97

27、1± 3．77

　 11．d．b）

75．8±931

14．3±2．79

22．0±3．52

1470± ll8　　　1570丈 180

109 ± 12．3

40．O±3．46

2．70±0．86

24．4 ±3．43

　 n．d，

52．5ゴ：9，91

15．6±2．30

15．4± 4、34

131 ± 12，7

35．8土4．72

1．98±0．30

20．8± 3，19

　 n．d，

32．8：ヒ5．79

11．8」：3，32

755 ± 1．06

292：t46．O

l72et：157132

：辷23，7

15．2 ：t2．36

1，58±0，36

9，14± 1．78

　 n．d．

18，9±3．06

9．51ゴ：2．62

7．30 ゴ：1．03

の Eacli　datum　was 　exprossed 　as　the　I皿 ca 皿土 SD　of 　six　independ−

ent　experime 皿ts．　h）Not 　detected，
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が 15 の ペ ン タデ カ ン 酸の 蓄積が顕著で あ っ た．同様に ピロ

キサ スル ホン を処理 した イネ培養細胞で も炭素数 20以上 の

VLCFA が 顕著 に 減少 した の に 対 して ，炭素数 18以下の

VLCEA 前駆体が蓄積 した 16）．

5． フ ェ ノ キサ ス ルホ ンおよびピ ロ キサ ス ル ホ ンの

　　　　　　　　VLCFAE 阻害

　食用 ヒ エ か ら調製 した ミクロ ソ
ーム画分 に存在す る vL

CFAE 活性 に 対す る フ ェ ノ キ サ ス ル ホ ンの 阻害活性を調べ た

とこ ろ，C22 ；0→ C24：0 およ び C24 ：0→ C26 ：0 の 各1巾長反応が

フ ェ ノ キ サ ス ル ホ ン に よ り低濃度 で 阻害される こ とが判明

した （Fig．4A ）．ま た ，　 c24 ：0→ c26；o の 伸長反応 に対す る

フ ェ ノ キサ ス ル ホ ン の 阻害活性を，酵素と薬剤の プ レイ ン

キ ュ ベ ーシ ョ ン 時間を変 え て 調 べ た 結果，VLCFAE 阻害活

性は，薬剤と酵素 の プ レイ ンキ ュ ベーシ ョ ン時間 に は依存

しな い こ と が 明 らか とな っ た （Fig．4B）
T6）．一

方，イ ネお よ

びネズ ミム ギから調製 したミクロ ソ
ーム 画分 に存在する VL−

CE へE 活性 に対する ピロ キサス ル ホ ン の 阻害活性を調べ た と

こ ろ ，Cl8 ：0→ C20 ：0，　 C20 ：0→ C22 ：0，　 C22 ；O→ C24 ；0 ，

C24： → C26：0並び に C26：0→ C28：0 の 各伸長反応が ピロ キサ

ス ル ホ ン に よ り低濃度で 阻害 され る こ とが判明 した．また，

各種植物か ら調製 した植物VLCEAE の C24 ：0→ C26：0 の伸

長反応 に 対す る ピロ キ サ ス ル ホ ン の 阻害活性を，酵素と薬

剤 の プ レ イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 時閭を変 え て 調 べ た 結果，い

ずれの 植物に おい て も， VLCEへE 阻害活性は，薬剤と酵素

の プ レイ ン キ ュ ベ ーシ ョ ン 時間に は依存しな い こ とが 明 ら

か とな っ た t4・15），した が っ て ，フ ェ ノ キ サ ス ル ホ ン およ び

ピ ロ キサ ス ル ホ ン は可逆的に VLCEAE を阻害すると判「新さ

れ た ，

　と ころで，酵素と して 用 い た食用 ヒエ やイ ネの ミクロ ソ
ー

ム 画分の 中に は，シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 場合と同様 に 多種類 の

VLCFAE が存在して い ると考えられる の で ， ミクロ ソーム

画分 を用 い た VLCFAE の 阻害試験で は，複数の 分子種 の

VLCFAE 活性 の 総和 に対す る 阻害 を 調べ て い た こ と に な る，

そ こ で ，以 ドに述 べ る方法 に よ っ て ， 単
一

の VLCFAE に対

す る阻害 を調 べ た，まず，シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ VLCFAE の ア ミ

ノ酸配列を用 い た相同性検索 に よ りイ ネの VLCFAE 候補タ

ンパ ク質を検索した と ころ，Uniplot　ID で 表 される 14個 の

タ ンパ ク質 が ヒ ッ トした．こ れ らの 中で Q6F365タ ン パ ク

質 の 遺伝子は イネの 根部で は強く発現 して い るが培養細胞

で の 発現 は 弱 い こ とが マ イ ク ロ ア レ イ 解析 に よ り明 らか と

な っ た こ とか ら，当社 の イ ネの 形質転換技術を利用 して ，

Q6F365タ ンパ ク質をコ ー
ドす る遺伝子を過剰発現させ た イ

ネ培養細胞を作成 した，貝体的 な 手法 として は，変異型

ALS 遺伝子を 薬剤選 抜 マ
ーカーと して もっ pSTARA　R−4ベ

ク ターに カ ル ス 特異的 プ ロ モ
ー

タ
ー20）

で ドラ イ ブ した

Q6F365 タ ンパ ク質を コ
ードす る遺伝子を組み込み，本ベ ク
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Fig．4，　lnhibitory　effect　of 　fenoxasu］fone　Gn 　VLCFAE 　activities　in

etiolated　bamyard　millet　seedl孟ngs ．　A ，　Inhibitions　of　VLCFAEs 　in

barnyard　millet   der　the　condition 　of 　lOmin　pre一洫cubation 　of 　nli−

crosonlal　fractions　with 　fenoxasulfone　were 　 shown ．　V 正CEAE 　activ 童一

ties
，
　which 　catalyze 　the　elongatioii 　steps 　from　C22 ；O　to　C24 ：0　aηd

C24 ：0to　C26：0，　were　3．5　and　3．Opmo レ30min〆20μL　suspcnsions，　re−

spectively ．　B，　lnlibitions　of 　VLCFAEs 　jn　barnyard　inillet　by　10
−6M

offenoxasulfone 　were 　shown ．　The　VLCFAE 　activ圭ty，　which 　catalyzes

the　elongatien 　step　from　C24 ：0to　C26 ：0，　was 　LOpmol 〆30min〆20 μL

suspensions ．　Each　data　set　was 　expressed 　as　the　mean 土 SD　fbr　four

呈ndepeudent 　experime 皿ts．

タ
ー

で形質転換 した培養細胞を ALS 阻害型除草剤 の ビス ピ

リバ
ッ クナ トリ ウ ム 塩 で 選抜 した．得られ た形質転換培養

細胞に おい て Q6F365タ ン パ ク質を コ ードす る遺伝子が 高

発現 して い る こ とお よ び VLCFAE 活性が 高ま っ て い る こ と

な らび に VLCIrA の 含量 が増えて い る こ とを確認 した，こ の

結果か ら，形質転換体の VLCEAE 活性と空ベ ク ターを導入

した 形質転換体 の VLCFAE 活性 の 差が Q6F365に 由来す る

VL．CFAE 活性 に なると判断 さ れた こ とか ら，こ の 系を用 い

て Q6F365 の vLcFAE 活 性 （cl8 ；o → c20 ；o お よ び

C20：0→ C22：0 の 伸長反応 ） に 対 す る ピ ロ キ サ ス ル ホ ン の 阻

害を調べ た．そ の 結果，ピ ロ キ サ ス ル ホ ン は Q6F365に 由

来する VLCFAE 活性を比較的低濃度で阻害す る こ とが 明 ら

か と な っ た．ま た，植物か ら直接調製した VLCFAE の 場合

と 同様 に，酵素阻害活性に 及 ぼ す薬剤 と酵素の プ レ イ ン

キ ュ ベ ーシ ョ ン時問 の影響を調べ た とこ ろ，酵素阻害活性

は プ レ イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 時 間 に 依存 し な い こ とが確認 さ

れた．した が っ て，ピ ロ キ サ ス ル ホ ン は Q6F365由来の VL −

CFAE 活性を可逆的に 阻害 して い るこ とが示唆 さ れた 15）．

日本農薬学会誌

6． VLCFAE 阻害型除草剤 の VLC 匝 E 阻害機構

　ク ロ ロ ァ セ トア ミ ド系除草剤は 分子内 に求電子性の 高 い

炭素原子， す な わ ち求核試薬の 攻撃対象 となる炭素原子を

有して い る こ と か ら，こ れ らの 薬剤 は VLCFAE の 活性中心

に 存在す るシ ス テ イ ンの SH 基 と不可逆 に反応 して 酵素を

失活させ る と考え られ て い る
2β岬 D，薬剤が 夕

一
ゲ ッ ト酵

素と共有結合 を 形成 して 酵素を阻害す る場合 ， すな わち不

可逆的隙害 の 場合 に は，酵素 と薬剤の プ レ イ ン キ ュ ベ ー

シ ョ ン 時聞に 比例 して 酵素阻害活性が強 くな る．メ タ ザ ク

ロ ール の 場合に は ， 西洋ネ ギ の VLCFAE （C20 ：0→ C22：0 の

伸長反応）阻害活性は，薬剤と酵素 の プ レイ ン キ ュ ベ ー

シ ョ ン時間が 長 くな る に つ れて 強くな る こ とが示され て い

る
219，lo）．したが っ て，ク ロ ロ ア セ トア ミ ド系除草剤は VL −

CFAE を不可逆的に 阻害す る と考え られて い る と ともに，こ

の 考え が 他 の タイ プの VLCFAE 阻害型除草剤 に も適用 され

て い る．

　 しか しな が ら，面洋 ネ ギ を材料 と した ク ロ ロ ア セ トア ミ

ド系除草剤の場合と は異な り， フ ェ ノ キ サ ス ル ホ ン お よ び

ピ ロ キ サ ス ル ホ ン は VLCFAE を可逆的 に 阻害す るこ とが上

述 の よ うに 明 らか とな っ た，そ して ，西洋ネギ の VLCFAE

阻害が不可逆的で ある と報告されて い る ク ロ ロ ア セ トア ミ

ド系除草剤も，ほか の植物を使 っ た場合に は 口∫逆 的阻害 の

結果 が得 られるこ と21）
を併せ て 考察す る と，VLCFAE 阻審

型除草剤 の 酵素阻害は基本的 に は可逆的で あり，不可逆的

に見え る阻害は ス ロ ーバ イ ン デ ィ ン グ阻害で あ る 冂∫能性が

考え られ る．今後 ， ク ロ ロ ア セ トア ミ ド系除草剤の V レ

CFAE 阻害を さ らに 詳しく調べ る と と もに，フ ェ ノ キサ ス ル

ホ ン や ピ ロ キサス ル ホン と VLCFAE の 結合をバ イ ン デ ィ ン

グア ッ セ イ等で 解析する こ とに より，VLCfAE 阻害型除草

剤 の 酵素阻害メ カ ニ ズ ム が さ らに 明瞭に な る も の と考 え ら

れ，これ らの知見は新規VLCEAE 阻害型除草剤の研究開発

に 役立つ もの と考え られ る．
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