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5価 の有機 リン化合物 は殺 虫,殺 菌,除 草 など さまざまな生理活 性を示す 。

殺虫剤 と しての有機 リン化 合物 は,神 経伝達 に関与す るアセチル コ リンエ ステ

ラーゼ(AChE)を 阻害 して 殺 虫効力 を発 揮 し,農 業害 虫 あ るい は衛 生 害 虫

の重要 な防除剤 と して広 く使用 されている。一般 に有機 リン化 合物 の殺虫 活 性

と,勿o〃oに お け るAChE阻 害 活 性 は 平 行 関 係 に あ り,強 力 なAChE阻

害活性 を誘導す るよ うな化合物 が,構 造活性相 関の見地 か ら創製 されて きた6

しか 」化 学 構 造 内 に 窒素 原 子 を含 有 す るphosphoramidate系 殺 虫 剤 φ 生 理 活 性

発 現機 構 につ いては,必 らず しも十分 な解 明が な さ れ て い る とは言 え な か った 。

本 研 究 で は,最 近,土 壌 害 虫 と くに 甲 虫 類(Coleoptera)の 防 除 剤 と して

開 発 さ れ たisofenphos(0-ethy10-2-isopropoxycarbonylphenylハ1-iso-

propylphosphoramidothioate)の 殺 虫活 性 発 現 機 構 に 着 目 し,加 え て 本 化 合

物 の 生 理 活 性 にお よぼす 光 学 特 異 性 にっ いて 検 討 を行 った。 一 方,農 薬 の 代 謝

研 究 は環 境 毒 物 学 の面 ば か りで な く,農 薬 の 生 体 内動 態 や代 謝 研 究 を 通 して,

農 薬 の作 用 機構 の解 明 に重 要 で,こ の 観 点 か ら哺 乳 動 物,昆 虫,植 物 に お け る

isofenphosの 比較 代謝 研 究 を行 っ た 。

第H章 Phosphoramidateの 生 理 活 性 お よ び 酸 化

反 応 に よ る 活 性 化 機構

1.殺 虫 力 とAChE阻 害 活 性

窒 素 原 子 に つ くalkyl基 をC。 ～C4ま で 変 え た0-ethylO-2-isopro-

poxycarbonylphenylN-alkylphosphoramidothioate(P;S体)と 各phos-

phoramidate(P=0体)を 合 成 し,貯 穀 害 虫 め ア ズ キ ゾ ウ ム シ に 対 す る殺 虫

力 を 試 験 管 法 に よ り 調 べ た 結 果,殺 虫 力 は 概 し てP=S体 がP=0体 よ り 強 く,

ま た1>Lalkyl置 換 基 の 相 違 に よ る 殺 虫 力 の 強 さ は,疹so-C3H7>C2H5>
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CH3>H>3θo-C4Hg>π 一C3H7>π 一C4Hg>ピ εo-C4Hg>'6π 一

C4Hgの 順 で あ っ た(Table1)・P=0体 の ア ズ キ ゾ ウ ム シ お よ び 牛 血 清

のAChEに 対 す る 阻 害 は 弱 く,特 に 殺 虫 力 が 最 も 強 いisopropyl体 の15。 値

(50%阻 害 モ ル 濃 度)は10-3M以 上 で あ っ た(Table2)。 この 結 果 は,従

来 のdialkylphosphate(P=O体)で 見 られ る 殺 虫 活 性 とAChE阻 害 活 性

の 間 の 相 関 関 係 か らは説 明 で き ず,殺 虫 力 の 発現 に は生 体 内 で更 に活 性 化 さ れ

AChE阻 害 剤 に変 換 され る こ とが示 唆 され た 。

2。 酸 化 反応 に よ るAChE阻 害 活 性 の 発 現

吻 躍70で の 活 性 化 反 応 を 確 認 す る た め,〈r-isopropyl体 のP=S,P=O

体 に っ い て,薬 物 酸 化 酵 素mixedfunctionoxidase(mfo)の 存 在 す る ラ ッ ト

肝 ミク ロ ゾー ム 画 分 と イ ンキ ュ ベ ー ト後,牛 血 清AChE活 性 を 測 定 した と こ

ろ,NADPHを 添 加 す る こ と に よ りAChE阻 害 は 高 ま.り,ま たmfo阻 害 剤

であ るSKF525-A(2-diethylaminoethyl2,2-diphenylvaleratehydrochloride)

に よ っ て その 阻 害 が 抑 制 さ れ た(Table3)。 さ らに 吻 一 ク ロ ロ 過 安 息 香 酸

(MCPBA)に よ る化 学 的酸 化 で も同 様 にAChE阻 害 は高 め られ た(Table4)。

これ らの 結 果 か ら,強 力 な殺 虫 力 の 発 現 に は酸 化 反 応 が 関 与 し,生 体 内 に お い

て はmfoに よ る代 謝 反 応 に よ って 薬 物 の 活 性 化 が 起 り強 力 なAChE阻 害 剤 が

生 成 され る こ とを明 らか に した。

第皿章 Isofehphosの 哺 乳 動 物,昆 虫,植 物 に

お け る代 謝

Phosphoramidothioateの 中 で 最 も強 い 殺 虫 力 を 持 っN-isopropyl体 のiso-

fenphosに つ い て は,』 ミク ロ ゾ ー ム ーNADPH系 で 活 性 代 謝 物 の 生 成 が 推 定

され た。 そ こで14C標 識 化 合 物 を合 成 し活 性 代 謝 物 の 検 索 を 行 う と と もに,各

種 の 生 物 に お け る比 較 代 謝 を行 った 。
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1.ラ ッ トに お け る 代 謝

isofenphosの 伽 吻o代 謝 を 調 べ る た め 〔赫isopropyl-2-14C〕 ま た は

〔0-ethyl-1一`14C〕 標 識 のisofenphosを 経 口 投 与 し た 結 果,全 身 オ ー ト ラ

ジ オ グ ラ フ ィ ー か ら 投 与 直 後 に14C一 化 合 物 の 全 身 へ の 分 布 が 認 め ら れ た が,

時 間 の経 過 に 伴 な い ユ4C-fヒ 合物 は排 泄 され た。 しか し肝 臓 な ど 一 部 の 器 官 で

は長 時 間 残 留 した。Fig.1に 示 す よ う に14c一 化 合 物 の 大 部 分 は尿 中 に排 泄

され,ま た回 収 され た14C一 化 合 物 の 多 くは水 溶 性 代 謝 物 で あ り,14C-iso-

fenphosの 極 性化 に よ る解 毒化反 応 が 速 や か に進 行 す る ことが 明 らか に な った 。

一 方 ,代 謝経 路 の 解 明 を 目的 と して,ラ ッ ト肝 臓 を細 胞 分 画 し各 分 画 で の

!4C-isofenphosの 代 謝 を み る と
,伽 励o代 謝 と 比 較 してisofenphosの 代 謝

分解 は緩 慢 で あ り,水 溶 性 代 謝 物 の 生成 割 合 は低 か った(Table5)。NADPH

の 添 加 は水 溶 性 代 謝 物 の 生 成 量 を 増 加 さ せ,特 に ミク ロ ゾ ー ム ーNADPH系

で この傾 向 が 強 く,ま たmfo阻 害 剤piperonylbutoxideの 添 加 に よ っ水 溶 性 代

謝物 の 生 成 が抑 制 され た。 代 謝 物 の 分析 結 果 か ら,isofenphosの 主 要 代 謝 経 路

はisofenphos-oxonを 経 由す る水 溶 性 代 謝物 の生 成 で あ る こと を明 らか に した 。

な お,ミ ク ロ ゾ ー ム ーNADPH系 で 生 成 され た 有 機 溶 媒 可 溶 性 代 謝 物 に っ い

て,AChE阻 害 活 性 を 測 定 した 結 果,10-7M濃 度 で は い ず れ の 代 謝 物 も阻 害

活性 を示 さず,AChE阻 害 活 性 を持 っ た代 謝 物の 構 造 の 決 定 は 未 解 決 で あ る。

2.昆 虫 にお ける代謝

防 除対 象 害 虫 で あ る土 壌 害 虫 ドウ ガ ネ ブ イ ブ イ(・ 肋o〃2α♂σo卯7θ σ,Hope)

の 幼 虫 お よ び有 機 リ ン剤 感 受 性 イ エバ エ(ノ 吻30σ4伽03'ゴ60,CSMA系)の

成 虫 にお け るisofenphosの 代 謝 研究 の結 果,速 や か に体 内 に取 り込 ま れ たiso-

fenphosは 水 溶 性 代 謝 物 へ と変 換 し,特 に極 性 化 は イ エ バ エで 迅 速 で あ っ た

(Fig.2,3)。 生 成 され る代 謝 物 質 は 両 昆 虫 で 相 違 は な か っ た が,ド ゥ ガ

ネ ブイブ イの 方 が親化 合物 の 代謝 速度 が速 く,中 間代謝 物isof6nphos.oxon(P=0

体)が 長 時 間 集 積 した 。
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3.植 物 に お け る代 謝

トウ ガ ネ ブ イ ブ イの 寄 主 で あ る ヒ ノ キ 苗 木 に お け る 〔0.ethyl.1.14C〕 一

isofenphosの 代 謝 は,処 理 部 位 に よ る代 謝 生 成 物 の 相 違 はな いが,代 謝 速 度,

代 謝物 の 生成 量 に 差 が認 め られ た。 処 理30日 後 にお け る回 収14C一 化 合 物 に 占

め る親 化 合物 の 割 合 は,根 処 理 で は87.8%に 対 し茎 頂 処 理 で は49.6%と 根 処 理 』

の 方 が 長 期 間 残 留 した 。 主 代 謝 物 はisofenphos-oxon(P=0体)で あ り,水

溶性 代謝 物 は微量 しか検 出 されず,し か もその 代 謝 物 は脱phenyl体 に限 られ た。

ま た植 物 体 で の 移 行 性 は 下 方 よ り上 方 へ の移 行 が 顕 著 で あ っ た(Table6)。

以 上,各 生 物 で の 〔0-ethy1-1-14C〕isofenphosの 代 謝 実 験 に よ り得 られ

た結 果 を ま とめ て,isofenphosの 各 種 生 物 に お け る 代 謝 経 路 を 示 す とFig.4

に な る。 代 謝 は生 物 に よ って異 な るが以 下 の 反 応 が 関 与 す る。 ① 酸 化 的脱 硫 化

反 応(P=S→P=0へ の 変 換),② 脱phenyl反 ・応,③N一 脱alkyl反 応,

④ 脱N-alkyl反 応 。 いず れ の 生物 に お い て も極 性 化 に は 脱phenyl反 応 が 主 反 応

で あ る が,ラ ッ ト伽 伽o代 謝 で はN一 脱alkyl化 物 の 生 成 が 非 常 に 多 く、 ま

た 植物 で は脱phenyl体 の み が 生 成 され た 。

第IV章 Isofenphosの 生 理 活 性 に お よ ぼ す

光 学 特 異 性

1.光 学 異 性 体 の 殺 虫 力

isofenphosの 生 理 活 性 に与 え る光 学 特 異性 を 検討 す る た め,光 学 分 割 用 カ ラ

ム を っ け たHPLCで 光 学 分 割 したisofenphosお よ び そ のoxon体 の イ エ バ エ,

ア ズ キ ゾ ウ ム シに 対 す る殺 虫効 力 を 調 べ た結 果,光 学 異 性 体 間で 殺 虫 活 性 は異

な り,常 に㈲ 一体 が 強力 で あ り㈲ 一,←)一 体 との 殺虫 力 は他 に例 を見 な い 大 き

な差 で あ った(Table7)。

な お,←D一,←)一 〇xonのAChE阻 害 活 性 は ほ と ん ど な く,15。 値 は イ エ バ

エ お よ び ア ズ キ ゾ ウ ム シのAChEに 対 して も10-3M以 上 で あ っ た た め,前 述
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の ラセ ミ体 と同様 に活性化反応 を行 い,AChE阻 害活性 を調べ た。

2.肝 ミク ロゾ ーム ーNADPH系 にお け る活 性 化 反 応 によ る光 学 異 性

isofenphos-oxonのAChE阻 害

Fig.5,Table8に 示 す よ う に,←D-oxonは ラ ッ ト肝 一 ミ.ク ロ ゾ ー ム ー

NADPH系 と の イ ン キ ュ ベ ー トに よ り,AChEの 阻 害 力 が 高 ま っ た の に 対

し,←)一 〇xonで は 酸 化反 応 の効 果 は非 常 に 低 か った 。 ㈲ 一〇xonはmfoと の 反 応

に よ りAChE阻 害 力 が 約840倍 増 強 され た が,← →一〇xonで は 約4倍 に す ぎ ず,

生 体 内 活 性 化 に 光 学 異 性 体 間 で 大 き な 差 が 認 あ られ,こ の 活 性 後 のAChE阻

害 の15。 値 は,光 学 異 性 体 間 の 殺 虫 力 と高 い 相 関 関 係 を 示 した 。 ま た,光 学 異

性 体 と過 酸 との 化 学 的 酸 化反 応 に よ り,㈲ 一 体 の方 が(→ 一体 と比 較 して よ り強

力 なAChE阻 害 剤 と な り,mfoに よ る生 体 内 活 性 化 と 同 様,光 学 特 異 性 の 存

在 が 明確 に な った(Fig.6)

第V章 Isofenphos光 学 異 性 体 の 哺 乳 動 物

お よ び 昆 虫 に お け る 代 謝

光学異 性体間で生理活性が異 なる場合,活 性代謝物の生成分解反 応が異 性体

間で相違 があ ることが報告 されてお り,光 学異性isofenphosの 生 理 活性 を代謝

の 面か ら検討す る目的で,ラ ッ ト 伽 嘘70)お よび昆 虫 に おけ る代謝 実験 を

行 った。

1.lsofenphos光 学 異 性 体 の ラ ッ ト肝 伽 傭 プoにお け る代 謝

ラ ッ ト肝 の 細 胞 分 画 に お け るisofenphosの 代 謝 に は,光 学異 性 体 間 で 顕 著 な

差 は認 め られ な か っ た。 ミク ロ ゾ ー ムーNADPH系 に お け る 代 謝 実 験 の 結 果,

代謝 産物 は光学 異 性 体 間 で 同 じで あ り,主 代 謝経 路 の 中間 物 質isofenphos-oxon

の 集 積 は←1一体 の 方 が い く分 高 か っ た(Table9)。
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2.lsofenphos光 学異 性 体 の イ エバ エ に お け る代 謝

Fig・7に 示 す よ う に,イ エ バ エ 体 内 に 吸 収 さ れ た14C。isofenphos水 溶 性 代

謝 物 の 生 成 速度 お よ び排 泄 は,㈲ 一 体 の 投 与 の 方 が や や 速 か っ た 。oxonの 回

収 量 が(一)一体 の投 与 で 各 分析 時 間 と も3～5倍 多 く,一 方 ←→一体 はoxonか ら

の 加 水 分 解 に よ る極 性 化 反 応 の 進 行 が 速 かで あ り,光 学 異 性 体 間 で僅 か な が ら

代 謝 に差が 認め られた 。 しか し,活 性 代 謝 物 の 生 成 に お け る差,ひ い て はAChE

障 害 活 性 の 差 を説 明 で き る程 の 大 き な相 違 は な か った。

第VI章 結 論

実 験 に供 したPhosphoramidate系 殺 虫 剤 の 強 力 な殺 虫 活 性 は,従 来 か ら知 ら

れ て い るdialkylphosphorothioate系 殺 虫 剤 のP=O体 のAChE阻 害 活 性 に

依 る もの で は な く,生 体 内 で 酸 化 的 活性 化 反 応 を受 け,よ り強 力 なAChE阻

害 剤 に変 換 され る ことに 依 る こ とを 初 め て 明 らか に した。 この 殺 虫 活 性の 発 現

機 構 は,有 機 リ ン殺 虫 剤 で 示 され て き た 殺 虫 活 性 とAChE阻 害 活 性 との 相 関

関 係 とは異 な る新 しい様 式 の もの で あ っ た。 活 性 化 は生 体 内 に お け るmfoに よ

り,あ る い は過酸 との 反 応 に よ って も起 こ り,酸 化 反 応 に依 る こ とを明 ら か に

した。

生物 間 に お け る代 謝 研 究 の 結 果,生 物 種 間で 代 謝 に明 確 な差 が確 め られ た。

す な わ ち,哺 乳 動物,昆 虫 で は速 や か に極 性化 が 進行 して解 毒 分解 したの に対

し,植 物 で の代 謝 は緩 慢 で長 時 間 残 留 した。 関与 す る反 応 は生 物 に よ って 異 な

る が(1}酸 化 的 脱 硫 化 反 応(P=S→P=O),(2)脱phenyl反 応,③N-alkyl反

応,(4)脱N-alkyl反 応 で あ り,極 性 化 は脱phenyl反 応 が 主 で植 物 で は この 反 応 の

み で あ った。 な お,生 成 され た代 謝 物 に はAChE阻 害 力 を 持 つ 化 合 物 は 得 られ

ず,活 性 代 謝 物が 不 安 定 で あ る こ とが 推 定 され た。

殺 虫 活 性 に は光 学 特 異 性 が あ り,㈲ 一体 の 方 が 強 力 な殺 虫 効 力 を発 揮 した 。

光 学 異 性 体 はmfo,過 酸 との 酸 化 反 応 に よ り活 性 化 を 受 け る が,活 性 化 の 程 度
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は㈲ 一体 の方 が 大 き く,㈲ 一体 は強力 なAChE阻 害剤 に変換 した。 この 結 果

は,殺 虫活 性 と活 性 化 後のAChE阻 害活 性 との 間 に,高 い相 関 関係 の あ る

ことを示唆 した。 一方,光 学異 性体 にお け る代謝 の差 ば明確 で は な く,代 謝

物の生成 には光学 特異性は認 め られなか った。 したが って光学異性体 間に おけ

る生理 活 性の 相違 は,活 性化 の 難易 度の ほかに活 性化 された化 合物 とAChE

との親和性 などが関与す るもの と考え られ,こ れは今後検討すべ き課題 であ る。
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審 査 結 果 の 要 旨

殺虫剤の中で,有 機 リン剤は最も使用量が多 く,そ の作用機構は一般にアセチルコリンエステ

ラーゼ(AChE)の 阻害に よるもの とされている。然 し有機 リン剤の中でも窒素原子を含む

phosphora㎡idate系 化合物の生理活性発現機構については未だ不明の点が多い。

本論文は土壌害虫の防除用に開発されたphosphoramidate系 のisofenphos関 連化合物の殺虫活

性発現機構の解明と,光 学異性の生理活性に及ぼす差,動 植物,昆 虫の体内での代謝の比較検討

の結果を取 りまとめたものである。

Phosphoramidate系 化合物のAChE阻 害活性はP=S体,P=O体 を合成 して調べた結果,い

ずれも,15。 値が10『3M以 上と極めて弱く,然 もP=S体 のほうが概 してP=0体 より阻害活性

が強かった。即ち,こ れら化合物では単にP=S体 がP=O体 に変換されることで殺虫活性を発

現するものではないことがわかった。然 しphosphoramidateは 薬物酸化酵素(mfo)やm一 クロロ

安息香酸処理などでAChE阻 害活性が顕著に強められることから,生 体内ではmfoに よる代謝反

応で何らかの酸化的活性化が起 こり,よ り強力なAChE阻 害剤に変換されるものであることが明

らかになった。

次いで,14C標 識isofenphosを 合成 し哺乳動物,昆 虫,植 物体内での代謝を比較検討 し,生 物

種 間で代謝に明確な差があることを明らかにし,代 謝経路を確立した。

更に,isofenphosを 光学活性カラムによるHPLCで 光学分割し(→一体と←)一体に分けて活性を

調べた結果,isofenphos及 びoxon体 は何れもAChE阻 害活性は殆どないが,イ エバエでの殺虫テ

ス トでは(・0一体が←)一体の83.5倍 もの殺虫力を示 した。このことは(+)一体及び←)一体をmfoで 酸

化 した際に(+)一体のAChE阻 害活性が840倍 にも高められるのに,(→ 一体は4倍 しか阻害活性が

高められないことで裏付けられた。

以上本論文ではphosphoramidate系 殺虫剤の作用機構,代 謝経路,立 体構造一活性相関などに

ついて,幾 つかの新知見を加えたものであ り,審 査員一同は著者が農学博士の学位を授与 され る

資格があると判定 した。
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