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　　　　　　　　1　緒　　　言

　DCPAは選択性除草剤として広く使用されてte　9，そ

の選択性機構は主に，イネ茎葉中に存在するDCPA分
　　　　　　　　　　　　　　i）
解酵素aryl　acyian’iiclasa王の働きによることが明ら

かにされている。
　　　　　　　　　　　　　　　　　2）
　従来本酵素の活性測定には，後藤等の方法が主として

用いられているが，操作が複雑であり，検体が多数で迅

速を要する場合は必ずしも適切な方法ではない。
　　　　　　　　　　　　3）
　そこで著者等は，坂井等の報告しているアミン類と

p－dimethylaminocinnamaldehyde（p隔DAGA）との

呈色反応を，aryl　acyiamidaseにより遊i離放出され

るアニリンの検出反応に応用した結果，迅速かつ精度よ

く測定出来る事を確認したので，その結果について報告

する。

　　　　　　　　■　実験方法

　A）　酵素液の調製法

　DCPA抵抗性イネ（農林8号）の5～6葉期の茎葉

を試料として用いた。酵素液の調製法は新鮮なイネ茎葉

部を水洗後蒸留水で再度洗った後，濟紙を用いて附着水

を除き一定重量の試料を乳鉢内に細切してとり，生体重

量の2倍量：のphosp　hate　buffer（6・7×10吻M，pH

7．0）診よび少量の海砂を加えて充分磨砕する。磨砕液

をガーゼを用いて濟過し，濟液をさらに1，000x9，10

分間，0℃で遠心分離を行い沈殿物を除き，上澄液をさ

らに10，000×9，15分間，0℃で遠心分離を行V），上

澄液を酵素液として本実験に使用した。

　8）3，4一　d　ichlo　roaniline（DCA＞の検量線の作成

　DCA　16．2mgをとり2　meのエタノールに溶解し，水を

加えて14にする。この溶液の濃度はDGA，0・05μ

mole／O．5認である。このDCA溶液を水で希釈し．，　O．OOl

o．oos，　o．01，　o．02，　o．03，　o．04，0．osxtmole

／0．5・meの濃度の標準溶液を調製した。次に各標準溶液

0，S　me　vaO．2NHClO，5粥を加え，さらに0．1％p－DA一

CAエタノール溶液2　meを加えて15分間反応させ，540

nmで吸光度を測定した。

　C）　基質の調製法

　DGPA　17，4　M9をとり2認のエタノールを加えて溶

解し，さらに水を加えて100　metrcする。このD　CPA溶

液の濃度は8×10－4Mである。

　D＞　酵素活性の測定法

　8×10M4　Mの基質溶液1me　K，　L　3×10つMpho－

sphate　buffer（pH7．0）1認を加えた後，酵素液

O．　S　meを加えて，37℃，20分間反応させた。反応混

液よりO．　S　meを，tあらかじめ用意した0．2Ni｛Gl溶液

0．5認を含む試験管にとり，反応を停止させた後，0，1

％p－DACA溶液2雇を加え，15分後540π肌吸光

度を測定した。1分間に1μmdeのDCAを遊離する

酵素量を1単位とした。

　　　　　　　皿　実験結果と考察

第1図はDGPA分解酵素に．より遊離放出されたDCA

とp－DACAとの反応系を示したものである。
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第1図　DCPA分解酵i素により生成した

　　　　DCAとP－DACAとの呈色反応

第2図は反応生成物の吸収曲線を求めた結果540rm

一　49　一一



茨大農学術報告　　第22号

に極大吸収を示すことが判明した。この結果から以下の　　　本法をイネDCPA分解酵素に適用した結果は，第4

実験は540π配における吸光度を測定した。　　　　　　　図に示した通り好結果：が得られた。
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第4図　イネDCPA分解酵素の反応時間とDCA

　　　　の遊離放出との関係

第2図　p－DACAによるDCA呈色の吸収曲線

　第3図に示したようにDCAの濃度とP－DACA添

加による反応生成物の吸光度との間に比例関係が成立し，

特に0．001μmole～0．05μmoleの濃度範囲では明

確に直線関係が成り立つことを認めた。この結果からG

Ds40＝1はOiO416μmole　DCAに相当し，酵i素単．

位は次式によって求められる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　酵素単位／nd＝△O．　D．×Oi　208×　　　　　　×
　　　　　　　　　　　　　　　　　酵素液（nd）

　　　　　　　　　　　1
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　本法と，後藤等のジアゾカンプリング法とを比較した

場合，発色の感度は約10倍増大し，発色の際，冷却等

の必要もない。本法は微弱な酵素活性の測定にも利用出

来るばかりでなく，又多数の検体の測定にも簡単に利用

出来る特徴をもつものである。
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第3図　P－DACAによるDCAの標準曲線
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary　　　　　　　へ

　　　A　sensitive　method　was　developed　for　rapicl　estimatiolt　of　DCPA　（Propanil）　hydrolase

activity　in　the　rice　plant　using　DCPA　as　a　substrate．

　　　The　determination　of　3，　4－dichloroaniline　（DCA）　which　liberated　by　DCPA　hydrolase　is

performed　colorimetrically　using　p－dimethylaminocinRamaldehyde　（p－DACA）　as　a　color　rea－

gent．

　　　The　rapid　estimatlon　rnethod　was　follows：

　　　　A　typical　2．5　ml　incubation　mixture　contained　O．5　ml　of　the　enzyme　solution，　1　ml　of

8×10一‘　M　DCPA，　and　1　ml　of　1．3×10－i　M　phosphate　buffe1一　（pH　7．0）

　　　After　incubation　at　37　eC　for　20　minutes，　O．5　ml　of　this　mixture　was　transfered　to　ano－

ther　test　tube　containing　O．5　ml　of　O．2　N　1－ICI　in　order　to　stop　the　eRzyme　reaction　and　then

2　ml　of　O．1　％　p－DACA　solution　in　ethanol　was　added　to　the　test　tube．　After　15　miRutes，

the　color　density　of　azo　dye　was　measured　with　a　photometric　colorimeter　at　540nm．
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