
選択性除草剤に関する研究
第6報　高等植物におけるDCPAおよびその類縁化合物の酵素的水解

赤塚弄巳・大場達夫

Studies　on　Selective　Herbicides

VI．　Enzymatic　hydrolysis　of　DCPA　and　its　derivatives　in　higher　plants

TADAMI　AI〈ATsuKA　aRd　TATsuo　OHBA

9。　緒 言

　高等植物におけるDCPA或はその類縁化合物の酵素

的水解，aryl　acylamidase　I（基質，3，4－DCPA），　aryl

acylamidase豆（基質，2，5－DCAA）等の分布およびこ

れら植物間におけるaryl　acylamidase活性の量的関

係等を調べるために本研究を行った。特に量的関係では

DCPA抵抗性イネを基準にして比較検討を行った。

　イネ以外の高等植物におけるDCPAの水解について

は1972年Hoagland等1）により西洋タンポポ，ノ＝ギ

リソウ，野生ニンジンなどの植物が若干の活性を示すこ

とを報告した。またチューリップから3，4－DCPA水解

酵素の一種を分離した報告2）がある。

　今回著者等は約30種の植物について実験した結果，

特にイネ科植物に関しては4群に分けられる。

　第1群は3，4－DC：PAやその類縁化合物に対し強い活

性を示しこの群に属する植物はDCPA抵抗性イネ全般

にわたり，普通我が国において栽培されている水陸稲な

ど殆ど全部のイネである。（選択性除草剤に関する研究

第1報参照）3）

　：第2群は2，5－DCAAに対し最も強い活性を示し，こ

の群に属する植物はタイヌピエをはじめとしイヌビエ，

オヒシバ，メヒシバ，エノコログサ等の雑草群である。

　第3群はDCPAやその誘導体に広く活性を示すが，

しかしその活性はイネ即ち1群に比較して微弱である。

この群に属する植物はオーチャードグラス，イタリアン

ライグラス，カゼクサ等である。

　第4群はDCセAおよびその誘導体に対し殆んど活性

を示さない植物群でススキ，チカラシバ等がこの群に属

するようである。

　イネ科以外の植物ではセリ科，ナス科，キク科の若干

の植物がDCPAなどの基質に対して活性を示すことが

判った。以下これらの結果について報告する。

2。　実　験　方　法

　（A）　試料植物

　本実験に使用した植物は28種である。イネはH本晴

タイヌビエ，イヌビエ等は5葉期の茎葉を用いた。メヒ

シバ，オヒシバ，オーチャーードグラス，カゼクサ，チカ

ラシバ，エノコログサ等は出穂期のものを採取した。セ

リ科，ナス科の若干の植物は実験論場より採取した。そ

の他の植物は7月から9月にかけて由野に自生する植物

を採取して実験に用いた。

　（：B）酵素の抽出

　試料植物を採取後，蒸溜水で充分洗い附着した水分を

濟紙で吸いとり，生体重量と等量：の1／15M　phosphate

buffer　pH　7．0　（O．　OIM　EDTA，　O．05　M　2－mercapeo

ethano1を含む）を加え，氷冷しながら乳鉢申で海砂と共

に充分磨題し，磨砕物は冷凍遠心器ではじめ1，000×g，

10分，0℃で遠心分離を行い，上澄液をさらに20，000×

g，2◎分，0℃で遠心分離を行い，上澄液を粗酵素液とし

て用いた。

　（C）　基質緩衝液の調製

　酵素実験に使用した4種の基質およびその略号は次の

通りである。

　　　3，4－DCPA　3，4－dichloropropionanilide

　　　2，3－DCPA　2，3－dichloropropionanilide

　　　2，5－DCAA　2，5－dichloroacetanilide

　　　3，4－DCAA　3，4－dichloroacetanilide

　基質はすべて1／15Mphosphate　buffer　pH　7．0（1％

ethanolを含む）に溶解し，400μモル溶液となるよう

に調製した。
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　（9）　酵素力の測定法

　DCPA或はその類縁化合物がaryl　acylamidaseの作

用により・a皿ide　bondが切断され，放出されるdichlo－

roani1勧e（DCA）をN一　（1－naphthy1）ethylenediamine

（NED）とcouplingさせ比色定量する後藤等4）の定量法

を著者等5）により酵素試験のために微量化した方法を用

いた。

　即ち酵素反応管に基質緩衝液2．◎mlをとり所定渥度

（4e℃が普通である）に5分間pxeincubationを行い，

0．　5　mlの酵素液を加えた瞬間を反応始発時とし直ちに

0．5・mlを試験管にとる。さらに一定時間反応させた後

毎に0．5　ml宛を試験管にとり，すべてに氷冷水2鰯，

2％NaNO2溶液◎．1m♂，酢酸，塩酸，水（4：1：1）

混液1．5　mlを加えて撹搾し，20℃以下で5分聞放置す

る。ついで10％NH40SO2：NH2溶液0．2m1を力舞え10

分後1％NED溶液0．1ml’および水0．6　mlを加えて

よく撹回し15分間放置後550　mPtで比色定量する。：DCA

としてQ．◎2～◎．2μmo1の範囲で満足すべき定量結果を

得た。酵素活性の測定は特記しない限り1／15Mpho・

sphate　buffer　pH：7．0，40℃，24時聞反応を行った。タ

ンパク量の測定はLowry法6｝により行った。この実験

における比活性は上記の反応条件下で遊離放出される

DCAの搬μモルを反応混液中に含まれる酵素タンパク

量mgで除した値を比活性とした。

3．　実験結果と考察

　実験結果は第王表に示した。今回の実験に用いた約30

種の植物の内訳はイネ科11，セリ科6，ナス科5，キク

第1表　各種植物のDCPAとその誘導体の酵素的水解
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科2，その他4である。

　基質として用いた化’合物は4種でaryl　acylamidase　I

の代表的基質として3，4－DCPAと2，3－DCPAを選び，

aryl　acylamidase∬の代表的基質として2，5－DCAAと

3，4－DCAAを選んだ。これら4種を基質とし，28種の

高等値物から酵素を抽出して反応させた結果を第1表に

示した。

　イネ科植物の場合現在までの結果からおよそ4つの群

に分類することが可能である。

　第1群は普通のイネ即ちDCPA抵抗性イネであり一

般に栽培されている水陸稲全般を含みこの群に属するイ

ネはコシヒカリ，日本晴，レイメイ，フジミノリ，ミヨ

ウジraウ，トドロキワセ，農林8号，農林濡26号，田優

などがあげられる。しかもこれらのイネは4種の基質に

対する活性も強く既に赤塚7）により報告されているよう

にaryl　acylamidase　I，豆を含む謡物である。

　第∬群はヒエによって代表される植物群でその他の植

物ではオヒシバ，メヒシバ，エノコログサ等がこの群に

含まれる。4種の基質のうち特に2，5－DCAAに対し強

い活性を示すいわゆる‘‘aryl　acylamidase　ff　”のみを

含む植物群である。この植物群のもう一つの大きな特徴

はすでに著者によって指摘したように3，4－DCPAに対

する活性が全く検出できないことである。このことはこ

れに属する植物群がいわゆる‘‘aryl　acylamidase　I”

を欠損していると考えられる。松中8｝の発見した：DCPA

感受性イネもこの群に属するものである。

　：第1群に属するイネと第H群に属するヒエを二心とし

た若干の雑草群との間のDCPAによる選択的殺草機構

は前述の2つの酵素系の結果から見事に説明できたわけ

である。

　：第猟群はカゼクサをはじめとしオーーチャーードグラーー

ス，イタリアンライグラスがこれに属する。即ち4つの

基質に対し活性を示すが，第1群に比較して活性は極め

て微弱である。

　DCPAに対する活性のみを第王群のイネと第皿群の

カゼクサを比較した場合，カゼクサの全活性はイネの全

活性の約5％であり，イタリアンライグラスの場合はイ

ネの約10／。に過ぎない。この事実は既に著者等5｝によっ

て指摘したように第薫群に属する植物は第∬群の植物

よりはDCPA処理によって若干の抵抗性を示す結果を

得た。

　第IV群に属する植物はススキ，チカラシバ等であり，

4種の基質に紺していつれにも作用しない。この群につ

いてはさらに多数のイネ科植物に対して実験を試み，同

時にDCPA散布による試験も併せて検討しなければな

らない。

　その他の調物について試験した結果，セリ科ではパセ

リ，ミツバの場合かなり強い活性を示し，ナス科ではピt’一’一

マンが比較的強い活性を示した。またすでにHoagland

等1）により報告されているようにタンポポがDCPAに

対して強い活性を示した。

　DCPAに対する水解活性についてイネのそれと比較

した場合，ミヅバの場合約10％，タンポポの場合約20％

であった。

　セリ，チドメグサ，ナス，シソ，イヌタデ，アカザ・

オオバコ等の植物の場合いつれの基質に対しても活性は

認められなかった。
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Summary

　　　　About　thirty　different　plants　were　surveyed　for　hydrolytic　enzymes　which　were　able

to　split　3，4－dichloropropienanilide　（DCPA＞　and　its　derivatives，　and　the　results　were　shown

in　Table　1　as　specific　3ctivities．

　　　　Distribution　of　DCPA　hydrolytic　enzyme　（aryl　acylamidase　1）　was　approximately　300／o

of　plants　tested，　but，　2，5－DCAA　hydrolytic　enzyme　（aryl　acylamidase　ll）　was　distributed

widely　about　600／o　of　the　plants　tested．

　　　The至evel　of　the　hydroエys量s　of　these　compounds　wa．s　quite　variable　in　the　different

plant　extracts．　The　highest　specific　activity　on　DCPA　was　fo“nd　in　rice　plant　stem　and

leaf　extracts，　and　the　highest　specific　activity　on　2，5－DCAA　was　found　in　barnyard　grass

stem　and　leaf　extracts．

　　　In　Gramineae　p！ants　teSted　in　this　report，　we　classified　4　plant　groups．　The　plants

belong　to　first　group　should　be　called　DCPA　resistant　rices　plant　which　distrlbute　widely

and　commonly　in　Japan　aRd　these　rice　plants　have　both　aryl　acylamidase　1　and　ll．

　　　The　plants　belong　to　second　groixp　sheuld　be　called　DCPA　sensitive　plants　which

distribute　widely　such　as　barnyard　grass，　crab　grass，　etc，　and　these　plaRts　jgst　have　aryl

acylamiddse　ll．

　　　The　p］ants　belong　to　third　group　were　love　grass，　orchard　grass，　etc．　These　plants

also　have　both　aryl　acylamidase　1　and　E，　but　the　activities　were　extremely　weak　as

compared　with　first　group．

　　　The　plants　belong　to　fourth　group　are　swaRp　foxtail，　Japanese　plume－grass，　etc．，　and

no　activities　were　found　in　4　substrates　tested．
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