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〔昭和31年5月1日 受稿 〕

昭 和27年 以 来 パ ラ チオ ンが 稲 の ニ カ メイ虫

の防 除 に多 量 に使用 され る様 に なつ て以 来,

一連 の有 機燐 製 剤が 農薬 界 の寵 児 となつ た が
,

従 来 の農薬 とは そ の作 用 が異 り,浸 透 が強 い

ので取 扱 い の不 備,不 注 意に よ り数 多 の犠 牲

者 を 出す に至 つ た1),パ ラチ オ ン(parathion) 

diethyl-p-nitrophenyl thiophosphateが ニ カ メ

イ虫 を殺 す 機 転は まだ明 か に され て いな い .

薬 剤が 強 い コ リンエ ス テ ラー ゼ(ChE)活 度

抑 制作 用 を有 す る こ とは 周知 の 事実 で あ るが, 

ChEは 昆 虫 の生理 に 殆 ど関 係 を 有せ ず,そ の

神経 興奮 に際 し てシ ナ ップ ス及 び末 端装 置に

ア セ チル コ リンの分 泌 を見 な い点 か ら想 像 す

る とラパ チ オンが 昆 虫 のChE活 度 を失 わ せ

る こ とに よつ て これ を殺 す のだ とは考 え られ

な い2).し か し人 に於 ては このChE活 度抑 制

作 用 が 中 毒 の有 力 な原 因 で あ る.一 説 に よれ

ば 本薬 剤 はChEに 結 合 して これ を 失 活 さす

が,自 ら もChEに よつ てdiethyl phosphate

とp-nitrophenolに 分解 され る と云 う3)4).実

際 に本 薬 剤 中毒 患者 の尿 か らp-nitrophenolが

検 出 され る こ とは 古 くか ら知 られ て い る事 実

であ る5).ま た肝 切片 に パ ラ チ オンを作 用 さ

す と一 旦p-nitrophenolを 生 じ,次 いで 更 に

分解 され て別 の無 毒物 質 に な る とい う報告 も

あ る6).

私 はパ ラチオン中毒の研究中偶然に もヒ ト

の血清がある特定 の条件に於 て本薬剤 の分解

を促進す ることを発見 し,こ の分解促進能力

を測定す る方法を考案 したか ら,こ こにそれ

を報告す る.な お同時に血清パ ラチオン分解

能 の本態について もふれて見 たい.

実 験 方 法

パラチオン分解促進能力の測定法

試 薬

1) 重 曹-炭 酸 曹 達 緩 衝 液(pH 9 .37):　 特

級 試 薬 を 使 用 し て1/10M-NaHCO3水 溶 液

(8.4g/dl)お よ び1/10M-Na2CO3水 溶 液(無

水 物 と し て10.6g/dl)を つ く り, 2.5 7.5容

比 に 混 合 す る.

2) パ ラチ オ ン乳 濁 液　 富士 化 学 パ ラ チ

オン乳 剤(47%) 0.4mlをH2O(蒸 溜 水)で

うす め て5.0mlに す る.

3) 5N-HCl:　 一 級 品 塩 酸(12N
,比 重

1.18)をH2Oで2.4倍 に す る .

4) 0.7N-NaOH:　 Merckま た は 特 級 品

苛 性 ソー ダ を 以 つ て2.8g/dl水 溶 液 を つ く る .

5) エ チル エ ー テル(一 級品)

操 作
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(1) 試 験 管A及 びBを 用 意 し,各 々に 血

清0.2mlお よびH2O 0.5mlを 入 れ, Bは コ

ル ク栓 で密 栓 して 沸騰 水に8分 間 漬 け,と り

出 して直 ちに流 水 で冷 却 す る.

(2) A, Bと もに 緩 衝液1.0mlお よび パ

ラ チ オ ン乳 濁 液0.5mlを 加 え て 混 和 し,す

ぐ37℃ の恒 温 槽に つけ, 1時 間 放 置 す る.

(3) 時間が来た らと り出 して各 々に5N-

HClを1滴 ずつ落 し,エ ーテル5.0mlを 加

えて試験管に コル ク栓を してはげ し く40回 上

下に振 盪 して放置す る.エ ーテル層が分離 し

た ら,こ れを傾斜 して別 の試験管に移 し残余

のエーテル層を ピペ ットで殆ど完全に吸い取

つ て同 じ試験管に入れ る.こ の抽出操作を前

後3回 繰返えし,エ ーテル層を全部集め る.

(4) これ に0.7N-NaOH 5.0mlを 加 え て

コル ク栓 を し て40回 はげ し く上 下 に振 盪 す る.

濾 液 が 分 離 した らエ ー テル 層 を アス ピレー タ

ー で吸 引 して完 全 に 除 き ,ア ル カ リ層 を東洋

濾紙No. 7で 濾 し,透 明 な濾 液 を 集 め る.

(5) Aお よびBの 濾 液各 々2.0mlにH2O 

5.0mlを 加 え て稀釈 し,石 英 液 槽(1.0cm)に

入 れ,島 津Beckman (QB)分 光 光 度 計 に か

け(光 源:タ ング ステ ンラ ンプ)波 長397mμ

に おけ る吸光 度 を 読 む.

(6) あ ら か じめp-nitrophenolを0.7N-

NaOHに と か し て こ し ら え た 標 準 液(0.00, 

0.63, 1.25, 2.50, 5.00お よ び10.00γ/ml)

に つ い て 作 製 し た 検 量 線 にAお よ びBの 吸 光

度 を 照 し 合 せ て 各 々 の 濃 度 α お よ び βγ/ml

を 求 め る.血 清 パ ラ チ オ ン分 解 能 力 は87.5×

(α-β)γ/mlと し て 与 え られ る.

本測定法の吟味

この方 法 を考案 した直 接 の動 機 は全 く偶 然

の観 察 で あ つた-パ ラチオ ンが ア ル カ リ性

メヂ ウ ムに於 てp-nitrophenolを 放 出 し て無

効 物 質 に な る といわ れ てい た ので7),そ れ を

た めそ うと思 つ て パ ラ チ オ ン乳 剤 に重 曹 ・炭

酸 曹達 緩 衝 液(pH 9.37,血 清 アル カ リフ ォ

ス フ ァター ゼ定 量 に使 用 して いた もの)を 加

え て37℃ 恒 温 槽 に入 れ る時,つ い で に ヒ ト

血清を少量 これに添加 して見た ところ,血 清

を混 じた管が他の ものに比べ てずつ と明瞭に

黄染す ることを知つた.こ の観察か ら血清が

パ ラチオンの加水分解 を促進す る物質をか な

り多量に含 んで いると推定 され たので,こ の

分解促進能力を測定 す る方法を工夫 したので

あ る.パ ラチオンは褐色ない し赤褐色の液体

で水に とけに くいか ら,そ の ままでは血清 と

混ず ることが 出来 ない.故 に私は これを膠質

状態に分散 させた富士化 学 の 乳 剤 を 使 用 し

た.

(1) 至適 温度

図1.　 パラチオンの血清に よる分解 の

至適温度

実験 条 件:温 度 を変化 させ た外は 全 く本 文記 載の

通 り,本 法 におけ る定 量誤 差は 大 き くて も0.03γ/ml

(即 ち3単 位)を 超 え ない, AとBの 差は 誤差の20-

80倍 で あ るか ら,そ れが 定量 誤差の 産物 でない こと

は明 かで あ る.

血 清0.2mlにH2O 0.5mlを 加 え て沸騰 水

に8分 間 つけ る とそ の蛋 白 質が 変 性 す る.こ

れ に緩 衝 液1.0mlお よび パ ラチ オ ン 乳 濁液

0.5mlを 混 じて15° ～58℃ に1時 間加 温 す る

と図1の 曲線BBに 見 る如 くか な り多 量 の

p-nitrophenol遊 離 を見,殊 に 温 度 が40℃ を

こす と加 速度的 に 盛 に な る.こ れ に反 して血

清0.2mlにH2O 0.5mlを 加 え,全 然 熱処 理

をせ ず,緩 衝 液(1.0ml)と パ ラ チ オン乳濁

液(0.50ml)を 混 じた も の は 同 じ図 の 曲線

AAに 示 す様 に,常 に 加 熱 した もの(BB)よ

り多 くのp-nitrophenolを 生 ず るが,こ れ は

37℃ に最 大 のp-nitrophenol遊 離点 を有 し,

それ 以上 の 温度 で はか えつ てp-nitrophenol産
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生が減 り, 58℃ に至つ て熱処理をしたBB

と全 く同一にな る.故 にAとBの 遊離p-nitro

phenol差 は37℃ で最大で ある.斯様に15°～

58℃ の温度域に於 てAAがBBよ り高い分解

能力を示すのはおそ らく血清内の易熱性物質

がパラチオン分解 にあづか るためだろ うと考

えられ る.そ してこの易熱性物質の作用が最

大限に発揮 され る至適 温度は37℃ であると

考 える.

(2) 至適pH

ヴ ェロナ ール緩 衝 液(pH 6.70～8.10)8)及

び重 曹 ・炭酸 ソーダ 緩衝 液(pH 8.30～10.66)

を使 用 して 実験 方 法 の項 に記 した操 作 に準 じ

て(温 度37℃)メ ヂ ウムのpHと 血 清 易熱

性 物質 に よつ て遊 離 し て来 るp-nitrophenolの

量(図1のAA～BBに 相 当)と の関 係 を し ら

べ る と図2に 見 る如 くpH 8.6～8.8に 於 て

最 大 の遊 離 量が 得 られ た.即 ち この易熱 性物

質 の作用 はpH 8.6～8.8で 最 も著 明で あ る

か ら,こ れ を至適pHと 見做 し て よい.私 の

経 験 では 重 曹-炭 酸 ソーダ緩 衝 液1.0mlに 血

清0.2mlを 混 ず る と丁 度pH 8.6～8.8に な

る.

図2.　 緩衝液,基 質お よび血清を混 じた液の

pHと パ ラチオンの分解 との関係(至 適pH)

実験 条件:緩 衝 液のpHを 変 化 させ た外 は全 く本

文内記 載の 通 り, pH 10.66-8.30の 区間 はNaHCO3-

Na2CO3緩 衝 液, pH 8.10-6.70の 区 間 は ベ ロナール

緩衝 液 を使 用 した.

(3) 加温時間

至適pH 8.6～8.8,至 適 温 度37℃ に 於 て

本 測定 法 の加 温時 間 を0分 か ら180分 の範 囲

で 発 動 させ,非 熱処 理 血清 に よ り遊 離 され る

p-nitrophenolの 量(図1のAAに 相 当)を し

らべ ると図3に 示す 通 り50分 目 までは 略 々直

線 的 に 増加 す るが, 60分 目頃 か ら平 坦 部 には

い り, 120～180分 で は極 限値 に達 し て不変 と

な る. 60分 目の遊 離 量は120分 目のお よそ80

%で あ る.故 に37℃ 1時 間 の加 温 が最 適 と

判断 され る.

図3.　 血清 のパ ラチ オ ン分 解 に よ り生成 した

パ ラニ トロ フ ェ ノー ルの 時間 的推 移

(4) パ ラチ オン乳濁液の濃度

表1.　 パ ラチ オン乳濁 液 の濃 度 と遊 離

し て来 るパ ラニ トロ フ ェ ノー ルの 量

この方 法 で指 定 し た 濃度 の1/4～3倍 の範

囲 にわ た つ て検討 し て見た(37℃, pH 8.8)

が,表1に 見 る如 く富士 化 学 パ ラチ オン乳 剤

の0.4mlを 蒸溜 水 で5mlに うす めた ものが最

も多 量 にp-nitrophenolを 遊 離 させ,こ れ 以

上 濃 い 液 お よび これ 以下 の うす い液 で は パ ラ

ニ トロフ ェ ノー ル の遊 離量 が す くな か つた .
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即ち本法 のパ ラチオン乳濁液濃 度が最適であ

ることがわかつた.

(5) 血 清 の 量 と遊 離p-nitrophenol量 と の

関 係

本 法 に 於 て血 清 の量 を0.013ml-0.40mlの

区間 にわ た つ て変 動 させ,易 熱 性物 質 に よ る

遊 離p-nitrophenolの 量(図1のAA-BBに

相 当)を し らべ たが,図4に 示 す様 に0.05～

0.40mlの 間 で は 血清 の量 に比 例 して 直 線的

にp-nitrophenol遊 離 量が 増 加 す るのを知 つ

た.故 に本 法 で 指 定 した 血 清 使用 量0.20ml

は適 当 と考 え られ る.

図4.　 使 用する血清の量 と遊離 して来 る

パ ラニ トロフ ェノールの量 との相関々係

(6) エ ー テ ル に よ るp-nitrophenolの 抽 出

本 法 に 於 て使 用 して い るエ ー テル5mlに よ

る3回 抽 出は パ ラチ オ ン乳濁 液 と血清 の混 合

液 内 に生 じたp-nitrophenolの96～98%を 回

收 す る(表2).

(7) 検量線

この方 法 で注 意 す べ きは 抽 出 して アル カ リ

液 層に移 行 させ たp-nitrophenolを 必 ずBeck

man分 光 光 度 計で 比色 す るこ とで あ る. Beck

man分 光 光度 計 に かけ る とパ ラニ トロ フ ェノ

ール は397mμ(波 長幅6mμ に な る様 ス リ ッ

ト幅 を 調節)に 於 て最大 吸 收 を 示 し, 0.00～

10.00γ/mlの 濃 度 範 囲で 原 点 を通 る直線 的 検

量線 を与 え る(図5).普 通 の濾 光 板光 電 比色

計 では 検 量線 が著 し く彎 曲す るか ら 自信 を以

つて比色出来ない〓 また定量の感度がずつ

と悪 くな る.

表2.　 エ ー テ ルに よ るパ ラ ニ トロ

フ ェ ノー ル の抽 出

図5.　 本法 の検量線
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(8) 血清易 熱性物質 のパ ラチオン分解 能

はNi¨ の存在によつて阻止され る.

血 清 易熱性 物 質 の パ ラチ オン 分解 能 はNi¨

の混 入 に よつ て強 く阻 止 さ れ る.即 ち 血 清

0.2mlをH2O 0.5mlで うす め,こ れ に 重曹 ・

炭酸 ソーダ緩 衝 液1.0mlを 加 え,硫 酸 ニ ッケ

ルNiSO4溶 液(可 及的 少 量)を 添 加 し,最 後

にパ ラチ オン乳濁 液 を以 つ て全液 量 を2.2ml

に して本法 に 準 じて 血清易 熱性 物質 のパ ラチ

オ ン分 解 能(図1のAA-BB)を 測定 したが,

この際 上記 全 液 量 内のNi濃 度が2×10-2 Mol

に達 す る とNiの 阻 止作 用 が顕 著 にな り, Ni

を添 加 しなか つ た場合 の4～8%に お さえ ら

れ るこ とを 確認 した.

(9) 本法 の精度

同一血清について二重測定を行 つた場合の

定量値の くいちが いは2%を こえ な か つ た

(表3).

考 按

表3.　 本法 の精度(二 重測定の くいちが い)

以上37例 二重測定の喰違い(%)

前節 の吟味に述べた内容か ら明かな通 り,

血清 のパ ラチオン分解促進物質は熱に弱 く,

温度が58℃ になると効力を失い,特 定 のpH

範囲(8.6～8.8)に 於 て最大の能力を発揮 し,

血清の量に比例 して分解 も盛になるが,パ ラ

チオンの量が余 り多いと血清のパ ラチオン分

解能がおさえ られ る.こ れらの性質はいずれ

も酵素のそれに一致す る.酵 素は易熱性物質

でその 活度の至適pH及 び至適温度を有 し,

その量に正比例 して活度が旺盛にな るが,基

質を一程度以上に増加す るとかえつ て活度が

衰え る(す くな くとも増加 しない)の を通則

とす る9).パ ラチオンの分解 がNi¨ に よつて

抑制 され る事実 もまた血清内に含 まれている

パ ラチオン分解促進物質が酵素であるとい う

見解 を支持す る.私 が調べた範囲では この易

熱性物質が酵素であ ることを否定す る所見は

なかつた.従 つ て私は血清のパラチオン分解

能力は酵素作用にもとず くと見做 して よい と

思 う.文 献を あ さつ た ところAldrige10)が

1953年 にパ ラチ オン類 似 のE600 (diethyl-

p-nitrophenyl phosphate)を 分解す る酵 素 を

発 見 し,こ れ をA-esteraseと 命 名 し て い る

こ と を 知 つ た.彼 に よ れ ばE600-esterase (A

-esterase)は68℃ 5分 間 の 加 熱 に よ り失 活 し
,

50℃ 5分 間 の 加 温 で は わ ず か に 活 度 を 害 せ ら

れ る.活 度 の 至 適pHは7.4～7.6で,硫 酸 銅

及 びp-chloromercuribenzoic acidに よ り抑 制

さ れ,sodium iodoacetateも こ の 酵 素 の 活 度

を 阻 止 す る.こ の 酵 素 はglobulin分 屑 に 存 在

す る と 云 う.こ れ とパ ラ チ オ ン分 解 酵 素 とを
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比 較す ると,既 に述べた ところか ら明かな通

り至適pH及 び抑制剤がちがつてい る.パ ラ

テオ ン分解 酵素は硫酸銅 に よつて多少失活す

るが,そ れ よ りも強 く硫酸 ニ ッケルの添 加に

よつて活度を抑制 され る.パ ラチオン分解酵

素は血清アル カリフォスファター ゼ11)と同一

の至適pHを 有 してい る.し か し私が しらべ

た範囲では血清 パラチオン分解能力は血清ア

ルカ リフォスフ ァターゼ活度に平行せず,そ

れ と無関係であつた(表3).ま た血清アル カ

リフ ォスフ ァターゼはfluorideに よ り抑制 さ

れ るが,パ ラチオン分解能は これに影響 され

な かつ た.

パ ラ チ オ ンは生 体 内に 於 て コ リンエ ステ ラ

ー ゼ(ChE)11)に 結 合 し
,こ れ を失 活せ しめ

るが,パ ラチ オ ン自 身はChEと の 結 合 に よ

つ てSを 失 いOを と り入 れparaoxon*-パ

ラチ オ ン よ りも更 に 毒性 の強 い 物質 で,一 部

の人 は パ ラチ オ ンの生 体 に対 す る毒性 を本 物

質 に帰 して い る-と な り,や が てdiethyl-

phosphate-ChE結 合物 とp-nitrophenolに 分

解 す ると考 え られ て来 た2).パ ラ チ オンを 肝

ス ラ イ スに加 え る と一 過性 に よ り毒 性 の強 い

物 質 を生 ず る事 実 は この見解 を 支持 す る6)13).

この種 の意 見 に よれ ば パ ラチ オンを分 解 して

p-nitrophenolを 生 ず る物 質 はChEだ と結 論

され るが,私 が 云 うパ ラチ オ ン 分 解 物 質 は

ChEと 異 つた性 質 を 持 つ て い る.先 ずChE

の 至適pHは6.7～7.714)で あつ て,パ ラ チ

オ ン分解 物 質 の それ よ りも酸 性 側 に偏 してい

る.ま たChEは エ ゼ リンに よつ て著 明 に 活

度を抑制 され るが,パ ラチオン分解 物質はす

こしも影響 を受けなかつた.従 つてChEが

パ ラチ オンの分解にあずか ることは間違いな

い としても,こ の他 に もつ とそれ よりも分解

能の強 い酵素が血清内に存在す ると想像 せざ

るを得ない.事 実私はChE活 度 とパ ラチオ

ン分解能 とは平行 しないことを観察 している

(表4).要 す るに私が血清 内に見出 したパ ラ

チオン分解能 を有 す る物質は酵素的性格 を有

してい るが,そ れは従来 パラチオン中毒に関

連 して考察 された どの酵素 ともちがつたもの

であ ると云 え るだろ う.

結 論

私は偶然 の機会 に ヒ ト血清がパラチオンを

分解す る現象 を知 り,こ れ を くわ し く検討す

るために自 ら定量法を案 出した.そ して この

定 量法 の使 用及びその吟味実験を通 して血清

パ ラチオン分解能が酵素作用にもとず くもの

と推定 した.こ の酵素は アル カ リフォスファ

ターゼ,コ リンエステラー ゼ及 びA-エ ステ

ラー ゼ(E-600エ ステ ララー ゼ)な どとは異

る性質を示 した.私 の定量法に よつ て測定 し

た血清パ ラチ オン分解能 の数値は男子: 134

±45γ/ml,女 子: 180±62γ/mlで あつたが,

その詳細は別 の報告で述べ ることにす る.

擱筆するに臨み,御 懇篤なる御指導と御校閲の労

を賜つた恩師柴田進敎 授に深甚なる謝意を表 し,併

せて御校閲を賜つた岡山大学医学部緒方益雄敎 授並

に大田原一群敎 授に深甚なる感謝を捧げる.
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Studies on Parathion-Splitting Enzyme.

Part 1. Parathion-splitting activity of blood serum with 

special reference to its estimation.

By

Teiji Shiigi

During the course ofour study on parathion (organophosphorus insecticide) poisoning we 

happened on the discovery that the human blood serum promoted the decomposition of this 

insecticide. A procedure for the estimation of the promoting activity of blood serum in split

ting parathion was developed to examine this phenomenon quantitatively. In this procedure, 

the mixture of serum, emulsion of parathion and bicarbonate-carbonate buffer of pH 10 in a 

fixed proportion was incubated at 37℃ for an hour, and the amount of paranitrophenol 

liberated from parathion was measured by colorimetry to express the splitting activity in 

terms of γ of paranitrophenol per ml of serum. A new enzyme that had not hitherto been 

described was supposed to be responsible for the parathion-splitting activity of serum after 

careful examination of its property with special reference to the ambient conditions (pH of 

the medium, temperature, amount of substrate used, inhibitor, etc.). The enzyme was quite 

different from alkaline phosphatase, cholinesterase and A-esterase (E-600 esterase) which had 

been believed to be concerned with the detoxication of parathion. Normal range of parathion 

splitting activity of human serum by the proposed method of the author was 134±45γ/ml 

for males and 180±62γ/ml for females.


