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Methopreneのカイコに対する幼若ホルモン活性

　　　　　　へのcyc1odextrin包接化の影響

申村利家＊・持田和男＊・斎藤修＊。木村由紀雄＊＊

Effect　of　Methoprene　Comp1exat1on　w1th　Cyc1od．extr1ns

　　on　the　JuYem1e　Hor皿one　Act1v1ty　to　S11kworm

Tosh11e　NAKAMURA，Kazuo　MocHIDA，Osalmu　SA工T0

　　　　　　　　　and　Yuk1o　K工MURA

　It　has　been　known　that　the　apP11cat1on　of血ethoprene，one　of　Cecrop1a］uvem1e

hormone（JH）ana1ogues，de1ays　lmetamorphos1s1n5th1nstar1ar∀ae　of　s11kwor皿，Bo刎的”

榊oZz　L，and－resu1ts1n　the1ncrease　of　s11k　prod．uct1on　　Th1s　stud－y　was　camed－out　t0

know　the　effect　of　cyc1odextr1n1nc1us1on　of　methoprene　on　the　JH　act1v・1ty　lMethoprene

was1nc1uded　w1thαand　β一cyc1odextnns（CD）and。α　andβ＿cyc1od．extrm　peracetates

（CDA）In　the　app11cat1on　w1th　d．methy1su1fox1de－m－ethano1m1叉ture　as　a　coInmon　so1▽ent，

the　feedmg　Per・od．after　the　apP1・cat1on　was　c1ear1y　pro1onged　mβ一CD　and一β一CDA

comp1exes　but　near1y　equ1va1ent　mα一CD　andα一CDA　con1p1exes　m　compar1son　w1th

free皿ethoprene　Wh11e，1ntheapp11cat1onw1thacetoneas　so1∀ent，the　act1v1ty　ofα一CDA

andβ一CDA　co＝mp1exes　was　equa11y　supenor　to　that　of　free岨ethoprene　For　a　good

act1y1ty，the　se1ect1on　of　so1▽ent　was1mportant　The　cocoon　we1glht　was　apparent1y

mcreased－w1th　the　pro1ongat1on　of　feed1ng　penod一，whereas　the　cocoon1ayer　we1ght　was

not　a1ways　so　and　the　cocoon　1ayer　rat1o　was　d．ecreased－w1th　the　h1gh　act1∀1ty

On　the　cut1c1e　of1ar▽ae，the　d－1sappearance　rate　of皿ethoprene1nβ一CD　anaβ一CDA

com．pIexes　was　apparent1y　s1ow　com．pared　to　free皿ethoprene　It　appears　that　the　s1ow

re1ease　of　methoprene　resu1ted1n　h1gh　act1v1ty　of　the　comp1exes

　　　　　　　　緒　　　　　言

　幼若ホルモン（Juvem1e　hormone　JH）活性物質を

カイコ，Bo励脾肌0”L．，の終令幼虫に投与すると、

食桑期間が延長され繭重および繭層重が増大することは
　　　　　　　　　　　1）～4）
既に明らかにされており，その1つであるmethOprene，

1sopropy1　（E，11；）一11－methoxy－3，7，11－tr1methy1－2，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5）
4－dOdecad1enOate，が増繭剤として実用化されている，

　一方，環状オリコ糖のcyc1odextr1n（CD）はその分

＊生物汚染化学研究室

＊＊鳥取県蚕業試麗場

子内疎水性空洞中に種々の化合物をとり込み，包接複合

体（mc1us1on　cOmp1ex）を形成して化合物の物理的化

学的性質を変化させる．化合物の生物活性や安定性の増

大，或は製剤品質の向上が期待できるため，医薬製剤へ
　　　　　　　　　　6）
の応用研究が盛んである．農薬への応用例は未だ少ない

が，化合物は安定化されても必ずしも生物活性の向上に
　　　　　　　　　　　　　　7，8）
結びつかない面があるようである．

　本研究では，グルコース6および7分子よりなるα

およびβ一CDと，それぞれの疎水性を増大させたαお

よびβ一cyc1odextrm　peracetate（CDA）を用いて，

n1ethopreneを包接化したときのヵイコに対するJH活
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性ならびに増繭効果への影響を検討した。さらに活性増

大の原因について若干の検討を行ったので，それらの結

果を報告する．

　　　　　　　　実験材料および方法

　1．化含物

　Methopr㎝eは市販のアルトシッド⑯10F（大塚製

薬）より抽出した純度82．3％のものを用いた。分析用標

準品（94．7％）は大塚製薬より提供をうけた．

　Cyc1odextr1n（CD）は，α一CDは東京化成工業，β一CD

は和光純薬工業の試薬をそのまま用いた。

　Cyc1odextrm　peracetate（CDA）は，MCCLENAHAM
　　9）
の方法を若干改変して合成した．すなわちαまたはβ一

CDの5gを脱水ピリジン50m4に溶解し，無水酢酸

15m4を加え60℃で24時間還流加熱して反応させた．反

応液を500m4の冷水刺と注ぎ，生じた沈殿を濾集し，

冷水でピリジンを洗浄後p205上で一夜真空乾燥した．

得られたαおよびβ一CDAはTLCでモノスポットで
あることを確認した．

　2．包接複倉体

　1）αお一よびβ一CDcomp1ex

　α一CD2．8gを水20皿4に，またはβ一CD1．5gを水

100m4に加え飽和水溶液とし，各CDの2倍モル量の

methoprene（それぞれ約18gおよび08g）をアセト

ン2m4に溶解して加え，5℃で24時間援伴した。氷冷し

ながら静置し，生じた沈殿を濾集し，遇剰のmethoprene

をエチルエーテル5m4で5回洗浄後，P205上で一夜
真空乾燥した。

　2）αおよびβ一CDAcomp1ex

　α一CDA228g，またはβ一CDA267gを水300m4
中に懸濁させ，各CDAの2倍モル量のmethoPrene（約

O．8g）をアセトン10m4に溶解して加え，5℃で24時問

援拝した．氷冷静置後沈殿を濾集し，過剰のmethoprene

を20％アセトン水溶液5m4で5回洗浄後，P205上で
一夜真空乾燥した．

　3）Comp1ex組成

　各comp1exにおけるmethoprene量およびCDま
たはCDA量を次のように定量し，組成を検討した。

　1）Mlethoprene

　αおよびβ一CD　comp1e叉では，それぞれ50mgを

10％NaC104水溶液50血4に溶解し，〃一ヘキサン10m4

ずつで3回分配（ソェーカー振とう10分）し㎜ethoprene

を抽出した．〃一ヘキサン層を合わせ無水Na2S04で脱

水処理後溶媒を減圧留去（40℃）した。これに内部標準

として〃一ドコサン335PP㎜を含むκ一ヘキサン溶液の

適量を加え，ガスクロマトグラフィー（GC）注入液と

した．

　αおよびβ一CDA　comp1exでは，それそれ100m9

をπ一ヘキサノ25m4に加え，ソェーカーで10分間振と

う後沈殿を濾別した。抽出液の溶媒を減圧留去し，上と

同様に内部標準溶液の適量を加えGC注入液とした．

　GC条件は次のとおりとした．装置：FID付柳本

G－80型，カラム　5％S111cone　OV－101／Chro血osorb

W，AW，DMCS（80／100mesh），3mm¢x15皿カラ

ス製，温度：カラム240℃，注入口・検出器280℃，

キャリアガス：N2，25m4／min．

　i）CDおよびCDA
　いずれもジメヂルスルホキシド（DMSO）溶液とし，

波長405nmにおける施光度を測定して定量した．検量

線はいずれもO．2～1．O％，w／▽．の範囲で作成し，各

comp1exを10％，w／y溶液とし測定した．装置はユ

ニオノ技研AUTOMATIC　DEGITAL　POLARIMETER
PM101を用いた．

　3．カイ：コ投与試験

　1）供試ガイコ

　品種は日146号×支147号を用いた。1～3齢期は人工

飼料（ヤクルト製）を用い，27．9～29．8℃，86～87％

RHの全明条件下で飼育した．4齢以後は桑葉を用い，

薬剤投与までは24．6℃，89％RHの室内条件下で，投

与後は温湿度ともにとくに制御せず夜間保温のみの室内

条件下で飼育した．

　2）薬剤投与法

　各CDおよびCDAcomp1exならびにfreeの
methopreneに対し，DlMSO一メタノール（3．7）混

合液を共通溶媒として選択した．各試料をmethOprene

量を基準として段階的に稀釈し，5齢桑付後48時間の幼

虫胸背部に1頭当り5μ4あてマイクロピペットを用い

て塗布した。

　さらに。αおよびβ一CDA　comp1exはアセトノに可

溶であるので，これらについてはアセトンを溶媒として

用いた投与試験を別に行った。

　いずれの投与試験でも対照区には溶剤のみを塗布し、

また供試カイコ数は1薬量段階に対し雌雄あわせて20～

26頭とした．

　3）調査方法

　JH活性の発現程度は通常5齢幼虫の食桑期間の延長

で比較される．ここでは12時間ごとの熟蚕出現数を雌雄

込みで集計し，薬剤投与から熟蚕までの日数で比較する

ことにした．

　増繭効果については，上族後およそ10日目に繭を切開

し，燵全に蠕化したものについて雌雄別に繭重と繭層重

を測定して比較した．
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β一CDA　　　2．5

　　　　1，25
　　　　0．625
　　　　0．3125

β一CD　　2．5

　　　　1，25
　　　　0．625
　　　　0．3125

α一CDA　　　2．5

　　　　1，25
　　　　0．625
　　　　0．3125

α＿CD　　2．5

　　　　1，25
　　　　0．625
　　　　0．3125

NOne
（free

metho一

prene）

Control

2．5

1，25

0．625

0．3125

O

　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　6　　　　8　　　　10
　Host　　　Dosage　as
　com－　　methoprene　　　Feedlng　Perlod　after　the　apPllcatlon（day）

　P…d　（μ9／1・…）

F1g　1　Feed－mg　per1od　of　s11kworms　after　the　top1ca1app11cat1on

　　　w1th　methoprene　and1ts　CD　or　CDA　comp1exes　d1sso1ved1n

DMSO－methano1m1xture（3

　4．カイコ体表上の㎜㊧批⑰理鵬鵬

　ヵイコは前と同品種だが，稚蚕期より25℃，50％RH

の室内条件下で人工飼料（ヤクルト製）のみで飼育した

ものを用いた．freeのmethopreneとβ一CDおよび

β一CDA　comp1exを，methopre口eとして20μ9／μ4

となるように則記の共通溶媒に溶解し，1頭当り10μ

をマイクロピペットを用いて塗布した．所定時間ごとに

それぞれ10頭ずつを取り出し，共通溶媒で体表上の残存

methopreneを洗浄した．洗浄液に1％食塩水30m4を

加え，〃一ヘキサン20m4ずつで3回分配（シェーカー

振とう10分）し抽出した。η一ヘキサン層を合わせ，無水

Na2S04で脱水処理後溶媒を留去し，以下前記と同様に

してGCによりmethopreneを定量した．実験はすべ

て2反覆で行った．

　　　　　　　　結果およぴ考察

　1．包接複合体の調製

　αおよびβ一cyc1odextrm（CD）とm，ethopreneの

包接複合体（cOmP1ex）の調製は比較的容易と思われた．

各CDの飽和水溶液中にmethOpreneのアセトン溶液

を加えると速やかに白色沈殿物が生成するので，包接化

7）at48th　hour　of5th1nstar

は確実と見てよい．これを濾集後，エチルエーテルで洗

浄したときほぼ一定の組成比を示した。しかし包接のモ

ル比（methoprene／CD）を求めるといずれも02に近く，

この洗浄条件では多少とも包接化methopreneを溶出

させ失った可能性がありうる。

　一方，αおよびβ一cyc1odextrm　peracetate（CDA）は

いずれも水溶解性が低いため，懸濁状態でmethoprene

と接触させ，CDAの溶解につれて包接沈殿化させる方

法をとった。濾集した沈殿物は，エチルエーテル洗浄で

は殆どのmethopreneが速やかに溶出されてしまった

が，20％アセトン水溶液で洗浄することによりほぼ一定

の組成比を示した．ただし包接モル比（methoprene／

CDA）を求めるといずれも1．3前後であり，この洗浄

条件ではなお若干遇剰のmethopreneの混在の可能性

がありうる．

　以上のとおり，各comp1exとも調製方法についてな

お検討すべき点が残されたが，今回はこのまま以下の実

験に供することにした。

　2．ヵイコに対する咽溝性と増繭効果

　カイコヘのJH活性の大きさは，5齢（終齢）幼虫に

投与したときの幼虫期間すなわち食桑期間の延長で評価
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β一CDA　　5．0

　　　　2．5
　　　　1，25
　　　　0，625

α＿CDA　　5．0

　　　　2．5
　　　　1，25
　　　　0，625

None　　　5．O

（free　　2．5

metho－　　1．25

prene）　O．625

Control　　O
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　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　6　　　　8　　　　10
　　Host　　Dosage　aS

　　com・　methoprene　　Feedlng　Perlod　after　the　apPl1catlon（day）
　　pound　　　（μ9／Iarva）

F1g2　Feedmg　Per1od　of　s11kworms　after　the　top1ca1apP11cat1on

　　　w1th　methoprene　and1ts　CDA　comp1exes　d，1sso1Yed　m　acetone

　　　at48th　hour　of5th　instar．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1）～5）
でき・その結果として増繭効果がもたらされる．

　Methopr㎝eについては，通常5齢48～60時間の投与
　　　　　　　　　　5）
が適当とされているが，増繭効果の面ではより遅い処理
　　　　　　　　　5，10）
の方が高いようである．本検討ではJH活性への影響の

評伍を重視し，投与時期は5齢48時問後とした．

　薬剤投与時の溶剤には通常アセトンがよく用いられる

が，αおよびβ一CD　comp1exに対し溶解力が不足した．

そこで各comp1exに対する共通溶媒を検討し，DMSO一

メタノール（3：7）混合液を選択した．しかしαおよ

びβ一CDA　comp1exはアセトノに溶解するので，念の

ためこれらについてはアセトンを用いた投与試験を追加

して行うことにした．

　各comp1exおよび未包接（free）の血ethopreneを

共通溶媒に溶解して投与したときの，投与後の食桑期間

を示したのがFig．1である。この場合は雌雄間に殆ど

差が見られなる・ったので合計数で示した．無処理に比し

freeのmethopreneに明らかに活性が認められ，α一CD

およびα一CDA　comp1exもこれと同等の活性であった

が，β一CDおよびβ一CDA　comp1exの活性は明らかに

それらにまさっていた．

　別にαおよびβ一CDA　comp1exをアセトンに溶解し

て投与したときの結果はFig．2のとおりであった．処

理薬量を一段高い方にずらしたが，freeのrnethoprene

の活性は前とほぼ同等と見てよい．これに比しα一CDA

およびβ一CDA　comp1exの活性は明らかに顕著であり，

かつ両者間に殆ど差が認められなかった。

　以上のとおり，包接化によりmethopreneのJH活性

が増大することは確かである。しかしα一CDA　comp1ex

で投与時に用いる溶媒が活性発現に大きく影響すること

も示された．その原因として，混合溶媒中ではcomp1ex

からのmethopreneの溶出すなわちfree化がおこり易

く，その程度がβ系よりもα系comp1exで大きいこ

とが推測できる．アセトンではそのような影響が小さい

100

50

“

豊　20

9α
O£
ち
ε
　　10
扁
コ
℃

⑭
匡

5

O　　　　　　　24　　　　　　　　　48　　　　　　　　72　　　　　　　　96

　　　　　　　　　　Time（hour）

　　　　←　　　　Free　meヒhoPrene

　　　　回一一　ε一CDA・◎mp1眺

　　　　㊧一・一　亭一CD・・mp1・・

F1g3D1sappearance　of　methoprene　on　the

　　　cut1c1e　of　s11kworms
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Tab1e1　Effect　of　methoprene　and1ts　CDA　comp1exes　on　the　cocoon　format1on

　　　　　Host　　　　Dosage　as
Sex　　　com．　　　m－ethoprene　　n

　　　　　pound　　　　（μ9／1arva）

Ma1e　　　β一CDA　　　　5，0　　　　　　　6
　　　　　　　　　　　　2，5　　　　　　8
　　　　　　　　　　　　1．25　　　　　8
　　　　　　　　　　　　0．625　　　　12

　　　　　α一CDA　　　　5，0　　　　　　　6

　　　　　　　　　　　　2，5　　　　　　9
　　　　　　　　　　　　1．25　　　　　7
　　　　　　　　　　　　0．625　　　　11

　　　　　None　　　　　5，0　　　　　　10
　　　　　（free　　　　　　　2，5　　　　　　　　10
　　　　　rnetho＿　　　　　　1．25　　　　　　　　　11

　　　　　prene）　　　　　　O．625　　　　　　　　9

　　　　　Contro1　　　　　O　　　　　　　　　11

Rat1o　to　the　contro1　（aYerage　Ya1ue）

Cocoon　　　　　Cocoon　　　　　Cocoon

．e，g。。　鳶誌、e、鵠g，

　141　　　　　　　　　113　　　　　　　　　　80

　138　　　　　115　　　　　　83
　126　　　　　　　　　　125　　　　　　　　　　100

　110　　　　　　　　　　108　　　　　　　　　　99

　148　　　　　113　　　　　　77
　131　　　　　　　　　119　　　　　　　　　　91

　120　　　　　　　　　　122　　　　　　　　　　102

　120　　　　　　　　　　120　　　　　　　　　　100

　129　　　　　　　　　　121　　　　　　　　　　　94

　122　　　　　　　　　112　　　　　　　　　　92

　118　　　　　　　　　　123　　　　　　　　　　104

　118　　　　　　　　　　116　　　　　　　　　　98

　100　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　100

（2．OOg）　　　　　．（50．3cg）　　　　　（25．2％）

Fema1e　　砕CDA　　　　5．0
　　　　　　　　　　　　2．5
　　　　　　　　　　　　1，25
　　　　　　　　　　　　0，625

　　　　　α＿CDA　　　　5．0
　　　　　　　　　　　　2．5
　　　　　　　　　　　　1，25
　　　　　　　　　　　　0，625

　　　　　Nolne　　　　5．O
　　　　　（free　　　　　　　2．5

　　　　　metho－　　1．25
　　　　　prene）　　　　　　O．625

　　　　　Contro1　　　　O

10
11
10
14

9
14
14
13

12

7
13
13

13

134
126
115
114

133
125
115
118

120
118
113
112

100
（2．66g）

　107
　105
　113
　112
　106
　108
　114
　109
　115
　112
　111
　109
　100
（55．7cg）

　　79
　　82
　　98
　　99

　　80
　　87
　　99
　　93

　　96
　　95
　　99
　　98

　100
（20．9％）

Mlethoprene　and1ts　comp1exes　d1sso1Yed　m　acetone　were　apP11ed　top1ca11y　at48th

hour　of5th　instar．

ことになる　興味のある現象であるが，確認のための検

討は行っていない。

　増繭効果については，両試験とも雌雄別に繭重と繭層

重を測定し繭層歩合を求めた．傾向は同様であったの

で，ここでは活性の発現が顕著であったアセトノを溶媒

とした試験の結果のみをTab1e1に示す．

　食桑期間の延長（Fig．2）につれて明らかに繭重は増

大したが，繭層重は必ずしもそうでなく，繭層歩合は逆

に低下する傾向が認められた．すなわち，この条件下で

は繭層重の増大には限界があり，カイコの肥大がそのま

ま吐糸能力の増大に直結しなかったことを示している．

他の報告にも繭層重の増大には限度があると見られる例
　　　4，5，10）

も多く、また過剰投与は生理障害も惹起するようであ
11）

る．投与の時期や処理方法などなお検討は必要と思われ

るが，包接化の実用的意義を考える場合の問題点であ
る．

　3．カイコ体表上の鵬仇⑰p鵬鵬

　カイコに塗布されたmethopreneは，速やかに吸収
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　11）
され，代謝排泄されることが既に明らかにされている．

したがって体表上でのmethopreneの動態を比較する

ことで，ある程度生物活性を説明しうると思われた。

　ここでは共通溶媒を用いた投与でもJH活性がすぐ

れていたβ一CDおよびβ一CDA　comp1exとfreeの

methopreneについて，カイコ体表上における消失遠度

を検討した結果をFig．3に示す。図から明らかなよう

に，freeのmethopreneは一次速度式に従って速やか

に消失し，吸収が早いことを示嵯した。これに比し，両

comP1exともmethopr㎝eの消失は初期の12時間は

freeと同様であったが，以後の消失がゆるやかであっ

た．初期消失は前頃で推測した共通溶媒申でのcomp1ex

からのmethoPreneのfree化の影響であり，その後の

comp1exからのmethoPreneの徐放が活性増大に寄与

したと考えると説明し易い．ちなみに，カイコの血申に
　　　　　　　　　　　　　　　　　　12）
移行したmethopreneの残存期間は短く，またJH活

性物質は1度に多量投与するより何回かに分け同量を投
　　　　　　　　　　　　　　　　ユ1）
与した方が活性が高いとされている．

　各comp1exの生物活性或は投与時の溶媒の影饗を
より明確にするにはなお検討を要するが，少なくとも
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methopr㎝eの包接化による活性増大はその徐放効果に

よると考えるのが自然だと思われる．
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要　　　　　約

　Methopreneをαおよびβ一cyc1odextrm（CD）な

らびにαおよびβ一cyc1odextrmperacetate（CDA）

を用いて包接複合体（comp1ex）とし，カイコの終齢幼

虫に投与したときの幼若ホルモン（JH）活性および増

繭効果への影響を検討した．

　各comp1exに対する共通溶媒としてDMSO一メタノ

ール混合液を用いた投与では，未包接のmethopr㎝e

と比較し，α一CDとα一CDA　co血p1exの活性は同等で

あったが，β一CDとβ一CDA　comp1exの活性は明らか

にまさった．一方，α一CDAとβ一CDA　comp1exをア

セトンに溶解して投与したときは、いずれもすぐれた活

性を示し、溶媒の選択が重要であることが示された．こ

のJH活性の増大につれて，明らかに繭重は増大した

が，繭層重はそうでなく，増繭効果には限界がうかがわ

れた．

　カイコ体表上では，未包接のmethopr㎝eの消失は

速やかであったが，砕CDおよびβ一CDA　comp1exで

はゆるやかであり，包接によるmethopreneの徐放化

が活性増大に寄与したものと思われた。
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