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Fthalide, an effective fungicide for rice-blast, was easily degraded to water soluble compounds in

a laboratory prepared compost. The following eighteen transient metabolites were identified in

benzene extract and ethyl acetate extract of the compost treated with 14C-labeled f thalide at the

lactone ring or the metabolites: 4, 5, 6-trichloro-, 4, 6, 7-trichloro-, 4, 6-dichloro-, 4, 7-dichloro-, 

4-chloro-, 4, 5, 6-trichloro-7-methylthio- and 4, 6, 7-trichloro-5-methylthio-phthalide; tetra-

chloro-, 3, 4, 5-trichloro-, 3, 5, 6-trichloro-, 3, 5-dichloro-, 3, 6-dichloro-, 4, 5-dichloro-, 4-chloro-, 

3, 5-dichloro-4-methylthio-, 4, 5-dichloro-3-methylthio- and 4-chloro-5-methylthio-phthalic acid;

3, 4, 5, 6-tetrachloro-2-hydroxymethylbenzoate. Metabolic pathways of fthalide were proposed.

None of chlorinated benzoic acids were detected in the metabolites in spite of detailed investi-

gation. Acute oral toxicity of the main metabolites to mammals was very low and phytotoxicity
of them on vegitables in pre-emergence test was not so strong.

緒 言

フサライ ド(4, 5, 6, 7-テ トラク ロロフタ リド)は 呉羽

化学工業株式会社で開発されたイネい もち病防除剤であ

り, ラブサ イ ド(R)の名称で販売され てい る. 本剤の効果

や残留性, 毒性 などの安全性に関 してはす でに堀1), 山

口2), 見里3), 石 田4)らに より解説 され てい る.

昭和43年 に殺菌剤PCBA剤(ペ ンタクロロベ ンジ

ルアル コー-ル)に よる残留薬害5)が 起 こ り, 薬害の本体

はPCBA剤 が堆肥 中お よび土壌中で 代謝 されて生成 し

たポ リクロロ安息香酸 によるものであ る こ と が わ かっ

た6). 当時開発途上 にあつた フサ ライ ドも残留薬害につ

いて検討す る必要 を生 じ, 全国の農業試験場 において フ

サライ ド散布 イネわ らを種 々の方法で堆肥化 し, その各

種野菜 に対 す る薬害試験が実施 された7). この試験 と同

時 にフサ ライ ドの安全性 を評価す る基礎資料を得 る日的

で, 側鎖-14C-標 識 フサ ライ ドを用い て堆肥 中 で の代 謝

過程お よび代謝産物の哺乳動物に対 す る毒性, 野菜 に対

す る薬害につい て検討 し, 若干の結果を得 たので報 告す

る.

実 験 材 料

1. 側鎖-14c-標 識フサライ ドの合成

同Juvalta8)によるテ トラク ロロ無水 フ タ ル 酸の合成, 
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Perrini9)による4, 5, 6, 7-テ トラクロ

ロフタ リドの合 成 を14C-標 識化合

物の合成 に適用 した.す なわち, 側

鎖-14c-無 水 フ タ ル 酸(比 放射能5

mCi/mmol)153mgを 非放射 性無水

フタル酸200mgで 希釈 し, 10%発

煙硫酸3mlに 溶解 し, ヨウ素20

mgを 加 え, 100。Cか ら塩 素ガスを

通 じ, 順 次 温 度 を 上 げ, 2時 間で

210Cま で加熱塩 素化 した.冷却後, 

50%硫 酸を加 え析 出す る結 晶 を濾

別, 十分水 洗 し, 14C-テ トラクロロ

無水 フタル酸658mgを 得 た.融 点

249C, 収率98%.

14C-テ トラクロロ無 水 フ タ ル 酸

586mgを 無水 ジオキサ ン10mlに

溶解 し, 水素化 アル ミニウム リチ ウ

ム70mgを 加え, 100Cに 加熱す

ると激 しく発泡 し, 10分 で反応は完

結 した. 水 を加 え分解後, 溶媒 を留

去 し, 0.5N水 酸化ナ トリウム液15

mlを 加え, 濾過 し, 濾液に濃塩酸

を加 えた. 析出す る結晶を濾別 し, 

水洗後, ジオ キサ ンよ り2回 再 結晶

し, 14C-フ サ ライ ド303mgを 得 た.

融点205～206。C, 収率54%.放 射

性純度98.0%(薄 層 クロマ トグ ラ

フィー ラジオスキ ャンお よび薄層 ク

ロマ トグ ラフィーラジオオ ー トグ ラ

フ)比 放射 能2.30mci/mmol. この

14C-フ サ ライ ドの一部 を非放射性 フ

サ ライ ドで希釈(ジ オキサ ンより3

回再結 晶 した)し, 堆肥仕 込用 とし

て用い た. 放射性純度99.9%.比 放

射能172.1μCi/mmol.

2. 標準物質の合成

フサライ ドの構造か ら代謝産物 と

して塩素化 フタ リド類お よび塩素化

フタル酸類が生成す ることが予想 さ

Fig. 1 Synthetic route of 14C-labeled-f thalide. 
* Radioactive carbon.

Table 1 Melting points, gaschromatography retention times and thin-
layer chromatography R f values of authentic samples.

* Gaschromatography retention times relative to fthalide: Retention 
 times of f thalide were 4-5 minutes in condition (A) and 13-15 minutes 
 in condition (B).

** Analyzed after methylation with diazomethane.
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れた のでこれ らのすべてを既 知合成法 に 従 つて 合 成 し

た. また塩素化安息香酸へ の脱炭酸 も懸念 されたので一

部合成 した. これ らの標準物質はマ ススペ ク トル, NMR, 

IR等 でその構 造を確認 した.Table1に その構造 と融

点を示 した.

3. 供 試堆肥 の調製法

フサ ライ ドまたはフサライ ド代謝産物の経時変化を追

跡す る堆肥 として下記の ように調製 した.

1) 14C-フ サ ライ ド仕込堆肥

農薬無散布 イネわ ら(動 力 カッタ ーで長 さ約5mmに

切断 したもの)100g, 石灰窒素4g, 水30oml, 14C-フ

サ ライ ド40mg(25.2μCi.5m1ア セ トン溶液 として

添加 し, 添加量 はわ らに対 し400pPm, 湿重100ppmと

なる)をFig. 2の よ うな2lセ パ ラブル フラスコに入

れ, 40。Cの 恒温器 中で堆肥化 した.空 気お よび水の補

給 は, 1週 間に1回 行 な った.

2) 非放射性 フサ ライ ドまたはその代謝産 物仕 込堆肥

農薬無散布 イネわ ら[1)と 同様]3.5kg, 石灰窒素15o

g, 水10l, フサ ライ ドまたはその代謝産物1.4g(フ サ

ライ ドの場合 は50%水 和剤, 代 謝産物の場合 は20m1

アセ トン溶液 として添加 した〉を351ホ ーロー引 タンク

に入れ, 30C, 湿度90～100%の 温調室 内で堆肥化 し

た.こ の堆肥は, 代謝産物の単離お よび代謝産物の堆 肥

中での変化 を試験す るために用 いた.

4. 4, 5, 6-ト リクロロ-7-メ チルチオ フタ リ ド 〔XIV〕

および4, 6, 7-ト リクロロ-5-メ チルチオフタ リ ド

〔XIII〕の合成

松本 らに よるニ トロフェニルアル キル スル フィ ド類の

合成法19)に準 じて合成 した.

フサ ライ ド27.29(0.1mol)を モ ノク ロ ロ ベ ン ゼ ン

200mlに 溶解 し, 水100ml, メチルイ ソチオ尿素硫酸

塩16.7g(0.12mol), 塩化 ベンザル コニウム10%水 溶

液12mlを 加 え, 温度8o～87。Cで 激 しくかきまぜ な

が ら, 水200mlに 溶解 した炭酸水素 ナ トリウム18.59

を徐 々に滴下 した. 滴下終了後, 2時 間同温度 でか きま

ぜ た.冷 却後, モ ノクロロベ ンゼン層 を分離 し, 水洗, 

減圧留去す ると白色結晶29gを 得 た. これ を酢酸エチ

ルお よびn-ブ タノールで分別再結晶 をく り返 し, マ ス

スペ ク トル, NMR, IR, ガスクロマ トグラフ ィー-でほぼ

純粋な 〔XIV〕1.99(融 点148～9C)お よび 〔XIII〕

2.6g(融 点143～5C)を それぞれ得 た.

実 験 方 法

1. 堆 肥か らの抽出法

Fig. 4に 示 した ように抽出 し, ベ ンゼ ソ, 酢酸 エチ ル, 

水 お よび残渣 を放射能測定 し, ベンゼンお よび酢酸 エチ

ル区分は ガスクロマ トグラフ ィーお よ

び薄層 ク ロ マ トグ ラフ ィーで分析 し

た.

2. 代謝産物の分離法

代謝産 物の分離, 同定には下記 条件

の ガス クロマ トグラフィー(以 後GLC

と略 す)お よび薄層 クロマ トグラフィ

Fig. 2 Apparatus for compost experiment. 
A: compost, B: vacant trap, 
C: 10% NaOH trap, D: 10% NaOH trap, 
E: water.

Fig. 3 Synthesis of 4, 5, 6-trichloro-7-methylthiophthalide (XIVJ and 
 4, 6, 7-trichloro-5-methylthiophthalide (XIII].

Fig. 4 Flow diagram for extraction.
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一(以 後TLCと 略 す)を 用 い た.

 1)GLC

 装 置: 島 津 製 作 所GC-3AE〔 検 出 器ECD(3H)〕, 条

件(A); シ リゴー ンDC-11.5%, Chromosorb GAW 60

～80mesh, 3mm×1m(ガ ラ ス ヵ ラ ム), 200C.条 件

(B); Neopentylglycol succinate 3%, Chromosorb WAW

60～80mesh, 4mm×2m(ガ ラ ス カ ラ ム), 200C.

 2)TLC

 プ レ ー ト: シ リカゲ ルHF254, 2o cm×20 cm, 厚 さ

0.25mm 130Cで1時 間 活 性 化.検 出法; UV照 射(東

芝 螢 光 検 査 灯FI-3SA).オ ー一トラ ジオ グ ラ フ ィー.展 開

溶 媒; (C)ベ ン ゼ ン, (D)η-プ ロ ピル ア ル ゴ ール: 水: 

酢 酸 エ チル(7: 2: 1), (E)エ チ ル ア ル コ ー ル: 濃 ア

ンモ ニ ア水: 水(80: 13: 7).

 合 成 した 標 準 物 質 の 相対 保 持 時 間 お よ びR!値 を

Table 1に 示 した.

 3. 測 定 法

 1) 放 射 能 の 測 定

 ベ ンゼ ン区 分, 酢 酸 エ チ ル 区 分 は そ の1.0m1ま た は

0.5mlを, 水 区 分 は0.5m1ま た は0.25 mlを, ジ オ キ

サ ン系 シ ンチ レー タ ー(ナ フ タ リ ン100g, DOP 8g, 

POPOP O.259, エ チ レ ン グ リコー ル20m1を 含 む ジオ

キサ ン溶 液1l)15 mlに 溶 解 し液 体 シ ン チ レ ー シ ョン

カ ウ ン ター(Packard TRI-CARB model 3320お よび

Beckmann LS-150)で 測 定 した.残 渣 は乾 燥 後, 乳 鉢 で

よ く磨 砕 し, そ の 一定 量 を 同様 に液 体 シ ンチ レー シ ョン

カ ウ ンタ ーで 測 定 した.TLC-ラ ジオ ス キ ャナ ー はAloka

製JTC-203型 を使 用 した.

 2) GC-MASS, NMR, IRお よび 螢光X線 の 測 定

 GC-MASSは 日本 電 子 製JEOL06H, NMRはVarian

製60MHz, IRは 日本 分光 製DS-301型, 螢 光X線 は

理 学電 機 製KG-3型 で そ れ ぞれ 測 定 した.

 4. 急 性 経 口毒 性 お よび 野 菜へ の 薬 害 の検 定 法

 急 性経 口毒i生 は, ICR-JCL系 マ ウ ス 雌(体 重20～25

g)お よびWistar系 ラ ッ ト雄(体 重120～150 g)を 用

いて試 験 した.薬 害 は イ ン ゲ ン(マ ス タ ー ピ ー ス)お よ

び キ ウ リ(と き わ)を 用い て, 土 壌 混 和 に よ る方 法7)で

試 験 した.す な わ ち, 風 乾 土 壌(水 田砂 壌 土)を 用い, 

供 試 化 合 物 が重 量 比 で所 定 濃 度 に な る よ うに均 一 に混 和

した の ち, 播 種 し, 25。Cの 温 室 で管 理 した.30日 後 に

7段 階 薬害 表 示 法 に よ り, 10名 の 調 査 員 で調 査 した.

実 験 結 果

 1. 堆 肥 中 に お け るフ サ ラ イ ドの 経 時 変 化

 14Cーフサ ラ イ ド仕 込 堆 肥 をFig. 4の よ うに抽 出 し, 

抽出区分別放射能分布 を検討 した. その結果 をFig. 5に

示 したが, 水層 区分 の増加が顕著 であ る.ま た, トラッ

プBに 凝縮 した水 お よびアルカ リ トラ ップ中には, 放射

能はほ とん ど検 出されなか つた.

 2. 代謝産 物の構造決定

 実験方法 に従 って調製 した堆肥を30C, 湿度90～

100%の 温調室 で熟成 した. 1～2カ 月経 過 した堆 肥をベ

ンゼンで抽 出 し, GLC分 析す ると, 極少量の フサ ライ

ドを認 めるのみ であるが, 堆 肥に2N-塩 酸を加えて酸性

(pH 1～2)に し, ベ ンゼ ン抽 出, GLC分 析す ると, 少

量の代謝産物 とともに未代謝の フサ ライ ドが 検 出 され

た. これ は, フサ ライ ドが開環 した状態 〔XVIII〕 で堆

肥中に存在 してい るもの と考え られ る.

 3～4カ 月経過 した堆肥 を溶媒 抽出 し, ベ ソゼ ン区分を

GLCお よびTLC分 析す ると, フサ ライ ドの減少 に と

もないおお よそFig.6の ような クロマ トグ ラムが得 ら

れ, 代謝産物 と考 え られ るA, B, C1, C2, D, Eの ピー

ク とスポ ッ トを認めた.ま た酢 酸エチル区分 をジアゾメ

タンでメチル化 したのち, GLCお よびTLC分 析す る

とおお よそFig.6の ような クロマ トグ ラムが得 られ, 

代謝産物 と考 えられ るF, G, H, 1の ピークとスポ ッ ト

を認めた. これ らの各成分の生成比は堆肥 の作製条件や

熟成期間あ るいは フサ ライ ド添加 量等 に より一定 ではな

いが, フサ ライ ドを添加 しない堆 肥か らは検 出され ない.

代謝産物 と考え られ る各成分の単離 と構 造決定 を以下 に

行 なった.

 1) C1成 分の単離 と構造決定

 3カ 月間熟成 した堆 肥約5kgをFig. 4の ように処

理 し, ベ ンゼ ン区分につい てC1成 分 に相 当す る部分 を

TLCで 分取 し, メチルアル コールよ り再結晶 した とこ

ろ融点126～7Cの 結 晶5mgを 得た. IR塩 監cm-1

=1, 775, 1, 430, 1, 200, 1, 075.NMR(CDC18)T: 2.27

(s, 1H), 4.82(s, 2H). GC-MASS m/e: 236(M+, 238, 

24o, 242の ピーク比 より塩素3個 含有 してい る), 207.

Fig. 5 Distribution of radioactivity of extraction 

 layers in compost containing 14C-labeled 

 f thalide.
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この結果 トリクロロフタ リドであることが判 明 し, 標準

物質 とのIRの 比較 に より, C1成 分 は4, 6, 7-ト リクロ

ロフタ リド 〔1〕 である ことがわか った.

2) Dお よびE成 分の単離 と構造決定

3カ 月間熟成 した堆肥約2okgを 常法 どお り処理 し, 

ベ ンゼ ン区分についてDお よびE成 分 に相当す る部分を

TLCで 分取 した.次 に ケ イ 酸(Mallinckrodt製, 100

mesh)と セライ トの混合物(2: 1)に, η一ヘ キサ ン飽和

ニ トロメタンを吸着 させ, これを固定相 とす る分配 カラ

ム クロマ トグ ラフ ィー(展 開溶媒: ニ トロ メ タ ン 飽 和

u-ヘ キサン)に よ りD, E両 成分を分離 し, ベ ンゼン-

η-ヘキサ ンの混合溶媒 より再結 晶 したところ, 融点148

～9CのD成 分4mgと 融 点140～2CのE成 分10mg

を得 た. 機 器 分 析 の 結 果 は, 下 記 の とお りで あ る.

E成 分; GC-MASSηz/6: 282(M+, 3Cl), 253.IR

Lmawcm-1=1, 777, 1, 185, 1, 065.NMR(CDCIs)z: 7.40

(s, 3H), 4.86(s, 2H).螢 光X線(targetCrcrystaI

EDDT, detectorPC): Kα59.85, Kβ64.82Cl.Kα

69.55, Kβ75.05S.

D成 分; GC-MASSηz/6: 282(M+, 3Cl), 249.IR

vmaxcm-1=1, 755, 1, 264, 1, 082, 1, 028.NMR(CDC18)

T: 7.48(s, 3H), 4.82(s, 2H).

この結 果, フ サ ライ ドの 塩 素1個 が メ チ ル チ オ 基

(-SCH3)で 置 換 され た もの で あ り, 両 者 は互 い に位 置 異

Fig. 6 Chromatograms of benzene extr. and ethylacetate extracts from 3-4 months incubated 
 compost. 

(A): Benzene extract. 
(B) Ethyl acetate extract (methylated with diazomethane).
GLC (condition A): Shimadzu GC-3AE, Silicon DC-11 5%, chromosorb GAW, 60-80 mesh, 

 3mmx1m (glass column), 200C. 
TLC (solvent C): Silica gel HF254, 20 cm x 20 cm, thickness 0.25 mm, solvent benzene.

(A) G L C (condition A) (B) G L C (condition A)

T L C (solvent C) TLC(solventC)

Fig. 7 Desulf urization of metabolite D and E by Raney-Nickel.
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性体 であることがわか った. この置換位置 を決定す るた

め, ラネーニ ッケル(W-2)に よる脱硫反応を行 な って, 

生成す るクロロフタ リド類をGLCで 標準物質 と合わせ

ることによ り, その構 造を決定 した. その結果をFig. 7

に示 した. これ らを総合 し, D成 分 は4, 5, 6-ト リク ロ

ロ-7-メ チルチオ フタ リド 〔XIV〕, E成 分 は4, 6, 7-ト

リクロロ-5-メ チルチオ フタ リド 〔XIII〕である ことがわ

か った.

3) A成 分の単離 と構 造決 定

6カ 月熟成 した堆肥3kgを 常法 どお り抽出 し, ベン

ゼ ン区分について, TLCで 分取 し, メチルアル コール

で再 結晶す ると融点160～1Cの 結晶3.5mgを 得 た.

IRVKbcm-1=1, 775, 1, 362, 1, 157, 1,050.MASS刎6:

202(M+, 2C1), 173.NMR(CDC13)z:4.83(s, 2H), 

2.43(d, 1H; 」8.4Hz), 2.60(d, 1H;」8.4Hz).こ の

結 果ジ ク ロ ロ フ タ リドである ことがわか り, 標準物質

のIRの 比較か らA成 分は4, 7ージ クロロフタ リド 〔III〕

であることがわか つた.

4) B成 分 の単離 と構造決定

6カ 月間熟成 した堆肥3kgを 常法 どお り抽出 し, ベ

ンゼン区分 につい て, TLCで 分取 し, 淡黄色半 固体1

mgを 得た. このB成 分 はGC-MASSm/e: 168(M+, 

1Cl), 139, 78.お よびGLCで 標準 品の4ークロロフタ リ

ド 〔V〕 に一致 した ことによ りその構造 を確認 した.

5) F成 分の単離 と構造決定

2カ 月間熟成 した堆肥2kgを 常法 どお り抽出 し, 酢

酸 エチル区分を ジァ ゾメタンで メチル化後, GLCでF成

分 に相当す る部分をTLCで 分取 し, 乳 白色結晶6mg

を得た.こ こに得 られた結晶のIRが 標準品の テ トラク

ロロフタル酸 ジメチル と一致 した ことによ り, F成 分は

テ トラクロロフタル酸 〔W〕 であ ることがわか った.

6) G成 分の単離 と構造決定

3カ 月間熟成 した堆肥2kgを 常法 どお り抽 出 し, 酢

酸 エチル区分を メチル化後, TLCで 分取 し, 固体物1

mgを 得 た. GC-MASS[m/e: 296(M+, 3Cl), 269, 267, 

265]お よびGLCの 保持時間が標準 品の3, 4, 6-ト リク

ロロフタル酸ジ メチル と一 致 した.し たが つて, G成 分

は3, 4, 6-ト リクロロフタル酸 〔VIII〕であ るこ と が わ

か った.

7) H成 分お よび1成 分 の単離 と構造決定

6カ 月間熟 成 した堆 肥3kgを 常法 どお り抽 出 し, 酢

酸エチル区分を メチル化後, TLCで 分取 し, H成 分 とし

て淡黄色半固体約1mgと1成 分 として乳 白色固体7mg

を得 た. H成 分 はGC-MASS[捌6:262(M+, 2Cl), 233, 

231]お よびGLC保 持 時間が標準 品の3, 6-ジ クロロフ

タ ル 酸 ジ メ チ ル に一致 し, また1成 分 はGGMASS

[m/e:262(M+, 2Cl), 233, 231], IRお よびGLC保 持 時

間が標準品の4, 5-ジ クロロフタル酸 ジ メ チ ル に一致 し

た ことに よ り, それ ぞれ3, 6-ジ クロロフタル酸 〔X〕お

よび4, 5-ジ クロロフタル酸 〔IX〕であ ることがわか つた.

8) その他 の代謝産物 につい て

4カ 月間熟成 した堆肥1.5kgを 常法 どお り抽 出 し, 

ベ ンゼン区分 お よび酢酸 エチル区分 を合わせジア ゾメタ

ンで メチル化後, ワコーゲル9-23209に 吸着 し, ベ

ンゼン-π-ヘ キ サ ン(1:1)溶 媒 で溶 出し, 10mlず つ

350の フラクシ ョンに分画 した. 各 フラクシ ョンをGLC

(条件Aお よびB)で 標準品 と比較検討 した ところ, 前

記代謝産物 の他 に4, 5, 6-ト リクロロフタ リド 〔C2, II〕,

4, 6-ジ ク ロロフタ リド 〔IV〕, 3, 4, 5-ト リクロロフタル

酸 〔VII〕, 3, 5-ジ クロロフタル酸 〔XI〕お よび4-ク ロロ

フタル酸 〔XII〕に一致す るものが認め られた. このとき

塩素化安息香酸の標準品を使 って詳細 に検討 したがいず

れ も一致す るものがな く, 安息 香酸へ の代謝 は行 なわれ

ないもの と考え られた.

Table 2 Fate of tetrachlorophthalic acid in compost.

* Metabolites were analyzed by GLC and expressed as molar percent of recovery.
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3. 代謝産物の堆肥中における変化

フサ ライ ドの堆 肥中における代謝産物 は種 々確認 され

たが, これ らの代謝産 物の堆肥 中での生成経路お よび運

命 を明 らかにす るため, お もな代謝産物の標準品 を混入

した堆肥を作 製 し, その経時変化 を検討 した.代 謝産物

の 同定お よび定量はGLCで 行ない, 新代謝産物 につい

ては単離 し, その構 造を決定 した.

1) テ トラク ロロフタル酸 〔VI〕の経時変化

Table 2に 示 したよ うに熟成が進む にしたが って急激

に分解 した.ま た, フタル酸の3位 お よび6位 の塩素が

脱離 しやすい ことがわか った.

2) 4, 6, 7-ト リクロロフタ リド 〔1〕の経時変化

Table 3に 示 した よ うに3, 4, 6-ト リクロロフ タ ル 酸

〔田〕への酸化がお もな 代謝過程であ つた. フサ ライ ド

の場合 と同様に初期の堆 肥は酸化状態であ り, 酸化生成

物がお もな代謝産物であ ることによるもの と思われた.

3) 4, 5, 6-ト リクロロ-7-メ チ ル チオ フ タ リド 〔D, 

しXIV〕 の経時変化

Table 3 Fate of 4, 6, 7-trichlorophthalide in compost.

* Metabolites were analyzed by GLC and expressed as molar percent of recovery. 

Table 4 Fate of metabolite D and E in compost.

* Metabolites were analyzed by GLC and expressed as molar percent of recovery.
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Table 4に 示 した ように3カ 月で約90%が 消失 し, 

それ に見合 う代 謝産 物はGLCで 検 出され なか つた.し

か し4カ 月 日か ら酢 酸エチル区分 に新 しい ピークが検 出

され, これは標準品 と一致す るものがな く, GLCの 保

持時 間か ら新代謝産物 と考 えられたの でこれ をDXと し

た.そ の生成量 はフサライ ドを基準 にして求 め, また構

造については後述6)す る.

4)4, 6, 7-ト リクロロ-5ーメ チ ル チ オ フ タ リ ド 〔E, 

XIII〕 の経時変化

Tabe4に 示 した ように, 前 記 〔XIV〕 と同様な挙動

を示 した.し か しこの場合は代謝産物 と考 え られ るピー

ク2本 が認め られ, それぞれE刎 お よびE¢2と した.

5) 4-ク ロロフタル酸 〔XII〕お よび4, 5-ジ クロロフ

タル酸 〔IX〕の経時変化

Table5に 示 したよ うに, 〔XII〕は急速 に消失 するが

代謝産物 と思われ る ピ ー ク は 認 め られ なか った.ま た

〔IX〕は6カ 月まであま り減少せず, 代謝産 物も認 めら

れなか った.

6) Dの 成分の単離 と構 造決定

D成 分 を添加 し6カ 月間熟成 した堆肥1kgを, 塩酸

酸性下酢酸 エチルで抽 出し, ジアゾメタンでメチル化後, 

溶媒 を留去 し, ベ ンゼンで再抽出 した.ベ ンゼン可溶部

を濃縮後, GLC(相 対保持時間1.18A条 件)でDω 成

分 を分取 し, 淡黄色半固体4.6mgを 得 た.IR岨 監cm-1

=2, 925, 1, 740, 1, 268, 1, 095.GC-MASS

m/6:308(M+, 2Cl), 279, 277, 247, 245.

この結果, メチルチオ基お よび塩素2

個置換 した フタル酸ジ メチルであ ること

が判明 し, その置換位 置を決定 す るため, 

常法 どお り脱硫反応を行 な った.GLCで

4, 5-ジ ク ロ ロフ タ ル酸 ジ メ チ ル お よび4-ク ロ ロ フ タ ル

酸 ジ メチ ル が認 め られ, Dx成 分 は4, 5-ジ ク ロ ロ-3-メ チ

ル チオ フ タ ル酸 ジ メ チ ル で あ る こ とが わ か った.し か し, 

単 離 中 に メ チ ル化 し てい る の で, 堆 肥 中 で 一SCH3ま た

は-SHの どち らの型 で存在 していたか疑問であ る.そ

こで酢酸エチル抽 出液 をジアゾエ タ ンで エ チ ル化後, 

GLC分 析 した. その結果, フサ ライ ドを基 準に した相

対 保持時 間は1.35(A条 件)で あ り, これはDxを ア

ル カ リ加水分解 し, 酸 性化後, 酢酸エチル抽 出, ジアゾ

エタ ンでエチル化 した もの に一致 した.こ の事実 か ら, 

Dxは 堆 肥中で4, 5-ジ クロロ-3-メ チ ル チ オ フ タ ル 酸

〔XVI〕聰であ つた ことが判明 した.

7) E姐 お よびEx2の 単離 と構造決定

E成 分を添加 し6カ 月経過 した堆肥1kgを 前記6)

と同様 に処理 し, E刎 成分 として淡黄色油状物2.2mg

を得た. GLC相 対保持時間1.44(A条 件). IRVCScm-1

=2,925, 1,738, 1,265, 1,194.GC-MASSm/e: 308(M+, 

2Cl), 279, 277. この結果E露1はDXの 異性体 と考 え ら

れ, 常法 通 り脱硫反応 でその置換位置を決定 した.す な

わ ち, GLC分 析に より3, 5-ジ クロロ-, 3-ク ロロ-, 4-ク

ロロ-お よび無 置換 フタル酸 ジメチルが得 られたので, 

Ex1は3, 5-ジ クロロ-4-メ チルチオ フタル酸 ジメチルで

あ ることがわか つた. またEx2は 生成 量が少 な く単離す

るにいた らなか つたが, GLC保 持時 間(相 対保持時間

1.11A条 件)お よび クロロフタル酸類 の 脱塩素化の位

置か ら考 え, Ez2は4-ク ロロ-5-メ チルチオ フタル酸 ジ

メチルであろ うと推定 され る.し たがって, E成 分は堆

肥 中でFig. 8の ように代謝されるものと考 えられ る.

4. 代謝産物別経時変化

Fig. 5に, 抽出 区分別の放射能分布を経時的 に追跡 し

た結果 を示 した. ここでは代謝産物の構 造が決定 され て

いるので化合物別 に, ベ ソゼソ区分お よび酢酸 エチル区

Table 5 Fate of 4-chlorophthalic acid and 4, 5-dichlorophthalic acid in compost.

* Expressed as molar percent of recovery.

Fig. 8 Metabolic pathway of metabolite E in compost.
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分をGLCで 定量 した結果 をTable 6に 示 した.

5. フサライ ドおよびその代謝産物の水に対 する溶解

度, 哺乳動物 に対す る急性経 口毒性および野菜へ

の薬害 について

Table 7に ま とめて示 した. 代謝産物はすべて水に対

す る溶解度が フサ ライ ドよ りも大 きく, 残留 性の少ない

方向へ代謝されてい るもの と考 え られ る. 急性経 口毒性

は強い ものはなか った.薬 害 に 関 して は 〔1〕 および

〔III〕が フ サ ライ ドよ り若干強か ったが, 対照化合物 に

くらべ るとは るかに弱い ものであ った.

Table 6 Fate of f thalide and its metabolites in compost incubated with 14C-labeled f thalide.

* Forty milligrams of 14C-f thalide was applied to 100 g of rice straw (400 ppm). [I): 4, 6, 7-trichlorophthalide.

 [III): 4, 7-dichlorophthalide. [V): 4-chlorophthalide. (XIII): 4, 6, 7-trichloro-5-methylthiophthalide. 
 (XIV): 4, 5, 6-trichloro-7-methylthiophthalide. [VI): tetrachlorophthalic acid. [VII): 3, 4, 5-trichloro-

 phthalic acid. [IX): 4, 5-dichlorophthalic acid.

Table 7 Solubility, acute oral toxicity, phytotoxicity of f thalide and its metabolites.

Control

Pentachlorobenzoic acid {} 11* +H- + U U U 

2, 3, 4, 5-Tetrachlorobenzoic acid + - - + - --

2, 3, 6-Trichlorobenzoic acid {111} U U U U U U
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考 察

フサライ ドは, 堆肥 中ですみやか に代謝 された. 代謝

産物 として18種 の化合物が確認 され, その推定代謝経

路 をFig. 9に 示 した.

抽出区分別経時変化では, ベ ンゼ ン区分の減少に とも

ない水区分の増加が顕著 であ つた. これ よ り, ベ ンゼ ソ

核の水酸化または開裂反応の進行 してい るごとが推測さ

れ る. 土壌微生 物に よるフタル酸 の代

謝はRibbonsら20, 21)によ りFig. 10の

経路が報告され ている.

フサ ライ ドが堆肥 中で最初 に受け る

変 化は環 開裂 であ り, 1～2カ 月経過堆

肥中ではほ とん ど3, 4, 5, 6-テ トラク

ロロ-2-ヒ ドロキシ メ チ ル安息香酸塩

〔XVIII〕として存在 していた. この よ

うに水溶性 の大 きい型で存 在で きるこ

とはその後 の代謝 を受けやす く, 他 の

塩 素系殺 虫剤た とえばBHC, DDT, ド

リン系 と異 なるところであろ うと考 え

られ る.

熟成期間の初期の堆肥(1～2カ 月)は 空気 の流通 もあ

り好気性菌の繁殖 に適 してい ると考 え られ, お もに酸化

反応が起 こ り, 代謝産物 として フタル酸類 が生成 してい

た.テ トラクロロフタル酸が生成す る前段階の4, 5, 6, 7-

テ トラクロロー3-ヒドロキシ フタ リドまた は3, 4, 5, 6-テ

トラクロロ-2-ホ ル ミル安息香酸 はGLC分 析上不安定

な化合物で メチル化 して も安定 な ピー-クが得 られ ないた

め, その存 在をた しかめ ることはできなか つた.

Fig. 9 Proposed metabolic pathways of f thalide in compost. 
= major pathway, - minor pathway, - hypothesized pathway.

Fig. 10 Metabolic pathway of phthalic acid in soil. 20, 21)
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次 に熟成(3～4カ 月)が 進む と堆肥 の表面 はべ とつ

き, 内部は醗酵熱 のため40～45Cま で上昇 した. この

状態ではすでに空気 の流通 はなく嫌気性にな り, 還元状

態にな った もの と考 え られ る. この状態ではまず4, 6, 7-

トリクロロ-5-メ チルチオ フタ リド 〔XIII〕が生成 した.

一般 に, 有機塩 素化合物の脱塩素化代謝には グル タチオ

ンまたは他の含硫黄化合物が重要な役割をはた してい る

ことは よく知 られ てい る22,23). しか し, この場合の よう

にベ ンゼン核塩素がSCH3基 に置換され る反応は知 られ

てい ない が, PCNB(ペ ンタク ロロニ トロベ ンゼン)の

土壌微生物24)または動物体内25)での代謝産 物 としてニ ト

ロ基 がSCH3基 で置換 した化合物は知 られてい る. BHC

の代謝産物 としてチオ フェノール誘導体 が発見 され てい

る26)こと, またSH化 合物が メチル化 され る27)ことが知

られ てい るところか ら, その生成機構 と しておそ らくグ

ルタチオ ンを介 して生成す るSH化 合物 がメチル化 さ匙

る経路 をへて生成 した もの と考 えられ る. また, 〔XIII〕は

堆肥 中で代謝 され フタル酸誘導体 が生成 した(Fig.9).

これ はTable 8に 示 した ように, 3カ 月 で90%以 上分

解が進んでい るに もかかわ らず, それ に相応す る代謝産

物がGLCで 検出されない(こ れ らメチルチオ フタ リド

または メチルチオ フタル酸 のスル ポキシ ド体, スル ホン

体はGLCで 検出されない)こ と, また トリクロロフタ

ル酸類が発見 されなか つたことなどか らFig.11の よう

な生 成経 路を推定 した.

4カ 月以上熟成が進む と, 塩素数の少ない クロロフタ

リドお よび フタル酸類が次 々に生成 した. フタ リド類 で

は5位 塩素が最 も脱離 しやす く, 次に6位, 7位 の順 であ

った. フタル酸類 では3お よび6位 塩 素が非 常に脱離 し

やす く, 4位 および5位 塩素の脱離は遅か つた.こ れ は

カルボキシル基 によ り活性化されてい るオル ト位 が優先

的に脱離 してゆ くものと考え られ るが, フタ リド類 では

5位 の次 に6位 塩素が脱離 しやすい理 由は不 明である.

土壌中での代謝 では5位 お よび7位 が優先 的に脱離 し, 

4, 6-ジ ク ロ ロ フ タ リ ドが 代 謝産物中最 も多 く生成 し

た4).

ジクロロフタ リ ドまたはジクロロフタル酸か らの脱塩

素化は遅 く, またモ ノクロロ体の生成量が少ない ことか

ら脱塩素化以外の代謝が多い もの と考え られ る.

Table 7に 示 した ようにすべての代謝産物は フサ ライ

ドにくらべ溶解度が増加 し, 残留性, 蓄積性の少ない 化

合物にな ってゆ くもの と考 え られ る.急 性経 口毒性に関

しては とくに問題 にな る化合物はな く, 野菜に対 する薬

害については, 〔1〕お よび 〔III〕が土壌混和試験で フサ

ライ ドよ りも強い 薬害を示 した.し か し, これ も対照化

合物に くらべは るかに弱 く, またその生 成量 も添加 した

フサ ライ ドに対 し最 高濃度 それ ぞれ2%お よび10%で

あ る.イ ネわ ら中の フサ ライ ドの残留 量は20ppmを 越

え ることはな く7), また一般 の山積堆肥 では雨水 による

流亡 な どもあ り, 薬 害を起 こす濃度 にはな らないものと

考 え られる.

要 約

フサ ライ ドを実験室 で調製 した堆肥 に添加 しその代謝

過程 を検討 し, 生成 した代謝産 物につい て若干 の生理作

用 を検討 した.

(1) フサライ ドは, 堆肥 中ですみやか に代謝 された.

代謝産物 として ベ ンゼンお よび 酢酸 エチ ル区分か ら18

種の化合物が同定 されたが, 時間 とともに水層区分の増

加が認め られた.

(2) フサ ライ ドは堆肥中で開環 し, 3, 4, 5, 6-テ トラ

クロロ-2-ヒ ドロキシメチル安息香酸塩 と し て存 在 して

いた. この ように水溶性の大 きい型を と りうる性質はそ

の後の代謝を うけやす く, 残留性の大 きい塩素系殺 虫剤

と異な るところであ ると考 え られ る.

(3) 代 謝過程はまずテ トラクロロフタル酸へ の酸化

であ る. 次に核塩素のSCH3化 であ り, お もに4, 6, 7-

トリクロロ-5-メ チルチオ フ タ リドが生 成 し, また この

化合物の代謝では酸化生成物の フタル酸誘導体 のみ認 め

られ, この生 成機 構に関 して も推 論 した.

Fig. 11 Proposed metabolic pathway of metabolite E in compost.
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(4) クロロフタ リドの脱塩素化は5位, 6位 の順に

起 こ り7位 塩素の脱離は前者 に比較 し遅か った. また ク

ロ ロフタル酸の脱塩素化は3位, 6位 が非常 に速 く, 4

位, 5位 塩素の脱離は遅 くな ってい た.

(5) すべての代謝産 物は フサ ライ ドよ り水に よく溶

け, 残留性や蓄積性の少ない 化合 物に変化 してゆ くこと

が予想された. また野菜 に対 する薬害 は フサ ライ ドより

若干強い代 謝産 物があ ったが, その生成量 が少ない こと

か ら実際 の場面 で薬害 を起 こす こ とはないもの と考 えら

れ る.

終 りに臨み, 本試験 にご懇切 な指導 を賜わ った理化学

研究所微生物薬理研究室黄歌堂博士お よび 同研究室の皆

様 ならび にGC-MASS分 析 に多大の便宜 をお はか りい

ただい た宮城教育大学 佐 々木慎一教授お よび阿部英次

氏 に深 く感謝を捧げます. また, 標準物質の合成お よび

各種試験を担当された呉羽化学工業株式会社錦研究所,

東京研究所の各位 に謝意を表 します.
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