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亜硝酸態窒素利用性におけるイネとキュウリ

の差異のー断面

王子善滑車・脇内成昭h 鳥飼康子h 岡本三郎*

(昭和49年8J.J12日受理)

ONE ASPECT OF DIFFERENCE IN NITRITE UTILIZA TION 

BETWEEN RICE AND CUCUMBER PLANTS 

Yoshikiyo OJI， Nariaki W AKIUCHI， Yasu註oTORIKAI and Saburo OXAMOTO 

Abstract 

Metabolic backgrounds for different abiIity of rice-and cucumber roots to assimilate nitrite were 

investigated at the faces of respiratory metabolism. 

(1) Oxygen uptake of rice roots was inhibited by nitrite， whereas that of cucumber roots was 

stimulated. 

(2) Glucose-6-phosphate dehydrogenase activity was significant1y high in cucumber roots， as com-

pared with rice ones. 

These facts appear to be correlated with the differences of nitrite reducing ability and of suscepti-

bility to nitrite toxicity between rice and cucumber roots. 

緒 雷

さきに筆者は，植物の無機態窒素同化に関する一連の

栄養生理的実験の中で，好アンモニア性植物であるイネ

と好硝酸性植物であるキュクリは亜硝酸態謹諜利用性に

おいて明確な差異のあることをみとめた6)。すなわちイ

ネは窒素栄養源として亜硝酸態窒素を与えられると生育

が極端に劣り，盟硝酸陣害が出現し根は腐敗状を呈する

のに対して，キェクリは盟硝酸陣害が出現せず，それを

同化利用し，外観上異常がみとめられなかった。そして

この差異は根における亜硝酸の還元同化能の差異にひと

つの原因があることをつきとめ，さらに根の亜硝酸還元

酵素活性はキュクリがイネにくらべて3倍つよいことを

知った。以上のように亜硝酸態翠棄の同化能の面からは

両植物の差異の原因についてはひとつの裏づけが得白れ

たのであるが，根における亜硝酸態望棄の同化は，その

還元のための還元型補酵素，有機化のための炭素骨格，
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両供給面において呼服代謝と密接に関連しているので，

今回は呼吸代謝の面からその差異を比較検討することに

した。

呼吸代謝に対する亜硝酸の生理作用については，

WILLISと YEMM9，10)および BUTTと BEEvERSl)の実

験が有名である。WILLISらは無機態窒素の同化と呼吸と

の関連を大変根を用いて詳細に調べ，亜硝酸塩の添加は

アンモニクム塩の場合と同程度またはそれ以上に酸素吸

収，炭酸ガス放出を促進することをみとめの，これらが

亜硝酸塩の同化と密接に関連していることを明らかにし

たlO)。また BUTTらはトクモロコシ根のク勺レコース分

解系に対する亜硝酸塩の影響を検討した中で興味深い結

果を得ている。すなわち亜硝酸塩はメチレンプJレー，フ

ェナジンメトサ Jレブ zート， トリフェニー Jレテトラドリ

クムクロリドのような電子受容色素と同じようにク・Jレコ

ースー 1_14Cからの 14C02放出を著しく促進させる

ことを明らかにした。この事実を説明するために彼らは

トクモロコシ根においてはク勺レコースー6-リン酸 (G6P)

の酸化によって生成される NADPHが亜硝酸還元のた
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めの還元力の給源となるのではないかとの仮説を提案し

fこ。

以上のように盟硝酸態窒素の同化と関連した呼吸代謝

上の現象として呼吸の上昇， NADPを介して G6Pの酸

化と亜硝酸還元との共役の二つが報告されている。亜硝

酸は遊離の形態で過剰に存在すると植物根に対して有毒

であるが，植物の種類によってはそれを還元同化できる

ことも事実である。亜硝酸態窒素同化能の異なるイネと

キュクリの聞に酸素吸収に対する亜硝酸塩の影響にちが

いがないであろうか，また BUTTらの立場からすれば亜

硝酸同化能のまさるキュクリはグルコース分解系のうち

ペント{スリン酸経路の占める割合がイネにくらべて高

く，したがってこの経路の律速酵素で、あるG6P脱水素酵

素 (G6PDH) の活性もつよいのではないかと想像され

る。

本研究は，以上のような視点からイネとキュクリの亜

硝酸態窒素利用性の差異の背景を呼吸代謝の面からさら

に一歩掘り下げるために行なったものである。

【実験1】 イネおよびキュウリ根の酸素吸収に

対する亜硝酸塩の影響のちがい

実験材料および方法

イネ種子(コシヒカリ〉はサランの網上に，キュクリ

種子(翠青2号)はパ{ミキュライト中にそれぞれ播種

し， イネは9日間，キュクリは3日間， 30"Cの恒温器

中，暗所で培養した黄化幼植物を実験に供した。イネと

キュクリは培養期間が異なるが，これは根長をそろえる

ためであった。

酸素吸収量はそれぞれの切断根を供試し， ヲールプル

グ検圧計を用いて， 30
0 C pH6.0 (3.3 mMリン酸緩衝

液)の条件下で測定した。

実験結果

第1表に示したように，亜硝酸塩 (4mM) の添加は

イネ根の酸素吸収を阻害したのに対して，キュクリ根の

それを促進した。しかも亜硝酸塩は硝酸塩を上回る促進

効果を示した。硝酸塩はイネ根の酸素吸収を促進した

が，これはいわゆる salt-stimulatedrespirationの反

映と思われる。このことは両植物根の呼吸に対して亜硝

酸塩は異なった場面で生理作用を及ぼしていると考えら

れる。

本実験にはすべて黄化幼植物根を供試したのである

が，このような植物では体内糖レベIレが低く，したがっ

て両植物根中の糖レベルにおけるわずかなちがいが第1

表に示した酸素吸収に対する影響のちがいとなって現わ

れてくる可能性も考えられるので，この点を確かめるた

第1表 イネおよびキュクリ根の酸素吸収に対する亜

硝酸甑と硝酸塩の影響

酸素吸収量 (μljg新鮮重/時間〉

植 物
コントロ
~)レ

4mM NaN02 4mM NaN03 

イ ネ 572 517 625 

(100) (90) (109) 

キュクリ 232 292 271 

(100) (126) (117) 

第2表 ク・1レコース添加時のイネおよびキュクリ根の

酸素吸収に対する亜硝酸塩の影響のちがい

酸素吸収量 (μljg新鮮重/時間)

植 物 コントロ
グルコース事

~}レ
グIレコ{ス*

4mM 十NaN02 

イ ネ 654 693 585 

(100) (106) (90) 

キュクリ 211 248 293 

(100) (117) (139) 

* 10mM 

第3表亜硝酸塩添加時のキュクリ根の酸素吸収に対

するク勺レコース添加効果とづハク酸添加効果

の比較

添加物
酸素吸収量

(μljg新鮮重/時間)

4mM NaN02 277(100) 

/1 +10mMク勺レコ{ス 313(113う

/1 十10mMづハク酸* 284(103) 

ホ NaOHで pH6に中和

めに十分量の呼吸基質を添加したときの亜硝酸塩の影響

を比較検討した。その結果が第2表である。ク勺レコース

(10 mM) の添加は両植物根の酸素吸収を促進したが，

亜硝酸塩の共存下では著しい差異がみとめられた。すな

わち亜硝酸塩は， イネではクツレコースの促進効果を完全

に打ち消しコントローJレ以下に低下させるのに対して，

キュクりではク勺レコースの促進効果をさらに上積みする

効果をもつことが明らかとなった。

このことはイネ根では十分量の呼吸基質の存在下にお

いても亜硝酸塩は酸素吸収を阻害するのに対して，キュ

クリ根では促進し， しかも亜硝酸の還元とク勺レコース分

解系とがカッフ勺レしていることを暗示している。
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第3表は亜硝酸塩添加時のキュクリ根の酸素吸収に対

するク勺レコースとコハク酸の添加効果を比較したもので

あるが，第2表と同じくク勺レコースは亜硝酸塩添加時の

酸素吸収を一層増加させたが， コハク酸にはこのような

効果がみとめられなかった。

すなわち亜硝酸の還元同化は TCA回路以前の段階で

ク勺レコース分解系とカッフ勺レしているように推察される

【実験2】イネ棋とキュウリ根の G6PDH活性

のちがい

実験材料および方法

イネ種子は一昼夜 300Cで漫潰したあとサランの網上

に播種し 4日自にガラス室に移した。 8日間水道水を

毎日更新しながら育成した幼植物を 3iポットに30個体

を移植し，NH4N03をNとして 20ppm合む培養液6)で

6日間生育させ実験に供した。

キュグリ種子は20分間浸捕したあとパーミキュライト

中に播種し一夜 300Cで発芽させたあとガラス室に移し

た。 7日間水道水を与えて生育させたのち 3iポットに

3個体を移植し，イネと同じ培養液を与えて12日間生育

させ実験に供した。

実験はイネおよびキェクリの幼植物に N03--N(NaN

03)，または N02--N (NaN02)を 56ppm(4 mM)含

む培養液6)を与えて経日的にそれぞれの根部をとり

G6PDH活性の測定に供した。

粗酵素液の調製は以下のように行なった。すなわちそ

れぞれの根1gに対して石英砂0.3g，0.05Mシステイ

ンを合む O.4M トリス緩衝液 (pH7.6) 1 m1の割合で

加え，乳鉢を用いて冷所ですりつぶした。ホモジネート

は4層のガーゼでこし，残植は同じ緩衝液半置で抽出し

先の炉液と合した。 i?液は 12.000rpmで30分間40C以

下で遠心分離を行ない，その上涯を粗酵素液とした。

G6PDH活性の測定はCLAYTON2)の方法に単拠して行

なった。すなわち反応は G6P(5μモJレ).NADP(0.5μモ

1レ).pH 7.6トリス緩衝液 (200μ モJレ).MgC12C10μモ

Iレ)を含む総液量3m1の液中で行ない， 日立124型ダ

ブレビーム分光光度目十を用いて 340nmの吸光度増加を

記録した。この際，基質 G6Pのみを除いた反応液をプ

ランクとした。

なお G6Pを基質とする解糖系の酵素である G6Pイ

ソメラーゼ (G6PI) の活性も同じ粗酵素液を用いて測

定した。すなわち反応はフラクトースー6-リン酸 (5μモ

1レ).NADP (0.3μ モlレ).pH9.0トリス緩衝液 (200μ

そ Jレ). MgC12C15μモ 1レ). G6PDH (シグマ製 2ユニ

ット〉を合む総液量3mlの液中で行ない4)，G6PDHの

場合と同様に NADPHの 340nmの吸光度増加を記録

した。

粗酵素液中のタンパク質は5%トリクロル酢酸沈殿物

を 1NNaOHに溶解したあと LOWRYらの方法により定

量した。

実融館果

イネ根とキュクリ根の G6PDH活性を比較した結果が

第4表である。蜜素糠として N03--N，N02二 Nのいず

れを与えた場合でもキュクリ根の活性はイネ根にくらべ

て著しく高いことがわかった。イネ根ではN02--Nを与

えると活性が増加したが，キュクリ根の活性には遠く及

ばない。また第5表に G6PIの活性を比較した結果を示

したが， イネとキュクリで大きなちがいがあるとも思え

なかゥた。

すなわちキュクリ根はイネ根にくらべて G6PDH活性

がつよくべントースリン酸経路を経由するク・1レコース分

解系の割合が高いととが明らかである。

【興験1].【興験2]に対する考察

窒素の形態に対して異なった噌好性を示すイネとキュ

第 4表 NOa--N または N02二 N を与えたときのイネおよびキュクリ根の G6PDH

活性のちがい

処理後の日数

植 物 窒素源
O 1 3 5 

dE340/mgタンパク/分

N03--N 0.08(0.05) 0.09(0.06) 0.06(0.05) 
イ ネ 0.07(0.06) 

N02--N 0.19(0.15) 0.25(0.28) 0.28(0.38) 

N03ωーN 1.07(1.65) 1.11(2.23) 0.81(1.46) 
キ .1 ク リ 0.76(2.48) 

N02--N 1.30(2.27) 1.02(2.51) 0.97(2.02) 

カッコ内の数値は 1g新鮮重当たり
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第5表 NOa二 Nまたは N02--Nを与えたときのイ

ネおよびキュクリ根の G6PI活性のちがい

処理後の日数

植物窒素源
1 3 5 

lIEa40/mgタンパク/分

NOa--N 6.92 8.22 7.92 
イ ネ

N02--N 7.70 7.19 7.84 

NOa--N 10.27 8.13 9.05 
キュクリ

N02--N 8.45 7.83 8.65 

クリの亜硝酸態窒素同化能の差異の背景を呼吸代謝の面

から，さらに一歩掘り下げるため，根の酸素吸収に対す

る亜硝酸塩の影響のちがいおよびぺント{スリン酸経路

の律速酵素である G6PDH活性のちがいの両面から比較

検討を加えた。

酸素吸収の面からは，イネの酸素吸収が亜硝酸塩によ

って阻害されたのに対して，キュクリ(これは亜硝酸を

根で相当還元同化でき，耐亜硝酸性がつよい)の場合に

は促進され， しかも亜硝酸の還元がクりレコース分解系と

TCA回路以前の段階でカップ。ノレしているように思れれ

た。植物根において亜哨酸の還元同化過程が進行してい

るときには呼吸が増加することは WILLIS9)lO)r')の実験

によって明らかにされているが(彼らは大麦根を供試

し，これは亜硝酸同化能が著しくつよいことが筆者6)に

よって明らかにされている)，亜硝酸の還元同化能のつよ

いキュクリ根においては WILLISらの実験結果と同じよ

うな現象がみとめられたのに対して，その能力の微弱な

イネ根ではそのような現象がおこる以前に亜硝酸は別の

場面で害作用を呈し，酸素吸収の阻害となってあらわれ

てくるものと思われる。このことは亜硝酸態窒素を与え

たイネの根は著しく亜硝酸障害をうけ，ついには腐敗状

を呈するようになることのひとつの原因ではなし、かと推

察される。

つぎにG6PDH活性の面からは，キュクリ根の活性が

イネ根のそれにくらべて著しく高いことがわかった。根

のような非緑色組織にフエレドキシンが存在するか否か

未確定の現時点にあっては，亜哨酸の根における還元機

構の面からこのことを立ち入って議論することができな

いにしても，亜硝酸還元のための還元力の供給能のちが

いという面から G6PDH活性のちがいと耐亜硝酸性の

ちがいとを結びつけて考えることができるように思われ

る。すなわち，根の亜硝酸還元酵素はその酵素化学的諸

性質において緑葉のそれときわめて類似しているのであ

るが3，5)，緑葉においては亜硝酸の暗還元が NADPH→

ブェレドキシン→N02-と進行すること7)，また緑葉の

光合成電子伝達系においては NADP還元が N02-還

元に優先し， N02-還元がおこるためには体内 NADPH

レベルが常に高く維持されていなければならないという

新ら8)の観察，および本研究で明らかにしたように亜硝

酸の還元は TCA回路以前の段階でクVレコース分解系と

関連していると思われるのにG6PIの活性にはイネとキ

ェクリの聞に大差がなかったこと，などを念頭におくと

き， イネとキュクリの耐亜硝酸性の差異は G6PDHを

介した NADPH供給能のちがいにひとつの原因がある

のではなし、かと推察されるのである。

要 約

亜硝駿態窒素利用性におけるイネとキュクリの差異を

l呼吸代謝の面から検討を加えた。

( 1 )亜硝酸塩はイネ根の酸素吸収を阻害したのに対し

て，キュクリ根では促進した。 (2)キュクリ根の

G6PDH活性はイネ根にくらべて著しく高いことがわか

っfこ。

イネとキュクリのこのようなちがいが両植物の亜硝酸

態窒素同化能または亜硝酸障害感受性の差異のひとつの

原因であると推論した。

動J辞本実験の一部は昭和48年度文部省科学研究費(課

題番号876037)め援助を得て行なったものである。記し

て謝意を表する。
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