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ÅDH, LDH, ALDH, FDH, GAPDH, PDH, lCDH, αKGDH, MDH, ME, G6PDH, 6PGDH,

暮CL, MS, PEPC ; Table lに記載｡

GDH ; glutama七e dehydrogenase

GOGAT ; glu七alⅥate Synthase ~

GS ; glutamine synthetase
,

βHBDH ; β -hyd｢oxybuty｢ate dehyd｢ogenase

PDC ; pyruvate decarboxylase

NADPH-Cyt c reductase ; NADPH-cytochrome旦reductase

Cy七oxi ; cytochrome旦OXidase

AAT ; aspartate aminotransferase

DTT ; dithiothreito]

EDTA ; ethylenediaminetetraacetic acid

Tris ; tris(hydroxymethyl)aminomethan

BSA ; bovine serum albumin

RCR ; ｢espi｢a七o｢y control ratio



高等植物の根系をとりまく土壌中には､多種多様の土壌微生物が生息している｡

しかも､ r大地とま微生物の宝庫｣であるといわれるように､その数乙ま驚くべき数

字になる｡服部(1)は､土の種類やそれがおかれている条件によってもちがう

が､ 1グラムの土には､およそ1千万から1億個の細菌､細菌の数十分の-程度

の糸状菌､数万個のアメーバ等の｣京生動物が生息していると述べている｡一般に､

高等植物に対する外部環境といえば､水分､光､温度といった無機的あるいは非

生物的な側面が主に論じられてきたが､高等植物の根系をとりまくこのように膨

大な数の土壌微生物､いわば生物的環境も植物生育にとって無視することばでき

ない｡

高等植物と微生物の関係は､地球上の物質循環における生産者とそれに対する

分解者という間接的な関係にとどまらず植物の根寓において直接的な関係を確立

している｡なかでも､細菌または放線菌の感染によって形成される根粒と糸状菌
I

の感染によって形成される菌根では､微生物が植物体内にまで侵入し共存するい

わゆる共生関係が成立している｡このよう共生関係が進化途上のどの時期に成立

したのかは不明であるが､高等植物が微生物的環境に適応して生じた形態であり､

植物生育と密接に関わっていることば十分予想される｡

菌根は､無横養分､特にリンの吸収に関与しており､種々の園芸作物を含め広

範囲の植物群に認められる(2)
｡一方､根粒はマメ科植物と一部の非マメ科植

物にしか見られない特殊なものである｡しかしながら､根粒は､植物生育のため

の窒素源として空気中に多量に存在する窒素ガスを固定､同化することができる｡

大部分の高等植物は､生育に必要な窒素を硝酸あるいはアンモニアのような窒素

化合物の形でしか吸収同化することができないことを考えれば､根粒による窒素

固定作用は極めて特殊な横能だと言える｡このような特殊な横能を園芸作物の栽

培に有効に利用していくことばできないだろうか｡

マメ科植物の根粒が空気中の窒素を固定し利用しているこ■とが明らかとなった

のは､ 19世紀の後半である｡しかし､すでにローマ時代にヨーロッパでは､マ

メ科植物は土地を肥疾にするということが知られていたらしい｡当時ヨーロッパ

では､一定期間土地を休閑することによって地力の減退を防ぐ三園式農業が一般
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化していた｡その後､休閑のかわりにクローバー､ダイズ､エンドウ､ベツチ､

ルーサン､ルービンなどのマメ科作物の栽培を行い､麦などの穀類あるいは根菜

類との鶴作に発展していった｡マメ科作物が輪作体系の中で重要な位置を占めた

のは､家畜の飼料となるという点もあったが､マメ科作物を栽培することによっ

て地力の消耗を防ぐというねらいがあったようである(3)
｡わが国でも､種々

の近世の農書の中に､ダイズ､アズキはムギ作との二毛作にしたという記述がみ

られる(4)
｡また､い･ろいろな作物との輪作体系の中にダイズ､アズキは必ず

含まれている(5)
｡わが国では古くは､地力の維持という考え方よりも､ダイ

ズ､アズキは日本人の食生活と密接な関係にあったことが輪作に雑み入れられた

主な要因であったと思われる｡しかし､江戸時代の『農業全書』の中にtま､ r田

畑を肥やす苗肥(緑肥)には線豆がいちばんよく､小豆､ごまがその次である｡

大豆やそらまめもよい｡ ｣という記述があり(6) ､マメ科作物が商品価値とし

てだけでなく､地力の維持としての役割も有していたことが想像きれる｡このよ

うに､マメ科植物の共生窒素固定作用は古くから農業技術として利用きれてきた｡

ところが､窒素肥料が工業的に生産されるようになって､マメ科植物を地力維

持のために稜極的に利用するという技術は衰退してしまった｡窒素は多くの場合､

作物生産の制限要Eaであり､人為的に窒素をコントロールすることにより作物生

産は飛躍的に進歩したといっても過言ではない｡しかし､工業的に空気中の窒素

を画定し肥料として利用するためには､単に固定反応に高温､高圧の人工的なエ

ネルギーを必要とするだけでなく､設備､輪送といった方面にも多大の化石エネ

ルギーを必要とするため､今日のエネルギー問題の一つに上げられることになっ

た｡その点､生物による窒素固定系は太陽エネルギーに依存し､しかも必要な部

位に窒素を調節しながら供給することが可能な効率的な系である｡したがって､

このような生物特有の機能を作物生産に応用していくことは今後の重要な課題と

いえる｡とりわけマメ科植物以外の植物に窒素固定能を付与きせる試みは､魅力

あるテーマである｡

マメ科植物と根粒菌の共生関係己ま､植物側と菌側の双方の遺伝的要因が関与し

ていると言われている(7)
｡例えば､ダイズのなかには共生を行うことができ

ない系統が知られている｡これは､根粒形成すなわち窒素固定ができない点を除

けば通常のダイズと同じ性質を現し､共生能を支配する遺伝子が植物側に存在す
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ることを示している｡一方､根粒菌の突然変異株にも根粒を形成することができ

ないもの､さらに根粒が形成されても窒素固定能を示きないものが認められ､共

生能の支配に菌側の遺伝子も関与していることを示している｡マメ科以外の植物

に根粒菌を感染きせ根粒形成､窒素固定能発現までのプロセスを獲得きせるため

には､マメ科植物と根粒菌のそれぞれの共生に関わる要因を明らかにしていく必

要がある｡特に､マメ科植物と根粒菌との間にみられる宿主特異性がどのような

要因によって決定されるのかは重要な問題である｡

従来､窒素固定能は根粒菌が植物に感染し根粒を形成してはじめて発現すると

考えられてきたが､ Holsten ら(8)は､ダイズ根粒菌とダイズの根の培養細胞

を共存きせても根粒は形成きれないが､窒素固定能が発現することを示した｡そ

の後､ Phillips(9)は､ダイズに対しては根粒形成能を示きないカウピーの根

粒菌のある系統がダイズの培養細胞との共存によって窒素固定能を発現すること

を見いだした｡さらに､小麦､ナタネ､タバコ､ニンジンなどの非マメ科植物の

培養細胞を用いても同様なことが可能であることが明らかとなった(10､ 1 1､

1 2)
｡これらの結果は､窒素固定能の発現に関しては宿主植物との特異性は見

られず､マメ科以外の植物も根粒菌に対して窒素固定能発現の横能を有している

ことを示唆している｡また､感染に関しては､ Plazinskiら(13)が根粒形成

能を失った根粒菌の突然変異株に､根毛のカーリング(curling)能に関与する

遺伝子の領域をIncQ multicopy vector(PKT 230)を用いて導入した菌を､イネ､

トウモロコシ､ソルガム､コムギの4種類の単子葉植物に接種したところ､イネ

とトウモロコシでは板毛のカーリングが見られたと報告した｡最近､根粒菌の共

生にかかわる遺伝子の解析は進んでおり(14)
､マメ科以外の植物に根粒を形

成きせることは可能かもしれない｡しかし､宿主植物側の解析はほとんど行われ

ていない｡

一方､遺伝子工学の進歩にともなって､窒素固定能を菌との共生にたよらず窒

素固定遺伝子を直接植物細胞内へもちこんで､窒素固定酵素群を生産させようと

いう考えが生まれている｡これは､窒素固定遺伝子を分離し､ベクターを用いて

植物の培養細胞あるいはプロトプラストに導入し､植物体を再生し植物自身に窒

素固定能を獲得させようとする方法である｡すでに､窒素固定能を持たない大腸

菌のような原核生物では､ KlebsieHaのもつ窒素固定遺伝子を導入し発現させる
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ことに成功した例が報告きれている(7)
｡ところが､高等植物の場合には､ベ

クターとして何を用いるのか､蒔人された窒素固定遺伝子が果して発現するのか､

また､発現したとしても継代維持できるのかといった多くの問題が残されている｡

酵母のような真核生物のなかへ導入することには成功しても発現きれておらず く

15)
､真核生物の複雑さを物語っている｡また､根粒の感染細胞のプロトプラ

ストを分離しー 他種植物との細胞訣合によって窒素固定系を導入しようとする考

えもあるが､成功した報告は見ることができない｡

もし｣微生物との共生にたよらず高等植物自身が空中窒素を固定することが可

能であるとすれば､農業上多大の効果をもたらすことが期待きれる｡しかし､単

に窒素固定遺伝子を導入しただけで発現させることが可能なのか､はなはだ疑問

である｡例えば､窒素固定反応の直接の担い手であるニトロゲナーゼは酸素によ

って破壊きれてしまう｡そのために空気中で窒素固定を行う生物は､窒素固定部

位から酸素を除去するために種々の戦略を用いている｡その生物が嫌気的に代謝

を行うことができるなら戦略は単純であるが､生長のために酸素を必要とするも

のは､酸素を利用し､かつニトロゲナーゼに害を与えないという相矛盾するもの

を満足きせるような戦略をとらなければならない｡好気性微生物であるアゾトバ

クタ-は､呼吸を高めることによって酸素レベルを減少させ､ニトロゲナーゼを

酸素による破壊から防御している｡また､光合成を行うラン藻の一種であるアナ

ベナは,窒素固定のために光合成の酸素発生能を失ったヘテロシストと呼ばれる

特殊化した細胞を形成する(16)｡マメ科植物の根粒では､レグヘモグロビン

と呼ばれる高等動物血球中のヘモグロビンによく似たヘムタンパクが､その役割

を担っているといわれている｡単離したバクテロイドの窒素固定能は､レグヘモ

グロビンの共存によって著しく促進されることから､レグヘモグロビンは遊離酸

素が高濃度で蓄積するのを妨げると同時にバクテロイドに必要な酸素を提供して

いると考えられている(17)｡また､窒素固定反応は炭素代謝系､アンモニア

同化系とも深く関わっている(18)｡このように､窒素固定反応は高度に特殊

化した機能､代謝変動と密接に関連しており､窒素固定遺伝子が尊人できたとし

ても効率的な窒素固定系が確立できるのかどうか不明である｡

今後､窒素固定系を作物生産に利用していくためには､窒素固定反応に必要な

種々の生理的環境及び代謝機能もまた明らかにしていく必要がある｡特に､共生
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窒素固定系においては､窒素固定のためのエネルギーを宿主植物の生産する光合

成産物に依存しており､窒素固定反応に関連した炭素代謝を明らかにすることは

作物の生産性を考えるうえでも重要である｡ 1分子の窒素ガスから2分子のアン

モニアを生成するニトロゲナーゼの反応には､ 8個の電子と16分子のATP とい

う多大な還元力とエネルギーを必要とするが(19)
､これらが根粒内のどのよ

うな炭素代謝経路から供給きれるのか明確でもまない｡また､生成されたアンモニ

アは炭素化合物と結合して速やかに同化きれなければならないが,受容体となる

炭素化合物がどのような炭素代謝系によるものかについても不明である｡

本研究は､ダイズ根粒内において､窒素固定能発現にともない宿主植物の炭素

代謝とミトコンドリアの活性がどのように変動し､窒素固定反応といかに関連し

ているのかを明らかにするものである｡
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第1章ダイズ根粒に剖ナる炭素代謝と窒素固定との関連

共生窒素固定系は､宿主植物と微生物の相互作用によって成立する｡炭素代謝

は､窒素固定反応に必要な還元力とエネルギーを供給する点､また､生成された

アンモニアを同化するための炭素骨格を供給するという点で､窒素固定と密接に

関わっていると予想きれる｡しかしながら､宿主植物と微生物のそれぞれの炭素

代謝については不明な点が多くある｡

ダイズ(20､ 21､ 22)やいんげん豆(23)から単離したバクテロイド

の窒素固定絶と呼吸は､有横酸,アルコール､アルデヒド､グルコースなどの多

様な炭素化合物によって促進きれる｡これらの炭素化合物のなかで､根粒迎接内

が嫌気的であることから､嫌気的代謝の生成産物に特に注意が払われてきた(2

2､ 24､ 25)
｡田島とLaRue

(24)は､ダイズ根粒内には発酵による生成

物であるアルデヒドとエタノールが存在し､これらの生成に関与する酵素が根粒

のサイトゾルに存在すると報告した｡きらに､ PetersonとLaRue (26)は､ダ

イズ根粒バクテロイドのアルデヒド脱水一葉酵素による反応が窒素固定のための還

元力を供給することを示唆した｡これらの結果は､根粒の宿主細胞で生成きれた

エタノール発酵の代謝産物が､バクテロイドの窒素固定と呼吸のための炭素源と

してバクテロイドに供給きれることを示している｡

また､ De Vriesら(25･)は､エンドウ根粒において､ C O2 暗固定反応の産

物であるリンゴ酸が蓄積されること､さらに､ジカルポン酸は単離したバクテロ

イドに速やかに吸収されることを見いだした｡これらの結果から､彼らは敢素不

足によって誘導されるC O2 暗固定反応の生成産物である有横酸が､バクテロイ

ドの窒素固定反応に必要な炭素源であろうと述べている｡

一方､好気条件下で働くと考えられるイソクエン酸脱水素酵素もマメ科植物根

粒の窒素同化にとって重要であると言われている く18､ 27)
｡決定的な証拠

は不足しているが､エンドウ(28)
､アルファルファ(29)の根粒では､イ

ソクエン酸脱水素酵素が関与する反応が窒素固定のための道元力を供給するとい

う報告がある｡
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このように､バクテロイドの窒素固定反応に必要な炭素源となる炭素化合物は

何であり､それが宿主植物のどのような炭素代謝経路によるものか明確ではない｡

本研究では､窒素固定能発現に伴って､宿主植物細胞とバクテロイドにおける炭

素代謝に関わる酵素の活性は変動するであろうという予想のもとに､酵素活性の

経時的変動､板と根粒､また､バクテロイドと純粋培養した根粒菌との間の酵素

活性の速いを調べた｡きらに､炭素代謝酵素の細胞内局在性､根粒の窒素固定能

に及ぼす酵素阻害剤の影響についても検討した｡
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材料及び方法

1)材料

表面殺菌したダイズ(G]ycine max ; A62-1) の種子を､ Rhizobium OnICUm

strain OO9の懸濁液に一晩浸漬し､バーミキュライトに播種した｡一週間後､実

生は田島と山本(30)の水耕法(培養液組成:KH2PO4 21.96, KCl 152.6, Mg

SO4･7日20 250, CaCl2･2日20 213.7, MnSO4･H20 I, ZnSO4･7日20 0.25, CuSO4･5日20

0･25, H3BO4 0.25, Na2MoO4･2H20 0.05, FeC6H50T･5日20 48 mg/.1, pH 6.5)に従

って､温室で生育きせた｡

Rhi20biulⅥ onicum は､ マニトール､酵母､寒天培地(K2日PO4 0.7, KH2PO4

0.3, NaCI 0.2, MgSO4･7日20 0.I, CaSO4･2日200.1,マニトール10,寒天10,酵

母エキス1.0 g/I, pH7.0)で培養した｡培地は月に一度更新し､更新後3週間

経ったものを純粋培養した根粒菌として用いた｡

2)植物迎接の粗酵素液の調整法

板またiま根粒を､ 0.5mM EDTAを含む0.05M Tris-HCl緩衝液(pH 7.5)中で､新

鮮重の30%相当のpolyclar AT とともに､ガラスホモジナイザ-を用いて摩砕し

た｡ PEPCの活性を測定する場合には､摩砕液に5mM のDTT を加えた｡摩砕した液

を16,000xgで30分間遠心した後､ 2層のミラークロスでろ過し､得られたろ液を

粗酵素液として用いた｡

3)宿主植物細胞画分とバクテロイド画分の調整法

田島とLaRue (24)の方法に従って､好気負件下で5週令の植物の根粒から

調整した｡根粒を0.3M sucrose, 5mM DTT, lmM MgC12, 0.4mM EDTAを含む0.2Mの

カリウムリン酸緩衝液(pH 7.5)中で､新鮮重の30%相当のpolyclar AT ととも

に乳鉢で摩砕し､摩砕した液を4=層のガーゼでこした｡ろ液を5,000xg で10分間

遠心し､得られた上清を宿主植物画分とし､沈殿をバクテロイド画分とした｡な

お､沈殿は摩砕液で2度洗浄してから用いた｡

4)バクテロイドと純粋増義した根粒菌の粗酵素液の調整法

バクテロイドは上述の方法で調整したものを用い､純粋培養した根粒菌は､ 16

,000xgで10分間遠心して得られた沈殿をバクテロイドの調整に用いた摩砕液で2

度洗浄したものを用いた｡それぞれの沈殿を20mlの摩砕液に懸濁させ､ BRANSON
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modelリー200P超音波処理器で､ 90U, 15秒間処理を30秒おきに10回施した｡処理

後､ 16,000xgで30分間遠心し得られた上清を酵素液として用いた｡

5)バクテロイドの清製法

バクテロイドは､ Ching ら(31)の段階的ショ糖密度勾配法により精製した｡

10gの根粒を20mlの0.3M sucrose, 5mM Mg-acetate, 0.2M Na-ascorbateを含む

0.05Mリン酸援街液(pH 7.5)中で､ 3gのpolyclar AT とともに乳鉢で摩砕し

た｡摩砕した液は4層のガーゼでろ過し､ろ液を200xgで10分間遠心した｡得ら

れた上清5mlを0.05Mリン敢緩衝液(pH 7.5)を含む57%くv/v) sucrose 7m],

52%(u/v) sucrose lOm], 50%(w/v) sucrose lOml, 45%(v/v) sucrose 7mlか

ら成る段階的密度勾配に静かにのせ､日立(Hitachi) PRS27-2水平ロータを用

い､日立(Hitachi) 55P-72遥遠心境で10Q,000xgで4時間遠心した｡遠心後､

ISCO model 185 Density Gradient Fractiona七orを用いて､ 1mlずつ分注した｡

Ching ら(3 1)が示したmature bacteroids, transforming bacteria, bacte-

riaの各画分をそれぞれ集め､ 0.05M Tris-HCl緩衝液(pH 7.5)に懸濁し､上述

の方法で超音波処理を施し酵素標品を得た｡

6)細胞内小器官の分画法

9gの根粒を､ 10mlの0.4M sucrose, 20mM DTT, 10mM KCl, 1mM MgC12, 10mM

EDTA, long/m] 8SA を含む0.1M Tricine-KOH緩衝液(pH 7.8)中で2.7gのpoly-

c]ar AT とともに乳鉢で摩砕した｡摩砕した液を6層のガーゼでろ過し､得られ

たろ液4m]を0.1M Tricine(pH 7.8)を含む 2.0 M sucrose 3mlの上に形成き

れた32m]の 2.0 M - 1.0 M sucroseの直線的密度勾配の上に静かにのせた｡日

立(Hitachi) PRS2712水平ロータを用い､日立(Hitachi) 55P-72遥遠心機で

25,000rpm で4=時間遠心を行った｡遠心後､ ISCO model 185 Density Gradient

Fractionatorを用いて､ 1mlずつ分注した｡分注した各画分を酵素活性の測定に

用いた｡

7)アセチレン還元能の測定法

種々の令の植物体から分離した根粒を50mlの三角フラスコに入れ､酸素21%,

アルゴン79%の混合ガスで置換した｡分圧が10%になるようにアセチレンガスを

シリンジで注入し､一30oC で30分間インキュベイトした後､生成したエチレンを

Unibeads Aカラムを取り付けたガスクロマトグラフィー(日本電子)で測定したd
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分離した根粒のアセチレン還元能に及ぼす酵素阻害剤の影響は､ Houwaard (32)

の方法によって調べた｡ 5週令の植物体から分離した根粒100mg (4-5個)を

カミソリで半分に切り､ 34.5mlのバイアルに入れた｡それらの根粒tま､ 2.5mM Mg

Cl2, 0.1M sucrose,酵素阻害剤を含む0.05M Tris一日Cl緩衝液(pH 7.4)に浸漬

した｡気相部分を酸素で置換し､分圧が10%になるようにアセチレンガスをシリ

ンジで注入した後､ 215 ストロークス/分､ 25oC でインキュベイトした｡一定

時間後､ 0.5mlのガスサンプルを抜き取り生成したエチレンをガスクロマトグラ

フィーで測定した｡

8)酵素活性の測定法

以下に示す酵素は､括弧内の文献の方法により測定した｡アルコール脱水素酵

秦;ADH く33)
､乳酸脱水素酵素;LDH

(34)
､アルデヒド脱水素酵素;

ALDH(26)
､ギ酸脱水素酵素;FDH

(33)
､グリセルアルデヒド3リン酸脱

水素酵素;GAPD= く33)
､イソクエン酸脱水素酵素;lCDH(33)

､ αケトグ

ルタル酸脱水素酵素;αKGDH(35)
､リンゴ酸酵素;ME(36) ､グルコース

6リン酸脱水素酵素;G6PDH (33) ､ 6ホスホグルコン酸脱水素酵素;6PGDH

(33)
､イソシトレートリア-ゼ;ICL

(37)
､マレートシンタ-ゼ;MS(

38)
､ホスホエノールピルビン酸カルポキシラーゼ;PEPC(39) ､グルタミ

ンシシチターゼ;GS(40) , βハイドロキシプチレート脱水素酵素;βH8DHく

4=1)
､フマラーゼ(42) ､トt)オースホスフェートイソメラーゼ;

(4=3) ､

カタラーゼ; (44) ｡

ピルビン酸脱水素酵素;PDH の活性tま､ aケトグルタル酸のかわりにピルビン

酸を用い､ αKGDHと同様な方法で測定した｡リンゴ酸脱水素酵素;MDH は､ Nawa

とAsahi (45)の方法からTriton X-100を除いた反応液で測定した｡グルタミ

ン酸脱水素酵素;GDH とグルタメ-.トシンタ-ゼ;GOGAT は以下に示す親戚の反

応液中で､ A34匂の減少を測定した｡ GDH ; 100FLmOles Tris-HC](pH 8.0), 50JL

moles NH4Cl, 0.25FLmOles NADH, 2FLmOles a-ketoglutarate:全容圭3m],

GOGAT ; 100pmoles TrisIHCl(pH 7.5), 10iLmOles L-glutamine, 0.25〟moles

NADH, 2FLmOles
a-ketoglutarate:全容圭3nl｡なお､超音波処理をしないで

βHBDHの活性を測定する場合には､最初に酵素液を10%Triton x-loo 0.4mlとと

もに2分間インキュベ-卜した後､ 300fLmOIes Tris-HCl(pH 8.0), 9JLmOles Mg
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C12, 3.6JlmOles NAB, 60FLmO]es Na-DL-β一hydroxybutyrate を加え全容童3ml

で､ A348の増加を測定した｡すべての酵素活性は､日立(Hiatchi) 200-20分光

光度計を用いて､ 30oC で測定した｡

9)糖度とタンパク質の定量法

糖度は､屈折糖度計を用いて測定した｡タンパク質は､ BSA を標準タンパク賞

として､ Lowry ら(46)の方法で測定した｡なお､摩砕液中にDTT が含まれて

いる場合には､ Lowry らの改良法(47)を用いた｡

-ll-



結 果

1 )根粒組織の炭素代謝酵素活性と窒素固定能との相関

Fig. 1は､ 1982年6月から8月にかけて､名古屋大学の圃場の温室で生育きせ

たダイズの植物体の新鮮重､根粒の新鮮重とアセチレン還元能の経時的変化を示

したものである｡植物体∈ま播種後10週間生長を続け､その後､落葉､子実の乾燥

により新鮮重は減少した｡一本の植物に形成きれた根粒も7週目までは植物の生

長とともに増加したが､その後は変化がみられなかった｡この間の根粒のアセチ

レン遠元能をみると､根粒新鮮重当りの活性は根粒形成の初期にすでに最高値の

40%程度あり､開花期に最も高くなり､その後徐々に減少した｡一方､植物体当

りの活性は､根粒新鮮量の増加とともに上昇し,根粒の増加が見られなくなった

7週目以降減少した｡

根粒の窒素固定絶と炭素代謝酵素の活性の相関を調べるため､まず6週令の植

物の根粒の主要な炭素代謝経路の酵素活性を測定した｡ Tab一e lには､発酵､エ

ムデンマイヤーホフパルナス経拷､トリカルポン酸サイクル､ベント-スリン蕨

経持､グリオキシル酸経路､ CO2 暗固定反応に関わる酵素の活性を示してある｡

NAB-ADH, NAB-GAPDH, NADH-MPH, PEPCが高い活性を有し､なかでもNADH-MDHの活

性は特に高かった｡また､ NADP-1CDH, NADPIMDH, NADP-G6PDH, NADP-6PGDH も比

較的高い活性を示した｡

そこで､ Tab一e lに示す酵素のうち活性の高かったものと重要であると予想き

れる酵素､きらに､アンモニア同化に関係するGDH, GOGAT, GSの活性の経時的変

化を調べた(Fig. 2) ｡ Fig.1に示したアセチレン還元能の経時的変化と比較す

ると､ 5週目のピークは必ずしも一致しないが､アセチレン還元能の高かった3

避から8週目まではADH, GAPDH,暮CDH, G6PDH, 6PGDH, MDH, ME, PEPC, GSの活

性も高く､アセチレン遠元能の減少とともにこれらの酵素の活性も減少した｡一

方､ ALDHとGOGAT は初期には活性が低く､ 10週目まで増加し続け､その後減少し

た｡また､ GDH は他の酵素と異なり､初期に高くその後減少傾向にあった｡以上

のように､アセチレン遠元能と特に強い相関を持つ酵素はみられなかった｡

2)板と根粒の炭素代謝酵素活性の比較

Table 2 に示すように､根に比べ根粒ではADH, GAPDH, PEPCが著しく高い活性
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を示した｡ JCDHとMDH の活性は､根粒の方がわずかに高かった｡ベント-スt)ン

酸経路の酵素であるG6PDH の活性は根粒の方が高く､逆に､ 6PGDH は板の方が高

かった｡また､ ALDHは根粒にしか活性が認められなかった｡つぎに､これらの酵

素が根粒の宿主植物細胞あるいはバクテロイドの何れに存在するのかを明らかに

するため､それぞれの画分に分け酵素活性を測定した(Tab]e 3) ｡ ADH とPEPC

は上清に特に高く､これらの酵素が宿主植物細胞に局在することを示している｡

GAPDH,暮CDH, MDHは､バクテロイド画分の方が高かった｡しかし､ベント-スリ

ン酸経持の酵素は上清の方が高かった｡また､ ALDHの活性はバクテロイドにしか

見られず､根粒の粗酵素液では検出できなかったNAD-ÅLDHの活性も認められた｡

3)バクテロイドと純粋培養した根粒菌の炭素代謝酵素活性の比較

ADHとNAD-A_LDHの活性乙ま､両者にほとんど差がみられなかった(Table 4) ｡

しかしながら､ NADP-ALDH, GAPDH, MDH の活性は､バクテロイドの方が高かった｡

逆に､ 1CDHとG6PDH は､純粋培養した根粒菌の方が高い活性を示した｡ 6PGDH の

活性はバクテロイドのみにみられ､純粋培養した根粒菌には検出きれなかった｡

バクテロイドのMDH の活性乙ま極めて高かったが､ここで用いたバクテロイド画分

乙ま根粒摩砕液の5,000xgの沈殿としたため､植物の細胞のオルガネラ､例えば､

ミトコンドリアなどの混入によるものも含まれていると予想きれる｡そこで､バ

クテロイドを精製し､同様の検討を行った｡ Fig.3 は､ Ching ら(31)の段階

的ショ糖密度勾配法によって得られたプロフィールを示している｡ Ching らが述

べているように､密度の速いによって､菌はmature bac七eroids, transforming

bacteria, bacteriaの3種の状態に分けられたが､彼らの結果と異なり菌の大部

分はmature bacteroid画分に集まった｡なお､最初のピークとま植物のオルガネラ

を示す｡得られた菌の3種の状態について種々の酵素の活性を測定したところ､

NAP-MDH, G6PDH, 6PGDH を除くすべての酵素の活性は､ mature bacteroids で最

も高く､ transforming bacteria, bacteria の順に低下した(Table 5) ｡ NAD-

MDH の活性は全く逆にbacteriaで最も高くなり､ G6PDH と6PGDH の活性には明瞭

なちがいは認められなかった｡懸濁液が異なるために､粗バクテロイドに比べ全

体的に活性が低下しているが､にもかかわらずNAD-MDH の活性は純粋培養した根

粒菌よりも高かった｡したがって､バクテロイドは板粒菌よりも高いMD日 活性を

有していることが確認された｡
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4)炭素代謝酵素の細胞内局在性

炭素代謝酵素の細胞内局在性をきらに検討するため､連続ショ轄密度勾配法に

より細胞内小器官を分離し､酵素活性を測定した｡それぞれのオルガネラのマー

カー酵素の活性から､ミトコンドリアはフラクションナンバー14､ブラステッド

は21､バクテロイドは26番目に出現した くFig. 4)
｡しかしながら､カタラーゼ

は明確なピークが見られず､本実験ではインタクトなパーオキシゾ-ムは得られ

なかった｡ ADH, lCDH (Fig. 5) ､ GAPDH, G6PDH, 6PGDH (Fig. 6)乙ま､フラク

ションナンバー6春以降には活性の明確なピークを検出することtまできなかった｡

したがって､これらの酵素は細胞質に存在すると考えられる｡ MDH は､ミトコン

ドリアとブラステッドに相当するところに認められ､これら二つのオルガネラに

存在することを示している｡なお,この実験では超音波処理あるいはデタ-ジェ

ント処理を行っていないので､バクテロイドに存在する酵素の活性は現れていな

い｡したがって､ Tabte3 に示されたバクテロイドのADH, GAPDH, lCDH, G6PDH,

6PGDH の活性には､オルガネラ由来のものは含まれていないと判断することがで

きる｡

5)分離根粒のアセチレン還元能に及ぼす酵素阻害剤の影響

根粒内の炭素代謝経持と窒素固定能との関連をさらに検討するため､分離した

根粒に種々の酵素阻害剤を与え､アセチレン道元能がどのように変化するかを調

べた｡ Fig.7 には､分離根粒に炭素源としてシュクロースを与えた場合と与えな

い場合のアセチレン還元能の経時的変化を示した｡アセチレン還元能は両者とも

に時間の経過とともに増加したが､増加率は減少傾向にあった｡しかし､シュク

ロースの添加によりアセチレン還元能は明らかに促進きれ､シュクロースは根粒

内で代謝きれ窒素固定のための炭素源として利用きれたと推測きれる｡そこで､

シュクローズを加えたものに､解糖系の阻害剤としてヨード酢酸とフツ化ナトリ

ウム､トリカルポン酸回路の阻害剤としてマロン酸とフルオロ酢酸を与えた(

Table6)
｡解糖系の阻害剤は､両者ともに阻害作用を示した｡ところが､トリ

カルボン酸回掲の阻害剤のうち､フルオロ酢酸は影響がみられず､マロン酸は抑

制作用が認められたが､明瞭ではなかった｡次ぎに､ ADH, PEPC, ALDH の阻害剤

として､ピラゾ-ル(24)
､グリオキサルピサルファイト(48)

､ 6シアノ

7'リン(26)をそれぞれ加えて-影響を調べた(Fig. 8)
｡ピラゾ-ルもま100mM

､

-14-



グリオキサルピサルファイトは20mM､ 6シアノブt)ンは10mMで明らかな抑制作用

が認められた｡
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考 察

ダイズ根粒と板の粗酵素液の炭素代謝酵素の活性を比較した結果から､根粒で

は板に比べ､解糖系､エタノール発酵､ CO2 暗固定反応が著しく活発であると予

想きれる(Table2) ｡ きらに､ ADH とPEPCは宿主植物細胞に局在することから

(Table 3) ､ 根粒に転涜きれた光合成産物‡ま､宿主植物細胞内でヽ 主にエタノ

ール発酵経持とCO2 暗固定反応によって代謝されると考えられる｡一方､バクテ

ロイドは､純粋培養した根粒菌に比べ高いNADP一入LDH とNÅDH-MD日活性を香した(

Tabte4 と 5)
｡この結果は､エタノール発酵の代謝産物であるアセトアルデヒ

ドあるいはエタノール､とCO2 暗固定反応の生成物であるリンゴ酸がバクテロイ

ドに供給きれると考えるならば､よく符合する｡また､分敷板粒のアセチレン遺

元能が解糖系､ AD…, PEPC, ALDHのそれぞれの阻害剤によって抑制されたことは

(Tab]e6 とFig. 8)
､エタノール発酵とCO2

暗固定反応とバクテロイドの窒素

固定能との関連を裏付けるものである｡

バクテロイドの炭素源に関しては､糖､有機酸､嫌気的代謝産物など種々の物

質について､最近の総説(18､ 49､ 50､ 51､ 52)のなかで様々な点か

ら検討が行われている｡これらの物質の中で､バクテロイド8まコハク酸やt)ンゴ

酸の能動輪送系を有する点く53)
､きらに､有機酸能動軸送系欠損の根粒菌ミ

ュータントを接種すると窒素固定能を示きない根粒が形成される(54､ 55､

56)が､各種糖類を利用できないミュータントは窒素固定能を保持した根粒を

形成する(57､ 58)点から､有横酸が最も有力視きれている｡本実験で8ま､

分離根粒のアセチレン道元能は､ PEPCの阻害剤であるグリオキサルピサルファイ

トによって抑制きれた(Fig. 8)が､ TCÅ サイクルの阻害剤によっては抑制きれ

なかった(Tab]e6) ｡ したがって､ CO2 暗固定反応によって生成されたリンゴ

酸が､バクテロイドの窒素固定のための炭素源として利用きれると考えられる｡

最近､ Kingら(59)は､ 14CO2 を利用した実験によって､ダイズ板粒における

CO2 暗固定反応はバクテロイドのニトロゲナーゼ活性のための炭素源を供給する

ことを示唆した｡しかしながら､ Reibach とStreeter(60)またはKouchiとNa

kaji (61)による14Cまたは13Cトレーサー実験によって､根粒内ではTCAサ

イクルの中間代謝物もぅベルきれることが示きれた｡また､バクテロイドはTCA
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サイクルを有しており(62､ 63)
､第2章で示すようにダイズ根粒のミトコ

ンドリアは､板と同様な酸化的リン酸化能を有していた｡これらの結果は､ダイ

ズ根粒内では､バクテロイドとミトコンドリアのTCAサイクルが作働しているこ

とを示している｡本実験では､ TCA サイクルの阻害剤は分離根粒のアセチレン還

元能を抑制しなかった(Table 6)ので､両者のTCAサイクルは窒素固定反応と

直接には関連していないと考えられる｡しかし､阻害剤が目的の部位に到達して

いるかどうか確かめる必要がある｡ Kouc'hiとNakaji (61)は､ダイズ根粒内に

は有機酸のプールが少なくとも2つあり､植物サイトゾルに存在すると思われる

プールは固定した窒素の同化のための炭素骨格として利用きれていることを示唆

した｡したがって､宿主植物例のTCAサイクルもまバクテロイドの炭素源供給とし

ての役割‡ま小さいと思われる｡

CO2 暗固定反応によって生成きれたリンゴ酸がすべてバクテロイドに供給きれ

るのかどうかは､今後さらに検討する必要がある｡固定きれた窒素をアスパラギ

ンの形で植物に軸送するアルファルファとアラントインの形で軸送するダイズな

どとは､ CO2 暗固定反応の役割が異なることが報告されている(64) ｡ CO2 暗

固定反応によって生成されたリンゴ酸が炭素骨格として利用きれるのか､あるい

は､バクテロイドの炭素源として利用されるのか8ま､固定きれた窒素の軸送形態

と密接に関連していると予想きれる｡

LaRue ら(22､ 24､ 26)は､一連の研究の中で､根粒内にはエタノール

とアセトアルデヒド､そして､それらの生成に関わる酵素系が存在すること､き

らに､単離したバクテロイドのアセチレン遠元能がアルコール類､アセトアルデ

ヒド頬によって促進きれることから､根粒内の嫌横的代謝の重要性を指摘した｡

しかし､一方で､ 100Ⅹ02処理によって根粒o'ニトロゲナーゼ活性己ま低下するにも

かかわらず､それに伴うCO2 放出の減少に見合うほどエタノールもま蓄積されない

ことから､エタノールはバクテロイドの主要な炭素源ではないと述べている(4

9)
｡本実験では､

ADH とALDHの阻害剤が根粒のアセチレン還元能を抑制した(

Fig. 8)Jことから､エタノール発酵もまた窒素固定能と密接な関係にあると考え

られる｡ Fig. 8に示きれた阻害剤のうち､ピラゾ-ルは､抑制効果があらわれる

のにかなりの高濃度を要した｡粗酵素液では､ 1mMのピラゾ-ルによってAD= 活

性は82%抑制きれた｡また､バクテロイドのNÅDP一人LD=活性は純粋培養した根粒
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菌の活性よりも高かったのに対し､バクテロイドと純粋培養した根粒菌のAD日活

性には差が見られなかった(Table 4) ｡ これらのことから､エタノールよりも

むしろアセトアルデヒドの方がバクテロイドの炭素源としては重要だと思われる｡

Hensonら く29)はアルファルファ根粒の宿主植物細胞のICDHの活性が高いこ

とから､また､ KurzとLaRue (28)はエンドウ根粒バクテロイドのICDHの活性

と窒素固定能が強く相関することから､ tCDHが窒素固定能と結びついていること

を示唆した｡しかしながら､本実験では､宿主植物細胞のNADP-LCDH の活性はゝ､

Hensonらの値の6分の1程度であった｡また､根粒とバクテロイドの暮CDHの活性

は､それぞれ板と純粋培養した根粒菌のそれに比べ特に高いということばなく(

Table 2 と 4)
､これらの結果からは､

]CDHが窒素固定能と関連していると乙ま考

えにくい｡

Laing ら(65)
_とTajimaとYamamoto(66)は､それぞれルービンとダイズ

の根粒において､放射性同位体を用いてベント-スリン酸経路が作用しているこ

とを示した｡本実験では､ G6PDH と6PGDH の活性はバクテロイドよりも宿主植物

で高く(Table3)
､アラントインの前駆体となるリJi(-ス5リン酸の供給と関

わっていると推測きれる｡アラントインの合成過程には､プロプラステッド､バ

ーオキシゾ-ムなど種々のオルガネラが関与していることが明らかにきれたが(

42) ､ G6PDH, 6PGDHをはじめ3種類の酵素はいずれも細胞質に局在した(Fig.

5 と 6)
｡バクテロイドも活性は低いもののG6PDH

と6PGDH の活性を有しており､

純粋培養した根粒菌には6PGDHの活性が検出できなかった(Table 4)ことから､

バクテロイド内での炭素代謝過程にもベント-スリン酸経持が関与していると考

えられる｡

Ching ら(3 1)は､ダイズ根粒内には､窒素固定能の異なるmature bacte-

roids, transforming bacteria, bacteriaの3種類の状態が存在することを報告

した｡ 3種類の状態の菌を同様な方法で分離して酵素活性を比較したところ､大

部分の酵素はβHBDHの活性と相関を示したが､ NADH-MDH, G6PDH, 6PGDHの活性は

異なった(Table 5) ｡ Ching らもチトクロームオキシダーゼの活性もまbacteria

で最も高くなっており､これら3種類の状態の菌の代謝8ま異なっていると思われ

る｡ HADP-ALDH の活性はmature bacteroidsで最も高く､ NADH-MDHの活性はbac-

teria で最も高いことから､ mature bacteroids;, transforming bacteria, bag-
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teria では､それぞれ異なった炭素源を利用していると考えられる｡

以上のことから､ダイズ根粒の宿主植物細胞ではエタノール発酵とCO2 暗固定

反応が特異的に活発であり､それぞれの代謝産物であるアセトアルデヒドとリン

ゴ敢がバクテロイドの窒素固定能のための炭素源として利用されると推測される｡
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要 約

ダイズ根粒内の窒素固定能と関連した炭素代謝経路を明らかにするため､根粒

の炭素代謝酵素の活性とアセチレン還元絶との相関､根粒と根､あるいは､バク

テロイドと純粋培養した根粒菌との酵素活性の比較､分敷板粒のアセチレン還元

能に及ぼす酵素阻害剤の影響について検討した｡その結果､以下の点が明らかに

なった｡ ゝ

1)根粒のアセチレン還元能と炭素代謝酵素の活性の経時的変化を比較したとこ

ろ､特に強い相関を示す酵素は見いだせなかった｡

2) ADH, GÅPDH, PEPCは､根に比べ根粒で特に高い活性を示した｡ ÅDH とPEPCは

根粒の宿主植物細胞に局在した｡

3)バクテロイドのNADP-ALDH, GAPDH, MDH の活性tま､純粋培養した根粒菌のそ

れよりも高かった｡

4)..シュクロースの添加により促進きれた分敷板粒のアセチレン還元能は､解糖

系の阻害剤によって抑制きれたが､トリカルポン酸サイクルの阻害剤では抑制き

れなかった｡また､ ADH, PEPC,札DH の阻害剤も抑制作用を示した｡

これらの結果から､ダイズ根粒内の宿主植物細胞ではエタノール発酵とCO2 暗

固定反応が活発であり､これらの経路で生成きれたアセトアルデヒドとリンゴ酸

がバクテロイドの窒素固定反応のための炭素源として利用きれると考えた｡
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Table i Ac七ivi七ies of enzynes- of carbon ne七abolis皿in cru丘e ex七rac七s

fro皿SOyDean nO血止es.

EnzyⅦe

Activity

(pmol/min/mg protein)

Alcohol debydTOgena5e 対AD

〔ADH)
NÅDP

Lactate dehydrogena5e 対AD

(LDH)
NA･DP

I

Aldehyde dehydrogenase NAB

(ALDH)
NADP

Formate debydrogenase 対AD

(FDH)
NADP

GIyceraLdehyde-3-phosphate deb)'drog.enase HAD

(GAPDH)

Pyruvate dehydTOgenaSe NAB

(PDH)
対AD P

Ⅰ50Citrate dehydTOgena5e 対AD

(ICDH)
打AD P

α-Ketoglutatrate dehydrogenase･ WAD

(αKGDH)

Malate dehydrogenase NADH

(MDH)

Malic enzγⅦe 対AD

(ME)
NADP

NA工)PH

NA工) P

Glucose-6-pho5pbate dehydrogena5e MAD

(G6PDH)
NADP

6-Phosphogluconate debydrogenase 対AD

(6PGDH)
NADP

Isocitrate lya5e (ICL)

Malate symthase (かLS)

Phosphoenolpymvate caTboxylase (PEPC)

NADP

0.290

0.001

ND

ND

Nt)

0.005

Nt)

hTD

0.725

0.002

ND

iTt;D

ND

0.054

Nt)

ND

4.350

0.029

ND

0.007

ND

0.031

0.014

0.051

0.002

0.017

0.346

Mos七enzy皿e a･C七ivi七ies are expressed as pnoles py'ridine nucleo七id･e oxidized

or reduced･ per mg protein per Ⅱ止n. Specific ac七ivi七ies of isoci七ra七e lyase

and mala七e syn七hase are

e壷r巨ssed
as pnoles of gl,JOXyla七e iorned aLnd as pnoles

ace七y1-Co且 u七ili21ed pe1･ mg PrO七ein per min) respec七ively･ 1VD: not d･e七ec七ed･･
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Table 2 CoⅢparison of enzy皿e aC七ivi七ies between no血止e and root

e.TtraC七s.

Activity ( pmol/mュn/mg protein )
Enzリーle

Nodul es Roots

NAP-ADH

NADP-ALDH

NA工)- GAPDH

NADP- Ⅰ.CDH

NADH- MDH

NADP-G6PDH

NADP-6PGDH

PEPC

0.288

0.001

0.827

0.078

6.567

0.058

0.064

0.446

0.045

ND

0.027

0.056

S.612

0.011

0.121

0.08S

Enzy'ne ac七ivi七ies are e耳preSSed as pnoles pyridine nucleo七i丘e oxidize且

or reduced per mg protein per皿in. Nl): no七 de七ec七ed･
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Table 3 EnzyⅢe localization in soybean nod.ロユes.

Activity ( †皿01/凪in/mg protein )
EnzyⅦe

Supemat ant BacteTO ids

NADIADH

対AD-A⊥DH

NA工)P
-A⊥DH

NAD - GAP DH

NADP-ICDH

NADEi- MDH

NADP
-G.6PDH

NAl)P-6PGDH

PEPC

0.419

ND

ND

1.174

0.055

4.027

0｡049

0.055

0.473

0.006

0.033

0.054

2.$63

0.331

12.474

0.017

0.017

ND

En21y皿e
activities are e･TgreSSed as pnoles pyridine nucleo七ide oxidized･

or reduced･ per皿g PrO七ein pet- min･ ND: no七 de七ec七ed･･
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Table h comparison of enzyzzle a･C七ivi七ies be七veen the free living bacteria,

R･ jaモ)onicⅦn, and七he bac七e_,.oi丘s isola.ted. fro皿SOybean noduユes.

Activity ( pmol/mュn/mg protein )
Enzyme

BacteTOids Free living bacteria:

NAB
-ADEi

NAB
IALDH

NADP
-ALDH

NAB-GAPDH

NADP-ICDH

NÅDH-MD巳

NADP-G6PDH

NADP-6PGDH

0.006

0.033

0.OS4

2.S63

0.531

12.474

0,017

0｡017

0.008

0.035

0.014

1.056

0.693

0.089

0.039

ND

Enzy'ne ac七ivi七ies are e葺pressed as pnoles pyridine nucleo七id･e oxidized

or re血ced per mg protein per皿土n. N7): no七 de七ec七ed･･
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Table 5 EnzIJne aC七ivi七ies of na七1∬e bac七eroids ,七ransforning
bacteria

and bacteria obtained fro皿SOy'bean noduユes by a s七epvise slユCrOSe

d.ensi七y gradien七 cen七rifuga七icn.

Activity (ドmO1/min/mg protein )
Enzy7ne

B

a:ltate冨or;d5
TrBana…tfoer7三nga act eri a

WAD-8HBDH

対AD-ALDH

NADP
-ALDH

NAD-GAPDH

NADPIICDH

NADH
-MDH

NADPH-MDH

NADP-G6PDH

NA工)P-るPGDH

0.01S

0.009

0.031

0.885

0.082

0.S59

0.278

0.003

0.002

0.011

0.Oof

0.020

0.246

0.032

0.794

0.188

0.001

N口

0.006

0.001

0.011

0.137

0.021

2.S72

0.145

0.005

0.006

En乞yme aC七ivi七ies are expressedチS poles pyri4ine nucleo七ide oxidized･

or reduced per mg protein per mュn. m: no七 de七ec七ed･
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Table 6 Effects of metabolic inbibi七ors on七he ace七yle=1e reducing ac七ivit,I

of a.e七ache丘soybean no血ユユes.

Treatment

(p-olkce2tEY:e;nrhe:i:ecdefurdCe?hOnvei&t,

% control

Control

Iodo_acetate (SmM〕

Sodium fluoride (40mM)

Malonate (40mM)

Fluoroacetic acid (40TnM)

ll.93 ± 2.34

1.80 ± 0.71

8.65 ± 0.48

9.38 ± 3.06

12.SS 三 3.61

100

15

72

78

lo§

The rea･c七ion ELi血-e consisted of O･05M Tris一三Cl buffer (pE 7･h), 2･5znM MgC12,

0･1M s耳CrOSe and･ respective inbibi七ors indica.tea一 The values are七he皿eanS Of

thre''占d.e七em止na.七ions._+s七皿d打丘devia七ions Which are expresse且a･s J皿｡Ies e七hy･1ene

produced. per g fresh vei由1七for
i a-inculoa七ion.
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第2章ダイズ根粒のミトコンドt)アの活性と窒素固定能との関連

根粒細胞内には､多量のバクテロイドと酸素と強く結合するレグヘモグロビン

が含まれている｡そのために､根粒細胞内の遊離の溶存酸素濃度はおよそ10nMと

いう極めて低レベルに保たれている(17､ 67)
｡根粒の炭素代謝酵素の活性

を調べると､根粒で∈ま板に比べエタノール発酵が活発で､その代謝産物がバクテ

ロイドの炭素源になり得ることが明らかになった(24)
｡このような低酸素分

圧の下で､バクテロイドのニトロゲナーゼlま酸素による破壊から防御きれる一方､

ニトロゲナーゼ反応に必要なエネルギーをレグヘモグロビンに結合した敢素が関

与する酸化反応に依存している(17) ｡

ところが､エネルギー生産のために酸素を必要とする根粒内のミトコンドリア

の機能と窒素固定能との関連に関しては､これまでほとんど調べられていない｡

ミトコンドリアが､バクテロイドのように､レグヘモグロビンに結合した酸素を

利用できるのかどうかも不明である｡電子顕微鏡斌察によれば､ミトコンドリア

はレグヘモグロビンの存在する感染細胞内でも､最も酸素濃度が高いと思われる

細胞膜の周辺に位置しているといわれている(67､ 68) ｡また､
Mueckeと

Uiskich (69)は､ダイズ根粒から調整したミトコンドリアは比較的低い呼吸

調節率を示したと報告した｡

バクテロイドは､転涜されてきた炭素化合物を窒素固定反応によって消具する

が､宿主植物細胞は固定きれた窒素化合物を同化する｡また､根粒の生長のため

に炭素源を必要とする｡宿主植物細胞において､同化､生長に必要なエネルギー

の産出にミトコンドリアは関わっていると予想される｡また､ミトコンドリアは

エネルギー生産だけでなく､種々の物質の生合成反応の前躯体を供給するという

役割も担っている｡根粒内アンモニア同化過程においては､グルタミン酸あるい

はグルタミンが重要である(18､ 70)が､これらのアミノ酸の骨格もまトt)カ

ルポン酸サイクルのαケトグルタル酸である｡したがって､ミトコンドリアも窒

素固定反応と密接な関係にあると思われる｡

本実験では､ダイズ根粒からバクテロイドが混入しないようにミトコンドリア
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を単離し､その呼吸活性について板のミトコンドリアと比較した｡また､植物の

令による活性の速いを調べ､窒素固定能との関連を検討した｡
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材料及び方法

1)材料

前章と同様に､ダイズ(Glycine max;A6211) tRhizobium onicum strain

009 を用いた｡なお､植物令による速いを調べる実験では､令による違いを明確

にするため､主根の基部に形成きれた根粒だけを材料として用いた｡

2)ミトコンドリアの調整法

根粒または根を､新鮮重の4倍量の0.5M sucrose, lX(w/v)Na-isoascorbate,

10mM EDTA, 0.1Ⅹ(w/v)BSA を含む0.05M Tris-HCl緩衝液(pH 7.5)中で､新鮮重

の30%相当のpolyclar AT とともに､カミソリで細かくきざんだ後､乳鉢で摩砕

した｡摩砕した液は4層のガーゼでろ過し､ i,000x苫で10分間遠心した｡得られ

た上清を10,000xgで15分間遠心した後､その沈殿を洗浄液(0.05M Tris-HCl緩衝

液 pH 7.5, 0.4M sucrose, 0.1‡(w/v)BSA)に懸濁し､再び同様に1,000xgで10

分間､ 10,000xgで15分間の遠心を行った｡最終的に得られた沈殿を粗ミトコンド

リアとした｡

ミトコンドリアの精製己ま､ Jackson ら(71)の方法に従った｡ 5田1の洗浄液

に懸濁させた粗ミトコンドリアを､ 12mlの45%Percollと12mlの21%PercoH 溶

液から成る2層の密度勾配の上に静かにのせた｡なお､おのおののPercoll溶液

は､ 10mM Trjs, 0.25M sucrose, 0.1%(w/v)BSAを含み､ pH7.5 に調整した｡アン

グルローターを用い､ 7,500x8で30分間遠心した後､ 45%と21%Percollの間層

をパスツールピペットで回収し､洗浄液で2度洗ったものを精製ミトコンドリア

とした｡

ミトコンドリアの重きの変化を調べる実験においては､ 13mlの45%Percoll､

14mlの33%Percol]､ 12mlの21%PercoH 溶液から成る3層の密度勾配に5mlの

粗ミトコンドt)ア画分をのせ､ 7,500xgで30分間遠心した｡遠心後､底から1ml

ずつ分注し酵素活性を測定した｡

3)呼吸活性の測定法

ミトコンドリアの酸素吸収能tま､クラーク型酸素電極(Yanaco製)を用いて25

℃で測定した｡反応液2.8mlには､ 20mMリン酸カリウム緩衝液(pH 7.2), 0.4M

mannitol, 0.5mM EDTA, 5mM MgC12, 0.1Ⅹ(u/v)BSA を.･含み､ミトコンドリア画分
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を0.1ml加えた｡基質は､コハク酸､リンゴ酸の場合己ま最終濃度が7mMになるよ

うに､ NADHの場合は1.7mM になるように添加した｡また､令による速いを調べる

実験では､リンゴ酸濃度を30mMとした｡ 25℃における溶存酸素濃度は237〃Mとし､

125nmoles のADP添加によりADP/0比と呼吸調紡率をもとめた｡

4)根粒または板のサイトゾル画分の調整法

根粒または板のサイトゾル画分は､ TajimaとLaRue (24)の方法に従って調

整した｡ 1 gの根粒または板を､ 0.3M sucrose, 5mM DTT, 1mM MgCf2, 0･.4mM

EDTAを含む0.2Mリン酸カリウム緩衝液(pH 7.5)中で､ 0.3gのpolyclar AT とと

もに乳鉢で摩砕した｡摩砕した液を4=層のガーゼでろ過した後､ 16,000xgで30分

間遠心した｡得られた上清をサイトゾル画分とし､酵素活性の測定､レグヘモグ

ロビンの定量に用いた｡

5)酵素活性の測定法

酵素の活性は分光光度計を用いて30℃で測定した｡ βハイドロキシプチレート

脱水素酵素; βHBDH､アルコール脱水素酵素;AD…
､フマラーゼ､カタラーゼ､

ホスホユノールピルビン酸カルポキシラーゼ; PEPCは前章に明示した方法を用い

た｡以下に示す酵素は括弧内の文献に示きれた方法によった｡ NADPH-チトクロー

ム且レダク9r-ゼ(72)､ピルビン酸デカルポキシラーゼ;PDC (73)
､リ

l

ンゴ酸脱水素酵素;MDH (45)､チトクローム且オキシダーゼ;Cyt oxi (4=

5)
､リンゴ酸酵素;ME(74) ､グルタミン酸脱水素酵素;GDH

く75)
､ア

スパラギン酸転移酵素;AAT (76)
｡_.イソクエン酸脱水素酵素;

ICDHの活性は､

50mM Tris-HCl緩衝液(pH 7.6) ,
10mM MgC12, 0.5mM NAP, 1.7mM KCN, 0.02Ⅹ

Triton X-100, 4mM isocitrateから成る反応液中で､ A348の増加を測定した｡

6)アセチレン還元能の測定法とレグヘモグロビンとタンパク質の定量法

アセチレン還元能は分離した根粒を用い､前章の方法で測定した｡レグヘモグ

ロビンは､サンプルと等量の0.2N NaO= 中に4.2Mビリジンを混合した後､フェリ

シアン化カリウムまたはディチオナイトを少量加え､フェリシアン化カリウムを

加えたものを対照に､ A556とA539を測定し求めた(77)
｡タンパク質の定量に

は､ Lowry の改良法を用いた(47) ｡
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結 果

1)ミトコンドリアの精製

粗ミトコンドリア画分とPercoll密度勾配によって得られた精製ミトコンドリ

アについて､純度を調べるために種々のオルガネラのマーカー酵素の活性を測定

した(Table7)
｡精製ミトコンドリアには､粗ミトコンドリアのフマラーゼ活

性の55%が認められた｡バクテロイドのマーカー酵素であるβHBDHの活性は非常

に小きく､ Percoll密度勾配によって大部分のバクテロイドは除くことができた｡

しかしながら､小胞体のマーカー酵素であるNADPH-チトクローム且レダクタ-ゼ

の活性は粗ミトコンドリアの40%､バーオキシゾ-ムのマーカー酵素であるカタ

ラーゼの活性は26%が清製ミトコンドリアに認められた｡したがって､本実験で

用ぃた方法では､小胞体とバーオキシゾ-ムは完全に取り除くことばできなかっ

たが､フマラーゼの回収率よりも低い値であった｡

2)根粒と板のミトコンドリアの呼吸活性の比較

まず､根粒と根のサイトゾルの炭素代謝系のちがいを､ ÅDH, PDC, PEPCの活性

から調べた くTable 8)
｡根粒でもま､

ADH, PDC, PEPCの活性はすぺて根よりも高

く､エタノール発酵とCO2 暗固定反応が活発であると推測きれる｡このように､

嫌気的代謝が活発である根粒と好気的代謝が優勢であると思われる根から､それ

ぞれミトコンドリアを単離し､その呼吸活性を比較した｡

根粒のミトコンドt)アC)酸素吸収能iま､コハク酸､リンゴ酸を基質とした場合

にiま､根のミトコンドリアよりも約2倍高かった(Table9) ｡ NADHを与えた場

合には逆に板のミトコンドリアの酸素吸収能の方が高かったが､標準偏差が大き

く､調整のたびにかなりちがいが見られた｡ ADP/0比と呼吸調節率は､すべて根

粒ミトコンドリアの方が高い値を示した｡ミトコンドリアの酵素について同様に

根粒と板を比較すると､ 1CDHの活性にはあまりちがいが見られなかったが､フマ

ラーゼ､MDH､チトクローム且オキシダーゼは根粒ミトコンドリアの方が約2倍

高い活性を示した くTable 10) ｡

根粒ミトコンドリアの酸素吸収能に対する青酸の影響を調べたところ､ 1mM青

酸によって酸素吸収能は95%抑制された くFig. 9) ｡

3)根粒ミトコンドリアの植物令によるちがいと窒素固定能との関連
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Fig. 10 には､分離根粒のアセチレン還元能､レグヘモグロビンの含量と回収

きれたミトコンドリアタンパク質量の経時的変化を示した｡アセチレン還元能は

時間の経過とともに増加し､播種後6週間で最大となり､その後急激に減少した｡

レグヘモグロビン含量もアセチレン還元能と同様に増加したが､ 6週以降はアセ

チレン還元能ほど減少しなかった｡一方､種々の植物令の根粒から回収されたミ

トコンドt)アのタンパク質量8ま､令によってあまり大きく変動はしなかったが､

時間の経過とともにやや減少傾向にあった｡ ⇒

コハク酸とリンゴ酸を基質として与えたときの酸素吸収能､ ADP/0比､呼吸調

節率の変化を､それぞれFig. 11とFig. 12に示した｡リンゴ酸を与えたときの

呼吸調節率を除き､他のすべての値は植物の令にってほとんど異ならなかった｡

リンゴ敢添加時の呼吸調節率は､ 5週間以降高くなり､.9週間になって減少した｡

なお､ NÅDHを添加した場合は､コハク酸の場合と同様ほとんど変化しなかった｡

ミトコンドリアのMEと[CDHの活性も､生育期間を通じほとんど変化が見られな

かった(Fig. 13) ｡ MDH の活性は3週目に急激に上昇し､その後徐々に低下し

た｡また､チトクローム且オキシダーゼは令によって活性がかなり変動したが､

6週日に最も高くなった｡

以上のように､ミトコンドリアの呼吸活性と窒素固定能との間には､強い相関

が認められなかった｡

4)ミトコンドリアの密度の変動

これまでの実験では､大部分のミトコンドリアは45%Percollと21%Percoll

の間層にバンドを形成したが､ 45%Percollと21%Percollの間に33%Percoll

の層を加えて遠心したところ､ 45%と33妬p･ercollの閉居(バンドⅠ)および33

%と21%Perco]1の間層近辺(バンドⅡ)にフマラーゼの活性ピークが認められ

良(Fig. 14) ｡ 3週令の根粒では､フマラーゼの活性とまバンドⅡの方が高かっ

たのに対し､ 5週令の根粒では､バンドⅠの方が高かった｡また､ 7週令になる

と全体的に活性は低下したが､バンドⅠの方が高かった(Fig. 15)｡フラクシ

ョンナンバー7､ 8番をバンドⅠとし､ 12, 13番をバンドⅡとして､それぞれ､

ミトコンドリアを回収し､呼吸活性と酵素活性を比較した｡酸素吸収能ミま､コハ

ク酸､リンゴ酸に対し､ともにバンドⅡの方が高かった(Tab一e ll)
｡しかし､

ADP/0比､呼吸調節率には大きなちがいはみられなかった｡また､ミトコンドリ･
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アの呼吸系に関わる酵素(フマラーゼ､ME, lCDH, MDH,チトクローム且オキシ

ダーゼ)とアンモニア同化に関わる酵素(GDH, 人AT)の活性を比較したが､両者

はほとんど同様の活性を示した(Tab一e 12) ｡
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考 察

PDC とADH の活性のちがいから､板で8まエタノール発酵は行われていないが､

根粒では活発であると推測きれる(Table8) ｡ きらに､根粒迎接中にtまエタノ

ールとアセトアルデヒドが存在した(24)ことから､単に酵素の活性が高いだ

けでなく､根粒ではエタノール発酵が実際に作働していると判断きれる｡ところ

が､このような姓気的代謝が活発な根粒のミトコンドリアの酸素吸収能､ ADP/0

比､呼吸調節率は､根のミトコンドリアよりもむしろ高い値を示した(Table9

と10) ｡ MueckeとUiskich (69)は､ダイズ根粒から呼吸調節能を有するミト

コンドリアを最初に単離した｡しかし､彼らの単離したミトコンドリアのコハク

敢を基質としたときのADP/0比ちま0･9からl･15､リンゴ敢の場合は1･55からl･95

と比較的低く､これが根粒ミトコンドリアの特徴なのか､あるいもま､単敵方法に

問題があるのかは明確にきれていない｡本実験では､コハク酸の場合も､リンゴ

酸の場合も､彼らの値よりもともに高かった｡また､本実験で得られた根粒ミト

コンドリアの呼吸活性は､最近報告きれたホウレンソウ葉のミトコンドリアにつ

いての結果く71､ 72､ 78)に非常に近い｡したがって､根粒では､嫌気的

代謝が活発であるにもかかわらず､ミトコンドリアも酸化的リン酸化を行うのに

十分な機能を保持しているといえる｡

Lambers (79)は､硝酸で育てた植物とアンモニアで育てた植物で己ま､根の

呼吸に占める青酸耐性呼吸の割合が異なることを示した｡しかしながら､本実験

で得られた根粒ミトコンドリアの呼吸は､ KCN によって95%抑制され(Fig. 9) ､

青酸耐性呼吸と窒素固定能との関連は考えられなかった｡

根粒のアセチレン道元能とレグヘモグロビンの含量は､生育期問を通してダイ

ナミックに変動した(Fig. 10)｡したがって､令によって､根粒細胞内の炭素

代謝系､微環境､例えば､酸素分圧もまた変化していると推測きれる｡ところが､

根粒ミトコンドリアの捻タンパク質量また呼吸活性は､ 2､ 3の値を除いて､令

によるちがいはほとんど見られなかった(Fi甚. 10, ll, 12 と13)｡このような

結果は､ミトコンドリアは感染細胞内で最も酸素分圧が高いと思われる細胞膜の

周辺に位置し作用している(67)という考えを支持するように思われる｡しか

しながら､実際の細胞内でのミトコンドリアの活性もまどのように調節きれている
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のか､また､バクテロイドのようにレグヘモグロビンによって､酸素吸収を支え

られているのかといった点iま､今後きらに検討する必要がある｡

Morohashiら(80)は､ピーナッツ種子の発芽時に､子葉中に密度の異なる

2つのタイプのミトコンドリアが存在することを報告している｡ダイズ根粒にも､

重いミトコンドリア(バンドⅠ)と軽いミトコンドリア(バンドⅡ)が存在した

(Fig. 14)
｡両者のフマラーゼの比活性が同じであることから(Table

12) ､

3迎合と5適合の根粒では､重いミトコンドリアと軽いミトコンドリアの圭が変

化していると考えられる(Fig. 15)｡ したがって､このミトコンドリアの変化

は､窒素固定能と関連があると予想きれる｡ UernerとMorschel (8 1)は､ダイ

ズ根粒迎接の電子顕微鏡観察の結果､感染細胞内にiま特徴的に大きなミトコンド

リアがプラステッドに近接して存在することを示した｡ミトコンドリアの密度の

速いは､このような形態的な速いと一致するかもしれない｡ Fletcher(82)は､

放射性同位体を用いた実験から､ミトコンドリアには呼吸型のミトコンドリア(

respiratory mitochondria)とアスパラギン酸の合成に関わる合成型のミトコン

ドリア(synthetic mitochondria)の機能的に全く異なったタイプのミトコンド

リアが､植物細胞に存在することを示唆した｡しかし､本実験で得られた2つの

ミトコンドリアは､バンドⅡの方がやや高い酸素吸収能を示した(Table ll)が､

アスパラギン酸転移酵素を含めほとんどの酵素の活性は両者に大差なく(Tab一e

12)
､機能的な速いは認められなかった｡

単離したミトコンドリアの呼吸活性には令による速いもまみられなかったが､細

胞内でのミトコンドリアの呼吸活性は､様々な物質によって調節されていると思

われる｡根粒では､ CO2 暗固定反応が活発である(83)
｡その反応によって生

成きれたオギザロ酢酸とリンゴ敢は､アスパラギン酸の炭素骨格になるだけでな

く､バクテロイドの窒素固定のための炭素源､きらには､ミトコンドリアのトリ

カルポン酸サイクルの基質にもなり得る く84)
｡ダイズ根粒から単離したミト

コンドリアtま､リンゴ酸酵素を有し(Fig. 13)
､リンゴ酸をピ)L･ビン俄にする

ことによって代謝することができる｡実際に､単離したミトコンドリアはリンゴ

酸を代謝することができた(Tabte9) ｡ したがって､解糖系で生成きれたピル

ビン酸がエタノール発酵経路によって代謝きれても､ CO2 暗固定反応によって生

成されたリンゴ酸がミトコンドリアに供給きれればTCÅサイクルは作働すること
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ができる｡ PetersonとEvans (85)は､ダイズ根粒サイトゾルのピルビン酸キ

ナ-ゼの活性は､アンモニアによって抑制されることを報告している｡もし､ピ

ルビン酸キナ-ゼが抑制きれれば､ホスホユノールピルビン酸カルポキシラーゼ

の基質であるホスホユノールビルビン酸が蓄積され､ CO2 暗固定反応が促進きれ

るであろう｡これらのことから､窒素固定反応によって生成きれたアンモニアが

蓄積するとCO2 暗固定反応によるリンゴ酸の生成がより活発になり､そのリンゴ

酸を利用してミトコンドリアのTCAサイクルは､アンモニアを同化するためのエ

ネルギー､グルタミン酸の炭素骨格であるa- ケトグルタル酸を供給することが

可能である｡

以上述べてきたように､根粒内はエタノール発酵が活発であるにもかかわらず､

ダイズ根粒のミトコンドリアは好気的代謝を行っている板と同等の酸化的リン酸

化能を有していることが明らかになった｡
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要 約

嫌気的代謝が行われていると思われるダイズ根粒内におけるミトコンドリアの

呼吸活性と窒素固定能との関連を明らかにするため､好気的代謝を行っている根

のミトコンドリアと呼吸活性を比較し､きらに､植物令による速いを調べた｡そ

の結果､以下の点が明らかになった｡

1) 45%Percollと21%Percollの2屠密度勾配によって､粗ミトコンドリア画

分から大部分のバクテロイドを除くことができた｡

2)根粒のミトコンドリアの敢素吸収能､ ADP/0比､呼吸詞紡率は､板のミトコ

ンドリアに比べ､いずれも高かった｡また､フマラーゼ､MDH､チトクロームi

オキシダーゼの活性も高かった｡

3)根粒ミトコンドリアの酸素吸収能は､ 1mM KCNによって95%抑制された｡

4)分離根粒のアセチレン還元絶とレグヘモグロビンの含量は､生育期間を通し､

ダイナミックに変動したが､根粒ミトコンドリアの呼吸活性はほとんど変化しな

かった｡ I)ンゴ酸添加時の呼吸調節率､ MDH､チトクローム且オキシダーゼの活

性は､変動したが､アセチレン還元絶と強い相関は認められなかった｡

5)ダイズ根粒中には､重いミトコンドリアと軽いミトコンドリアが存在した｡

3週令の根粒には軽いミトコンドリアが多く､ 5週令の根粒では重いミトコンド

リアが多かった｡しかし､両者のタンパク当たりの呼吸活性､酵素活性には大き

な速いはみられなかった｡

以上の結果から､嫌気的な根粒細胞内でのミトコンドリアの呼吸調節を､アン

モニア同化との関連から考察した｡
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Table 7 Ma.rkeT enZyme 8.Ctivi七ies recbverea in七he'crude皿i七QChondrial

frac七ion aJld in七hel purified ml七QChohdrial fraction 8,fter

Pert!oll discontinuous gradient centrifugation.

Fraction
Fumarase βHBDH N至e?;:;tcご三eecatalase

(叩01/min) (pmol/min) (TmOl/min) (mmol/min)

Crude mitochondTia 0.594

Purified mitochondria 0.327

0.035 0.064

0.0005 0.026

0.234

0.062

Enzyne ac七ivi七ies are e叩reSSed as l皿Oles or mmoles of subs七ra七es metabolized

per min per fraction.



Table 8 払zyne ac七ivi七ies for e七hanol fer皿en七a七ion and CO2 d,ark

fixa七ion of nodule and roo七 cy七osol fraction.

Activity

En z)Ⅷle 叩101/min/mg protein pmol/min/g fr wt

Nodul e Root Nodule Root

Alcohol

debydrogenas e

Pyruvate

decarboxylase

Phospho eno lpyruvate

carboxylase

0｡538 0.185 7.638 0.360

0｡161 0.000 2.288. 0.000

0.497 0.240 7.064 0.466
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Table 9 I 0Ⅹidatiye and phosphoェTla七ive activities.Qf七he■ purified mi七ochondria

from七he'hodules 8na rOO七s.

`

Fraction Substrate Resrp:treatoryADP/0 RCR

Nodule

mitochondria

Root

mitocl10ndria

Succinate

Malate

NADH

Succinate

Malate

NADl-I

178 土 49 1｡24 ± 0.18

56+ 13 2｡20! 0｡19

90+ 33 1｡15土0｡29

84 王 32 1.09 ! 0.18

33 t 21 1.92 t 0.26

211 + 124 0.871+ 0.60

1.87 ± 0｡27

3.82 ± 0｡95

1.Sl ! 0｡10

1.49 土 0.13

2.60 ± 0.62

1.26 + 0.16

Respiratory. rates refer to state 3 respiration and were expressed as nmoles 02

absorモ)ed per min per.mgmi七ochond･rial protein. Values are七he averages ± standard

deviations of at least 3 experiments.



Table 10
.
Enzyme ac七ivi七ies of七he mi七ochondria purified. from

noduユes or roots.

Specific activity

Enzyme

Nodule mitochondria Root mitochondria

Isocitrate dehydrogenase

Fumaras e

Malate dehydrogenase

Cytochrome a oxidase

0.085

0,202

2.583

0-634

0,097

0●137

0.815

0.321

Specific activities a･re
expressed as pmoles per min per mg mitochondrial

protein.
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Table ll `oxidative and phosphorylative activities of two mitochondrial

fractions isolated from soybean nodu一es.

Fraction subst｢ate Respi rato｢y rate ADP/0 RCR

Band I

BandⅡ

succinate

ma]ate

succinate

malate

1.28

1.89

1.22

1.98

2.13

5.14

1.94

5.01

Respiratory rates refer to state 3 respiration and were expressed as

nmo]es O2 absorbed per m舌n per mg mitochondrjal protein. Band l and

band Ⅱ mitochondria lJere COHected after PercoH discontinuous

gradient centrifugation shown Fig. 14.
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Table 12 Enzyme activities of ttJO mitochondrial

fractions isolated from soybean nodules

Activity (LLmOl/min/mg protein)

Enzyme

Band I BandⅡ

Fu打はraSe

ME

ICDH

MDH

Cyt oxi

GDHくNAD)

(NADH)

AAT

0.449

0.015

0.069

16.442

0.157

0.069

0.575

0.167

0.454

0.017

0.069

22.658

0.167

0.076

0.591

0.202

Bandl and bandⅡ mitochondria lJere CO]lected after

Percoll discontinuous gradient centrifugation shown

in Fig. 14.

-58-



第3章レグヘぴロビン存在下でのミトコンドリアの呼吸と
ダイ欄粒迎接内に削ナる炭素代謝の分布

根粒内に多量に存在するレグヘモグロビンは､バクテロイドあるいは宿主植物

細胞の代謝に重大な影響を与えている｡レグヘモグロビンは酸素との親和性が高

いため､根粒細胞内の遊離酸素濃度は極めて低く保たれている(17)
｡低酸素

分圧のもとでは､単離きれたダイズ根粒のバクテロイドの有機酸の分解は非常に

緩やかで､乳酸や酢酸が蓄積きれる(86)
｡ところが､低酸素分圧下でも､レ

グヘモグロビンが共有すると､バクテロイドのアセチレン還元能乙ま著しく高まる

と同時に有機酸の分解も促進される(86)
｡レグヘモグロビン共存によるバク

テロイドのアセチレン還元能の促進効果は､バクテロイドの酸素吸収能の促進効

果に比べると乙まるかに大きいことから､バクテロイドにニトロゲナーゼ活性にと

って効率的な呼吸系と効率的でない呼吸系が存在するといわれている(87)
｡

一方､宿主植物細胞では嫌気的代謝が活発であり く24､ 25)
､しかも､バク

テロイドはそれらの生成産物を窒素固定のための炭素源として利用することがで

きる く22) ｡

､

私たちはダイズ根粒から､ RawsthorneとLaRue (88)はカウピー根粒から､

それぞれ､ミトコンドリアを単離し呼吸活性を測定したところ､いずれも､ダイ

ズ根粒の場合には板のミトコンドリアと､カウピー根粒の場合にtま下旺軸のミト

コンドリアと､同等の酸化的リン酸化能を有していることが明らかになった｡し

かし､嫌気的な根粒内でミトコンドリアがどの程度機能しているのかは不明であ

る｡また､ミトコンドリアの呼吸にレグヘモグロビンが関与しているのかどうか

も調べられていない｡

レグヘモグロビンiま､感染細胞内の植物サイトゾルとペリバクテロイド膜とバ

クテロイド膜にかこまれた領域の両方に存在すると考えられている(17)
｡し

たがって､ミトコンドリアはレグヘモグロビンと接触する横会があり､ミトコン

ドリアの呼吸にレグヘモグロビンが貢献しているかもしれない｡また､根粒内の

中心部分には､根粒菌の侵入していない､そして､レグヘモグロビンが存在して
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いない非感染細胞が見られる(89)
｡感染細胞と非感染細胞とでは､ミトコン

ドリアの呼吸活性も炭素代謝も異なると予想きれる｡ダイズのようなウレイドを

固定窒素の軸送形態とする植物でもま､アラントイン形成の最終段階に非感染細胞

が重要な役割を果たしていると指摘きれている く90) ｡

本実験では､気相を用いた実験において､ダイズ根粒ミトコンドリアの呼吸に

及ぼすレグヘモグロビンの影響を調べた｡そして､ダイズ根粒から皮膚迎接,感

染細胞､非感染細胞を分離し､それぞれの炭素代謝酵素の活性を比較し､ダイズ

根粒における炭素代謝とミトコンドリアの呼吸活性の組織細胞分布を考察した｡
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材料及び方法

1)材料

ダイズ(Glycine max T202) tRhizobium onicum strain OO9 を用い､

第1章に示きれた方法で､愛知教育大学の温室において､植物を生育きせ根粒を

形成させた｡

2)ミトコンドリアの単離法

第2章に示きれた方法に従って､ 6過令の植物の根粒からミトコンドリアを単

離した｡なお､ Percollの密度勾配は17mlの45%Percollと14mlの21%Perco11

からなり､ 8nlの粗ミトコンドリア画分をのせた｡ダイズ下旺軸のミトコンドリ

ア8ま､根粒ミトコンドリアと同様な方法で単離した｡

3)バクテロイドの単触法

ミトコンドリアの単離法と同様な方法で根粒を摩砕した後､ 200xgで10分間遠

心し､上清を5,000xgで10分間遠心した｡得られた沈殿を洗浄液に懸濁きせ､再

び､ 200x名,10分間､ 5,000xg,10分間の遠心を行った｡最終的に得られた沈殿を5

mlの洗浄液に懸濁きせ､ 15m]0)45%Percollの上にのせ､ 7,500xgで30分間遠心

した｡遠心管の底に蒋液を数ml残し､洗浄液を加え､ 5,000xg,10分間の遠心によ

って得られた沈殿をバクテロイド画分とした｡バクテロイドの乾物重は､ 90℃で

3日間乾燥きせた後求めた｡

4)レグヘモグロビンの調整法

200gの根粒を4倍量の1mMEDTÅを含む0.1Mリン酸カリウム緩衝液(pH 7.4)中

で､ 60g のPolyclar AT とともに乳鉢で摩砕した｡摩砕した液を4層のガーゼで

ろ過し､ろ液を10,000xgで30分間遠心した｡得られた上清に55%飽和になるよう

に硫安を加え､ 30分間放置後､ 10,000xgで30分間遠心した｡その上清に80%飽和

になるように硫安を加え､同様な操作を行い､得られた沈殿を1mMEDTAを含む50

mMリン酸緩衝液(pH 7.4)に懸濁きせた｡これを､同じ緩衝液中で1晩透析し､

翌日100,000xgで30分間遠心した｡上清をUK-lo腰(TOYO)を用い濃縮し､あら

かじめ1mMEDTAを含む50mMリン酸緩衝液(pH 7.4)で平衡状態にしたSephacryl

S200 (Pharmacia)･カラム(2.5x65cm)に通した｡明るい赤色画分を集め､再び

漉結し､レグヘモグロビンとした｡ 2価レグヘモグロビンはハイドロサルファイ
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トを, 3価レグヘモグロビンとまフェリシアン化カリウムを､それぞれ加え､ 50mM

リン酸カリウム緩衝液(pH 7.4)で平衡状態にしたSephadex G-15 に通して､得

た｡これらの操作は､ 4℃で行った｡レグヘモグロビンの濃度は､ビリジンを加

えへモクロームを形成きせてもとめた(91) ｡

5)酸素吸収能の測定法

35m]のバイアルに反応液(10mMリン酸カリウム緩衝液 pH 7.4, 0.3M mannitol､

5mM MgC12, 0.1Ⅹ(v/v)BSA, 50mM succinate) 1.9m]を加え､血清キャップで密閉

した｡レグヘモグロビンは最終濃度が0.2mM になるように､ ADP 【ま10mMになるよ

うに添加.した｡気相を窒素ガスで置換した後､バクテロイドまたはミトコンドリ

ア懸濁液を0.lmlマイクロシリンジを用いて加えた｡酸素ガスを1%になるよう

に注入し､反応を開始した｡ゼロ時間､そして､一定時間後に気相から0.5mlの

ガスサンプルを抜き取り､酸素濃度をモレキュラーシープ5Aを充填したガラスカ

ラム く2m)を取り付けたガスクロマトグラフィー熱伝導度検出器(Hitachi 263-

50)を用いて測定した｡バイアルは､ 150 ストロークス/分､ 25℃でインキュベ

-･トした｡

6)電子顕微鏡観察

Percoll密度勾配法によって精製したミトコンドリアの沈殿に冷した100mMリ

ン酸緩衝液(pH 7.4)を含む4%グルタルアルデハイドを加え､ 2時間固定した｡

リン酸緩衝液で洗浄した後､ 1%オスミウムテトラオキシドできらに1.5時間固

定した｡エタノールとアセトンで脱水した後､ Queto1 812に包哩した｡ミクロト

ームで超薄切片を作製し､ uranyl acetateと1ead citrateで染色した後､ JEM-

100B電子顕微鏡を用いて観察した｡

7)根粒の雑接租察

半分に切った根粒を､ FAA (ホルマリン:氷酢酸:70Ⅹ エタノール=1 : 1 :

18)で､減圧吸引しながら約1時間固定した｡エタノールで脱水後､ A solu-

tion(GMA+BPO)(アクー)トロン)液を5℃で24時間減圧吸引し浸透させた｡再度同

じ操作を繰り返し､包哩液くA solution:B solution(SY-5)=20'.I) (アクリトロ

ン)に包哩した｡染色は､ヘマトキシリンとファーストグリーンの二重染色を行

った｡

8)感染細胞､非感染細胞､皮膚組織の単離法 ､
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播種後6.5週の植物体から､直径3
-

5mmの根粒を取りよく洗った後､カミソ

リで厚き約1mmのスライスにレた｡ 50mlの三角ワラスコに根粒スライス1 gに対

し10mlの酵素液(0.1Ⅹ(v/v)Pecto]yase Y-23(seishin), 5Ⅹ(w/v) Hemicellulase

(sigma), 0.65M mannitol, 0.5Ⅹ(tJ/v)硫酸デキストランカリウム, 5mM MgSO4,

pH 6.0)を加え､減圧処理後､暗所で､ 30℃で4時間インキュベ-卜した｡最初

の1時間己ま､ 180 ストロークス/分で､後の3時間は､ 90ストロークス/分で水

平方向に振動させた｡ 4時間のインキュベーションの後､三角フラスコを手で振

動きせた｡酵素液を100〟mのナイロンメッシュに通し､ろ液を100xgで5分間遠

心し遊離細胞を集めた｡遊離細胞は､ 0.65M mannitol (pH 6.0)で10回洗浄した

後､ 32上川のナイロンメッシュを用いて感染細胞と非感染細胞に分離した｡ナイ

ロンメッシュを通過できない細胞すなわち感染細胞を100x名､ 5分､通過した細

粒すなわち非感染細胞を170xg ､ 15分の遠心によって集めた｡

皮膚組織iま､ 4時間のインキュベーション後の部分崩壊した根粒スライスから

得た｡根粒スライスを新しい酵素液に浸漬し､きらに､ 1.5時間､ 180 ストロー

クス/分でインキュベ-トした後､肉眼で赤い組織が見えないリング状の皮膚迎

接を選び取った｡粗酵素液を抽出する前に0.65M mannitol (pH 6.0)でよく洗浄

した｡

9)粗酵素液の調整法
ヽ

よく洗浄したリング状の皮膚組織を摩砕液(0.3M sucrose, 0.2Mリン酸カリウ

ム緩衝液pH 7･5, 0･4mM.EDTA, 5mM DTT, lmM MgC]2)中で､新鮮重の30%相当

のPotyclar AT とともに乳鉢で摩砕した｡摩砕した液を4層のガーゼでろ過し､

ろ液を16,000xgで30分間遠心した｡単離した感染細胞または非感染細胞もま､摩砕

液とPolyclar AT とともにガラスホモジナイザ-で10回程度上下動きせることに

よって破壊した｡摩砕した液を同様に､ 16,000xlで30分間遠心した｡遠心後得ら

れた上清をそれぞれ粗酵素液として用いた｡

1 0)酵素活性の測定法

酵素活性は分光光度計を用いて､ 30℃で測定した｡アルコール脱水素酵素'.ADH

とホスホユノールピルビン酸カルポキシラーゼ:PEPCは第1章に､ピルビン酸デ

カルポキシラーゼ:.PDCは第2章に示した方法によった｡ウリカーゼは尿酸の分

解速度を測定した(30)｡タンパク質はLowry らの改良昧を用いた(47) ｡
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結 果

1)レグヘモグロビン存在下でのバクテロイドの呼吸

バクテロイドの呼吸は､ 2価レグヘモグロビンを与えることによって促進され

良(Fig. 16) ｡ しかしながら､ 3価レグヘモグロビンは､ほとんど影響を示き

なかった｡バクテロイドの呼吸は､レグヘモグロビンの存在の有無にかかわらず

時間の経過とともに増加したが､ 2価レグヘモグロビン添加区己ま60分以降急激に

減少した｡これiま､バイアル中の酸素が消責きれ尽くきれたためである｡

2)レグヘモグロビン存在下でのミトコンドリアの呼吸

ÅDP無添加区でもADP添加区でも､ともに､ 2価レグヘモグロビンによってダ

イズ根粒ミトコンドリアの呼吸は促進きれた(Fis. 17 と18) ｡ ADP無添加区で

は､呼吸は時間の経過とともにほぼ直線的に増加したが(Fig. 17) ､ ADP添加

区では,レグヘモグロビンの存在の有無にかかわらず30分以降の呼吸の増加率は

低下した(Fig. 18) ｡ 3価レグヘモグロビンでは､対照区と速いが認められな

かった(Fig. 19) ｡ また､ダイズ実生の下旺軸から単離したミトコンドリアの

呼吸も､同様に2価レグヘモグロビンによって促進きれた(Fig. 20)
｡測定系

のミトコンドリアタンパク質の圭を変えてレグヘモグロビンの影響を調べたとこ

ろ､レグヘモグロビンを添加し無い場合には､ミトコンドリアのタンパク質を増

加させるとバイアル当りの酸素吸収能とま増加したが､タンパク質当りの活性にす

ると逆に減少L/良(Table 13)
｡レグヘモグロビンによる呼吸促進は､タンパク

質量が少ない場合には明確ではないが､呼吸抑制がみられるタンパク質量が2mg

以上の場合顕著であった｡

3)電子顕微鏡観察

根粒ミトコンドリアの呼吸は2価レグヘモグロビンによって促進きれたが､そ

れがバクテロイドの混入によるものかどうか確かめるために､精製ミトコンドリ

ア画分を電子顕微鏡で観察した｡大部分はミトコンドリアで､バクテロイドの存

在ははとんど認められなかった(Fig. 21) ｡ しかし､ミトコンドリア以外に､

不定形の細かい粒子の集合体や､球状の全体的に電子密度が高いパーオキシゾ-

ムと思われるものの混入が認められた｡本実験で単離したミトコンドリアは､ク

リステがよく発達していた｡また､漉く染色きれ潅ミトコンドリアと染色の程度
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が前者程明確でないミトコンドリアの2種類がみられた｡

4=)根粒組織の枕察

Fig. 22 にiま､ダイズ根粒の断面図を示した｡根粒もま根粒菌の感染をうけた中

心組織と感染が認められない皮膚組織からなる｡きらに､中心組鞍には､大きき

の異なる非感染細胞が存在した｡非感染細胞己ま,感染細胞に比べると､大きさは

約半分であった(Tab一e 14)
｡また､数は感染細胞を1とすると0.5

の割合で存

達した｡ ､

5)感染細胞､非感染細胞､皮層組織の酵素の活性

32J= のナイロンメッシュを用いて分離した感染細胞と非感染細胞､そして､

酵素処理後に残ったリング状の皮層組織をFig. 23 に示した｡本実験で用いた方

法では､新鮮重1 gの根粒から､乾物重で75mgの遊離細胞が得られた｡顕微鏡観

察によれば､両者に己ま､多少非感染細晦あるいは感染細胞の混入が認められた｡

感染細胞と非感染細胞の密度の速いを利用して, Percoll密度勾配による遠心分

離も試みたが､明確に分離することiまできなかった｡ ÅDH, PDC, PEPCの活性は､

皮膚組織と非感染細胞で同程度高く､感染細胞の活性よりも約2倍程度高かった

(Table 15)
｡ウt)カーゼの活性もま､皮膚故殺でtま低く､非感染細胞で最も高か

った｡
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考 察

これまでに､嫌気的に単軌したダイズ根粒バクテロイド(87､ 92､ 93)

の酸素吸収能と窒素固定能が､低酸素分圧下でレグヘモグロビンによって促進さ

れることが報告されている｡本実験では､好気的条件で単離したダイズ根粒バク

テロイド(従ってニトロゲナーゼは失活していると思われる)でも､従来の報告

と同様にレグヘモグロビンによる酸素吸収の促進が認められた(Fig. 16) ｡ こ

のような集件のもとでは､ダイズ根粒から単離したミトコンドリアの酸素吸収能

もレグヘモグロビンによって促進きれた(Fig. 17と18) ｡ レグヘモグロビンに

よる酸素吸収の促進効果は､バクテロイドの場合も く87)
､ミトコンドリアの

場令も(Table 13)
､供試したサン7']レ主によって変動するので効果の速いを一

概に比較することはできないが､本実験の結果では､バクテロイドでは約1.6倍､

ミトコンドリアでは約1.4倍とよく似ていた｡しかし､バクテロイドの場合には

インキュベーションの時間が長くなるにつれて直線的に増加した(Fig. 16) の

に対し､ ADP添加区のミトコンドリアの酸素吸収はレグヘモグロビンの有無にか

かわらず30分以降増加率が減少した(Fi苫. 18) ｡ これは､ ADP無添加区ではは

ぼ直線的に増加した(Fig. 17) ことから､生成きれたATP によって呼吸が抑制

きれたと考えられる｡

電子顕微鏡競察の結果によれば､本実験で用いたミトコンドリア画分にはバク

テロイドの混入はほとんど認められず(Fig. 21) ､ ミトコンドリア画分のレグ

ヘモグロビンによる酸素吸収の促進効果己まバクテロイドによるものではないと判

断きれる｡また､ダイズの下妊軸から単離したミトコンドリアでも同様な促進効

果が認められた(Fig. 20) ことから､レグヘモグロビンによるミトコンドリア

の促進効果は､ダイズ根粒ミトコンドリアに特異的な反応でミまないと考えられる｡

ミトコンドリアのレグヘモグロビンによる促進効果は､ミトコンドリアタンパク

賞の圭が少ない場合には明確ではなかったが､増加すると顕著であった くTable

13)ことから､ミトコンドリアにレグヘモグロビンに特異的なオキシダーゼが存

在するのではなく､気相からの酸素供給が著しく制限きれた場合に､レグヘモグ

ロビンに結合した酸素はミトコンドリアに供給されるようになると考えられる｡

感染細胞､非感染細胞､そして､皮膚迎接のADH とPEPCの活性を比較すると､
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感染細胞よりもむ.しろ非感染細胞､皮層組織の方が同程度に高い活性を示した(

Table 15)
｡したがって､根粒雑織内は細胞によって､好気的代謝と嫌気的代謝

が明確に分布するということばなく､全体的に嫌気的な状態にきらされていると

思われる｡ Wi七ty ら(94=) 8ま､微小電極を用いて根粒内の敢素濃度の変化を測

定し､酸素バリヤーが存在することを示唆した｡また､根粒の周りの酸素濃度を

増加きせると､根粒の酸素吸収能と窒素固定能が増加する(95､ 96)ことか

ら､根粒組織内への酸素の供給は空気中では制限されていると予想きれる｡これ

らの結果から､根粒組織内ではミトコンドリアはレグヘモグロビンが存在する感

染細胞で機能していると推測される｡ Nevcomb ら(97)は､感染細胞と非感染

細胞とでは､感染細胞の方が単位サイトプラズム当り､容積で4倍､数で3倍ミ

トコンドt)アが多いことを､電蹟観察により報告している｡この結果乙ま､感染細

胞でミトコンドリアはより活発であることを裏付けているように思われる｡

ダイズ根粒バクテロイドには､酸素との親和性が非常に高いオキシダーゼによ

る呼吸経持と比較的小きいオキシダーゼによる呼吸経持が存在し(17)
､酸素

との親和性が高い呼吸経持はATP生産効率が高くニトロゲナーゼ活性に有効であ

ると言われている(98) ｡ RavsthorneとLaRue (99) iま気相を用いない実験

において､カウピー根粒ミトコンドリアのオキシダーゼの酸素に対するKmを測定

した結果､約100 nMと算出し､低酸素分圧の下ではミトコンドリアの呼吸､エネ

ルギー生産は著しく抑制されていると示唆した｡しかし､気相を用いた本実験で

は､レグヘモグロビンによってミトコンドリアの呼吸は促進きれた(Fig. 17 と

18)
｡ミトコンドリアは感染細胞内の細胞膜の近くに位置する

く67､ 68)こ

とから､感染細胞内でも比較的酸素濃度が高いと思われる部位で､サイトゾルの

レグヘモグロビンの助けを借りて呼吸を維持していると考えられる｡しかし､根

粒細胞でのミトコンドリアの活性は､好気条件下でのミトコンドリアの活性より

は低いと思われる｡なぜならば､根粒組織への酸素の供給は制限されており､ま

た､レグヘモグロビンを添加しても低濃度のミトコンドリアを用いて得られた酸

素吸収能にまで達しなかった(Table 13)からである｡

感染細胞､非感染細胞､皮膚組織のPEPCの活性(Table 15)はいずれも根粒の

粗酵素液の活性 く第1葦)よりも低かった｡これは､長時間を要する遊離細胞の

単離操作の過程で活性が低下したのかもしれない｡ ChristeHer ら(100)は､
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ルービン根粒のPEPCの活性はg新鮮重当りでは､皮膚迎接よりも､バクテロイド

を含んだ組織の方が､約5倍程度高いことを報告している｡本実験では､非感染

細胞がタンパク賞当りの活性で最も高い活性を示した(Table 15) ｡ Hanks ら(

101) tま､リンゴ酸脱水素酵素の活性は､ダイズ根粒の感染細胞よりも非感染

細胞の方が高いことを示した｡したがって､ CO2 暗固定反応によるリンゴ酸の生

成に非感染細胞が重要な役割を果たしていると推測きれる｡

ウレイド代謝にとって重要なウリカーゼの活性は､非感染細胞で最も高い活性

を示した(Tab一e 15) ｡ Hanks ら(101)は､ウリカーゼの活性はタンパク質

当りで､非感染細胞が感染細胞よりも約10倍高いことを示したが､本実験では約

2倍程度であった(Table15)｡Shelp ら(102)も､カウピー根粒で､同様

に約2倍非感染細胞が高いことを報告した｡感染細胞と非感染細胞をより明確に

分離し､きらに検討する必要がある｡

以上､述べてきたように､根粒組織を構成するすべての細胞は､嫌気的代謝の

活性を有し､ミトコンドリアはレグヘモグロビンによって､感染細胞内でより活

発に機能していると考えられる｡感染細胞では､アンモニア同化のための炭素骨

格､ウレイド合成のためのエネルギーがミトコンドl)アによって供給きれると予

想される｡
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要 約

アルコール生産が活発なダイズ根粒において､ミトコンドt)アミまどの様に呼吸

活性を維持しているのかを明らかにするため､ミトコンドt)アの呼吸に及ぼすレ

グヘモグロビンの影響と､ダイズ根粒内の細胞による嫌気的代謝と好気的代謝の

コンパートメントについて検討した｡その結果､以下の点が明らかになった｡

1)l気相を用いた実験において､ダイズ根粒から単離したミトコンドt)アの酸素

吸収能は､バクテロイドと同様に2価レグヘモグロビンによって促進きれた｡

2)ダイズ実生の下肱軸から単離したミトコンドリアでも､レグヘモグロビンに

よる酸素吸収の促進がみられた｡

3)レグヘモグロビンによるダイズ根粒ミトコンドリアの呼吸の促進効果は､用

いたミトコンドリアのタンパク質の圭が少ない場合には明確ではなく､ 2m甚以上

用いた場合に顕著であった｡

4)感染細胞､非感染細胞､皮膚組織のADH, PDC, PEPCの活性は､感染細胞より

も非感染細胞､皮膚雑織の方が高かった｡ウリカーゼの活性は､皮膚雑技では低

く､非感染細胞で最も高かった｡

以上の結･呆より､ダイズ根粒のミトコンドリアは､主に､感染細胞内でレグヘ

モグロビンの助けを借りて､呼吸活性を維持していると考えた｡
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Tab一e 13 Effect of mitochondrial concentration on the oxygen

uptake by mitochondria isolated from soybean nodules.

Oxygen uptake

Mitochondria

くmg protein/vial)

nmol/min/vial

-Lb +Lb

nmol/min/mg protein

-Lb +Lb

0.59

l.25

2.02

2.37

73 81

93 106

111 157

141 205

123 138

74 85

55 78

The standard condition With 10 mM ADP･ua畠as given in the text except

that the mitochondrial concentration was varied.
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Fig･ 21 Elec七ron mlcrograph of七he nodule zni七ochondrial fraction prepared.

by Percoll discontinuous gTadien七centrifl鳩a七ion. (皇Ih,ooo )

- 76-



Fig. 22 Li8h七nicrogra･ph of a longi七udinaユsec七ion

of soybean nod1止e･ Bar repTeSen七s 0.5皿n･
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Table 14 CeH size and ceH n.umber of the infected cell

and the uninfected cell.

lnfected cell Uninfected cel･l

Ce]1 size

Cell nul¶ber

(average ± standard deviation)pn

54 ± 14 22 ± 7

(minimum
-

maximum)Bn

30
-

110 10 - 50

0.52

The measurements were made from the longitudinal section

of soybean nodules shown in Fig. 22.
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F_ig. 23 I.ight micr.og壬aphs of infected cells (A) ELn丘ulinfec七ed cells

(B) prepare丘■fro皿SOybean nod山es by enzynatic maceration. The c｡r七ex

tissue (C) remained even after 5.5h incubation vi七h七he en2,yme SOlution･

Bars represent 50 pn (A,a)弧d- i c皿(C)･

-
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Table 15 Enzyme activities in the infected ce一ls, the uninfected

ce11s and the cortex tissue prepared from soybean nodules.

Activity (FLmOl/min/mg protein)

Enzyme

Infected cells Uninfected ceHs Cortex tissue

0.164 ± 0.040

0.037 ± 0.O14

0.068 ± 0.012

0.249 ± 0.027

0.688 ± 0.340

0.073 ± 0.033

0.183 ± 0.122

0.564 ± 0.269

0.637 ± 0.041

0.100 ± 0.021

0.110 ± 0.028

0.035 ± 0.008

Each value is expressed as the mean of three separate determinations

± standard deviation.
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本実験で得られた結果をまとめると､ Fig. 24 に示きれたスキームを考えるこ

とができる｡根粒細胞に転涜きれた光合成産物は､宿主植物のサイトゾルで解轄

系を経て､エタノール発酵経路によってアセトアルデヒドとエタノールにまで分

解きれる｡また､一部は､ CO2 暗固定反応によってリンゴ酸が形成きれる｡これ

らの代謝系は､根粒を構成する感染細胞､非感染細胞､皮膚細胞に一様に存在す

るが､感染細胞よりも非感染細胞と皮膚細胞の方が活発である｡生成きれたアセ

トアルデヒド､エタノール､リンゴ酸は､バクテロイドに取り込まれ分解きれ､

生じたエネルギー､還元力がニトロゲナーゼに利用きれる｡嫌気的代謝が作働し

ている根粒細胞でも､ミトコンドリアは感染細胞において､レグヘモグロビンに

よってバクテロイドと同様に酸素の供給を受けている｡根粒迎接への酸素の供給

は制限きれており､非感染細胞と皮膚雑織ではレグヘモグロビンが存在しないた

めミトコンドリアの呼吸は著しく制限きれている｡ミトコンドリアのTCAサイク

ルのための炭素源は､ CO2 暗固定反応によって生成きれたリンゴ酸が当てられる｡

アンモニア同化にとって重要な炭素骨格8ま､ミトコンドリアのTCAサイクルから

供給きれると考えられる｡アラントインの前躯体であるプリンの合成に必要なエ

ネルギーも､ミトコンドリアによって供給されると思われる｡アラントインの合

成には､感染細胞と非感染細胞の両方の細胞が関与している｡

本研究は主に酵素の活性を中心に行ってきたが､今後はトレーサー等を用いて

きらに代謝経路を明確にする必要がある｡エタノール発酵経持とCO2 暗固定反応

がどのような割合で行われているのか､また､ミトコンドリアに利用きれる炭素

源とバクテロイドに利用される炭素源は､量的にどの程度異なるかなど問題が残

されている｡また､バクテロイド内の代謝についてもま､まだ不明な点が多くある｡

さらに､酵素活性の測定結果からは､エタノール発酵経路とCO2 暗固定反応は､

非感染細胞あるいは皮層細胞の方がより活発であり､ウレイド代謝と同様に､炭

素代謝についても細胞による分業が行われている可能性がある｡もし､そうであ

れば､根粒が形成される過程で､感染細胞と非感染細胞はどの様に決定きれるの

だろうか｡

根粒菌は､植物にとって本来部外者である｡この侵入者が植物細胞内で､植物
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の生産した光合成産物を利用できるのはなぜであろう｡また､植物は､根粒菌の

固定した窒素を利用できるのはなぜであろう｡根粒内の炭素と窒素代謝の詳細な

研究が､このような共生窒素固定系の本質的な問題を解明する手がかりとなり､

それによって､窒素固定系の有効利用の展望が開けるものと思われる｡
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