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共生窒素固定は､施肥窒素の節約や地力の向上に役立つとともに､子美形成に.

有効である｡そして､現場においてほ窒素固定を高いレベルで維持しつつ､栄養
l

生長を促進し子美形成にも貢献する化合懇望素を与えていくことが生産性向上に
l

重要である｡しかし､窒素固定ほ化合態窒素により抑制されることが知られてい

るので,現在すでに利用されているマメ科作物の共生系や将来開発されるであろ
■

う非マメ科作物の共生系における窒素施肥の有効性を高め､生産性の向上に結び

つけるにほ､その抑制現象の機構解明が不可欠である｡現在まで､硝酸同化と窒.

素固定反応の光合成産物をめぐる競合が窒素固定能低下の原因であるとする説と､
■

硝酸代謝産物の影響であるとする説とが主に検討されてきた｡炭水化物競合説に

ついては,窒素固定能の低下に､根粒の糖含量の低下や根粒への光合成塵物の分

配の低下がともなって起こっていないことが明らかになっており､窒素固定能抑
■

制の原因としては適切でない｡一方､硝酸代謝産物の影響として特に有力視され･

てきたⅣ02~については､その根粒への集積が実験技術上の問題から不明確なまま

であった｡そこで本論文においてほ､ Ⅳ02-の集積に関して再検討を行うとともに､
=

根粒内への酸素の拡散に関与し､窒素固定において重要な役割を果たすレグヘモ
■

グロビンの横能とⅣ02~との関わりについて検討した｡

タイズを水耕で育て､その水耕液にNO3-を与えた後のアセチレン道元能やNO2-
●

含量の経時変化を測定し′た｡その結果､アセチレン還元能は24時間以内に低下し､ ･

.その低下ほ根粒サイトゾルヘのNO2一集積と同時に進行1Lた｡
NO2一はニトロゲナー

ゼの阻亨剤となりうるが､根粒パタテロイドでは検出されなかったので､ニトロ
●

ゲナ⊥ゼの直接阻亨でほなく､根粒サイトゾルにおけるNO,-が何らかの穏楕で窒
●

素固定能低下に結びつくと考えられた｡ Ⅳ0,-の抽出と馳走においてほ､抽出･測
●

定中のNO2~の消失や生成を避け､比色定量時に濁りも発生しか1方法を用い､従
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来の実験技術上の問題点を改善した｡

-次に､根粒サイトゾルヘ集積したNO2-の､レグヘモグロビンとの関わりを調べ

るため､水耕液にⅣ03~を加えた後窒素固定能が低下した時点での､根粒抽出液中

のレグヘモグロビンの吸収スペクトルを検討した｡ iA虫如ではレグヘモグロビ

ンほNO2~により酸化され失汚するが､好気的抽出により得られた吸収スペクトル

ほ典型的なオキシレグヘモグロビン(LbO2)のものであり､ NO3一添加によっても

根粒内でのレグヘモグロビンほ2価の状態を保つことが明らかとなった｡一方､

iA Vbにおけるジチオナイトの存在下で､レグヘモグロビンとNO2-からニトロ

シルレグヘモグロビン(LbNO)が形成されたが､ NOB-により窒素固定能が60%に

低下した根粒からの嫌気的な租抽出液においても､ LbⅣ0のスペクトルが認められ

た｡窒素固定能の低下とLbNOの集積の関係をさらに詳細に検討するため､ NO3一添

加後の根粒に含まれるLbⅣ0の定量を試みた｡その結果､アセチレン還元能が50%

阻亨された時点で抽出されたレグヘモグロビンは､主にLbⅣ0であった｡このこと

は､根粒から抽出されたレグヘモグロビンが､ iB地で調整したLbNOと同様の

分光特性や可視光により解離する性質を示したことにより明らかであった｡そし

て､根粒へのLbⅣ0の集積とアセチレン還元能の低下がよく対応したため､ LbⅣ0形

成が窒素固定能低下の原因であると考えた｡

ダイズにNO3~が与えられた場合､根粒サイトゾルにほNO2~が集積し､その影響

としてLbNOが形成される｡また､ iB血におけるジチオスレイトールの存在下

では､ LbO2はⅣ02-によりLbNOへ変換されることも明らかになった｡このLbNOの形

成が､根粒バクテロイドのニトロゲナーゼの低下とどのように結びつくかを明ら

かにするため､分光学的な手法に加え､酸素電極によるレグヘモグロビンの酸素

結合能の阻青を検討した｡その結果､レタヘモグロビンの酸素結合部位に対して､

Ⅳ02~に由来する一酸化窒素が酸素と桔抗し､ LbⅣ0が形成されることが明らかにな

った｡また､レグヘモグロビンとⅣ02~からのLbⅣ0形成に関する反応速度静的解析

により得られた定数から､ Ⅳ03~により窒素固定能が阻亨された根粒におけるLbO2
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ほ通常の百分の一に減少し､かわりに形成されたLbⅣ0は非常に遅い解粧速度のた

め安定に集積することが推察された｡

以上より､次のような過程を経て阻音が誘導されることが考えられた｡すなわ

ち､根粒に吸収されたⅣ03~ほ､サイトゾルにおいてⅣ02~へ還元され集積する｡そ

のⅣ02~はレグヘモグロビンを酸化することなく､むしろその酸素結合能を括杭的

に阻等しLbⅣ0を形成する｡形成されたLbⅣ0ほ､酸素分圧の上昇により解離する可

逆的な結合を行っているが､根粒の酸素漉度が低いこととLbNOの解離速度が遅い

ことから根粒に集積し､それにともなってLbO2ほ減少する｡その結果､バクテロ

イドヘの酸素の供給が低下し､好気的エネルギー生産に依存するニトロゲナーゼ

反応は抑制されるものと思われる｡
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