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無 機 態 窒 素代 謝 サ イ クル で の次亜 硝 酸 の生成

な らび にα-ケ トグル タ ール酸 オ キ シ ム

の 合 成 に つ い て

筬島豊

On the production of hyponitrite in the inorganic 
    nitrogen cycle and the method for the 
     synthesis of a- ketoglutarate oxime 

            Yutaka Osajima

最近我 々は生体内における無機態窒素 サイクルおよびア ミノ酸生成経路 として次のよ

うな模式を提出した.14・15)図中アンモニヤから硝酸に至る無機態窒素の酸化経路について

は,そ の酵素性質の若干を検討しさらに生成物 としてのヒドロキシルアミン,亜 硝酸,硝

酸の定量は勿論,反 応液中からの次亜硝酸の検出にも成功した.14・16,…方硝酸からアンモ

ニヤに至る無機態窒素の還元経路については,こ の還元経路が動物体内にも存在す ること

を明らかにするとともに,江 上等1)の耐塩菌からは見出されなかつた次亜硝酸還元酵素の存

在を確めた.

次亜硝酸の還元につ いては,Nicbolas等8)は 最近Neurospora菌 の磨砕遠沈上清が

DPNHの 存在下で次亜硝酸をアンモニヤに還元することを見出しているし,Frear等4)は

大豆緑葉からの酵素がN15一 次亜硝酸をアンモニヤ に還元することを見出している・ しか

しながらこれらはいずれも次亜硝酸還元酵素の存在を指示するものではあるが,硝 酸還元

経路で亜硝酸からヒドロキシルアミンへの4電 子反応の中間体として次亜硝酸が生成す る

と云 う直接的証明ではなかつた.

我 々は前報10)で記 したように次亜硝酸の不安定性のた めに,正 常反応系中からこれを証

明することは出来なかつたが,今 回酸化反応系中での次亜硝酸の検出にもちいた手法,す



なわ ち特 異 的 阻 害 剤 を利 用 して 反応 系 中 に次 亜硝 酸 の蓄 積 を計 り,検 出証 明 す る こ とに 成

功 した ので 報 告 す る.

次 に 模 式 の 下 の部 分 一 オ キ シ ムの代 謝 に関 す る実 験 にはヒドロ キ シ ルア ミンの 混 入 しな

い オキ シ ムを 多 量 に必 要 とす るが,従 来 のα-ケ トグ ル ター ル酸 オ キ シ ム の合 成 法 は この 口

的 か らは余 り好 ま し くなか つ た.我 々は 種 々検 討 した 結 果,ヒ ドロキ シ ル ア ミンを含 まな

い オ キ シ ム を高 収 率 で得 る方 法 を案 出 した の で こ こに併 せ 報告 す る.

1無 機 態 窒 素 還 元 系 で の 中 間 体 一 次 亜 硝 酸 の 検 出

実 験

酵 素 の 調 製1)雄 若 鶏 の新 鮮 な 肝臓(固 く鮮 明 な色 を して い る)309をM/20燐 酸

緩 衝 液(pH7.0)中 に 磨砕 懸 濁 し,時 々攪拌 しなが ら35℃ で30分 間 抽 出 後6000r.P.m.

に て10分 間遠 心 分 離 す る。上 清 を寒 剤 で冷 却 しなが ら冷 却アセトン(-10～-15℃)を 加

え,33～55%のアセトン 濃 度 で 沈 澱 す る部 分 を 集 め,57%の 冷却アセトン に て洗滌 し て約

5gの 酵 素 標 品 を得 た.こ れ を 氷 冷 水20m1に 溶解 し,3時 間 流 水 透 析 後 不 溶 部 分 を 遠 沈 に

よ り除 き"acetone-Benzymesoln."と し て使 用 した 、この酵 素 液 中 の蛋白 態 窒 素 量 は 銅

一Folin法 に よ る と1m1当 り1～1 .5mgで あ つ た.

2)上 の よ うに して得 た ア セ トン濃 度33・)55%で 沈澱 す る部 分59を 氷 冷水20m1に

溶 解 し,燐 酸 カル シ ウ ム ゲル の 一種 で あ るHydroxylapatite159(湿 潤 状 態)と 混 合 し

て酵 素 蛋 白 を 吸 着 させ,遠 心 分 離 に よ り上 清 を 捨 て 去 り,水 洗 後pH7.5の醋酸ソーダ

10-2～10-1Mで 溶 出 す る 部 分20m1を と り,3時 間 流 水 透 析後"acetone-B-gel-enzyme

soln."と し て使 用 した.本 酵 素 液 中 の蛋 白態 窒 素 量 は 銅 一Folin法 に よ る と1m1当 り0.05～

0.08mgで あ つ た.こ の ゲ ル 吸 着 一 溶 出 の 操 作 に よ り活 性 は"acetone-Benzyme"の

約30倍 に 増 大 した.

Hydroxylapatiteの 調 製Tiselius等12)の 方 法 を次 の よ うに改 変 して調 製 した.第 二

燐 酸 ソ ーダ(12水 塩)5409,塩 化 カ ル シ ウ ム(2水 塩,純 度70～78%)2809を 蒸 溜 水

に 溶解 し各21と す る.両 溶 液 を分 液 ロー トか ら等 速(150～200滴/毎 分)で 落 し,受 器

を攪拌 しな が ら燐酸 カル シ ウ ムの 沈 澱 を生 成 させ る.静 置 後,サ イ ホ ンに よ り上 澄 を捨 去

し蒸 溜水 に て4回洗滌 す る.蒸 溜 水 を加 え て41と し,新 ら し く調 製 した40%苛 性 ソー

ダ 液100m1を 加 え掩 搾 しな が ら1時 間 煮沸 す る(95DC以 上).静 置,上 澄捨 去 後,蒸 溜

水 に て4回洗滌 す る.洗滌 終 了後0.01M燐 酸緩 衝 液(pH6.8)を 加 え て41と し,攪拌

しな が ら85℃ に達 す る迄 加 熱 す る(こ の段 階 で は85℃ 以 上 は 避 け る こ と).上 澄 捨 去

後,再 び 同 量 の0.01M緩 衝 液(pH6.8)を 加 え今 度 は5分 間 煮沸 す る(950C以上).-E

澄捨 去 後,つ い で0.001M緩 衝 液(pH6.8)を 加 え て15分 間 煮 沸 す る.今 一度 同 ・緩 衝

液 を加 え て15分 間 煮 沸 す る.こ の よ うに して得 られ たHydroxylapatiteは0.001M燐

酸 緩 衝 液(pH6,8)中 に て低 温 に 保 存 され る.こ の ゲル は調 製後 約1ヵ 月 を経 て使 用 され

るの が好 ま しい.

DPNの 調 製LePage7)の 方 法 を次 の如 く改 良 し て調 製 した.蒸 溜 水1.81を 容 量約



51の 容 器 に入 れ 加熱 す る.沸 騰 しは じめ た らバー ナ2本 を全 開 に し,激 し く撹 絆 しな が

ら細 断 した パン 酵 母 を 加 え る.液 温 は90～92℃ を保 ち80℃ 以 下 に な らぬ よ う留 意 す る

(こ の操 作 は 収 量 を支 配 す る).酵 母5ポ ソ ドを入 れ 終 つ た ら加 熱 を止 め,流 水 に てす み や

か に 冷却 す る.液 温 が40℃ 以下 とな つ た ら,濾 過 助 剤 とし て ス ーパ ー セ ル400～5009

を加 え大 型 ブ フナー で 吸 引 濾 過 す る.濾 液(約21)を 濃 苛 性ソーダ 液 に て 中和 し(pH7.7

～7 .2),こ れ に塩 基 性醋酸 鉛759を200mlの 蒸 溜 水 に 磨 砕 懸 濁 した 液 を攪拌 し なが ら

加 え1夜 氷 室 に放 置 す る(こ の除 蛋 白操 作 は純 度 を 支 配 す る).大 型 ブ フナーに 濾 紙2枚 を

あ て て濾 過 し透 明 な 濾 液 を得 る(最 初 は 濁 つ て い るが 次 第 に透 明 とな つ て来 る).濾 液(約

21)を醋酸 に てpH6.5と し,25%硝 酸 銀25m1を攪拌 し な が ら 加 え1夜 氷 室 に 放 置 す

る.サイホン に て上 澄 を捨 去 し残 りを遠 心 分 離(2500r.P.m.10分)に よつ て 除 き,沈 澱

を蒸 溜 水 で洗滌 す る.蒸 溜 水20m1を 加 え遠 沈 チ ュ ー ブ(ガ ラ ス製)に 入 れ た ま まで 硫 化

水 素 を通 す.白 色 の沈 澱 が 完全 に消 失 した後,更 に約5分 問 ガ スを通 し完 全 に脱 銀 す る.

遠 心 分 離(2500r.Pm.5'-7分)に よ り硫 化 銀 の沈 澱 を除 き10mlの 蒸 溜 水 で 洗 う・ 上 清

に 洗 液 を合 わ せ て濾 過 し空 気 を送 つ て 硫 化 水 素 を除 く.稀 苛 性 ソー ダに てpH7附 近 に調

整 した 後,冷 却 ア セ トン を加 え て約11と す る.1夜 放 置 後,上 澄 液 を捨 去 し新 に 冷 却 ア

セトン を加 え て遠 心 分 離 し沈 澱 を集 め る.2～3回 精 製 ア セ トンに て洗 い,真 空 デシ ケ ー

ター 中 で蛇 燥 す る と白 色 粉 末 状,純 度30～50%のDPNO.5～0.89を 得 る.

Na2N202Jones等5)の 方 法 に よ り前 報10)の よ うに して合 成 した.

FADワ カモ ト製 薬 製(純 度90%)を 使 用 した.

定 量 法

NO3:尿 素 を 加 え て 亜 硝 酸 態 窒 素 を 除 去後,2.4-Xylenoleを 用 い る方 法(未 発 表)に よ

り比 色 定 騒 した.

NO2:Griess試 薬 に よ り比 色 定 量 した.

NH20H:ヨー ド酸化 一Griess試 薬 呈色 法6・9)および 前 報 の8-Hydroxyquinoline法10)に

よ り比 色 定 量 した.

N202:次 亜硝 酸 定 量法10)に よ り比 色 定 量 した.

NH3:イ ン ドフ ェ ノー ル法13)に よ り比 色 定 量 した.

結 果 お よ び 考 察

正 常 反 応系 で の無 機 態 窒 素 の還 元 無 機 態 窒 素 還 元 反 応 で の 反 応 生 成 物 に つ い ては 既

に 報告16)し て い るが説 明 の都 合 上 略述 す る.

Table1は 鶏 肝 臓 か ら の酵 素 標 品 に よ る無 機 態 窒 素 還 元 反 応 で の反 応 生 成 物 を 示 した も

ので あ る.除 蛋 白 は5分 間 煮沸 後 氷醋酸0.1m1を 添 力nして 行 な つ た が,次 亜 硝 酸 定 量 用 に

は前 報10)に 記 載 した よ うに反 応 液 に2倍 量 の メチルアルコール を 添 加 して 除 蛋 白 した.基

質 と して硝 酸,亜 硝 酸,次 亜 硝 酸,ヒ ドロキ シ ル ア ミ ンな どの 無機 態窒 素 を与 え,水 素 供

与 体 と してDPNHを 加 え る と これ ら基 質 の還 元 はす み や か に 起 り,60分 間 で添 加 基 質 の

40～60%が 消 失 し,消 失 した 基 質 窒 素 の大 部 分 は 最 終 生 成 物 た る ア ンモ ニヤ態 窒 素 とし て

検 出 され た.硝 酸 を 基 質 と した 場 合 は 中 間 生 成物 と して亜 硝 酸,ヒ ドロキ シル ア ミンが検



Table 1. Enzymatic reduction of inorganic nitrogen using fowl liver enzyme.

 Reaction mixture  : acetone-B enzyme soln. (N in 1.0 m1=1.45 mg) 2.0 ml, 10-2M 
substrate 1.0 ml, 0.01 % FAD 1.5 ml, DPNH soln. (contained 5 mg of DPN, 1.0 m/ of 
Et-OH, 0.1 ml of alcohol dehydrogenase soln.) 5.0 ml, total 15 ml. Reaction time, 60 
minutes. Temperature, 33 °C.

出され,亜 硝酸を基質 としたときはヒドロ キシルアミンが検出されたが次亜硝酸は検出さ

れなかつた.次 亜硝酸,ヒ ドロキシルアミンを基質 とした場合はその消失賦に比し還元生

成物の割合がかなり低 くなつているが,こ れは両基質 の反応液中での不安定性に起因する

ものと思われる.

無機態窒素還元系におよぼす一般的阻害剤の影響実験 にあたつてはまず酵素液,緩

衝液,阻 害剤の三者・を混合し339Cの 反応温度に20分 間放置後基質を加え,さ らに10分

間置いてか らDPNHを 加え反応を始めた.活 性の測定は33℃,30分 間の反応によつ て

生じた340mμ の吸収の減少によつて行ない,各 基質に対する阻害剤の阻害率を計算した・

Table 2. Effect of inhibitors on the inorganic nitrogen reductases.

 Reaction mixture  : acetone-B-gel enzyme soln. (N in 1.0 m/: 0.06 mg) 1.0 ml, inhibitor 
soln. 1.0 ml, M/5 phosphate buffer (pH 7.5) 0.5 ml, 5X10-3M substrate 0.5 ml, 0.01 % 
FAD 0.5 ml, 0.05 % DPNH* 1.0 ml, total 4.5 ml. 

 Reaction time, 30 minutes. Temperature, 33 °C. 
* DPN was reduced chemically with sodium hydrosulfite .

Table2に 示 す よ うに ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン の 還 元 は チ オ 尿 素,EDTA(2.5×10'3M),

8一 ヒ ド ロ オ キ シ キ ノ リ ン(2.5×10一4M)で は まつ た く阻 害 され な か つ た が 尿 酸(2.5×10-4

M)で は30%弱,KCN(2.5×10-3M)で は70%,PCMB(1×10-4M)で は100%阻 害

さ れ た.次 亜 硝 酸 の 還 元 はPCMB(1×10-4M)で は ま つ た く阻 警 さ れ な か つ た がEDTA

(2.5×10-3M),8一 ヒ ドロ オ キ シ キ ノ リ ン(2.5×10-4M)で は50%,KCN(2.5×10-3M)

で は60%,チ オ 尿 素(2.5×10-3M),尿 酸(2.5×10-4M)で は100%阻 害 さ れ た.亜 硝 酸

の 還 元 は,KCN(2.5×10-3M)で は 少 し も 阻 害 さ れ な か つ た が8一 ヒ ド ロ オ キ シ キ ノ リ ン

(2.5×10-4M)で40%,チ オ 尿 素,EDTA(2.5×10『3M),PCMB(1×10-4M)で は ほ



とんど完全に阻害された.一 ・方硝酸の還元はEDTA(2.5×10脚3M)で60%,KCN(2.5×

10-3M)で70%,チ オ尿素(2.5×10-3M),尿 酸,8一 ヒドロオキシ キノリン(2.5×10}4

M),PCMB(1×10-4M)で はほぼ完全に阻害された.

次亜硝酸の安定性について 実際の酵素反応系から次亜硝酸の検出を企てる場合,前

報10)の考察に したがい,加 熱による次亜硝酸の分解を避ける目的で除蛋白は反応液に2倍

量のメチルアルコールを添加して行なつて来た.こ の点を今少し簡単にするために一般的

蛋白沈澱剤 として使用されている塩基性醋酸鉛,燐 タソグステン酸,ト リクロル醋酸,酷

酸 ウラニウム,リ バノール等に対す る次亜硝酸の安定性および本酵素蛋白 の沈澱性等検討

した結果,醋酸 ウラニウムが沈澱性,安 定性 ともに非常に優れていることを見出した.

Table3に 示 した ように,次 亜硝酸は5分 間の煮沸を しないでも氷醋酸 を加えて強酸

性化することによつて完1全に分解消失した.こ の際Griess試 薬呈色物を残さないのも煮

沸の場合と同じであつた.除 蛋白剤である醋酸 ウラニウムやや過剰の添加は次亜硝酸に何

ら分解作用をおよぼさず,検 液微酸性下をもたらす関係上む しろ次亜硝酸を安定化した.

醋酸ウラニウム添加による安定化の程度は燐酸緩衝液 よりも トリス緩衝液での方が少しば

か り大きくなつたが,こ れは中性付近での両者の緩衝能の差に起因す るものと思われる.

亜硝酸はこれらの操作によつて何 ら影響を受なかつた.亜 硝酸と次亜硝酸の比色値(-Log

T)の 間に算術的関係の成 り立つ ことは前報のとお りであつた.

Table 3. Effect of uranium acetate and acetic acid on the stability of hyponitrite.

 Reaction mixture :  10-3M N2O2 1.0 ml, M/5 buffer (pH 7.5) 0.5 ml, 10-3M NO2 or H2O 
1.0 ml, total 10 ml. 

 Reaction time, 30 minutes. Temperature, 33 °C. 
After incubation, the mixture were treated as stated in 1) to 5) and 1.0 ml of each 
was diluted to 10 ml with water and determined.* 

1) : added 1.2 ml of water and boiled for 5 minutes. 
2) : added 0.2 ml of glacial acetic acid and 1.0 ml of saturated uranium acetate. 

 3) : added 1.0 ml of saturated uranium acetate and 0.2 ml of water. 
4) : added 0.2 ml of glacial acetic acid and 1.0 ml of water. 
5) : added 1.2 ml of water. 

 * In the case that precipitate was produced, it was removed through centrifugation.

これらの結果を利用すると酵素反応液中で亜硝酸,ヒ ドロキシルアミンと混在 している

次亜硝酸の分別定量は前 報の方法10)よりも正確かつ容易 となつて来る.す なわち,反 応終

了後,醋酸 ウラニウムと氷醋酸 の両方を使つて除蛋白した上清 と,醋酸 ウラニウムだけを

加えて除蛋白した上浩の両者を次亜硝酸定量法により比色しそ の比色値の差(-LogT)

をとれば次亜硝酸の比色値となる.

亜硝酸還元反応生成物一次亜硝酸の生成 次亜硝酸は我 々の酵素標品により還元を受

てアンモニヤ を生成するので(Table1)一 応亜硝酸からヒドロキシル アミンに至 る中間



体と推定して間違いはないが,実 際に反応系か ら検出しないかぎ り中間休 と断ず ることは

出来ない.と ころが次亜硝酸は極めて不安定であり,た とえ反応系中に生成したとしても

Table1の ように逐次還元反応を許すのではその検出は不可能に近いものと思われる.…

Table 4. Accumulation of hyponitrite.

  Reaction mixture  ; acetone-B enzyme soln. 
(N in 1.0 ml=1.5 mg) 10 ml, 10-2M NO2 1.0ml, 
M/5 phosphate buffer (pH 7.5) 2.0 m/, 0.01 oa 
FAD 3.0 ml, DPNH soln. (contained 10 mg of 
DPN, 1.5m1 of Et-OH, 0.2m1 of alcohol dehydro-
genase soln.) 5.0 ml, 2X10-2M KCN 5.0 ml, 
total 30 ml. 
Reaction time, 30 minutes. Temperature, 33°C 
Deproteinization for NO2 test; added 2.0 ml 

 of saturated uranium acetate and 0.2 ml of 
 glacial acetic acid for 10 ml of the reaction 

  mixture. 
Deproteinization for N2O2 test: added 2.0 ml 

 of saturated uranium acetate and 0.2 ml 
 of water for 10 ml of the reaction mixture.

方,我 々は先に酸化反応系中よりの次亜

硝酸の検出に際し,8一 ヒドロオ キシキノ

リン,PCMB等 の次亜硝酸の酸化に対す

る特異的阻害剤をもちいて その検出に成

功しているので16),こ の方法を還元反応

系中からの次亜硝酸の検出にも利用する

ことを考えた。Table2を み るに,KCN

はその濃度2.5×10-3Mで は亜硝酸の還

元を少しも阻害 しないが 次亜硝酸の還元

は60%阻 害 している.そ こで亜硝酸を

基質 とし,こ の特異的阻害剤一KCNを 加

えて亜硝酸還元系によつて 生じた次亜硝

酸のヒドロキシルア ミンへの還元を抑制

し,反 応液中に次亜硝酸の蓄積を計 りそ

の検出を試みた.

Table4の 結 果をみる と,亜 硝酸態

窒素の消失量(63r)に 対して生成した次亜硝酸態窒素量(29r)は 約半分になつている.

これはTable2で 示した ようにKCNが 次亜硝酸還元系を60%し か阻害しないこと,

さらに反応液中での次亜硝酸の分解消失などによつて説明されるであろう.

このようにして我々は亜硝酸還元反応生成物 としての次亜硝酸を検出,定 量することに

成功 した・この成功は亜硝酸(窒 素の酸化度+3)か らヒドロキシルアミン(窒 素の酸化度
一1)に 至 る間の酸化度+1の 窒素化合物に対する多 くの実験的試みに決定的な結論をあた

えるものであろう.

IIα-Ketoglutarateoximeの 合成

合成法 としてはまずQuaster等11)の ケ ト酸オキシム合成法が知られている.こ の方法

はヒドロキシルアミン 塩酸塩 と遊離酸を混合し,こ れに重炭酸 ソーダを少しずつ加えて中

和 しながらオキシムを生成させるものである.実 際に合成してみると,ピ ルビン酸オキシ

ムのように結晶し易い場合は良好なる結果を得たが,α-ケ トグルタール酸オキシムのよう

に食塩,炭 酸 ソーダよりも結晶し難い場合,オ キシムの単離法を確立しなければその結晶

化は無理であつた.我 々の研究室では江藤等2)に より反応液をコソゴーレッド 酸性にし,エ

ーテル抽出する方法が試みられ,か なりの収率をあげるに至つているが,オ キシムを多量

に必要 とする我 々の目的からは未だ不完全な方法であつた.今 一つのA成 法としてFenton

等3)の アルコール溶液中で遊離アミンと反応させる方法がある.こ の方法では反応液を糊

化 して結晶化するため高純度,高 収率は期待出来なかつた(我 々の実験 では2度 再結 して



収 率10%で あ つ た).

我 々は 種 々検 討 してい る うち に オ キ シ ム の ソーダ 塩 は ア ル コ ール難 溶 で あ る こ とを見 出

し,次 の よ うに 生 成 した オ キ シ ムを モ ノ ソーダ 塩 とす る こ とに よつ て よ り容 易 に合 成,再

結 出来 る よ うに なつ た.

合 成 法ヒドロキシル ア ミ ン塩 酸 塩(純 度95%)0.739(0.01mo1.)を 無 水 ア ル コー

ル20m1に加 温 溶解 し,こ れ に0.249の 金 属 ナ トリウ ム と無 水 ア ル コ ール20m1と か ら

作 つ た ナ ト リウ ムエ チ ラ ー トを徐 々に加 え 中和 す る.中 和 に あ た つ て は フ ェ ノ ール フ タ レ

イ ン1滴 を加 え,赤 変 しな い よ うに 注 意 す る.生 じた 塩 を濾 別 し,無 水 ア ル コー ル20m1

に て 洗 う.こ うして 作 つ たヒドロ キ シ ル ア ミ ン溶 液 を,1gのα-ケ トグ ル タ ー ル 酸

(0.00685mo1.)を20mlの 無 水 アルコール に 溶解 した 液 に,徐 々に 加 え約2時 間 以 上 放 置

す る.ウ ォー ター バ ス上 に て結 晶 の析 出 す る まで 減 圧 濃 縮 し,新 た に 無 水アルコール60～

80m1を 加 え て 加 温 溶 解 す る.こ れ に0.169の 金 属 ナ トリウ ムに 相 当す る 量 のナ トリウ

ムエ チ ラ ー トを加 え,生 じた 白色 大 量沈 澱 を吸 引 濾 過 に よつ て集 め る.沈 澱 を10～15ml

の熱 水 に溶 解 し,約100m1の 無 水アルコール を加 え 白色 沈 澱 が 上 澄 と分 れ 結 晶 状 とな る

まで(必 要 とあ らば アル コール を加 え 足 して)減 圧 脱 水 す る・ 同 様 の操 作 に よ りアル コ ー

ル か ら2度 再 結 して,α-ケ トグル タ ール 酸 オ キ シ ム0.8gを 得 た(収 率60%強).本 結 晶

は遊 離 ヒ ドロキ シル ア ミンを 少 し も含 まな い美 麗 な る結 晶 に して,水 溶 液 は 中性 また は 微

酸 性 で あ つ た.

総 括

1)鶏 肝 臓 か ら調 製 した 無機 態窒 素 還 元 酵 素 群 に対 す る阻 害 剤 の影 響 を調 べ,次 の よ う

な結 果 を え た.ヒ ドロキシルアミン の還 元 は チ オ尿素,EDTA(2.5×10-3M),8一 ヒ ドロ

オ キ シ キ ノ リン(2.5×10-4M)で は 少 し も阻害 され な か つた が,尿 酸(2.5×10-4M)で は

30%弱,KCN(2.5×10『3M)で は70%,PCMB(1×10-4M)で は100%阻 害 され た.

次 亜硝 酸 の還 尤 はPCMB(1×10-4M)で まつ た く阻 害 され なか つ た が,EDTA(2.5×10-3

M),8一 ヒ ドロ オキ シ キ ノ リン(2.5×10}4M)で50%,KCN(2.5×10『3M)で は60%,

チ オ尿素(2.5×10-3M),尿 酸(2.5×10-4M)で は100%阻 害 さ れ た.亜 硝 酸 の還 元 は

KCN(2.5×10-3M)で は まつ た く阻 害 され な か つ た が,8一 ヒ ドロオ キ シ キ ノ リン(2.5×

10-4M)で40%,チ オ尿 素,EDTA(2.5×10-3M),PCMB(1×10-4M)な ど で は ほ と

ん ど完 全に 阻 害 され た.一 方,硝 酸 の還 元 はEDTA(2.5×10-3M)で60%,KCN(2.5

×10-3M)で は70%,チ ォ 尿素(2.5×10-3M),尿 酸(2.5×10-4M),8一 ヒ ドロオ キ シ キ

ノ リソ(2.5×10-4M),PCMB(1×10-4M)な どで は ほぼ 完 全 に 阻 害 され た ・

2)次 亜硝 酸 の安 定 性 に つ い て次 の よ うな新 ら しい 知見 を得 た.次 亜硝 酸 は一 般 的 な蛋

白沈 澱 剤 で あ る醋酸 ウ ラ ニ ウム に よつ ては 分 解 作 用 を受 け ず,む しろ安 定 化 す らされ た.

一方
,氷醋酸 を加 え て強 酸 性 化 す る と完 全 に分 解 され,そ の 際Griess試 薬 呈 色 物 を残 さ

なか つ た.

3)無 機 態窒 素 の逐 次 還 元 反応 系 か ら中間 体 と して の次 亜硝 酸 の検 出に 成 功 した.亜 硝

酸還 元 系 にKCNを 加 え て,生 成 した 次 亜 硝 酸 の ヒ ドロキシルアミン へ の還 元 を抑 制 して



反 応 液 中に 次 亜硝 酸 の蓄 積 を起 させ,こ れ を比 色 定量 した.

4)α-ケ トグル ター ル酸 オ キ シ ム の合 成 法 に つ い て 記 した.

終 りに 臨 み,終 始 御 指 導 御 鞭 撞 を頂 き ま した 山藤 先 生,大 村先 生 に深 謝 す る と ともに,

実 験 に御 協 力下 さい ま した 原 口,安 永 両 氏 に謝 意 を表 し ます.
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                               Summary 

   1) Effect of inhibitors on the inorganic nitrogen reductases from fowl 
liver were studied. The rate of inhibition of the reductases by several reagents 
was as  follows. 

Hydroxylamine : 
 Thiourea, EDTA (2.5 x 10-3M), 8-Hydroxyquinoline (2.5 x 10-4M) ......... 0 % 

Uric acid (2.5 x 10-4M)......... 30 % 
KCN (2.5 x 10-3M)......... 70 % 
PCMB (1.0 x 10-4M).........100 % 

Hyponitrite : 
PCMB (1.Ox10-4M)......... 0% 

 EDTA (2.5 x 10-3M), 8-Hydroxyquinoline (2.5 x 10-4M)......... 50 % 
KCN (2.5 x 10-3M)......... 60 % 

 Thiourea (2.5 x 10-3M), Uric acid (2.5 x 10-4M).........100 % 

Nitrite : 
KCN (2.5 x 10-3M)......... 0 % 

 8-Hydroxyquinoline (2.5 x 10-4M)......... 40 % 
 Thiourea, EDTA (2.5 x 10-3M), PCMB (1.0 x 10-4M).........100 % 

Nitrate : 
EDTA, KCN (2.5 x 10-3M)• • 60— 70 % 

 Thiourea (2.5 x 10-3M), Uric acid, 8-Hydroxyquinoline (2.5 x 10-4M), 
PCMB(1.0 x 10-4M)••• 85---100 % 

   2) Hyponitrite was decomposed completely by the addition of glacial acet-
ic acid without producing any nitrite as well as by heating at 100° C. On the 
other hand, there was no decomposition of hyponitrite by uranium acetate 
which was used for the deproteinization. 

   3) Hyponitrite was determined as the reducing product of nitrite. Although 
hyponitrite was not detected in the normal reduction of nitrite, it can be esti-
mated when KCN, a specific inhibitor for its reduction, was added to the reac-
tion mixture. 

   4) The improved method for the synthesis of a-ketoglutarate oxime was 
described.


