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植物体に含 まれる尿素の微量定量法

古谷貞治

・筬島 豊

Micro-analysis of urea especially containd in plant 

     Sadaji Furutani and Yutaka Osajima

尿素は肥料としてはもとより,家 畜の飼料,微 生物

の栄養源等として最近目覚 しく発展,利 用されている.

尿素の効用に 関 して は,動 植物界に広 く存在する酵

素ウレアーゼによりアンモニアと炭酸ガスに分解され

た後,生 じたアンモニアが窒素源として利用されると

の通説のほかにとくに葉面散布の実験2・4・6・9・17)等か ら

直接生体内に取 り込まれるとする考え方も根強 く主張

されている,こ れらの主張は試験植物がウレアーゼを

含まないにも拘らず尿素を良 く利用すること5・13・16)あ

るいは14C一尿 素,15N一 尿素を用いて実 験 しその標識

元君が植物体に取 りこまれること等に基礎を置いてい

る.著1彗 等の経験によると植物のウレアーゼを活性状

態で抽出するには充分な注意を要し,磨 砕法等の単純

な抽出法ではしば しば失活し,見 かけ上ウレアーゼを

含まないかのような結果を与える。一方アイソトープ

を用いての実験においても標識元素 が15N一アンモニア

あるいは14C一炭酸ガスとして取りこまれる可能性を否

定できず,従 つて尿素が直接体内}こ入つた こ とを 証

明するにはやはり尿素そのものを検量しなければなら

ない,尿 素定量法 は古く から多 くの研究苔によつて手

がけられているが尿素に特異的な方法 が少なく,た と

えあつても精度,再 現性,簡 易さ等に一長 一短があ

り,し たがつて,1911t紀 以来ウレアーゼ法が ほとん

ど唯一の方法として使用されてきた.現 在用いられて

いる定量法 は改良されたものとはいえ,極 めて感度低

く0.2mg以 上の尿素に対 してのみ有効 とされている.

植物中に収りこまれた尿素は遂次同化されると考えら

れるのでその生体内存在量は極めて 少なくmg%の

域 を出ないと推定される.著 者等はこのような微量尿

素の検量を目的 としてウレアーゼ法の改定を試み,数

r程 度の尿素を定量化 することに成 功 したので報告す

る.

実 験 方 法,試 薬

ウレアーゼ:ナ タ):か ら精製 した結晶標品(Sigma

ChemicalCo.).

尿 素:特 級(和 光 純 薬 工 業)

そ の他 の 試 薬:い ず れ も特 級 品 を使 用 した.

コ ン ウ ェ イユ ニ ッ ト:標 準 型(柴 田化 学 器 械)お よ

び 特 殊 型(三 田村 理 研 工 業)を 使用 した.

植 物:体 菜(BrassicaehinensisL.)お よ び 青 シ ソ

(PerillafrestescensBrit.)を 用 いた.

尿 素 の 分 解:コ ン ウ ェ イユ ニ ッ ト内で 次 の よ うに行

なつ た.内 室 に0.01N硫 酸溶 液2m1,外 室 に2～20m1

の 検 液,100rの 結 晶 ウ レア ー ゼを 含 む 溶 液 を加 え,

40～45℃ で30分 間 反応 後,分 解 剤 と して 室 温 飽 和

炭 酸 カ リウ ム溶 液1～5m1を 加 え35～40℃ に90～

100分 間放 置 し発生 す るア ンモ ニ ヤ を捕 捉 した.

ア ン モ ニア の 定 量:内 室 の硫 酸 液1mlを 正確 に採

取 しイ ン ドフ ェ ノー ル法8)に よ り次 の よ う に 検 量 し

た.検 液1m1に ア ル カ リ性 フエ ノ ー ル溶 液1m1,

0.1M燐 酸緩 衝 液(pH9.8)7m1,0.05%ニトロ プ ル

シ ッ ドソー ダ溶 液0.5m1,5%次 亜 塩 素 酸 溶液0.5m1

を 加 え20～35℃,30分 後,光 電 比 色 計(日 立EPO-A

型)10mmの セ ル,赤 色 フ ィル ター を 用 いて吸 光 度

を測 定 した.

結 果

ア ン モニ ア定 量 の 微 量 化 現 在 使 用 され て い る ウ レ

ア ー ゼ 定 量法 は精 度,感 度 と も に低 く0.2m9以 上 の

尿 素 量 に対 して の み 有 効 と され て い る.本 法 の 感 度 が

この よ うに低 い 第一 の原因 は 生 じた ア ン モ ニア を 検量

す る方 法 に あ る と 考え られ る。一般 に 微量 拡 散法 に よ

るア ンモ ニ アの定 量 は残 存 吸 収 剤 の 滴定 に よつ て 行 わ

れ 消 費酸 量 か らア ンモ ニ ア量 を 計 算す る.吸 収 剤 と し

て は も つ と も薄 い場 合 で も0.2N～0.01Nの 酸 を用

い,滴 定 に は同 濃 度 の ア ル カ リ溶 液 を使用 す る(0.01N

の 酸1mlは140rの ア ン モ ニア態 窒 素 に粗 当 す る).

非 常 に鋭 敏 で あ る と して 広 く使用 されて い るネ ス ラ ー

試 薬 に よ る比 色法 で さえ も数10r以 上 の ア ンモ ニア



態窒素に対 してのみ有効とされている.著 者等は先に

八木等14)の方法を検討,改 良 しインドフェノール法に

よるアンモニア微量定量法を一般化して1～5rの ア

ンモニヤ態窒素の定量を可能にした.8)こ の方法は発

色時の酸度に強く支配され,そ の至適pH域 は割合に

狭い.本 改良法を微量拡散法によるアンモニアの検量

に適用する日的でまず吸収剤(硫 酸または塩酸液)の

影響を検討した.

第1表 、 イ ン ドブエ ノ ー ル法 に お よ ぼ す硫 酸 の 影 響。

第1表 はアンモニア態窒素17をO.OO5～e.06N硫 酸

溶液に溶かし,比 色定量した結果である.対 照として

水溶液を同様比色 した。表から明らかなよう}CO.03N

以 下の酸を吸収剤として使用すれば吸収剤を特別に中

和することなくイン ドフェノール法の検液として差支

えない.

ウ レアーゼの活性化 植物中に含まれる尿素は極め

て微量であると推定され,他 方同じく植物中に存在す

るアンモニア態およびアンモニア類 似 の不安定窒素

(微量拡散法でアンモニアに分解される窒素)は かな

り多いものと考えられる。相当量のアンモニア態窒素

と共存する尿素態窒素をアンモニアに変えた後定量す

るにはアンモニア態窒素の鋭敏な微量定量法の設定は

もちろん,尿 素分解試薬中にアンモニアを含まないよ

う留意することもまた重要である.ウ レアーゼは典型

的なSH一 酵素であり,銀,銅,水 銀,カ ドミウム,鉛

等の重金属イオンおよび酸化剤により容易に阻害され

る.12)従 つて精製酵素の稀釈に際 してはウレアーゼ溶

液の最終濃度を5%ア ルブミン溶液または1%硫 化水

素溶液とすることによつて失活から保護しなければな

らない.第2表 は常法7)に よりウレアーゼ分解を行な

つた結果である.反 応はコンウェイユニット中で行な

つた.外 室に尿素態窒素4r,0,2Mト リス緩衝液(pH

7.5)0,5ml,ウ レアーゼを溶か した10%卵 白 アルブ

ミン(和 光純薬製)溶 液2m1を 加 えて尿素を完全に

分解後,微 量拡散法によつて発生するアンモニアを捕

捉した,内 室の硫酸液1m1を 検液としてインドフェ

ノール法によつて比色した.

第2表.ア ル ブ ミ ン に よ る

ウ レ ア ー ゼ の活性 化.

卵白アルブミン中には」〉想外に多量のアンモニア類

似窒素(主 としてアマイド窒素 と思 わ れる)が 存在

し,尿 素由来のアンモニア量は埋没されてしまう恐れ

さえある.

第2表 の結果に鑑み各種市販アルブミンについて微

量拡散法によつて発生するアンモニア態窒素量を測定

した。測定法は第2表 に準 じ,定量値はアルブ ミンエ9

か ら発生 したアンモニア態窒素のγ数で表わ した.

第3表 に掲げたように各種製品ともに大量のアンモ

ニアおよびアンモニア類似窒素を含み.た とえ酵素の

安定化割,活 性化剤として必要であるとしてもこのよ

うなアルブミンを定量試薬の一つとして使用すること

はいたずらに精度を下げるばかりである.

第3表.微 量拡 散 法 に よ りア ル ブ ミン

か ら生 ず る ア ン モニ ヤ 態 窒素.

このようにアルブミンが定量試薬として不適である

とすると,ア ルブミンに代るウレアーゼの活性化剤が
　

必 要 で あ る.ウ レア ー ゼ は5%ア ル ブ ミンの ほか に1

%硫 化 水 素溶 液 に す る こ とに よつ て も失 活 か ら保 護 さ

れ る,し か し1%流 化 水 素液 は 実 験 の つ ど新 に調 製 し

な け れ ば な らず,そ の 取扱 い も めん ど うで あ り,定 量試

薬 と して は好 ま しい もの で は ない.硫 化 水 索 と同 じ く

酵 素 のSII一 基 を 保護 し,か つ 腋 化 防 止作用 を も ち,

しか も 」」軽 に/1丈扱 え る試 薬 と して,メ ル カソ トエ タノール

(β-mercaptoethanol,HSCHとCH2011)の検討を試みた

.

第4表 は メル カプ トエ タ ノー ルを含むO.2Mト リ



ス緩衝液(pH7.5)に結晶酵素 を溶か し,冷 蔵 庫 中

に60分 間放置後,酵素 液として使用した.比 色値は

LogTで 表わした.

表から明らかなように,使 用したウレアーゼはメル

カブトエタノールによつて充分に賦活され,そ の効果

は0.02～0.06%の 間で最大であつた.測 定結果はア

ルブミンによる賦活割合をむしろ上まわつており,満

足すべきものであつた.

第4表.メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル に

よ る ウ レ アー ゼ の 活 性 化,

前述のように,ウ レアーゼは重金属により容易に阻

害され不活性化するため普通蒸溜水は使用出来ないほ

どである(本 実験は全て 脱イオン水を使用した).メ

ルカプトエタノールはある程度重金属阻害を防止する

が,本 実験に使用するメルカプ トエタノールはその黛

が少ないため,実 際の定量実験には,別 に重金属イオ

ン捕獲剤を併用することが望ましいものと思われる.

ウ レアーゼは金属酵素でなくまた一般に補酵素類を必

要としないとされ,従 つてキレー ト試薬による阻害は

見られない筈である.

第5炎 は念のため,EDTAの 影響を試験 した結果で

ある.酵 素は0.04%メルカプト エタノール中で活性化

したものを使用 し,吸 収剤1ml当 り,2.5rに 相 当す

ろ1,.11:の尿 嚢態窒素を加え た.

第5表.ウレアーゼ活性 に及

ぼすEDTAの 影 響.

表に示したようにEDTAは0.05%以 内においてウ

レアーゼ作用 にまつた く影響をおよぼさなかつた.

ウレアーゼによる尿素の定量法 上述の よ うに ア

ルブミンの代りにメルカプ トエタノールを用いてウレ

アーゼを賦活化し,盲 検値を純水の発色値程度にまで

下げることに成功したので本法による微量尿素の定量

曲線を作成した.

試 薬

(1)ウ レアーゼ溶液:市 販結晶 ウレアーゼ1mgを

メルカプ トエタノール および0.05%EDTAを 含む

0.2Mト リス緩衝液(pH7.5)ま たは燐酸緩衝液(pH

7・0)10m1に 溶かし冷蔵庫中に60～120分 間放置する.

(2)吸 収剤:N/50～N/100硫 酸または塩酸溶液

(3)分 解剤:飽 和炭酸カリウム溶液

(4)次 亜塩素酸溶液:有 効塩素3～5%の 市販アン

チホル ミンをそのまま使用する.有 効塩素10%の 標

品を使用するときは水で2倍 に稀釈する,

(5)ア ルカリ性フエノール溶液:市 販一級フエノー

ル(着 色 していれば再溜すること)5gと 苛性ソーダ

2g(有 効塩素10%の 次亜塩素酸溶液を使用する時は

39)を 水100m1に 溶かす.極 めて着色変性し易いの

で褐色瓶に入れ冷蔵庫中に貯える.

(6)ニ トロプルシッド溶液:ニ トロフルシッドソー

ダ50mgを 水100m1に 溶かす.

(7)燐 酸緩衝液:0.1M第 二燐酸 ソーダ溶液に1N

侍性ソーダ溶液を加えてpH9.8と す る.

測 定

内室に2mlの 吸収剤を入れたコンウエ イユニット

外室に試料液(pH6～7)を 加え,ウ レアーゼ溶液1m1

を注入して40～45℃,30分間 反応させる.分 解剤

1～5mlを 至早く外室へ注加し,35～40℃ に90分

間放置し,発 生するアンモニアを完全に吸収させる.

内室の吸収剤1m1を 採 集し,ア ルカリ性フェノール

溶液1ml,燐 酸緩衝液7ml,ニ トロフルシッド溶液

0.5mlお よびアンチホルミン溶液0.5m1を 加えて全

量を10m1と し,20℃ 以上に30分 間放置後,赤 色

ブイルター,10mmセ ルを用いて 光電比色計で 吸光

度を測定する.試 料に相当量のアンモニアおよびアン

モニア類似窒素を含むときは比色計のブランクに盲検

液を使用することが望ましい.

植物抽出液中の尿素の検量 試料植物から抽出液の

調製に際 しては植物 自体のウレアーゼの作用によつて

尿素が分解されないよう細心の注意を払わ な けれ ば

ならない.さ らに植物は 名種多様のアンモニア 生成系

を持つているのでこれら酵素系が作動 しないような条

件で試料液を調製することが大 切である.

発芽後55日 目のシソ,ま たは発芽後20日目 の休菜



第1図.尿 素 定 量 曲 線.

109を 充分に水洗後,一 定量の尿素を加え ただちに

つぎのように処置 し抽出液を調製 した.

1)液 体窒素を加え凍結状態で磨砕し,α2%TCA

10mlを 加 え70～80℃ に10分 間加温後,熱 水を加

えて遠沈濾過 した.洗 液を合わせてpH6～7に 中和し

総量100m1と した.

2)0。2%トリクロール 酢酸(TCA)10m1を 加え

て磨 砕 後 同 じ く熱 処 理 し,100m1と した.

3)0.1N酢 酸10mlを 加 え て 磨 砕 後 同 様 に処 置

した,

4)ガ ラス粒(0,01～0.1mm)と 共 に1野砕 後,100。C,

10分 間 熱 処 理 し同様100mlと した.

各試料 夜10m1(生 物1gに 相 当)を採 り,混 在

す る尿 素 を定 量 した.対 照 と して は,尿 素 を加 え る こ

第6表.植 物 に添 加 した 尿素 の 回 収(体 菜).



となく,(1)の 液体窒素一TCA法 で 調製 した抽出液

に一定量の尿素を加えて比色 した値を,標 準として純

水中の尿素を定量 した値を列記した.

第6表 から明らかなように試料調製を慎重に行なえ

ば植物中に含まれる尿素は本法により良好な効率で定

量され,そ の回収率は90%に も達する.

第7表.植 物 に添 加 し た尿 素 の 回収(シ ソ).

この場合,液 体窒素凍結一磨砕一TCA抽 出 の操 作

を行なえばほぼ完全であるが簡易的にはTCA抽 出法

によつても割合良い結果が得られた.た だし,第7表

に示したように試料植物を単に乳鉢中でガラス粒とと

もに磨砕して抽出液を調製 した場合には添加尿素は試

料液作成の段階で完全に分解消失するばかりでなく,

微量拡散法によりアンモニヤとして捕捉される窒素量

が極度に増大するので注意を要する.さ らに盲検区の

値がこの程度(-LogTと し0.2以 内)な らば比色計

のブランクとして使用することも可能であり,精 度も

一層高くなるであろう.第6,7喪 は植物体磨砕の際

に添加 した尿素の回収を試験 したものであるが,こ の

磨砕抽出操作によつて植物中に含まれる尿素は完全に

抽出されるので5)本 法を使用すれば,植 物体中に含ま

れる尿素を定量することも可能である.

考 察

尿素態窒素の定量法としてはジアセチルモノオキシ

ムと縮合させ砒酸で酸化する方法,10・15)P一ジメチルア

ミノベンズアルデヒド3)で発色させ比色または吸光度

か ら,あ るいはα-イ ソニ トロプロピオフェノンで発

色させ540mμ で比色1)する方法等が報告 され,そ れ

ぞれ血液中,牛 乳中の尿素定量法として用 い られて

る.欝 者等はこれらの諸法についても種々検討を試み

たが,い ずれも感度,再 現性,手 法等に難点があり,

植物中に含まれる 微量 尿 素の定量法としては好まし

くなかつた.

ウ レアーゼによる尿素定量法はウレアーゼによる尿

素分解の過程と生じたアンモニアを定量する過程とか

ら成り立つため,そ の精度は両者の中の精度の悪い方

に支配される.ア ンモニアの定量法としてはネスラー

試薬による比色が高感度と してよ く利 川 されている

が,そ の精度は,数10ガ ンマ以上においてのみ満足す

べきものであろ,微量拡散法 によるアンモニアの定量

には,こ のほかに残存吸収剤量を滴定する方法も広 く

用いられているが,滴 定終点の判定を肉眼で行なうこ

とや,酸,ア ルカリ液が,比較的高濃度であること(通

常N/10～N/50)-N/101m1は アンモニア 態窒素

1.4mgに 相 当する一等から精度は自ら制限される.

アンモニア定量法として現在最 も優れていると思われ

るインドフェノール法を吸収剤に対 して直接適用出来

ることを示 したが,吸 収剤として硫酸のほかに塩酸を

用いた場合ももちろん有効であつた.

ウ レアーゼによる尿素分解に際し,広 く使用されて

いるアルブミンが多量の揮発性窒素を含むことは意外

であつた.従 来の方法の感度を支配していた原因の一

つとして特筆 したい。アルブミン中のアンモニアはあ

る程度まで透析によつて除けるが,イ ンドフェノール

法で検出されない程度にまで減らすことは不可能であ

つた.

メルカプ トエタノールによるウレアーゼの賦活実験

において0.1%以 上 になると逆に阻害作用を及ぼし,

0.5%濃 度ではウレアーゼ活性は16%ま で低下 した.

これは,ウ レアーゼが適度の還元状態(Eh-=-150ミ リ

ボル ト)で 最大活性を示し,強 度の還元によつても失

活する11)ことによつて説明されるであろう.

植物中に含まれる尿素は灯溶性窒素抽出法によつて

容易に溶出されとくにクロレラの場合には細胞そのも

のを0.1%TCAに よつて熱処理するだけで充分とさ

れている.5)高 等植物から尿素の抽出を行うに 当つて

は一度磨砕することが望ましく,そ の際アンモニア生

成系,ウ レアーゼ系を作動させないよう習意 しなけれ

ばならない.液 体窒素を用いれば磨砕中の分解も防止

され,同 時に得られた凍結状粉末は秤量 その他取り扱

いも便利である.

本法は微量尿素の定量法 としてだけではなく植物中

のウレアーゼの検定にも有効な手段 として利用 され得

るであろう.



総 括

尿素によるウレアーゼ定量法を検討 し尿素1～10r

を検量できるよう改良した.

1)微 量拡散法によるアンモニアの定量にイン ドフェ

ノール法が使用できることを確かめた.

2)ウ レアーゼ法に用いられる市販アルブ ミン中には

相当量の揮発生窒素が存在することを示し,ウ レア

ーゼ法の精度に大きな影響を与えていることを明ら

かにした.

3)メ ルカプ トエタノールによつてウレアーゼを活性

化できることを見出した.

4)植 物中に含まれる微量尿素の定量を検討 した.
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                                  Summary 

   Analysis of urea by urease was investigated and an improved method available to estimate 
the amounts of 1 to 10 r of urea was established. 

   1) Colorimetry of ammonia by indophenol method was adaptable to acidic solution obtained 
by diffusion analysis. 

   2) Considerable ammounts of ammonia and ammonia-like nitrogen were found in some 
commercial albumins in which urease was dissolved to be activated. 

   3) It was found that urease was activated by fl-mercaptoethanol as much as by albumin. 
   4) It was scrutinized to estimate urea which was contained in plant.


