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硝 酸 還 元 酵 素 に 関 す る 研 究(第2報)

亜 硝 酸 根 の 呈 色 に 就 て

大 村 浩 久

Studies on the reductase of nitrate. Part 2. 

 On the coloration of NO2-radical 

          Hirohisa Omura

生14く内 に於 け るA皿inoacidの 生 成 に就 て は

NO3-・ →NO2-・ →N}120H・ 一一一 一 一 一 一 一 一 一 →NH3

i1↓

↓O
xilnes-→Aエninoacids-←-lm量noacids

な る経 路 が 考 へ られ る.硝 酸 遺 元 酵素 も此 の 一部 を担 当す る もの で あつ て,そ の還 元生 成

物NO,の 測 定 に は専 らGrieSS試 薬 に よ る極 め て鋭 敏 な 呈色 反 応が 用 ひ られ る.本 法 は

特 にBlom1)氏 に よ りNO3及 他 の重 要 な 中開 体 で あ るNH20Hの 測 定 に拡 張 され たカミ,

N0.は 水 素 ガ スに よ り還 元,NH、OHは 沃 度 に よ り酸 化 し何 れ もNO。 に変 じた 後 呈

色 す る.当 研 究 室 に於 て も近 藤,秋 田両 氏2)は 更 に之 をacetoximeに 適 用 しNH,OH

並 び に該oximeの 測 定 に就 て 詳細 に検 討 した.使 用 試 薬 はEndres氏3)の 記 載 に従 ひ,

NH、OHは 溶 液10ccにsulfanilicacidlcc沃 度醋酸O.2ccを 加 へ 室温 に10分 放

概 して酸 化 し過 剰 の沃 度 を除 去 した 後a・naphthylaminelccを 加 へ て 呈色(以 下 室

温 法),acetoximeは90。45秒 加 熱 して 酸 化 す る方法(以 下 加 熱 法)を 採 つ て ゐ るが,著

者 は 例 へ ば 両 者 の 分 離 呈 色 は困 難 で あつ てacetoximeは 室 温 法 に よつ て も約30%の 呈

色 を見 る事,NH,OHを 室 温法 に よ り100%呈 色 させ る事 は 難 し く特 に冬 季 に於 て著 し

い の で 支 障 ない 限 り加 熱 法 を可 と す る事.色 の 強 さは2×10-5M・NO,附 近 を最 良 と し濃…

厚 に過 ぎれ ば 仮 令 沈 澱 を生 じな くて も安定 度 は短 く又 比 色 に も困 難 を来 す事 等 を屡 々経 験

した.更 に 酵素 作 用 に於 て は緩 衝 液 の使 用,JP温 下 に於 け る 反応,0加 熱 に よる反 応 停 止等

の 諸 操 作 を実 施 す る孝 め ・之 等 諸 因子 の本 法 に及 ぼす 影 響 を検 討 す る必 要 を生 じた

之 と共 に 実 際 生体内 に 於 て はpyruvic・,α ・keto91utaric一 及 びoxaloacetic-acidの

各oximeが 生理 的 に 重要 な役 割 を演 す る事 はVirtanen4♪,Euler5)氏 等 の 研究 よ りも容

易 に推測 され るので,本 法 に も試 み た.よ る之等oximeの 測 定 を

1.緩 衝 液 の 影 響

先づ純粋溶液に就て之等一聯の化合物に及ぼす緩衝液の影響を検討した.測 定法の中で

pyruvicacid・oxime(P-oxime)に 就ては次項 に記載する.



328 学 藝 雑 誌 第12巻 第4サ

S6rensen氏 のM/10-phosphate及 び91ycocol緩 衝 液 を使 用 した が 記 載 値 と若 干

異 る ので 本 試 験 に 用 ひたpH(試 験紙 で測 定)及 び それ に応 す る組 成 を第1表 に掲 げ る・

第1表

pH <1二 〇1.21.62.43。4

M/10KH2po4

M/10Na2HPO4

M/10Glycocol

M/10HCl

M/10NaOH

一 弓 一-0一 一 つ

,_一 一 ・ 一 悼

0.51.5253.54.5

4.53.52.51.50.5

-■ 一 一.一 一 ◎

4.45.86.16.46.87.48.2

5ρ4.53.52.51.50メ50

00.51.52.53.5455ρ

一 一一 一一 一 ・ 一 ・ 一 ・ 一 ・ioげ51メ ⊃i .5

8.69.19.5

4.54.03.5

通 常NaNO2,NH20H(硫 酸 塩),acetoxime各 女4×10-5M溶 液 及 び1×10-4M

P・oxirne夫 々5ccと 上 記 緩 衝液5ccの 混 合液 を試 験液 と し2×10-5M・NaNO2を 比

色 基 準 と した.

a)呈 色 に 及 ぼ す影 響:混 合 直後 に 呈色 して得 られ た結 果 を第2表 に示 す.

第2表.理 論 値;NO22.0;NH20H2.0;acetoxime2.0;P-oxime5.0.

困 Glycocol-HCl KH,PO4-NO2HPO4 Glycocol-NaOH

pH
i〈 …1・21・62・ ・3・・1…5・86・16・ ・6・ ・7・ ・8・ ・1・ ・69・1%

NO2

NH・・H{嘉難

acetoxime

P・oxime

1:15
1:151
2.7

2.02.02.02.02.0

0.40.71.31.71.9

1。21。62.02.02.0

1.01。351.71.71.7

2.152.52.72.72。7

2。02.02.02.02.02.02.0

1.91.91.91.91.91.91.9

2.02.02.Q2.02.02.02.0

1.651.651.551.251.11.050.95

2.552.5120.30.30.30.3

2.02.02.0

1.751.751.75

2.02.02.0

1.651.651.65

2,72.72.5

Glycocol・HC1緩 衝 液 はNO,を 除

き何 れ も 強 酸 性 側 に於 て 阻 害 しNO2

に於 て も 発 色 が 緩 漫 とな り最 少限10

分 経 過 した 後 に比 色 しな けれ ば な らな

い.Glycoco1・NaOHはP-oxirneに

於 て若 干 低Fさ せ る傾 向 を示 すが,両

者 共 に影 響 す るの は 酵 素 反 応 に 使 用 す

るpH範 囲外 で あ る.然 るに最 も頻 繁

に 用 ふ るPhosphateに 於 て 両oxime

の 呈色 が アル カ リ側 に行 くに伴 ひ 著 し

く低'下す る事 は注 意 を要 す る.之 等 の

影 響 は緩 衝液 の 濃 度 に 依 存 しM/5

Phosphateを 用 ふ れ ば 第3表 に示 す

様 にNO2の 呈 色 も 抑 制 さ れ,ヌ..

第3表.4x10-5NO25cc;M/5--Phosphate5cc.

pH

×10-5

1 4.45.86.16.46.87.48.2

2.02.02.OL991.851.701.65

第4表.Oxime5cc;Phosphate5cc.

iace・ ・xim・lP-・ ・im・

瓢
M/15

M/30

M/50

M/loo

,6.46.87.4

1。41.11.O

I.41.31.2

1.41.351.3

1.41.41.4

6.46.87.4

0.850.400.35

2.82.452.1

2.852.852.85

2.852.852.85
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oxime呈 色阻害 も緩衝液の稀釈により克服される(第4表).

b)安 定性;酵 素反応に於ては通常40。,24時間 反応後10分間 沸騰水に浸漬して反応

を停止するが,此 の条件に於 ける上記諸物質の安定性は夫 々第5,6表 に示される・

第5表.40。24時 間.

1水1 Glycocol-HCl KH,PO4-Na,HPO4
IGl…c・1-N・ ・H

pH く1.01.21.62.4 3・・1・ ・4S・S・ ・16・4・ ・87・4・21… 9。19.5

NO2

NH,OH

acetoxime

P-ox童me

1.85

0.4

1.5

2.6

0.60.150.050.050.4

1.21.61.81.81.6

L21.71.91.91。95

2.152.62.82.82.8

2.02.02。02.02.02.02.0

0.50.50.50.50.50.50.5

L11。11.051.00.90.850.85

2.52.31.60.350。30.30.3

2.02.02.0

0.30.30.3

1.151.151.15

2.62.52.3

第6表.100。10分.

困 Glygocol-HCI KH2PO4-Na2HPO4
1Gly・…1・N・ ・H

pH
Il

NO2

NH20H

acetoxilne

P・oxime

2.0

0.3

1.15

2,8

く1.01.2 1.62.43.4

0●30.0100.040σ75

1.31.6i.81.81.8

1.11.51.851.91.95

2.22.452.72.72.75

・45β;.16.4・ ・S7・4S・21・ ・69・19・5

2.02.02.Ol.951.951.91.85

0.50.650.750.750:80.81.0

0.81.151.O-・0。90.80.75

2.52.61.50.450.450.30.4

2.12.1

0.90。9

1.41.4

2.752.7

2.1

0.9

1.4

2.35

NO,はGlycoco1-HC1中 に於 て 不 安 定 で あ り稀 釈 に よ り安 定 性 を増 す 事 は 呈 色 に於 け

る鋸3,4表 と同 様第7表 よ り判 る.此 の 場 合,液 のpHは 稀 釈 に よ り例 へ ばM/lo1・2

よ りM/loo3.8,3.4よ り5.4と中性 に近 接 す るが 便 宜hM/loに 於 け るpHを 記 載 す

る.然 も此 の作 用 に極 値 が あ り稀 釈 に よ りpHが 変 化 して も移 動 しな い 事 は,P且 の影 響

よりは寧ろ緩衡液の組成に依存すると

考へられる.NO2の 濃度大なる時は

反応停止の為の加熱後稀釈して呈色す

るよ りは,稀 釈後加熱する方が好まし

い事が予想されるが第8表 か らも明1'1

である.即 ち8×10一iM・NO,5ccと

M/loGlycoco1-HCl5cc混 合溶液 と

その10倍 稀釈液 とを同時に10分間 沸

騰水に浸漬後前者を10倍 に稀釈 して

呈色 し,前 表との比較のためその1/2

値 を示す.

供試NH20Hは 硫酸塩であるが,

高度に 稀釈された 際は水溶液 並びに

Phosphate及 びGlycoco1・NaOH緩

第7表.4×10-5NO25cc.Glycoco1・HCl
5cc.100。10分 。

緩衝液＼
濃 度

pH

M/15

M/30

M/50

M/100

<1.01,21.62.43A

0。9

1。4

1.55

1.8

0.450.250.5

0.950.8ユ 。0

1.21.112

1.651.551.7

1.3

1.65

1.65

2.O

第8表

陣 液 加 剃 稀釈働 漁
pH

.X10-5

1121・62・ ・1

1・ …2・ ・8

1.21.62.4

11.41.41.4
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衝 液 中で著 し く不 安 定 で あ りGlycoco1・HCIに よつ て はH,SO,(第21表)同 様抵 抗 性

を獲 得 す る.又 水 溶 液 も濃 度 の 増 加 に伴 つ て 安 定 性 を増 し塩 類 溶 液 中 で は 一部 分 解 され,

NH,OH溶 液 の安 定 性 に対 す る酸 の効 果 が 観 察 され る.第9表 に2×10-3, .2×10-lM

NH,OH・}H2sO,5ccとM/loPhosphate(pH6.4)5cc混 合 液 の40024時 間 後 の

残 存%を 示 す.

acetoxime,P-oximeは 第2表 の

呈色度 と併せ考へる時は分解される事

は無い様であるが,Glycocol・NaOH

に於て加熱により色調が黄色を帯び比

色を困難にする.

更に酵素剤として混入する生物物質

によつて も種々影響される.例 へば液

の清澄化に当り蛋自沈澱への吸着等に

よる呈色率の低下 は免れない.又 家蚕

組織申には沃度消費性物質が存在する

ため沃度不足とな らない程度に適宜添
・加・駐豪増ナロし叛ければ叛らない輿は第

濃 度

溶 液

1

第9表

10-3 10-1

残存%

lH・・IPh・s・圃Hlδip㎞ 瞬

11・ ・1
34.6 10⊂ 1 93.8

第10表.家 蚕 生体0.5gr;1×10-4P-oxime.

沃度醋酸
CC.

x10-5

O.2 一q81つ1

撫 沃度謹a・3.23.43.・

純oxime

4.8

10表 の例か らも明らかである.然 も液は黄色を帯び特に加熱 した場合に著 しい.又 蚕体ア

セ 〉ン剤の場合は沃度除去後復色するため α・naphthylamineを 直ちに添加する事が必

要である.長 時間加熱後GrieSS試 薬により赤色 を呈する物質による妨害は既に報 じた6)

が,之 は廿日鼠肝臓アセ トン剤に就ても観察される.

II.Pyruvicacid一 及 びα-Keto91utaricacid-oxime測 定

使 用 した サ ンプ ル は 当研 究 室 に於 て 合 成 した もので あ り前 者(P-oxime)は 純 度100%

と して理 論 濃 度2×10塘5M.溶 液,後 者(K-oxime)に 於 て は合 成 が 困 難 で 得 られた 小 最

の湿 潤 粗 製 品(全 一N測 定 よ りの 純 度26.3%)よ り1.77×10一5M溶 液 を調 製,何>tし も

NaOHで 中和 し,比 色 基 準 は2×10}5MNH20Hを 使 用 した.

P-oxime,K-oxime共 に室 温法 加 熱 法何 れ に よつ て もO.02～0.05×10-s程 度 に僅 に呈

色 す るが 比 色 は 勿 論 不 可 能 で あつ て無 視 し得 る.併 し之 がoximeよ り山来 す る ものか 爽

雑 の 懸 念 あ る遊 離NH,OHに よる呈 色 か は現 在 の所 本 法 に よつ て断 定 す る事 は不 可能 で

あつ て,10-3M等 の 濃 厚液 に 室 温法 を適 用 して夾雑NH,OHと す る事 は無 意 味 で あ る.

P・oximeloccにNIloH2SO4,IN-H,sO4及 びNIloHC1を 夫 々o.2cc宛 添 加

第11表

P-oxime NH20H

添 加 酸 隠 添 刺N/砿sql N・H2SO4N/10HCl 睡 添 加
×10-5 0ρ2 0.40.450.4 0.45
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し対照としてNH20H,P-oximeに 酸を加へる事なく同時に1分 間沸騰水に浸漬し冷却後

加熱法により呈色 させた結果 を第11表 に示す.即 ち酸で加水分解すれば呈色可能である

事,NH20Hは 加熱 により著 しく分解 される事,P-oxlmeは 加熱のみではNH20H若 く

はNO,を 生 じない事等が知 られるが,操 作の簡略化のため酸による加水分解と生成する

NH20Hの 酸化を同時に行ふため,P-oximeに 酸を加へ更にsulfanilicacidlcc,沃 度

醋酸0.5ccを 混入 し1分間 加熱後呈色 したが何れも痕跡程度であつて一旦酸で加水分解

した後瀕離さttたNH,OHを 測定する二段操作が必要である。

P・oximeの 測 定 に 就 て,添 加 酸 量

の 関係 は第12表,加 熱 温 度 は第13表,

加熱時間 は第14表 よ り夫 々示 され る

が,第12表 に於 て 添 加 酸 量 の 差 も考

へ られ るので 同様 に処 理 した0.2cc

H,SO4添 加 サ ンプ ル にH200.8ccを

加 へ て 呈 色 させ た 結 果 も併 記 す る.即

'ちP ・oximeは サ ン プ ル10ccにIN・

H2SO,0。2cc添 加100。 に4分30秒

加 熱 加 水 分 解 後 に呈 色 させ る事 が妥 当

で あ る.

K・oxi工neに 於 て は サ ンプ ル10ccに

5N・ 及 びIN・H.,SO40.2cc宛 添 加

2分30秒 加 熱 して 中和 後 呈色 させ た

第15表 及 びIN・H,SO40.2cc添 加

し 加 熱時間 を 求 めた 第16表 よ り,

IN・H,SO.,O。2cc,4分 加 熱 の 値が 得 ら

れ た.

混 在 す るNO,はH2SO,と 尿i素に ょ

り分 解 除 去 す る.之 等oximeに あ

つ て は 加 水 分 解 の た めIN-H2SO4

0.2ccを 加 へ る ので 混 在量 の 多 くな い

場 合 は 之 を そ の儘 利 用 し尿 素 を加 へ て

破 壊 した 後 に加 水 分 解 すれ ば よい が 酸

最 の 少い た め梢 長時間 を要 す る.10-5

NaNO210ccにIN・H2SO40.2cc

と尿 素0.3grを 加 へ30。 に放 置 して

残 存 量 を求 めた 第17表,P・oxime測

定 へ の尿 素 の 影 響 を検 した 第18表 の

結 果 よ り供 試 程度 のNO2量 の 除去 に

は3001.5時間 を必 要 とす るが 尿素 は

第12表.100。2.5分 ・

IN-H2SO4
CC.

0.2

IH・・ …

0.4 0.6 0.81.0

x10-・5
11可 蕊 下811・ ・5・1・・321・・26

温 度

第13表.1N-H2SO40.2cc.25分.

5。16。7。8。9。1。0

x10-5
1鋤1軌23i・ β51q661軌761軌86

第14表.IN-H2SO40.2cc.100・.

翻襟i 1。01.52.02.53.03.5

×10-5

4.04.55.O

0240.480.500.951.OO1.051.121.161。12

第15表

添 加 酬5N-・H・S・ ・11鵬sq

x1・一・1・.89i1.・3

一
第16表

カr熱時…贋ヨ
r瓜 、 12.5・.・ ・'.55ρ5.5

X1・ 一・1 O.560。94 0.790.780」73

第17表.10-5NO210cc.IN-H2SO40。2cc.

尿 素O.3gr.

時間

0.5 1.0 1.5

×10--5 0.24 0。060

×10-5

第18表.P-・oxime10cc.

睡 添 加
0.96

隊 素 添 加
0.94
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P-oximeの 測定には 殆ど影響しない

事が判る.

・NH。OHが 混在する 際は先づ 沃度

でNO,に 酸化後破壊 し加水分解呈色

する方法を検討 したが満足な結果は得

られなかった.2×10-5P・oxime及 び

第19表

蟹 ll無処理 室 温 10分 10ぴ1分

Ip-・・im・卿Hl死 ・im・INH・・Hip-・xime

×1・ 一・lt.・S 0.2 ・.791痕 跡 ・.・・

NH、OH10ccに 沃 度醋酸O.2ccを 加 へ 夫 々室 温(約10.)10分 並 び に100。1分 処 理 後

過 剰 の沃 度 を除 き上 法 でNO,除 去 後 呈色 した 結 果 は第19表 の 様 にNH,OHの 除 去 は不

十 分 で あ りoximeの 呈 色度 も減 少 す る.

oximeの 測 定 に 使 用 した 酸 は 中和 す る事 な く呈色 させ て ゐ るが,2×10-5NaNO2及 び

NH、OH夫k10ccにH,SO.,0.2cc添 加直 後 及 び10分 加 熱 後 に 呈色 させ た 第20,21

表 の結 果 よ り見 られ る様 にoxime測 定 に 使 用 した 程 度 でNO、 は著 し く発 色 遅 延 す るが

呈 色 度 は殆 ど低 下 しな い.NH,OHは 室 温法 に於 てか な り阻 害 され るが 加熟 法 で は之 が

克 服 され,又 加 熱 に よ りNO,は 若 干 分 解 され るがNH、OHは 却 て熱 へO}lk抗 性 を増 す

事 はGlycocolHCI緩 衝 液 に於 け る と 同様 で あ る.第15表 に示 す酸 濃 度 の 増 大 に よ る

oxime測 定度 の 低下 は加 水 分 解 よ り寧 ろ生 成NO,の 呈 色 を阻 害 す る た め と考 へ られ る.

事実 第22表 に 示 す 様 にNO2へ の酸 除 去 の効 果 は酸 濃 度 の 高い 場 合 に認 め られ る.即 ち

1.0×10-5NaNO210ccに5N・ 及 びIN-H2SO40.2cc加 へ 前 者 に更 に醋酸 ソー ダ0.5gr

を加 へ て 呈色 させ た.

第20表.2×10-5NaN0.210cc.H2SO40.2cc.

添 加
τ一 _一

直 後

窪 刀1'ige[無 添 加 「N/1・ 「
IN

[i6-MI1.94

100010分 力II熱

x1・ 一・12.・

5NI麺 加 国1・ い 層一5N

1.・sl1.ggl1刷1・7411・39

第21表.2×10-5NH20H10cc.H2SO40.2cc.

添 加 直 後 100。10分 加 熱

獲 加 整1無 添 加IN/1・{1N
5N睡 添 加iN/1・11N 5N

室 温 法

加 熱 法

1.85

2.00

1.80

2.01

O.99

1.95

0.10

0.78 0.50 1.93 1.84 O.76

添加酬

第22表

5N-H2SO4

1鱗 加 障 酸 ソーダ ・・5gr

×10-5 軌・ 【 0.9

{

11N-H2SO4

[無 添 加
一
1.0

アルカリを用ひての中和はK-oxime

10ccを 加水分解後一方はその儘他方は

弱アルカリ迄NaOHで 中和後呈色し

た第23表 の様に申和過剰の際は再結合

する事を示 しH2SO,除 去には醋酸 ソ

ーダ使用が好ましい.
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得 られた条件はoximeの 定性には

使用出来ないが酵素試験の様に対称の

明瞭な場合のP一 及びK-oximeの 測

定に適用せ られるのであつて,概 略60

%の 呈色率を示 しNO2,NH20H,

×10-5

第23表

1

中 和

1.O

1非 中 和

1.35

acetoximeに は及ぼないがNO3・ の10-3M程 度迄 しか測定し得ないのに比すれば遙にま

さつてゐる.oxaloaceticacid-oximeに 就ては特に該酸の合成困難と その著しい不安

定性のため正確な条件を求め得なかつたが,二 三の予備実験によると略々同様の測定条件

で珂能 な様に思はれる..

総 括

1)Griess試 薬 に よ るNH,OH,acetoxime及 びpyruvicacid・oximeの 比 色 測

定 はGlycocol-HC1緩 衝 液 に よつ て阻 害 され るがNO2は 発 色 遅 延 す るの み で あ る.然 る

に緩 衝 液 中40。24時間 及 び100。10分 処 理 に は前3者 は 安 定 で あ りNO,は 破 壊 され る.

2)Glycoco1・NaOHは 呈 色 へ は影 響 しない が,稀 薄NH20Hは 大部 分,acetoxime

も一部 本 緩 衝 液 中上 記 処 理 で 分 解 され る.

3)Phosphateはacetoxime及 びpyruvicacid・oximeの 呈 色 を特 に ア ル カ リ側

に於 て 阻 害 す る.稀NH,OHは 同 様 に不 安 定 で あ る.

4)之 等 の影 響 は緩 衝 液 の濃 度 の 減 小 に従 つ て 緩 和 され るがNH20Hの 安 定 性 の み は

酸度 の 増加 に依 る.

5)Pyruvicacid-oxime並 び にα-keto91utaricacid・oximeの 測 定 は 夫 々サ ンプ ル

10ccにIN・H,SO,0.2cc添 加 し4分 乃 至4分30秒100'に 加 熱 加 水 分 解 して生 成 した

NH、OHを 呈 色 比較 す る.呈 色 率 は約60%で あ る.
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 Summary 

The influences of the phosphate and glycocol buffers on the Griess's color-
ation which we employed to estimate NO2, NH2OH, acetoxime and pyruvic 

acid-oxime, and the stabilities of these substances in the buffer solutions at 

100' for 10 minutes and at 40° for 24 hours were studied. Some unfavourable 
effects were observed but found to be avoided by dilution of the buffers. 

And, the best condition for the estimation of pyruvic acid- and a-ketoglu-

taric acid-oximes by this colour reaction were determined,


