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緒 口

窒素給源の形態と作物の生育との関係については,

従来多数の研究があり,好アンモニア性作物ではアン

モニウムの過剰障害は認め難いが (GraidanuselaE.,

1972;Townsend,1966),好硝酸性作物においては

アンモニウム過剰による生育障害が発現し,(原田･高

木,1964;岸田･谷内,1953;奥 田･下 瀬,1951),

農業の実際面から問題となっている.しかし障害の実

態には解明されていない点が多い.また高等植物と動

物とでは過剰アンモニウムによる障害の受け方にも相

違があり,比較研究の面で注 目されている (高橋,

1974).

従来高等動物ではアンモニウムが生体に強い毒性を

示すことが知られており,生化学的にその機構が着目

されてきたのは呼吸阻害の作用である.組織のホモジ

ネートや分離 ミトコンドT)アにアンモニウム塩を添加

すると,酸素吸収が阻害されるという事実が知られ

ている (Erecinsh andWorcel,1963;Recknagel

andPotter,1951;Targeland Slater,1963;

Worcel,1962).

勝沼 (1965)は高等動物組織のミトコンドリアを用

いて, アンモニウム障害は主として TCA サイクル

の代謝阻害によるものであり, イソクエン酸からα一

*現農林水産省中国農業試験場

ケ トグルタール酸への反応を一次的に阻害することを

明らかにした.

一方,高等植物に関しても多数の研究がなされた.

NHrN による生育阻害の原因としては,NH▲-N 吸

収速度が同化速度よりも速い場合には NHrN が体

内に集壊し, そのため光))ン酸化反応 (Krogmann

er〟.,1959), 根 および葉身の呼吸 (Vinesand

Wedding,1960),UDPG経由のデンプン合成 (Ma-

tsumoto claL., 1969), 吸水力 (Stuart and

Haddock,1968)などが阻害されると考え られて い

る.また窒素給源が NHrNの場合に,特定のアミノ

酸が集積し,その集積または各アミノ酸の イ ンバ ラ

ンスが生育阻害の原因となる (三井 ･熊沢,1964;

HaradaetaL.,1968,･高橋,1971)とする説がある.

さらに IkedaとYamada(1977)はトマトを高濃度

のアンモニウムで培養したときの体内代謝の変動を研

究し,アンモニウム過剰下では葉身の呼吸速度は昂進

し, グルコース, アラニン, アスパラギン酸からの

CO2放出も多くなることを見出し,アンモニウム に

より有機酸代謝が活性化されることを指摘した.

本研究は,アンモニウム障害を受け易い トマト幼植

物に対して,水耕培養によりアンモニウムを供与し,

アンモニウム過剰下における生育障害と代謝変動との

関係を換討し,アンモニウム障害の発現機構を明らか

にしようとしたものである.
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材料および方法

1.カタラーゼ活性の測定およびその試料

トマ ト (Lycoperslcot7eSCulet7lum Mill.)(福寿 2

早)幼植物をガラス室内において表 1に示す培養液で

算5葉の出葉期まで水耕培養し実験に供した.水耕液

の窒素給源として NO3-N または NH4-N を用 い,

幼植物を窒素濃度 25ppm の培養液で3日間前培養

したのち,NO3lN または NH{N 50ppm の培養液

で6日間,さらに 100ppm で 5日間培養し,この間

2-3日ごとに板および葉身のカタラーゼ活性を測定

した.乳鉢に新鮮莫または根をとり,蒸留水を加え,

海砂と共に磨砕し, 遠心 分 離 (8,000rpm,10min)

して上澄液を得た. この上澄液を用 い Euler-Jose-

phson法 (奥田,1959)に従って 活性を測定した.

すなわち0.1Mリン酸ナ トリウム緩衝液 (pH6.8)35

m1,0.1N H202 溶液 5m1,蒸留水 10mlを混じ,

粗酵素液 1mlを加えて OoCで 3分間反応させ,2N

H2SO.溶液 5mi 中に混じ 0.005N過マンガン酸カ

リウム溶液で滴定して粗酵素液中のカタラーゼ活性を

1分間での組織 Ig (新鮮重)当たりの H202分解量

をもって表示した.

Table1. Compositionorculturesolution

ConcenI

ElernenI tration Source
(ppm)

NaNO30r(NH｡)N
P
K
ca
欝

Mn
盈

cu
M

5
5
Lr1

2
2
0
0
0

5
0
5
5
5
3
0
0
0
0
0

つ】7
00
0ノ
3

KH2PO4
KH2PO4

Eiag% 4
Fe-Citrate
MnS04

zHiE.o:
CuSO4
Na2MoO▲

2SO4

2. 相の TTC還元力の測定およびその試料

a)第 7葉展開時まで NO3-N 50ppm を含む培養

液で前培養した トマ ト幼植物を,引き続き NO3-N50

ppm,NO3-N 200ppm または NH.-N 200ppm を

含む培養液で培養を続け,この間2日ごとに根を採取

して材料に供した.根を約 1.5cm に切断し,均一に

混合後その 500mg (新鮮物重)をツンベルグ菅に入

れ,TTC (Triphenyltetrazolium chloride)溶液

(1%)1m1,0.1Mリン酸ナ トリウム緩衝液 4ml,蒸

留水 5mlを加え,脱気後 30oCで2時間反応させ,

生成した還元型 TTC を酢酸エチルで 抽出後,470

nm で吸光度を測定して定量した.活性は根 1g (釈

鮮物重)が 1時間に生成した還元型 TTCのモル数で

表示した.

b)第 7葉展開時まで NO3-N 50ppm を含む培養

液で前培養した トマ ト幼植物を 引き続き NO3-N 50

ppm,NH.･N 50ppm または NH{N IOOppm を含

む培養液で培養を続け,この間2日ごとに根を採取し

て測定の材料に供した.TTC 還元力は前記a)と同

様の条件で測定した.

3.NH▲-Nの定量

カタラーゼ活性測定試料については,測定に供した

粗酵素液の一定量を と り, コンウェイ法 (高井 ･伊

藤,1963)により NH.-N を定量し, 新鮮物当たり

の ppm 数で表示した.TTC 遺元力測定試料につい

ては,菓身または娘を乳鉢にとり,蒸留水を加えて海

砂と共に磨砕し,遠心分離後上清についてコンウェイ

法によりNHrN を定量し,新鮮物当たりの ppm数

で表示した.

4.ポリプェ/-ルオキシダーゼ活性の測定および

その試料

第 7葉展開時まで NO3-N 50ppm を含む培養液で

前培養した トマ ト幼植物を, 引 き続 き NO3-N 100

ppm または NH4-N IOOppm を含む培養液で培養を

続け,この間2日ごとに根と菓身を採取して測定に供

した.ポリフェノールオキシダーゼ活性は新鮮物重で

菓身 4gまたは根2gを乳鉢で0.05Mリン酸ナ トリウ

ム緩衝液 (pH 6.0)10ml,海砂と共に磨砕し,その

遠心分離 (8,000rpm,10min)上 澄 液 の lml(菓

身)または 0.5ml(梶)について測定した.ワ- ル

ブルグ容器の主室には粗酵素液 1.Oml(葉 身)また

は 0.5ml(根),蒸留水 1.Oml(菓身)または 1.5

ml(根),側室には25マイクロモルのヒドロキノン,

0.7マイクロモルのカテコール,50マイクロモルのリ

ン酸ナ トリウムを含有する基質溶液 lml, さらに副

基には20% KOH 溶液 0.1mlを入れ,30oC で予

振 20分間の後, 菓身では60分間,根では20分間 そ

れぞれ反応させ, 1時間に 1gの新鮮物が吸収した酸

素量で活性を表示した.

実 験 結 果

1.組織の NHrN含量の変化

表 1に示した培養液で前培養し,さらに高いレベル

の窒累濃度 の培 養 液 で培養した トマ ト植物体中の

NH4-N 含量は図 1,2のとおりであった.すなわち
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板では NO3-N で前培養したのちさらに NO31N 50

ppm を含む培養液で培養すると,組織中の NH一-N

含量はほぼ一定値 (約 25ppm)で経過したのに対

し,NOrN 前培養後 NH一-N で培養すると,2日目

で急激にNH▲｣N含量が上昇し,以後同レベルを維持

した.NH▲-N で前培養後さらにNO3-N 50ppm を

含む培養液で培養すると,組織中のNH4-N含量はし

だいに低下し,上述のNOa-Nで前培養したのちさら

にNO3lNで培養した場合とはぼ同程度の含量に適し

た.また NHrN 50ppm を含む培養液で培養した場

令,NHrN 含量はいずれも高いレベルで経過した.

次に葉身についてみると,NO3-N で前培養後引き続

き NO3-N で培養した場合,NH一-N含量 は約 50

ppmで削ぎ一定であったのに対し,NH▲･Nで培養し

た場合は4日目過ぎから急激に高くなった.NH一-N

を含む培養液で前培養し引き続きNO3･N で培養す

ると, 開始時 10ppmの含量であったものが急に 50

ppmにまで減少したが,NHrNで培養した場合 100

ppm 程度の濃度が維持され,10日目ではさらに上昇

する傾向が認められた.

2. カタラーゼ活性
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体内のNHrN含量とカタラーゼ活性との関係をみ

ると,板においては (図3),NH▲｣N含量 (図1)が

高いときにはカタラーゼ活性も高いという関係がみら

れた.葉身では (図4),NO3lNで前培養したもので

は一定の傾向はみられなかったが,NHrN で前培養

した場合には,いずれもNH一-N含量 (図2)が高い

ときにカタラーゼ活性が高かった.

3. 根の TTC還元力の変化

表2に本試験で用いた植物休中のNH4lN含量の変

化を示した.これによると根,葉身共にNH一-Nで培

養すると植物体中のNH{N含量は高くなり,また窒

素濃度が高い程含量も高くなった.板ではNHrN培

養後急にNHrN含量が高くなり,その後はあまり上

昇せずほぼ同含量で経過したのに対し,葉身ではしだ

いに含量が高くなり,試験終了時までこの傾向が続い

た.

根の TTC 還元力の経時変化を表3,4に示した.

いずれもNO31N 培養の場合よりも NHrN 培養で
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Table2.Changesofammoniumcontentin
tomatoplantsculturedindiげerentsources
ornitrogen.

Nit.rogen source Tp冒4hN/gcofT豊 )t

organ ln(C,ui;nu)re ｡a,S｡fri ii面
0 2 4 6

NO3IN 50 46 39 36 58
Root NH4-N 50 46 114 104 107

NH4･NIOO 46 150 133 130

NO3-N 50 28 47 39 30
Leaf NH4･N 50 28 75 150 211

NH4-NIOO 28 80 185 295

Table3.TTC-reducingactivityoftomato
roots.

Activity(TPF*×10~6

mol/hr/g∫.W.)

Daysorculture

Nitrog9n
SOurCeln
culture

ppm 1 3

No3-N 50 1.30 1.10
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Table4.TTC-reducingactivityoftomato
roots.

Nitrog9m
SOurCeln

cultureppm

00507qノ0ノ000000550NNNt■■t44.■■OHHNNN

Activity(TPFx1
0
-
6

mol/hr/蛋∫.W.
)

Daysofculture
246

1
.
201
.
151
.
10
0
.
850
.
900
.
77
1
.
000
.
700
.
88

値が低い傾向が認められた.

4.ポリプェ/-ルオキシダーゼ活性

本酵素活性 (図5)は根,葉身ともNO3-N培養に

比べてNH4-N培養の方が高く,また根では葉身に比

べて10倍以上の活性を示した.

考 察

図1,2および表2の結果から判断して板と菓身と

では NH▲-N の集積容量に差のあることが認められ

た.すなわち葉身の方が根よりも集積容量が大であっ

た.根では同化を上回る量のNHrNが吸収されると
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集積容宜が小さいため過剰の NH.-N は葉身に送り込

まれ,そこで集積するものと解される.

NHrN 培養により菓身および根,とくに菓身にお

いてカタラーゼ活性が増加したが,これはカタラーゼ

の機能から考えて体内で H202の生成能が高まったこ

とを意味すると推察される.H202は菓身においては

ベルオキシゾーム中で光呼吸の基質と考え~られている

グ1)コール酸の酸化によって生 じるが (Bonnerand

Varner,1976), 莫身におけるカタラーゼ活性の増大

は グリコール酸代謝,光呼吸の増大 (宮地,1981;

Yamadaandlkeda,1980)と深い関連があるので

はないかと推察される.しかし根については不明であ

る.

表 3,4に示したとおりアンモニウム過剰下では根

の TTC 還元力は低下する傾向がみられた. これは

キュウリ根を用いて行った嶋田 (1969)の結果と同様

であった.

TTC 遺元の機作については次のように考えられて

いる (戸苅,1962).

111

AA"2X N"AADDH2Y FFP,"2X TTT,CF
すなわち TTC 還元力は根の脱水素酵素の強さを 示

している.故にアンモニウム過剰下では, トマト板の

脱水素酵素活性は低下していると推察される.アンモ

ニウムのこのような作用については,勝沼ら (1965)

が動物を使って調べ た ときの アンモニウム に よ る

TCA サイクル阻害から考えて,本試験で もや は り

TCA サイクル関連の有機酸代謝と関係があるのでは

ないかと推察される.

ポリフェノールオキシダーゼ活性はアンモニウム過

剰下で高まった. 板においては莫身に比べて 10倍以

上も活性が高いことから,本酵素の板での役割が重要

視され,特に本酵素活性の増大と根の褐変との間に深

い関連のあることが推察される.

以上,アンモニウム過剰下において トマ ト幼植物の

若干の酵素活性について考察してきたが,測定された

酵素はいずれも呼吸と深いかかわり合いを持っている

ものであり,アンモニウム障害の呼吸系における代謝

変動の一端をうかがい知ることができる.しかし内容

的にみると,カタラーゼおよびポリファノールオキシ

ダーゼ活性はいずれもェネルギー生成を伴わない系と

関係している酵素であり,一方,TTC 還元力によっ

て示される脱水素酵素活性はエネルギー生成を伴い,

生命現象を営むために必須な反応系と関連した酵素で

ある.TTC 還元力の低下はエネルギー生成の低下を

意味し,従って板の養水分吸収の低下をあらわしてい

るのではないかと推察される.

要 約

L NOB-N を含む培養液で トマ ト幼植物を培養 す

ると, 根 および葉身の NH4-N 含量 は 20-50ppm

の範囲で経時的に一定しており,またNO｡-N濃度を

高めてもはぼ一定のレベルで維持された..一方,NH41

N を含む培養液で培養すると NH▲-N 含量は経時的

に増加した.根では条件によっては 150ppm まで上

昇し, それ以上にはならなかったが, 葉身 では 300

ppm 近くまで上昇した.これは NH｡-N の集積容量

が葉で高いことを示唆している.

2. 根と菓身,とくに菓身においてカタラーゼ活性

は NO3-N 培養植物に比べ NHrN 培養植物で高か

った.NHrN 培養による葉におけるカタラーゼ活性

の増大は光呼吸の増大と深い関連があるのではないか

と推蒸した.
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3. 根の TTC 遺元力は NOS-N 培養植物に比べ

NH一-N培養植物で低かった. このことはエネルギー

生成系の不活性を意味し,ひいてはアンモニウム過剰

下での根の養水分吸収能の低下につながるものと推察

した.

4. 根,菓身共にポリフェノールオキシダーゼ活性

はNO3｣N 培養植物に比べ NH.-N 培養植物で高か

った.根は葉身に比べ10倍以上の活性を示し,根に

おける本酵素の役割が葉身に比べて大であると推察し

た.
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Sumn&ry

Thepresentexperimentswerecarriedoutinordertoobtaininformationsabollt
themechanism ofammonium InjurytOPlantbyinvestlgatingchangesofmetabo･
lism ortomatoplantsunderammonium excess.

Youngtomatoplantswereusedafterculturedinsolutionscontainingdifferent
amountsofNHrN.Theaffectedplantswereexamined fortheirenzymesactivi-

tiesrelatedtorespirationandfortheaccumulationofNH4-N intheirtissues.
CatalaseactivitiesorleavesandrootsinNHrN redplantswerehigherthan

thatin NO,-N fed plants.NHrN contentsin leavesandrootsoftheformer

plantswereelevatedto100ppm.
TTC-reducingactlVltyOfrootswaslowerinNHrN fedplantsthaninNOB-N

fedones,suggestingadecreaseofdehydrogenaseactivityintherootsofthefor･
mer.

PolyphenoloxidaseactivitiesofleavesandrootswerehigherinNH4-N fed

plantsthaninNOB-N fedplants,suggestingthattherootbrowningduetolignifi-
Cationobservedunderammonium excesswaspresumablyrelatedtotheincreaseof
thatenzymeactivity.


