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緒 言

著者らは第 1報 (脇本 ･山田,1985)においてアン

モニウム過剰下での トマト幼植物の代謝変動の指標と

して,二 ･三の酵素活性を測定した結果,呼吸系の中

でもエネルギー生成を伴わない系に関連しているカタ

ラーゼ,ポリフェノールオキシダーゼ活性がアンモニ

ウムの蓄積に伴って高くなることを明らかにした.ま

た根においてはエネルギー生成を伴う脱水素酵素系が

アンモニウム過剰下で低下することを認めた.本報で

はこれらの事実にもとづいて,アンモニウム過剰によ

り代謝変動をおこしているトマト植物の呼吸速度を測

定することにより,アンモニウム障害発現との関連を

検討した.また呼吸阻害剤を作用させることにより呼

吸の内容についても若干の検討を加えた.

材料および方法

1.高濃度の NO8-N または NHrN 溶液中への

切断業,切断根の漫漬処理後の呼吸

a)酸素吸収量の測定およびその試料

トマト幼植物をNOS-Nを含む培養液で第7葉の出

菓期まで培養し,実験に供した.ワ-ルプルグ容器に

葉身の場合は直径 7mmのディスクを 200mg(新鮮

重),根の場合は長さ 15mm の切断根を 400mg(釈

鮮垂)入 れ,30oC の蒸留水,硝酸ナトリウム溶液,

硫酸アンモニウム溶液 (いずれもNで 1,000ppm)に
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それぞれ1-6時間浸潰処理し,検圧法により酸素吸

収 (30BC,1時間)を測定した.

b)組織中の NH4-N 含量の測定

酸素吸収測定後組織を充分水洗し,ろ紙で水を除き

秤量後蒸留水 5mlを加えて乳鉢で磨砕し,ホモジネ

ートの遠心分離上澄液についてコンウェイ法 (高井 ･

伊藤,1963)で NHrN を定量し,新鮮物 1g当た

りの 〟gで表わした.

2. NOrN または NHrNを含む培養液で培養し

た場合の トマ ト幼植物の呼吸

a)酸素吸収量の測定およびその試料

第7葉展開時まで NO3-N 50ppm を含む水耕培養

液で前培養したトマト植物を,引き続き NO3-N 50,

100,200ppm,NH4･N 50,100,200ppm を含む培

養液で培養を続け,3日目と6日目に試料として葉身

と根を採取し, ワ-ルプルグ検圧計で前述の ように

30oC で 1時間の酸素吸収量または二酸化炭素放出量

を測定した.

b)組織中の NH4-N 含量の測定

上記の方法で培養した植物から新鮮物で 2gの葉身

および根を採取し,蒸留水とともに乳鉢中で磨砕し,

そのホモジネートの上澄液についてコンウェイ法 (高

井 ･伊藤,1963)によりNH4-N を定量し新鮮物 1g

当たりの FLgで表示した0

3.酸玄吸収におよほす阻青潮の影響

a)NO孟-N 50ppm の場合

第7菓展開時まで NO3-N を含む培養液で培養し
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た植物を実験に供した.マロン酸,ナトリウムアザイ

ド,ヒドロオキシキノリンを用い,1.0×1013M～100

×10~3M までの濃度範囲で トマト幼植物の菓身 およ

び根の酸素吸収阻害をワ- ルブルグ検圧計を使って調

べた. 阻害剤溶液の pH はいずれも6.0に調整し,

30oC, 1時間の酸素吸収をhIJ定した.

b)NO3-N,NH4-N IOOppmの場合

第 7糞展開時まで 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 NO31N IOOppm

または NH｡-N IOOppm を含む培養液で培養し,4

FIF3に黄身および椴を採取し,阻害実験に供した.牡7

I-ヤ剤は pH 6.0に凋整し,濃度はマロン酸 1×10~l

M,ナトリウムアザイド 5×10ー3M,ヒドロオキシキ

ノl)ン 5×10V3M とした.

実 験 結 果

1.高濃度の NO3･N または NHrN溶液に浸漬

処理したトマ ト幼植物の切断兼または切断鳩の酸

素吸収

切断葉を蒸留水,NO3-N 溶液または NH{N 溶液

にそれぞれ浸潰し,桂時的に酸素吸収を測定した結果

(表 1),蒸留水に比べて塩類溶液中では初期には酸素

吸収がやや増加した.その後時間の経過と共に蒸留水

中の場合は酸素吸収がやや低下する傾向にあり,二つ

の塩類溶液中で は低下 は認められなかった. また

NOrN とNH｡-N 浸潰処理間に差は認められなかっ

た.切断根においては,蒸留水中では酸素吸収は初め

から低下傾向をみせたのに対し,塩類溶液中では初期

には増加しその後 経時的に低下した.低下の程度は

NHrN 処理において大であった. それぞれの時点で

の体内の NHrN 含量は表2に示 した とお りで,

TAble1.Theeffectofnitrogenformson
O2uptakebyplants.02uptakebyexcised
leavesandrootswhichweresoakedinwater
orin asolutioncontainingNO3lN orNH41
N (i,000ppm asN)wasdeterminedin an
hour.
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Table2.NH.-N contentinleavesandroots
whichweresoakedinwaterorinasolution

containingNO｡-N orNH4-N (1,000ppm as
N).

NH4-N content
M ui4Lgf.w･) _

organ～.Tut?.onnc('｡;nm) Ti-eofsoaking(hr)
3 6

Cont. 30 26
LearNO｡-N 1,000 80 35

NH4-N 1,000 870 1,135

Cont. 52 87
RootNOB-N 1,000 52 95

NH4-N 1,000 743 760

NH.-N 溶液に浸漬すると切断糞,切断根共に NH4l

N 含量が顕著に高まり, 時間の経過と共に更に高濃

度に集積した.

2. NOB-N または NH▲-N を含む培養液で培養し

たトマ ト幼植物の呼吸

NO3-N 培養植物に比べて NH{N 培養植物の葉身

では (図 1),3日目において培養液中のいずれの窒

素濃度でも酸菜吸収速度が大きく,培養液中の窒素濃

度が高い程大きい候向が認められた.6日目でも同様

の傾向が維持された.培養液中の窒素濃度が 50,100

ppm の場合,3日目の二酸化炭素放出量は NO3･N

培養植物よりもNH4-N培養植物の方が大きく,6日

日にはN濃度が 100,200ppm の時にNHrN培養植

物の方が大きく,また培養液中のNH▲-N濃度が高い

程二酸化炭素放出も大きくなる傾向を示した.根にお

いては (図2), 3日目には酸素吸収速度に処理間で

顕著な差が認められなかったが,6日目には培養液中

のいずれの窒素濃度でもNHrN培養植物の方が大き

く, また培養液中の窒素濃度が高くなる程 大きかっ

た.二酸化炭素放出速度も酸素吸収の場合と同様の傾

Table3.Theeffectofnitrogensourcesin
culturesolutiononNH.lNcontentinplants.

N con°.in
cultur°

solution
(ppm)

50
NO31N 100

200
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NH4-N loo

200
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3days 6days

Leaf Root Leaf Root
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Fig.1.Theeffectofnitrogensourcesin culturesolution on
resplration ortomatoleaves.Respirationratewasexpressed
asthevolume (ill)ofoxygen consumedorcarbondioxide
evolyedinanhourby400mg(∫.W.)orleafdisks.
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Fig.2.Theeffectofnitrogensourcesinculturesolutionon
respirationoftomatoroots. Respirationratewasexpressed
asthevolume (〃1)oroxygen consumedorcarbondioxide
evolvedinanhourby400mg(f.W.)ofroots.
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向であった.表 3はそれぞれの時点

での植物体中のNH.-N含量の測定

結果 で あ る.NO3-N 処理では培

養液中の窒素濃度を高 めて も体内

NHrN 含量は高くな らないが,

NH{N 培養では急速に高まり,経

時的に集積量は増大した.

図 1,2のとおり酸素吸収と二酸

化炭素放出は NO3IN 培養 よ り も

NH41N培養で大きくなったが,その

増加割合 を比較す るた め に RQ

(CO2/02) を算出した (表4).空

身では NO31N 培養に比べNH41N

培養の方が RQ値は小さく,一方

根では両者で顕著な差が認められな

かった.

3, NO8･N または NHrN を含

む培養液で培養したトマ ト幼植

物の呼吸に及ぼす阻青潮の影響

阻害剤を用いた実験をするに当た

り植物の葉身および根がいかなる濃

度で,どの程度の呼吸阻害を受ける

かを調べ た (表 5). マ ロ ン酸は

JOOxlOl3M,ナトリウムアザイド,

ヒドロオキシキノリンは 5×10~3M

の濃度で両器官の酸素吸収を約 50

%程度阻害することが認められたの

で,本実験で は この条件を採用し

た.表 6は NO3･N または NH4-N

IOOppm を含む培養液で 4日間培

養した植物について阻害剤による酸

素吸収阻害率を示したものである.

葉身ではマロン酸,ナトリウムアザ

イドで阻害した場合,NO3-N 培養

植物に比べ NH4｣N 培養植物で 阻

害程度が大であり,ヒドロオキシノ

リンで阻害した場合には差は認めら

れなかった.

一方,根ではマロン酸,ナトリウ

ムアザイドによる阻害には差は認め

られなかったが,ヒドロオキシキノ

リンではNH4-N培養植物で顕著に

阻害された.
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Table4.Theeffectofnitrogensourcesin
culturesolutiononRqvaluesorleavesand
roots

N conc･in 3days･culture 6days･culture
cul一ure
solution
(ppm)

Leaf Root Leaf Root

NO3-N 50 1.45
NH4-N 50 1.21
NO｡-N 100 1.44
NH4-N 100 1.24

HB::記 …33 0.,,
1.69
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Table5.Relationbetweentheconcentration
orinhibitorsandthedegreeorinhibition
or02uptakebyplantsduringonehourat
apHvalueor6.0.

02uptakeinhibition(%)

ー 一-ー flO一一
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insolution hB 真 玉 蓋 茸 蓋
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×
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0
5
0
0
0
0

1
2
5
2
5
1

0.8 17.6 31.0 ll.5
10.1 25.2 40.3 20.0
32.6 58.8 50.4 44.6

Table6.Theeffectofinhibitorsonrespi-
rationoHeavesandroots.Tomatoplants
wereculturedinasolutioncontalnlllg 100
ppm orNO3-N orNH一一N for4daysand
offeredtoexperiment.02uptakewasdete-
rminedduringonehouratapHvalueof
6.0.

Nitrogencon°.
Inhibition%

lns霊 ttだ三 organ 慧 …-Azideuno.iFnuei-

(ppm) o･lM 5xM10-35×1013M

0
0
0
0

0
0
0
0

N
N
N
N

/
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H

N
N
N
N

59.5 21.7
74.7 38.8
54.0 60.0
49.0 60.0

5
0
つ▲
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3
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1

1
1
1
4

考 察

切断葉または切断根にNH一-Nを供与すると,切断

根においては酸素吸収阻害現象が認められた.この事

実から,短時間のうちに根の組織中に高濃度に NH4-

N を集積させると酸素吸収阻害をおこすことが わか

る.しかし,葉身においては組織中に高濃度の NH4-

N が集積したにもかかわらず酸素吸収の低下は認め

られなかった.このことは根とちがって葉身では何ら

かの機構で NH{N が呼吸に関与する系に直接作用

しないように制御されているのではないか と推 察 さ

れる.NH{N によ る根の酸素吸収阻害は動物組織

のホモジネートや分離ミトコンドリアを用いた実験

(Erecinska and Worcel,1963;Recknageland

Potter,1951;TargetandSlater,1963)と同じ結

果となった.その阻害機構は勝沼 (1965)の報告した

アンモニウムの TCA サイクル阻害によ る ものか

も しれない.一万 50-200ppm の NO3lN または

NHrN を含む培養液で トマト植物を培養すると,葉

身, 根共に NO3-N 培養に比べて NH｡-N 培養 の

方が 呼吸速度が大であった. これは過剰吸収された

NHrN を同化 ･解毒する系が NH.-N の集積によっ

て活性化されることによると推察される.

RQ値は表 4に示すとおり菓身ではNO3-N培養植物

よりもNH4-N培養植物の方が低く,根では両者間に

顕著な差が見られなかった.この事実から,葉身では

呼吸基質が両者間で相違することが推察され,根では

呼吸基質に相違はなくその代謝活性だけが高まってい

るものと推察される.葉身における呼吸基質の変動に

ついては,従来の知 見 (戸苅ら,1955)から考えて

NO3-N 培養植物では呼吸基質として有機酸の利用さ

れる割合が高いためにlよりかなり高く,NHrN 培

養植物ではアミノ酸合成のため有機酸レベルが低下

し,基質として有機酸以外の化合物,例えば糖などがよ

りよく利用されるために低下することが考えられる.

阻害剤を用いた実験で菜身をマロン酸,ナ トリウム

アザイドで阻害した場合 NO3-N 培 養植物 に比 べ

NHrN 培養植物で阻害効果が大であり, ヒドロオキ

シキノリンで阻害した場合には差は見られなかった.

マロン酸は TCA サイクルの阻害剤であり, アジ化

物は末端酸化酵素系の重金属酵素活性をおさえるもの

である･これらの作用から考えると,葉身では NH.-

N 培養植物の方が TCA サイクルの呼吸関与が大で

あり,末端酸化酵素の中で重金属を含む酵素 (チトク

ロームオキシダーゼなど)の関与が大であることが推

察される･一方根ではヒドロオキシノ1)ンによる阻害

が NH｡IN培養植物で大であった.ヒドロオキシキノ

リンは銅系酵素の特異的阻害剤と考えられており,鍋

系酵素の一つであるポリフェノールオキシダーゼのよ

うな酵素の呼吸関与が NH4-N培養植物で大となって

いるものと推察される.

第1報で報告したようにNH.-N培養植物の根では

ポリフェノールオキシダーゼ活性が増大しており,阻
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害剤を用いた本実験結果とよく一致している.石塚 ･

高岸 (1962)はタバコを用いてカリ欠乏植物の呼吸を

測定し,葉身における酸素吸収の増大を認め,その増

大の原因としてエネルギー代謝と関係がないと考えら

れている銅系酵素による酸化作用のあることを指摘し

ている.本研究では葉身での呼吸増大の内容はカリ欠

乏症のそれと同様の結果とならなかったが,根におい

ては共通する面を有していた｡

要 約

1. 切断葉または切断板を高濃度のNH3-Nまたは

NH̀-N に浸潰し酸素吸収を測定した結果,根では6

時間後にNH▲-Nによる酸素吸収阻害が認められ,梶

中に高濃度のNHrNが集積した.しかし葉身におい

ては体内に高濃度のNH4-Nが集積したにもかかわら

ずNH▲-N による影響はみられなかった.根において

はアンモニウムの影響は従来の動物組織のホモジネー

トや分離ミトコンドリアを用いた実験と同様の結果と

なりアンモニウムにより TCA サイクルが 阻害され

ている可能性が指摘された.

2. NO3-Nまたは NH{N 50-200ppmを含む培

養液で トマト幼植物を培養したのち経時的に葉身およ

び根の呼吸速度を測定した結果,両器官ともに NO3-

N培養植物よりも NH{N培養植物で呼吸が顕著に

高まることが認められ,また培養液中の窒素濃度の高

い程呼吸も高くなる結果が得られた.これらの事実か

ら過剰吸収されたアンモニウムを活発に代謝するため

に代謝系が活性化されるものと推察した.

3.呼吸内容の変動の指標として RQ値を算出す

ると,菓身では NO3･N培養植物に比べNH4-N培養

植物でいずれの窒素レベルでも RQ値は低下した.

しかし,根においては顕著な差が見られなかった.こ
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のことは葉身と根とでは呼吸内容を異にすることを示

唆している.

4. 阻害剤を用いた実験からNH.-N培養植物の根

においては銅系酵素の一つであるポリフェノールオキ

シダーゼの呼吸に対する関与が大きいことが認められ

た.
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Summary

lnorderto investigatetheeffectofNHrN onrespirationoftomatoplants,

thefollowlngtwoexperimentswerecarriedout.
a)DetachedleavesorrootsweretreatedwithahighconcentrationorNH4-N

solutionforseveralhours.

b)Plants were cultured in solutionscontainingcomparativelylow levelsor
NH▲-N (50-100ppm)foralongperiod.

WhendetachedrootsweretreatedwithahighlevelorNHrN,oxygenuptake
wasmoredecreasedthanthatinthecheck.Whenplantswereculturedinasolu･

lioncontalnlng a COmparatively low levelorNH｡-N,respirationwasaccelerated
inbothleavesandroots.
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RQ (CO皇/02)valueswerelowerin theleavesofNH4･N fedplantsthanin
thoseofNOSlN fed ones.Inroots,noditrerenceinRQ valueswasfoundbet-

weentheplantsfedwiththesetwonitrogensources.ThedifferenceinRQ value
inleaveswasattributedtothefactthattheoxygenuptak wasgreaterthanthe
carbondioxideoutputinNHrN fedplants. Consequently,thereappearstobea
qualitativedifferencebetweenrespirationbyrootsandleaves.

Thedegressofinhibitionof02uptakebymalonateandazidewerehigherin
leavesinNHrN fed plantsthan inNO3･N fedones,though nodifferencewas
foundininhibitionbyhydroxyqulnOline.Inroots,ontheotherhand,thedegree
ofinhibitionby hydroxyquinolinewasremaekably higherinNH1-N fedplants
thaninNO･3･N fedones.

Thesefactssuggestthatintheleavesiron-Containingenzymesplayanimpor･
tantpartastheterminaloxidaseinNHrN fedplantsthaninNO-N fedones,
whileintherootscopper･ContainingenzymeshaveanimportantroleinNH.IN fed
plants.


