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大豆根腐のチトクローム才キシダーゼに闘ナる研究

中村幸彦・下村得治・淳井功

(北海道大王手農塾郎農毒事化拳数室〕

A Study on the Cytochrome Oxidase prepared 

from Soy Bean Nodules. 

By 

Y. NAKAMURA， T. SHIMOMURA and K. SAWAI. 
(Department of Agricultural Chemistry， Faculty of Agric.， 

Hokkaido University) 

まえがき

宣科;fi{(物の窒素固定能力ぽ杭物休Dr呼吸と椛

接主主関係がるると云う仮定が WILSONりにf~くって

琵去されているが，布{(物14~の呼吸の中，特~'C予言宗

固定の場・所である根鼎の呼吸に闘して広辻村氏2)

の研究がるるけれども，な会未解決の問題が多く

残されている。辻村氏ぽ11{f，訟の呼吸機柿について

下l品lの如き形式をと推定した。

杭物のチトクロ{ムオキシダーゼ系に闘する研究

ぽ玉掲黍汽タバコ円小委町大奏7〉，馬鈴薯83，燕

委93，ホウレンJ4ilベオレンジm，キャベツめ来立

の殻芽種子13〉，エンドウ市同， chick-peaのJJ1?5¥

~'.rF多数報舟されているが，根鼎組織に闘する研究

は未だ行われていたとい。

以上の親貼から，大豆根揖を月jいチトクロー

ムオキシダーゼ作JIjに就いて貰!験した結果，その

作F1j力を認めるととが出来，従って大豆根婦の呼

(a) O~ →hemopr叫 ein→lactoflavin一歩debydrasesystem→substrate 
一一一~一一一一ー，、、ーー--------・γーー一一---一一-ー-'

吸lτl:t，チトクロ{ムオキシグー

ゼ系の闘t1Qする経路の存在が知ら

れた。今回i':t本酵素の一般的性質

について得ιれた結果を報告す

host-plant巴ell ba巴teria

(bl02 ー ，lactoflavin→dehydrase system→substrate 
-ーーーー-、，.--ーーー『ー~、、ー---岨圃E・E・---.，-・圃・・聞E・E・----〆
host-phnt cell ba巴teria

との棋な推定ぽ布{i物とパクテリヤとの共棲に

於ける ~lP，財産構を IlfJ らかにナる筋の一つの手掛り

として主要なものと足、われるが，一般にラクトフ

ラピンぽ蛋白質との結合体としてのみ呼吸に闘興

ナる楠媒と友り得るものであって，遊離ラクトフ

ラピンの閲興ずる呼吸形式ぽ知られていない現欣

である九

mH，11の如く，枝子fi中(1:.は;1j込府ヘモグロビンが
存在し *l~:l]市組織及び、パクテリヤのま子気的呼吸を

容易ならしめていると考・えられているが， この様

な好主主的呼吸に於ては， グ{ミナノレオキシダーゼ・

のーっとしてのチトクロ{ム・オキシダーゼ系を経

る呼吸経路の存在も-)，1忠考えられる。然るに高等

る。

I. 費験材料及び費験方法

他府大豆ぽ北見長葉で， 5 JU二句播栂 8月

24日(ほほ下目花期格了)から 911 15日(ほぼ結寅

別格了)の23日111]にわたり，数回根庁tfを採取， 7]'( 

i先後室温で、逸脱L乾燥した。 -100Cに貯蔵。とれに

ついて迫立酵素液乞調製した。

組酔素液/.'Cぽ， 根療に約 1/ら萱の蒸~~ヨ7J\.を 1m

え，かゆ月たになる迄焼伴，再J'乞過して開搾鴻過，

泌j夜乞数分IflJ遠心分離 (3000r. p. m.)，傾斜によっ

て沈澱物を除去したj凶出液;乞佼)IJした。

精製酵素液にぽ，組問手素i夜に結fi一白硫安佐jJi1へ

:1/4飽和とし，数分間遠心分離 (3000r. p. m.);傾斜
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に依って沈i殿物~除去した掴濁液乞流水に封して みがややまさっている。従って根駒オキシダーゼ

4-5時li¥J透析した内液をと使用。 ぽアルコー Jレ及び、アセトン底J]I¥並びに乾燥底辺.に

酔索作FIJの測定にぽ，パラフヱエレンダイア

ミン (P.P.D.) を基質としてワールプノレバ鮭l~iì-l'に

よって酸素消費量をiJ11J)足。反肱温度39
0

C。ゑ首相は

空気。 100

II. 費験結果

(1) 粗酵素液の場合。第 1闘に示ず如く加熱

酵素液と基質の場合引))も，酵素液のみの場合(c)

も共に隈素の消費が見られるけれど，前者I主基EZ
の白働醍化によるものであり，、後者ぽ~字率液I:I~ に

残存するとJ目、われる根癖荏iの呼吸による需の世5誌

の泊費と考えられる。従って(b)及び(c)の値を夫

々(aY:の1lti.から:z:C'.l1いた1v任がチトロ{ムオキシダ
ーゼ系に1fえって消費された酸素畳となる。組酵素

液 1cc中の乾物量ぽ約25mgであるから， Q02(乾

物 19が 1時間に消費した陵素萱)を計算すれば

50 
次の虫nくなる。 (a)一(b)一(c)は約 50μt-1亙るx1000 

=40000 1![jち Q02=4000μl。との事より粗酵素液

中にはチトクロームオキシダーゼ、系の存在がうか

がわれる。

(2) アルコール及びアセトンの影響ロ粗酵素

液にアルゴ{ル及びアセトンを犬々1mえ5096(容

量)とする。生やる沈i殴と非沈澱液を遠心分i離に

令よって分別し，雨者・~1 日間減r~乾燥後，始め。

粗酵素液と同主iの蒸、l-fi17K吃懸濁せしめて酵素液と

ナる。との場合v~[;fÇ1去に示ナ如く酸素消費量ぽ

むしろ封照より劣り，わす=かにアセトン沈i殿部の

内三
2
4号
d

。
o 40 

l' Vine (tm.lA・〉
b。

F.ig. L O2 uptak白 bycrude 
enzyme preparation 

(a) enzyme soln. 0.5 cc， M/20 phosphate 
buffer (pH 7.0) 0.5 cc， M/25 P. P. D. 05 cc. 
(bJ boiledenzyme soln. 0ラ巴巴，M/20 phosphate 
buffer (pH7.0J 0.5 cc， M/25 P. P. D. 05 c巴
(c) enzyme soln. 0.5 cc， M/20 phosphate 
buffer (pH 7.0) 1.0 cc・
10% NaOH in the center well in each case. 

Table 1. The Effects of Alcohol and A'巴eton色 onthe Crude Enzyme 
(The eoncentrations of precipitants in medium are 50%) 

main chamber side arm centei:-well 
luu仰 ke向
l O 204060  

(min) 

1.1 5.5 59 8.6 

0.2 1.9 2.7 4.1 

..--ー・咽・・ー-・E・-画ー・ー一--'、ー-ーーーーー・・・ー・・・--・・町、 ，-ーーーー-'、自国同一一、 ，圃・ーー・〆、-・・、

Precipitate by alcohol 0.5 cc， buffer 0.5 cc， P. P. D.O 5 cc， NaOH 0.2 cc 

Liquid pad after removal OFC巴"
of above preipcitate じ

Precipitate by acetone 05 cc， 

Liquid part after removal O-Fcq 
of above precipitate 

Control " 1.0cc， 

" 5.0 6.7 11.1 16.5 

1.7 2.4 4.4 7.9 " 

" 2.3 3.4 6.3 9.6 



中村・下村・淳井一一大豆恨痛のナトクロームオキシダーゼに闘する研究

よって，相常程度不前性化され，之ぜ;の沈澱翌朝jの

使用で・ぽ本酵素の精製ぽ不可能でiあることが知ら

れた。

(3) 硫安による精製。粗酵素液に干tJ結晶した
硫安を投入， 3/4飽和lとナる。生やる沈i殴;乞遠心分
離し，始めの粗酵素液と同量になる迄蒸i官水をカ11

えたものを酵素液とした場，合ο結果は第2嗣 (al，
(a
/
)の如くで'あった。又3/4飽和ゴド沈i殴部を傾斜に
よって分離し，~飽和になる様計算量の硫安をカ11

えて生歩、る沈i殴乞遠心分離，同様に蒸溜水に!盟濁

せしめて酵素液とした場合の結果ぽ第2同ゆ，)，(b') 

10・
(~) 

拘

3
3
白苦喜吋。

，(ω 

Fig. 2. O2 uptake of ea巴hfra巴tionby 
(NHoS04 and its dialys抗告

(a) Pre巴ipitateof ~/4 saturation 0.5 CC， 
buffer 05 cc， P. P. D. 0.5 cc; NaOH 0.2 cc. 
(a') Pre巴ipitateof 3/4 saturation 0.5 cc， 
butfer 1.0c己;NaOH 02 cc 

(bJ Pre巴iFj:~:.~_~~ ;::~?le saturation 0.5 cc， 
(not contained (a)) 
buffer 0.5 cc， P. P. D. O.ち巴巴;NaOH 0.2 cc. 
(b') rr_e.ci~~:.~~~_~~ ;::~?le saturation 0.5 cc， 
(not contained (a)) 
buffer 1.0巴巴;NaOH 0.2 cc. 

(c) ~j~~~.~~e _o.，f }~~uid part after 0.5 cc， 
removal of (a) 
bufi'er 0.5 c.~ ， P. P. D. 0.5 cc; NaOH 02巴.c.
(c') Djalysa~e~f ， li，quid part after 0.5巴巴，
removal of (a) 
buffer 1.0巴巴;NaOH 0.2c巴.
(d) Control 
buffer I.Occ， P. P. D. 0.5 cc; NaOH 0.2 cc. 
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の如くで②った。吏に3L，V4飽手11沈i殴部乞除去し

た傾斜j夜をと 4-5時m]l流JJ'Orc封・して透析(セロファ

ン脱)した内液を酵素液とした場合ぽ第211市j(山

(ピ)の女nくで・あった。之当ての結果を検討すれば，封

照として行った (a')，ゅう， (c')の値を合計すれば約

23μIとたり第 1悩!の (c)のf直26μIとほぼ、同ーと

なる。又基買の自動酸化による限素の消費量ぼ (d)

によって示されているがとの位をも考・え合せれば

敗北酵素によらない隈素の泊費量~jご杢休として第

11晶!の(b)とほぼ、一致した値となる。今各フラクシ

ヨンの酵素による自主京消費量を計。算すれば， 3/4飽
和l沈i殴部のQo，ぽ約2180ρ1，全飽和沈澱部のそれ

ぽ約 9480μ1，透析液のそれぽ約 6800/11となる。

之等の値から本酵素ぽ全飽和沈i腰部の作用力が最

大であり，透析によりやや作用力が失われるとと

が知られた。透析酵素液のみの場合ぽ反!鹿1時間

後の酸素泊費ぽ非常に少なし わすコかに 1-2/11

でるり以後の貫験には全てとの透析酵素液乞JUい

た。

(勾熱に封ずる安定度。酵素液を夫々の調度

のihW.1丘中に 10分間jJ!1熱後酵素作用を測定した。酵

素液0.5cc， M/20燐酸援街液 (PH7.0) 0.5 ccを主

宝吃，Mj25 P.P.D 0.5 ccを側室に， 10% NaOH 

0.2 ccを副主史夫々入れ， 390Cで引j定を行った。

その結果ぽM52去の虫flくであって，本酵素ぽ 600C，

10分ftUの力11熱:とより大部分破壊されるととが知

られた。

Table 2. Effect of Heat on 
Cytochrome Oxidase 

Heating temp. oC J ~ntreated 50 男 60 白

O2 uptake (μlJ/hr I 25.1 24.5 216 6.4 1. 7 

Relative aβtivity 100 98 86 25 7 

(5) i武也pHに就いて。 i1なと同様桧猷計主室

には酔素波及びMj20燐陵綬?荷主主を O.5ccづっ入

れ， 1lliJ室I，'C.Y主M/25P.P.D.を入れ， 日IJ去に 10%

NaOHO.2ccを入れ酵素作用;乞iWbii.した。 との場

合ぼ反肱開始後20分後の陵京消費量をiWbζした。
結果ぽ第3去に示す如くで、あって，本酵素の最也

pHは 7.0附近にあることが知られた。
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Table 3. Optimal pH of Oxidase Activity 

pH I 5.6 6.2 6.6 7.0 7.4 77 8.0 

0ょuptakeforI4533118145 11995 11.6 
20min (μ1) 1 

(6) 阻害剤!の影響。青酸加lAの影響について

ば第4去に示す如き結果が得られた。との場合。

緩衝液ぽMj3燐隈絞筒液pH7.0， 0.5 ccをHJぃ，

極々の濃度の717隈加旦i桁夜は 0.5cc宛基買と共に
側室に入れて貰験した。此の結果から 3jlOOOMで、

ぽほぽ完全に目i容を受け 3j32，000Mでも約80%

の阻害乞交けることが会11 られた。~くに-'Ñ主化探索

の影響については第31前lに示ナ如き結果となった。

との場合比両IJ室に711

Table 4. Effect of Potassium Cyanide on Oxidase Activity 

concentration of KCN 
3 
一一一M
1000 

3 ._ 

2000 
O 

Relative activity 2.2 11.2 

DaJih I UTft I D~ 
~l Jμ品

ro 

1/ ，、

/ 
~ 

。.唱

ムr一寸 ω:~=19;1
10 

誠一 10 Tl'me("'II吋

Fig. 3. The elfect of CO in dark and 

light on the oxidase a巴tivity.

Enzyme soJn. 0.5 c巴，M 13-phosphate bu在er
pH 7.0， 05 cc， M 125 P. P. D. 0.5 cc; final 
voJume 1.5c巴.

主羽叩3ご空気の代りに一階化茨宗と酸素の比ががj

95: 5の混合気体乞jなきかえて賓験を行っている。

との結果より_.j1j主化炭素による阻害はi田川より暗

所に於て大であり，又封照でるる2さ気乞完材、Hとし

た場合に比較し著しく阻害笠交けているととが知

られる。

(7) 緑色根岸fiのチトクロームオキシダ{ゼに

就いて。 9FJ 15日に採集した根府中から椋色の根

癒を選び， とのもののチトクロ{ムオキシダ{ゼ

M
 

3 _ _ 3 曹 3 咽，

一 山一山一山

8000 -- 16000'- 32000 

146 21.3 100 15.0 18.0 

CAI 

(1..) 

(C) 

40 白 T""，~ (噛<In.)

Fig.4. 0ョuptakeby crude enzyme 
preparation from greョnishnoduleヨ

(a) enzyme soln. 0.5 cc， M /20 phosphate bu住er
pH 7.0， 05 cc. 
(b) enzym巴 soln.O.5cc， M 120 phosphate bulfer 
pH 7.0， 1.0c巴.
(巴)boiled enzyme soln. 0.5 cc， MI20 phosphate 
bufl'er pH 7.0， 0.5 c~， M /25 P.P. D. 0.5 cc. 
1O?0 NaOH (0.2 cc) in the center well in each case. 

作113)Jを測定した。寅験操作及てにiJliJ定訟は前記の

健全な赤色根鼎の場合と同様?として行った。結果

ぽ~ç 41，，<<1に示す虫nくであって， 割照I亘(b)及び(c)

の隈京消費量を (a)のfi¥'i.から引いたもの， μ[lちチ

トクロームオキシダーゼ系 1.1:よって消費された醗

*J1-!:{C計算すれば，わやかに 2.5μ1[1:限ぎたい。

従って緑色i出掛から調製した料開手京中の該オキシ

ダ{ゼ作用ば殆んどないか又ぽるっても微弱なも

のでるるととが知られた。更に紘色根痛の粗酵素
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イ夜(1ごつい'て，赤色根癖に封して庭却したと同様に

硫安による分別沈i吸を施行し，各フラクシヨンか

ら得られたちのを酵素液として，酸素泊費量を測

定した結果ぽ第5闘に示す如くでるる。との場合

80 
，(的

h
曹

三
fLふ

Fig. 5. 0ょuptakeof ea巴bfraction of 
greenish nl)dules by arnrnoniurn 
sulfate and its dialysate. 

(a) pre:!ipitate of '/4 saturation 0.5 cc， buffer 
Oラcc，P. P. D. 0-5 c巴;NaOH O.2c巴.
(a'J precipitate oE引 saturation0.5 cc， buffer 
1.0巴巴;NaOH 0.2 cc. 

(bJ pre巴ipit~tE; of， ~~~le saturation 0日cc，
(not contained (a)) 
butfer 0.5 cc， P. P. D. 0.5 c巴;NaOH 02cc. 
{b')precipitate of whole saturation O F cq 
fnot conta'ned ¥a) ) 
bllffer 1.0 c巴 NaOH0.2 c巴
(c)Dialysateof liquid part after OFcq 
removal of (a) 
buffer 0.5 cc， P. P. D. 0-5 c巴;NaOH 0.2 cc. 

(色/)Dialysate of liquid part aft色r0.， cc， 
removal of (a) 
buffer 1.0 cc; NaOH 0.2 cc. 
(d) controI; buifer 1.0cc，P.P.D. O.5cc; NaOH 
O.2c巴.

の汚/4 飽和沈i殿部から得られ:た酵素液で'i~ Qo" [l: 

が'12000plで・あって， とれぽ赤色根瞬の同一沈i腰

部の Q02*':1 2180ρIとほぼR同程度の値左示ず。全

他不和11のi場去

9叫48加0/ρバ'.11 でで、あるのに主芸封J して，繰色主[~痛のそれぽ約

1960ρIであって， 活かlτ:fJ1;ぃfn立である。 又透析

酵素液について比較すれば，赤色娘癖の場合の

Qo.が約 6800ρ1であるのに到して， 紘色根昇Jjで

はがJ]200 plと低い航を示すのである。即ち， *fL 

酵素液でぽ殆んど認められなかった作用力も，硫

47 

安蕗理によって，各フラクシヨンに，その作用が

認められるのである。之等の結果から赤色及び、綾

色根鼎t'C.於ける該酵素の作用力ぽ赤色根鼎の方が

遥かに強力であって，しかもそり消長の内容は3/4
飽示11非沈i股部に於ていちぢるしい相異のあるとと

が会¥lられるのでdうる。たまたま， 3/4飽和非沈澱部

ぽ赤色組系況で~根癖ヘモグロピンのフラグシヨン

κ相常ずるのであって，根締ヘモグロビンの泊犬
した線色根岸17の酵素作用力が赤色根痛のそれより

も弱いと云う:;<'1'1'.賓は，最近筋肉に於て， ミオグロ

ビンの合室:とチトクロームオキシダーゼ、作用力と

が並行閥係にあるととがl切らかにされた1の年去に，

根鼎に於ても，根癒ヘモグロピン合量とチトクロ

{ムオキジダ{ゼ作用力が並行関係にあるととが

推定される。

111.要約

1. 大豆根府(赤色及び緑色)にぽチトクロ{

ム酸化酵素が存在するととをとワールプルグ検監法

によって会¥1った。

2. 本酵素ぽアJレコール及びアセトン庭理に

よって大部分前'I~tを犬うが，硫安による分別沈i股

及び透析によって或る程度桔製された。

3. tJr~色根鼎の硫安 3/.1 飽和非沈ì!良部から透

析によって調製した酵素液について 2・3の性質

を調べた結果ば弐の如くであった。 60
0

C10分lifl

の)J!1熱により大部分:Pil壊されるとと。最油pHぽ

7.0附近にあるとと。 3/1000Mの青隈力11旦で完全

に阻害されるとと。一陵化炭素による阻害広11fj所

に於けるよりもn昔所。方が大であるととを確めた。

4. 赤色f:f~鼎の酵素作用の方が株色根癖のそ

れよりも大でるる。立pち赤色及び、線色根癖の3/4
硫安飽和沈i殴部から調製した酵素波のQU!!P工夫々

が.)2180ρl及び、約 2000μIでほほ、同じ値を示すが，

全飽和沈i殴部 C/'I飽和沈澱部を合ます0)からの酵

素液の Qo~ p工夫々約 9480μI及び、 ]960μIであっ

て，雑色根容の方が遥か'.'C.小さいifl在を示した。

5. 之守;の結果より，大豆根崎の呼吸にぽチ

クローム隈化酵素系の闘興ずる呼吸経路の存在が

確められた。又担府ヘモグロビン含量とチトクロ

ームオキシダ{ゼ作用力とが並行関係にあるとの
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推定が得られた。 8) Levy. H. & Schade. A. L. : Arch. Biochem.， 19， 
273， 1948 

支献

J) WHson P. W.: Univ. Wisc. Reヲ.Bul.， 1， 129， 1935. 
2)辻村;炭化， 24， 266， 19引.
3) R. Kuhnj H. Rudy: B.， 69， 2557， 1936. 
4) R. E. Maxwell: Plant Physiol.， 25， 251， 1950. 
日)H. G. du Buy， M. W. Woods， and Mat'y D. Lackey: 
Science， III， 572， 1950. 
6) AlIan H. Brown and. David R. Goddard: Am. J. 
Botany， 28， 319， 1941. 
7) C. A， 45， 8088e， 19引.

9) BONNER. J.: Am. J. Botany， 36，429， 1949. 
10) ROSENBERG. A. G.， and DUCET.'G.: Compt. rend.， 
229， 391， 1949. 
11) HUSSEIN A. A.: J. Biol， Chem.: 155.201， (1944). 
12) C. A.， 45.7199"， 1951. 
13) R. HILL， K. BHAGVAT: Nature， 143， 726， 1939. 
14) C. A.， 44， 10762"， 1950. 
15) ALBAUM， NAVIKOFF & OGUR: J. Biol. Chem， 165， 
125， 1946. 
16) R. A. LA WRIE: Bio巴hem.J.， 55， 299， 305， 1953. 

Silmmary 

Nodules were picked 0妊 fromthe roots of soy bean plants during the ripening period 

(from 25 August to 15 September)， washed several tim.es with water， ground in a glass-
mortar and filtered through cloth. After centrifugation， reddish white turbid suspension was 
obtained. It was found that this suspension showed the cytochrome oxidase activity， when 
p-phenylendiamine was used as substrate. Ammonium slllfate was added to this crude巴nzy-

me suspension (saturation degree町田3/4)， After centrifugation， the liquid phase was dialysed 
to the running water for 4"，5' hrs. On the dialysate obtained after above method， the cyto-
chrome oxidase activity and its properties were examined inanometrica:lly at 390C. 
1. The Q02 of this enzyme preparation was about 6800ρljhr但 dryweight. 

2. This oxidase activity was greatly inactivat~d by both alcohol and acetone. 
3. The optim.al pH of this enzyme was about 7.0 and' a greater part of its activity was 

lost by heating at 600C for 10 min. 
4. Moreover， the effects of potassillm cyanide and of carbon monoxide (CO: O2= 19: 1) 
on the enzyme activity were exam.ined. (Refer to Fig. 3 and Table 4) 

Using the preparation from. the intact reddish nodules， the enzyme activity was as follows: 
The Qo" of the precipitate produced by 引satllrationwith amm.onium sulfate was about 2180 
and the Q02 of the saturated fraction about 9480. 

Using the preparation from the greenish nodules， the enzyme activity was as follows: 
The Q02 of the precipitate obtained by "/4 satllration with am.m.onium sulfate was about 2000 
and the Q02 of the satllrated fraction about 1960. 

From these， exp巳rim.entalresults， 'it was suggested that the cytochrome oxidase activity 
would bo parallel to the content of leghemoglobine in nodules and that the cytochrome oxi-

dase system would participate' in therespiration process of nodules. 


