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凡転読血mカ・ed～よUSDA191の過酸化水素感受性と   

カタラーゼ，ペルオキシダーゼ活件について  
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摘  要  

根粒菌群り㍑■拙軌叫βねか血涙壷れの過軟化水素（H2（〕2）感受性は他の好気性或いは  

適性味気性の細両群（ハ（W（ん′）7（ノ′7〟b，ムて・んげ7（・力転化u／と狛∴おm扉毎」九・7■J加．〟7け〃（・0日・J†5）  

に比べて相対的に高く，中でもβ．．わどJ∫7’のⅠⅠコ02感受性は窮めて高かったっ樺粒顔ぼ羊のカ  

タラーゼ活性は他の細菌群に比べて相対的に低く，根粒菌群の高いH202感受性しの原因であ  

ると考えられたが，斤．♪m抗■の／くルオキンダーゼ活性は根粒菌群の中でも低い傾向が見ら  

れたことから」㌣ル通■7の高いH2（〕：ノ感受性J〕→つの原倭である可能性が示唆きれた。  

キーワード：・恨粒菌，過酸化水素（Hコ0コ），カタラーゼ，ペルオキング，ゼ  

がなく，それに付随して発生する環境汚染も生じな  

しゝ，いわゆるクリーンエネルギーである。   

根粒菌は酵母エキス培地で樽柿の速いグループと  
遅いグループに分けられ，それぞれ凡侵犯鋸附〃属，  

βmめγゐた〃加■狛柑届に分類されている1㌔また，一般  

に比較的高い宿主特異性をもしており，前者には，  

斤．毎彿棚減脱肌仰（宿手桶物：エンドウ，クローバ  

ー，インゲン），斤．刑ど／ゴわ／z■（描千博物：アルファル  

ファ），〟．＿什机〟＝宿⊥植物：ダイズ），後者には，β．  

頑加減・〃↑〃（ダイズ）などが知られている。根粒菌は  

十懐中では一般にプリ」リビング細胞として存在し  
ているが，根粒中ではバクテロイドと呼ばれる器官  

緒  

根粒菌はR】1iz（）biaceae科に屈するグラム陰性の好  

気性綱菌で，マメ科植物の根に侵入して宿主根に癒  

（枇粒）を形成1る。根粒では，空気中の分子状窒  

素ガス（N＝）を還元してアンモニアにする，いわゆ  

る生物室素固定が行われているく】」＿業仙にii窒素肥  

料製造のための工業的窒素固定（化学的画定）が行  

われているが，その紙屋は年間でおよそ5．4［町力トン  

と推定されており，生物窒素固定（年間およそ1憶  

数千万トン）には及ばない。また，生物窒素固定は  

化学的聞達睾ように化石エネルギーを消費する必要  

帯広畜産人学年物資源何学科  
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へ七変形あるい緑肥大イヒして顧著な窒素固定活性を  
発現する㌔この過程疋は大豊のATPが必要ときれ  

るため酸化的リン酸化反応によって補われている。  

その一方で，生物窒素国定反応にはニトロゲナーゼ  

が関与し，この酵素は院素によって失活するた軌  

根粒内ではレグヘモグロビンにより酸素湿度が巧妙  
に調節されている。従って根粒内には腰煮分圧が低  

い，，強け還元状態が牛じており，それを維持ずるた  

めに活性酸素（拝iO之，・02，・OH）が生じやすいゃ㌔  

例えば，レダヘモグロビン裏白己酸化反応によって  

活性酸素が生じると考えられているげ・7）。また，尿酸  

をアラントインに変換する尿酸オキシダーゼの反応  
を経てⅠ・1202、の牛席される熟も知られている㌔酒性  

酸素は細胞に大きな傷害をもたらすため侶DJ，細胞内  

にほ活性簡素に対する防御機構が存在すると考えら  
れ植物由来のアスコルビン酸ユダルタチオンの反  
応系やスーパーオキシドジスムタ」ゼ，カタラ←ゼ，  

ペルオキシダーゼがその役割を担っていることが報  
告されている■1）。しかし，根粒菌の活性酸素防御模構  

並びにその感受性に関してはほとんど知られていな  
い。本報では，斤．ノ毎繭を中心に根粒菌（朗如あぁ輌  

属摘H203に対する感受性を他の細菌群と比較する  

とともに，それに係る酵素系を調べた。その結果，  

1）鱒粒菌はⅡ202に対して相対的に高い感受性を有  

しており，中でも斤ノね蕗の感受性は最も高いこと，  

2）根粒菌のHヱ02感受性は一般にカタラーゼヨ弾性に  

依存心ていること．3）忍．ノ毎繭の高い感受性の原  

因の二つは低いペルオキンダーゼ清性に由来してい  
る可能性のあることが明らかになったので報督する。  

実 験方 法  

1．甫株，培地及び増饗   

菌殊に峠尺毎奴物価＋毎卿戒涙顔血刑1加．扁撼由  

USDA2370，2443；bv．桝沖撒 USI）A2053，2145；  

bv．威ゐ耶β¢Jオ USDA2687，2676；舟パ勅溝孔府  

USDAlO21－ 川25；風ルg♂孟吉 USDA191，286；  

倒感知極劇画明 ノ妙叩毎鱒 S躯；f如鱒ね酢叩鱒  

ガ〟βγgSビg紹5 AHU1719；＆乙Lゐgrgとゐgd CβJf B；  

P柑毎媚 び耳如房ざAHtJl144；滋珊ぬ 榔Ⅳ紺gIZぎ  

AHU14纏；助偽岱助占∠抽A上IU1390；〟ざα甜0仁㈲  

spp．の計17薗株を恥－た。局地励鋸加属10株はVan  

Ber女御博士（A紺icultllralResearch S弓n7ice，  

USDA．BeltsvilIe，Mn）から供与された。励Ⅶめ・  

沈如」娘仰は北海適十勝農業協同組合連合資（北海  

道帯広市）から，その他の菌株は北海適大学農学部  

応用歯学講座かちそれぞれ供与された。   

根粒菌の保存培地にはマンニトールを炭素源とす  
るYEM培地12），その他の菌殊にはLB或いはTY培  

地1S）を軌lた。培要用培地は，β．鹿蜘血抑雄YEM  

HⅣ‖若埋㍗－を用いた以外，すべてでY培地を用い，  

30月Cで振漫増煮て100ストロークノ分）し溌。菌の増  

殖は菌液の濁度を吸光度計沌6伽m）で測道した8  

2．無細胞抽出液の調製と蛋白質の定暮抑   

培養薗液を10．仰の叩m，49Cで10分間の遠心分鰍こ  

より築菌した後，菌体を5nmMリン厳緩衝液（KPBこ  

50mMリン酸二水素カリウム8＿5nll．50mMリン酸水  

素二かノウム9L5ml，PH7．郎を用いて3層洗浄した。  

洗浄後，少量の50mmt K王∋Bに懸濁して短音湊処理  

（2仙W，2分間×8回）により菌を破砕し酵素を抽  

出した後，19，080rpm，4PCで60分間遠心しi上帯液  

を無細胞抽出液とした。試料中の蛋白質含量はBIO－  

RAT〕PROTEINASSAY（B吏ウ見adLab．）を用い  

て595nmの吸光値から定量した。硬筆蛋白質には牛  

血清アルブミン（BSA）を用いた。  

3，酵素渚性測定   

A）カタラーゼ晒：38％H2025〃し蒸留、永2．錮5  

nl】，0．5MIくPB（pH7．0）0．3mlを石英セル中で混  

合し，250Cで3、分間温度平衡きせた後i試料の50〃lを  

混合し，240nnlの敏光値の変化を測定した。酵素活  

性はⅠⅠ202のモル吸光係数肌043＄mM1七m」りから  

求めた。   

B）ペルオキシダーゼ：以下の電子供与体を用い  

た場合の酵素活性について測定した。  

1）NAD一寸：0．5M KP（pH 7．0）q．3ml，0．2M  

Er）TA30jLl，NAr）H（24mg／ml）3伽l，30mM  

4恥l．蒸留水2．551111をセル中で浪合し，貯C，3分  

間インキエペT卜した。その後，試料の5触1を涛如  

し，34けnmの吸光値を制定した。NADHのモル吸光  

係数6．22mM1cm1から計算した。   

2）Glut．athione（GSl1）1d：0，5ML KP上享（pH7朝  

0．3ml，0．2ME工）TA15直，20mMじSHO．3ⅠれGSh  

reduc一旦se（200Uル8mI川〝l，NADPl1（14mg／ml）  

3叫1，2伽1Mcl】me】ュeh河㌻（）ⅩyperOXide訓〟：l，蒸留  

水2．27mlをセル中で混合し．25¢じ 3分間インキェ   



19  Sensitivjtyof凡カ官爵～USnA柑l†（1H20受andcatala悪，l〉er（）Ⅹidas（l  

らの方法叫を部分的に改変して行った。反応混合瀬  

に蒸留水1．59r山，0＿5れlリン酸緩衝液（pIi7．6）0．3  

mL，O，05mM塩北マグネシウムO＿5ml，10rnMNAD＋  

0．06ml，50Ⅰ五M G8P（或いは6PG）0．3mlを石英セ  

ルに入れて混合し．3分間温度平衡させた後，0．15  

mlの試料を入れて測定を開始した。酵素活性は340】1nl  

の吸光値の変化から測定した。   

2）リンゴ酸脱水素酵素（MDH）：ⅣIackayらの方  

法21）に従って測定した。反ん古海合液［蒸留水0．31ml，  

1mhIトリス應街液（p出臥5）0．12mI，0．5mM塩化  

カリウム仇05n11，0．05mM塩化マンガン0．011血，  

1n111MNAD十0．01ml，n．2mhILリンゴ酸0．帖ml］  

及び蹄佃．05m】を30匂C，20分間インキュぺ－ト後，  

t），5mlの0．1％2．4ジニトロフェニルヒドラジンを加  

え，室温で10分間インキエペートした。そして，2  

mlの2N水酸化ナトリウムを加え，4⊂C，5分間，  

6，000×gで遠心分離した後，上澄みの吸光値（5帥或  

いは450nm）を測定した。  

実験結果及び考察  

1．R斤ed／f US【）A191のH202感受性   

根粒菌腐11株及びその他の細菌群6株について，  

Ⅰ120ヱ（0．6mれⅠ）存在下における増殖を調べ，24時間  

ぺ－卜した衡試料の50メェlを添加し，3献血mの吸光  

値を測定した。   

3）0－Dianisidine用二0．5MRPB（pII7．0．）0．3nl】，  

30mModianjsidinelOメJl，30mれ†H2022nn〟Ⅰ，蒸  

留水2．39mlをセル巾で混合し，259Cで3分間インキエ  

ペ－卜した後，試料の10叫1を添加し，460nmの吸光  

傭を測定した。尚，カーdianisidineのモル吸光係数11．3  

mMjcm⊥から計算した。   

4）DiaminobenzidiTle18）：0，弧IKPB（pH7．2）  

0．3nl】，3批正MHヱ0220叫い50】1仙13・3diaminnben・  

zidinelOJLl，蒸留水2．39mlをセル中で混合し，25UC  

で3分間インキエペー卜した後，試料の100／J】を添加  

し，482nnlでの吸光値の変化から活性を計算した。   

5）♪Phenl・lenediamiT】eig〉：0．5MKPB（pHH〕）  

0．3ml，50mM♪phe11ylenediami】le3叫Ⅰ，30mⅣIHzO  

200JJ】をセル中で混合し，25PCで3分間インキエペ  

ー卜した後，試料の10仙lを添加し，亜5nmの吸光  

値の変化から活性を計算した。尚，♪－pbeylene－  

diamineのモル吸光係数1．545mM1cm1から計算し  

た。   

C）NA上）＋依存型脱水素酵素  

1）グルコース6リン離脱水素酵素（G6PDH）及び  

6ホスホプルコン醍脱水蕪辞素（6PG工）H）：Va鋲iIy  
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Fig．1Effectsof H2020nthegrDWthofrootnoduJeand othergenus ofbacteria．  
GrowthwasnleaSuredat24h（96hforBradyrhjzobiumstrain）aftertheinocLrlationands†10WnaS  

theratio of thegrowthin the presence of H2O2（0．6mM）to thatin the absence of H202．A）R．  
／eguminosarulT7bv．vici∂eUSDA237（〕，B）R．leguminosarumbv．viciaeUSDA2443，C）R．／eguminosaf－  
um bv．trifoliiUSDA2053，D）R．k）gumino5arum bv．trifoIiiUSDA2145，E）R．／egumjT70Sarum bv．  
PhaseoIiUSDA2667，F）R．／egLlminDSarumbv．pl7aSeO／iUSDA2676，G）R．meli］otiUSDAlO21，H）F7．  
m81ilotiUSDAlO25，l）R．什ediiUSDA191，））R，fredi‖」SDA2D6，K）B，japonicumS32，L）P．fJuores・  
CenS AHU1719，M）E．coliB，N）P．vulga血AHUl144，0）S．marceseer）S AHU1488，P）B．subti／is  
AHU1390，Q）Mjcrococcus spp．  
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衡頭療紬D和卜変域0ヱ無添加条件下（ヨシナロ  
ー別に感セナる増殖（8ロβ8¢） 

（Fi藍．．翫考欄翻L肋軸物再痴射開照射  
ト ・‥  ‥・  、 －・．－  1トー  

加によってコントロールの瀕よそ5％ほ抑制怠れた。  

bかし，その他爵根粒菌秤凋落ば見物蛎崎如物  
鱒．射ぎど鹿USDA銅43がコントロールの溶よそ＆6％ふ  

誠．き顧麗US8A紬5きが別海にそ離替れ抑制風ね漉  

執 そ町健ほ79％以上の構績を示したも これちめ錯  

∵  ．ト・ －、  －・ J、・・‥・・、∴一  

粒南野め中でも1いもk粛せ思惑登性が高車か恕か  

れた匂－あ根粒菌以外穐菌詳でほ，いずれ熱コン  

トローブレ朗嗜以上の増績を示した崇  

2．凡摘繭USBAlさ1の表層磯と鵬02感受性   

生体に及ぼす澱素養ぬ中で，最も重要な反応め一  

てユキ掌，ヲ汐かレ連鎖反掛こより進行す啓非酵素幣酸  

稚医癒である∂このテが如レ連鎖反応の適経で生成  

す患ペ薙痺キシラジかレが，膜¢脂質轡窪自欝め酸  

化を引き起こし，全体に東泉な障客を与えるヱとが  

知られているはセ8〉もEb強mnとK頭曙は，EDTA露こ  

より細胞表層に傷害を受けた大腸膏酌ま，H盗Q2葺こ射す  

る感受性が高まったことを報告していか輿透慨療め  

Hz自宅に対する属㍉触感■才の高い感受性が細菌め衰措  

構造に起因してい葛可能性が考ぇられたことから，  

根粒菌群の中では包0ぎ耐性が革も轟かった凡  
、、・・ ・、、、・、  ∴一、－．こい・・、  

在下驚コントロールの約柏％の増殖を示した風  

塵励め融加故知．頻妙齢1JSDA2145，そして，横  

地歯以外め歯群癒ち只伽狩Sだ荏調音 Af‡U17鴨 居．   

‥ 、・・ ・ ∴：・l：‥ ：∴；、、．  

稽臥輝処現した彼のH20音感愛催を風j軸戯  

USDA191と比駁した（F転．飢ここで用嗅た忍凍適  

B株は，あらかじめ凍宿敵解に対して感受性の渇い  

ことがわかっているた軌凍賠車線に畏敬細鷹取傷  

害を評価するため収用両㌔襲斜細轟レぶぬ如  

稀のH20之に対する感受性が凍結敵経処現により著し  

紛
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Fig．妻 Eff鮮t¢fH2d20nthe即Q湘納Ctイ帥ec磨晦p噂reatedwithfreez台一輔awinTYm8diumL  
The鴎始inl釦臨l咤Ph色男㈱相関◎tr関士由with†r喋粁thaw卜良0クGand30βc，牌CわーwⅠ8mれ  

珍坤醐珊Iy）息nd軒む扉∩弓ht他日me楠sh rn幽ium汀Y）inth垣Pr8朝一1朗Of H之02・触rlzontalaxis  
s壇WSthera甑（‰）Qfth轡grOWthQf’／t極eeTLsWhiqhweLrePrBtTeated瀬thfree紆鵬wtothatofthe  
c釧swhi油据er畠h¢tP怜鵬紬d．1〉斤．晦抑血加醐＝v・fr脚／′USD舶14鼠2）斤・触り所加悦粕川  

bY．両軍即J′USDA26即，3）良梅酢USOAl富1．4）Fこ伽Ⅳ郎岳ens AHUlア1乳朝S．m拍車融8  
AHOl哺乳即E．ぐ鮒B 

20   



SensitjvityofR．jwdilUSDA191toH102ahdtJatalase．peroえidase  21  

く高まっていることを示しており，細菌の表層が障  

害を受けていることが推察された。しかし，ガ．♪印雛  

をはじめ，調べた根粒菌及びその他の菌群において，  

凍結融解処理にようでもHgわ2によ、る増殖阻害効果に  

有意な変化が見られなかったことから，凡ノねdオブの  

H202高感受性の原因として，細菌の表層構造が関与  

してしゝる可能性は小きし1と考えられた。  

3．根粒菌及びその他の細菌群のH空02感受性とカタ  

ラーゼ活性   
根粒菌群11株，その他の細菌群6様について，I1203  

濃度がn．6，1．5，5．9，14．7，加．4，5臥8，或しりま147  

mル1の条件でそれぞれの菌を培養し、24時間以内（β．  

．毎両面血は96時間以内）に増婦可能なⅠⅠ202の最大  

濃度（nlM）と，それぞれの菌株の対数後期から定常  

期初期に封ナるカタラ」ゼ粁性をFig．3㌢こ示した。  

まず，根粒菌酪とその他の菌群とを比較すると，斤．  

木頭■fの3株とβ和め・γゐ払）ろぎょ仰S32の増殖可能な最  

大H20z濃度が0．6mM，その他の根粒菌群でも1．5  

n丑1であるのに対して，椴松菌以外の菌群では増殖  

可能な帝大ⅠIzO2濃度が相対的に高く，5．9mM  

のHヱ02濃度でもH202無添加の場合の50％以上の  

増殖を示した。中でも，励dそ血5及び〃わ桝即鱒．Sは  

15伽1MのH202存在下でもH。02褒持弓紬口の場合の即  

％以上の増殖を示した。一方，カタラーゼ活性は′，  

K．jldiiUSDA206がO．9（unitspermgprotein）  

で最も低く，最高でも斤カ鹿沼油 USDA川別の  

3．8（unitspermgproteirI）であったのに対しで，  

根粒菌以外の菌群の活性値は相対的に高く，中でも  

β〟C・沼ぬ及び〟諒咄血・紬＝出店性はそれぞれ  

265＿4（unitspermgprotein）．893．3（uniLsperrng  

protein）を示した。また，これらの活性情はⅠⅠ202の  

添加忙よって高まる傾向が見られ，椒粒蘭群では，  

1．1～4．6倍，その他の歯群でも，1．1～1．6倍の増加  

を示したが，根粒菌群の昆202感受性はその他の菌群  

に比べて相対的に高いこと，及び，根粒菌群のカプ  

ラーゼ清作はその他の菌群に比べて相対的に低いこ  
とを表すとともに，両者の間には有君な相関が見ら  

れたことから．菌のH20ヨ感受性は菌体内のカタラー  

ゼ活性に依存する傾向のあることが示唆された。し  

かし，王i202に対して高い感受性を示した風力■通有の  
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Fig・3 H20之Sehsitivitya＝dcatalaseactivityl′nrDOtnOduleandothergenu＄Ofbacteria．  
TheceLIsweieincubatedinTYmedium（YEM－HMforB．japonicum）inthepresenceofH202（0，6，  

1▲5，5．9，14．7．29．4．58．8．or147mM）．OrdinateshowsPoththemaxjmumconcentrationD＝」202in  
Which the与e＝s weregr（）Wn両thin24h（96h forB．japonicum）aswhitebars8ndcataraseactivity  
intheeeLIsinlatelogtoearlystationary phaseasdottedbars．  
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2株のカタラーゼ活性値は1尺ノね荊USDA206は  

8．9（皿it営師mgprbtein）で菌群の中で最も低か  

ったのに対し，風力℃繭USDA191は2．4（u11itsper  

印gpr¢tein）で，これは根粒菌群全体の平均値佗．5）  

とはぼ同じ値であったことかち，凡メ咄損USDA191  

株のH2日2に紆する届い感受性の原因には他の要因が  

介在レてしiる可終性が考えられた。  

4．且f作劇JU5DAlglのH20日感受性とペルオキシ   

ダーゼ活性   
日20どの除去に関与する重要な酵素の一つであるペ  

ルオキ㌢ダーゼの活性について，且メ嘲離USl）A191，  

対′照菌株として凡庵弾雨晒即紳 bv・飯細魚 

US工）A2145，ガ．抱卵炒め明朝晒裾柁：h．郎庭昭帝  

USE〉A2667の計3株につも）て5径頸の電子供与体を  

掃いて調べた（Fig．4）。その結果，3菌株に共通し  

てNAD＋ペルオキシダーゼ活性が最も高く，5種類  

の′ペルオキシダーゼ活性綺童の50％以上を占めた。  

史た，それぞれのペルオキシダ←ゼ活性はIl2d3の添  

加により高まる傾向が見られたが，斤．♪郎鱒の全て  

の酵素活性値は他の対照の2菌株よりも低く，ご主要  

酵素であるNAD＋ペルオキシダ」ゼ酒性情は対照歯  

株の75％程度，Ⅰ王202が添加された条件では対照蘭株  

の3（）～モ泊％程度であった。また，GSH，0－dianisidine，  

diaminobさn之idineの各ペルオキシダーゼ活性ははと  

んど見られなかった。これらの落果から、凡．何頭毒藍  

ペルオキシダーゼ活性は対蝿菌株よりも低く，児．か粛 

がHFO2高感受性である原屡の一つである可能性が示  

唆きれた。但し，これらのペルオキシダ←ゼ活性値  

はカタラーゼよりもかなり低く，そのおよそ100～3nO  

分の1程度であったが，測定に用いた試料は細胞め  

超音波処理後の上澄みから調製されているため，酵  

素の大半は細胞質由来であると考えちれることから，  

ペリプラズム領域を含んだ細胞表層部に含まれる酵  
素は検出されにくいと考えられる。従って，H20。の  

作用部位として重要と考えられる細胞表層部の酵素  
の存在及びその活性については今後検討を要すると  
考えら咋る。これらの実験結果は，各菌株閤におけ  

るペルオキシダ」ぜの相対的な活性値を示している  
と考えた方が妥当であるように思われるン9  

5．只．触d′′USDA191のNAD＋依存型脱水素酵素   

活性   
ペルオキジダーゼの中で主要であると考えられる  

1」ご  
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Fig．4 Pero瑚ase8Ctivitiesinthecellsgrownwithor  
without H202．  

A）凡Jepumわ0甜rUnlbv．†′血揖USDA2145，  
B）斤．／昭U爪／け05∂仙川bv．画鱒鱒／＝JSI〕A2667，  

orC）凡毎d／‖」SDA191wasincu加沌奴＝舟TY  
n簡dium with（dotted bars）orwithout（White  
bars〉I七02（0．6mM）．Per8Xidasea感v出e5in  
theGetlsinla土倉logt（〉敢arly statぬnary pha5モ  
WereP】8ttedヨSOrdinate．  

NAD▲ペノレオキシダーゼの電子供与体であるNÅDH  

の生成力について，舟イね蕗USDA191と対顔菌株  

（且」将附扉耶即邦叩 bv．擁殉病 USl）A2145，ガ．  

ね弾関南血掛嘲如bv．♪ゑd5gPJ才USDA2667）とを比較  

するため．G6PDH，6PGDH，M工）HのNAD十依存  

型0）酵素活性について調べた（Table）。G6PD注と  

6PGDHの活性はNAl）十よりもがADPlを用いた場   



23  SensitiヽTityofH．♪γdiiUSr）A19Ito TI2C），andcata】ase，T）erUXidase   

Tabl¢ E†fectQf H2021DntheactivityofNAD’Tdependentdehydrogenase  

h rootnod山e b∂C量e「ね  

H202  Enzymes】｝  

川．6mⅣl） G6P工）H 6PGDH MDti  

（units／′mgprotein）  

0．02   0．04   0．06  

＋  0．Ul  O．02   0．00  

0．01 （trace） 0．12  

＋  0．02  （tra（▼e） U．19  

N－D．2〉   N．D．  ∩．n5  

N．D，  N．D．  n．n3  

尺」．bv．擁冷桁USDA2145  

斤．J．tⅣ．錘鮎g∂J‡■USDA2667  

凡♪Ⅵ桁USl）A】9l  

1）〔；6PDH：gluc〔〉光6ph〔）SphaLe dell）・drr）ge】1aSe，6PGUH：6phospho－   
g】uc（）rlatedchydrl）gena紀．MD【1：Illalatedehydrngenase  

2）Nt）Ld（1tヒCLed  

合釘方が高い傾向が見られたが，NA工）＋依存型に関  

しては，調べた3種類の酵素括怖はIlヱ02の添加の有  

無に関らず．いずれも凡．毎dfrが最も低く，G6PDH  

及び6P〔；DHの惰性は見られなかった。この結果の  

みから結論づけることは困難だが，及ルビdJgUSDA191  

のNADHの生成反応系が他の薗株に比べて相対的に  

低い傾向にある可離性が示唆され，H20コの除去に関  

与するNA口十ペルオキシダーゼが十分に機能できな  

い可能性が考えられるかもしれない。   

根粒菌群は好気性細菌に属しているが，好気性或  

いは通性嫌気性跡菌群にお睾て，根粒菌群は相対的  

に1Ⅰ202に対して高い感受性を持っていると考えられ，  

特に，凡♪℃dJ■ざの感受性は高いと考えられたnカタ  

ラーゼ活惟値ヒI1202感受性との間には相関が認めら  

れることと，図表には示してしユないが，カタラーゼ  

の特異的な阻害剤であるアミノトリアゾールが培地  
中に存在するとH203に対する感受性が著しく高まっ  

たことから，H202に対する感受性はカタラーゼ病性  

に依存してしゝると考えられた。しかし，〟．ノねd才～■  

USDAl別枠の場合のように，カタラーゼに加えて，  

ペルオキシダーゼもH202に対する感受性に影轡を与  

えている可能性が示唆された。更に，大勝歯の場合，  

HzO2の添加によりカタラーゼ活性が増加するととも  

に，H20zに対する抵抗性を獲得することが報告され  

てしゝるが，これにはHzOコによって損傷を受けたDNA  

の修復機能が関与していると考えられていることか  
ら25I、H2．02感受性にはDNAの修復能力も含まれる  

と考えられる。また，乃ゆ摘細相加朗読珊では，   

HzO2に対する感受性の原内がDNAの傷害にあるこ  

とが報告されている2即。このように，細菌の¶20ヱ感  

受性には′多くの要因が複雑に関わっていると考えら  
れ，それらを総合的に評価することは大切であると  

考えられる。   

徴好気性細菌の中にはカタラーゼ活性が見られな  
い菌株が報告されてしゝる。例えば∴訪玩W如和祝融庖耽  

はカタラーゼ活性を持たないことが知られ，その生  

育がU．29メ」M程度の極微量のH20ヱで阻害されること  

が報告されている37）。しかし，根粒菌群をそれ以外の  

薗群と比較した時，根粒菌群は好気性細菌であるに  

も関わらずカタラーゼ活性が相対的に低く，H沃ゎに  

対する感受性が相対的に高い傾向が見られた。現在  

のところその意義は不明である。今後，組物との共  

生の立場から検討を加えて行くことが重要であろう。  

参 考 文 献   

1）Gibt）ins，A．M．，and Gregory，K＿F．，ReIatedト   

ness amongJ～力由けみi加Ⅲ and －4g和あα地J′は鵜   

speciesdetermhledbythreemethodsofnucleic   

acid hybridization，］．Ba仁terio】．，111，129141  

（197礼  

2）Godfrey，C．A／rhe carotenoidpi釘Ilent arId   

deo／Ⅹyribonu亡Ieic acid base ratio of a   

βみ如ろ∫緑軌．J．Gen．M記rnbわ1＿，72，399402  

（1972）．  

3）東四郎，小林不二夫，根粒歯の根粒形成遺伝√   

の構造と機能．日本農芸化学会誌，67，10651069   



大都田琢二・三浦軍紀・商 皇栄・白川雪脊■井川香子■佐藤哲也  

如拙蔀甜焼．Cam．J．加Iicrobiolり 恥12221228  

（1984）．  

ほ）AnonyImOuSりWor血ington E埠頭附M如刷1．   

WorthhlgtOn Bio℃hemiealCorporationiFree一   

如1d，N．J．pp．般45（1972）．  

16）Sagisak卑，S＿，Illjures of亡01d a亡Climatized   

poplar twlgS reStlI上i喝行01Ⅵenどymeinactjva－   

tion a王1d substrate depresshn during frozen   

storage at ambient t巳mperattユre for al（氾g   

periods．P】arltCellPhy扇01り部，11351145（1985）．  

17）Claibome，A．，aTldFridovichLr．，PurificatjQn   

oftheodianjsidinefrQmEscherichiacoliRJ．   

Biol＿Chenl．，2あ生，42454252（1979）．  

1釦Clara．艮▲1V．，and Kn脚71e＄，R．，Superoxide   

dsmutase，Catalase，andl卿0Ⅹida架inamm卿ユum   

grolVn and nitrdgeTl－fixing A点ひ坤如才J祝血   

触感勤蟻．Can．J．Microbit）1．．弧1222］228  

（】9朗）．  

19）Pa酢，Ⅵr．丁リJaとkson，LりandShivpfaSad，S・，   

Sod山mdepモn血nt Az¢tObac短rchr〔ゝOCOeCum   

strains且reaerOろdaptive」microaer叩血1ic，血ho脚→   

fixlIlgbacterja．App】一Environ，MjcrobioL弘一   

212321加（198乳  

20）Vassily，Ⅰ．R．，Isrnaeユ，H．L．，and E印era巧猟   

M．R．，Carb〔川 metaboIism enzymes of   

融ぬ加納1極細ま 用地概∴銅d庖tef机ぬ   

App】．Environ＿Mi∈rOblの1．，60，233g2342（1994）．  

21）．Ma⊂Kay」．A．，Gle†ln，A．R．，aIldDilworth，M．  

J，C4－djcarb〔FXylate metabDlismiれfree－1iving   

andbacter（lidfornlS口f鱒疫痢お町晦躯ゆ嘩卿鱒   

ⅣIN下3841－J▲Gen・MicrobiロLl弧1443－1440  

（19S軋  

22）二木鋭艶 活性穀素の消去 鉦腹分子化合物   

1 アスコルビン儀・グルタチオン．蛋白質 磯   

酸 酵嵐 茶33巻16号．2973297S（19鍵）．  

23）寺尾純二，活性酸素の作用 D療約分子との反   

応性1脂質．蛋白質 槙骸 酵素，第33者16   

号，訓6ロー3066（1988）．  

24）Ⅰくrieg，N．R．，alldHnff111aIl，P．S．，MicroaerO′、   

philya11dひⅩygeれtOXicit〉√．Ann．Rev．MiかObioし  

J川，川7130（1986）．  

25）Car】esson，J．，andCa叩eTlter，Ⅴ．S．，Th¢γ群A   

（1993）．  

4）Bergersen，F．J．．Biochemistry of symbit）tic   

nitr（唱en甑atiotlin】egume．Annu．Rev．Plan土   

Phさ㌻Si軋，22，121140（1即1）．  

5）Eady；R．R．，S血th，B．E．，C一卸丸K．A．，and   

Pbstgate．J．R．．Nitrogemase が ■即妙戒壇   

か痛血涙磁毎：purificatlりh and properties of   

compon抑tprOteins．Bit）Chem．J，，128，655675  

（1972），  

8）Puppわ，A．，Ri餌udトJリandJub，D．，Roleof   

super口実ide aniαninle由1mOglobin a11紬Xida・   

tioれ．PIantS仁i．k仕り22，353－き68（19凱）．  

7）Puppo．A．，and Ha川wel】，B▲，Genたrat匝五王f   

hydrのXylradicalsby餌匝nduleleg加増IdbirL   

P】anta17畠，405－410（198S）．  

8）Reynolds，P．H．S．，Boland，M．J．，Blevins，D．   

G．．Ramdal】！D，ロ＿，andSehubert，K．R．，Oreide   

bi喝eneSisinleguminousplants．Tremds Bi｛〉L   

dlだm．Sci．，7，366368（1982）．  

9）Yahya，K．，James，A一Ⅰ．，Imp（）TtanCe OトAn－   

aerobic SuperDXideI）ismutase S〉′nthe由iTI   

Faci】itatingO血gr耶瓶牒‖和郎頑張町割抽pon   

Entryinto an Aerobie Habitat．J．Baclかiol，，  

176．7653－7658（1994）．  

10）NaGler董0，G．．B牢こCigalupi∴L Caru勒 Cり   

F白1ice∴M．D．，a【1d Rkca，Eィ段通脇恵ね伽渥  

l毎画如如CatalasβIsanExtrace11t11arEn思yme・   

Appl．EtlViron．M元robio】．．馴，4471447ま（1995）．  

11）Ha＄San，H．M．，Frid（）血九Ⅰ．，R晦uIationりf   

the spl血esis刀f catalase and peroxidasein   

塾頭珊緑鹿0殖．J．Bio】．Chem．．253ト64456450   

た197軋  

12）Michael，A．C．，andGerald．H．E．，Tran＄missi－   

ble resi与tallCe tO PenicillillG，neDmyCln．、Land   

cbIorampbeJlico】ill斤んゴgけカ毎椚 細0兜fr〟椚．   

AntimicrぬAg∴Chまmt）ther．，4，朗825こき（1973）．  

13）Beringeナ，J．E、，R ねctor transferi†l   

都ぬ痛加温ぬ師め研叩岬．J．Gen．丸′Iicrobiol＿．   

軋1関198（1974）＿  

14）C】ara，R．Wりand KflOW】es，R，Superoxide   

dismutase，Catalase，andperoxid＆sein ammo－  

11iulⅥ軒由諏rnand niけ礪elいfixjng Az〃感ゴね地肌  



SeTLSjtivjtyofR．jn繭USDA191to H立0，andcatalase．peroxidase   

gene prodtlCしi5nlOreimportant LhaIICatalase   

alldsupel・oxidedisImutaSeinprotectjngEsc属官ガー   

chぬ〔■Oliagai11Sthydrogenperoxidetoxicity．J，   

Bacteriol．～142．319321（1980）．  

26）Stei11er，B．M．，W（）ng，G，H．W．．Sutrave，P．，   

Gra＼reS，S．．0Ⅹy詳山OXicitン・in封瑠ひ才7朔j桓／ガ血プ′〝：   

dcoxyribo†luC】eic acid sjngleStrand、ed break－   

ageiIldlleedb）r】owd（）SeSOfhyむngenper（）Xide．   

CanJ．Microbiol．，30，14671476（1984）．  

27）Padgett，Iリ．，Co＼′・er．W．ⅠⅠ．．Krieg．N．R，，TIle  

【nicroaerophilト劾玩舶用＝肋加納県ぺultivatio】1   

0n eOmPlexliquid and solid media．Appl．   

Environ∴Ⅵicr（〕bi（〕1．，43，46g477り982）．  

SlImmary  

Root nodulet）aCLeria tested（RhiBObiwm  

及焼か劾ね地肌）had a higher susceptlbility to  

hYdrogen peroxide（H，02）ascompared to other  

gcnusofaerobicatldfacu［tativeanaerobiebacteria  

（薫融dわ郁助躯．上知油げね如軋＋P杓お．弓，52r用土ね．  

月払豆路娠，α邦dJけお和C〃CC損）．Tbe H30∃SuSCepti  

bilityofJI．jyediiwasthehighestamongtheroot  

nodule bacteria tested．The catalase activities  

hadapositivemutualcorre】ationwithH20，tO】er－  

anceamoIlgthestrainstested，indicatingtha亡the  

lower eatalase activity was mainly responsible  

forhighersusceptibi】ityofrootnodtl］ebacteriato  

H20z．However，PerOXidase activitiesillR．  

．毎dブタwereconsiderabI〉′1t）WaSCOmparedtひOther  

rooしnodt11e bacteria tested，StlggeSting that the  

hi感Ier SuSCePtrbjlity of R，ノね動to H202WaS  

caused b〉r bothlower．cata】ase抑d peFO扇dase  

activities．  
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