
市大研報21（1里摘）：27′＼ノニ！5  

甜血ぬ肌ル撼USDA191の過酸化水素耐性変異株の  

根粒形成及び窒素固定機能について  

大和田琢二・二浦 賢紀・南  里栄  
白川 雪香・井川 香子・佐藤 哲也  

（受理：1リリ珂ミ5J】18日）  

Thenodulationeffjciencyofhydr（）gen  

peroxide－tOlerantmutantsofRhiz（）bium＿hdiiLS上）A191  

TakujiOl川rA［砧Takanor＝＼′TIUIiA，RieMINAM【，   

Yukika SHIttAlくAW＾，Kejko TGAWA，and Tetsuya SATし）  

摘  要  

過酸化水素感受性と根粒形成機能と♂〕関係せ調べるため，過酸化水素に対する感受件の  

高いRJll■z／）hiuyFLjrt］diiUSDA1910）過酸化水素耐性変異株をトランスポゾン（T115）によ  

る変異操作により得た仙丁卜、4株）。これろの変異株のCellfrcccxtractを抗原としたロ  

ケットライン免疫電気泳動では親株と鋸明稀点差牒は認められなかったが，いくつかの変  

異株の菌体内のNAD十ペルオキシダーゼ活性は，深林に比べ，過酸化水素に⊥って高まる  

傾向があった。筆封こM3には，調べた5種類すべてのペルオキシダいゼ（NAD十perOXidase．  

♪phenylenediamineperoxidase、（dianisidiIlビPL・TOXidase，g］11tathionepeT◆oXidnseand  

3，3’（‡ialrlirlり1）C【lZi〔l汀把1〕Cl・OXi山1Se）に活性が認められ，根粒重量及びアセチレン還元備（窒  

素固定能）が親株よりも高まったことから，過酸化水素に対する歯の感受性は根粒形成に  

重要な影響を及ぼすとともに，過酸化水素に対する耐性を賦与することLこより，有効な根  

粒菌の育樺のRJ能怖が示唆された。  

キーワード：根粒菌，過酸化水素（1120∠），トランスポゾン（Tr15），ペルカキシダーゼ，  

根粒形成  

レベルを調節するために特別なメかニズムが必要と  
なる3）∩外界の酸素濃度の変化に応じて一定の低膜案  

分址を積極的に維持できるように，ダイズやニーンド  

ゥの根粒では根粒の甚皮層が酸素拡散を防いでいる  
ことが報告されている1・㌔また，感染細脚の細胞質  

に存在するレグヘモグロビンは，酸素に対して高い  

緒  

根粒内での窒素凶；2過程は酸化的リン転化反応に  

よって供給されるA′1、上－が多言に要求される過程であ  

る。その－一方で，ニトロゲナーゼロ〕酸素に対する感  

受性は極めて高い▲・2）。そのエ・め，板持内の遊離醗素  
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東和性を持つとともに解離しやすしゝ性質を持ってい  
るため，バクテロイドヘの酸素の拡散を厳橋にコン  

トロールすることによって，ニトロゲナーぜを酸素  

から防御するとともに，窒素国定過程に必要なATP  

生産を促していると考えられている命・719   

ところで，大気中に存在する酸素分子は基底状態  

（30②）で存在しており，三重項である特異な電子配  

置を持つため，反応性凄低い㌔そのため，多くの好  

気性生物は酸素分・fから水分子への四電子還元を利  

用してエネルギーを獲侍しているが，その水分子還  

元過程でいくつかの中間代謝産物を生じる。これら  

はきわめて反応性が高く，晴性酸素と呼ばれる。基  

底状態の酸素分子は一電子還元を受けスーパーオキ  
シドアニオンラジかレ（・D∋）となり，スーパーオキ  

ジドジスムターゼ（SOl〕：ECl．15．1．1．）による不  

均化反応で過牽化水素卓生じる9・坤。また，きらに反  

臆、性の高いヒド豆キシラジカ／レいOH）や一要項  

教案r】02）jま，■02と過酸化水素の相互作用によっ  

て生じ‖▼12〉，これらの活性簡素は，楷1i），タンパク質ユl〉，  

桟酸ほつ，および脂質川などの細胞成分を酸化し，朝胞  

に酸素障害を与える、。根粒内では酸素濃度の調節が  

レダヘモグロビンで行われてい∧るため－ レグヘモグ  

ロビンの自動酸化により・0丘 が生産されユ7），また過  

酸化水素の作用により・OHが生産されていると考  

えられている川。そのため，これら活性酸素に対する  

防御機構が存在してしゝると考えられ，・02に対して  

はSOD昭0），過酸化水素に対してはカタラーゼ（EC  

l．11】1．断れや，ペルオキシダーゼ如」），あるいはア  

スコ／レビン勝一グルタチオンサイダル玖弼の香華が報  

告されている。   

このように，酔隆酸素は根粁菌の窒素固定過程だ  

けでなく，菌の生存にとっても大きな影響を与えて  

いると考えられる。著者らの研究で，根粒菌群はそ  

の他の好気性及び通性嫌気性の細菌群に比べて過酸  
化水素に対して相対的に高い感受性を示し，中でも  

凡」触感オUSDA191の過重糾ヒ水素感受性は最も商い  

ことが明らかになったヱ7〉。そこで，風力vd首7USDA191  

の過酸化水素耐性変異株をトランスポゾン（Tれ引  

を用‥いて作成し∴得られた変異株の根粒形成能およ  
び窒素圃足掛こついて親株と比軌検討したので報  
告する卿  

実 験 方 法   

1．菌株および培地   

薗株にはDr．1ran Berkum（Agricultural  

ResearchService，USDA．BeLtsville，MD）から供与  

された椚流血抽摘lノ転がざ tSDA191と月．  

毎似め即即珊bv．カ紘ピβJ7USDA2郎音を使悶し  

た。また，過酸化水素耐性変異株の作成には歴児農  

大学理学部生物学科から分醸された麒融炉弱地相誠  
S171ぐpSUP5nll）を円いた。根粒菌の保存用培地  

にはYEml寒天培地27），通常化水素耐性変異株にほ  

MM寒天培地細（コハク疲ナトリウム六水和物2．溺  

g，グルタミン酸ナトリウムー水和物1．21g，リン顔  

水素ニカリウムり．22g，チアミン塩取塩¢．111鳩，ピオ  

テン¶．2mg，硫酸マグネシウムセ水和物0．21g，クエ  

ン醸鉄月．41g，塩化かレシウム「水和物n．5錮g，寒天  

ほ．Og／′L（蒸膚水）pIⅠ6∴8）に0．00け5％過酸化水素を  

加えて用いた。噂賛培地にはTY増他郷を用いて30【c  

で振漁培嚢（1リリストロークノ分）し，66触mの歯液  

の濁度の変化から増殖を測定した。  

2．植物栽埠条件   

G如諭弛1傲虎（L．）九1erT．CV．StlZuh血eあるいは  

月払細雨邪乙・扉卿カ．＝L．）cv．Himekb（〕Uめ種子を80  

琴エタノールと10％次亜塩素酸ナl川ウムで表面殺  

歯した後，無窒素栽増用増穂であるNorris＆Ⅰ如e  

氏液3¢〉を加えたバーミキュライトに播種した。各種子  

には1〔性ellsノmlに希釈した虎」ね薇USDAlglある  

しゝはガ．廃紳ぬ摘㈹翻h．が此奴蘭tSDA2緋7擦  

穫歯液をl．拉あたり1mlずつ，それぞれヨ婁種し，20，000  

1ux¢）グロースチャンバー内（明期：14時r臥 22PC，  

晴耕：10時間，16bc）で50H間栽培した。  

3，過酸化水素含量の測定19・3こ11   

rし奄（freshweight）の幼根（5日齢）あるいは  

根粒（5rj日齢）を活性炭棄0．7gおよび5‰TCA7ml  

を加えて破砕し，4枚のさらしでろ過した後，18．00q媒  

宮，10分間，4L■Cで遠心分離した。上澄み杏ミリポア  

フィルタ（ポアサイズ8．45ノIm）でろ過し，その1¢P  

〃1に川OmMKP王；（pH8．4）1．9mlを混合した亀  

抑Cで川分間インキ草ペL卜した¢ さらに1m！の  

Gql即如e柚c r均g如t［0．6mれ巨4∴（2画所動】如画  

工践◎托inわ1（di泌dium §畠加）とわ＿払底M pot通in瓜  

tit即血mo汰aIatだめ1：1浪肴溶液1√巻加えて娼℃で   
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卵分間インキエペートした綾，508nmで吸光測定し  

た。プランタにはカタラーゼ溶液3〟＝1r咤／丁瑚を  

加えた。スタンダードには市販の過酸化水素抽磯）  

を使用した。  

4．過酸化水素耐性変異株の調製   

受容菌（風メⅥ桁tSDAl軋）と供与菌（g．α蘭  

S171（pSUP5011））の増葦菌液をそれぞれ10恥】ず  

つチエ←プに入れ．5，00OXg，1分間，4DCで遠心  

分離してL澄みを除去した後，ペレットを滅歯水1ml  

に懸濁して遠心分離する操作で2回洗】争した。ペレ  

ットを滅菌水10仙Ⅰで懸濁し，その5毎1を1’Y準表  

替地に置いたフィルター（AT〕VANTEC，1）．45／Jm）  

に滴下して258Cで24時間インキュぺ－下しメーテj  

ンダを行った。顔菌水1mlにフィルター上の菌を懸  

濁し，その1Q¢〝1をM丸4寒大帝地をご塗布して路℃で  

4～与日間インキェベー卜した後，サイズの大きい  

コ臼ニーを過酸化水素耐性変異株として単灘したp  

軋且ビけ7才S171（pSlIP5月1いの増登波並びにMM  

寒天培地iこは，各々30（ガg／ml），100（〟g／ml）のカナ  

マイシンを添加した。  

5．無細胞抽出液の調製とタンパ夕顔の定量払2）   

前増養した根粒菌をあらかじめ200mlの培地を入れ  

た醐伽11容の三角フラスコに移して舗PC，1帥叩mで  

旋回培養Lた後，菌を42C．1瞬間，10．脚緻pmで遠  

心分離ずる模作によって巣南した。その後，ペルオ  

キンダーゼの活性郵定には5けmⅣfリン散カリウム緩  

衝液（pH7．昏，10d凡1EDTAを含む），電気泳動に  

はリン酸緩衝液（リン醗ニナトリウム12水和物2．4g，  

リン幣一カリウム0．7g，塩化ナトリウム6．8g／L，  

pH7．8）に懸濁し，4亡C，10分間，16，駅旧rpmで遠  

心する操作で試料を2回洗浄した。歯を同じ組成の  

療衝液1mlに懸濁した私超音波処理（20〔Ⅳ，2分  

間×8回）で菌を破砕し，4ぐC，1時間，19，000rpm  

で遠心した上澄みを無細胞抽出液とした。試料中の  

タンパク質含最は，BIORADPROTEINASSAY  
（βioRad）を用いて，595n血の吸光傾から測定し  

た。標準曲線は牛血清アルブミン（BSA）を用いな。  

后．ロケットライン免疫電気泳動3呈〉   

58¢cに保持したライン川抗原（2mg／ml）と2％  
アガロー′ス Lベロナ」ル塩酸緩衝液レヾルピタール  

塩17g，1NHC】23mI几（蒸留水）pH8．6〉50ml、  

蒸留水5Uml，寒天2縫 アジ化ナトリウム0，蝮二を   

等憂混合し，1．5mmの厚壱＝こなるようにガラスプレ  

ートに流した。冷却後，4ヌ60nlnlのラインにカッ  

トし，Fig．1の1の位置に来せ，その端から烹だmず  

らしてガラスプレートを置き，その部分に2．81111の1  

％アガロ、－スを流した。冷却後，Fi革一1の2のオープ  

ンスペ一利㍉町毎繭U．S上）A191の坑軋清を7％含  

むアガロースを流した。出来上がったプレートにウ  

ェルをあけ，燕細胞抽出液（5mgハ11】）を注入し，2  

倍希釈したペロナール塩酸緩衝液を用いて，4さC，  

lmA／cmで16時間電気泳動した。電気泳動終了後．  

ゲルを0．朗％生理食塩水で3「1聞流浄しザ0．5％ニグ  

ロシンヨ容顔で染色した後，2％酢酸で脱色したや）。  

Fig．1RocketrineFmmurlく）electroph亡〉reSis，  

7．ベルオキシダーぜ活性測定   

前経で述べられた方法に経って5種類の電子供与  

体を用いて酵素活性を測定したg7」簡略すると，  

1）NADH：0．5ll・＝び囁（pH7．0川，3ml，0．2MEDTÅ  

3恥1，NAt）H（14血g／mt）3叫1，30mM H皇0240／小  

蒸留水2．55ml，試料5触1の反応液で3朝nmの吸光値  

を測定した（ⅣADHのモル吸光係数6．22mM一  

cm1）：2）Gluta比iome（GSfI）二勺．5MKP王i′（pH7．  

0）0．3ml，0．2MEDTA15〃上，2（）m加1GSHO．3ml，  
GSHreductase（2錮U／¢8ml）6JJl，NADPH（14mg／  

ml）3D直，20imMcum七三ne毎dro鼠ypert）Xide3触1，  

蒸留水2．27ml，試料50〆の反応綬で3抑1mの吸光植  

を測定した；3）0－Dianisidir【e：8．弧IKPB（pH7＿  

白）D．加止，部mMQdianisidinel触1，こ抽丁爪ヰH20⊇  

20財，蒸留水2．39mI，試料10触1の反応液で46恥m   
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ヱとが明らかになっでおり細＼虎．〝虚器が棚（劫根〉  

に感染し，根粒を形成していく過程で過酸化水素の  

影響を強く受けていることが推察された。比較のた  

めにインゲン（Pゐβ5紺ゐJ5 アノ祝なげタ虫（Ⅰノ．）cv．  

Himeteb（）u）の幼根及び根粒中の過酸化水素含量も  

Tal】1eに示したが，ダイズとの間に大きな菱は認め  

られなかったことから，Tableに示された過酸化水  

素含景は宿主及び根粒平に含まれている過酸化水素  
含量のおお柔かな目安の数億iこ催すると考えられた。  

2．過酸化水素耐性変異株の調製   

軋顔面 USDA191のDNAに†十テンスポゾン  

（1’nざ）をランダムに挿入することによって，4株  

の遇麟化水素耐性変異株（Ml～4）雀卓離：した。M  

l～M4の過酸化水素存在下における増殖の結果を  

Fig．2に示した。0．6mMの過酸化水素を含む培地に  

おいて，親株の増殖ば約24時間強く抑制され その  

後回復した。一九得られた過酸化水菜耐性変異株  

（Ml，M2，M3，及びM4株）は，0．6mMの凋陛  

化水素が存在していてもほとんど影響を受けずに増  
績を園地した（Fig．2）。親株の増殖回復後の速度と  

大きな差は見られなかったが，Mト｝M4では適醇化  

水素存在下でも増殖の停止期がほとんどないことか  
ら，これらの変異株は過酸化水素に対する抵抗性が  

高まっていると考えられた。  

3．ロケットライン免疫電気泳動   

親株の無細胞抽出液をライン抗原とし，過酸化水  

素耐性変異株（Ml～M4）についてロケッtライン  

免疫電気泳動を行った（Fig．3）。過酸化水素非存在  

下（コントロ㌧ル）において手鞠株のロケット状の  

沈降線のピータはM2よりも大きく，ⅣⅠ、1とM4より  

の吸光値を測定した（ロdianisidineのモル吸光係数  

11．3rnM1cm1）；4）Diaminobenzidi11e：0．5M  

冥PI∃（pH7．2）0．3m】，30mMH20之20伽l，150mM  

3，3diaminol〕e†1Zidinel叫1，蒸留水2．39nll，試料  

10叫1の反応液で482nmの吸光値を測定した；5′）㌻  

Phertylerlediamine：O．5M KPB（pH7．0）0．3mI，  

50mM ♪－pllenylenediamine 30止 30mM］‰0富  

200JJl，試料10伸lの反応液で鳩5Jlmの吸光値測定し  

た（♪pllenylenediamユ11eのモル吸光係数1＿545mM‾1  

Cml）。  

8．アセチレン還元活性（窒素固定活性）の測定   

接種後50日臼の植物体を密閉したフラスコに入れ，  

3（lUCで1時間インキエペ－卜した。10％アセチレン  

を注入して30ロC，2時間インキェペー卜した後，1ml  

をサンプリングした。アセチレン還元活性の測定は，  

ガスタロマトグラフイー（日立K53，検出器：FTI），  

カラム：PORAPAKN50～80mesh，カラム湿度：  

500C，イシジュクション温度：1500c，キャリアガス：  

N2，流速：3（毒血」／min）を使用した。  

実験結果及び考察   

1．宿主植物の幼根及び根粒中の過酸化水素含土   

ダイズ（G如よ′乙g椚離（いⅣ1err．cv．Suzuhime）  

の幼根中の過酸化水素〈1120立）含景は0．21（〝m紳  

g fre＄hweL抑），．根粒中では0．51（〝mnl施fresh  

輌Iight）で，これらはおおまかにn＿2及び8．′5m丸1軽度  

の過酸化水素含量に相当すると考えられた（Tal）1e）。  

著者らの研究で，斤．函押USDA191の培養後24時  

間の増殖は，0．6mI＼4程度の過酸化水素によって過酸  

化水素無添加の場合のガよそ5％にまで抑制容れる  

TabFc H202COTltentSinradiclesandnodulesforrTTedoTIG如jnemax／（L・）Merr，CV・  
Suzuhimewith RhjzobiLlm他diiUS【〉Algland Phaseo／us vuIg∂ris（L）cv．  
Himete如uwith斤値8b山朋Jegum血s即Um bv．pわ∂悪0ノ／USロA2667  

H才0包COTltentS－  
Bacteria   

Radicles Nodules  

（〃n101夜行eshⅥre短bt）  

研扉明晰鱒几．）Merr．斤．郎粛どUSDA191  n．21  n．51  

cv＿Suzuhitne  

〃毎鹿朗壷＝′報知ぬ牲．） 且～．b＼「．がぬ痕硝USDA2667  0．27  0．66  

亡Ⅴ．Hil罰eこebo11  

s  ＊Hヱ0ユCOntenSin radicle  
】m〕ぐulati（1n．r飴peCとiすely 
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も小さかっ吾が，これは抗原量の羞に基づいている  

と考えられた。生じた薄い沈降線のうち，親株と変  

異株，或いは変異株どうしの間で微妙な差異が見ら  

れるが，全体的にこれらの聞では大きな差異は認め  

られなかった（1？ig．3A，B）る確に，この免疫電気  

泳動法では細胞の大きな変化を把握することはでき  
るが，点変実（pointmutation）のような微細な変  

異に伴った表現型の変化は反映されにくいと考えら  
れる。従って，一般にトランスポゾン（Tn方）のDNA  

中への挿入箇所は1箇所程度と少ないので，得られ  

た変異株（Ml～M4）の表現塾は，親株と比べて，  

目的とする過酸化水素耐性にかかわる変異以外には  
大きな変化は生じていないと考えられた。  

4．ペルオキシダーゼ活性   

著奉らの以前の研究で，根粒菌群とその他の糾由一  

群の過酸化水素に対する感受性を比較した結果，根  

粒歯群はその他の細菌群に比べて相対的に過酸化水  
素に対する感受性が高く，中でもガ」転成USl）A191  

は根粒菌群の■l■で最も高い感受性を有していること  

が明らかになり，その高い感受性は，低いカタラー  

ゼ並びにペルオキシダーゼ活性忙依存している可能  
性が示唆された27）。F短ure4に過酸化水素耐性変異  
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Fig．2 EffectofH202／OnthegrowthofwildandH20z－  
tolerant mutants of R．frediiUSDA191．Wi［d  
（●）or H20rtolerant mutants（（3．Ml；△，  
M2；O，M3；□，M4）weregrowllaerObically  
inTYmediuminthepre告enceofO．6rnM H2O2 
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mut8nt5（Ml，M2，M3andM4）of R．fr8diiUSDA191．  
A）こQ椚r0l，郎 十8．6mM H2Q2  
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株（Mト戎胴）のペルオキシダーゼ活性を示した。  

5種類の電子供与体（NADH，♪phenylinediamiTle，  

0dianisidiIle，glutathione（GS1i）し 3，3r  

diamin（】bengjdille）を用しゝて活性を測定しが，NAI）H  

と♪一phenylen巳diamineを電子供与体とした場合の  

ペルオキシターゼ活性は，すべての菌においてペル  

オキシダーゼ蹄性総量の鮒％以上を占めていたこと  

かち，Fig．ヰにはこの2つの活性値を示した。そ¢）結  

果，♪pheny】enediamineペルオキシダーゼ活性は，  

親株及び変異株全てにおいてペルオキシダ←ゼ暗性  
綾里の10～2鵬程度であり，また，Mlで過醒イヒ水素  

処理後の活性の増加が見られたが，その値は，親株  

及び他の変異株の過酸化水素存在に滋ける活性値と  
大きな差異が認められなかった（Fig．4B）。一方，NAIJ＋  

ペ′レオキシダーゼは主要酵素であると考えられ，親  

株のⅣAD→ペルオキシダーゼの活性値は過酸化水素  

の存在下でも大きな変化は見られなかったが．Ml，  

M2及びh・14では過酸化水素処理で1．7～3．5倍め増   

加を示した。しかし，過酸化水素存有ドにおけるこ  

れらの活性値は親株の活性値（絢9uni短ノgprot由1）  

に近かった（Fig．4A）。それに対して，M3のNAEけ  

ペイレオキシダーゼ活性は過酸化水素の有無に関わら  
ず6．5～6，8（ulits／g pr（）tein）程度であったが，O  

diaIlisidine，GSH，3．3しdiaminけbenzidineのすべて  

において清性が認められ，それらの合計値はペルオ  

キシダーゼ活性総量の4．4％（過酸化水素非存在下）  

及び8．8％（過膀化水素存在下）を占めたゎ このよう  

に，過酸化水素耐性変異株のペルオキシダーゼ活性  

は過酸化水素によって誘導促進きれる可能性があれ  
中でもM3は調べた5穫頒のペルオキンダーゼのす  

ぺてで活性が認められた。尚★得られた菌株のカタ  

ラーゼ病性も測定したが，親株と変異株′との間に活  

性の有意な菱は認めらシれなかった。  

5．過酎ヒ水素耐性変異株の根粒形成とアセチレン遺   

元活性能力（窒素固定儲力）   

そこで，凡舟ピd衰よUSDA191の過酸化水煮耐性変  

異株を用いて，過酸化水系耐性と根粒形成との関係  

を明らかにすることを試みた。変異株1Ml～M4）  

を宿主（G．，指針（L．）ⅣⅠ群r＿CV＿Su夏uhime）に接種  

し，5n日嶺の根粒の教及び重鼠 

力を測定した（Fig．5）。その結果IMl，Mヱほ植物  

1個体当りの根粒着生数が親株のそれぞれd．】倍，1．9  

倍に増加したが，根粒重量は逆に親株の1ア％（Ml）  

及び8％（M2）に減少し，結果的にアセチレン還元  

能力（ARA）も頼株の27％．（Ⅳれ）及び13％（Ⅳr2）  

に減少した（Fig，5）。一方，M3の植物1個体当りの  

根粒数は親株の70％程度だったが1根粒重量は逆に  

高く，親疎の1．4倍に増加し，ARAもおよそ1．2倍に  

増加した。また，図には示していないが，楕物体重  

量も親株が接種された時に比べおよそl．2倍に増加し，  

M3は親株よりも優れた根粒を形成したと考えられた。  

M4の根粒数，重量及びARAは親株と類似した値で  

あった（Fig．5）。   

これまでの研究から，通弊化水素に対する耐性（感  

受性）は主にカタテーゼに依存しており，ペルオヰ  

シダ←ぜもそれに関っていることが示唆されてもうる27）じ  

従って，過酸化水素耐性変異株には高いカタラーゼ  

活性の発現が期待きれたが，本業観で得られたて変東  

棟心力タラーゼ活性は親株との有膏差が見られなか  
ったことから，ペ／レオキシダーゼが適厳化水素耐性  
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与することによって，有効で優れた根粒菌の育種の  

可能性を示唆していると考えられる。  
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CV．Suzuh盲rne．  

A〉nocFulenumbe「，B）noduleweight，C）acetylene  
reductionactivity（ARA）  
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J）ペルオキシダーゼ活性はカタラーゼよりもかなり  

低い傾向があり，また，過酸化水素の耐性機構には  

多くの複雑な適応機能が働いていると考えられるこ  
とからZ7），何られた変異株♂〕表現塾を明らかにすると  

ともに，それに関連した遺伝子の検索も重要である  

と考えられる。本案験により，過酸化水素が根粒形  

成に大きな影響を与えている可能性が示されるとと  
もに∴飽酸化水素耐件をペルオキシダーゼあるしうは  
カタラーゼの子音匝を高める等釦方法によって南に賦  
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Summary  

S血治屈服狛摘油り転成＝∬DA1911lraS SenSi  

tivetohydrogenperoxide（H2O2），H202－tOlerant  

mtltantS（Ml，M2，M3aTldM4）ofthis5trairlWere  

COnStnlCted恒′uSing traTISpOSOn（Tn5）to esti－  

m孟陀the re】ationship betlV既n tI20ヱSenSjtiヽ7わー  

a【1d nodulatiollefficjeney．TlleprOf‖eofrocket  

lilleimmuIlOelectrophoresis showed that there  

WaS nO Slgnificant difference between the wild  

type and the mutants．However．NAI）▼perox－  

idaseactivityofs亡mlemutantStendedtoincrease  

illthepresenceofH20zascomparedtowi1dtype．  

Allperoxjdase activities tested（NAI）一 peroxL  

i血se．pPhenylenediamine peroxidase，0  

dianisi′dine peroxidase，gl11ta亡hione peroxidase  

and 3，3’－diaminobenzidirle perOXidase）were  

fotlndinM3andthenodulatioIlefficiency（nodule  

WCight and acetylenc rcdtlCtioIlaCtivity）of this  

mutant was higher tha11the wjld type．These  

resuItssugge琴tthatHン02tOlerancewasaflimpoト  

tarLtfactoi・in nodulation alld theenhancemeTlt Of  

H2Oz tulerance ofroot rLOdule bacterialeads to  

theimprovementofnoduユationefficiency．  
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（H2D已），tra11SpOSOn（Tn5），pel◆ox－  

idase，110dulatio11▼  
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