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海藻の窒素同化機構に関ナる研究-1

硝酸還元酵素作用力測定法に就て

高木光造・村田喜

〈水産食品化学教室〉

STUDffiS ON THE MECHANISM OF NITROGEN ASSIMILATION 

IN MARINE ALGAE-1 

On the MeaSUli回lentof Nitrate Reductase Activity 

Mitsuzo TAKAGI and Kiichi MURATA 

くFac叫tyof Fisheries， Hokkaido University) 

Higher plants take nitrate from soi1 as nitrogen source， and have the abi1ity to bui1d up 

complicated organic compounds contaning nitrogen， su<とhas戸otein，nucleic acid， ph伺-

phatide， and various vitamins， in the bodi田.
As to the f国tchemical chang倍 ofnitrate taken up from roots， there are two cases; in 

the one ca田 thechange is enzymic reduction in roots， and in the other in the leaVI田.

Besid<回 th田e，there are some ca田s.which are田enunder the abnormal conditions， the 

ni甘atereduction is not performed in the roots but translocated to the tops， otherwise it 

tak回 placein the leaves as well as in the roots. Marine algae also mainly utilize nitrate 

h 配awa旬ras nitrogen source. But the mechanism of taking up nutritious salts is different 

from that of highぽ plants. In marine algae the role of the holdfasts is only to adhere to 

r∞:ks and hold their bodies， consequently the various nutritious salts are taken up by 
osmotic戸e舗町'efrom surface of frond. Therefore， the enzymic reduction of absorbed 

nitrate may be taken place in仕ond.

Conαョrningto the first materials produced by the action， many different opinions have 

been stated， whi1e， nowadays， it is said that the' materials are supposed to be ni甘ite.

Eckerson， 1924， reported the enzyme， “仰ftratereducase" which ta】王白 Pぽtin the production 

of nitrite. A∞ording to him， when the water extract of仕掛hlymashed plant tissue 
is incubated with nitrate and .glucose at pH 7.2.....7.4， aぽobical1y，for several hours， nitrite 

is produced， and the activity is largely confined to tissue which do in fact pωe弱 invivo 
the power of nitrate reduction. A variety of workぽshave furthぽ investigatedthis enzyme， 

but without concordant r，白ults，so it is conjectured， that in fact the production of nitrite 

in the Eck，ぽsonexpぽimentalt田 hniquemay be largely or whol1y due to microorganisms. 

But some enzymes from higher plants do assurely nitrate reduction. There are the aldehyde 

dehydrogena田 ofpotato tubers， and the lactic dehydrogenase of sOYbean seed1ings， both 
dehydrogena記scan uti1ize nitrate as an hydrogen acceptor in the production of nitrite. But 
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few investigations were reported regaτding to the existence of the田 enzym四 inother plants. 

1t is known in some bacilli (for example， E. coli) thぽeis an enzyme， nitrate reductase， 

which acts as the catalist of the transferring of hydrogen from the Jast hydrogen transmit-

蛤rto nitric acid， taking position at the end of hydrogen transmitter system， which hy-

drogen obtained from hydrogen donators such部， formic acid， succinic acid， and a1anine， 

is given to hydrogen acceptor， nitric acid， through some hydrogen tran剖 1ittぽ S.Nitric acid 

accepts hydrogen by this enzyme and is reduced to nitrite. 

Although we can expect in highぽ plantsand marine algaethe位蹴阻ceof the enzyme 

which tak筒 theabove mentioned role in ni仕ateassimilation， it h踊 b倒 1配置句lyc1eared. 

It would be of great interl佃tto detぽminefu此herpropぽti田 ofthis impぽtant阻 zymeof 

the nitrogen metabolism of plants involving marine algae. 

One of us， Takagi， has carried on the study of the catalase for c1arifing the physiological 

signuicance of chromoproteid in marine algae. The investigation of the problems of nitrogen 

assimi1ation must be done to bring to light the mechanism of photosynth回is. We took 

hand in the study of nitrate reductase. 

The concentration of nitrate ion， which marine a1gae can utilize as ni佐ogenso町'ces，is 

r回開ctively0.0022-0.0033 mg% in the Liman Current of Japan Sea， and 0.0006-0.029 mg% 

in the Tsushima Current， and the concentration is variable not only by wa匂rdepth but by 

田a加 ns.For example， in tl).e sea of Shuna 1sland in England， it is 0-0.0062 mg% from 
July to August， and 0.0403-0.0415 mg% from January to February. Marine algae such as 

Laminaria grow in the鵠 ason，when the nitrate decrea誕お in田awater. On the contrary， 
marine a1gae such踊 Porthyragrow in the se田on，when ni位ateis abandant in田awater. 

Thぽefore，we can easily expect that there may be great difference in activitI曲 ofthe 

nitrate reductase in tho配 marinealgae. If the optimum concentration of nitrate ion and the 

best conditions of nitrate a田imi1ationwould be clarified， the security and incr，伺singof 
various useful algal stQCks would be possible. Further， we think， if environmental conditions 

could be limited and by which quantity of protein could be increased， the ex開ctationto 

the increa槌 ofnutritive value would be possible. We want to study the above men-

tioned probl佃 lS，and in this paper we investigated the expぽimentalconditions of仕le

activity， of the nitrate reducta田 inPorthyra yezoensis and examined the measuring method. 

1. The most suitable con回ntrationof substrate， nitrate ion is 6.82 mg%. 

2. The most suitable con四ntrationof hydrogen donator， lactate is 462.8 mg%. 

3. Optimum pH of the nitrate reductase is 7.17. 

4. 1ncubation temperatur，白 anddurations were examined. 

From the above results the fol1owing method is introduced. Five cc of M/15 S有印組内

ph:>sphate buffぽ solution.(pH 7.17)， 1∞of O.Ol1M potassium nitrate， 1∞of 0.52M 
sodium lactate， 2cc of enzyme solution and 1∞of watぽ aremixed in Thunberg tube. The 
tube is kept in vacuo (< 10mm Hg) and incubated at 20c C for one hour. After incubating 

and r倒 10vingprotein， the activity of the enzyme is estimated by detぽminingthe， appear-

ance of nitrite colorimetrically with Griess-I1osvay reagent. 
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緑色植物は窒素源とL<:土壌中から硝酸塩を摂取L，それを基とL<:1菱自質，摂酸，燐脂質をはじ

め，いろいろのグィグミシに至るまでの複雑な合窒素有機物を体内で巧みに合成ナ忍能カをもつが，

根より吸収された硝酸塩が植物体内で先づ受ける化学変化については，そのま L棋におい℃酵素的還

元を受けるもの(1)と葉に蓮ばれ℃から莞けるものとのニつがある。又条件を変える乙とによてつ℃本来

根におい℃還元さるべきものがその位置を変え℃葉に移行ナるもの(2)もあ!J，担と葉いす写れに沿い℃

も同程度に還元を行うもの仰もらる。海藻も亦窒素源とし℃海水ゅの硝酸塩を最もよく利用ナるが，

栄養塩摂取の機構は陸との綜色植物とはその趣を異にL，根は岩礁に附着し℃休を支えるに遁ぎナ栄
養塩は専ら葉面よ P襲透圧にょっ℃摂取L<:いる。従つ℃吸収された硝酸複は葉に沿い℃酵豪的還元

を受けるものと思われる。

而L<:酵素的還元を受け℃最初に生成される物質につい℃は種々議論のあるところであるが，今日

では亜硝酸であろうということに大体の意見が一致し℃いる。今硝酸塩が還元され℃亜硝酸の生成が

行われる場合，これに与る酵素につい℃は各々その設を異にナ~が，古く Eckerson(4) はこの還元を

行う酵素即ち硝酸還元酵素を植物体に証明L<:いる O 即ち組織の磨砕液に葡を糖と硝酸塩とを加え，

pH7.2-7.4に数時間持気的に反応させると彊硝酸が生成され，しかも硝酸同化力の強い組織程乙の

酵素作用も強いというのであ ~o しかしその後多くの研究者(6川)( 7)が氏の実験を温試したが一致した

結果がえられなかったので.Eckersonの実験におけ~亜硝、酸の生成は恐らく大部分が細菌によったも

のであるうと推論された。 Lかし植物体からえられる酵素で，確実に硝酸の還元を行うものがるる。

それはジャガイモの塊茎のアルデヒ下院水素酵素8)と大豆のモヤシの乳酸脆水素酵素9)であれ ζれ

らはいで許れも水素受容体とし℃硝酸塩を利用L，亜硝酸を生成ナることが知られ℃いる o Lかし乙れ

らの酵素がどの程度他の植物にも含まれ℃いるかは今宵不明である。

文ある種細菌 (E.co1i)(¥O)には硝酸を堕硝酸に還元ナる酵素の存在ナミ5乙2ーが知られ℃治 t，乙の
酵素(11)は蟻酸，コハグ酸，アラ ::::.yのような水素供与体からとれてきた水素がいくつかの水素伝達体

を経℃最後に水素莞容体である硝酸に渡されるー蓮の水素伝達系の末端に位置し<:，最後の水素伝達

体から硝酸への水素の授受を触媒ナミ5酵素であることが明らか乙なったコ邸ち硝酸はこれによっ℃水

素t:受取P亜硝酸に還元されるのである。

総色，植物や海藻に沿い℃もこれと同様の酵素が硝酸同化に与つ℃いることはす分期待できる乙とで

あるが，未だこれを支持ナる根拠はひとてつもえられ℃いない。これら植物の窒素代謝におい<:，この

重要君主役割主演予るこの酵素の本性を究明ナることは極め℃興味ある問謹であミ50

偶々著者の一人〈高木y恥はさをに海藻の色素蛋自の生理的意義を覚明ナ~目的でカダラーゼの研

究に着手Lたが，光合成の機構を解明ナるには更に窒素同化の問題の検討を必占要とするので，引続き

硝酸還元酵素の研究を始めた。

海藻が窒素源ιL<:利用L<:いる硝酸イオシの濃度はその例を日本稿Fマシ海流(13)にとると 0.002

2-0.033mgタム対鳥海流(lS)にとると 0.0006-0.029mg%で深度により異るばかPでなく，時期的
にも著しく異P一例を英国の ShunaIsland(14!にとると 7，8月には0-0.0062mg，%の最小値をと
れし 2月には0.0403-0.0415mg%の最高値をとるが，硝酸イオシの少い時期に最盛期を迎える

コシプのような海藻は窒素含量が少しそれと反対に硝酸イオシの多い時期に最盛期を迎えるアマ/

Pのような海藻は窒素含量が多い。従つ℃これら海藻相互間に治ける硝酸還元酵素作用カにも亦著し

い差のあミ3 ことが容易に予想されるところであ ~o 更に著者は藻類にょっ℃利用される硝酸イオシの

最適躍度主硝酸同化の最誼条件を知ることが出来れば，それによっ℃各種有用藻類の資源確保と増産

に費ナることも可能であ~ばか bでなく，環境条件を制拠ナることによっ℃蛋白含量を著L く増進せ
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Lめうるとナれば食品的価値の増大を期ナることもあながち無理ではないと考え，以上の諸問題につ

い℃研究を行わんとしたものでる忍が，本報におい℃は先づ硝酸還元酵素作用力測定法の検討を試み

スサピノ Pを供試し℃試験を行ったのでその結果につい℃報告する。

本研究は文部省科学研究費によ~援助にょっ℃途行Lえたコ記L""C文部省に対し℃翻意を表ナミ50

又実験遂行に当り終始労を惜Lまゴド協力された佐々木宏司，池田昌一郎，細田毅ーの三君に対L心か

ら謝意を表ナ~。

実験方法

A. NO'2-透過率標準直線の作製

硝酸還元酵素作用力を測定ナる予備実験与し℃先づNO'2一透過率標準直組の作裂をナる必要があ

忍 O 即ち水素倶与体の存在の下に硝酸塩に硝酸還元酵素を働かせ℃生ナ~亜始、酸を Grie由一I10svay

試薬にょっ℃定量ナる方法に準拠したので，予め既知量の亜硝酸溶液にGriess-I10svay試薬を加え

℃生-r~呈色の度合を光電比色計によづ℃測定L. NO'2一透過率標準直線を作製したコ

く1) 試薬の調製:

(a) NaN02標準溶液

1.009gの AgN02を水に溶解L.これにや L過剰の純NaCl溶液を加え，生ヲドミ5AgClを描別L.
よく洗礁し℃櫨液及び説液を合L更に蒸溜水を加え℃全量を 1Lとナる。ヨえにこれよ TlOccをより

水を加え""c100∞となL.更にその 15ccをとって水を加えて全量を 100ccとL.乙れを標準液とナ

る。かくナるときは標準液 1cc は 4.5μg の NO'2 に相当ナ~o

(b) Griess-I1osvay試薬

0.5gのSulfanilicacid (H2N・C6IL.SO:lH +2H己.0)を30ガAceticacid (比重1.041)150ccに溶解

ナ。共にO.lg純α-Naphthylamine( ClOH.o NH2. mp 50CC)を20ccの温水に溶解L，これを滅過して

前液に加える。本液は小瓶に充たしてバラフィシで封じ，空気にふれるのをさげて保存ナる。

(2) NO'2一透過率標準直線の作製

ヨえに NaN02標準溶液を一定量宛とれこれに硝酸還元酵素の除蛋白脆色液2.5∞を加え，更に蒸

溜水を加えてlOcc と Lた後Griess-I1osvay 試薬 2cc を加え 400C に15分間加温ナ~と墨色は最大

に達ナ~。これを直ちに日立絵光電比色計により厚さ 3.5mm のセル.500mμのフィルグー乞用いて

透過互容をと測定したコ Fig.1はNO'2含量と透過率との関係者と図示Lたものである。

B. 硝酸謹元酵素作用力測定上の諸条件の検討
(1)醇素液の調製

新鮮なるスサピノ 1) (Porthyra yezoensis) 25gをとれ蒸溜水40cc.石英砂5gを加え，乳鉢に

てよく指砕Lた後綿布にて圧搾してえた汁液をと遠心分離Lて沈澱を除き，上澄液に7.Kを加えて50cc主

ナミ5。
(a) 基質濃度の決定

基質濃度が高くなあと硝酸蓮元酵素反応の速度は陸害され，又基質濃度が低い時は還元率が高いに

拘らヂ還元生成物量が少く定量が困難となる。よって還元生成物の量を最大にナミ3ための基質濃度を

検討ナるため弐の反応条件で実験を行ったコ Fig.2 はその結果を示したものであ~o
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Composition of Exp. Solution 

pH 8.0 Mj15 Sゆt"en関n'sPhosphate 

Buffer Solution 5 cc 

O.4M Sodium Lactate Solution 1 

Enzyme Solution 2 

O.OlM KN03 Solution X 

Water 

Tempぽature 20つC

Time 1 hour 

Y
一批一T

4.0 

・ロ0 F・4
3.9 

・・+1ω駒ロ~ ・.a4 ‘ 
3.8 

3.7 

‘。1-< 3.6 

望3.5
3..4 
o 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

→ mg% of nitrate ion 

Fig. 2 The Effect of Concentration 
of Substrate on the Formation of 
Nitrite ion by the Nitrate Reductase 
in Porthyra yezoensis 

Fig.2より反応液内におけ忍硝酸イオシの濃度を6.8mg%にナれば生成ナミ5亜硝酸イオシの量は

4μgとなり謹元生成物の量が最大となる。従てって実験に当って反応液量を 10ccとナミ5時は o.onM

KNOalccを加うればよいわけであミ5J

(b) 水素供与体濃度の決定

渡辺倒はさきに海藻の脆水素静素について研究L，Lactic acidに対して広く作用ナることを認め

たので水素供与体として SodiumLactate を用い~ことにLたコ SodiumLactate濃度が高くな忍よ

反応は阻害され，又低濃度の時も反応量は小とな忍故にこれを最大ならLめるようなSodiumLactate 

濃度を選ばねばならない。これを検討ナるために仔った実験の反応条件とその結果は女の如くである。

Composition of Exp. Solution 

pH 8.0 M/15 Sゆren田n'sPhωphate 

Buffer Solution 5 cc 

o.onM KN03 Solution 1 

Enzyme Solution 

O.4M Sodium Lactate Solution 

Wa旬r

T回 lpぽature 20つC

Time 1 hour 

2 

X 

Y 
Total 10cc 

4.5 

ロ。同
ω ..... . ロ4.0
..... ..... 
ロ
。
望3・5

弘、 n

01a  ・・・・・-'-
350400 450 500 550 600 650 700 

→ mgガ oflactate 
Fig. 3 The Effect of Concen位ationof 
Hydrogen Donator on the Formation 
of Nitrite ion by the Nitrate Reductase 
in Porthyra yezoensis 

Fig.3より SodiumLactate濃度の増加につれて反応量は大となり， Lactateの濃度が462.8mg，%

のとき生成される亜砧、酸イオシの量は最大となれそれより高濃度では反応量は却てって減少したコ従

って定量には反応液量をlOcc.!:.L，その中へ0.52MSodium Lactate 1 ccを加うればよいわけで

ある。

(c) pH価の決定
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従来の報文(16)(17)によれば硝酸還元酵素の Opt.pHは 7.4-7.8附近であるが，之を確めるために

M/15 Sctre沼田n's Phosphate BuffぽSolution を用いて pH の高下によ~反応量を実験してみたっそ

のときの反応条件及び実験結果は弐の如くであるO

Compωition of Exp. Solution 

M/15 Sゆ.ren田n'sPhosphate 
Buffer Solution (various pH) 5 cc 

o.onM KNOs Solution 1 

o .52M Sodium Lactate Solution 1 

Enzyme Solution 

Watぽ

2 

1 

Total 10cc 
Temperature 200C 

Time 1 hour 

εJ 
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u
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→ pH 
Fig. 4 The Effect of pH on the Formation 
of Ni甘iteion by the Nitrate Reductase 
in Porphyra yezoensis 

Fig.4より Opt.pHは7.17にあることを知ったので測定にはpH7.17 M/15S有ensen'sPhosphate 

Buffer Solutionを用いることにした。

(d) 反応温度の決定

'酵素反応も一般化学反応と同じく温度の影響を受けるが，海藻の硝酸還元酵素作用カ測定に遁当な

温度を見出ナために実験を仔った。そのときの反応条件及び実験結果は弐の如くである O もとより著

者の一人く高木下めは海藻カグラ{ゼの最適温度決定に当 t，反応時間によって見掛けの最適温度を

具にする乙とを認めたので，見掛けの最適温度が固有の最誼温度となるためには反応時間によって見

掛けの最適温度を変えない点を求めねばならないのであるが，本実験では反応時聞を 1時間とLてえ

られた見掛けの最適温度を以て測定に適当ナ~温度を決定した。

Composition of Exp. Solution 

pH 7.17 M/t5 S併en舘 n'sPhosphate 

Buffer Solution 5 cc 

o .onM KNOs Solution 1 

O.52M Sodium Lactate Solution 1 

Enzyme Solution 2 

Water 1 
Total lOcc 

Temperature variousく0_400C)

Time 1 hour 

5.0 

54.5 

句・4。
望3.5
↑ 
3.0 

o 10 20 30 40 
→ temperature (OC) 

Fig. 5 The Eff田tof Temperature of 
Incuba.tion on the Formation of 
Nitrite ion by the Nitrate Reductase 
in Porphyra yezoensis 
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Fig.5よりスサピノ Fを用いたときは最適温度は 100Cを示ナが，海藻一般の硝酸還元酵素作用カ

測定には種々の点を考慮して反応温度200Cを採用ナ-3ことtこLiヒ。

(e) 反応時間の決定

従来の報文(16)(17)によれば硝酸還元酵素作用力測定の反応時聞は 1-2.5時間でるるが，反応時聞に

よあ亜硝酸イオシの生成量を知るために反応時聞を変えて実験を行った。その時の反応条件及び実験

結果は弐の如くであミ5O

Composition of Exp. Solution 

pH 7.17 M/15 S合en記n'sPhosphate 

Buff，ぽ Solution 5∞ 

O.Ol1M KNOs Solution 1 

0.52M Sodium Lactate Solution 1 

Epzyme Solution 2 

ρ

し-
，
町a
 

V
A
 

ぽ

何

故

畑
W

2

 
20CC 

1 

Total 10cc 

Time various (ズ-3hpurs)

o 3 2 
→ time of incubation仏ours)

Fig. 6The Effect of Time of Incuba-
tion on the Fonnation of Nitrite 
ion by the Nitrate Reducta.se • in、
PorPhyra yezoe仰向

Fig.6より反応時間の長くなるにづれて軍硝酸イオシの生成量は増大ナるが1時間ιL上ではその傾
向はきがめで僅かであ-30:従てつて測定ピは1時間で充分であ-30

-(f)酵素濃度J

以上の実験によって測定の最適条件を決定したが，乙の条件において酵素量が作用力に比例す-3か

否雨乞明らがにナることが必要である。これを確揮うるため戎の実験を行った。そのときの反応条件並

びに実験結果は弐の如くでああ。

Composition of Exp. Solution 

pH 7.17 M/15 Sゆrensen'sPhosphate 

Buffぽ Solution 5∞ 

O.Ol1M KNOa Solution ・ 1

0.52M Sodium Lactate Solution 1 

Enzyme Solution X 

Wa:随r ιY

Temper祉ure 200C 

Time 1 hour 

J Total -10∞ 

6.0 

g 5.0 

Es ロ4L.o O 

"o 2.0 

望1・0
日

o 2 3 

→∞ of enzyme solution 
Fig. 7 TheEffect ofConcentration 
of Enzyme on the Fonnation of 
l、Nitriteion by the Nitrate Reductase 
in Porphyra yezoensis 

Fig.7よりこの範囲の亜硝酸イオシの生成量では酵素濃度と反応量とは比例ナる O 故に本測定条件
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は硝酸謹元酵素作用力の測定に用い'うる。

C. 硝酸還元酵素作用力測定法の決定

以上に仔った実験の結果に基いて硝酸還元酵素作用力測定法を戎の如く決定した。

Composition of Exp. Solution 

pH 7 .17 M/t5 Sctrensen's Phωphate Buffer Solution 5∞ 

o.Ol1M KNOs Solution 1 

o .52M Sodium Lactate Solution 1 

Enzyme Solution 2 

Water 1 
Total 10cc 

乙の反応液を200C，10rnm以下の真空度で1時間反応させたのち， 20% Trichloracetic acid 0.5cc， 

酸性白土19を加え，はげしく振撞L.遠心分離ナると無色清澄なるよ置液をう '->0乙れを温温Lて上

澄液を分取L，Gri回s-Ilosvay試薬2ccを加え， 400C， 15分間加湿して生十'->桃色の色調書と光電比

色計によ])3.5mmのセル.500mμのフィルグーを用いて透過重容を測定L.これをさきに示L7とNO'2ー

透過率標準直線図より生成された直硝酸イオシ量を求め，これを以て硝酸還元酵素作用力を表わナこ

とにした。而Lて乙の測定法を各種海藻の硝酸還元酵素作用力測定に誼用ナ'->0

要 約

スサピノ Pを用いて硝酸還元酵素作用カの測定条件を吟味L，測定法主実験によって決定した。

1. 基質濃度即ち硝酸イオνの濃度は6.82mgがが最遁であれ反応液を10∞c!;.ナる与をは 0.011

M KNOs1∞を加うれば充分であ'->0

2. 水素供与体与してのLactateの濃度は462.8:Qlg泌が最適であ])，反応液をlOcc主ナ'->主きは

0.52M Sodium Lactate 1∞を加うれば充分でるる。

3. 最適水素イ;t";y濃度は pH7.17であれ従って pH7 .17 M/15 Sゆren記n'sPhosphate Buff.町

Solution 5 ccを加える。

4. 反応温度は200Cを採用する。

5. 反応時聞は1時聞を採用ナる。

6. 酵素濃度は反応波書と lOccムナる主きは2cc加える乙とにナる。
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