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海藻の窒素同化機構 K 関する研究-Vll

硝酸還元酵素に対する匝害剤の影響

高木光遁・村田喜一

(北海道大学水産学部水産食品化学教室〉

Studies on the Mechanism of Nitrogen A錨 imilation

in Marine Algae-ー班

Effect of various inhibitors on nitrate reductase 

Mitsuzo T AKAGI and Kiichi MURAT A 

Abstract 

The effect of various inhibitors on the nitrate reductase activity of Ulvaρertusa and En-
teromor，ρha Linzah舗 beenexamined. The results obtained are summarized as fol1ows: 
The activity is inhibited markedly by 10-3mol concentration of potassium cyanide and 
hydroxylamine， but no inhibition is observed at any∞ncentration of potassium fluoride. From 
the fact that nitrate reductase activity is inhibited by potassium cyanide and hydroxylamine， it 
maybe∞nsidered to have a metal∞nstituent. 
In addition， nitrate reductase activity is also inhibited by monojodacetic acid， sI町 ificin-
hibitor to the enzymes∞ntaining sulfhydryl group. This fact鉛emsto indicate that the in-
hibition would extend to lactic dehydrogenase， another position in the enz戸田system in which 
nitrate reductase takes part. 
Experiments whether the inhibition of nitrate reductase with monojodacetic acid is restOted 
or not by adding cysteine have been tried， but frustrated in this plan on aα:ount of the disturba-
nce by exα溺 ivelyaddition of cysteine to the point of causing the ∞lor reaction restilting froin 
nitrite ion. 

海藻は海水中の硝酸塩を窒素源として利用しているF拘らず硝酸還元酵素の存在，性質及びそれらの窒素

源を基にして複雑な含窒素有機物を体内で合成する機構tてついては未だ明らかでない。著者1)等は海藻tてお

ける硝酸還元酵素の存在を確認し，引続きその性質tてついて究明してきたが，本報においては硝酸還元酵素

の本態並びK酵素系を明らかにする目的で各種阻害剤による阻害実験を試みたのでその結果を報告する。

実験方法

(1)硝酸還元酵素液の調製

前報1)r-:記載した方法による。

(2)硝酸還元酵素の阻害実験法
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阻害剤としてはKCN，NH包OH，ICH2COOH及びKFの1-10-5M溶液を 1cc宛反応液中K加えた。かく

するときは阻害剤の濃度は反応液K対し10-1-10-6Mとなる。との反応液を 200C，10mm以下の真湿度で

1時間反応させたのち20%Trichloracetic acid 0.5<α，活性白土19を加え，はげしく振還したのち遠心分離

してえられる上澄液を分取し.Gri<国トIluSVay試薬2ccを加え400C;15分間加湿して生ずる桃色の色調を光

電比色計tでより透過率を測定し，それより生成された亜硝酸イオy量を求め，阻害剤を加えないときの亜硝

酸イオy量と対比して阻害率(%)を求bた。

実験結果

A.各種阻害弗I]Kよる阻害作用

試料はアナアオサ (Ulva戸rtusa)及びウスパアオノリ (EnteromorphaLinza)でえられた結果をFig.1

-2に示した。
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Fi~. 2. Inhibition of nitrate.reductase in 
Enteromurt1za Li・nzaby various 
concentrations of inhibitors 
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Fig. 1. Inhibition of nitrate reductase 
in Ulva tertusa by various 
concentrations 01 inhibi旬rs

企一企 KCN 0-0  NH20H ・-・ ICH2COOH A-A  KF 

これを阻害弗lを加えないときの亜硝酸イオシ量と対比して各阻害弗jの 10-3及び10-2M溶液における阻害

率を求めてTable1に示した。

Table 1. Per cent of inhibition of nitrate reductase activity in Ulva tertusa and 
Enteromortha Linza by 10-3 and 10-2 mol coneentration of inhibitors 
一一一一一一一一一一一一一一一 一 一一

Species Ulva pertusa E，'nter01四orphaLinza 
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却ちTable1Kて示される如くアナアオサ'ウスパア矛ノリいずれtておいても硝酸還元酵素作用はKCN，

NH包OH及び ICH2COOHによって限害されたヵζKFによっては全く阻害されなかった。町してKCN，

ー30--' 
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NH20H は10-3Mで酵素作用を著しく阻害するが.ICH2COOH は10-3Mではあまb阻害せず.10-2M にお

いて酵素作用を著しく阻害する。

KCN， NH.OH ~よって阻害されることから硝酸還元酵素は一種の金属酵素であるととが解る。叉同時に

SH酵素の特異阻害剤である ICH，COOHr-:よっても酵素作用が阻害されたが， とれは硝酸還元酵素の阻害

弗!と考えるよりはむしろ硝酸還元酵素の関与する酵素系の他の部分即ち脱水素酵素の作用を阻害じたものと

d恩われる。

B. ICH2C∞Hによる阻害作用の Cysteine添加による賦活
ICH2COOHによるSH酵素の阻害作用はCysteineの添加により賦活されることが知られているので，硝

酸還元酵素系にある脱水素酵素作用を阻害すると恩われる ICH2COOHの阻害がCysteineの添加によ b賦活

されるならば亜硝酸イオνの生成量が増加する筈である。との意図の下Kウスパアオノリの硝酸還元酵素液

に ICH.COOHを加えて1時間反応を阻害させたのち 2倍濃度の Cysteineを添加したものとしなかったも

のについて亜硝酸イオyの生成量を比較した。

Table 2はそのときの実験結果を示したもので.Fig.3はとれを図示したものである。

Table 2. Inhibition of ni仕atereductase in En-
teromorPha Linza by monojodacetic 
acid and its restoration by cysteine 
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Fig. 3. Inhibition of nitrate redu-
ctase in Enteromorpha Li nza 
by monojodacetic acid and its 
restoration by cysteine 

Fig.3r-:示される如く Cysteir胞を添加したものはいずれも亜硝酸イオシの生成量が増加しないのみでなく，

却ってOになった事実から CysteineそのものがGri儲-Ilosvay試薬による亜硝酸イオyの呈色反応を阻害

したものと考えられる。

考 察

海藻の硝酸還元騨素作用がジャガイモの塊茎のアルデヒド脱水素酵素2)や，大豆のモヤシの乳酸脱水素酵

素めのま日く.海藻の脱水素酵素が単独で硝酸塩を亜硝酸に還元するのか，或いは江上等:4)の云うま日く硝酸還

元酵素が存在して蟻酸，ヨハグ酸，アラニ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中間水素

伝達体を経て最後の水素受容体である硝酸への水素の授受を触媒するのかIてついての間接的証明として各種

阻害剤による阻害実験を行った。

~31~ 
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その結果硝酸還元酵素作用はKCN及rfNH20Hでは10-3M濃度で著しく阻害され.ICH.COOHでは10-SM

濃度で阻害は僅かであ b.10-2Mに至って著しく阻害が認bられたが.KFでは如何なる濃度においても阻

害が全く認められなかった。渡辺5)はさきに海藻の脱水素酵素Fてついて研究し，とのものは5%Ethylurethan 

によって阻害が起るが.10-'M KCN， NaF及び10-3MICH.cOOH F-よって起らないことを認めている。
故に著者等の実験結果から10-2MKCN 1':て阻害されるよラな本来の意味での硝酸還元酵素の存在するこ

とを容易K推定しえられる。而して KCN，NH.OH Kよって限容されるととから海藻の硝駿還元酵素は一種

の金属酵素であると推定される。

更に江上等:4)によると大腸菌の硝酸還元酵素は重金属欝ー素であって恐らくは鉄酵素であろうと推定し，叉

A. Nason，6)7，8J H. J. Evan噂 6)は最近植物の硝酸還元酵素Fついて研究し.Neurostora crasso及び大豆の

薬から硝酸還元酵素を抽出し，いずれも FAD及び恐らくはMoを含む金属酵素であってTPNの還元裂(大

豆の葉の酵素ではDPNでもよい〉とN03イオYの聞に作用すると述べている。海藻の硝酸還元酵素が知何な

る金属を含む酵素であるかは未知であるが，今後木議事素の単離精製を行ってこの点を究明したい主考えてい

るO

襲 約

アナアオサ及びウスパアオノリの稽酸還元醇索作用力に及ぼす種々阻害剤iの影響を実験し，次の結果をえ

た。即ち酵素作用力は10-3MKCN及びNH"OHによって著しく阻害されるが.KFによっては如何なる濃

度においても阻害されない。 KCN及びNHρHI':よって阻害されると左から一種の金属酵素であろうと示

空費した。

叉SH酵」素の特異阻害弗lである ICH2COOHtてよっても阻害されるが，これは硝酸還元酵素の関与する酵

素系の他の部分即ち乳酸脱水素酵素を阻害するものと推定した。硝酸還元欝素の ICH.COOHによる阻害が

Cysteineにより賦活されるか杏かを試みたが成功しなかった。
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