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海藻の窒素同化機構に関する研究一四

、硝酸還元酵素の中間水素伝達体に就て

高木光遺・村田喜一

く北海道大学水医学部水産食品化学教室〉

Studi邸 onthe Mechanism of Nitrogen A路 imilation

in Marine Algae一面

On the e!ectron carrier of nitrate reductaEe in Porthyra yezoe仰向

Mitsuzo TAKAGI and Kiichi MURATA 

Abstract 

Experiments were made to ascertain whether methylen blue. coenzyme l(DPN) and cytoc-
hrome Care able or unable to fulfil a 5関cificfunction as an electron caηier of nitrate reductase 
in Porphyra yezoensis. The results obtained are summarized as follows: 
1. Methylen blue can stand as a repr~氾ntativeof an electron carrier of nitrate reductase. 
2. Cytochrome C is one of the real electIon carriers of nitrate reductase. 
3. Coenzy町Jel(DPN) is not separately able to act as an electron caπier of nitrate reductase. 

硝酸還元酵素の中間水素伝達体としては，水素供与体ゃ菌の種類『てよっていろいろのものが使われるが，

CoIくDPN)や yellowenzymeくFlavoproteid)，更に少くとも大腸菌においてはCytochromeblなどが関与し

ている事実が明らかtでされた。

叉丹羽・佐藤等1)は大腸下習による硝酸の還元fせは少くとも 2種の酵素の協力が必要で，その一つは還元基

質に対する脱水素跨素であ1;)，他の一つは硝酸還元酵素であってとのごつの醇素の間K山県の説く如く Mb

くmethylenblue)で代用しうるような何らかの中間水素伝達体の存在するととを述べている。

著者等の実験においてもほ Y同様の機作によって硝酸の還元が行われるととが予想されたので，Mbt.J~:大腸

菌の場合と同様に硝酸還元酵素の中間水素伝達体の役目を代用しうるか，叉アサグサノリくPorthyratenera) 

中に CytochromeCの存在カ諜師寺2)により指権確認されているので， Cytochrome Cが海苔における硝酸

還元酵素の真の中間水素伝達体となりうるか，更に叉乳酸脱水素酵素の助酵素であるCoIの添加により海苔

の硝酸還元酵素作用力の増進が見られるか，とれらの点tてついて検討した結果を報告する。

く1)硝酸還元酵素液の調製

前報3)に言己載した方法による。

くの硝酸還元酵素作用力測定法

前報めに記載した方法tせよる。

A.硝酸還元酵素tて対する Mbの影響

実験方法

実験結果

昭和初年4月 日木水産学会年会(東京〉に於て講演
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供試海藻tま6月3日.七重浜にて採取したスサピノリ (Porphyrayezω倒的を用いた。叉Mbの濃度は

2 xl0-4M溶液を用い，その量を愛えて反応液に加えたときの実験結果を Table1K示した。

Table 1. Effe::t of graded amounts of methyle:.1 blue on nitrate reductase 
activity of PorPhyra yezoensis 

I O.Ol1M KNOa鉛 ln.Side 
chamber I I 0.52M Sodium lactate 5Oln. I 1 

pH 7.17)1/15 S伊ren開 l'Sphosphate ! 
i 5 buffer 501n. 

Main 
chamber 

Enzyme 5O)n. 

Methylen b)ue (2 x 10-4M) 

Water 

Transmission (9の

Nú~ produced くμl</1h)

09i川 :1:川::;:
|叩・11批判 ω.5l低利 8吋8叫吋臥内イ ω.1

Table 1によって示される如<Mbはスサピノり硝駿還元酵素の中間水素伝達体の役目を代用しうるとと

が解る。しかも反応液をlOccとするとき Mbの最適濃度は2x10-4M溶液O.5ccを添加し守たときで.とのと

き生成された班硝酸イオYの量は最大となった。

次に硝酸還元酵素の水素供与体として.乳酸ソーダの代bにコハグ酸， リYコ1竣，クエシ酸，グリシ:/，

L司グルタミシ酸を用い， 2 x10-4MのMbO.5ccを添加したときとしなかったときの亜硝酸イオシの生成量

を検じてみた。その結果を Tab)e2に示した。

Table 2. Effect of methyle1. blue on nitrate reductase activity of PorPhyra 
yezoensi s when use is made of su∞inic-， malic-， citric acid， glycine 
and L-glutamic acid instead of sodium lactate as hydrogen donator 

Side 
chamber 

pH7.17必/15S'Pr，聞記n'sphosphate 
buIfer鉛 )n.

Enzyme So)n. 

O.Ol1M KN03so)n. 

0.2M Hydrogen donators 

Main. 
chamber Methylen blue (2 x 10-4M) 

Water 
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一
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随
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一
戸
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川
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2 12 2 12 

|1::l:::i:::l:::|::: 

Table2 r-:よって示される如く，コハク酸を水素供与体として用いたときにはMbは乳酸ソーダと同様に硝

酸還元酵素の中間水素伝達体となりえたが，り y コ世，グエシ酸，グリシシ及rfLーグルタミン酸に対しては

明確には認められなかった。

B.硝酸還元酵素の真の中間水素伝達体について

薬師寺2)は生海苔くPoゅ，hyratener的 5Kgから Cyt∞:hromeC 1 gを結品状に分離した。今仮りにその収

量を50%とすると著者等が実験に用いる酵素液2cc中にはCyt∞hromeC約O.4mgを含むととになる。従つ
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て今CytochromeCの10-3M溶液を作製して反応液中にO.2ccを加えると上記Cyt叫 rQmeC量η約6倍量

を反応液中に新たに添加したことtてなる。との考えの下に CytochromeCの10-3M溶液 0.2∞を反応液に

加えた。との際同時に等MのCoI及び前記2x10-4MのMbをもいろいろの組合せで加えてこれらカ響素系

F関与するか否かを検討した。そのときの実験結果をTable3に示した。

Table 3. Effect of methylen blue， co 1 CDPN) and cytβcbromeC on 
nitrate reductase activity of Porthyra yezoensis 

Side 
chamber 

O.Ol1M KN03 soIn. 

0.52M Sodium Iactate soIn. 
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pH7.17sMol/n1. 5SgorenseIfs phosphate 5 5 I 5 5 5 buffer 

Enzyme soIn. 2 2 I 2 2 2 I 2 I 2 2 

Main Methylen blue (2 x 10-4M) I 0.5 0.5 I 0.5 ー 0.5 
chamber Coenzyme 1く1x10-3M) 0.2 ー 0.2 I 0.2 I 0.2 

Cytochrome C (1 x 10-3M) 0.2 0.2 

Water 1 0.8 0.3 i 0.1 I 0.6 0.3 

Transmission (%) 00.0 関 .0 88.5 88.0 

出は
88.0 88.5 

NO: produced (1叫1h) 2.10 2.10 2.55 2.70 2.70 2.55 

Table3に示される如くCoIによってスサピノりの硝酸還元酵素作用力は増加しないととが解る。而して

とれはCo1が単独では海藻の乳酸脱水素酵素の政酵素即ち硝酸還元酵素の中間水素伝達体になりえない事

実を意味すると思うが， CoIがこの場合の反応液中に充分含まれていたことによって，とれを新たに添加し

てもその効力を示さなかった事も考えられるからこの点は倫吟味の余地があると思われる。

然しながら Mbは前の実験同様に硝酸還元酵素の中間水素伝達体の役目を代用しうるととは明らかであり，

叉 CytochromeCがスサピノリ硝酸還元酵素の真の中間水素伝達体となりえたので.恐らくとのものがアマ

ノリの窒素同化に実際に関与しているものと思われる。

若宮 察

乳酸から脱水素されるときの水素受容体としては従来CoIくDPN)をtるものく筋肉の場合〉と Cytochrome

をとるもの(酵母の場合〉とのごつの型に限られている。従って乳酸から脱水素される海藻の硝酸還元酵素

系にはlVeurostoracrassaの如く CoIIくTPN)の関与は考えられない。

著者等法本実験において海藻の硝酸還元酵素はC冶Ir-:よっては確定的でないが， Mb， Cytochrome Cによ

ってその作用力を増カける事実を認めたことから海藻の乳酸脱水素酵素は酵母と同じ型をとるものではなか

ろうかと思われる。而してGrl聞 1，Stickland & Tarr心は乳酸から脱水素される硝俄還元酵素系r-:Cyt叫 rome

C が関与しないと述べているが，著者等の実験事実より海藻の硝酸還元酵素系~ Cytochrome Cが関与して

レることは疑いない。即ち

ぱo~e 02 

4たノ
Lactic Dehydrogenase ~ / 

Lactic acid → ・・・・・・・・・・・・→ Cytochrome C ~ 

¥ノよ¥
、/' }"!i!l"ei ¥ 
Mb 叫句白'ct~_ 可 NO"3

ιei.se 

-35ー



北大水産糞報 (VI. 1 

最近 A.N叩 n，H. J. Evan併はNeurostoracrassaから硝酸還元酵素を抽出し，補欠分子族としてFAD
くFJavinadenine dinucJeotide)を含む Mo酵素であって CoIIの還元型と NOaイォνとの間r-:作用すると述

べている。即ち F

Nitrate Redu氾tase
NO;;+TPNH+H+ →NO五+TPN++H与O

更に同氏等6)!まFAD(FMNをも含む〉及び Moが TPNの還元型から N03イォνに水素が渡される径路

に存在して硝酸還元酵素の中間水素伝達体の役目を果すことを提案した。即ち

TPNH-ー→FAD(ぽ FMN)・一一→Mo一一一→NOJ"

一方辻村等7}1ま広く海藻中に Flavinの存在を認Iib， 各種海渓中の Flavin含量を定量して持Kアマノリ類

K多く含まれることを証しているし，荻野めや著者の一人〈高木9))は海藻中に有機塩基としてAdenineの広

く存在するととを認めているので各種海藻中r-:FADが存在し.硝酸還元酵素系に実際に関与しているであ

ろうことは充分可能性のあるところである。

従って海藻の硝酸還元酵素系に果して FADゃ Moが関与するか否かについては今後実験的に究明したい

と考えている。

要 約

Mb， Co 1及び CytochrorneCがスザピノリの硝酸選元酵素の中間水素伝達体になりうるか否かを実験し，

次の事を明らかにした。

1. Mb は硝酸還元酵素の中間水素伝達体の役目を代用しうる。

2. Cytochrorne Cが硝酸還元酵素の真の中間水素伝達体である0

3. Co 1 は単独では硝酸還元酵素の中間水素伝達体となりえない。

木研究の遂行r-:当り種々貴重な助言を賜った本学部斎藤恒行教授に深甚なる謝意を表する。
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