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1.c.1 硝酸還元酵素及び亜硝酸還元酵素の種

類

硝酸還元酵素は，硝酸イオンを亜硝酸イオンに還元す

る反応を触媒する酵素である．光合成生物には，電子供

与体としてフェレドキシンを用いる酵素とNAD(P)H

を用いる酵素があり，いずれもモリブデン酵素である．

亜硝酸還元酵素は，亜硝酸イオンをアンモニアに還元

する反応を触媒する酵素である．光合成生物の亜硝酸還

元酵素は，シロヘムを持ち，フェレドキシンを電子供与

体として用いる．

1.c.2 実験方法

1.c.2.1 NAD(P)H依存型硝酸還元酵素の活性測定

（植物組織)

１．植物組織（約100mg）を液体窒素で凍結させ，乳鉢

と乳棒を用いて粉砕し，酵素抽出液（50mM
 

HEPES-KOH pH7.5，5mM EDTA，10mM2-メ

ルカプトエタノール，1mM DTT，0.5mM PMSF，

5mgポリビニルピロリドン）300μlに懸濁し，遠心

（15,000×g，３分）後，その上清を酵素溶液として

回収する．

２．酵素溶液100μlに反応溶液（50mM HEPES-KOH

 

pH7.5，1mM DTT，2mM KNO）150μlを加え，

30℃で１分間インキュベートする．

３．0.6mM NADH（またはNADPH）溶液50μlを加

えて反応を開始させる．

４．経時的（５分おき）に50μlサンプリングし，直ちに

450μlの氷冷した水と混合し，激しく撹拌すること

で反応を停止させる．NADH（またはNADPH）を

空気中の酸素と反応させることで酸化し，反応を停

止させる．

５．反応液中の亜硝酸イオンの濃度を測定し，その増加

速度から硝酸還元酵素活性を算出する．

高等植物の硝酸還元酵素は，翻訳後修飾により活性調

節を受けている．リン酸化された硝酸還元酵素は，14-3-3

タンパク質と結合し不活性化される ．この翻訳後修

飾には２価のカチオンが必要であるため ，酵素抽出液

中のEDTAの代わりにMgClを加えると，活性化状態

の硝酸還元酵素の活性のみ測定することができる．

1.c.2.2 フェレドキシン依存型硝酸還元酵素の活性測

定（ラン藻)

フェレドキシンを電子供与体とする硝酸還元酵素（お

よび亜硝酸還元酵素）の活性測定には，NaSO により

還元したメチルビオローゲンを電子供与体として用いる

のが一般的である．

１．ラン藻細胞（0.2～0.5mgChl）を遠心（2,000×g，

10分）により回収し，無窒素培地 で洗浄後，無窒
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光合成生物の多くは，硝酸イオンをアンモニアに還元し有機窒素化合物を合成する硝酸同化機構を

持っているため，硝酸イオンを窒素源として利用できる．本章では植物及びラン藻の硝酸還元酵素及

び亜硝酸還元酵素の活性測定方法について紹介する．
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Nitrate,which is a major source of nitrogen for photosynthetic organisms,is reduced to ammonium by the
 

sequential action of nitrate reductase and nitrite reductase.In this chapter,we describe the methods to measure
 

the activities of nitrate reductase and nitrite reductase in photosynthetic organisms.
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素培地1mlに懸濁する．細胞質膜の透過性を高める

ために，細胞懸濁液にトルエン25μlを加え，２分間

激しく撹拌する．

２．6mM KNO を含む炭酸緩衝液(120mM NaHCO/

NaCO，pH10.5）2.43mlを試験管に入れ，30℃

に保温しておく．

３．これに100mMメチルビオローゲンを0.12ml，ト

ルエン処理した細胞懸濁液を0.15ml加え，30℃で

５分間インキュベートする．

４．次に100mM NaSO（0.3M NaHCO に溶解す

る）を0.3ml加え反応を開始する（メチルビオロー

ゲンがNaSO により還元されることで反応液が

青色に変わる）．

５．経時的（３～５分ごと）に0.5mlサンプリングし，

（反応液の色がNaSO を加える前の色に戻るま

で）激しく撹拌する．NaSO を空気中の酸素と反

応させることで酸化し，反応を停止させる．

６．反応液を遠心（15,000×g，１分）し，上清を回収し，

反応産物である亜硝酸イオンの濃度を測定する．亜

硝酸イオン濃度の増加速度から硝酸還元酵素活性を

算出する．

無窒素培地

ラン藻培養用培地BG11 のクエン酸鉄（ ）アンモニ

ウム，硝酸ナトリウム，硝酸コバルトをそれぞれ同濃度

のクエン酸鉄（ ）水和物，塩化ナトリウム，塩化コバ

ルトで置換して作製する．培地のpHは，20mM
 

HEPES-KOHで8.2に合わせる．

1.c.2.3 フェレドキシン依存型亜硝酸還元酵素の活性

測定（植物組織)

１．2-1の１と同じ

２．酵素溶液50μlに反応溶液（50mM HEPES-KOH
 

pH7.5，1mM DTT，2mM メチルビオローゲン，

1.5mM NaNO）200μlを加え，30℃で１分間イン

キュベートする．

３．60mM NaSO（0.3M NaHCO に溶解する）を

50μl加え反応を開始する（メチルビオローゲンが

NaSO により還元されることで反応液が青色に

変わる）．

４．経時的（５分おき）に50μlサンプリングし，直ちに

450μlの氷冷した水と混合し，（反応液の色がNa

SO を加える前の色に戻るまで）激しく撹拌するこ

とで反応を停止させる．NaSO を空気中の酸素と

反応させることで酸化し，反応を停止させる．

反応液中の亜硝酸イオンの濃度を測定し，その減少速

度から亜硝酸還元酵素活性を算出する．

1.c.2.4 フェレドキシン依存型亜硝酸還元酵素の活性

測定（ラン藻)

１．2-2の１と同じ

２．1.5mg/ml 臭化セチルトリメチルアンモニウム

0.15mlとMOPS緩衝液（40mM MOPS-NaOH，

pH7.2）1.98mlを試験管に入れ，30℃に保温してお

く．

３．これにトルエン処理した細胞懸濁液を0.3ml加え，

30℃で５分間インキュベートする．

４．次に100mMメチルビオローゲンを0.12ml，10

mM NaNO を0.15ml加え，30℃で５分間イン

キュベートする．

５．さらに200mM NaSO（0.3M NaHCO に溶解

する）を0.3ml加え反応を開始する（メチルビオ

ローゲンがNaSO により還元されることで反応

液が青色に変わる）．

６．経時的（３～５分ごと）に0.5mlサンプリングし，

（反応液の色がNaSO を加える前の色に戻るま

で）激しく撹拌する．NaSO を空気中の酸素と反

応させることで酸化し，反応を停止させる．

７．反応液を遠心（15,000×g，１分）し，上清を回収し，

基質である亜硝酸イオンの濃度を測定する．亜硝酸

イオン濃度の減少速度から亜硝酸還元酵素活性を算

出する．

1.c.2.5 亜硝酸イオン濃度の測定

１．スルファニルアミド0.5g，N-1-ナフチルエチレン

ジアミン二塩酸塩0.01g，塩酸6.25ml，蒸留水

141.25mlを混合し，発色試薬を作る．

２．サンプル0.05mlを発色試薬2.95mlと混合し，15

分反応後，540nmの吸光度を測定する．検量線作成

には，０～0.5mMの亜硝酸イオン溶液を用いる．
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