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論文内容の要旨

同化型硝酸還元は，植物界に広くみられ，硝酸(N03-) をアンモニア (NH 4+) にまで還元する生

体有機チッ素供給の初期段i併を担っている。このNOょの同化的還元においては，まず、NOょが硝酸還

元酵素 (Nitrate oxidoreductase EC 1, 6, 6, 1) (NR) のはたらきにより，次式のように亜硝酸

(N0 2-) に還元される。

NAD (P)H+N0 3一→ NAD (P)++N02-+H20 

ホウレンソウの NR は NADH を電子供与体として N0 3ーを NOょに還元する (DN) 活性の他に，その

関連酵素活性として， NADH- チトクロム c (またはフェリシアナイド)還元活性および、FMNH 2 - ，

還元型メチルピオローゲン (MVH) 硝酸還元活性をも有し，分子内電子伝達系を形成していると考

えられる。

近年 Neurosporα crαssα， A spergillus nidulαns および Chlorellα vulgαns 等から，同化型NR

が高度に精製され，その補欠分子族およびサプユニット構造等の解析が行なわれているが，高等植物

からは，その NRの不安定性のため未だ高純度の酵素標品が得られておらず，その分子的性状は不明

な点、が多い。著者は，ホウレンソウ抽出液の NR が，リン酸イオンのような，いわゆるアンチケイオ

トロピックイオンが高濃度に存在するとき，いちじるしく安定化されることを見い出した。そこで，

この性質を利用し，ホウレンソウ葉の NR を，硫安分画，リン酸カルシウムゲルによる吸脱着，ブル

ーデキストランーセフアロースによるクロマトグラフィー，ゲルj戸過およびDEAEセルロースクロマ

トグラフィ一等の方法によって， 2.1%の収率で280倍に精製した。この高純度精製標品は，比活性

1750単位/mg タンパク質を有し，電気泳動的にも，免疫学的にもほぼ均一であり，分子量約 6 万のサ
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プユニット 2 個から成る分子量12万のタンパク質であり，他起源の NR と同様，分子内にモリブデン，

b 型チトクロムおよびフラピンを有することが示され， Neurospora の例を参考にすると，本酵素の

分子内電子伝達は下図のように考えられる。

FMNH2 MVH 
•?•? 

(-5自) I 
NADH •| フラピン→ b型チトクロム→ Mo I • N03-

• 

チトクロム c

ホウレンソウの硝酸還元は，主に葉部で営まれ，いっぽう DN活性の認められなくなったホウレン

ソウ根部抽出液中には 熱に不安定な，非透析性の NR不活性化因子が存在することが示さされた。

ホウレンソウ幼植物を， NO:iーをチッ素源とする Hoagland液から NH/ をチッ素源とする培養液に移

すと， DN活性は低下するが，これを再び~N03-あるいはN0 2- を含む培養液に移すと再び活性は増大す

る。精製NR に対する抗体を用いた実験から この活性低下期の幼植物中には 不完全な NR分子が

混在し， N03-添加による活性増大は， NR の de novo 合成に由来するというより，不完全な NRの活

性化に由来することが示された。

論文の審査結果の要旨

NADH硝酸還元酵素(以下NR と略す)は植物における窒素同化の第一段階である硝酸塩から亜硝

酸塩への還元を触媒する。これまで緑藻やアカパンカピのNRは精製されて性質が詳しく調べられて

いるが，高等植物の NR は不安定で、あるために 均ーな精製標品は得られていなかった。中川君はホ

ウレンソウ (S.olerαceα) 抽出液中のNR が高濃度のリン酸塩によって著しく安定化されることを

発見し，これを足がかりとしてこの酵素を高等植物からはじめて均一に精製する方法を開発し，その

性質を明らかにした。それによると本酵素の分子量は約12万で，分子量 5.9万のサブユニット 2 個か

ら構成されている。また，フラビン， 557nm に α 吸収帯を示すへム成分，およびモリブデン(モルあ

たり約 1 原子)を含んで、いる。本酵素は NADHのほかに還元型FMNむよび還元型ピオローゲン色素

を電子供与体として硝酸塩を還元する活性(未端硝酸還元酵素活性)およびNADHによってフェリシ

アナイドやチトクロム c を還元する活性(ジアホラーゼ活性)をもっているが，前者は青酸やアジド

で強く阻害され，後者は SH試薬や熱によって容易に失活することが明らかにされた。中川君はさら

に精製NR に対する抗体を調製し，これを用いてホウレンソウ幼植物における NR活性の増大が de

novo のタンパク質生合成によって起こることを示した。硝酸塩を窒素源として生育しているホウレン

ソウをアンモニウム塩を窒素源とする水耕液に移すと NADHによって硝酸を還元する活性はほとんど
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消失するが，上記の未端硝酸還元酵素活性はかなり残存しており，また NR に対する抗体と交叉反応

するタンパク質が存在している。この状態の植物を硝酸塩を含む溶液に戻すと完全な活性が急速に回

復するが，この過程はタンパク質生合成を伴わず，不完全な NR分子の完全な分子への転換によるこ

とが示唆された。

以上のように，中川君の業績は高等植物の代謝に重要な役割を果たしている NR について多くの点

を明らかにしたものとして，理学博士の学位に値すると思われる。
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