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難 肝 臓 の 硝 酸 還 元 酵 素(III)*

酵 素 標 品 に つ い て

大 村 浩 久

On the nitrate reductase of the fowl liver (III) 
       On the preparation of enzyme 

            Hirohisa Omura

生体組織には種 々の酵素の外にこれ等に関与する多 くの物質が含 まれていて互に影響し

ながら組織特有の反応系を形成している.従 つて組織内に於ける酵素反応の特性を知るに

は切片乃至ホモゼネート を用いて研究する事が好ましく従来は 組織の磨砕懸濁液を3000

r.p.m.で5～10分 遠心分離して料大部を除いたホモゼネー トを酵素液とした.難1)と 廿日

鼠或いは牛2)の 肝臓による硝酸還元酵素作用には水素供与系としての種 々の脱水素酵素 と

の共軌関係及びアルデヒドの影響3)若 しくはプリン類の反応阻害4・5・6)等に多少の差異が観

察 された,特 に後者は硝酸還元酵素の本体に関する アルデヒド乃至キサンチン酸化酵素

説7β)や哺乳類で尿素,鳥 類では尿酸を最終生成物 とするプ リン代謝系の粗異等と関連 して

興味が深い.併 しこれ迄の経験では肝臓組織内に含 まれている低分子物質の種類,量 等に

よって支配される反応系が動物でそれぞれ異なつているために硝酸還元酵素作用にも影響

して間接的に若干の相異を惹ぎ起 し,観 察された差異が醇素の本質そのものに基 くもので

あるかどうかは疑問 であつた.

一方牛肝酵素の部分精製を行いその性質を報 告した.9)特に本酵素がアルデヒド及びキサ

ンチン酸化酵素と密接な関係を持ちこれ等 の酵素活性は常に伴われ るがその作用力は必ず

しも平行するものではない琳を観察した.こ の事は難肝透析ホモゼネート についても略ζ

同様であるが酵素そのものの性質をより明確にするために今回は牛肝の場合に傲つて精製

した酵素標品について実験した.

実 験

酵素標品の調製

牛肝の場合 と略同様にして調製出来ることが判つたので次のように行つた.新 鮮肝臓を

よく水洗し鋏で小片に切 り等量のpII7.2の0.05M燐 酸緩衝液にWarlingブ レンダー

でホモゼネー トを作る.之 を予め60～70。 に加熱 した4倍 量の緩衝液に烈しく掩搾しなが

ら徐々に添加,55.に5分 間保つた後流水で急冷する.3000r.P.m.で30分 間遠心分離 し上

澄に硫安結晶 を溶解0.6飽 和とし暫 く放置した後沈澱を遠心分離して集める.之 を再び同
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じ緩衝液に溶かし硫安0.2飽 和とする,生 成 した沈澱を遠沈除去し上澄を0.5飽 和 として

析出した沈澱を集める.次 に今度は水に溶かした後硫安0.25乃 至0.5飽 和間の沈澱を集め

る.こ の沈澱の溶液はかな り強い酵素力を持つが黄赤褐色を呈し然も多少濁つている.そ

こで沈澱を水に溶かし燐酸石灰 ゲルを加え暫 く掩控した後遠心分離する.数 回繰返すと酵

素は殆ど完全にゲルに吸着され残存液は無色透明になる.次 いでpH7.2の0.25M燐 酸緩

衝液でゲルか ら溶出,淡黄色稀に淡黄褐色の透明な溶出液が得 られる.こ れから硫安0.6飽

和で塩析,遠 心分離して集め更にBuchner漏 斗を用いて吸引濾過出来 るだけ脱水してか

ら冷蔵庫に保存する.ゲ ルを_?i.-lif]めた吸着柱に酵素水溶液を通して吸藩,水 を通して洗滌後

0.25M緩 衝液で溶出してもよいが多量の試験には適当しない.ゲ ル処理で?國濁部が最 も吸

着され易 く溶出されに くい事が示唆されるので酵素水溶液に少量のゲルを抑えて液を 透明

にし硫安沈澱を行つてもよい.こ の酵素標品 は水或いは緩衝液に非常に溶け易 く透明な溶

液 となつて,15000r.p.m.で60分 間 高速遠心分離を行つても殆ど沈澱を生じないで完全

に溶解 している事を示 した.

大腸菌々体を超音波で破壊 しその抽出液を透析後硫安飽和度0.2及 び0.5の 間の沈澱を

真空デシケーター中で 乾燥すると硫安結晶の混つた 乾燥酵素標品が得 られ 真空 デシケー

ター中氷室に保存すれば数 ヵ月間はその活性を維持するとい う.10)之に対 し肝臓酵素剤は更

に減圧乾燥或いは凍結乾燥すれば著しく変性されて暗赤褐色の膠様物質に変化して硫安結

晶中に混在 し然 も難溶性 となつて酵素活性をも失 う.こ の変性は濃厚硫安によるものと考

xら れる.事 実酵素液を流水透析して硫安を除いた後に凍結乾燥すれば褐変膠化は避けら

れて淡黄褐色の粉末標品 が得 られるが溶解度を多少減ずる程度であつた.併 し活性は完全

に失われた.勿 論透析によつて活性の低下は起 るが完全に消失する事はなかつたのて乾燥

Fig. 1. Absorption spectrum of enzyme preparation.



によつて失活すると思われる.従 つて酵素標品は或る程度湿つた状態に保つ事が必須の条

件であ りBuchner漏 斗上で出来るだけ吸引した状態で冷所に保存する事が好ましい.

これ等の性質は細菌酵素と顕著な対比を示すものであるが牛及び廿日鼠 の肝臓酵素 とは

何れも全 く同様であ り精製による活性の増加も略同程度に達成された.併 し水溶液の吸収

スペクトルは特に紫外部に於て明白に異なつている.第1図 はBeckmanDU型 分光光

度計を用い酵素標品25mgを10mlの 水に溶かして可視部,そ れを更に10倍 稀釈 して

紫外部のスペクトルを測定したものであ り還元にはハイ ドロサルファ・イトを用いた.

可視部では牛の酵素 と同様に405mu附 近にピークがあるが紫外部では250mμ 附近か

ら280mμ に亘つて平板であつて牛の場合のような特有の山は見 られなかつた.還 元すれ

ば紫外平坦部を含めて全域に亘 り一般に吸収が若干宛増加 し405mμ 付近の吸収だけは逆

に減少した.

この様にして調製した標品は第1表 に示すようにかなりの長期間使用に耐える活性を保

持する.酵 素の活性は調製後0'乃 至3。 の氷室に保存した同一製剤20mg宛 について2日

及び45日 後に後述する条件で測定したものであつて1ヵ 月半後も尚使用し得た.Fe*の

効果についても後で示す.

Table 1. Preservation of enzyme preparation.

酵素作用の測定

大腸菌酵素では蟻酸脱水素酵素がr`rまれているため蟻酸を加えて同酵素を水素供与系と

して硝酸還元酵素に共椀させて反応を測定している.肝 臓ホモゼ ネー1・の場合組織に固有

の水素供与体が含まれているために基質を特別に加える必要はなく叉更に透析 しても尚若

干の活性を示した.併 しアセ トアルデヒ ドの外種 々の有機酸を添加すれば或る程度 活性が

復活した.後 者の中では特に林檎酸,グ ノレタミン酸及びYL珀 酸が有効であつて0.01M程 度

の添加で何れも無添加反応区の2倍 を凌駕した.'f肝 精製酵素ではアセ トアルデヒドが水

素供与体 として酵素活性の発現に不可欠であつて その他の有機酸類は殆 ど効果が無かつ

た.難 肝酵素に於ても第2表 に示すように全 く同様であつて,こ の事はホモゼネート 中に

共存する種hの 脱水素酵素が上記精製過程に於て除去若しくは不活性化された事を示唆し

メチレンブルー脱色試験でも確められた.従 つて水素供与体を添加しても硝酸還元酵素に

共暢する脱水素酵素が作用していないために反応は起 り得ないと思われ る.

Table 2. Hydrogen donator.

 Lnzyme 25 mg, pH 6.0, 40°C, 120 min.



Fig. 2. Effect of amounts of nitrate and acetaldehyde 

             on the nitrate reduction.

!卜肝酵素の反応系に於て0 .02M以 上の硝酸塩及び アセ トアルデヒドでは 亜硝酸生成堂

は略 一定に達する車が観察されたので爾後その量を用いてきた.難 肝酵素でも概ね同条件

が踏襲出来る事が第2図 から明らかになつたので特記しない限 り之を用いた.

酵素活性が酵素最並びに反応時間と直線関係にある事は粗酵素液でも報告した所で ある

が第3図 のように精製酵素に於ても勿論確められた.

Fig. 3. Effects of the reaction time and amounts of 

   enzyme preparation on the nitrate reduction.

亜硝酸の定量は常法通 り醋酸 ウラニウムで除蛋白した清澄な反応液をGriess氏 試薬で

発色 させ,そ の赤色の強 さを日立光電比色計で緑色 フィルターを用いて測定 しているが,

5乃 至15μMの 亜硝酸濃度が好適である.後 述するよ うに酵素標品の活性は原料肝臓によ

つてかな り変動するので各酵素剤について適当量を予め求めてお く"3・が好ましい.亜 硝酸

生成量が非常に多い場合は発色試薬によつて直ちに沈澱を生ずるので適冗稀釈 した後に発



色しなければならない幅よ当然である.而 して叉酵素液は各試験について同時に調製 し必

要,F7FJi.宛分配しなければな らない事も勿論である.

最適温度

牛肝酵素での硝11唆還元は55'で 活性が最 も強いがFewを 添加した場合はその最適温度

は50'に低下 した.難 肝酵素では更に高 くremを 添加しても尚60'に 至適値を持つ事が

示された.こ れは鳥類の体温が哺乳類のものよりも高 く耐熱性が大きいと考え られる事と

関係があるのではないかと思われる.温 度が更に高ければそれだけ酵素自身熱変性のため

活性が低下するので反応時間とも関係があると思われるが,第4図 に示す ように少な くも

2時 間以内では至適値に変化がなかつたが70。 では既に亜硝酸生成景は略同一であつた.

併 し牛肝の場合にも述べたよ うに反応を嫌気的に行 うため突沸が甚 しく実際上の操作に困

難であつたので,特 記する以外は従来同様40'で 測定した,

Fig. 4. Effect of reaction  temperature on the 

             nitrate reduction.

最適pH

牛肝粗酵素液での最適pHは5.8附 近であつて肝臓磨砕液のpHと 大体一致 したが,

江 ヒ氏等11)が同氏等の酵素標品について報告した約7.6と はかなり異なつていた.こ れは

酵素の精製度の相異によるものであつて精製を重ねるに従つてアルカリ側に移動し一致す

るに至るものではないかと考えた.然 るに硫安分別を繰返し燐酸石灰 ゲル処理を行い当時

江上氏等が用いた標品よりも更に純度が高いと思われ る酵素標品 についても5.8附 近にあ

つて粗酵素液のものと一致 した.難 肝粗酵素液の最適pHも 同様に5.8附 近にある事は既

に報告したが,精 製酵素についても第5図 に示すように同…pH値 を示 し牛肝の場合と全

く同様iであつたが,更 に酸性側4.2乃 至4.5附 近に第2の 山が観察された事は難肝酵素特

有の現象であつた.

金属の影響

牛肝酵素の{1製 に際 し活性が急激に低下する事を屡 ζ経験しFe*に よつて 恢復される

事が観察された,難 肝酵素に対しても第3表 に示すようにFe*が 有効である事は 明らか

である.



Fig. 5. Effect of pH on the nitrate reductase and 

            the aldehyde oxidase. 

           Table 3. Effect of  Fef+.

本試験に於ては夾雑 する金属の除去には特別に考慮はしなかつた.即 ち硫安は布販…級

試薬をそのまま用い蒸溜水は当研究窒の金属製蒸溜水禦造装催て調製したものであ り,緩

衝液,硝 酸塩溶液等は この蒸溜水を 用いて 再結したものから調製した.蒸 溜水は比抵抗

15×1049cm位 であつてヂチゾン試薬でかな りの呈色を示 し,叉 当研究窒の水道水は殆ど

零,日 本オルガノ商会製 イオン交換純水製造装置で蒸溜水を更に処理したものは50v100

x1049cmを 示した.従 つて反応系には相当量の金属が含 まれている筈であつて,此 の状

態で尚Fewが 有効である事を第3表 の結果は示すものである・

之に対 して他の金属イオンはFewを 含めて賦活効果を示すものは認められず却てその巾

の二,三 は阻害した.

Table 4. Effect of metal ions.

牛肝酵素でも阻害作用を確認したZn*,Mn什 の外にCa*,Mg梓 等 も明らかに反応を抑

制した.Cu+及 びCumは10-4Mを 試験したが尚強い阻害を示 しホモゼネートで既に報

告した所と一致した.

酵素の活性が緩衝液の種類で異なり醋酸塩に於て燐酸塩を用いた場合 よりも有効な事は

既に憾 報告したが難肝精製酵素でも同様であつた.し かしFe秘 こよる賦活効果は牛肝の

場合と等しく燐酸緩衝液で著しい事は第5表 の結果から明らかである.



Table 5. Effect of buffer.

この脇 よ酵素の特性よりむしろ緩衝液自体の性質によるものと考えられ,ピ ロ燐酸塩が

金属とキレー ト結合を生ずる点などか ら説明を示唆されると思われる.

阻害剤の影響

ホモゼネー トについて既に種 々の金属並びにsH試 薬が阻害する事を示したが,第6表

に精製酵素を用いて試験 した結果を 一括表示する。

Table 6. Effect of inhibitors.

酵素の精製によつて特にアザイド,8一ヒドロキシキノリンによる阻害度は増したが,チ

オ尿素やPCMB阻 害は緩和される等多少の変動はあつたがホモゼネート と全 く同様に金

属及びSH基 の関与が示唆された.一 般にFe*添 加反応系で阻害度が大きい事は金属試

薬については当然考え られる所であるが,モ ノヨード醋酸やPCMB等SH試 薬に於ても

Fe*区 で強い阻害を示 した.こ れ等の点か ら精製途中に解離し易いFe井 イオンの他に尚

金属が含まれて居 りSH基 と共に 酵素作用に関与する事が推定される.更 に解離 し易い

Fewの 酵素への関与,恐 らく酵素との結合には少なくもSH基 が関係 していると思われる.

チオ尿素の場合Few添 加区に於て却て阻害度を減少しているが,こ の原因については判

らない.

水素供与系

水素供与体としてアセ トアルデヒドが不可欠の事は既に述べたが,こ の事は古 くから主

張 されてきたアルデヒド酸化酵素説を裏付けるものとも思われる.し かしアルデヒド酸化

酵素 と硝酸還元酵素との両活性が必ずしも平行しない事をホモゼネートで 既に確めたが,



精製酵素でも同様であつた.第7表 は異なつた個体肝臓から同 一の条件 で調製 した酵素標

品20mg宛 を用い同一条件で硝酸還元及びメチレンブルー脱色試験を行つたものである.

アセ トアルデヒドを加えなければ両活性が認められない事は勿論である.

Table 7. Activity of the nitrate reductase and the aldehyde oxidase 

         of several enzyme preparations.

 00  : Dye was not decolored in 120 min. 

 Enzyme preparations were purified by the same procedure, but from different livers of 

fowl. Assays of activities were performed under the same condition using 20 mg of prepa-

rations, respectively.

而して多数の材料での経験では脂肪分の多い黄褐色 の肝臓よりも赤褐色のものが 原料 と

して好ましく,強 い活性を持つ酵素標utrnが得 られるようであつた.

叉メチレンブル0脱 色で測定したアルデヒド酸化酵素力の最適pHは6.3附 近であつて

第5図 に示すように硝酸塩還元のものよりも若干アルカ リ側にあつて,両 酵素の差異を示

唆する…根拠でもある.

キサンチン酸化酵素との関係についても,こ の酵素の基質キサンチン及び ヒポキサンチ

ンの添加でホモゼネート の酵素力を強 く促進するにも拘 らず硝酸塩の還元を抑制する」拝を

観察したが,後に示すようにキサンチン,ヒ ボキサン自身水素供 与体の能力を持つ事はアル

デヒド酸化酵素 と同様にキサンチン酸化酵素説をも無視する腕よ出来ない理由で あるが,

これ等の点を考慮して前報で主張したように硝酸還元酵素はアルデヒド及び キサンチン酸

化酵素 と同一若しくは異なるにせよ少なくも活性中心は異なると推定出来る.

粗酵素液を透析すれば活性を低 下するがアセ トアルデヒド或いは林檎酸等の有機酸類で

或る程度恢復される外に粗フラビン抽出液も有効である脳よ前報で述べた,こ の抽出液は

精製酵素に対する水素供与体 として アルデヒドに代 り得 る事は第8表 から明らかであつ

て,そ の効力を持たない上記有機酸類 とは異なつている.フ ラビン抽出液は前報記載のも

のであつて10倍 稀釈液を15mg当 りの酵素にそれぞれ添加した.

Table 8. Effect of raw  flavin extract.

フラビン抽出液の添加量が多いと却て亜硝酸生成量を減少するようであ り叉 アセ トアル

デヒ ドの効果に対する促進作用ははつき りしなかつたが,ホ モゼネー トのように打消す事

は認められなかつた.



次にLePage12)の 方法に従つて酵母からDPN製 剤を調製 した.2ポ ン ドの市販パン

酵母を90乃 至92'に 保ちながら熱水80mlに 烈しく概搾しなが ら添加,約8分 間で加え終

り加熱を止め速かに室温迄冷却,80乃 至1009のSuperCelを 加え大型Buchner漏 斗

を用いて吸引濾過,黄 色微濁の濾液915mlを 得る.之 にその1/10容 の25%塩 基性醋酸

鉛溶液を加え アンモニア水でpH8に 調節する.生 じた沈澱を濾別 した淡黄色の略t透

明な濾液を醋酸 でpH6.5と し25%硝 酸銀溶液11。5m'を 掩搾 しながら加え冷蔵庫に一

晩放置する.上 澄液の大部分を傾薦 して除き残 りを遠心分離する.沈 澱を蒸溜水で洗滌後

10乃 至15mlの 蒸溜水に分散 し硫化水素 ガスを通じて硫化銀を沈澱 させる.遠 沈後沈澱

を再び水で洗い上澄液に洗液を合わせ40mlの 黄色,稔 粘稠な溶液を得 る.之 を通気 し

て硫化水素を除いた後5倍 容量の冷アセ トンを加え一晩冷蔵,生 じた沈澱を遠心分離して

集め3回 冷アセ トンで 洗つた後減圧乾燥して約100mgの 白色粉末を得た.Warburg,

Christian法,3)に 従いハイ ドロサルファイ トで還元し340mμ の吸光度を分光光度計で測

定,こ の値から純度を求めDPN約24%で あつた.

この標品を水に溶かし1mg宛 を25mg酵 素に添加 して生成亜硝酸量を測定した.尚

同時に水素供与体 との共同作用をも試験した.

Table 9. Effect of raw DPN solution.

DPN溶 液自身或 る程度の水素供与体 として有効な外グルタミン酸或いはクエン酸 によ

り活性化され,一 方アセ トアルデヒド の効果を減殺し林檎酸,琥珀酸 でも亜硝酸の生成量

を減ずる傾向が見 られたが粗製品のため確証は得 られない.し かし少なくも本標品が水素

供与体 としてアルデヒドに代 り得 る事は明らかである.

ホモゼネートでは外部から特別に水素供与体を加えなくても還元反応が行われる事は 肝

臓そのものが固有の基質を含む事を示唆するものであるが,第10表 の結果は更に難肝酵

素に対し難肝臓だけでな く心臓脾臓等他の器官或は廿 日鼠等他の動物の肝臓にも基質が含

まれている事を示 した・組織抽出液は何れも水に磨砕懸濁し5分 間沸騰水に浸漬して酵素

活性を除き冷却後10000r.P.m.で30分 間 遠心分離した黄色透明な上澄液であつて適宜必

要量宛添加した.

Table 10. Effect of tissue extracts.

Tissue extract was boiled for  5min. to destroy the enzyme activities.



透析ホモゼネー トの活性が透析外液によつて恢復し然も牛肝のものでも等 しく有効であ

る事を既に報告した.こ れは補酵素等の補充に基 く事も考えら れるがアルデヒドのみによ

る顕著な恢復現象から主 として水素供与体の効果である事が想像 される.難 肝379を 水に

磨砕懸濁し12000r.P.m.で60分 間遠心分離,透 明な上澄液90m1を 得る.こ れを21の

蒸溜水に対し2～4。 の氷室中で40時 間 透析,外 液を沸謄水浴上で濃縮,生 成沈澱を濾別

し黄褐色透明濾液を原組織19当 り1m1と なるように37m1と し,必 要蚤を酵素30mg

宛に添加した.

Table 11. Effect of dialysate of liver extract.

第11表 に示すように透析外液の基質効果が確認されたがアセ トアルデヒドが共存する

とアルデヒド単独の場合の硝酸還元をかな りに抑制する.こ れはホモゼネー トに対するア

ルデヒドの影響は殆 ど無いかむ しろ阻害的であるが透析すれば促進的に作用し原酵素液の

活性をも凌駕する事実 とよく一致する.

組織成分は極めて複雑であつて固有基質が単なる一種類に限定されるとは 思われないが

その解明は非常に困難である.し かし第12表 の結果は少な くも数種類の基質が存在する

ことを暗示する.前 回同様肝臓組織5gか らの透析外液を濃縮し析出した沈澱を濾別,5m1

の水に懸濁して"不 溶区"と する.黄 褐色透明濾液 も5m1と するが之は第11表 で既に

示 したように水素供与体を含む.こ れをエーテル50mlで 抽出,水 層に更に水5m1を 添

加 し沸騰水浴上でエーテル を除 くと同時に濃縮 し再び5m1と し黄褐色の"エー テル不溶

区"を 得る.エ ーテル層にも水10mlを 添加し同様に沸騰水浴上でエーテル 除去濃縮し

5mlの 無色"エーテル 可溶区"水 溶液を得た.こ れは等量の10%ト リクロール醋酸,多

量のアルコール 或いはアセ トンを加えても何等沈澱を生じない."エ ーテル不溶区"に5倍

容量の無水アルコールを加え遠心分離して生じた沈澱を除き,上 澄アルコール層を蒸発乾

澗 し無水アルコール に溶解する.無 色のアルコール層を再び蒸発乾涸,水 に溶かして5ml

に戻 し"ア ルコール可溶部"と する.暗 褐色粘稠のアルコール不溶沈澱は無水アルコール

不溶部 と共に合わせて水に溶かし黄褐色水溶液を蒸発乾涸 してアルコールを除き再び水に

溶かして5m1に 復 し"ア ルコール不溶区"と する.こ の一部を蒸発乾涸 して アセ トンに

溶か したが殆 ど溶解せず叉アセ トン層を乾涸 しても固形物は認められなかつたので"ア ル

コール不溶区"は アセ トンにも溶解しない事を示 した.こ れ等の各フラクションは何れも

量的には1m1が 原組織19に 相当するがこの各々 についてその水素供与能を検査 した.酵

素量50mg宛 を用い尚比較のために10-2Mア セ トアルデヒドと7L珀酸をも供試 した.こ

うして少なくも4種 の水素供与体の存在が推定される.



Table 12. Effect of some fractions of liver  dialysate.

種 々の脱水素酵素が組織化されている粒子 ミトコンドリアが細胞内代謝に於て果す役割

は極めて大きい事はよく知 られている.硝 酸還元酵素の肝臓細胞内分布を追求しこの活性

が主 として細胞質部に含 まれて居 り同じく細胞液に溶存する水素供与体と共に 硝酸塩の還

元を行 う事が確められた.し かしミ トコンドリアも水素伝達系として水素供与体 と硝酸還

元酵素間の水素移動を仲介する外粒子の固有活性が水素供与系として有効な事も廿日鼠 及

び牛肝臓で観察した.14,15)

難肝6gか ら常法に従つて等張蔗糖 溶液で分別遠心分離操作によつて ミトコンドリアを

分離,12m1蔗糖 懸濁液を調製,30mg酵 素に二,三 の水素供与体と共Y`1ml宛 作用させた.

Table 13. Effect of mitochondria.

* Amounts of mitochondria correspond to the weight of the original liver from which 

 particles had been isolated.

市販難肝か ら粒子を分離したためミ トコンドリアの活性が弱い事は避けられないが,難

に於ても水素供与系として有効であ り更に水素伝達の仲介をなす事は明白であつて酵素の

細胞内挙動解明の一端緒を暗示するものと思われる.

酵素の酸処理

酵素の活性一pH曲 線が5.8附 近 と共に4.2～4.5の 酸性域に第2の 極大値を示す事は既

に指摘した.上 述のように酵素液は透明であるが,40'2時 間後の反応液はpH6乃 至5.3

では梱濁,5.2乃 至4.8で は凝集沈澱を生じて管底に沈んで透明な上澄を残 し以下4.7附 近

迄は少堂の沈澱を伴つた潤濁液であり,4.6乃 至4.2附 近は潤濁,そ れ以下は微濁状態であ

つた.こ の事は酸性で酵素蛋白が沈澱を生ずる事を示し特に5.0を中心 とする附近に等電

点を持つ事を暗示する.然 も尚かな りの酵素活性を残す事は活性一pH曲 線 と共に耐酸性を

示唆するものでもある.

酵素50mgを4m1の 水に溶解し5m1の0.1M醋酸 緩衝液,pH5.0を 加える.40。

に30分 間 保持して沈澱を生成し遠心分離して黄色透明な上澄液を水でIOmlと し"酸 可

溶区"と する.沈 澱を5m1の 同じ醋酸緩衝液に再懸濁し洗滌後遠沈する.こ の沈澱を極

く少量の0.05N苛 性ソーダ に溶解し水を加えて10m1と し黄色透明な溶液"酸 沈澱区"を

得た.こ の両者について可視部,更 にそれぞれ水で5倍 稀釈して紫外部の吸収スペク トル



Fig. 6. Absorption spectra of the  acid-treated fractions.

を測定した,第6図 に示すように"酸 可溶区"で は 紫外部の特徴ある平坦域は 消失して

276mμ に吸収極大を示 し,可 視部に於ては405mμ のピーク は残つたが380mμ の極小

との吸収比は小さくな り所謂吸収の山は低 くなつた.一 方"酸 沈澱区"で は紫外部の平坦

面は残つたがその範囲は266乃 至280mfg問 に狭められた・然るに可視部のピーク は消え

400mμ 附近に肩 としてその名残を留めるに過ぎなかつた.

両フラクションの酵素活性は次のようにして測定した.酵 素210mgを1.5m1の 水に溶

解,pH5の0.1M醋酸 緩衝液5mlを 添加し40'30分 加温 して沈澱を生成させ遠心分

離 し,上 澄に水を加えて7m1と し"酸 可溶"酵 素液とした・一方沈澱を同じく5m1の

醋酸緩衝液に懸濁し更に水で全量7m1と し"酸 沈澱"酵 素液とした 原酵素15mgに 相

当する両酵素液それぞれ0.5ml宛 を各pHの0.1M燐 酸及び醋酸 緩衝液5m1宛 に加え

て反応酵素液とし,以 下常法に従つてその活性を測定 した."酸 可溶酵素区"の 反応液は

透明であつたが"沈 澱区"は 淡 く白濁した.

Fig. 7. Effect of pH on the acid-treated nitrate reductase.



第7図 に示すように両区共に活性を持ち然も等しく原酵素と類似の 活性一pH曲 線を示

した.

酵素活性は何れもアセ トアルデヒドを水素供与体 として添加して測定しているが,キ サ

ンチン酸化酵素が常に相伴われる事は避けられず叉同時にキサンチン,ヒ ポキサンチンも

水素供与体 としての能力を示す事は既に述べた.酸 処理で分けたフラクションについて 両

酵素の活性を求めた結果を第14表 に示す.

Table 14. Activities of nitrate reductase, xanthine oxidase and aldehyde 

 oxidase of acid-treated enzyme.

00 : MB could not be decolored in 180 min.

両区の吸収曲線はかな り異なつているにも拘 らず硝酸還元酵素作用 と共にキサンチン酸

化酵素力も共に認め られた.酵 素は元来完全に溶けていたが酸処理によつて変性されて一

部は沈澱 し水或いは燐酸緩衝液への溶解度を著 しく減じたが尚活性は保持した.

次に酵素200mgを1.5m1の 水に溶解 し前回同様5m1酸 処理を行い遠沈,6.5m1の
"酸可溶"酵 素液を得 る.沈 澱を今回は0.05N苛 性 ソーダ2m1に 溶解し更に水4.5m1を

加えて"酸 沈澱"酵 素液とする.両 区共にセロファン膜を用い18時 間流水透析を行い"酸

可溶"酵 素区は少量の生成した沈澱を遠沈除去する.沈 澱区は透析によるpHの 低下と共

に再び沈澱が多量析出したが,遠 心分離して上澄を"酸 沈澱一a"区,析 出沈澱を0.05N苛

性 ソーダ2m1に 再び溶解 し水で6.5mlと し"酸 沈澱一b"区 とする それぞれ1m1を

pH6.0の0.1M燐 酸緩衝液5m1に 加えてその活性を測定 した.水 素供与・体としてアセ ト

アルデヒドは2×10-IM溶 液1m1,フ ラビンは既述の10倍 稀釈 フラビン抽出液を0.5m1

宛添加した.pHの 関係はあるが第15表 の結果は"酸 沈澱区"の 活性が少な くも溶解状

態にあることを示唆した.

Table 15. Activity of dialysed acid-treated fraction.

酸分別両区を再び酵素標品として調製した.常 法で調製した酵素標品2gを 水5rn1に

溶解,25m1の醋酸 緩衝液で両区に分ける.黄 褐色透明な"酸 可溶"酵 素液に硫安を加え

て0.6飽 和とし2時 間後遠心分離,沈 澱を吸引脱水 して淡黄褐色標品を得る(500mg).
"酸 沈澱"区 は醋酸 緩衝液で洗滌後0 .01N苛 性 ソーダ25m1に 溶解,黄 褐色透明な溶液



を得,同 様に硫安0.6飽 和で塩析し暗赤褐色の酵素標品 を得た(900mg)。

各d50mg宛 をpH6.0の0.1M燐 酸緩衝液に溶解或いは細か く懸i濁しそれぞれ15m1

とし,5ml宛 について活性を測定した.可 溶区標品は勿論溶解 し黄褐色透明の酵素液 とな

つた.

Table 16. Activity of acid-treated enzyme preparation.

 ML-Ext  : Mouse liver extract.

アルデヒドは常法通 り終..yi2×10-2M,廿 日鼠肝臓抽出液は原組織0.3gに 相当する

加熱抽出液1m1を 添加した.

沈澱区の酵素標品 も前述のように アルカリには溶ける筈である.そ こで両標品150mg

宛を7mlの0.05N苛 性ソーダ に溶解,水 を加えて15mlと した 黄褐色透明液,そ れぞ

れ5m1に ついて,反 応液をpH8.3の 透明のまま酵素活性を測つたが両区共に完全に不

活性化された.従 つて第15表 に於ける"酸 沈澱一b"の 活性を認めなかつた事 もpHの 関

係かとも思われる.

しかし何れにせよ之等酸処理によつて酵素活性の低下は免れ得ないようであつた.

酵素の熱処理

酵素の活性は60。 で最 も強 く顕われたが一方熱による不活性化も起る事はホモゼネー ト

について求めた加熱不活性化曲線か らも推定された.精 製酵素標品180mgをpH6.0の

0.1M燐 酸緩衝液に溶かし45m1と する.各5mlを ツンベルグ管に入れ所定の温度に一定

Fig. 8. Inactivation of  enzyme by heating.



時閤振賜しながら加温し直ちに一・・旦流水冷却後常法に従つて酵素活性を測定した.60。 で

は3分 乃至7分 の間では潤濁,10分 以上では沈澱を生 じ,70'で は1分 で漏濁,5分 迄は

沈..'を生 じて微濁,7分 以上では沈澱を生じて液は透明とな り,>C.80'以 上では加温後直

ちに凝集沈澱を生じた.第8図 から明らかなように90。 では約2分,800で は約10分 で

先全に失活 したが70.で は約50%,60。 では約70%の 活性が残存 した.

加熱処理によつて蛋白が沈澱し液は完全に透明であつても尚酵素活性を示した.こ のこ

とはpH5.0附 近での反応状況と類似している.そ こで凝集沈澱及び残存上澄の酵素活性を

求めた.酵 素標品180mgを27m1緩 衝液に溶かし各3m1を 前回に従つて60つ及び70'

にそれぞれ10分 間宛加熱処理,遠 心分離 して透明上澄 と凝集沈澱 とに分け後者を再び緩

衝液に懸濁何れも3m1に 復 して活性を測定した.

Table 17. Activity of heat-treated enzyme.

 * : boiled for  5  min . at 100°C prior to reaction. Control : not treated.

沈澱上澄共に酵素活性を示すが沈澱部は弱かつた.

両区分に分け られた酵素が酸の場合 と同様キサンチン酸化酵素力を示すか否か,70',10

分処理酵素について測定 した結果を第18表 に示す.

Table 18. Activity of nitrate reductase, xanthine oxidase and aldehyde 

          oxidase of heat-treated enzyme.

明らかに何れの酵素活性 も両区に分かれ且つ同様に沈澱区が弱い.

そこで酸処理の場合同様両区の吸収 スペクトルを測定した.酵 素標品100mgをpH6.0

の0.1M燐 酸緩衝液に溶か し70.の 温湯に10分 間浸漬した後遠沈上澄IOmlを 分離する.

沈澱を1回 緩衝液で洗滌 した後0.2N苛 性ソーダ に溶解したが,酸 処理の場合 とは異なつ

てより濃厚なア リカリにも完全には溶けなかつたが,懸 濁液のまま10m1と した.こ の黄

色透明上澄液 と白濁沈澱懸濁液について可視部のスペク トルを測定 し,そ れぞれ5倍 稀釈

して紫外部の吸収を求めた.第9図 に示すように,上 澄,沈 澱両区共に,350mμ に極めて

僅かの凸起が現われたが,そ の外に沈澱区には410乃 至420mμ に明瞭な肩が認められる

に過ぎず未処理酵素標品に顕著な405mfgの 吸収は消失した.之 は加熱の影響であつて沈



澱区の肩がその名残だと思われる.之 に対して紫外部では両区共特有の吸収を示した.即

ち上澄では274mμ に極大252m,uに 極小値を持つのに対し沈澱区のスペク トルは284mfg

に極大,272mμ に極小の曲線であつて,酸 分別の場合 と異なつている.

Fig. 9. Absorption spectra of heat-treated fractions.

之等の分割がそれぞれ別の酵素であるか否かは更に研究に倹たなければならないが,少

なくも肝臓の硝酸還元酵素は唯一種 とは限定 されないように思われる.

本研究に用いた費用の一部は文部省科学研究助成費によつた.

総 括

難肝硝酸還元酵素を牛肝酵素に微つて精製し比較研究した.牛 肝酵素同様に酵素作用に

はアセトアルデ ヒドが必須でありFew塩 によつて賦活 された.こ の事は硝酸還元酵素の

本性に関するアルデ ヒド酸化酵素説を支持するように思われるが異なつた肝臓か ら同一方

法で調製した多 くの標品の硝酸還元酵素 とアルデヒド酸化酵素の活性は必ず しも平行しな

かつた.

一方難肝酵素と牛肝酵素の性質に二 ,三の差異も観察された.粗 酵素液並びに牛肝酵素と

同様にpH5.8に 反応の至適pHが あるが更にpH4.5附 近にも第2の ピークが見られた.

叉活性は牛肝より高温,60。 で最も強かつた.難 肝酵素は特異的な吸収スペクトルも示し

た.即 ち405mμ に極大値を持つ事は牛肝同様であるが紫外部は250乃 至280mμ に亘 り

平坦であつて顕著なピーク は認め られなかつた.

酵素活性はFe什 添加の有無に拘 りなくアザイ ド,チ オ尿素,オ キシン,EDTA,シ ア

ン,モ ノヨー ド醋酸,PCMB及 び銅塩等によつて阻害され金属及びSH基 の関与を示唆

した.



ア セ トアル デ ヒ ドの代 りに肝 臓 の フ ラ ビン抽 出 液,酵 母 か ら調 製 した粗DPN溶 液 及 び

肝 臓 の ミ トコ ン ドリア も水 素 供 与 系 とし て酵 素 に共軛 し得 る.更 に肝 臓 抽 出液 の透 析 性 物

質 も硝 酸 還 元 酵 素 の 直接 水 素供 与 体 と して作 用 し得 る.透 析外 液 を濃 縮4フ ラク シ 。 ン

に分 け そ の 何 れ もが基 質 効 果 を示 した の で肝 臓 組 織 に は 少 な く も4種 の 固有 水 素 供 与 体 が

含 まれ る と推定 され た.

上 述 の よ うに 酵 素 は 酸性 域 で も活 性 で あ る が反 応 液 はpH5附 近 で凝 集 沈澱 を生 じ透 明

とな つ た.こ の両 フ ラ ク シ ョ ンに つ い て硝 酸 還 元 酵 素 及 び アル デ ヒ ド並 び に キ サ ンチ ン酸

化酵 素 の活 性 が認 め られ た,然 も両 者 の ス ペ ク トル は全 く異 なつ た.即 ち405mμ の吸 収 は

透 明上 澄 に残 る が 沈澱 部 では 消 失 しム 方 紫 外 部 の平 坦域 は狭 め られ た が 沈 澱 部 には 残 り透

明上 澄 で は276mμ に 吸収 極 大 が現 わ れ た 同様 に 例 え ば60。 或 いは700に10分 間 加 温 し

て も沈 澱 を生 じ透 明部 と分 け られ た.こ の場 合 に も両 者 共 に 硝 酸 還 元,ア ル デ ヒ ド及 び キサ

ンチ ン酸 化 の両 酵 素 力 を保 持 した が酸 処 理 の場 合 とは逆 に上 澄 の 活性 が 沈 澱 の も の よ りも

強 か つ た.又 そ の 吸収 スペ ク トルは 互 に 異 な る上 に 酸処 理 で分 け た もの の吸 収 曲線 とも異

なつ た.何 れ に して も硝 酸 還 元 酵 素 は唯 一 種 に 限 定 され る もの で は な い事 は 明 らか で あ る.
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 Summary 

   According to the procedure preparing the nitrate reductase of cattle liver, 

the fowl liver enzyme was partially purified from the homogenate by repeated 

fractionation with ammonium sulfate and following treatment with Ca-phosphate 

gel. This preparation was very soluble in water and buffer making a clear pale 

yellow solution and could be preserved for a considerably long time in cold when 

it was kept moist after removing water as far as possible by means of an 

aspirator. However, the enzyme was denatured and lost its solubility as well 

as activity, if it was further dried in vacuo.



   As cattle liver enzyme, acetaldehyde was indispensable as a hydrogen donor 

for the enzymatic reduction of nitrate and the enhancement of the activity was 

provoked by some ferrous salts. Although this implies the rationality of the 
aldehyde oxidase hypothesis concerning the principle of the nitrate reductase, 

a proportionality between both activities of the nitrate reductase and the  alde-

hyde oxidase could not be observed with many preparations which were prepared 

by the same procedure but from different livers. The final concentration of 

2 x 10`2M of nitrate and acetaldehyde was most suitable for the estimation of 

the activity. The direct relationship of the activity to the dose of the enzyme 

and the reaction time was also established. The reductase activity with and 

without ferrous ion was inhibited by NaN3, thiourea, 8-hydroxyquinoline, EDTA, 

KCN, monoiod acetate, PCMB and Cu salts, which might suggest the partici-

pation of metal and SH group in the enzymatic nitrate reduction. 

   However, some of the properties of the fowl enzyme were different from 

those of cattle. There were two peaks in the pH-activity curve, at pH about 

4.5 and about 5.8, though the later agreed with the optimum pH of the crude 

liver homogenate as well as that of the cattle liver enzyme. The reduction was 

carried out most actively at 60°C higher than the optimum temperature of the 

cattle enzyme. Furthermore, the reductase of the fowl liver exhibited a peculiar 

absorption spectrum which have a plateau from 250 to 280 ma, contrary to that 

of cattle having a peak at 262 m/1. On the other hand, the spectra of both 

enzymes in a visible range were approximately similar to each other, presenting 

a maximum at 405 m u . 

   In place of acetaldehyde, Ravin fraction of liver, raw DPN solution from 

yeast, and mitochondria of liver could conjugate with the nitrate reductase of 

fowl liver as a hydrogen donating system. Moreover, dialisable substances of 

the liver extract could also function as an immediate substrate of the enzyme. 

Since the substances could be separated into 4 fractions and all these fractions 

had the ability to bring about the reduction of nitrate by the reductase, there 

might be at least 4 kinds of the inherent hydrogen donors in the liver tissue. 

   As described above, the nitrate reductase was active in the acid media too. 

However, the reaction mixture was clarified at pH 5.0 producing a coagulated 

deposit which became now almost insoluble in buffer of neutrality. Concerning 

both clear supernatant and suspension of precipitate, the activities of the alde-

hyde and xanthine oxidases as well as nitrate reductase could be established. 

The activity of the precipitate was higher than that of the supernatant, while 

pH-activity curves of both fractions were similar to each other and to that of the 
original enzyme ; there were two optimum pHs. However, the absorption spectra



were quite different. The extinction at 405  m/.c was maintained in the spectrum 

of the supernatant but lost in that of the precipitate which had been dissolved 

in weak alkaline solution. On the contrary, the plateau in ultraviolet range 

remained in the later though it was narrowed, whereas it was lost but a peak 

at 270 mp was appeared in the former. 

   Similary, the enzyme was divided into two fractions, the clear supernatant 

and the precipitate, by heating, for example at 60' or 70'C for 10 min. In this 

case too, both fractions had the activities of the nitrate reductase and the alde-

hyde and xanthine oxidases. However, the activities of the supernatant were 

higher than that of the precipitate, in opposition to the case of acid treatment. 

Furthermore, it was found that the absorption spectra of these fractions differ 

from one another. Hence, at any rate, it is supposed that there might be some 

kinds of enzymes which accompany both activities of the aldehyde and xanthine 

oxidases as well as nitrate reductase.


