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2EpO1 緑藻 オオ ハ ネモ 単離ピ レ ノイ ドの 硝酸還元酵素 につ い て

　　　　　　　　　　　　岡部康之 ・岡 田光正 （東 邦大 ・理 ・生 物 ）

　　ピ レ ノ イ ドは ， 真核藻類 やツ ノ ゴ ケの 葉緑体 に存在す る ， お もに タ ン パ ク質か

らな る粒 子で あ る． その 中で は RuBPカ ル ボ キ シ ラ ー ゼ が大部分 を 占め て い る こ と

が 分か っ て い る． 近年 Lopez −Ruiz ち
1 ・2 ，は ， 免疫組織化学 的 方 法 に よ り， 緑藻の

ピ レ ノ イ ドに硝酸 還元 酵素 （NR ）が存在す る こ とを示 した． しか し，
ピ レ ノ イ ド

は従来炭 酸 固定 とデ ン プ ン 合成 に関係 して い る と考 えちれて お り， NR につ い て は

も っ と よ く検討す る必 要 が ある．　 そ こ で ， 最 近我 々 が単離す る こ とに成功 した

RuBPカル ボキ シ ラ ー ゼ 活性 を持つ ピ レ ノ イ ド
ω

を用 い て ，
　 N 　R が存在す る か ど うか

を更 に詳 し く検討す る こ とを 目的 と した．

　　ピ レ ノ イ ドは次 の ように して 単離 した ． オ オ ハ ネモ 葉緑体 を 1．8M リン 酸緩衝

液 （PB ＞申に懸濁 し， 等容 の エ ー テル を加 えて 激 しく撹拝 した． 遠心後 ， 生 じた

ペ レ ッ トを PB に再懸濁 し， 1．2M シ ョ 糖を含む PB 上 に重 層 して 遠 心 した． 界面

に集 まっ た ピ レ ノ イ ドを 0−1．2M の シ ョ 糖密度勾配 を含む PB 上 に載 せて遠心後 ，

バ ン ドと して集ま っ た ピ レ ノ イ ドを集 め た． それ を PB に 対 して 透 析 して 液 の 密度

を下 げ た後 に 遠心 して 集め ， 活 性測 定用 の 溶液 を加 えて ピ レ ノ イ ドを溶 か した もの

につ い て 活 性 測定 を行な っ た ．

　　NR は ，

　 MDH を電 子 供 与体 とす る NO3
一

の 還元活性の ほ か に ，　 MD 旺 によ る

フ ェ リシ ア ナ イ ド， チ トク ロ ー ム c や DCPIP の 還元活 性 （ジ ア フ ォ ラー ゼ活性 ）

と還 元型 FMN や メ チ ル ビオ ロ ゲ ン に よる NOs
一

の 還元活性 （終末 NR 活性 ）を持

つ 。

　　　　　　　　　　　　　　　　 Reduced　FMN ，　MV

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　　 　 　 ↓

　　　　　　　 NADH　→ 　　　FAI）　→ 　Cyt　b　→ 　Mo　　　→ 　NO3
−

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ↓

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ferricyanide，　Cyt　c ，　DCPIP

これ らの 活性 の うち ， よ り検出で きる可 能性の 高 い ジア フ ォ ラ ー ゼ 活 性や終末 NR

活性 か ら検討 し， そ の 後 に NADH− N　R 活性 をみ た ．

　　 また ， タ ンパ ク質 と して の 存在 を確か め るため に ，
NR を単 離 し， ピ レ ノ イ ド

に含 まれ る タ ン パ ク 質 との 比較 を試 み て い る．

　　 これ らの 結 果 よ り検討 した ， ピ レ ノ イ ドに お け る NR の 存在の 妥 当性 につ い て

報告す る．
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