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　高等植物のリンゴ酸脱水素酵素（MDH）は，リンゴ

酸一ピルビン酸の可逆反応をMg＋キの存在下で触媒

噺るいわゆる“ma11c　enzyme’’をのそいて，すべて助

酵素としてNAD＋のみを用いるとざ一れて来た．これ

に対して1969年にHatchとS1ackはC4一植物およぴ

C3一植物の光合成的炭酸固定に関連してNADP＋を特

異的に要求するMDHの存在を報告した1：．その後

J0HNs0Nら2）3）はC4一植物のC02固定反応に関係し

て葉肉細胞葉緑体（mesOphy11ch1oroplast）と維管束

鞘葉緑体（Bmd1e　sheath　ch1orop1ast）という2種の

葉緑体が存在するが，前者にNADP＋一MDHが局在

し，後者にはmal1c　enzymeが存在するとした　すな

わちC4一植物ではC02は葉肉細胞葉緑体のPEPカル

ボキシラーゼによりPEPと結合してオキザロ酢酸を生

じるが，これにNADP＋一MDHが働いてリンゴ酸が生

じる．このリンゴ酸は維管東鞘葉緑体に転移して，そこ

略号

　MDH　Ma1ate　dehydrogenase［EC11137コ
　GDH　G1utamate　dehydrogenase［EC141
　　　　3コ

　PEP　Phosphoeno1pyruv1c　ac1d

　RuDP：Ribu1ose1，5－diphosphate
　4SU：4＿thiouridine

　DTT：Dithiothreito1
　PlMS　Phenazme　methosu1phate
　DPIP　2，6－d－lchlorophenol　mdopheno1

STN溶液：0．4M　Sucrose，O．01M　NaC1を含む
　　　　　O．05M　Tris－HC1緩衝液（PH7．8）

※　生物化学研究室
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で“ma11c　enzyme’’によって脱炭酸されピルヒノ酸を

生じる．ここに生成したC02が改めて・C3一植物のカル

ビンサイクル的にRuDPカルボキシラーゼにより再固

定されるというものである．さらに1971年にJ0HNs0N

は4），C3一植物であるホウレン草，大麦の葉における

NADP＋一MDHもC4一植物の光合成系のそれと共通の

役割を演じているものと考察した．同年TINGら5）は

このホウレン草の緑葉におけるNADPLMDHの局在

性について調べ，この酵素はintaCtな葉緑体のストロ

了部分に存在するとした．

　われわれは以前より光誘起による葉緑体発生を研究し

てきているが，今回はダイうン子葉での葉緑体発生過程

におけるMDHの局在性，性質，経時的変動，4一チオ

ウリジン（4SU）による阻害効果などについて調べ，新

たな知見をえたのでここに報告する．

　　　　　　　　実験材料と方法

　実験植物としては’かいわれダイコン、（R砂1〃舳3

5α伽ωLim．）種子をタキイ種苗株式会杜より購入して

用いた．脱脂綿を敷いたバット上の種子にリン酸緩衝液

（PH7．O，10mM）を与え，暗所22℃にて4日間発芽

生育させた．4日後約8～10cmに成長した黄化めばえ

を三菱昼光色螢光燈（FL－20S　PG）40001uxで一定時

間22℃で光照射した．

　子葉より細胞内穎粒の調製

　つみとった子葉に，特に記述しない限り1mM　DT

T，1mM　EDTA，1皿M　KC1　5mM　lMgC12を含む

STN溶液を加え，日本精機HA－2型ホモジナイザーの

最高速度にて磨砕処理する．この磨砕汁を600×g，10

分間遠心分離し沈殿部を粗葉緑体画分とし，上澄を非葉
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Fig. 1. Specificity of L-malate dehydroge-

nase(s) Iocallzed m chloroplast fraction 

which was rsolated, m the presence of 
DTT, from radrsh cotyledons illumma-
ted for 96 hr. 

0-0 : Enzyme preparation was pre-
incubated with DTT for 2 hr at O'C 
before reaction started with NADP+ 
as a cofactor. 

A A : pre-incubated with DTT for 
20 hr at O'C, before with NAD+ as 
a cofactor. 

O-e : pre-incubated without DTT for 
20 hr at O'C, before with NADP+ 
as a cofactor. 

O 5 mmole NAD+0r NADP+was 
added at the pomt of arrow 
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叩ig．2．Specificity　of　L－ma1ate　dehydroge－

　　nase（s）1oca11zed1n　non－ch1orop1ast　fra－

　　ct1on　wh1ch　was1so1ated，m　the　presence

　　of　DTT，from　rad1sh　coty1edons111um1－

　　nated　for96hr．
　　Marks　and　react1on　cond－lt1ons　are　the

　　same　as　Fig．1．

に培養したものにNAD＋を加えるとNADP＋を与え

た場合よりはたしかに活性は高いが，DTTと培養しな

いものよりは低くなる．ここにNADP＋を添加しても

活性に変化はない．これらの事からダイコン葉緑体中の

MDHは助酵素としてNAD＋を要求し，かつDTTは
むしろその活性発現を阻害することがわかる．

　Fig2は葉緑体を含まない画分のMDH活性を示す

ものである．2時間5mMDTTと培養した酵素標品

にNADP＋を与えるとFig．1の場合と異なり，著し

い活性がみられる．またDTTと20時問培養した酵素

標品に最初からNADトを与えたものでは，NADP÷を

与えたものに比べて少し初速度が低下するが，やはり高

い活性がみられる．ここにあとからNADPトを加えて

も比活性のさらなる上昇はない．一方，逆にDTTな

しで20時間培養した酵素にNADP←を加えたものでは

活性は近く，ここにNAD←を添加してやると，葉緑体

標品でみられたと同じように急激な活性の上昇がみられ

る．これは，しかしながら非葉緑体画分に葉緑体の破砕

断片が混在したための結果と考えられる．したがって非

葉緑体画分にはNADP＋一MDHの活性が高く，これは

活性は少し低下するが助酵素としてNAD＋でも代用で

き，しかも活性の発現にはDTTとの培養が必要であ

る事がわかる．

　以上Fig．1，Fig．2の結果はさきに示されたJo一

HNSONやTINGらの報告の結果とは全く異なるもの

である．

　2Ma11c　enzymeの局在性および助酵素に対する特

異性

　4日間22oCで暗所培養したのち72時間光照射した緑

化子葉を，DTTの存在しない条件下で細胞内穎粒を調

製し，洗浄葉緑体もDTTを含まな1、・緩衝液に懸濁し

てえた　またSephadexG－25によりゲル濾過した酵

素標品に対してもDTT処理をせずにゲル濾過後直

ちに酵素活性を測定した．す乍カち各両分のMEH酵

．素反応が飽和状態に達した時点でMgC12を添加し，

MgC12によって初めて発現するma11c　enzymeの活

性を測定した．

　F1g3よりma11c　enzymeは完全に非葉緑体画分

に局在しており，助酵素としてはNADP←を特異的に

要求するものであることが明らかである．これはKRI－

SHNAMURTHYらア）のマンゴ果肉細胞に含まれる

ma11c　enzymeと一致する　いわゆるL－ma1ate

NADP　oxidoreductase（decarboxylating）［EC．1．

1．1．40コである．

　3MDHとma11c　enzyme活性の経時的変化
　24時問以上光照射したダイコン子葉を二つに分け，一

方はDTTなしで酵素標品を調製してNAD＋一MDH活

性の測定に供した．一方はDTTの共存下で酵素標品

を調製しゲル濾過後も5mM　DTTと2時間O．Cで培
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F1g　3　Loca11zatlon　and　Spec1f1c1ty　of　Ma11c

　　Enzyme1so1ated．from　Rad1sh　Coty1edons

　　111ummated　for72hr
　　　○＿○，△＿△　Ch1orop1ast　Fract1on

　　　㊧　⑧，A－A　Non－ch1orop1ast　Fract1on

　　3mmo1es　of　MgC12were　added　at　the
　　point　of　arrow．
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　Fig．4．Time　Co早rses　of　NAD＋一MDH　of　Ch一

　　　．1oroplast（⑬＿⑧），NADP㌧MDH（○＿○）

　　　and　Ma1ic　Enzyme（△＿△）of　Non一、一
　　　ch1oroplast　Fract1on

養してからNADP＋一MDHの測定に用いた．Fig．4に

示されているように葉緑体画分のNAD＋一MDHは光照

射時問，すなわち葉緑体の発達とともに急速にその比活

性は低下していく．一方非葉緑体画分のNADP＋一MDH

およびma11c　enzymeの比活性はほとんど変らない．

この光照射による各酵素の経時的変化に関する実験結果

は，事実葉緑体画分でNADトーMDHが作用しており非

葉緑体画分でNADP＋一MDHおよびma11c　enzyme

が作用していることを裏づけするものであろう．さらに

またダイコン子葉においてはその葉緑体発生の初期にお

いてNAD＋一MDHが重要な作用をになっている事を示

すものであるし，あるいはC4一型のC02固定が行なわ

れている可能性を示すものとして興味深い．

　4　1MDHおよぴma11c　enzyme活性に対する4SU
の効果

　4SUは光誘起による葉緑体r－RNAの生合成を選択

的に抑制し，したがって同一細胞内の葉緑体発生に関与

する酵素蛋白，構造蛋白の生合成も選択的に抑制をうけ

ることが知られている8）’10）．ここではSephadex　G－

200により精製したNAD÷一MDH，およぴma11c　en－

zymeに対するmv1troでの4SUの阻害効果を調べ

た．なおDTTは酵素活性の測定に用いるDPIPを化

学的に還元してしまうのでDTTの共存を必要とする

NADP＋一MDHへの阻害効果実験は行なっていない．

Fig．5に示されるように葉緑体局在のNAD＋一MDH

活性は4SU濃度の増加にしたがい初速度が減少し，

5．4mMの4SUの存在下では酵素活性は正常の％に低

下している　これに対し細胞質局在のma11c　enzyme

はその実験結果に多少ばらつきがあるけれども4SUの

阻害作用はうけないとみなされる．

　in　Yitroでの酵素反応に対して4SUが阻害効果をも

つ事が観察されたのはNAD←一MDHが初めてである．

4SUが発生初期の葉緑体に局在するNAD㌧MDH反
応に阻害効果をもつこと，したがって特に酸化還元反応

に対して影響するとの事実は4SUが葉緑体内の代謝に

変動をもたらすことを示すものであり，葉緑体発生の抑

制機構の解明という観点から大変興味深いものである．
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F1g5Effect　of4－Th1our1dme　on　NAD＋一MDH
　　（⑧＿⑧）and　lMa11c　Enzyme（○＿○）

　　Enzymes　used　were　purified　by　fractio－

　　nat1on　through　Sephadex　G－200Co1umn

　　Chromatography

　　　　　　　　考　　　　　察

　われわれの実験結果よりダイコン子葉中においては発

生初期の葉緑体にNAD←を要求するMDHの存在す

る事が明らかとなった．この事はJ0HNs0Nや4）TING

ら5）のホウレン草，大麦などC3一檀物を用いた実験結

果と相異するものである．J0HNs0NはC4一植物である

トウモロコシの葉より非水溶媒法を用いて穎粒を分離す

ることにより葉緑体にNADP＋一MDHが局在すること

を示した先の実験に基づき成熟したホウレン草，大麦の

葉より葉緑体を分離せずにNADP＋一MDH酵素蛋白を

調製し，C4一植物のNADP＋一MDHと同じ性質を有し

ているという事実を見出して，このことからホウレン
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草，大麦の葉の葉緑体にNADP＋一MDHが局在してい

ると結論づけたのである．一方TINGらはショ糖密度

勾配法によb　intaCtな葉緑体，破壊した葉緑体，ミト

コンドリア，ミクロソーム両分をホウレン草より分離

し，100×g（葉緑体を多く含む画分」と3000×g（ミト

コンドリアを多く含む画分）の両画分においてクロロフ

ィルあたりのNADP＋一MDH活性が同じ値を示すこと

から，そして破壊葉緑体にその活性が見られないことか

らNADP・一MDHはii亡actな葉緑体のストロマに局

在していると結論づけた．

　われわれが今回用いた葉緑体漂品はそのNAD＋一GDH

活性を調べた結果から不純物の少ないmtaCtな葉緑体

標品であると考えられる．この点ではJ0HNs0Nの報

告よりは正しい結論づけであると思う．もっともC3一檀

物間でも植物種によって酵素の性質が異なることは十分

にありうるし，また発生過程の葉緑体と成熟葉緑体とで

は活性分布が異なるのも当然かもしれない．

　ところでMDHはリンゴ酸形成方向，オキザロ酢酸

還元方向に平衡が傾いて持勾，叱のことは少なくとも

発生初期のダイコン子葉葉緑体においてC4一ジカルボ

ン酸経路によるC02固定でオキザロ酢酸が生成し，

NADHを酸化してリンゴ酸を生ずる経路の存在を示唆

するものである．

　さて芦光化学系Iにより生成する還元型フェレドキシ

ンは単にNADP＋の還元に供されるだけでなく，葉緑

体のFructose－1，6－d1phosphataseの活性化因子でも

あるし11），また亜硝酸還元酵素の共役因子でもあり，広

く光合成炭素還元回路での律速因子として働いていると

考えられている．最近THAUERら12）はαo∫炉肋舳

KZ1似ηθr｛のNADPH一フェレドキシン還元酵素の制御

機構について詳細な研究を行ない，NADP←の還元には

還元型フェレドキシンとともにNADPHからNAD＋

へのtranshydrogenat1onの反応が必要であることを

示唆し，そしてこの反応を酸化型フェレドキシンが促進

すること，また逆にNADPHによるフェレドキシン還

元はNADLNADHの酸化還元平衡状態によって左右

され，NAD←が必須の活性化剤として働くことを示し

ている．このように還元型フェレドキシンの多様な生理

作用とその制御に直接関与するNADトのMDHによ

る供給関係は，発生初期の葉緑体での光調節機構を研究

する上に重要な問題である．

摘　　　　　要

　光照射をうけて緑化過程にあるダイコン子葉中のリン

コ酸脱水素酵素（MDH），ma11cenzymeの局在性，

性質，経時的変動および4一チオウリジンによる阻害効

果などについて調べた．その結果

　1　タイコノ子葉葉緑体中にはNAD＋を助酵素とし

て要求するMDHが存在し，その比活性は光照射時間

すなわち葉緑体の発達とともに減少していくことが明ら

かとなった．

　2．非葉緑体画分のMDHはNADP＋型であるが
NAD＋でも活性の少しの低下を伴なうが代用できる．

ma1ic　enzymeは典形的なNADP÷型であり，これら

非葉緑体画分の二つの酵素の比活性には経時的変動はな

い．

　3．葉緑体画分のNAD＋一MD耳は1～5mM濃度の

4一チオウリソノによって阻害をうけるがma11c　en－

Zymeは影響されない．

　これらの実験結果に基づき，葉緑体中のNAD＋一MDH

の生理的意義について考察した．
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Summary 

Localization, properties and time courses of malate dehydrogenases in greening 

radish cotyledons were studied as well as an inhibitory effect of 4-thiouridine upon 

the enzymes. Results obtained are as follow. 

1) Chloroplast fraction isolated from the radish cotyledon cells contained NAD+_ 

specific malate dehydrogenase, the specific activity of which decreased as the develop-

ment of the chloroplast proceeded on illumination 

2) Non-chloroplast fraction contained NADP+_malate dehydrogenase and malic enzy-

me. Cofactor of the NADP+_malate dehydrogenase could be replaced by NAD+ with a 

slight decrease of the specific activity. Malic enzyme required NADP+ as a specific~ 

cofactor. Specific activities of both the enzymes remained unchanged with illumination 

tme 
3) NAD+_malate dehydrogenase of the chloroplast was inhibited by the presence of 

4-thiouridine (1-5mM), but malic enzyme in the cytoplasm was not. 

Based upon these observations, biological significance of NAD+_malate dehydroge-

nase in the developing chloroplast was discussed 


