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Abstract  

Biochemicall）rOpertiesofnicotinamidase（EC3．5．1．19）inace11．freeextractfromduckweed（Lem・  

naPaucicoslata151）wereinvestigatedandconsideredinrelationtothenowering－inductionofaplant．  

Asaresult，theぬ】low王ngprOpertieswerecon月rmed：Opt血unlPHbrthereaction：S．5；maXimumreac－  

tionvelocitywasobtainedat：6OOc；Kmvaluefornicotinamide：10・1pM；h血bitorsshowingmorethal－  

50％il血bitionatlmM：Cu2＋，Hg2＋，PCMB，nicotinicacidhydrazide，3－CyanOPyridine，benzamide，  

pyrazinamide，NAD，NAD牲NA王）P，NADPH．Itisinterestingthattheenzymcactivitywasinhibited  

byLlowennginducers，pyraZinamideandbenzamide．Noproductinhibitionbynicotinicacidorammo－  

niumionwasdetectablewiththisenzymepreparation．Thereversereactiorl，i．eりtheconversionof  

nicotinicacidintonicotinamideinthepresenceofanmlOl血mion，glutamine，ATPandmagnesiumion，  

didnotoccur．  

Fromthese results，nicotirlamidasein the duckweedis thought to playarlimportant roleillthc  
formatior）Oftrigonel】inea11dNAD．NicotinamidcformedfromNADisaccumulatedatacertainlevelin  

thcplantbodyand鮎wenngmaybeinduccd．  

Kcywords：nicotinamidase，duckweed，LemnaPaucicostaia，Rowering－induction，nicotinarnide  

種々の投射乍用や薬酬乍月ほ示すものが知られている。  

そのうちで，植物に対する作用の例としては，次のよう  
緒  閂  

ナイアシン‡乳速化合物のなかにほ，各様生物に対して  である。すなわちトリゴネリン汀RG）には，細胞周期  

のG2鐸∫で糸鋸泡停止を促進するという植物ホルモン的な  

作用があるl）。ニコチン酸（NiA）机 エノキタケの子実   平成3年7月26日  
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ニコチンアミド，イソシンコメロン酸，3－シアノビリ  

ジン，ニコチン酸ヒドラジド，イソニコナンアミ ドは東  

京化成工業（株）から，ATP，CAMP，NAI），NA以王，  

NÅDP，NADPHは（株）興人から，それぞれ購入した。  

その他の統率類は，ナカライテスク（株）から購入した。  

3．無細胞抽出液の調製   

鯉簡約に培養したアオウキクサ10gを，酵嚢の安産  

化剤を各種含む絨彿軋 すなわち100mM〃－（2－  

hydroxyethyl） piperazine－〃’－2－ethanesuiLo）扇c acid  

（HEPES）pH7．0，30mMレアスコルビン軌10mMメ  

ルカプトエタノール，1mMEDTA，101れg／m1年血清ア  

ルブミンを含む溶液を20ml，不溶性ポリビニルピロリ  

ドン5g，源砂10gとともに，水冷しながら乳鉢でよく  

すりつぶした。得られたホモジネートは，4¢c前後に冷  

却しながら12，000×gで10労・間遠心分離し，その上消  

針触紬胞抽出液とした。無紺他州拍液中の本酵素の比活  

性は非′附こ商いために，実際の酵素反応においては，鰊  

細胞抽出液を確鱗液でさらに100倍希釈して用いた。  

4．ニコチンアミダーゼの活性測定   

上紀の無紺地抽出液を用いて，前朝即と同棟のラジオ  

アッセイ，または新たに米ソ仙（株）のラ ジオ一重PLC  

を用いた方法～））でニコチンアミダーゼの活性を測盤した。  

すなわち，100mMIiEPES（prは5）20／ノ】，［Carbonyi・  

】4c］NAmlO／‘1，永50〆，希釈した無細胞抽出液20〃1  

の反応液をエッベンドルフ恕遠沈管に入れて：500cでイ  

ンキエペー卜した後，沸騰水中で2分間加熱して反応を  

止め，水冷してからがCにおいて9，000×gで10分間遮  

心分離した。こうして除タンパクした上消20／Jlをラジ  

オHPLC分析した。  

体形成に‡凋与しているという報哲がある2）。ニコチンア  

ミド（NAm）は，イネの粗中に含まれる成戊促進物肇ほ  

して単耽され3），野菜発言（レタス，ハッカダイコン，  

ピーマン，ナス，キュウリ，トマト），豆類（ダイズ，  

アズキ）の初期生育を礪適することが報瞥されているd）。   

当研究儀では，『ナイアシン関連化合物の生理作用と  

薬理作用に関する研究遥 の一環として，無機的に培養し  

たアオウキクサ（エgナ乃乃α卸（ぶね0ざ由ね151）を用いてナイ  

アシン関連化合物の作用を検討した結乳 NiA，NAm，  

ピラジンカルポン酸，ピラジンアミドなどには花芽誘導  

作用があり，シンコメロン酸とTRGほ耕潜に蛮麿を促  

進することなどを見い出した5）。さらに，各棟植物の生  

育に及ぼす彫轡を検討し，ダイコン幼植物においては，  

シンコメロン醸が敢もその生育を促進することなどを明  

らかにした6）。   

アオウキクサにおけるNADの色合成・代謝系の酵嚢  

活性の概略については，既に報督した7）。その中で，  

NAmをNiAに変換する反応を触媒するニコチンアミ  

ダーゼ（EC：うt5．1．19）の活性ほ非′附こ商いことを見い  

出したが，絆帥な検討ほ行っていない。また，これまで  

にニコチンアミダーゼにl関する報告は，いくつか出てい  

るものの，植物における本酵素の性質を報菖したものほ  

非′馴こ少なく，ましてや花芽誘導との関連を検附した研  

究報告ほない。   

そこで今蔓司ほ，NADの生合成と代謝の経路における  

調節凄幾綺とアオウキクサの開花との閑適櫻についての基  

礎的な知見などを得るために，アオウキクサから無細胞  

抽出液を銅製し，その中のこコチンアミダーゼの酵東北  

学的緒性質について検討し，考察を加えた。  

実 験 方 法   

l．ネオ   料   

アオウキクサ（エβ沼ガα♪α〟C如ぶαfαぬ151）ほ，前職5）に  

紀載した方法に従い，Hutner培地で触那勺に増発した。  

2．試 賽 頬  

［Carboxyト14c〕NiA及び［Carbonyl－1づcコNAm（両者と  

も2．07GI旬／mmol）はAmershanl祉から購入し，0．服3  

MBq／mlの水溶液を鋼製して基賛液とした。不溶性ポリ  

ビニルピロリドン，’rRG，シンコメロン酸，〃しメチル  

実験結果と考察   

1．ニコチンアミダーゼの性質  

（1）反応のi後述pH  

l）H一滴七川l瀾闇ブロードとなり，敢大浦性を示すpH  

は8．5付近であった。ラット肝10），トラマキタケS〉，サ  

ザエS），エノキタケil）などの本酵袈の反応の敢過pIiは，  

9前後のアルカリ側にあり，今回のアオウキクサのと類  

似している。しかし，ブタ肝瑚＼ウサギ肝13），酵母1d）   
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ダJα紺みαCおわ㍑研か，喝γゴ押〝掴15），Aゆg曙〟ね5乃如r16），カキ  

（莱爽）S），エαどgOみαC肋ぶ〆α，1～αr〟研8），ハマグリ8）などの  

それは6～8の範囲の中性付近にある。  

（2）反応温度の儲儲   

インキュベーション温度が0～800cの範囲で酵瀦活  

性を測髭した結乳 放火活性を示す温度は600cであっ  

た。しかし，それ以上の温度での活性の低下はわずかで  

あった。  

（：う）ニコチンアミドに対する此服倦   

NAm漉皮｝清慄曲線は，典型的な放物線状となり，  

さらにLineweaver－Bl】rkプロットを行ってNAlnに対す  

る∬別儀を紫班したところ，10．1／∠Mとなった。   

－・般に哺乳魔の本酵嚢のg刑倍は0．1Mのオーダ…  

で非常に高いのに対して，下等動物，植物，微生物のそ  

れほ〃MのオMダーである。   

刷金屑イオンの影響   

様々の金属イオンを終濃度が1mMになるように反  

応酎こ添加し，pH8．5で酵素清憫凍沸腐したところ，  

1’ablelのような賄果となった。錐イオンと水銀イオン  

によって，その活性がほとんど完全に‡≦托寒された。また，  

PCMBによっても強く阻寒され美。以上のことから，  

Tilblel．E鮎ct of metalions on the nicotinamidase  

activityinthecelト打eeextractfromエβ研粥α  

♪〟机イ川ゴ／〝J〝151  

本酵素はSH酵瀦であると思われる。しかし，阻審され  

る金属イオンが，トラマキタケ8），エノキタケ】1），酵  

母川の酵嚢とは若干輿なっていた。   

制ニコチンアミド関連化合物の影轡   

梯々のNAm関連化合物を終濃度が1mMとなるよう  

に反応液に添加してその隠性を測窟したところ，Table  

T払bte2．E鮎ct of dcotiれamide re】ated compounds  

OIlthe nicotinamidase acdvityln the celト  

打eeextract血‘Omエg〃Z〝α♪α〝ぐ加ざおね151  

Compound（1mM）  Relativeactivity   

Nolle  

Pyrazine 

Nicolinic acid 

Pyraz玩e－2，3蠣dicarboxylicacid  

〟1－Metllylnicotinamide  

〟’－Met】1ylmcotinamide  

Quinoiinic acid 

Citrazillkacid  

Isonicotinjcacid  

Benzoic acid 

Salicylic acid 

Methylr扇cotinate  

Iso涙cotinamide  

N’，N’一Dimethylnicotinamidc  

6－Hydroxynicotinicacid  

Phtわaljcacid  

Picolinicacid  

Nicotillkadd〟－OXide  

Lutidinic acid 

Pyridine・3ふdicarboxylicacid  

CirlCi】OmerOnicacid  

Pyridox,ll 

IsocillChomerorlicacid  

Trigonel血e  

3－A血nopyddine  

3・Pyridinesulわnicacid  

PyriぬⅩamjne  

Pyradine2－Carboxylicacid  

Pyridoxine  

Salicylanlide  

Picoljmamide  

Benzamide  

Pyrazinamide  

Nicotinicacidhydrazide  

ニi・Cyanopyridine  

Metalion（1mM）  Relativeactivity  

None  
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2のような結果となった。その中で，ベンズアミド，ピ  

ラジンアミド，ニコチン酸ヒドラジド，3－シアノビリ  

ジンによ って√壬0％以上阻害された。特に，3－シアノビ  

リジンは強力な阻寒剤となり，本砂嚢音別斐を完全に阻聾  

した。これらの妬果については，エノキタケの本酵瀦と  

類似のものであったが，トラマキタケの酵嚢がキノリン  

酸やピラジンー2，3－ジかレポン酸によって強力に阻寒さ  

れたのとは対照的であった。  

（6）NA王）関越化合物の影響   

NAD関連化合物を終漉度が1mMとなるように反応  

液に添加してその活性を測発したところ，T；lble3のよ  

うな結果となった。NADP，NADP‡i，NAi）H，NADに  

よって50％以上の阻賽を受けた。NA王）関連化合物によ  

るこれらの阻督は，フィードバック阻喜とも考えられ，  

代謝御節上蓋紫であるので，その群紬こついては，今後  

さらに検討したい。  

Table3．Eだect ofNAD related compounds on t‡le  
nico血amidase activiとyin the celト打ee ex－  

tractfromム紳助り加路加頭痛‖5l  

恥ble4．E恥ct of thel－eaction products，nicotinic  

acidarldammoniumion，Ontllenicotinamト  

dase activitylJltlle Celi壷ee extrac【丘om  

⊥川川（J♪〟〟（血JJ山／〟111  

Concentr之Itiorl   

（11爪′1）  

Compound  Re】ativeacとivity  

None  
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Nl1、Il  

10  

Nicoぬicacid十NH41｝   1（each）  

10（each）  

50mMまで，N‡Ⅰ。十は10mMまで添加してもほとんど  

影響がなかった。また両者を同時にそれぞれ川和朗の  

漉度に添加しても同様であった。この性質はトラマキタ  

ケ8）やエノキタケ11）の場合とは界なるものである。  

（8）逆反応の横綱   

州NH∴（2げルタミン，潮NH。サ＋ATP＋Mg21皿，  

（4）グルダミン1－ATP＋Mg2‘ト（いずれも反応液中での終  

漉度は1血郷 の4種類の添加系の全てにおいて，  

［Ca沌0Ⅹyト14c］NiA（終浪度：2．2×10…4M）及び群発絶  

と共に，ニコチンアミダーゼ活性測淀のときと剛酎こし  

てインキ。．ベー卜したが，N血11相当部分に放射能は全  

く検出されず，今回もニコチンアミダーゼの逆反応は起  

こらないことが碓龍された。従ってNiAからNAmへ  

の変換は，従来から脚一寸般に習われているように，遊離の  

形ではなくNAD▲トsynt】1aSe（EC6．3．1．5）によって，  

ヌクレオチドのレベルでのみ起こっているものと思われ  

る。  

2．総合考察   

本酵寮のg僧條は，10／∠M程度であることから，ア  

オウキクサ体内で機能していると考えられる。本酵素反  

応の阻審別の中で，ベンズアミド17）とどラジンアミ ド5）  

はアオウキクサに投与すると，その花芽を誘導する。  

従って，これらの化合物によってNAmから生成する  

NiA蕊が調節されると考えられる。これらの化合物がア  

オウキクサ体内に実際に存在しているかどうかについて   

Compound（1mM）  Relative activily 
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Abbreviations：  

NaAD＝Nico血icacidader血edi11uCleotide  

NaMN＝Nicot払icacidmor10王1uCleotide  

NMN＝Nicotinamidemononucleotide  

（7）生成物阻寮の検討   

本酵素反応の生成物であるNiAとNH4－トを稜々の浪  

皮で反応液に添加し，酵素反応が阻解されるかどうかを  

検討したが，Table4にその結果を示すようにN汎ほ  
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は，今後検討する必要がある。   

当研究室での研究紙灘から，アオウキクサにおける主  

なNAI）の生合成経路は，NAD生合成糸に関与する酵  

素活性の強さから，『NiA→ニコチン酸モノヌクレオチ  

ド→ニコチン酸アデニンジヌクレオチド→NAI）透 のこ  

コナン酸経路と推定される。また，NiAはニコチン酸メ  

チルトランスフエラーゼ（EC2－1．1．7）によって1’RG  

に変換されることも見いりiしている。ニコチンアミダ…  

ゼは，NAI）の代謝（分解）によって生じたNAmを脱  

アミド化してNiAに変換する酵嚢であるけ生じたN仏  

は，ニコチン酸経路を繚て再びNAわの生合成に利用さ  

れるか，あるいはニコチン酸メチルトランスフエラーゼ  

によってメチル化されてTRGとなり，さらにTRGの  

…・都は脱メチル化されて渾びNiAとなるサイクルも考  

えられる18）。このような点から，アオウキクサのニコチ  

ンアミダ仰ゼは，NADの分解によって生じたNAmを  

軍手びNADとして利用するための，またはTRGを生食  

成するための前駆体としてのNiAを生成する義堂な酵  

素と考えられる。  

［1dc〕で横紙したNiA及びNAmを，花芽誘導を起こ  

さない漉度（1／JM）でアオウキクサに投与して7日間培  

養したトレーサー実験の結果7）から，NA玖ニコチン酸  

モノヌクレオチド，ニコチンアミドモノヌクレオチド，  

TRGに相当する両分に多くの放射能が検‡11されたが，  

NiAの位了馴こはほとんど検出されなかった。花芽誘導を  

起こす浪度（100〃M）でアオウキクサに投与して7日間  

培発した場合には，NAmに相当する蘭分に敢も多くの  

放射能が検出さゴtた。これらのことから，花芽誘導しな  

い漉度で投与されたNiA及びNAmは，まずNAD及び  

’rRGに変換されると考えられる。TRGがある程度の濃  

度になるとT王ミGによる生成物阻審によってニコチン酸  

メチルトランスフエラーゼによるTRGの生成が止まり，  

NiAはNAl）の生合成のみに利用されるのであろう。花  

芽誘導する膿度では，これによって生じたNADから遊  

離したNAmの蓄撒が，なんらかのメカニズムで花芽諌  

尊にl狙与していることが考えられる。   

アオウキクサの花芽を練歩するベンズアミドとピラジ  

ンアミドによってニコチンアミダーゼが阻寒されるとい  

うことは，NAmがアオウキクサ体内に苗穂することに  

つながる。…リブ，両化合物は．NiAからTRGを生食成  

するニコチン酸メチルトランスフエラーゼも阻審するの   

で，NiAはニコチン酸経路を樺山してNAl）となり，さ  

らに分解を′受けてNAmとなって，アオウキクサの体内  

に薔薇すると考えられる。花芽誘導の起こる濃度で，  

NiAあるいはNAmを投与した場合，NAmがアオウキ  

クサ体内にかなりの駿で蓄堵する。以上のことから，ベ  

ンズアミドとピラジンアミドは，ニコチンアミダーゼと  

ニコチン酸メチルトランスフェラ州ゼの両酵素を阻審す  

ることでNAmを革紐し，花芽誘礪に至るものと推定さ  

れるけ   

開花を誘導する濃度でNiAを投与した場合に，アオ  

ウキクサ体内に輩桟するNA王Ilほ，ニコチンアミダーゼ  

の逆反応で生じたものではなく，NiA経路を据て，いっ  

たんNADが生食成され，そこから遊離して生成したも  

のであると考えられる。   

反応生成物であるNiAを反応液中に50mMの浪度ま  

で添加して酵瀦反応を行わせたが，トラマキタケやエノ  

キタケの本陪審のように生成物阻密を受けなかった。梯  

絶したN主A及びNAmを用いたトレーサー実験では，  

花芽誘導しない漉度で投与した場合には，N払ほほとん  

ど検出されないことやNiAによる生成物阻審を受けな  

いことから，ニコチンアミダーゼによって生じたNiA  

は遊離の形で残り，…′一党の漉度に保たれることなく，ニ  

コチン酸メチルトランスフエラーゼによって速やかに  

TRGとなるか，またはニコチン較経路を総て再びNAI）  

となると考えられる。花芽を誘導する濃度で投与した場  

合にNAmが大脇に検出されるのほ，ニコチンアミダー  

ゼが生成物阻審以外の機構，たとえばNAD関連化合物  

による阻審によって，NAmと反応できないためと考え  

られる。この，如こついては，今後さらに紳輔に検討する  

必繋があろう。  
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