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脱窒菌(Pseudomonas denit7ificans)

における硝酸還元活性について

山 岡 β非 雄＊

Nitrate reduction by Pseudomonas denitrificans

KUNIo YAMAOKA

Abstract

 The study of denitrification by the cell is worth notice for its genetics and water waste treatment. 

Stimulation of denitrification activity is useful for these purpose. 

 In this study monovalont cation could activate nitrate reductase of Pseudomonas denitrificans which was

grown under under dissimilatory condition. 

1. 緒 論

 硝酸呼吸は，ある種の生物のエネルギー獲得系として

非常に重要であり，その機構の解明はそれ自身意味があ

るばかりでなく，生物進化の問題や，公害対策の面から

も大いに興味の持たれるものである1)・2)・3). 

 我々は，脱窒菌であるPsendomonas denitrificansを

用い，その硝酸還元機構の制御及び酵素の活性化等を目

的として研究を行っている. その結果，このP. 

denitri. ficansは主として1価カチオンにより，その生菌

での硝酸還元能力が著しく増大することを認めた4). 

 我々は，ひき続きこの活性化が異化型条件で生育させ

た，菌及び同化型条件で生育させた菌の硝酸還元能と，

どのように関連しているかを調べる目的で実験を行った

ところ，異化型生育菌との関連が大きいことがわかった

ので，以下報告する. 

2. 実験と方法

a)使用菌株

 Pseudomonas denitrificans ATCC 13867

b)増殖条件

 培養の基本的方法はNjshimnra5)，山岡4)らの方法

に従った. 即ち，菌の保存及び前々培養は，Yeast

Extract O. 5g NaCl O. 69を1009の水にとかした培

地で行った. 前培養，及び本培養には原則的にKNO3

10g， NH4Cl 1 g， Na3-Ci trate 6 g， KH2PO4 O. 5g，

K2HPO41g， NaCl O. 5g， MgSO4・7H20 O. 2g，

FeSO4・7H20 10mg， CaC12 20mg， CuSO4・5

H20 l g， ZnSO4・7H20 1. lmg， MnC12. 6H20

20mg， CuSO4・5H201mg， ZnSO4・7H20 1. 1

mg， MnC12・6H20 O. lmg， CoCI2 2 mg， Na2

MoO42H202. 5mg， Na2SeO4・H200. 2mgを水
1！にとかした培地を用いた.  (PH7. 0)

 培養条件は，前々培養については30。Cで振とうし

ながら16時間培養した. 前培養，及び本培養は30。C

で19時間静置培養を基本とした. 

 異化型生育菌を得る場合は，前培養，本培養とも培養

ブラスコ中の空気をHeガスで置換した. 

 同化型生育菌を得る場合は，上記培地成分から

NH4Clを除き，好気的にする為に，振とう培養し
た. 

 同化型，異化型両能力を持つ菌を得る場合は，上記

培地成分から，:NH4C1を除き，且つ，嫌気的にする

為に空気をHeで置i噛し，静置培養した. 

 同化型還元能，異化型還元能のいずれも必要としな

い菌の生育には，上記培地成分からKNO3を除き好

気的に振とう培養を行った. 
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菌の濃度は，580nmでの濁度で示した. 

C)硝酸還元酵素活生測定

 Nishimura5)らの方法によりNO3一イオンを還元し

て生じたNO2一イオンの量を測定した. 

 なお，還元剤としては，methylviologenを使用し

た. 

 使用する菌体量は，580nmにおける濁度0. D. ＝

1の菌体濃度で1. 64mg Ce11/m1であるとした. 

d)菌のカチオンによる活性化

 本知臼後，集菌(4，000rpm，15min)，洗浄した立体

を，各種濃度のカチオン溶液に懸濁し，30QCで1hr

振とうする. 振とう後，集菌し，33mMリン酸緩衝溶

液で洗浄し，懸濁液とした. この菌をカチオン処理立

体とした，

e)菌体の破捧及び分離

 対i数増殖期にある四体を，病菌洗浄後，0. 033Mリ

ン酸カリ緩衝溶液に懸濁し，50Wで5分間，0。Cを

保持しつつ超音波処理により，菌体を破砕した，破砕

液は，遠心分離により，上清と沈殿に分離した. 

(4000rpm，25分)

3. 結果と考察

 a)各種菌の生菌状態に彩る硝酸還元能

 異化型硝酸還元能を必要とする状態で生育した菌体

と，同化型硝酸還:元能を必要とする状態で生育した菌体，

異化型，同化型両者の還元能を必要とする状態で生育

した菌体，及び，そのいずれも必要としない状態で生育

した病体の以上4種の菌体の生菌状態における硝酸還元

能を測定した. 

 結果は，Table 1に示す. 

 異化型硝酸還元建を必要とする状態で生育した菌体が

異化型酵素のみを保持しているのか，あるいは同化型酵

素をも保持していて，それは作用しないのかは不明であ

るが，Table l示すように，4種類の菌体の硝酸還元に

は明確な差が出た. 

 即ち，異化型硝酸還元能を必要とする状態で生育した

菌体と，同化，異化両硝酸還元能を必要とする状態で生

育した菌体は，他の2種の菌に比し，著しく高い硝酸還:

四壁を示した. 

 これは生菌状態で同化型の硝酸還元能は測定がむつか

しいことを示していると考えられる. 

 異化型酵素，同化型酵素，同化型酵素の菌体内におけ

る存在場所の問題と合わせ，これからの検討課題であ

ろう. 

 b)1膝骨チオンによる硝酸還能の活性化

 時報6)に報告したように，異化型硝酸還元能の必要な

状態で生育した菌体は，1価カチオンにより，その硝酸

還元能が増大することがわかっている. 

 そこで，異化型硝酸還元能の必要な状態で生育した菌

体，同化型硝酸還元能の必要な状態で生育した菌体の2

種の生菌についてその1価カチオンによる硝酸還元能の

活性化を比較してみた. 

 結果はTable 2に示すように，同化型の菌体は硝酸

還元能を1価カチオンにより殆んど増加させていないの

に対し，異化型の学界は著しくその還元能を増加させて

いる. 

 この結果から，異化型の硝酸還元能のみが1価カチオ

ンで活性化されることがわかったが，異化型酵素自体は

活性化されるが同化型のそれは活性化されないのか，あ

るいは，酵素の存在場所が問題なのかは不明である. 

 C)菌体内の硝酸還元能の分布

 異化型硝酸還元能を必要とする培地で生育した菌体を

超音波処理により破砕し，遠心分離した上清，洗蒔の各々

Table 1 Reducing power of each cell

一x.  Type of Cell

     x
Gas phase

Control
Assimilation '， Dissimilaton

type type

，(轄i留臨浩。n)

   type

Growth
conditjon

Air Air He He

N-source ［NHX＋NO5

Enzyme activity of
             O. 012
 nitrate reductase )＊｛ i

NO5 NH才＋NO5 NO5

O. 043 O. 179 O. 178

)8(NO2mmol/g-cell ・ min
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脱窒菌(Pseudo〃lonas denitrifieans)における硝酸還元活性について

 Table 2.  lncrease in the activjty of nitrate reduction by 1 aCl

Assimilation 1 Dissim ilation 1
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     Type of Cell

Enzyme activity x patntro-1-1'

of nitrate reductase NaCl-treated i

type 1 type
9:L13一/. . 一. iL一. ！，！t9 -

O. 182 ) O. 970

X NO2mmol/g-Cell・min

Table 5.  Nitrate reduction by whole cell and each component

 Enzyme activity of

 nitrate reductase

(NO2mmol/g-cell ・ min)

Whole cell Precipjtate Supernatant

O. 159 O. 090 O. 543

につき硝酸還元能を測定した. 結果はTab】e 3に示

す. 

 細胞膜を多く含むと考えられる沈殿部が示す硝酸還元

活性は，〃まぽ生菌の示す硝酸還元活性に等しい. しかし

ながら，細胞質に相当すると考えられる上清部に非常に

強い酵素活性が認められた. 

 このようなことから，少くとも異化型の硝酸還元活性

が必要な状態で生育した菌は，細胞膜部分に一部酵素活

性を持ち，生菌体状態で1価カチオンにより活性化した

場合，この庶系の酵素とどのような関係があるのか現在

検討中である. 

4. 要 約

 異化型，同化型の硝酸還元能の保持する菌を1価カチ

オンにより活性化したところ，異化型の菌のみが活性を

増大せしめた. 

 この異化型菌を破砕し，活性の分布を調べたところ，

細胞膜系に於る酵素の活性が，異化型の硝酸還元能と関

係があるのではないかと推定した. 
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