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脱窒菌(Pseudomonas denitrzficans)に

おける硝酸還元能の活性化条件について

山 岡 邦 雄＊. 加・藤 美都子＊

The Activating Condition of Nitrate Reduction by P.  denitrzficans

Kunio Yamaoka.  Mitsuko Kato

Abstract

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

Enhancement of the nitrate reducing activity is useful for these purpose. 

 In this study， the nitrate reducing activity in a suspension of Pseudomonas' denitri icans was markedly

enhanced in the presence of monovalent cations， and the activating conditions of nitrate reduction were

reported. 

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，その機構の解明は我々人間にとって

生物進化の面やさらには公害対策まで多くの利用価値の

あるものである. 1)'2)'3)

 我々はこの脱窒菌の一種であるP. denitnficansを用

いその硝酸還元酵素の単離，酵素反応機構の制御および

酵素の活性化等を目的として研究を行なっている. 

 今回P. denitrzficansを異化型硝酸還元酵素を必要と

する状態で増殖させた生菌に対し，その硝酸還元能を一

価カチオンにより増大させる至適条件を検討した. また

精製の一段階として菌体を破砕し，細胞質と細胞膜に分

け， Disc電気泳動で分離後酵素を抽出し，その抽出液

中の硝酸還元能も調べたので以下その結果を報告する. 

2. 試料および実験方法

(1)使用菌株

   Pseudomonas' denitnficans ATCC 13867
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(2)増殖条件

 培養の基本的方法はNishimura'')らの方法に従った. 

すなわち菌の保存および前々培養はYeast Extract O. 5 g，

Na3-Citrate O. 69を1009の水に溶した培地で行った. 

前培養および本培養は主に山岡ら5》の方法に従い，原則的

に，KNO3109， NH4CI l g， Na3-Citrate 69， KH2PO40. 

5 g， K2H PO41 g， NaCl O. 5 g， MgSO4 ・ 7H20 O. 2 g， Fe-

SO4・7H2010 mg， CaCI220 mg， CuSO4. 5H201g，

ZnSO4 ・ 7H20 1. 1 mg， CoC12 2 mg， MnC12 ・ 6H，O O. 1 mg，

Na3MoO4・2H202. 5 mg， Na2SeO4・H200. 2 mgを水に

溶して11とした培地(pH 7. O)を用いた. 培養条件は前々

培養は30℃で16時間振とう培養した. 前培養および本培

養は30℃で17時間静置培養をした. また異化型の生育菌

を得るため前培養，本培養では培養フラスコ中の空気を

Heで置換して培養を行なった. 菌の濃度は580nmでの

濁度で示した. 

(3)硝酸還元能の測定

 Nishimura4)らの方法により NO3一を還元して生じた

NO・Tの量を測定した. 還元剤としてMethyl viologenを

使用した. 使用する菌体量は580nmにおける濁度OD＝

1の菌体濃度で，1. 64mg Cell/mlとして計算した.  NO、一
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量については比色定量を行い，540nmにおける吸光度

OD＝1のときNO2一濃度は0. 19m mol/1'として計算した. 

(4)硝酸還元能のカチオ・ンによる活性化の条件

 ①菌懸濁液の調製

 活性化に用いる菌は対数増殖期にある菌体を集菌(10，

000rpm×6min)し，0. 033 mol/1リン酸緩衡溶液(KPB)

で3回洗浄した菌体を菌体濁度OD＝1(580 nm)に調製

した. 

 ②活性化に用いるカチオンの種類

 各種電解質および非電解質について検討した. すなわ

ち調製菌懸濁液4)NaCl， Na2SO、， KCI， KNO3， RbCl，

CsCl， N H4Cl， MgC12， MgSO4， Mannitol， Sorbitol溶液

中での活性化を試みた. 実験はいずれも0. 5mol/1濃度，

30℃1時間活性化で行った. 

 ③一価カチオンの濃度の検討

 NaC1を飽和溶液までの7段階の濃度で調製し，その溶

液で菌体を懸濁して菌体濁度OD＝0. 5(580 nm)として

300C，1時間活性化を行い，その硝酸還元能を比較した. 

 ④活性化温度の検討

 調製菌懸濁液に等量の2mo1/1のNaCl溶液を加え，

0℃と30℃で1時間活性化した. 活性化後ただちに集菌，

洗浄し，硝酸還元能を測定した. 

 ⑤活性化時間の検討

 調製菌懸濁液に等量の2mol/l NaCl溶液を加え30℃

で活性化の時間を0～150分頃で変化させ④と同様にして

硝酸還元能を比較した. 

 ⑥菌体濃度の検討
 1mol/l NaC1溶液で菌体を懸濁し，その濁度を580 nm

でOD＝0. 450(菌体量0. 749/1)，1. 125(1. 859/1)，

1. 500 (1. 72g/1)， 1. 800 (2. 95g/1)， 2. 125 (3. 49g/

1)，3. 300(5. 419/1)層とし，' R0℃で30分活性化を行っ

た. 

 ⑦pHの検討
 調製菌懸濁液に，それぞれpH. 6，7，8の緩無恥

(KPB)で作った等量の2mol/l NaC1溶液を加え，活性

化した. 活性化は30℃で30分行った. 

(5)Disc電気泳動による酵素の確認分離と抽出

 ①粗酵素液の調製
 本培養後の病体を集金，洗浄後0. 033mol/l KPBで，

OD＝2(580 nm)に調整し，その調製菌懸濁液20mlを0℃

で超音波発生装置(トミー精工，UP-200P)を用い50W・

 5分間超音波破砕を行った. この菌破砕液を5℃で15，000

rpm，10分間遠心分離し，上澄み液と沈澱に分けた. この

上澄み液を20m1に稀釈し粗酵素液とした. 

 ②Disc電気泳動法

 粗酵素液1 mlに対しグリセリン0. 5ml，チオグリコール

酸(60mmo1/1， pH 6. 7)0. 5m1をまぜ，中村ら7)の方法に

よって作ったポリアクリルアミドゲル管1本あたりサン

プルゲルとして0. 20mlつつ細孔ゲル上に加え通電した. 

ゲル管1本あたりの電流は電圧400Vのとき2 mAとした. 

泳動時間は室温25℃のとき1時間10分ぐらいで，先端の

BPBのバンドが下の連衡液の液面に到達した時点で電気

泳動を止めた. 泳動後，ガラス管からゲルをとり出し(そ

の際BPBのバンドに銅線でマークしておく)0・05mo1/

IKPBに浸した. 

 ③酵素の確認
 反応液4. 9m1(10 m mol/l Methyl viologen/0・05 mo1/

lKPB， pH 7. 2)を試験管に入れ，これに泳動したポリア

クリルアミドゲルを1本入れる. 更に，チオ硫酸ナトリ

ウム溶液(400mg/0. 05 mo1/1 KPB 20 ml)を0. 1ml加え

30℃で10分間静置後，O. 1 mol/l KNO3を0. 11n1加え，引き

続き30。Cで5分間静置する. 青色に着色したゲルを0. 05

mol/1 KPBに移し，脱色したバンドのRf値を測定す

る. 

 ④酵素の抽出

 脱色した位置のバンドを切りとり，よくすりつぶした

後0，033mol/l KPB(ポリアクリルアミドゲル4本に対

し4ml)で抽出し遠心分離(10，000 rpm×5分間，5℃)

を行い上澄み液の抽出液で酵素反応を行った. また抽出

する際lmo1/1 NaCl溶液で抽出を行い，30。Cで30分静

置し活性化も行った. 

3. 結果と考察

(1)活性化条件の決定

 ①活性化に用いるカチオンの種類

 活性化の際添加するカチオンの種類を変えて活性化し

た結果Table 1のようになった。1価カチオンを用いた

場合は，いずれもその硝酸還元能が3～8倍と増大して

いることがわかる. それに対し2価カチオンMg2＋は効果

が認められなかった. また非電解質として Mannitol，

Sorbito1を用いたが1価カチオン程の効果は示さなかっ

た. これらの結果からカチオンによる効果は単に浸透圧

の変化によるものではなく，明らかに1価カチオンによ

りその硝酸還元能が活性化されていることを示している. 

そこでこれ以降この活性化の機構を解明していくために，
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使用しやすくかつ効果も高いNaClを使うこととした. 

 ②NaCl濃度の決定

 0，0. 5，1，2，3，4mol/1と飽和溶液の各種濃度

のNaC1溶液で30℃，1時間活性化し，その硝酸還元能を

比較してみた. 結果はFig. 1のとおり2mo1/1をピー

クに山型の図となった. 従ってNaCI l～2 mo1/1濃度で

活性化を行うことに決定した. 

 ③活性化時の温度. 

 活性化を行う際さらに温度による差があるかどうかを

。℃と30。Cで検討した. 結果はFig. 2に示すように活性

化した菌は30℃の方が硝酸還元能が高かった. これは30℃

に静置しておくとカチオンと菌体の各部位との反応が進

みやすいためと考えられる. 

 ④活性化の時間

 活性化をNaCl l mo1/1溶液添加状態で，0，15，30，

60，90，120，150分と静置時間を変化させてみた. 結果

はFig. 3に示した.  NaClを添加しない菌体は150分後

も還元能はほぼ変らず，NaCl添加菌体は30分までに急速

に活性が上昇し，その後の変化はあまりなかった. この

ことから活性化時間は30分で充分なことがわかった. な

お。分から8分までの変化も測定してみた. 結果はFig. 

4のとおりとなった. 

Table l Effects of various salts and sugaralcohols on

    nitr. ate. . reducing.  activity in IEIstgg｛lgg｝gl｝aseudomonas

    denitrificans'cells
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に多量に取れない事もあり，まだその硝酸還元能の比較

までには到っていない. さらに今回泳動したのは細胞質

Table 2 Effect of pH on activation

of nitrate reduction

Nitrate rbductionnt

pH     Addition

IM NaCt None
o

fig.  4

  2   4   6   8
   1ncubction time (min)

Effect of incubation time on

activation of nitrate reduction

6 1. 304 al 74

7 1. 3 26 O. 181

8 1. 661 a213

nt ［NO2mmol・min-i ・(g cetts)'i］

 ⑤活性化時の菌体の濃度

 菌懸濁液の濃度をNaCI l mo1/1溶液で0. 74，1. 85，

2. 46，2. 95，3. 49，5. 419/1に変化させ30回目30分活性

化し，その相違を比較したところFig. 5に示すように活

性化時における菌の濃度による差はほとんどなかった. 

このことから活性化する際は，実験的に行いやすい1. 64

9/1(OD，，。nm＝1)を使うこととした. 

 ⑥活性化時のpH

 活性化の際反応液のpHの影響について調べた. 結果

はTable 2に示すとおりpHが高い方がやや活性が高い

が，大きな差はみられなかった. 従ってpH 7で活性化

を行うこととした. 

(2)Disc電気泳動による粗酵素の確認・分離と抽出につ

いて

 ポリアクリルアミドゲルを使って粗酵素液をDisc電

気泳動で分離し，酵素反応を行い着色した結果脱色され
                はば
た1本のバンドを認めた. バンドの巾は約1㎜で境界は

sharpでありRf値は0. 35であった. このバンド部分を

前後1㎜づっ余裕をもって切り取り0. 033mo1/l KPBで

抽出し，硝酸還元能の測定をしたら0. 021m mol/9 Cell・

minであり∫その時whole cellの硝酸還元能は0. 050 m

mol/g Cell・minとなり抽出粗酵素の方が低かった. ま

た1mol/1のNaC1溶液で活性化を行なったが有意の差

は認められなかった. 以上の実験結果からP.  denitnficans

における硝酸還元能を1価カチオンで活性化するための

条件として菌は濁度OD＝1(580㎜)に調製しNaC11

～2mo1/韮溶液に調整後(pH 7)，30℃，30分間静置して

活性化すると最も効率が良いと思われる. またDisc電

気泳動による酵素の単離はバンドの巾が広い事や，一度
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6

であり，従来から注目している細胞膜の抽出液も泳動し

て比較する必要がある. そのためには，大型の電気泳動

装置を用い泳動条件等を決定し，酵素を大量に抽出した

い. また一部ポリアクリルアミドゲルから抽出した粗酵

素液をNaClで活性化してみたが，ほとんど効果が上ら

なかった. しかしこのことは細胞質にある硝酸還元酵素

が1価カチオンにより活性化されないという結論には，

すぐにはつながらないと考えられる. 従ってこれからは

単離した硝酸還元酵素が1価pチオンにより活性化され

る条件についても検討したいと考えている. 酵素の単離・

精製と共に今後の課題である. 

4. 要 約

P.  denitnTicansを異化型条件にして増殖し，その硝酸
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還元能を高めるには，1価のカチオンであるNaC1を1

～2mol/1にした溶液で，菌濃度を1. 649/1に調製し，

30℃で30分間(pH 7)で活性化するのが最も効率が良いこ

とがわかった. 

 また粗酵素液も直接活性化を試みたが，はっきりとし

た結論を得るには到らなかった. 
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