
脱窒菌(Pse''dontonas denitrificans)の硝酸還元能に対する1価および2価カチオンの効果 27

脱窒菌(Pseudomonαs denitrificans)の硝酸還元能に

対する1価および2価カチオンの効果

山岡邦雄＊. 加藤美都子＊. 兼安気郎＊

The effect of monovalent and divalent cation on the nitrate reduction of

  Pseudomonas denitrificans

K.  Yamaoka， M.  Kato， K.  Kaneyasu

Abstract

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

 The enhancement of denitrification ability is useful for these purpose.  ln this study， monovalent cation could

activate the nitrate reduction of Pseudomonas denitrificans.  whereas Mg2' inhibited it. 

 Incorporation of Li' and Mg2' into the cells were studied.  The relations between the incorporation of cations

and nitrate reduction were discussed. 

1. 緒  論

 Pseudomonαs denitrificαnsは異化型条件下において硝

酸還元酵素(Nitrate Reductase)の作用により硝酸イオ

ンをN2 gasにまで還元し，放出する. この硝酸還元機

構の解明はそれ自身興味があるばかりでなく生物進化

や，公害対策の面からも大いに検討する価値があるもの

と考えられる. 

 我々はこの菌の硝酸還元能が1価カチオンにより促進

されると報告した. 1)さらにその促進の原因として，酵

素自身の1価カチオンによる活性化を推定した. また2

価のカチオンであるMg2＋は促進効果を示さないことも

報告した. 1)そこでカチオン処理によりカチオンが菌体

のどの部分にとり込まれるかを検討するため，カチオン

で処理した菌体の細胞質，膜，膜可溶三分についてその

硝酸還元能の分布およびとり込まれたカチオン量につい

て調べた. その結果，とり込まれたLi＋はその細胞質に

ほとんど存在し，膜部分については非常に少いことがわ

かった. またMg2＋は1価カチオンとはまったく異る効

果を示したので以下報告する. 
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2. 実験方法

 (1)使用菌株

 Pseudomonas denitrificans ATCC 13867

 (2)培養条件

 培養の基本的方法はNishimuraら2)の方法に依った. 

すなわち菌の保存および前々培養はYeast Extract

O. 59，Na3C6H507・2H200. 6gを水100 mlに溶かした

培地を用いた. 前培養および本培養には原則的にKNO3

10. Og， NH4Cl 1. Og， Na3C6HsO7'2H206. Og， KH2PO4

0. 5 g， K2HPO4 1. 0 g， NaCl O. 5 g， MgSO4'7H20 O. 2 g，

FeSO4'7H2010mg， CaC1220 mg， CuSO4'5H201. Omg，

ZnSO4'7H201. 1mg， MnC12'6H200. 1mg， CoC122. Omg，

Na2MoO4・2H202. 5mg， Na2SeO4・nH200. 2mgを水でと

かしleにした培地を用いた(pH7. 0). 培養条件として

は前々培養は30℃，16時間振とうし，前培養および本

培養については培養フラスコ中の空気をHe gasで置換
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後30。C，16時間培養し対数増殖期の菌体を得た. 菌の

増殖度は580nmでの濁度で測定した. 対数増殖期の菌

体は集菌後pH 7. 0，33 m mol/Zのリン酸緩衝溶液(以下

KPBと略す)で3回洗浄後、同緩衝液に懸濁させた. 

 (3)硝酸還元酵素活性測定

 硝酸還元酵素活性の測定はNOiを還元して生じる

NO牙を発色定量する方法を用いた. 方法は山岡らの方

法1)に従った. 

 (4)カチオン処理の方法

 本培養後集菌洗浄した菌懸濁液に各種カチオン濃度溶

液を加え，30℃で1時間静置した. 静置後無菌，洗浄

して菌懸濁液を得た. これをwhole cellのカチオン処理

とした. また菌体を本培養後集菌，洗浄し超音波処理

(20KHz，5分間)により破砕した液に各種カチオン溶液

を加え，30℃で1時間静置した. これを菌破砕液のカチ

オン処理とした. 

 (5)細胞膜蛋白質の可溶化方法

 菌体を超音波でhomogenizeして遠心分離(30，000 G×

90分)によって細胞質と細胞膜に分ける. この細胞膜に

対し次のような計算量の可溶化剤Triton X-100を用い

て21。C，30分間かくはんしながら可溶化を行う. 菌体

の濁度OD＝1のときの湿重量を7. 55 mg/mlとし全タ

ンパク量をその15％として3)Triton X-100はそのタン

パク量のさらに2％を加える. 4)

 (6)金属イオンの定量

 Li＋，Mg2＋ともに0. 2，0. 4，0. 6，0. 8，1. Oppmの標準溶

液を33mmol/'のKPB溶液で作り，島津Wビームデジ

タル原子吸光フレーム分光光度計AA-650で測定した. 

測定時の条件は次のとおりで，これから検量線を作成し

酵素液中のMg2＋としi＋の定量をな行った. 

 Mg2＋の測定は，波長2852 A，電流4mA，スリット

巾6A，助燃ガス(air)101/min，燃料ガス(アセチレン)

2. 41/min，バーナー高さ5mm，またしi＋は波長6707 A，

電流5mA，スリット巾5A，助燃ガス(air)101/min，

燃料ガス(アセチレン)1. 71/min，バーナー高さ2mm

でそれぞれ行った. 

3. 結果と考察

 (1)各種カチオンの効果

 異化型条件下で増殖させた菌体を各種電解質および非

電解質水溶液に懸濁し、静置後洗浄した贈与の硝酸還元

能を検討した. (Table1)表に示すように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著しく増大し

ていることが認められた. 一方2価カチオンMg2＋は，

ほとんど硝酸還元能を増大させなかった. 

 (2)事体および菌破砕液に対するカチオンの効果

 Table 1には菌体を0. 5Mのカチオン溶液で処理した

結果を示したが，菌破砕液に対する効果を更に検討した. 

カチオンとしてはNa＋，Li＋，Mg2＋を用いた. 結果を

Fig. 1に示す.  Li＋，Na＋はwhole cellに対し硝酸還元能

促進効果を示したが，菌体破砕液にLi＋，Na＋を加えた

場合は全く促進効果は示さず，むしろやや阻害傾向を示

した. すなわち1価カチオンの効果は生体膜の構造その

ものを必要としていると考えられる. 一方Mg2＋は

whole cellに対して，その硝酸還元能を1mol/∫までは

変化させなかったが，それ以上の濃度では阻害効果を示

した. またMg2＋を菌体破砕液に加えた場合はLi＋， Na＋

Table.  1 Stimulation of nitrate reducing activity in Pseudomonas denitnficans cells by monovalent cations

lncubation of

cells w覧乳h

(0. 5門)峯

          ロユNitrate reduction［μmQ卜min'(旧9 cells)¶1］

Metyl viologen'‘ Sodlum for皿ate鼠写

None
NaCl

Na2SO4
LiCl

KCl

KNO3
RbCl

CsCl

NH. Cl

岡gC12

Mgse4
Mannitol
Sorbitol

O. 062

0. 415

0. q47

0. 376

0. 306

0. 198

0. 224

0. 308

0. 260

0. 062

0. 056

0. 112

0. 118

O. 027

0. 180

0. 230

0. 202

0. 170

0. 122

0. 126

0. 144

0. 143

0. 041

0. 014

0. 057

0. 054

＊ 300 C. lh
   ' ＊＊ Electron donor
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の場合と同じように阻害的傾向を示した. 従ってMg2＋

の阻害機構は1価カチオンの促進機構とは異り，酵素に

直接作用している可能性が考えられる. 以上の現象がカ

チオン処理菌体を破砕した場合とどのように異なるかを

検討する目的で次の実験を行った. 

 (3)カチオン処理菌体破砕液の硝酸還元能

 Fig. 1に示したように，菌体破砕液に対して1価カチ

オンは効果を示さないが，whole cellの状態でカチオン

処理した菌体を破砕し，その硝酸還元能を検討したとこ

ろTable 2のようになった. すなわちwhole cellの状態

でLi＋， Mg2＋で処理した面体は破砕後もその効果を持続

した. このことはカチオンをwhole cellの状態で接触さ

せた時，酵素自身にカチオンが何らかの作用を起し，そ

の菌体を破砕しても酵素に対する1価カチオンの影響が

持続する可能性を示す. そこでこのカチオン処理菌体中

におけるLi＋， Mg2＋の分布について検討を行った. 

 (4)カチオン処理菌体の細胞質，細胞膜及び膜可溶画

集の硝酸還元能とカチオン含量

 Table 2に示したように硝酸還元酵素とカチオンが結

合している可能性が推定されたので，Li＋， Mg2＋で処理

した菌体を破砕しその細胞質，細胞膜および膜可溶性画

分についてその硝酸還元能およびカチオン含量を検討し

た. 結果はTable 3，4に示す. この表に示すようにLiCl

で処理した菌体中の細胞質部分に大部分のLi＋は取り込

まれていることがわかる. また膜画分の硝酸還元能は

LiCl処理で上昇していることが認められたがしi＋含量

は少く，定量法馬により検討を必要とすることがわかっ

た。また，その傾向は膜可溶化部分でも同一であった。

従ってこの硝酸還元能の上昇とL童＋含量との相関を検討

するためには電気泳動等で酵素をより精製し，その精製

酵素中のLi＋含量を検討することも必要である。一方

Mg2＋で処理した菌体中のMg2＋分布はLi＋と異なり，

むしろ細胞膜に多くMg2＋が存在しその濃度は対照菌の

それに比べやや高かった. しかし硝酸還元能は対照菌に

      Table.  2
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Fig.  1 Effect of some salts on whole cells and cell home-

   genates
    O : whole cells e : homogenate

比べほとんど認められなかった. また細胞質における

Mg2＋含量は対照菌とほぼ等しく，硝酸還元能は全く認

められなかった. 

 このことよりMg2＋の場合，膜に結合したMg2＋は硝

酸還元能に直接影響を与えた可能性が考えられる. 以上

の結果から菌に対するLi＋とMg2＋の作用部位および機

構はについては，まだ未解決の部分が多いが，Li＋の膜

Nitrate reducing activity in the precipitate and supernatant of the Li＋， Mg2＋ treated cells

Nitrate reduction ［pmo1・min一'・ (mg cells)一i］

control cells Li'treated cellsX Mg2'treated cells:

whole cells

supernatant

precipitate

a
U
り
0
8

8
0
7

0
0
1

0
0
0

O. 230

0. 057

0. 517
0
0
0＊ IM LiCl and 2M MgC12 were used・
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］［ Table.  3 Distribution of nitrate reducing activity and Li' in the Li' treated cells

control cells Li' treated cells

whole cetls O. 086 O. 230

Nitrate
reduction:

supernatant o. oe3 O. 057

precipitate O. 178 O. 463

solubte fraction
of precipitate

O. 035 0. 監20

supernatant o 1. 6

Li'

content塞富
precipitate o trace

soluble fraction O
of precipitate

trace

糞。髭1兜1(」li2漏騨多cells)層1

Table.  4 Distribution of nitrate reducting activity and Mg2' in the Mg2＋ treated cells

controt cetls Mg2' treated cells

vhole cells O. 119 o

NitFate
reductioni

supernatant O. 012 o

precipitate O. 132 o

sol''ble fraction
of precipitate

O. 068 o

supernatant O. 391 e. 424

Mg2＋

ContentU
precipitate 2. 85 8. 35

soluble fraction
of precipitate

O. 481 1. 21

棄. 名1兜1(Lli2蒲璽弓cellS)一1

部分における含量を定量することにより，1価カチオン

の作用機構の解明が可能となるものと考えられる. 

4. 要  約

 P.  denitrificαnsは1価カチオンでその硝酸還元能が促

進されたが，2価カチオンMg2＋で処理すると逆に阻害

作用を示した. 両カチオンについてそれぞれ処理した三

体のLi＋，Mg2＋分布を検討したところ， Mg2＋は対照に

比べ，膜部分に多く含まれており，膜酵素との関連を推

定したが，Li＋については明確な結論は得られなかった. 
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