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大腸菌硝酸還元酵素の一価カチオンによる活性化:生理的電子供与体

           (蟻酸塩)で認められる顕著な効果

加藤美都子＊、成瀬 淳＊＊、山岡 邦雄＊

An activation of dissimilatory nitrate reductase in

Esch eric加a coli by monovalent cation:remarkable
effect with physiological electron donor ( formate )

Mitsuko KATO， Atsushi NARUSE and Kunio YAMAOKA

                 Abstract

 Dissimilatory nitrate reductase (DNRase) in Fscherichia coli cells， grown

under anaerobic conditions with KNO3 ，is activated with NaCl.  lts activation

ratio is determined after washing of cells treated with NaCl.  lmzyme assay is

usually carried out by using methyl viologen (MV) as a reductant.  However，

from a practical point of view， formate should be used instead as a reductant

because MV is an artifitial dye.  ln this report ， we use formate as a reductant

at an enzyme assay and discuss its mechanism. 
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緒論

 Pseudomonas denitrificansやEscherichia coliは，嫌

気的で培地中にNO3一を含む，いわゆる硝酸還元条

件下で増殖すると，菌体中に異化型硝酸還元酵素

(Dissintilatory nitrate reductase)を合成する。

DNRaseは膜系酵素で， NO3一をNO2一に還元する反

応を触媒し・その際エネルギーを生ずる。NOガは

アミンと反応し，発がん性のニトロソアミンを生成

する。従って特に腸内に成育するE. ・coliの場合，そ

のDNRase活性を抑制することは，予防医学的にき

わめて意義のあることである。

 これまで，硝酸還元条件下で成育させた両菌を，

NaClなど1価カチオンを含む水溶液中で静置する
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とそのDNRase活性が数倍に上昇すること，またシ

ステイン(Cys)を含む水溶液中に静置した場合

DNRase活性は逆に低下することを報告した。この

DNRase活性の上昇や低下は，その処理菌体を破砕

しても，それぞれ非可逆的に保持されていることか

ら，DNRase自身が活性化および不活性化されてい

るものと推定した。

 DNRase活性の測定については，電子供与体とし

てメチルビオロゲン(MV)を用いることが一般的で

ある。MVはDNRaseに直接作用することにより還

元作用を行うが，あくまで人工色素であり，菌体の

代謝系に本心的に属するものではない。実際，菌体

中におけるDNRaseによるNO3の還元には，

Formateが関与していると考えられる。 Forniateは

Formate dehydrogenase(FDH)に結合し，さらに水素

が膜系酵素を経由し，DNRaseによるN(，3還元に
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関与する。

 これまで報告してきたNaC亘やCysの効果は，いず

れも還元剤としてMVを用い，検討したものである。

そこで，菌体内におけるDNRase活性の実体を明ら

かにするために，還元剤としてForniateを用い，ま

ずNaαの効果を検討した。

 実験方法
菌遡音養 EScherichia coli K l 21FO 3301の培養に

つ・いては，Guestら1)の方法に従った。即ち炭素源

としてグルコースを用い，KNO3と(NH4)2SO4を含'

む合成培地中，37℃で嫌気的に培養した。

     ' 一     こ        ' 湘    37℃

で嫌気的(Heガス置換)条件下で剛体を大量に培養

し，接種後4時間～15時間まで，時間毎嫌気的に培養

液の一部門取り出し，その増殖度とNO2'量および

DNRase活性を測定した。

平坪の煎処型. 各培養段階の菌体を集菌・洗浄後，

NaClを含む0. 033 Mリン酸カリウム緩衝溶液(pH

7. OX以後0. 033MKPB)に懸濁し，30℃で1h静置

した。その後O. 033'・M・KPBで集菌・洗浄し， DNRase

活性を測定した。なお，無洗浄の前処理菌の場合は

静置後の集解・洗浄をせず，菌体懸濁液のまま

DNRase活性を測定した。

菌糊塗α033MKPBの菌体懸濁液をOD580
で正確に調整し，氷水で周囲を冷却しながら超音波

破砕装置で1分間，20KCで処理した。その後，1

分間冷却し，この操作を5回繰り返し，計5分間破

砕した。また，細胞膜と細胞質の分離は，'この菌体
破砕液を，' ' R0，000 gで2時間，超遠心分離にかけ，

それぞれを分取した。

DN aseの''1  測定は原則的に， Yamaoka
ら2)の方法に従い，加えられたNO3'からDNRase

の作用により生成するNOが量を比色法により測定

した。還元剤としてMVとFomlateを使用した。な

おFormateの場合，反応液中のFomate濃度は50

mMである。酵素の単位は1分間当り1μmo1の

NOが生成量を基準とした。

 結果と考察

1MV Fo nate のt  ' 従来DNRase活性測

た。Fig. 1にMV系， Fig. 2に1？ormatc系のDNRase

活性変化と，菌の増殖変化を示す。

 MV系は，増殖の初期から中期，後期にかけて，

やや上下に変動するものの，かなり高い活性を保持

している。このことは，少なくともDNRase自体は，

硝酸還元条件下での増埴の全域にわたって，菌体に』

常に一定量存在している可能性を示しそいる。一方

Forrriateを用いた場合，その活性は対数増殖初期に

おいて著しく増大し，その前後で急激に低下してい

る。活性値は，MVの場合に比べると低く，もっと

も活性が高い対数増殖初期の値も，MVのそれに及

ばなかった。

 Ingledewら3)はEcoliのDNRaseに対するMV，

Formateの関与について報告している(Fig. 3)。

to
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1 NaCl-induced DNRase activation
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Fig.  6 Possible mechanism of NaCl-induced DNRase

   activation and of the apparent reduction of the

   activation in unwashed cells

MVがDNRase自体に直接関与するのに比べ，

FormaIeはFDHに結合し，さらに膜内の酵素を経由

し，DNRaseに作用する。このことと， Fig.  1，2の

結果を合わせて考えれば，DNRaseは常に存在する

ことから，対数増殖初期においてのみ，FDHと

DNRase間の酵素が合成，あるいは作用する可能性

が考えられる。

いずれにしても，Fo㎜ate系が実際の菌体内代謝

において作用していると考えられることから，

Fonnate系の測定方法を含めて，より詳しい検討が

必要である。

2NaClこ  DNRaseの'   これまで，硝酸

還元条件下で成育させたE. ・coliやPs， denitrificansを

NaClなど1価カチオンを含む水溶液中で，30℃，1h

静置後，菌体をO. 033 MKPB;(pH7. 0)で洗浄した

ところ，菌体のDNRase活性が著しく増大すること

を報告した。これらの結果は，すべてDNRase活性

測定の際，還元剤としてMVを用いたものである。

 そこで，丁丁の代謝に実際関与すると考えられる

Formateを用いて，以下比較した。まず， NaCl水溶

液中での前処理によるDNRase活性の変化を調べた。

各種増殖度の菌体を用いMVとFormaIeで比較した

ところ，Fig. 4に示す結果を得た。 MVの場合は，増

殖の各段階において，10倍前後の値を示している

のに対し，Formatcは，対数増殖の初期においての

み，更に10倍程度高い活性値を示した。MVの結

果が，DNRase自体の活性値を示すと考えるなら，

Formateのそれは，更にFDHや他の膜酵素の活性変

化と関連して考える必要がある。いずれにしても，

NaClによるDNRaseの異常な活性化は， E.  coliが腸

内で成育することから，NOiの腸内高濃度蓄積を

推定させるものであり，予防医学的にきわめて大き

な問題を提起している。

3NaCk t… '」のDNRase'  NaClによ
るDNRase活性上昇が，酵素自体の活性化と，どの

様に関連しているかを確認するため，Naαで処理し

た菌体を超音波処理により破砕し，更にSO，OOO gで

2時間遠心分離した上清と沈殿各々について，

DNRase活性を測定した。結果をTable 1に示す。

NaC1処理菌体の高いDNRase活性は，菌体破砕後，

沈殿部に存在するものの，活性値はかなり低下した。

表には示さなかったが，MVを用いた場合は，沈澱

部に活性の殆どが保持されていた。

 このことは，Fonnateの場合，小体破砕により

FDHからDNRaseへの系がかなり破壊されるため，

活性保持率が低いものと考えられる。一方，NaClで

処理しない菌体を破砕し，その破砕液にNaClを加え

てもDNRase活性は，全く上昇しなかった。‘このこ

とは，NaC1の効果発現のためには自体の膜構造その

ものが必要であることを示している。

4  ' のDNRase i  NaC垂による菌体の前処

理は，菌懸濁液(OD＝ 1. 0)に等量の1 M NaCl(

in O。033MKPB:pH7. 0)を加え，・30℃，60分静置

後，0. 033MKPB(pH7. 0)で2回洗浄し，菌体を

0. 033MKPBに懸濁するものである。この懸濁液の

DNRase活性が非常に高いことから，この活性化が

60分の静置後，および菌体洗浄後の，どの段階でひ

き起こされているのか調べた。まず静置後，未洗浄

状態菌のDNRase活性を菌懸濁状態のまま測定した

ところ，FormaIe系の活性は静羅時間とともに上昇

しているが，MV系は殆ど上昇が，認められなかっ
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た。しかし，Forn、ate系の場合も洗浄菌のそれには

遠く及ばなかった。この未洗浄状態では，溶媒の

0. 033MKPB中には，05 M NaClや，菌体からの溶

出物が存在する。このことはNaClはそれ単独か，溶

出物と共に作用し，DNRase活性の発現を，酵素活

性測定時では抑制していることになる。しかし，

NaClを酵素活性測定時に加えても影響が見られない

ことから，NaClが単独で抑制しているとは考え難い。

次に，洗浄の際の遠心分離や，溶媒の効果を調べる

ため，前処理菌体洗浄を遠心分離，あるいは濾過を

用いて行い，溶媒もKPBの他に純水を用いて調べた。

結果をTable 2に示す。遠心分離と濾過による活性化

の差は，殆ど認められなかった。また，遠心分離し

た状態の上清と菌体をそのまま再懸濁しても，未洗

浄菌の活性と差はなかったことから，遠心分離操作

自体は，影響を示さないことが分かった。更に，洗

浄後葉懸濁する際の溶媒として，KPBと純水を用い

たところ，純水の場合，やや活性は低いものの活性

化そのものは，十分に高い値を示した。Fig. 5， Table

2の結果を合わせて考えると一tE coliは，30℃で0. 5

M NaClに接触すると，そのDNRase活性を，数倍上

昇させるが，周辺の溶媒を新しいKPBに置き換える

と，更にその活性を十数倍増大させる。これは. 静

置中の溶液中への溶出物とNaC且が，菌体のDNRase

活性を抑制しているものと推定される。即ちNaClは，

Fig. 6に示すように，菌体膜のリン酸基等に作用し，

その膜の流動性を変化させ，DNRase活性を上昇さ

せるが，菌体からの溶出液と共に膜表面のmasking

作用を行い，一方ではDNRase活性上昇を抑制して

いるものと考えられる。これらの点については更に

溶出物の検討を含め，研究が必要である。
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