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序論

近年、産業の発展に伴い、環境汚染は地球規模へと拡大してきている。汚染物

質は多種多様であり、その量も多量で汚染範囲も広がっている。環境浄化を物理

的、化学的手法のみで行うことはエネルギーやコスト面から見ても有利とは言い

難い。一方、生物、特に微生物は汚染物質を炭素源、窒素源、エネルギー源とし

て利用・分解して増殖することができるので、微生物を利用して環境浄化を行う

方法がより効率的であると考えられる。微生物の分解能は生体反応を基盤として

いるので、物理的、化学的手法と比較して、温和な反応条件で汚染物質の処理を

行うことが可能である。また、微生物を利用した環境浄化は、複雑な装置を必要

とせず、副産物も少なく省エネルギーでできるので、物理的、化学的手法と比較

してきわめて有利である。

現在、直面している環境問題の一つは工業排水や生活排水などから流入した窒

素、リン、有機物の蓄積による河川|、湖沼の富栄養化である。富栄養化は湖沼な

どの閉鎖水域で有機物や塩類の濃度が増加していく現象であるが、人間活動の増

大にともない近年では急激に進行している。富栄養化状態になると植物プランク

トンが異常繁殖し、赤潮やアオコが発生する。そのため水中の溶存酸素が不足し、

魚類や藻類は死に至り、水は悪臭を放つようになる。近年、霞ヶ浦、琵琶湖など

の湖沼、東京湾、伊勢湾等の内湾、瀬戸内海などでは、赤潮やアオコの発生によ

る被害が多発している。富栄養化を防止するためには、特に窒素とリンを除去す

ることが必要である 1)。

排水処理施設で行われている窒素の除去法には、イオン交換法、逆浸透膜を用

いたろ過法、アンモニア・ストリッピング法などの物理化学的処理法、微生物を

利用した硝化・脱窒素プロセスなどの生物学的処理法が挙げられるが 2引、物理化

学的処理法は高コストを要するため、微生物の硝化、脱窒素能を利用した生物学

的処理法が最も広く利用されている。

微生物を用いた硝化・脱窒法は、硝化菌(アンモニア酸化細菌、亜硝酸酸化細

菌)と脱窒菌の作用により、排水中の NH4+、N02-、N03ーを N2として除去する方法

である。本法において、硝化菌により NH4+は N02-をへて N03-に酸化され、生成し

たN03ーは脱窒菌により N2として大気中に還元される (Fig.O-O 4-6)。硝化過程は

一般に、好気条件で増殖する化学合成独立栄養菌によってなされ、脱窒過程は嫌

気条件で増殖する脱窒菌によって行われる。したがって、現在行われている硝化

脱窒素プロセスは物理化学的処理法と比較して低コストで行える反面、少なくと

も2つの処理槽が必要であり、また、硝化細菌の増殖速度が遅く、排水の処理に

時間がかかることから、これらの問題を改善する新たな技術の開発が求められて

いる。



最近、 NH4+を N02ーや N03ーに酸化する好気性の従属栄養菌の存在が報告された。

また、好気条件で脱窒作用を示す微生物も見いだされた 6-14)。これらの微生物を排

水処理に応用することができれば 1つの処理槽で硝化・脱窒を行うことが可能で

ある。しかし、これらの微生物の硝化能や脱窒能は、従来の微生物に比べて劣り、

また、高濃度の窒素化合物には増殖しないことなどが報告されている 13・15)。

硝酸アンモニウム(硝安、 NH4N03) は、希土類酸化物の生産過程で副産物とし

て生成する。生成した NH4N03を含む工業排水は、一般に、 NH4N03以外の物質を

ほとんど含まない。最近、瀬戸内海などの閉鎖海域内の富栄養化対策として、窒

素、リンに対する新たな排水基準が設定され、これらの排水基準を達成するため、

中でも、窒素除去法の確立は緊急の課題となっている。そこで本研究では、微生

物を活用した NH4N03排水中の効率的な窒素除去法の開発を目的とした。

すでに本研究室では、現在の硝化・脱窒プロセスを、時間とコストの両面でさ

らに効率的なものとするために、 lつの培養槽内で排水中の NH4+とN03-を同時に

利用して除去できる Klebsiellapneumoniae F-5・2株が土壌から分離され、その培養

条件等を報告された 16-17)。F-54株は土壌から分離されたので、このような性質を

示す菌株は自然界に広く存在すると考えられる。そこで本研究では、まず保存菌

株を用いて、これらの中に F-5・2株のような性質を示す菌株が存在するかを調べた。

得られた株を用いて、種種の培養条件を検討し、高濃度の NH4N03、NH4Cl、NaN03

培地における、 NH4+とN03-の同時除去の培養条件を検討した。また、外気温の上

昇する夏期においても利用可能な NH4+とN03ーを同時除去できる耐熱性菌を用いて

NH4+とN03司の同時除去試験を行った。

本論文は、序論、 l章から 7章、総括により構成される。第 l章では、 NH4+およ

び N03ーを同時に除去する微生物の検索について述べる。第 2章では、最も効率的

に両イオンを除去できる中温菌 Pseudomonαsaeruginosa NBRC 12689株を用いた、

効率的な NH4+および N03・の同時除去に与える培養条件の影響を述べる。また、本

菌を用いた培養中の全窒素の変化について記述する。第 3章では、 NH4+を唯一の

窒素源とする培地を設定し、 NBRC12689株を用いて、高濃度の NH4+の除去に与

える培養条件の影響を述べる。第 4章では、 N03ーを唯一の窒素源とする培地にお

いて、 NBRC12689株を用いて、 N03ーを効率的に除去するための培養条件の設定を

述べる。第 5章では、 NBRC12689株を用いて、 NH4+および N03ーの代謝過程に関

与する酵素を解析する。また、 NBRC12689株による脱窒機構について述べる。第

6章では、本菌を処理施設で応用するために必要な基礎的データを得るため、 NH4+

および N03・の除去に与えるリン酸塩、炭素源などの影響を述べる。第 7章では同

研究室分離した耐熱性菌 Bacilluslicheniformis T・7・2株を用いた培養条件や脱窒機

構について述べる。さらに、以上の結果を総括において総合的に考察する。

-2-



、

N2 

n bic) I一一一一一-1一、
p同時四i

~~司-ーーーーーーーーーーーーーーー -J
Mtrificati….obic)|も iNOH)但 (NH20H何日記う

Fig.O司 1.Circulation of nitrogen compounds 

-3-



第 1章 NH4+および N03-を同時に除去する微生物の検索

第 1節序

排水中に含まれる NH4+および N03・を効率的に除去する場合、これらの窒素源を

同時に利用する微生物が得られれば、それらは極めて有効に使用することができ

る。そこで本章では、 NH4N03を唯一の窒素源、 D-グゾレコースを唯一の炭素源および

エネルギー源とする培地を設定し、脱窒素が報告されている保存菌株を中心に、

合計 18株を用いて NH4+および N03ーを好気条件下で同時に除去する微生物を検索

することを目的とする。また、 NH4+とN03ーを同時に除去することが認められた菌

株を用いて、好気条件下において最も効率的に両イオンを除去する菌株を選抜す

る。

第 2節 培地の設定および窒素化合物の定量法

<方法>

1. 使用菌株

脱窒素が報告されている菌株を中心に、 Pseudomonas属の 6菌株、 Proteus属の

l菌株、 Bacillus属の 3菌株、 Enterobαcter属の 2菌株、 Klebsiella属の 2菌株、

Alcaligenes属の 1菌株、Achromobacter属の l菌株、Serrαtiα属の l菌株、Pαracoccus

属の l菌株、合計 18種類の保存菌株 (Table1-1)を用いた。保存菌株は、(独)製

品評価技術基盤機構(木更津、千葉)から購入した。

2. 菌株の保存培地

菌株の保存培地として肉汁寒天培地を (Table1・2)用いた。ポリベプトンは日本

製薬(東京)製、寒天、肉エキスは和光純薬(大阪)製を用いた。培地を調製し

た後、オートクレーブにて殺菌した(121
0

C、13分)。各菌株をそれぞれの肉汁寒

天の斜面培地に植菌した後、 30
0
Cで l・2日間培養した。増殖した菌株を、窒素化合

物を含む検定培地に植菌した。

3. 0.1% (w/v) NH4N03を唯一の窒素源とする検定培地

Table 1・3に本研究で用いる basalmediumを示す。実際の実験に用いる培地は、

basal mediumに炭素源、窒素源、金属塩を加えて調製した。 Table1-4に代表的な

培地である 0.1%(w/v) NH4N03培地の組成を示す。 NH4N03を除く、他の培地成

分を調製した後、オートクレーブにて殺菌した (121
0

C、13分)0 NH4N03溶液はこ
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れとは別に、 j慮、過除菌装置を用いて除菌し、冷却後両者を混合した。

4. 0.25% (w/v) NH4CIを唯一の窒素源とする検定培地

Table 1-4に示す培地において、 NH4N03の代わりに 2.5gの NH4Clを唯一の窒素

源として加えた。また、 MoO/-は 80pMを加えた。 NH4Clを除く、他の培地成分

を調製した後、オートクレープにて殺菌した(121
0

C、13分)0 NH4Cl溶液はこれ

とは別に、櫨過除菌装置を用いて除菌し、冷却後両者を混合した。

5. 0.1% (w/v) NaN03を唯一の窒素源とする検定培地

Table 1-4に示す培地において、 NH4N03の代わりに 1.0gの NaN03を加えた。ま

た、 MoO/-は 80nMを加えた。 NaN03を除く、他の培地成分を調製した後、オー

トクレーブにて殺菌した (121
0
C、13分)0 NaN03溶液はこれとは別に、櫨過除菌

装置を用いて除菌し、冷却後両者を混合した。

Table 1・1.Microorganisms tested 

Pseudomonas 

Proteus 

Bacillus 

Enterobacter 

Klebsiella 

Alcaligenes 

Achromobacter 

Serratia 

Paracoccus 

P. putida NBRC 3738 

P. fluorescens NBRC 15833 

RαeruginosαNBRC 3080 

P.αeruginosa NBRC 12689 

P. aeruginosa NBRC 13130 

P.αeruginosa NBRC 13738 

Rvulgαris NBRC 3851 

B. circulans NBRC 13626 

B. licheniformis strain TK 

B. licheniformis NBRC 12200 

E.αerogenes NBRC 13534 

E. cloαcαe NBRC 13535 

K. pneumoniae NBRC 3318 

K. plαnticola NBRC 3317 

d.fiαecαlis NBRC 13111 

d denitrificαns NBRC 15125 

S. marcescens NBRC 3736 

P. denitrificans NBRC 13301 
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Table 1・2.Nutrient agar medium 

Meat extract 10 g 

Polypepton 10 g 

NaCI 5.0 g 

Agar 15 g 

HヲO 1，000 ml 

pH 7.2-7.4 

Table 1-3. basal medium 

Na2HP04・12H20 15 g 

KH2P04 3.0 g 

NaCI 0.50 g 

MgS04・7H20 0.20 g 

H20 1，000 ml 

pH 7.1 

Table 1・4.0.1 % (w/v) NH4N03 medium 

Na2HP04・12H20 15 g 

KH2P04 3.0 g 

D-Glucose 30 g 

NH4N03 g 

NaCI 0.50 g 

MgS04・7H20 0.20 g 

FeS04・7H20 28 mg 

Na2Mo04.2H20 0.20 ng 

H20 1，000 ml 

pH 7.1 
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6. N03"とN02・の定量法

N03ーはサリチル酸を用いたニトロ化反応法によって測定した 18)。すなわち、 0-3

mMの N03・を含む 0.1mlの水溶液に、 0.2mlの 2% (w/v) サリチル酸-濃硫酸溶液

を加えた後、 3.7mlの 10%(w/v)水酸ナトリウム溶液を加え、 410nmにおける吸

光度を測定した。

N02・は、ジアゾカップリング反応により生成する色素を定量することによって

測定した 19)0 0-0.6 mMの N02ーを含む 0.15mlの水溶液に、水 0.35ml、0.1M 

potassium-sodium phosphate buffer (pH 7.1) 0.5 mlを加えた後、 0.5mlの 1% (w/v) 

スルフアニルアミド・9%(w/v) HCl溶液および 0.02% (w/v) N・ナフチノレエチレン

ジアミン・ 2HCl溶液を加えた。室温にて 10分間放置した後、 540nmにおける吸

光度を測定した。

7. NH4+の定量法

NH4+は、インドフェノーノレプノレ一法 20)により定量した。すなわち、 0.010'"'"0.30 

mMの NH4+を含む 1mlの水溶液に 6% (w/v) フェノーノレー0.02% (w/v) ニトロプ

ルシドナトリウム溶液 0.4mlを加えた後、 0.6mlのアンチホルミン溶液を加えた。

室温に 45分間放置して発色させた後、 635nmにおける吸光度を測定した。

第 3節微生物の検索

<方法>

1. 0.1% (w/v) NH4N03培地を用いた菌株の検索

本章 2節で述べた方法により 0.1% (w/v) NH4N03培地 (Table1-4)を調製した。

調製した培地に Table1-1に示す 18種の菌株をそれぞれ植菌し、 30
0

Cにおいて試験

管で 140rpmで振とう培養するとともに、経時的に 0.7mlの培養液をサンプリン

グした後、その濁度 (660nm)と培地中に残存する NH4+、N03"、N02"を定量した。

2. 0.25% (w/v) NH4CI培地を用いた菌株の検索

本章 2節で述べた方法により 0.25%(w/v) NH4Cl培地を調製した。同培地に Table

1・lに示す 18種類の保存菌株をそれぞれ植菌し、 30
0
Cにおいて試験管で 140rpm 

で振とう培養した。経時的に 0.7mlの培養液をサンプリングした後、その濁度と

培地中に残存する NH4+、N03"、N02・を定量した。
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3. 0.1 % (w/v) NaN03培地を用いた菌株の検索

本章 2節で述べた方法により 0.1%(w/v) NaN03培地を調製した。同培地に Table

1-1に示す 18種類の保存菌株をそれぞれ植菌し、 30
0
Cにおいて試験管で 140rpm 

で振とう培養した。経時的に培養液を 0.7mlのサンプリングした後、その濁度と

培地中に残存する NH4+、N03-、N02ーを定量した。

<結果>

1. NH4+および N03-を同時に除去する菌株の検索

Table 1 ・5に、 0.1% C w/v) NH4N03を用いた場合の NH4+および N03-の除去率を

示す。試験した 18株のうち、 P.fluorescens NBRC 15833、P.aeruginosαの 4株、 R

den itrificans NBRC 13301 、E.cloacae NBRC 13535、K.pneumoniae NBRC 3318の計

8株は両イオンを良好に除去した。しかし、P.denitr折cansNBRC13301とE.cloacae 

NBRC 13535は、 N02・を一時的に蓄積した。一方、 A.j戸aecωαl伯i臼sNBRC 13111とd

denitrtγ{折fβicαnsNBRC 15125は D-グルコ一スを利用しないため、 D-グルコースの代わりに、

2% Cw/v)クエン酸を含む培地を用いて試験した結果、両株とも、増殖とともに、

培地中の NH4+のみを良好に除去した。

2. NH4+を除去する菌株の検索

Table 1 ・5に、 0.25% C w/v) NH4Clを用いた場合の NH4+の除去率を示す。試験し

た 18株のうち、 P.fluorescens NBRC 15833、P.aeruginosaの 4株、 P.denitrificans 

NBRC 13301、E.cloacae NBRC 13535、K.pneumoniae NBRC 3318、s.mαrcescens
NBRC 3736の計 9株は NH4+を良好に除去した。一方、 A.faecalis NBRC 13111とA

denitrificαns NBRC 15125はトグルコースを利用しないため、 D-グルコースの代わり

に、 2% Cw/v) クエン酸を含む培地を用いて試験した結果、両株とも、培地中の

NH4+を良好に除去した。 B.licheniformis strain TKの増殖は不良であり、培地中の

NH4+も 80%残存した。また、 6.7mMの N03ーも蓄積した。

3. N03・を除去する菌株の検索

Table 1 ・5に、 0.1% Cw/v) NaN03を用いた場合の N03-の除去率を示す。試験し

た 18株のうち、 P.putida NBRC 3738、P.fluorescens NBRC 15833、P.aeruginosaの

4株、P.denitrψcans NBRC 13301、E.cloacαe NBRC 13535、E.αerogenesNBRC 13534、

K. pneumoniαe NBRC 3318、K.planticola NBRC 3317の計 11株は N03・を良好に除去

した。 A.denitrificαns NBRC 15125は、 Dーグノレコースの代わりに 2% Cw/v) クエン酸

を含む培地において N03・を良好に除去した。

-8-



Table 1-5. Utilization of NH/ and N03-by stock cultures 

Nitrogen source 

NH4N03' (l mg/ml) NH4CI b (2.5 mg/ml) NaN03 c (1 mg/ml) 

Growth 
Strain 

Remaining Growth Remaining Growth Remaining 

(00660) NH4+ N03- (00660) NH4+ (00660) N03' 

P. putida NBRC 3738 3.2 1% 88% 9.2 20% 4.0 5% 

P. fluorescens NBRC 15833 5.1 2 4 9.8 4 3.5 10 

P. aeruginosa NBRC 3080 3.5 O O 8.9 6 1.7 O 

Pαeruginosa NBRC 12689 3.9 O O 9.3 1.7 O 

P.αeruginosa NBRC 13130 3.2 O O 8.5 3 1.7 O 

P. aeruginosαNBRC 13738 3.6 O 8 9.3 1.8 10 

P. vulgaris NBRC 3851 0.2 100 92 0.8 84 0.2 86 

B. circulans NBRC 13626 0.2 100 95 0.5 91 0.2 93 

B. licheniformis strain TK 2.2 O 68 1.5 80 2.0 67 

B. licheniformis NBRC 12200 5.5 O 42 2.6 78 1.2 63 

E. aerogenes NBRC 13534 3.7 31 O 7.0 43 2.3 3 

E. cloacae NBRC 13535 5.6 O O 11.8 4 2.9 5 

K. pneumoniae NBRC 3318 7.1 O O 11.9 2 2.6 3 

K. planticola NBRC 3317 5.2 O 50 6.2 42 3.5 3 

A. faecalis NBRC 13111 d 1.9 O 82 4.7 6 0.0 100 

A. denitrificans NBRC 15125d 1.9 O 79 3.1 12 0.4 16 

S. marcescens NBRC 3736 3.1 O 67 10.3 8 0.2 86 

P. denitrificans NBRC 13301 17.5 。 8 13.8 11 23.5 4 

a In presence of 30 mg/ml o-glucose， 0.1 mM  Fe2+， and 0.8 pM  Mool¥ 

b In presence of 30 mg/ml o-glucose， 0.1 mM  Fe2+， and 80 pM  Mool¥ 

c In presence of 30 mg/ml o-glucose， 0.1 mM  Fe2+， and 80 nM  MOU42-. 

d tri-Sodium citrate dihydrate (20 mg/ml) was added， instead of 30 mg/ml of 0 

-glucose. 
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第 4節 高濃度の窒素化合物を除去する微生物の選抜

<方法>

1. 高濃度の NH4N03を除去する菌株の選抜

本章 3節において得た NH4+および N03ーを同時に除去する 8株の中から、最も効

率的に両イオンを除去する株の選抜を行った。そのため、 NH4N03の濃度は 0.1%

ずつ増加させ、 D-グ、ルコースの濃度も増加し、高濃度の NH4N03培地を調製した。

この培地に 8株をそれぞれ植菌し、 30
0

Cにおいて試験管を用いて 140rpmで振

とう培養した。経時的に 0.7mlの培養液をサンプリングし、その濁度と残存する

NH4+、N03・、 N02ーを定量した。

2. 高濃度の NH4+を除去する菌株の選抜

本章 3節において得た NH4+を除去する 11株の中から、最も効率的に NH4+を除

去する株の選抜を行った。そのため、 NH4Clの濃度は 0.05%ずつ増加させ、 D-グル

コースの濃度も増加し、高濃度の NH4Cl培地を調製した。この培地に 11株をそ

れぞれ植菌し、 30
0

Cにおいて試験管を用いて 140rpmで振とう培養した。経時的に

0.7 mlの培養液をサンプリングし、その濁度と残存する NH4+、N03¥ N02・を定量

した。

3. NH4+の除去に与える培地の pHの影響

0.4% (w/v)以上の NH4Clを用いた場合には、培養液が酸性になるため、菌株の

増殖が抑制されると思われる。そこで培養液の pHを補正して培養することを試み

た。すなわち、 0.4%(w/v) NH4Cl培地を調製し、これに P.aeruginosa NBRC 12689 

株を植菌した後、 30
0

Cにおいて試験管で 140rpmで振とう培養した。経時的に培養

液をサンプリングする際、 2Nの NaOH溶液を用いて、培養液の pHを補正した。

4. 高濃度の N03・を除去する菌株の選抜

本章 3節において得た N03・を除去する 12株の中から、最も効率的に N03-を除去

する株の選抜を行った。そのため、 NaN03の濃度は 0.1%ずつ増加させ、 D-グルコ

ースの濃度も増加し、高濃度の NaN03培地を調製した。この培地に 12株をそ

れぞれ植菌し、 30
0
Cにおいて試験管を用いて 140rpmで振とう培養した。経時的に

0.7 mlの培養液をサンプリングし、その濁度と残存する NH4+、N03¥ N02ーを定量

した。
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<結果>

高濃度の NH4N03を除去する菌株の選抜1. 

A
斗・のα
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σb 
u
 
r
 

p-ν α
 

R
 

試験した 8株のうち、各濃度の NH4N03を含む培地において、

4株とも最高で 0.4%(w/V) この条件下では、株が効率的に両イオンを除去した。

E硝酸の蓄積はほとんど見られなまた、NH4N03を完全に除去することができた。

両イオンを完P. aeruginosa NBRC 12689株が最も良好に増殖し、中でも、かった。

NH4N03培地における両イオFig. 1・lに本菌を用いた 0.4%(w/v) 

ンの除去を示す。

全に除去した。
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Fig.l・1.Removal of NH/ and N03-by P. aeruginosa NBRC 12689. 

for 4 d with shaking (140 rpm) in the basal medium 

(5 ml/tube) containing 0.4% (w/v) NH4N03， 5% (w/v) D-glucose， 0.1 mM  Fe
2
+， and 0.8 

nM MoO/-， and then cell growth (0)， NH4 + (企)， N03-(・)， and N02-(口)

The strain was incubated at 30
0

C 

were measured. 

高濃度の NH4CIを除去する菌株の選抜2. 

P.αeruginosαの 4NH4Clを含む培地において、試験した 9株のうち、0.4% (w/v) 

Fig. 

培養液の pHは

完全に除去することはできなかった。株が最も良好に NH4+を除去したが、

l ・2に P.aeruginosa NBRC 12689を用いて行った試験結果を示す。
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Fig. 1-2. Removal of NH/ by P.αeruginosa NBRC 12689. 

for 4 d with shaking (140 rpm) in the basa! medium The strain was incubated at 30
0

C 

(5 ml/tube) containing 0.4% (w/v) NH4C!， 3% (w/v) D-g!ucose， 0.1 mM  Fe
2
+， and 0.8 nM 

MoO/-， and then cell growth (0)， NH4 + (企)， N03-(・)， N02-(口)， and pH (0 )were 

measured. 

NH4+の除去に与える培地の pHの影響3. 

試験した P.aeruginosa NBRC 培地の pHを中性付近まで補正することにより、

この時、12689株は 0.3%(w/v) NH4Clを完全に除去することができた (Pig.1-3)。

-12-
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Fig. 1明 3.Removal of NH4+ by P. aeruginosa NBRC 12689 under controlling 

pH of the culutre. 

for 4 d with shaking (140 rpm) in the basa! medium 

(5 mlltube) containing 0.4% (w/v) NH4CI， 3% (w/v) D-glucose， 0.1 mM  Fe
2
+， and 0.8 

nM MoO/¥and then cell growth (0)， NH/ (A)， N03-(・)， N02-(口)， and pH (0) 

The strain was incubated at 30
0

C 

were measured. 

高濃度の N03・を除去する菌株の選抜3. 

試験した 880 nM MoO/-を含む培地において、各濃度の NaN03と0.1mM  Fe
2
+、

この条件下では、 4株株のうち、 Rαeruginosαの 4株が効率的に N03・を除去した。

亜硝酸のまた、NaN03を良好に除去することができた。とも最高で 1.8% (w/v) 

Rαeruginosa NBRC 12689株が最も良好中でも、蓄積はほとんど見られなかった。

NaN03 士吾Fig. 1-3に本菌を用いた1.8% (w/v) 

目 13-

N03・を完全に除去した。

地における N03-の除去結果を示す。

に増殖し、
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Fig.l・3.Removal of N03-by P.αeruginosa NBRC 12689. 

for 4 d with shaking (140 rpm) in the basa1 medium 

(5 ml/tube) containing 1.8% (w/v) NaN03， 5% (w/v) D-g1ucose， 0.1 mM  Fe
2
+， and 80 nM 

MoO/-， and then cell growth (0)， NH/ (企)， N03-(圃)， and N02-(口)were measured. 

第 5節

The strain was incubated at 30
0

C 

要約と考察

<要約>

NaN03をそ

れぞれ唯一の窒素源、 D-グルコースを唯一の炭素源およびエネルギー源とする培地

好気条件下で脱窒素が報告されている菌株を中心に 18株を用いて検索

(w/v) 0.1 % NH4C1、( w/v) 0.25% NH4N03、( w/v) 本章では 0.1% 

を設定し、

を行った。 P.fluorescens NBRC 15833、P.denitrificαns NBRC 13301、E.c/oacae NBRC 

3種類の4種の P.aeruginosα株の合計 8株は、K. pneumoniae NBRC 3318、13535、

さらにこれら培地においていずれも窒素化合物を良好に除去することができた。

P.αeruginosa 高濃度の窒素化合物の除去について調べたところ、の 8株を用いて、

また、

これらの窒素化合物を除去し

NH4+および N03-を同時に除去した。

NH4+とN03ーが単独に存在する場合でも、

-14-
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本菌株は、



た。

<考察>

試験した 18株のうち、 8株が NH4+とN03ーを同時に除去したことから、このよう

な性質を有する菌株は自然界にかなり多数生息することが予想される。本章にお

ける実験では、本研究室で既に報告した両窒素源を同時に除去する Klebsiella

pneumoniae F・5・2株に用いた培地を使用している 16-17)。同培地には Fe2+や MoO/-

が含まれており、このような金属イオンを含む培地を適切に調製することにより、

さらに多数の NH4+とN03・を同時に除去する菌株が得られると思われる。 NH4+と

N03-の同時除去に与える金属イオンの影響については、第 2章で記述する。

NH4+とN03・を同時に除去する 8株のうち、 E.cloacαe NBRC 13535を除く 7株は

脱窒作用を持つことが報告されており 16，21，31)、 NH
4
+とN0

3・の同時除去と脱窒作用

との相関性予想される。この点については今後詳しく検討する予定である。

E. c/oacae属の菌株は脱窒作用を持つことが報告されてないのに 22)、E.c/oacae 

NBRC 13535は好気条件下で NH4+とN03・を同時に除去したことにより、 NH4+と

N03ーを含む排水の処理において、脱窒菌だけでなく、 N03・を代謝できる微生物も使

用できると考えられる。

A. faecalis NBRC 13111は、 D-グノレコースを含む培地では増殖できなかったが、 D-グ

ルコースの代わりに、クエン酸を唯一の炭素源およびエネノレギー源として添加す

ると、本菌は増殖し、 NH4N03、NH4CI、NaN03培地中の NH4+だ、けを良好に除去し

た。 A.faecαlisの菌株は好気条件下で脱窒能力を持っており 23-24)、硝酸還元酵素が存在

していないことが報告されている 23)。したがって、 A. faecalis NBRC 13111がNH4+と

N03・の同時除去しなかったことは合理的に説明できる。

NH4+および N03ーを同時に除去する前記の 8株は、 NH4+とN03・が単独に存在する

場合でも、効率的に除去することができるので、これらの株は、両窒素源が単独

で含まれている排水の処理にも使用できることが予想される。
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第 2章 効率的な NH4+および N03・の同時除去に与える培養条件の影響

第 1節序

第 l章において、試験した 18株のうち、 P.aeruginosαNBRC 12689株が好気条

件下で 0.4%(w/v) NH4N03培地中の NH4+とN03ーを最も効率的に同時除去するこ

とがわかった。本実験に用いた培地には、 0.1mM Fe2¥0.8 nM MoO/"が含まれて

おり、第 2章では、 NBRC12689株を用いて、培地からさらに高濃度の NH4N03を

完全に除去する条件を見いだすことを目的として実験を行う。すなわち、 NH4+お

よび N03"の除去に与える金属イオンの濃度および培養振動数の影響等を調べるこ

とにより、 NH4N03除去の効率的な培養条件を検討する。また、培養中の全窒素の

変化も調べる。

以上の培養条件を検討することにより、フラスコ等を用いた大量培養が可能に

なることが期待できる。

第 2節 NH4+とN03"の同時除去に与える金属イオンの影響

<方法>

1. NH/とN03・の同時除去に与える金属イオンの影響

Table2-1に示す 0.4%(w/v) NH4N03培地を調製した。終濃度が 0.1mMに

なるように各種の金属塩を無菌的に加えた。これに P.aeruginosa NBRC 12689株

をそれぞれ植菌し、300Cにおいて試験管で 140rpmで振とう培養し、経時的に 0.7ml 

の培養液をサンプリングした後、その濁度と培地中に残存する NH4+、N03¥ N02"

を定量した。検討した金属イオンは Fe3¥Fe2¥Cu2¥Zn2+、 Co2+、Sn2+、 Ni2+、

Mn2+で、あった。

2. NH4+とN03"の同時除去に与える Fe2+の影響

各種濃度の Fe2¥0.8nM MoO/"および 5%(w/v) D・グルコースを添加した 0.4%

(w/v) NH4N03培地を調製し、これに、 P.aeruginosa NBRC 12689株をそれぞれ植

菌し、 30
0
Cにおいて試験管で 140rpmで振とう培養した。経時的に 0.7mlの培養

液をサンプリングした後、その濁度と培地中に残存する NH4+、N03¥ N02ーを定量

した。検討した Fe2+濃度は 0、0.02、0.1、0.3、0.5、0.7，1.0、1.3mMであった。

3. NH/とN03"の同時除去に与える MoO/"の影響

各種濃度の M004
2
"を含む 0.4%(w/v) NH4N03培地を調製し、それぞれに 0.1mM 

-16-



Fe2+および 5% (w/v) D-グルコースを添加した。これに P.aeruginosa NBRC 12689 

株をそれぞれ植菌し、 30
0

Cにおいて試験管で 140rpmで振とう培養した。経時的に

0.7 mlの培養液をサンプリングした後、その濁度と培地中に残存する NH4+、N03¥

N02ーを定量した。検討した MoO/"濃度は 0、8pM、80pM、80nM、0.8μMであっ

た。

Table 2・1.NH4N03 medium 

Na2HP04・12H20 15 g 

KH2P04 3.0 g 

D-Glucose 50 g 

NH4N03 4.0 g 

NaCl 0.5 g 

お1etalsalt 0.1 mM  

Na2Mo04・2H20 0.8 nM 

HヲO 1，000 ml 

pH 7.1 

<結果>

1. NH/とN03・の同時除去に与える金属イオンの影響

NH4+とN03"の同時除去に与える金属イオンの影響を調べたところ、 0.1mM  Fe
2
+ 

とFe3+を添加した時にのみ、本菌は 0.4% (w/v) NH4N03培地中の NH4+とN03"を

完全に除去した。一方、 Cu2+、Zn2+、Ni2+とMn2+ などの金属イオンは、 NH4N03

培地中の NH4+のみの除去を促進することがわかった。また、 C0
2
+を添加すると、

本菌の増殖を抑制され、培地中の NH4+とN03・もあまり利用されなかった (Fig.2司1)。

-17凶
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Metal ion (0.1 mM) 

(w/v) NH4N03 Fig. 2-1. Effect of metal ioos 00  the removal of 0.5% 

b y P. aeruginosa NBRC 12689. 

for 4 d with shaking (140 rpm) in the basal medium The strain was incubated at 30
0

C 

(5 mlltube) containing 0.4% (w/v) NH4N03， 5% (w/v) D-glucose， and 0.8 nM MoO/-in 

the presence ofO.l mM  metal ion and then cell growth (0)， NH/ (black bar)， N03-

NH4+とN03・の同時除去に与える Fe2+濃度の影響

0.4% (w/v)NH4N03培地を用いた場合、 Fe2+を添加しないと、 P.aeruginosαNBRC 

(white bar)，and N02-(hatched bar) were measured. 

2. 

0.02 mM  Fe2+を添12689株の増殖は抑制され、 NH4+とN03ーの除去効率も悪かった。

0.1 N03ーはほとんど除去されていなかった。加すると NH4+は良好に除去されたが、

------1.3 mM  Fe2+を添加すると、本菌の増殖とともに、培地中の NH4+とN03ーも完全に

(Fig. 2-2)。いずれの場合でも N02・の蓄積は見られなかったまた、除去された。

本菌の増殖と NH4+および N03・の除去に与え

るFe2+濃度の影響を調べた。その結果、本菌は 0.5mM  Fe2+の存在下において 0.5%

(w/v) NH4N03培地中の NH4+とN03-を完全に除去した

時18-

(Fig. 2司3)。

さらに高濃度の NH4N03を用いて、
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0
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for 4 with shaking (140 rpm) in the basal medium 

(5 ml/tube) containing 0.5% (w/v) NH4N03， 5% (w/v) D-glucose， 0.5 mM Fe
2
+， and 0.8 

nM MoO/¥and then cell growth (0)， NH/ (企)， N03-(園)， N02-(口)were measured. 

The strain was incubated d at 30
0

C 

NH4+とN03-の同時除去に与える MoO/司の影響3. 

NH4N03培地に各濃度( w/v) D-グノレコースと 0.5mMFe2+を含む 0.4%( w/v) 5% 

NH4+および N03-Rαeruginosa NBRC 12689株の増殖、の MoO/-を添加した場合、

本菌はこれらの条件において両イオンを完全に除去

した。また、亜硝酸は、MoO/-の各濃度においてほとんど蓄積しなかった (Fig.2・4)。

ー20-

の除去率はほぼ閉じであり、
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for 4 d with shaking (140 rpm) in the basal medium 

(5 ml/tube) containing 0.4% (w/v) NH4N03， 5% (w/v) D圃glucose，and 0.1 mM  Fe
2
+ in the 

presence of MoO/'， and then cell growth (0)， NH4 + (企)， N03・(・)， N02' (口)were 

The strain was incubated at 30
0

C 

measured. 

NH4+とN03・の同時除去に与える通気量の影響第 3節

<方法>

これに P.aeruginosa NH4N03培地を調製した後、に示す 0.4%(w/v) Table 2-2 

で 140rpmで振とう培30
0

Cにおいて試験管 (5ml/tube) NBRC 12689株を植菌し、

培養開始 2日後、 培養液全量を 70mlの培地を含む 500mlのフラスコに養した。

そ経時的に 5mlの培養液をサンプリングした後、30
0
Cで振とう培養した。移し、

の濁度と培地中に残存する NH4+、N03・、N02・を定量した。検討した振動数は 100rpm 

-21-

および 140rpmであった。



Table 2-2. 0.4% (w/v) NH4N03 medium 

Na2HP04・12H20 15.0 g 

KH2P04 3.0 g 

D-Glucose 50.0 g 

NH4N03 4.0 g 

NaCl 0.5 g 

MgS04・7H20 0.2 g 

FeS04・7H20 0.1 mM  

Na2Mo04' 2H20 0.8 nM 

H20 1，000 ml 

pH 7.1 

<結果>

P. aeruginosa NBRC 12689株を用いた場合の結果を Fig.2・5に示す。振動数 140

rpmの場合には、培養開始 1日後、 97%の NH4+を除去した。菌の増殖および NH4+

の除去は、振動数 100rpmの時より良好であった CFig.2-4・(a)，(c))。しかし、 N03ー

は 20%しか除去されなかった CFig.2-4・(b))。また、 N02・の蓄積も見られた CFig.

2-4-(d))。一方、振動数 100rpmで培養すると本菌は良好に増殖し、 NH4+および

N03ーを同時に完全除去することができた (Fig.2-4-(a)，(c)，(b))。また、 N02-の蓄

積は見られなかった (Fig.2-4-(d))。

ー22-
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medium (70 ml/500・mlflask) containing 0.4% (w/v) NH4N03， 5% (w/v) D-glucose， 0.5 

mM Fe2+， and 0.8 nM MoO/-. 

The strain was incubated at 30
0
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e， 100 rpm. 0， 140; and (a) cell growth: _， 100 rpm. 口， 140; and (b) N03-: 
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第 4節 培養における全窒素量の変化

<方法>

1. 0.5% (w/v) NH4N03培地中の全窒素量の変化

Rαeruginosa NBRC 12689株を用いて 0.5% (w/v) NH4N03培地にて好気条件下

(振動数 100rpm) で本章 3節で述べた方法により培養した。

全窒素量はケルダール法によりアンモニア態窒素に変換し、蒸留器(柴田科学

株式会社、東京)を用いて、蒸留により得られたアンモニア態ガスを 10% (w/v) 

ホウ酸溶液に吸収させた後、 11500N HCI溶液で滴定を行い、アンモニア態窒素を

定量した 25)。

2. 全窒素量の変化に与える NH4+とN03・の濃度の影響

P. aeruginosa NBRC 12689株を用いて、アンモニア態窒素濃度と硝酸態窒素濃度

の合計が 50mMになるように設定した NH4+とN03-の各比率(0:4、1:3、2:2、3:1、

4:0)の培地を用いて、好気条件下(振動数 100rpm)で本章 3節で述べた方法によ

り培養した。経時的にサンプリングした後、その濁度と培地中に残存する NH4+、

N03¥ N02・と全窒素量を定量した。

<結果>

1. 0.5% (w/v) NH4N03培地中の全窒素量の変化

本菌の増殖および培地中の NH4+、N03¥ N02-濃度の変化を Fig.2・5田(a)に示

す。また、 Fig.2・5・(b)に培養液中の全窒素量の変化を示す。 NH4+とN03ーは、培養

開始 4日後に培地から完全に除去された。この時、培地中の窒素化合物は消失し

ていた。菌体中には、培養開始時に加えた全窒素量の 41%が存在していた。 NH4+

とN03ーをほぼ完全に除去された時点で、培養液に溶存している酸素量は、培養の全期

間を通じて最も低いことがわかった

-24-
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The strain was incubated at 30
0
C 

dissolved oxygen (0)， and total nitrogen in the cells (black bar) and in the 

cultural supernatant (white bar) were measured. 
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2. 全窒素量の変化に与える NH4+とN03・濃度の影響

本菌の増殖および各培地中の NH/、N03¥ N02-濃度の変化を Fig.2-6・(a)に

示す。また、 Fig.2-6・(b)に各培養液中の全窒素量の変化を示す。培養開始 4日後

にNH/とN03・を各培地から良好に除去された。 NH4+の濃度の増加につれて、本

菌の増殖も促進されており、培養液中の残存する全窒素量も増加した。

-26-
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第 5節要約と考察

<要約>

P. aeruginosa NBRC 12689株は 0.1mM  Fe2¥0.8 nM M004
2
.を含む培地において、

最高で 0.4% (w/v) NH4N03 を完全に除去することができた。また、 N02 •の蓄積は

ほとんど見られなかった。本菌を用いて、 0.4% (w/v) NH4N03の除去に与える金

属イオンの影響を調べたところ、金属イオンを含まない培地では、菌の増殖は抑

制され、両イオンも余り消費されなかった。 Fe2+とFe3+を添加する時だけ、本菌は

良好に増殖し、培地中の両イオンを同時に除去できた。 MoO/-は両イオンの除去に

余り影響を与えなかった。 0.5% (w/v) NH4N03培地中に 0.5mM  Fe
2
+を含む時、本

菌は、培養開始 4日後 NH4+、N03ーを完全に除去した。

P. aeruginosa NBRC 12689株を用いて、 500mlフラスコで培養を行ったところ、

振動数 140rpmでは 0.4%(w/v)NH4N03を完全に除去することができなかったが、

振動数を 100rpmに減少することにより除去することができた。

培養過程における全窒素量の変化を測定したところ、 0.5% (w/v) NH4N03が完

全に除去された時、培養上清中には窒素化合物は存在していなかった。この時、

菌体中には始めに加えた全窒素量の 41%が存在していた。

<考察>

培地中に Fe2+が存在しない時、 P.aeruginosαNBRC 12689株は NH4N03を余り除

去しなかった。植物や微生物において、 NH4+や N03・の代謝には鉄、モリブデンを

含む各種の酵素(硝酸還元酵素、亜硝酸還元酵素、グルタミン酸シンテターゼ等)

が関与することが報告されており 26・30)、本菌が鉄を要求することは合理的に説

明できる。モリブデンは本菌の NH4N03の除去に余り影響を与えなかった。これ

は必要とされるモリブデンの量は鉄に比べて微量であり、培地に用いた各種の試

薬中に含まれるモリブデンで必要な量は満たされているものと考えられる。 Fe2+

とFe3+は本菌の NH4N03の除去にほぼ同じ効果を示した。 Fe
3
+は培養中に赤色沈殿

を生じるなど添加する金属塩としては扱いにくい。一方、 Fe2+は徐除に酸化されて

Fe3+に変換されていくと思われるが、 2'"'-'3週間は安定であるので、今回の実験には

Fe2+を用いた。

0.4% (w/v) NH4N03培地を用いて場合、振動数を 140rpmに設定した時、 R

αeruginosa NBRC 12689の増殖を促進したが、培養開始時に加えた N03・の 80%が

残存した。一方、振動数を 100rpmを設定した時、本菌は良好に増殖し、培地中の

NH4+とN03・も完全に除去した。 Rαeruginosαの菌株は嫌気条件下で脱窒できるこ

-28-



とが報告された 32)。また、 anammox菌株以外の微生物において、嫌気条件下で

NH/の代謝には、かなり難しいことが知られており 33-35)、NH4+とN03-を同時に除

去するために、振動数と培養容器を適当に設定することが必要だと考えられる。

詳しい脱窒機構の解析については、第 5章で 15N-NH4+、15N-N03ーを用いた実験に

より記述する。
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第 3章 効率的な NH4+の除去に与える培養条件の影響

第 1節序

第 l章において、試験した 18株のうち、 P.aeruginosa NBRC 12689株が好気条

件下で 0.4%Cw/v) NH4Clを除去することがわかった。本実験に用いた培地には、

0.1 mM  Fe2¥0.8 nM MoO/-が含まれており、第 3章では、NBRC12689株を用いて、

培地からさらに高濃度の NH4+を完全に除去する条件を見いだすことを目的として

実験を行う。すなわち、 NH4+の除去に与える金属イオンおよび培養振動数などの

影響等を調べることにより、 NH4+除去の効率的な培養条件を検討する。また、培

養中に全窒素の変化も調べる。

NH4+を唯一の窒素源とする培地はNH4+およびN03ーを窒素源とする培地とは異な

っており、従って、 NH4+を除去する培養条件も異なることが予想される。本章で

はこれらの点を中心に検討することとする。

第 2節 NH4+の除去に与える金属イオンの影響

<方法>

1. NH4+の除去に与える金属イオンの影響

Table 3・lに示す 0.4%Cw/v) NH4Cl培地を調製した。終濃度が 0.1mMに

なるように各種の金属塩を無菌的に加えた。これに P.aeruginosa NBRC 12689株

をそれぞれ植菌し、30
0

Cにおいて試験管で 140rpmで振とう培養し、経時的に 0.7ml 

の培養液をサンプリングした後、その濁度と培地中に残存する NH4+、N03¥ N02-

を定量した。検討した金属イオンは Fe3¥Fe2¥Cu2¥Zn2¥Co2+、Sn2+、Ni2+、

Mn2+で、あった。

培地の pHは、 2NNaOH溶液を用いて中性付近になるように補正した。

2. NH/の除去に与える Fe2+濃度の影響

各種濃度の Fe2+、0.8nM Mool-および 5%C w/v) D-グルコースを添加した 0.4%

C w/v) NH4Cl培地を調製し、これに、 P.aeruginosαNBRC 12689株をそれぞれ植

菌し、 30
0

Cにおいて試験管で 140rpmで振とう培養した。経時的に 0.7mlの培養

液をサンプリングした後、その濁度と培地中に残存する NH4+、N03¥ N02-を定量

した。検討した Fe2+濃度は 0、0.02、0.1、0_3、0.5、0.7，1.0、1.3mMであった。

培地の pHは 2NNaOH溶液を用いて中性付近になるように補正した。
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3. NH/の除去に与える Mool-の影響
各種濃度の MoO/-を含む 0-4%(w/v) NH4CI培地を調製し、それぞれに 0.1mM 

Fe2+および 5% (w/v) 0・グルコースを添加した。これに P.aeruginosαNBRC 12689 

株をそれぞれ植菌し、 30
0

Cにおいて試験管で 140rpmで振とう培養し、経時的に

0.7 mlの培養液をサンプリングした後、その濁度と培地中に残存する NH4+、N03¥

N02-を定量した。検討した MoO/-濃度は 0、8pM、80pM、80nM、0.8μMであ

った。

培地の pHは 2NNaOH溶液を用いて中性付近になるように補正した。

Table 3-1. NH4Cl medium 

Na2HP04・12H20 15 g 

KH2P04 3.0 g 

D-Glucose 50 g 

NH4Cl 4 g 

NaCl 0.50 g 

MgS04・7H20 0.20 g 

Metal salt 0.1 mM  

Na2Mo04・2H20 0.8 nM 

H20 1，000 ml 

pH 7.1 

<結果>

1. NH4+の除去に与える金属イオンの影響

NH4+の除去に与える金属イオンの影響を調べたところ、 0.1mM  Fe2+を添加する

時にのみ、本菌は 0-4%(w/v) NH4Cl培地中の NH/を良好に除去した。一方、 Co2+

を添加した培地では、本菌の増殖も抑制され、NH4+の除去効率も悪かった (Fig.3・1)。
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for 4 d with shaking (140 rpm) in the medium (5 The strain was incubated at 30
0

C 

mlltube) containing 0.4% (w/v) NH4Cl， 5% (w/v) D-glucose， and 0.8 nM M004
2
-in the 

presence of 0.1 mM  metal ion and then cell growth (0)， NH/ (black bar)， N03 -(white 

bar)， and N02 -(hatched bar) were measured. 

NH4+の除去に与える Fe2+の影響

( w/v) 

2. 

本菌の増殖は不十Fe2+を添加しない時、NH4Cl培地を用いた場合、0.4% 

本菌の増殖は促進されるとともに、0.02"'-' 1.3 mM  Fe2+を添加すると、分であるが、

(Fig.3・2)。培地中の NH4+も完全に除去された

さらに高濃度の NH4Clを用いた場合、本菌の増殖と NH4+および N03-の除去に与

( w/v) 本菌は 0.5mM  Fe2+を含む 0.6%

(Fig.3-3)。

-32-

その結果、

NH4Cl培地から NH4+を完全に除去した

える Fe2+濃度の影響を調べた。
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2
-in the 

presence ofO.1-l.3 mM  Fe2+ and then cell growth (0)， NH/ (企)， N03" (圃)， and N02" 

The strain was incubated at 30
0
C 
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(口)were measured. 



(
S唱
白
。
)
岡
山
?
言
。
』
。

16 

12 

8 

4 

o 

120 

90 

60 

30 

o 

(
呂
田
)
'
N
O
Z
匂

Ew--
向。z

J
J同
Z
畑
。
回
。
何
百
』
苫
ωω
回。
h
》

Incubation time (d) 

Fig. 3-3. Utilization of 0.6% (w/v) NH4CI by P. aeruginosa NBRC 12689 

with shaking (140 rpm) in the medium (5 

mlltube) containing 0.6% (w/v) NH4CI， 8% (w/v) D-glucose， 0.8 nM MoO/-， and 0.5 mM 

Fe2+ and then cell growth (0)， NH/ (A.)， N03-(園)， N02-(口)were measured. 

The strain was incubated for 4 d at 30
0

C 

NH4+の除去に与える MoO/-の影響3. 

NH4CI培地に各濃度のD-グルコースと 0.5mMFe2+を含む 0.4%(w/v) 5% (w/v) 

NH4+の除去率はほぼP. aeruginosa NBRC 12689株の増殖、MoO/-を添加した場合、

NH4+を良好に除去することがわかった本菌はこれらの条件において

-34-

同じであり、

(Fig.2-4)。
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Fig. 3・4.Effect of concentrations of MoO/-on the removal of 0.4% 

N H 4 C I b Y P. aeruginosa NBRC 12689. (w /v) 

for 4 d with shaking (140 rpm) in the medium (5 

ml/tube) containing 0.4% (w/v) NH4Cl， 8% (w/v) D-glucose， and 0.1 mM  Fe
2
+ in the 

presence of MoO/-and then cell growth (0)， NH/ (企)， N03-(園)， N02-(口)were 

The strain was incubated at 30
0

C 

measured. 

NH4+の除去に与える通気量の影響第 3節

<方法>

これNH4CI培地を調製した後、Table 3-2に示す 0.25% (w/v) 前培養において、

にP.aeruginosαNBRC 12689株を植菌し、30
0

Cにおいて試験管 (5mlltube)で 140rpm 

NH4Cl ( w/v) 培養液の全量を 70mlの 0.6%培養開始 2日後、で振とう培養した。

経時的に 5mlの培30
0

Cで振とう培養した。培地を含む 500mlのフラスコに移し、

培地の pHを中性付近2Nの NaOH溶液を用いて、養液をサンプリングした際に、

N02ーを定量しN03-、その濁度と培地中に残存する NH4+、

検討した振動数は 100rpmおよび 140rpmであった。

-35-

になるように補正した。

た。



Table 3-2. 0.25% (w/v) NH4CI medium 

Na2HP04・12H20 15.0 g 

KH2P04 3.0 g 

D-Glucose 30.0 g 

NH4Cl 2.5 g 

NaCl 0.5 g 

MgS04・7H20 0.2 g 

FeS04・7H20 0.1 mM  

Na2Mo04' 2H20 0.8 nM 

H20 1，000 ml 

pH 7.1 

<結果>

振動数 100rpmの場合には、 P.aeruginosa NBRC 12689株は NH4+を完全に除去で

きなかった。一方、振動数 140rpmで培養すると本菌は良好に増殖し CFig.3-5-(a))、

培養開始 4日後 98%の NH4+を除去した CFig.3-5-(b))。いずれの場合にも N03・お

よび N02ーの蓄積は見られなかった。

-36-
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Fig. 3-5. Effect of shakiog speeds 00 the removal of 0.6% (w/v) NH4CI by 

p.αeruginosa NBRC 12689. 

for 4 d with shaking at 100 or 140 rpm in the 

medium (70 m1l500-ml flask) containing 0.6% (w/v) NH4Cl， 8% (w/v) D-glucose， 0.5 

mM Fe2+， and 80 nM MoO/-. 

The strain was incubated at 30
0

C 

e， 100 rpm. 

-37・

企， 100 rpm. 

(a) cell growth: 0， 140; and 

ム， 140; and (b) NH/: 



第 4節 培養における全窒素量の変化

<方法>

P. aeruginosa NBRC 12689株を用いて、 0.6% (w/v) NH4CI培地にて好気条件下

(振動数 140rpm) で本章 4節で述べた方法により培養した。

全窒素は第 2章 4節で述べた方法により定量した。

<結果>

本菌の増殖および培地中の NH4+、N03¥ N02-濃度の変化を Fig.3-6・(a)に示す。ま

た、 Fig.3-6・(b)に培養液中の全窒素量の変化を示す。 NH4+は、培養開始 4日後に始

めに加えた量の 98%が除去された。この時、培養上清に存在する窒素化合物の量は、

始めに加えた全窒素量の 17%であった。菌体中の全窒素量は培養が進むに連れて次

第に増加し、培養開始 4日後には始めに加えた全窒素量の 73%が存在していた。培

養開始 1日後の培地中には N03ーがわずかに蓄積していた。

-38-



(
3唱
白
。
)
阿
古
住
。
・
M
O

20 

15 

10 

5 

120 

80 

40 

s
t
-
E
)
E
N
O
Z
匂

5
1
h
c
z

J
守
岡
山

Z
M
。
図
。
何
言
』
恒
国
uvω

因。ハ》 。。
4 3 2 1 。

(b) 
1.2 

0.8 

0.4 

(-EO
で
-
。
富
田
)
ロ
ω
凶。』
Z
Z 。

4 3 

Incubation time (d) 

2 1 。

Fig.3・6.Utilization of 0.6% (w/v) NH4CI by P. aeruginosa NBRC 12689 (a) and total 

nitrogen (b) in the culture. 

The strain was incubated at 30
o
Cfor 4 d with shaking (140 rpm) in the basal medium 

(70 m1/500-ml flask) containing 0.6% (w/v) NH4Cl， 8% (w/v) D-glucose， 0.5 mM  Fe
2
+， 

and 80 nM MoO/-， and then cell growth (0)， NH/ (企)， N03-(圃)， N02-(口)， and 

total nitrogen in the cells (black bar) and in the cultural supernatant (white bar) 

-39-

were measured. 



第 6節要約と考察

<要約>

P. aeruginosa NBRC 12689株を用いて、 NH4CIの除去に与える金属イオンの影

響を調べたところ、金属イオンを含まない 0.4%(w/v) NH4CI培地では、菌の増殖

は不十分で、 NH4+も33%残存した。 Fe2+を添加すると、本菌の増殖は促進され、

培地中の NH4+を完全に除去することができた。 Moof-は NH4+の除去に余り影響を

与えなかった。 0.6% (w/v) NH4CI培地が 0.5mM  Fe
2
+を含む時、本菌は、培養開

始 4日後 NH4+を完全に除去した。

P. aeruginosαNBRC 12689株を用いて、 500mlフラスコで培養を行ったところ、

振動数 140rpmの時 0.6% (w/v) NH4CIを完全に除去した。

培養過程における全窒素量の変化を測定したところ、 0.6% (w/v) NH4CIが完全

に除去された時、培養上清中に存在する窒素化合物は始めに加えた全窒素量の

17%であり、菌体中には 73%が存在していた。

<考察>

培地中に Fe2+が十分存在しない時、 P.aeruginosa NBRC 12689株の増殖は不十分

で、 NH4+も完全に除去できなかった。しかし、 Fe
2
+の濃度が増加するに連れて、高

濃度の NH4+を除去することがわかった。第 2章で考察したように、 NH4+代謝には

鉄を含む各種の酵素(グルタミン酸シンテターゼ等)が関与することが報告され

ているので 26羽)、本菌の NH4+の代謝にも Fe
2
+が必要であると考察した。

本菌は、 500mlのフラスコを用いて培養した時、振動数 140rpmの時、 0.6%(w/v) 

NH4CIを完全に除去した (Fig3-4)。この結果は、 NH4+の除去には酸素が十分供給

されることが必要であることを示している。

Fig. 3-6において、培養開始 l日後、培養液中の全窒素量は減少した。この時、

培養上清中には N03ーがわずかであるが蓄積しており、この N03-は培地中の NH4+

に由来すると思われる。すなわち、培養開始 1日後、本菌には N03-などケルダー

ル法で、は検出できない窒素成分が蓄積したと考察した。
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第 4章 効率的な N03-の除去に与える培養条件の影響

第 1節序

第 l章において、試験した 18株のうち、P.aeruginosa NBRC 12689株は1.8%(w/v) 

NaN03培地中の N03ーを完全に除去することがわかった。第 l章の実験に用いた培

地には、 0.1mM Fe2¥80 nM MoO/-が含まれており、第 4章では、本菌を用いて、

培地からさらに高濃度の N03・を完全に除去する条件を見いだすことを目的として

実験を行う。すなわち、 N03-の除去に与える金属イオンおよび培養振動数の影響

等を調べることにより、 N03-除去の効率的な培養条件を検討する。また、培養中

の全窒素の変化も調べる。

第 2節 N03-の除去に与える金属イオンの影響

<方法>

1. N03-の除去に与える金属イオンの影響

Table 4-1に示すl.8% (w/v) NaN03培地を調製した。終濃度が 0.1mMになる

ように各種の金属塩を無菌的に加えた。これに RαeruginosαNBRC12689株をそ

れぞれ植菌し、 300Cにおいて試験管で 140rpmで振とう培養した。経時的に 0.7ml 

の培養液をサンプリングした後、その濁度と培地中に残存する NH4+、N03¥ N02ー

を定量した。検討した金属イオンは Fe3¥ Fe2¥ Cu2+、Zn2+、Co2+、 Sn2+、Ni2+、

Mn2+で、あった。

2. N03-の除去に与える Fe2+の影響

各種濃度の Fe2+、80nM MoO/-および 5% (w/v) D・グルコースを添加した1.8%

(w/v) NaN03培地を調製した後、これに P.aeruginosa NBRC 12689株をそれぞ

れ植菌し、 30
0

Cにおいて試験管で 140rpmで振とう培養した。経時的に 0.7mlの

培養液の濁度と培地中に残存する NH4+、N03¥ N02ーを定量した。検討した Fe
2
+濃

度は O、0.02、0.1、0.3、0.5、0.7、1.0、1.3mMであった。

3. N03-の除去に与える Mool-の影響
各種濃度の MoO/-を含む1.8% (w/v) NaN03培地を調製し、それぞれに 0.1mM 

Fe2+および 5% (w/v)かグルコースを添加した。これに RαeruginosaNBRC 12689 

株をそれぞれ植菌し、 30
0

Cにおいて試験管で 140rpmで振とう培養し、経時的に

0.7 mlの培養液をサンプリングした後、その濁度と培地中に残存する NH4+、N03・、

-41司



NOヲーを定量した。検討した MoO/-濃度は 0、8pM、80pM、80nM、0.8μMであ

った。

Table 4・1.NaN03 medium 

Na2HP04・12H20 15 g 

KH2P04 3.0 g 

NaN03 18 g 

D-Glucose 50 g 

NaCl 0.50 g 

Metal salt 0.1 mM  

Na2Mo04' 2H20 80 nM 

H20 1，000 ml 

pH 7.1 

<結果>

1. N03・の除去に与える金属イオンの影響

N03ーの除去に与える金属イオンの影響を調べたところ、 0.1mM  Fe
2
+を添加した

時のみ、本菌は1.8% (w/v) NaN03培地中の N03ーを良好に除去した CFig.ι1)。

ー42-
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Metal ion (0.1 mM) 

NaN03 by P. (w/v) Fig. 4-1. Effect of metal ions on the removal of 1.8% 

aeruginosa NBRC 12689. 

for 4 d with shaking (140 rpm) in the basal medium The strain was incubated at 30
0

C 

(5 ml/tube) containing 1.8% (w/v) NaN03， 5% (w/v) D-glucose， and 80 nM MoO/-in 

the presence ofO.l mM  metal ion and then cell growth (0)， NH/ (black bar)， N03-

(white bar)，and N02 -(hatched bar) were measured. 

N03-の除去に与える Fe2+濃度の影響2. 

0.1'"'-' 1.3 mM  Fe2+ Fe2+を添加しない時、NaN03培地を用いた場合、(w/v) 1.8% 

培地中の N03ーも完全に除去され本菌の増殖を増殖するとともに、

(Fig. 4・2)。

さらに高濃度の NaN03を用いた場合、

を添加すると、

た

本菌の増殖と N03-の除去に与える Fe
2
+濃

度の影響を調べた。その結果、本菌は 0.3'"'-'1.3 mM  Fe2+を添加すると N03ーは完全に

NaN03培地か( w/v) Fig.4・3に本菌を用いて 0.5mM Fe2+を含む 2_0%

-43-
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2
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The strain was incubated for 4 d at 30
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Fig. 4-3. Utilization of 2.0% (w/v) NaN03 by P.αeruginosa NBRC 12689 

for 4 d with shaking (140 rpm) in the basa! medium 

(5 ml/tube) containing 2.0% (w/v) NaN03， 5% (w/v) D-g!ucose， 80 nM MoO/-， and 0.5 

mM Fe2+， and then cell growth (0)， NH4 + (企)， N03-(・)， N02-(口)were measured. 

The strain was incubated at 30
0

C 

N03-の除去に与える MoO/-の影響3. 

NaN03培地に各濃度D-グルコースと 0.5mMFe2+を含む1.8% (w/v) ( w/v) 5% 

の MoO/-を添加した場合、 RαeruginosaNBRC 12689株の増殖、 N03・の除去率はほ

本菌はこれらの条件下において N03ーを良好に除去することがわか

司45-
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Fig. 4・4.Effect of cooceotratioos of M004
2・ 00the removal of 1.8% 

by P.αeruginosa NBRC 12689. 

for 4 d with shaking (140 rpm) in the basal medium 

(5 ml/tube) containing 1.8% (w/v) NaN03， 5% (w/v) D-glucose， and 0.5 mM  Fe
2
+ in 

the presence of MoO/" and then cell growth (0)， NH/ (...)， N03" (圃)， N02" (口)were 

NaN03 

The strain was incubated at 30
0

C 

(w/v) 

measured. 

N03"の除去に与える通気量の影響第 3節

<方法>

Table 4-2に示すl.8%(w/v) NaN03培地を調製した後、これに P.aeruginosa NBRC 

12689株を植菌し、 30
0
Cにおいて試験管 (5ml/tube)で 140rpmで振とう培養した。

培養開始 2日後、培養液全量を 70mlの培地を含む 500mlのフラスコに移し、 30
0

C

その濁度と培経時的に 5mlの培養液をサンプリングした後、で振とう培養した。

検討した振動数は 100rpmおよびN02ーを定量した。

-46-

N03"、地中に残存する NH4+、

140 rpmであった。



Table 4-2. 1.8% (w/v) NaN03 medium 

Na2HP04・12H20 15 g 

KH2P04 3.0 g 

D-Glucose 50 g 

NaN03 18 g 

T、.JaCl 0.50 g 

恥19S04・7H20 0.20 g 

FeS04・7H20 0.1 mM 

Na2Mo04・2H20 80 n恥4

H20 1，000 ml 

pH 7.1 

<結果>

P. aeruginosa NBRC 12689株を用いた試験結果を Fig.4・5に示す。振動数 140rpm 

の時、培養開始 l日後 45%の N03ーを除去した。本菌の増殖は、振動数 100rpmの

時より良好であった (Fig.4・5・(a))。しかし、N03・は 20%しか除去されなかった (Fig.

4-5-(b))。また、 0.5mMの N02・を蓄積した。一方、振動数 100rpmで培養すると

本菌は良好に増殖し (Fig.4・5・(a))、培養開始 1日後 N03ーを完全に除去することが

できた (Fig.4・5・(b))。また、 NH4+および N02ーの蓄積は見られなかった (Fig.

4・5-(c)，(d))。
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Fig. 4-5. Effect of shakiog speeds 00 the removal of 1.8% (w/v) NaN03 by P. 

aeruginosa NBRC 12689. 

for 4 d with shaking at 100 or 140 rpm in the basal 

medium (70 m1l500-ml f1ask) containing 1.8% (w/v) NaN03， 5% (w/v) D-glucose， 0.1 

mM Fe2+， and 80 nM MoO/-. 

The strain was incubated at 30
0

C 

e， 100 rpm. 0， 140; and (a) cell growth: _， 100 rpm. 口， 140; and (b) N03-: 
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第 4節 培養における全窒素量の変化

<方法>

2.0% (w/v) NaN03培地を用いて、好気条件下(振動数 100rpm)で、本章 3節で述

べた方法により P.aeruginosa NBRC 12689株を培養した。

全窒素は第 2章 4節で述べた方法により定量した。

<結果>

本菌の増殖および培地中の NH4+、N03¥ N02-濃度の変化を Fig.4-6・(a)に示

す。また、 Fig.4-6・(b)に培養液中の全窒素量の変化を示す。 N03ーは、培養開始 3

日後に培地から完全に除去された。この時、培養上清中の窒素化合物は始めに加

えた全窒素量の 1.4%であり、菌体中の全窒素量は培養が進むにつれて次第に増加

し、培養開始 3日後には始めに加えた全窒素量の 23%が存在していた。
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Fig. 4-6. Utilization of 2.0% (w/v) NaN03 by P. aeruginosa NBRC 12689 (a) and total 

Nitrogen (b) in the culture. 
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(70 ml/500-ml flask) containing 2.0% (w/v) NaN03， 5% (w/v) D-glucose， 0.5 mM  Fe
2
+， 

and 80 nM MoO/-， and then cell growth (0)， NH/ (企)， N03-(・)， N02-(口)， and total 

The strain was incubated at 30
0

C 

nitrogen in the cells (black bar) and in the cultural supernatant (white bar) were 
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第 5節要約と考察

<要約>

0.1 mM  Fe2¥ 80 nM MoO/-を含む NaN03培地において、 RαeruginosaNBRC 

12689株は最高で1.8% (w/v) NaN03を完全に除去することができた。本菌

を用いて、 N03・の除去に与える金属イオンと振動数の影響を調べ、本菌の N03-

除去の最適条件を設定した。 500ml容のフラスコを用い、振動数 100rpmで、培地

中に 5%(w/v) トグルコース、 0.5mM  Fe2+、80nM MoO/-を含む時、本菌は、培

養開始 3日後 2.0% (w/v) NaN03培地中の N03・を完全に除去した O

2.0% (w/v) NaN03を含む培地において、培養過程における全窒素量の変化を

測定したところ、培養開始 3日後、培養上清中の窒素化合物は始めに加えた全窒

素量の 1.4%であり、菌体中の全窒素量は 23%であった。

<考察>

培養条件の検討により、 P.aeruginosa NBRC 12689株は最高で 2.0%(w/v) NaN03 

を処理し、 N03・を完全に除去した。この時 N03-の窒素原子としての濃度は 3，200

ppmである。本菌が NH4N03を処理する場合は最高で 0.5%(w/v) (窒素原子とし

て 1，700ppm)、NH4+を処理する場合は 0.6% (w/v) (窒素原子として 1，500ppm) 

であり、本菌は N03・を処理する場合は極めて高濃度まで使用できることを示して

いる 32，36)。

本菌は、 NaN03を窒素源とする培地において培養開始 3日後に、培地に加えた

全窒素量の約 76%を除去することがわかった (Fig4-6)。除去された全窒素は N2

として脱窒されたと思われる。すなわち、培養液中から窒素化合物が大量に除去

されるため、高濃度の NaN03も処理できると考えられる。

脱窒機構の解析については、第 5章で 15N-N03を利用して記述する。
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第 5章 NH4+および N03・の代謝過程、脱窒機構の解析

第 1節序

4章までに、 P.aeruginosa NBRC 12689株は好気条件下で NH4+および N03ーを利用

し、全窒素の減少を伴って両窒素源を培地から完全に除去することを述べた。こ

れらの結果は、本菌が両窒素化合物を代謝することを示している。

そこで、本章では、硝酸の代謝およびアンモニア同化に関与する酵素の活性を

調べることにより、本菌における NH4+および N03-の除去に関与する酵素を解析す

る。また、 15NH4N03、NH4
15N03、15NH4Cl、15NaN03を窒素源として培養し、本菌

における脱窒機構を解析する。

第 2節 硝酸および亜硝酸の代謝に関与する酵素系の解析

<方法>

1. 菌体の取得および粗酵素液の調製

Table 5-1 に示す 0.5% (w/v) NH4N03培地を調製した後、これに P.aeruginosa 

NBRC 12689株を植菌し、 30
0

Cにおいて試験管 (5ml/tube) で 140rpmで振とう培

養した。培養開始 2日後、培養液全量を 70mlの 0.5% (w/v) NH4N03培地培地を

含む 500mlのフラスコに移し、 30
0

Cで振とう培養した。振動数は 100rpm、140rpm 

および振とうしない静置培養(窒素置換)であった。経時的に 10mlの培養液をサ

ンプリングし、その濁度を定量した後、遠心分離 00，000Xg、10分)し、得られ

た上清中の NH4+、N03¥N02ーを定量した。遠心分離にて菌体を回収し、 0.8%(w/v) 

NaCl溶液で 2回洗浄した後、菌体 1gあたり 50mM  K-Na Phospate buffer (pH 7.1) 

10 mlを加えて懸濁し、 KUBOTAINSONATOR 201M (クボタ商事、東京)を用いて

180 W で 5分間超音波処理した。超音波処理した溶液を遠心分離 00，000Xg、10

分)し、得られた上清を組酵素液とした。

同様な方法により 0.6% (w/v) NH4Cl培地および 2.0% (w/v) NaN03培地から

得られた菌体をを用いて粗酵素液を調製した。
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Table 5-1.民1ediaconsisting of three nitrogen sources 

Na2HP04.12H20 15 g 

KH2P04 3.0 g 

D-Glucose 50-80 g 

NH4N03 5.0 g 

NH4Cl 5.0 g 

NaN03 20.0 g 

NaCl 0.5 g 

FeS04・7H20 0.5 mM  

Na2Mo04・2H20 0.8-80 n民4

H20 1，000 ml 

pH 7.1 

2. 呼吸型硝酸還元酵素活性の測定法

呼吸型硝酸還元酵素は、還元型メチノレピオロゲンを電子供与体、 N03・を電子受

容体として酵素反応を行い、 N03-の還元により生じた N02ーを測定することにより、

定量した 37)0 Table 5-2に示す反応液をゴム栓付きの試験管(12x 120 mm)に取り、

同反応液に N2ガスを通気した後、 30
0Cで 1分間プレインキュベートした。用時調

製した 50mM  Na2S204・100mM NaHC03溶液 0.2mlを加え、反応を開始した。 5分

後ゴム栓を取り外し、反応液を撹枠することによってメチルピオロゲンを空気酸

化して反応を止めた。反応液中に生成した N02-を第 l章 2節に述べた方法で定量

した。 NaN03溶液の代わりに 0.5M sodium phosphate buffer (pH 7.5) を添加したも

のを対照とした。酵素 1unitは、 30
0

Cにおいて 1分間に lμmolの N02・を生成する

酵素量と定義した。比活性はタンパク質 1mg当たりの酵素活性で示した。タンパ

ク質は Lowryの方法によって定量した 38)。標準タンパク質はウシ血清アルブミン

を使用した。
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Table 5・2.Reaction mixture for the assay of respiratory nitrate reductase 

0.5 M Na phospate buffer (pH 7.5) 0.1 ml 

0.2 M NaN03 solution 0.1 ml 

lmM 恥1etylviologen solution 0.1 ml 

50 mM  Na2S204 in 100 mM  NaHC03 0.2 ml 

Enzyme solution 0.1 ml 

H20 0.4 ml 
..ー ・..........咽6・・・・・........・...・ e・.. ・・

Total 1.0 ml 

3. 同化型硝酸還元酵素活性の測定法

同化型硝酸還元酵素は NAD(P)H(オリエンタル酵母、東京)を電子供与体、 N03ー

を電子受容体として酵素反応を行い、 N03・の還元により生じた N02ーを測定するこ

とにより、定量した 39) Table 5・3に示す反応液を試験管に取り、 30
0

Cでインキュ

ベートし、 5分間反応した後、 25% (w/v) ZnS04と 1M NaOH溶液 0.1mlずつを

加え、反応を止めた。遠心分離(12，000Xg、10分)により得た上清を用いて、生

成した N02-を第 l章 2節に述べた方法で定量した。 NaN03溶液の代わりに 0.5M 

sodium phosphate buffer (pH 7.5)を添加したものを対照とした。酵素 1unitは、 30
0

C

において 1分間に 1~mol の N02・を生成する酵素量と定義した。比活性はタンパク

質 1mg当たりの酵素活性で示した。

Table 5.・3.Reaction mixture for the assay of assimilatory nitrate reductase 

0.5 M Na phospate buffer (pH 7.5) 0.2 ml 

0.2 mM  FAD solution 0.1 ml 

67 mM  NaN03 solution 0.1 ml 

ImM NAD(P)H solution 0.1 ml 

Enzyme solution 0.1 ml 

H20 0.4 ml 
ー・ー・ー・.......・ ... -・・ ーーーーーーー......""

Total 1.0 ml 
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4. 呼吸型亜硝酸還元酵素活性の測定法

呼吸型亜硝酸還元酵素は、還元型メチルピオロゲン、または、 PMS (Phenazine 

methosulfate) を電子供与体、 N02ーを電子受容体として酵素反応を行い、 N02-の還

元により減少した N02・を測定することにより、定量した 40-41)。メチルピオロゲン

を電子供与体とする時、 Table5-4に示す反応液をゴム栓付きの試験管Cl2X120

mm)に取り、同反応液に N2ガスを通気した後、 30
0
Cで 1分間プレインキュベート

した。用時調製した 50mM  Na2S204・100mM  NaHC03溶液 0.1mlを加え、反応を開

始した。 5分後ゴム栓を取り外し、反応液を撹持することによってメチルピオロゲ

ンを空気酸化して反応を止めた。反応液中に残存する N02ーを第 l章 2節に述べた

方法で定量した。酵素液の代わりに 0.5M sodium phosphate buffer (pH 7.5) を添加

したものを対照とした。酵素 1unitは、 30
0

Cにおいて 1分間に 1molの N02-を減少

する酵素量と定義した。比活性はタンパク質 1mg当たりの酵素活性で示した。

PMSを電子供与体とする時、 Table5・5に示す反応液をゴム栓付きの試験管 (12

X 120 mm)に取り、同反応液に N2ガスを通気した後、 30
0
Cで 5分間を反応した後、

残存した N02・を定量した。酵素液の代わりに 0.5M sodium phosphate bufferCpH 7.5) 

を添加したものを対照とした。酵素 1unitは、30
0

Cにおいて 1分間に 1μmolの N02-

を減少する酵素量と定義した。比活性はタンパク質 1mg当たりの酵素活性で示し

た。

Table 5-4. Reaction mixture for the assay of respiratory nitrite reductase 

0.5 M Na phospate buffer (pH 7.5) 0.05 ml 

25 mM  NaN02 solution 0.1 ml 

lmM Metyl viologen solution 0.1 ml 

50 mM  Na2S204 in 100 mM  NaHC03 0.1 ml 

Enzyme solution 0.1 ml 

H20 0.55 ml 
ー・・ ・..................ーーー・・・

Total 1.0 ml 
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Table 5・5.Reaction mixture for the assay of respiratory nitrite reductase (P酌1S)

0.5 M Na phospate buffer (pH 7.5) 0.1 ml 

25 mM  NaN02 solution 0.3 ml 

333μM Phenazine methosulfate solution 0.1 ml 

5mM NADH solution 0.34 ml 

Enzyme solution 0.1 ml 

H20 0.16 ml 

Total 1.0 ml 

5. 同化型亜硝酸還元酵素活性の測定法

同化型硝酸E還元酵素は NADHを電子供与体、 N02ーを電子受容体として酵素反

応を行い、 N02-の還元により減少した N02ーを測定することにより、定量した 42)。

Table 5-6に示す反応液を試験管に取り、 30
0

Cでインキュベートし、 5分間反応した

後、残存した N02ーを第 l章 2節に述べた方法で定量した。酵素液の代わりに 0.5M 

sodium phosphate buffer (pH 7.5)を添加したものを対照とした。酵素 unitは、 300C

において 1分間に 1~mol の N02・を減少する酵素量と定義した。比活性はタンパク

質 1mg当たりの酵素活性で示した。

Table 5・6.Reaction mixture for the assay of assimilation nitrite reductase 

0.5 M Na phospate buffer (pH 7.5) 

25 mM  NaN02 solution 

1 mM  NADH solution 

Enzyme solution 

HフO

Total 
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<結果>

1. 0.5% (w/v) NH4N03培地で培養して得た菌体中の硝酸およびE硝酸還元酵素

の活性

P. aeruginosa NBRC 12689株は振動数 100rpmで培養した時にのみ、 0.5% (w/v) 

NH4N03培地中の NH4+とN03・を完全に除去した (Table5・7)。振動数 140rpmで培

養した時、呼吸型、同化型の両方において、硝酸および亜硝酸還元酵素活性は 100

rpmの時より低かった。また、振動数 140rpmで培養した時、培地中の N03ーは 80%

残存した。一方、静置培養(窒素置換)から得られた菌体中の呼吸型硝酸還元酵

素、同化型硝酸還元酵素、 PMSを電子供与体とした呼吸型亜硝酸還元酵素の活性

は、振とう培養(100および 140rpm) して得た菌体中の酵素活性と比べて極めて

高かった。また、静置培養では N03・を良好に除去した。

静置培養で得た菌体中の、 PMSを電子供与体とした呼吸型E硝酸還元酵素活性

は、メチルピオロゲンを電子供与体とした場合の活性に比べて極めて高かった。

しかし、振とう培養した場合には、メチルピオロゲンを電子供与体とした呼吸型

亜硝酸還元酵素活性の方が、 PMSを用いた場合より、高かった。

Table 5・7.Utilization of 0.5% (w/v) of NH4N03 by P. aeruginosa NBRC 12689 and 

the activities of nitrate and nitrite reductase 

Shaking speed (rpm) 

O 100 140 

Growth (OD660) 1.5 9.3 10.9 

Remaining ofNH/(%) 74 O 17 

Remaining ofN03-(%) 5 O 80 

Specific activity of nitrate reductase (unites/mg) 

Respiratory (metyl viologen) 0.33 0.08 0.04 

Assimilatory (NADH) 0.015 0.008 0.004 

Assimilatory (NADPH) 0.014 0.002 0.002 

Specific activity of nitrite reductase (unites/mg) 

Respiratory (metyl vio1ogen) 0.11 0.10 0.07 

Respiratory (PMS) 1.1 0.02 0.02 

Assimi1atory (NADH) 0.01 0.02 0.01 
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2. 0.6 % (w/v) NH4Cl培地で培養して得た菌体中の硝酸および亜硝酸還元酵素の

活性

P. aeruginosa NBRC 12689株は振動数 140rpmで培養した場合のみ、 0.6% (w/v) 

NH4CI培地中の NH4+を完全に除去した (Table5・8)。本菌は振動数の増加につれて、

NH4+の除去率を高くなった。いずれの振動数においても、硝酸および亜硝酸還元

酵素の活性はほとんど見られなかった。

Table 5・8.Utilization of 0.6% (w/v) of NH4Cl by P. aeruginosa NBRC 12689 and 

the activities of nitrate and nitrite reductase 

Shaking speed (rpm) 

O 100 140 

Growth (OD660) 0.4 10.4 15.4 

Remaining ofNH/(%) 80 20 O 

Remaining ofN03-(%) O O O 

Specific activity of nitrate reductase (unites/mg) 

Respiratory (metyI viologen) 0.007 0.002 0.002 

Assimilatory (NADH) O O O 

Assimilatory (NADPH) O O O 

Specific activity of nitrite reductase (unites/mg) 

Respiratory (metyI viologen) O O O 

Respiratory (PMS) O O O 

Assimilatory (NADH) O O O 

3. 2.0% (w/v) NaN03培地で培養して得た菌体中の硝酸および亜硝酸還元酵素の

活性

Rαeruginosa NBRC 12689株は振動数 100rpmで培養した場合のみ、 2.0% (w/v) 

NaN03培地中の N03・を完全に除去した (Table5・9)。また、振動数 140rpmで培養

した時、 N03ーは 20%を残存した。振動数 140rpmで培養した時、呼吸型、同化型

の両方において、硝酸およびE硝酸還元酵素の活性は 100rpmの時より低かった。

静置培養した時、 N03・は 63%を残存し、得られた菌体中の呼吸型硝酸還元酵素
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の活性は振とう培養(100および 140rpm) して得た菌体中の酵素活性と比べて極

めて低かったが、呼吸および同化型E硝酸還元酵素の活性は振とう培養した時よ

り高かった。静置培養で得た菌体中の、 PMSを電子供与体とした呼吸型亜硝酸還

元酵素活性は、メチルピオロゲンを電子供与体とした場合の活性に比べて極めて

高かった。

Table 5-9. Utilization of 2.0今も (w/v)of NaN03 by P. aeruginosa NBRC 12689 and 

the activities of nitrate and nitrite red uctase 

Shaking speed (rpm) 

O 100 140 

Growth (OD660) 1.1 6.4 11.5 

Remaining ofNH/(%) O O O 

Remaining ofN03" (%) 63 O 20 

Specific activity of nitrate reductase (unites/mg) 

Respiratory (metyl viologen) 0.06 0.29 0.16 

Assimilatory (NADH) 0.015 0.022 0.007 

Assimilatory (NADPH) 0.01 0.006 0.005 

Specific activity of nitrite reductase (unites/mg) 

Respiratory (metyl viologen) 0.67 0.03 0.01 

Respiratory (PMS) 4.7 0.06 0.01 

Assimilatory (NADH) 1.9 0.04 0.03 

第 3節 アンモニアの同化に関与する酵素系の解析

<方法>

1. 菌体の取得および粗酵素液の調製

P. aeruginosαNBRC 12689株を用いて、アンモニアの同化に関与する酵素系を解

析した。各窒素化合物を含む培地の調製および菌体の取得の方法は本章 2節で述

べた方法によって行った。

RαeruginosαNBRC 12689株の菌体を 1mM 2-メルカプトエタノール、 lmM
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EDTA、10μM2-ketoglutaric acidを含む 20mM  potassium-sodium phosphate bufferCpH 

7.0)に懸濁し、本章 2節で述べた方法により菌体を破砕した。これを遠心分離し、

上清をグルタミン酸デヒドロゲナーゼ (GDH) を含む粗酵素液とした。

P. aeruginosαNBRC 12689株の菌体を 2mM  2-メルカプトエタノール、 10mM  

Mg2+を含む 10mM  imidazole-HCl buffer (pH 7.0)に懸濁し、本章 2節で述べた方法

により菌体を破砕した。これを遠心分離し、上清をグノレタミンシンテターゼ (GS)

を含む粗酵素液とした。

2. グルタミン酸デヒドロゲナーゼ活性の測定法

グルタミン酸デヒドロゲナーゼ (GDH) におけるアミノ化反応は、 NADPHの酸

化に伴う 340nmにおける吸光度の減少により測定したり o Table ふ10に示す反応

液を用い、 30
0
Cで反応を行った。 0.1mlの酵素液を添加することにより反応を開始

し、 2分後に 340nmにおける吸光度を測定した。 2・ケトグルタル酸(ナカライテ

スク)溶液の代わりに 100mM  Tris-HCl buffer (pH 8.0) を添加したものを対照と

した。

酵素 unitは、 30
0

Cにおいて 1分間に lμmolの NADPHを酸化する酵素量と定

義した。また、比活性はタンパク質 1mg当たりの酵素活性で示した。タンパク質

は Lowryの方法によって定量した 38)。

Table 5・10.Reaction mixture for the assay of aminating activity 

100 mM  Tris-HCl buffer (pH 8.0) 

1.0 M NH4Cl solution 

2.0 mM  NADPH solution 

100 mM  2・Ketoglutaratesolution 

Enzyme solution 

Total 

1.3 ml 

0.20 ml 

0.20 ml 

0.20 ml 

0.10 ml 

2.0 ml 

グルタミン酸デヒドロゲナーゼの脱アミノ化反応は、 NADP+(オリエンタノレ酵

母)の還元に伴う 340nmにおける吸光度の増加により測定した。 Table子11に示

す反応液を用い、 30
0

Cで反応を行った。 0.1mlの酵素液を添加することにより反応

を開始し、 2分後に 340nmにおける吸光度を測定した。 L-グルタミン酸溶液の代

わりに 100mM  Tris-HCl buffer (pH 9.0) を添加したものを対照とした。
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酵素 unitは、 30
0

Cで 1分間に lμmolの NADP+を還元する酵素量と定義した。

Table 5・11.Reaction mixture for deaminating activity assay 

100 mM  Tris醐HClbuffer (pH 9.0) 

40 mM  L-Glutamate solution 

10 mM  NADP+ solution 

n
 
o
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0.70 ml 

1.0 ml 

0.20 ml 

0.10 ml 

2.0 ml 

2. グルタミンシンテターゼ活性の測定法

① y-glutamyltransferase活性

本酵素の y-glutamyltransferase活性は、反応性産物である y-glutamylhydroxamate

を定量することにより、測定した 44)。Table5・12に示す反応液を用い、 370Cで反応

を行った。0.8mlの反応液に 0.1mlの酵素液を添加して 5分間インクベートした後、

0.1 mlの 200mMのしグルタミン溶液を添加することにより反応を開始した。 30

分間反応させた後、 2mlの stopmixture (Table 6・4) を添加して反応を止め、遠心

分離 (12，000Xg、2分)し、得られた上清の 540nmにおける吸光度を測定した。

ADPとNa2HAs04溶液を除いたものを対照とした。

酵素 1unitは、 300Cで 1分間に lμmolの y-glutamylhydroxamateを生成する酵素

量と定義した。また、比活性はタンパク質 1mg当たりの酵素活性で示した。

Table 5・12.Reaction mixture for y-glutamyltransferase assay activity assay 

135 mM  Imidazole-HCl buffer (pH 7.0) 

18 mM  NH20H solution 

0.27mM MnCh solution 

25 mM  Na2HAs04 solution 

0.36 mM  ADP solution 

0.8 ml 

200 mM  L-Glutamine solution 

Enzyme solution 

Total 

0.1 ml 

0.1 ml 

1.0 ml 
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Table 5・13.Stop mixture for y-glutamyltrasnferase activity assay 

203.5 mM  FeCh solution 

122.4 mM Trichloroacetate solution 

252.0 mM  HCl solution 

Total 2.0 ml 

② synthetase活性

本酵素の synthetase活性は y-glutamyltransferase活性測定法同様、反応性産物で

ある y-glutamylhydroxamateを定量することにより測定した 26)。Table5・14に示す反

応液を用い、 37
0
Cで反応を行った。 0.8mlの反応液に 0.1mlの酵素液を添加して 5

分間インキュベートした後、 0.12mlの 200mMの ATP(pH 7.0に調整)を添加す

ることにより反応を開始した。30分間反応させた後、2mlの stopmixture (Table 6-4) 

を添加して反応を止め、遠心分離 (12，000Xg、2分)し、得られた上清の 540nm 

における吸光度を測定した。 ATPを除いたものを対照とした。

Table 5-14. Reaction mixture for synthetase activity assay 

184 mM  NH20H solution 0.20 ml 

220 mM  MgClz solution 0.20 ml 

656 mM  L-Glutamate solution 0.20 ml 

368 mM  Imidazole-HCl buffer (pH 7.0) 0.20 ml 

200 mM ATP solution (pH 7.0) 0.12 ml 

Enzyme solution 0.10 ml 
-・・・・・・ー・ー・ーーー・・・ー ・ーーー...骨骨骨骨

Total 1.02 ml 

<結果>

1. 0.5% (w/v) NH4N03培地で培養して得た菌体中の GDHおよび GS活性

P. aeruginosαNBRC 12689株は振動数 100rpmで培養した時にのみ、 0.5% (w/v) 
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NH4N03培地中の NH4+とN03ーを完全に除去した CTab1e5-15)。振動数 140rpmで培

養した時、 GSの活性は 100rpmの時より低かったが、 GDNの活性は振動数 100rpm 

で培養して得た菌体中の酵素活性とほぼ同じであった。また、振動数 140rpmで培

養した時、培地中の NH4+は 17%残存した。一方、静置培養(窒素置換)から得ら

れた菌体中の GDNの活性は、振とう培養(100および 140rpm) して得た菌体中の

酵素活性と比べて極めて低かった。また、静置培養では本菌の増殖は不十分であ

り、 NH4+も 74%を残存した。

Table 5-15. Utilization of 0.5% (w/v) of NH4N03 by P. aeruginosa NBRC 12689 and 

the activities of GDH and GS 

Shaking speed (rpm) 

O 100 140 

Growth (OD660) 1.5 9.3 10.9 

Remaining ofNH/(%) 74 O 17 

Remaining ofN03-(%) 5 O 80 

Specific activity of enzyme (unites/mg) 

GDH 0.02 0.18 0.14 

GS 0.12 0.23 0.14 

2. 0.6% (w/v) NH4Cl培地で培養して得た菌体中の GDHおよび GS活性

P. aeruginosαNBRC 12689株は振動数 140rpmで培養した時にのみ、 0.6% (w/v) 

NH4C1培地中の NH4+を完全に除去した CTab1e子16)。振とう培養(100および 140

rpm) して得た菌体中の GDHの活性は振動数の増加につれて増加し、本菌の増殖

とNH4+の除去率も振動数の増加につれて増加した。一方、静置培養(窒素置換)

から得られた菌体中の GDNおよび GSの活性は、振とう培養(100および 140rpm) 

して得た菌体中の酵素活性と比べて極めて低かった。また、静置培養では本菌の

増殖は不十分であり、 NH4+も 80%を残存した。
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Table 5-16. Utilization of 0.6% (w/v) of NH4Cl by P. aeruginosa NBRC 12689 and 

the activities of GDH and GS 

Shaking speed (rpm) 

O 100 140 

Growth (00660) 0.4 10.4 15.4 

Remaining ofNH/(%) 80 20 O 

Remaining of N03 -(%) O O O 

Specific activity of enzyme (unites/mg) 

GOH 0_077 0.40 0.62 

GS 0.050 0.22 0.10 

3. 2.0% (w/v) NaN03培地で培養して得た菌体中の GDHおよび GS活性

P. aeruginosa NBRC 12689株は振動数 100rpmで培養した時にのみ、 2.0% (w/v) 

NaN03培地中の N03ーを完全に除去した (Table5・17)。振とう培養(100および 140

rpm) して得た菌体中の GSの活性は振動数の増加につれて増加し、本菌の増殖も

振動数の増加につれて増加した。一方、静置培養(窒素置換)から得られた菌体

中の GSの活性は、振とう培養(100および 140rpm) して得た菌体中の酵素活性

と比べて低かった。また、静置培養では本菌の増殖は不十分であり、 N03ーも 63%

を残存した。

本実験で使用した培地には NH4+が含まれていないにもかかわらず、 GSの活性は

NH4Cl培地で得られた GS活性より高かった (Table5-16)。また、いずれの培養条

件下で得た菌体中の GOHの活性は GSの活性と比べて極めて低かった。
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Table 5-17. Utilization of 2.0% (w/v) of NaN03 by P. aeruginosa NBRC 12689 and 

the activities of GDH and GS 

Shaking speed (rpm) 

O 100 140 

Growth (OD660) 1.1 6.4 11.5 

Remaining ofNH/(%) O 。 O 

Remaining ofN03-(%) 63 。 20 

Specific activity of enzyme (unites/mg) 

GDH 0.01 0.01 0.016 

GS 0.23 0.67 0.77 

第 4節 硝酸、直硝酸の代謝とアンモニウムの同化に関与する酵素活性に与える

NH4+とN03-の割合の影響

<方法>

P. aeruginosa NBRC 12689株を用いて、アンモニア態窒素濃度と硝酸態窒素濃度

の合計が 50mMになるように設定した NH4+とN03-の各比率(0:4、 1:3、2:2、3:1、

4:0)の培地を用いて、 2章 3節で述べた方法により振動数 100rpmで振とう培養し

た。経時的にサンプリングした後、その濁度と培地中に残存する NH4+、N03¥N02ー

と呼吸型硝酸還元酵素、同化型硝酸還元酵素、呼吸型亜硝酸還元酵素、同化型E

硝酸還元酵素、 GDH、GSの活性を定量した。

<結果>

P. aef・uginosaNBRC 12689株は、いずれの培地においても、培養開始 4日後に

NH/とN03・を培地から良好に除去した。 NH4+の濃度の割合が増加につれて、本

菌の増殖が促進されており、培養液中に残存した全窒素量も増加した (Table

5-18)0 N03ーを含まない培地では、呼吸型、同化型の両方において、硝酸および

亜硝酸還元酵素の活性はほとんど見いだされなかった。 NH4+を含まない培地で

得た菌体中の GDHの活性はほとんど見られなかった。また、 NH4+とN03・の比

率を 2:2を設定した培地で得た菌体中の GDHの活性は、他の培地で得た菌体中の
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GDHの活性と比べて高かった。一方、 50mMの N03ーのみを含む培地で得た菌体

中の GSの活性は、 50mMの NH/のみを含む培地で得た菌体より極めて高かっ

た。

Table 5・18.Utilization of nitrogen compounds with various ratios of NH/ to N03-by 

P. aeruginosa NBRC 12689 and the activities of Nr， Nir， GDH， and GS 

The ratio of NH4 + to N03-

0:4 1 :3 2:2 3: 1 4:0 

Growth (OD660) 4.5 4.5 4.6 6.2 7.3 

Remaining ofNH4+(%) O 9 

Remaining of N03-(%) 3 3 2 O 

Total nitrogen in the cultures (%) 42 40 46 70 92 

Specific activity of enzyme (unites/mg) 

GDH 0.017 0.19 0.40 0.39 0.33 

GS 0.18 0.31 0.097 0.092 0.030 

Specific activity of nitrate reductase (unites/mg) 

Respiratory (metyl viologen) 0.16 0.19 0.11 0.10 0.005 

Assimilatory (NADH) 0.004 0.001 0.008 0.001 O 

Assimilatory (NADPH) 0.004 0.002 0.002 O O 

Specific activity of nitrite reductase (unites/mg) 

Respiratory (metyl viologen) 0.10 0.12 0.11 0.040 O 

Respiratory (PMS) 0.02 0.024 0.025 0.005 O 

Assimilatory (NADH) 0.09 0.02 0.03 0.004 O 

第 5節 脱窒機構の解析

<方法>

1. 培養方法と窒素関連ガス (N2、N20) の発生

0.1 % (w/v) NH4N03培地を調製した後、これに RαeruginosaNBRC 12689株を植

菌し、 300Cにおいて試験管 (5mlltube) で前培養 (140rpm) した。培養開始 2日
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後、 0.2mlの前培養液を 25mlの 0.1% (w/v) 15NH4N03 (98 atom %、 Sigma-Aldrich、

St. Louise、USA)培地に加え、 30
0

Cにおいてパイアル瓶(1.5ml/13 ml viaJ)で振

とう培養 (0rpm、70rpm、140rpm) した。経時的にパイアル瓶(13mJ)中に蓄

積の窒素ガスを GC-MSにより分析した。また、濁度および培養液中の NH4+、N03¥

NOヲーを定量した。

同様な方法により、 0.1% (w/v) NH4
15N03 (99 atom %)、 0.1% (w/v) 15NH4CI (98 

atom %)、 0.1% (w/v) Nal5N03 (98 atom %) (以上、 Sigma-Aldrich) 培地から発生

した窒素ガス培養液の濁度および NH4+、N03-、N02-を定量した。

2. 窒素関連ガスの分析

N2とN20の GC・MS分析は、日立 G-3000ガスクロマトグラフ(日立、東京)を

連結した目立 M・2500二重収束質量分析計(目立)を用いて行った。カラムは

PoraPLOT-Q (0.25 mm x 25 m、ジーエルサイエンス、東京)を使用した。また、イ

オン化は EI法で行い、イオン化電圧は 70eVであった。

15N2 巴商会、東京)および N20 ジーエルサイエンス)の標品を用いて両ガス

定量のための検量線を作成した。

<結果>

1. NH4
15N03を窒素源とした培養液における脱窒

Fig. 5-1に示すように、 0.1% (w/v) NH4
15N03培地において、培養開始 15時間

以内に RαeruginosαNBRC12689株は培地中の NH4+とN03・を完全に除去した。蓄

積したガスを GC

見られた。いずれの振動数においても、 14N20は蓄積しなかった。また、 14N2は、

本測定法では定量することはできなかった。一方、培養開始 15時間後、振動数orpm 
の場合、初めに加えた全窒素量の 41%の 15N2が蓄積するとともに、 13%の 15N20 

も蓄積した。しかし、振動数 70rpmと 140rpmの場合は、培養途中では 15N20を

蓄積したが、培養開始 15時間後では蓄積していなかった。この時、はじめに加え

た全窒素量のそれぞれ、 52%、38%の 15N2のみが蓄積されていることが見いださ

れた。
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Fig. 5・1.Utilization of 0.1 % (w/v) of NH4
15N03 by P. aerllginosαNBRC 12689 and 

generation of nitrogen gases. 

for 15 h with shaking in the 

basal medium containing 0.1 % (w/v) NH4
15N03， 1 % (w/v) D-glucose， 0.1 mM  Fe2+， and 

0.8 nM MoO/-， and then cell growth (0)， NH/ (.A)， N03・(・)， and N02-(口)were 

(A)， (B)， and (C): the bacterium was incubated at 300C 

measured. 

(a)， (b)， and (c): generation of 15N20 (0) and 15N2(・).
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2. 15NH4N03を窒素源とした培養液における脱窒

Fig. 5-2に示すように、 0.1% (w/v) 15NH4N03培地において、培養開始 15時間

以内に RαeruginosaNBRC 12689株は、培地中の NH4+とN03ーを完全に除去した。

蓄積したガスを GC

は蓄積しないことが認認、められた。また、培養開始 1行5時間後、静置培養(振動数or叩pm)
でで、少量の l凶4N2ρOが蓄積していたが、振動数 70rpmと 140rpmでは、培養開始 6"'-'12 

時間後において、 14N20の蓄積が見られたにもかかわらず、 15時間後では消失し

た。
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Fig. 5・2.Utilization of 0.1 % (w/v) of 15NH4N03 by P. aeruginosa NBRC 12689 and 

generation of nitrogen gases 

for 15 h with shaking in the 

basa! medium containing 0.1 % (w/v) 15NH4N03， 1 % (w/v) D-g!ucose， 0.1 mM  Fe2+， and 

0.8 nM MoO/¥and then cell growth (0)， NH4 + (企)， N03' (・)， and N02' (口)were 

(A)， (B)， and (C): The bacterium was incubated at 30
0

C 

measured. 

(a)， (b)， and (c): Generation of 14N20 (0) and 15N2(+). 
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3. Na15N03を窒素源とした培養液における脱窒

Fig.5・3に示すように、 0.1% (w/v) Na15N03培地において、培養開始 15時間以

内に P.aeruginosa NBRC 12689株は培地中の N03ーを完全に除去した。蓄積したガ

スを GC-MSで分析した結果、 15N03-の減少に伴って、 15N2と 15N20の蓄積が認め

られた。 しかし、培養開始 15時間後、振動数 70rpmと 140rpmの時 15N2の蓄

積とともに、 15N20も蓄積していた。一方、静置培養では、培養開始 15時間後、

15Nヲのみ蓄積していた。
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measured. 

(a)， (b)， and (c): Generation of 15N20 (0) and 15N2(.). 
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4. 15NH4Clを窒素源とした培養液における脱窒

15NH4Clを窒素源として使用した場合、 P.aeruginosa NBRC 12689株は培養開始 15

時間以内に培地中の NH4+を完全に除去した (Fig.5・4)。しかし、培養のすべての期間

において、 15N2と 15N 20の発生は見いだされなかった。
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aerllginosa NBRC 12689 and Fig. 5-4. Utilization of 0.1 % (w/v) of 15NH4CI by P. 

generation of nitrogen gases 

for 15 h with shaking in the 

basal medium containing 0.1 % (w/v) 15NH4CI， 3% (w/v) D-glucose， 0.1 mM  Fe
2
+， and 0.8 

nM MoO/-， and then cell growth (0)， NH/ (企)， N03-(・)， and N02・(口)were 

(A)， (B)， and (C): The bacterium was incubated at 30
0

C 

measured. 

(a)， (b)， and (c): Generation of 15N20 (0) and 15N2(+). 
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第 5節 要約と考察

<要約>

Rαeruginosa NBRC 12689株を種々の培養条件で培養したとき、 N03ーを含まない

培地では、呼吸型、同化型の両方において、硝酸および亜硝酸還元酵素の活性は

ほとんど見られなかった。しかし、 NH4+を含まない培地を使用した時、 GDHはほ

とんど見られなかったが、GSは高い活性を示した。振動数の影響を調べたところ、

0.5% (w/v) NH4N03培地を用いた場合、本菌は振動数 100rpmで培地中の両イオ

ンを完全に除去し、得られた菌体中の呼吸型、同化型硝酸還元酵素、呼吸型、同

化型E硝酸還元酵素、 GDH、GS活性は、 140rpmで振とう培養した時得られた菌

体中の酵素の活性より高かった。一方、静置培養した時、呼吸型、同化型硝酸還

元酵素、 PMSを電子供与体とした亜硝酸呼吸型還元酵素は、振とう培養(振動数

100および 140rpm) して得た菌体中の酵素活性と比べて極めて高かった。

0.1 % (w/v) NH4N03、0.1% (w/v) NaN03を窒素源とした時、本菌は、これら

の窒素源の減少に伴って N2とN20を蓄積した。 NH4N03を用いた時、振動数 70と

140 rpmいずれの場合も、最終的には N20の蓄積は見られなかった。しかし、NaN03

を用いた時、培養開始 15時間においても N20の蓄積が認められた。

<考察>

P. aeruginosαNBRC 12689株は、唯一の窒素源をして NaN03を含む培地で培養し

た時、 NH4+が存在しないにもかかわらず、高い GS活性を示した。この値は、 NH4Cl

を唯一の窒素源とする培養液で培養して得た菌体中の GS活性より高かった。微生

物を含む生物は一般に、 GDHとGSにより NH4+を同化する 45-46)。アンモニア同化

において、高濃度の NH4+が存在する場合は主として、 GDHが関与し、低濃度の

NH/が存在する場合は、 GSが関与することが報告されている 45-46)。本研究におい

て、 NaN03を唯一の窒素源とする培地で培養した場合は、 N03・が NH4+を経て窒素

源として同化される 47-48)。この時、 N03ーから還元される NH4+は、 NH4Clを唯一の

窒素源とする培養液中の NH4+より低濃度であることが予想される。したがって、

NaN03を唯一の窒素源とする培地で培養して得た菌体中には、高い GS活性が存在

すると考察した。

Rαeruginosa NBRC 12689株を用いて、 NH4N03、NaN03を窒素源とした場合、

培養液および菌体中に残存する全窒素量は初めに添加した窒素量の半分以下であ

った。この結果から、本菌の培養過程において脱窒が生じていることが予想され

た。実際、培養過程中の菌体から得た細胞中に呼吸型硝酸還元酵素および呼吸型
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E硝酸還元酵素活性を見いだすことができた 49-53)。また、 GC-MS分析により本菌

が、 NH4N03、NaN03を代謝する過程で N2とN20を生成することを証明した。

NH4
15N03、Na

l5N03を窒素源として用いた場合、 15N2と 15N20を蓄積し、 15NH4Cl

を窒素源として用いた場合、 15N2と 15N20を蓄積しなかったので、これらのガスは

N03-'こ由来することがわかった。

本菌を用いて、 NH4
15
N03培地で振とう培養した時(振動数 70と 140rpm)、培養開

始 6-12時間後において、 15N20の生成が見られたにもかかわらず、 15時間後では消

失し、15N2のみ蓄積した。一方、Na
15N03培地で振とう培養した時(振動数 70と140rpm)、

培養開始 15時間後 N2の蓄積とともに、 N20が蓄積していた。この結果から、 N03-の

代謝において、 NH4+が共存する条件下では、本菌の増殖が促進されるため、 N20の生

成が抑制されたと考えられた。 Fig_6・1・(A，a)は NH4+とN03・を完全に除去された時点

で、 N20が発生したことを示す。この時の培養液に溶存している酸素量は、培養の全

期間を通じて最も低いことがわかった (Fig_2-5)。すなわち、振とう培養しているに

もかかわらず、培養液は嫌気状態になっていることが予想される。このような条件で

は脱窒が容易に生じ、いったん生成した N20は急速に N2に変換される。以上の結果

より、培地中の NH4+は、 N20をN2に変換する過程において、有利な環境を提供する

と考察した。言い換えれば、地球温暖化をもたらす N20の生成が、 N03-培地に NH4+

を添加することによって避けることができると言える。

今後、溶存酸素量等を容易に測定できるジャーファメンターを用いて、本菌による

脱窒過程を詳しく解析する予定である。
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第 6章 NH4+および N03-の同時除去に与える有機物の影響

第 1節序

Rαeruginosa NBRC 12689株は好気条件下において培地中の Fe2+の濃度と振動数

を調節することにより、最高で 0.5% (w/v) NH4N03培地中の NH/および N03・を

完全に除去する。同培地において培養上清中には窒素化合物は存在していなかっ

た。菌体中には始めに加えた全窒素量の 41%が存在していた。残りは窒素ガスと

して大気中に還元されることが示された。本菌は従属栄養細菌であるため、本菌

の炭素源の利用性を調べることは排水処理へ応用するための最適処理条件を設定

する上で重要である。そこで本章では、 NH4+および N03-の同時除去だけでなく、

NH4+、または N03・のみを含む培地における両イオンの除去に与える糖、有機酸、

アミノ酸、リン酸塩等の影響を調べることとした。

D-ク、、ルコースを炭素源、エネルギー源として培地に添加した場合、本菌は良好に

増殖し、両イオンを効率的に除去するが、実際の廃液の中にはひグノレコース以外

の炭素源が存在する。そこで、 D-グ、ルコースの存在下で、共存する物質の両イオン

の除去について試験する。

第 2節 NH4+および N03・の除去に与えるリン酸塩濃度の影響

<方法>

各種濃度のリン酸塩を含む 0.1% (w/v) NH4N03培地、 0.13% (w/v) NH4Clおよ

び 0.21% (w/v) NaN03 (Table 6・1、N としての濃度を 2SmMに調製)培地をそれ

ぞれ調製し、これに P.ael・uginosαNBRC12689株を植菌した後、 30
0

Cにて 140rpm 

で振とう培養し、経時的に培養液の濁度(OD660) と培地中に残存する N03-，N02-

および NH4+を定量した。検討したリン酸塩濃度は OmM、16mM、32mM、48mM、

64 mM、128mM、192mMであった。
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Table 6・1.Culture conditions 

Na2HP04・12H20 15 g 

KH2P04 3.0 g 

D-Glucose 30 g 

NH4N03 1.0 g 

NH4Cl 1.3 g 

NaN03 2.1 g 

NaCl 0.5 g 

FeS04・7H20 0.1 m恥f

Na2Mo04.2H20 0.8 n恥f

H20 1，000 ml 

pH 7.1 

<結果>

1. 0.1% (w/v) NH4N03培地における NH4+および N03・の除去に与えるリン酸塩

濃度の影響

0'"'-'192mMの合計 6種類のリン酸塩濃度を用いて検討を行った結果、リン酸塩

を添加しないと、培地の pHは弱酸性側に傾き、本菌は増殖不良となった。また、

培地中には多量の NH4+および N03 •が残存していた (Table ι2)。一方、 32'"'-'192mM

のリン酸塩を含む 0.1% (w/v) NH4N03培地では、本菌は良好に増殖し、培地中の

NH/および N03・も完全に除去された。
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Table 6・2.Effect of concentrations of phosphate on the removal of N03-and NH/ 

from 0.1 % (w/v) NH4N03 medium by P.αeruginosa NBRC 12689 

The bacterium was incubated at 30
0

C for 3 d with shaking at 140 rpm (5 ml/tube) in 

the basa! medium containing 0.1 % (w/v) NH4N03， 3% (w/v) D-g!ucose， 0.1 mM  Fe2¥and 

0.8 nM MoO/-， and then cel1 growth， NH4 +， N03¥and N02-were measured. 

Growth Remaining Accumulating 
リン酸塩 pH 

(OD660) N03- NH4+ N02-

o mM 0.4 98% 86% 0.0 mM 4.9 

16 2.4 73 9 0.1 5.1 

32 4.6 0.8 O 0.0 5.6 

48 4.7 0.8 O 0.0 5.7 

64 4.0 0.0 O 0.0 6.0 

128 4.3 0.0 O 0.0 6.0 

192 5.0 0.0 O 0.0 5.9 

2. 0.13% (w/v) NH4CI培地における NH4+の除去に与えるリン酸塩濃度の影響

Table 6・3に示すように、 0.13% (w/v) NH4Cl培地を用いた場合、リン酸塩を添

加しない時、本菌の増殖は極めて悪く、培地中の NH4+もほとんど利用されなかっ

た。一方、 32'"'"'192mMのリン酸塩を添加すると、本菌は良好に増殖し、ほとんど

のNH4+も除去されていた。
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Table 6・.3.Effect of concentrations of phosphate on the removal of NH/ from 0.13% 

(w/v) NH4Cl medium by P. aeruginosa NBRC 12689 

The bacterium was incubated at 30
0

C for 3 d with shaking at 140 rpm (5 mIltube) in 

the basa! medium containing 0.13% (w/v) NH4CI， 3% (w/v) D-glucose， 0.1 mM  Fe
2
+， and 

0.8 nM MoO/'， and then ceII growth， NH/， N03¥and N02' were measured. 

Growth Remaining Accumulating 
リン酸塩

NH
4
+ 

pH 
(OD660) N03- N02-

o mM 0.3 88% OmM OmM 5.1 

16 2.5 47 O O 5.5 

32 4.3 7.6 O O 5.7 

48 4.2 O O O 5.9 

64 4.5 O O O 5.9 

128 4.4 O O O 6.0 

192 4.6 O 0.1 O 5.9 

3. 0.21% (w/v) NaN03培地における N03-の除去に与えるリン酸塩濃度の影響

0.21% (w/v) NaN03培地を用いて、リン酸塩の影響を調べたところ、リン酸塩

を添加しない時、本菌の増殖は悪くて、培地中に N03・も残存していた (Table6-4)。

一方、 16'"'-"I92mMのリン酸塩を添加すると、本菌は良好に増殖し、 N03司を良好に

除去されていた。
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Table 6・4.Effect of concentration of phosphate on the removal of N03-and NH/ 

from 0.21 % (w!v) NaN03 medium by P. aeruginosa NBRC 12689 

The bacterium was incubated at 30
0

C for 3 d with shaking at 140 rpm (5 mlltube) in 

the basal medium containing 0.21% (w/v) NaN03， 3% (w/v) D-glucose， 0.1 mM  Fe
2
+， and 

0.8 nM MoO/-， and then cell growth， NH/， N03-， and N02-were measured. 

Growth Remaining Accumulating 
リン酸塩 pH 

(OD660) N03- N02 NH4+ 

o mM 0.4 80% OmM OmM 5.1 

16 4.1 1.2 O O 5.5 

32 4.3 O O O 5.7 

48 4.4 O O O 5.9 

64 4.1 O O O 5.9 

128 4.5 O O O 6.0 

192 4.7 O 0.1 O 5.9 

第 3節 NH4+および N03・の除去に与える炭素源の影響

<方法>

1. 0.1% (w!v) NH4N03培地における NH4+および N03-の除去に与える炭素源の

影響

0.1% (w/v) NH4N03培地に含まれるトグノレコースのかわりに、唯一の炭素源と

して 3%(w/v) の糖(ラクトース一水和物、レアラピノース、 0-マンノース、サ

ッカロース、マルトースー水和物、 0-ガラクトース、 D・フルクトース、 0-リボース)、

有機酸(酢酸ナトリウム三水和物、 DL-リンゴ酸二ナトリウム n水和物、クエン酸

三ナトリウム二水和物、コハク酸二ナトリウム、アジピン酸、 n・酪酸ナトリウム、

プロピオン酸ナトリワム、グリセリン酸、マロン酸、マレイン酸、乳酸ナトリウ

ム溶液、フマル酸、グルコン酸、フタル酸、 DL-2-アミノ -n-酪酸)、アミノ酸(グ

リシン、レメチオニン、レヒスチジン塩酸塩、レリジン塩酸塩、 L-フェニルアラニ

ン、レグ、ルタミン酸ナトリウム、レアルギニン塩酸)、または、 1% (w/v) の天然

培養基(ポリベポトン、酵母エキス、肉エキス)を含む培地をそれぞれ調製した。

各培地に P.aeruginosαNBRC 12689株をそれぞれ植菌し、 30
0

Cで 140rpmで振とう

-81-



培養した。培養液を経時的にサンプリングした後、培養液の濁度(OD660) と培地

中に残存する N03¥ N02-および NH4+を定量した。

2. 0.13% (w/v) NH4Cl培地における NH4+の除去に与える炭素源の影響

0.1 % (w/v) NH4N03培地を用いた場合と同様な方法で、 0.13% (w/v) NH4CI培

地に含まれる 0-グ、ルコースのかわりに、唯一の炭素源として 3%の糖、有機酸、ア

ミノ酸、または、 1% (w/v) の天然培養基を含む培地をそれぞれ調製した。各培

地に P.aeruginosa NBRC 12689株をそれぞれ植菌し、 30
0

Cで 140rpmで振とう培養

した。培養液を経時的にサンプリングした後、培養液の濁度(OD660) と培地中に

残存する N03-、N02-および NH4+を定量した。

3. 0.21% (w/v) NaN03培地における N03・の除去に与える炭素源の影響

0.1% (w/v)NH4N03培地を用いた時の炭素源の検討と同様な方法で、0.21% (w/v) 

NaN03培地に含まれるトグルコースのかわりに、唯一の炭素源として 3%の糖類、

有機酸、アミノ酸、または、 1% (w/v) の天然培養基を含む培地をそれぞれ調製

した。各培地に P.aeruginosa NBRC 12689株をそれぞれ植菌し、 300Cで 140rpmで

振とう培養した。培養液を経時的にサンプリングした後、培養液の濁度(OD660) 

と培地中に残存する N03¥ N02-および NH4+を定量した。

<結果>

1. 0.1% (w/v) NH4N03培地における NH4+および N03-の除去に与える炭素源の

影響

合計 34種類の炭素源を用いて、 0.1% (w/v) NH4N03培地中の NH4+および N03-

の同時除去を試験した結果を Table6・5に示す。試験した 0-グルコースを除く 8種の

糖を含む培地すべてにおいて、本菌の増殖は不良であり、 NH4+および N03-もほとん

ど除去されなかった。

一方、試験した 15種の有機酸の中では、クエン酸塩、コハク塩、グリセリン酸塩、

乳酸塩、フマル酸塩、グ、ルコン酸塩を含む培地において、本菌は良好に増殖し、培

地中の NH4+および N03ーも良好に除去した。また、 DL-リンゴ酸塩を含む培地では、

本菌の増殖はやや不良で、培地中に NH4+および N03・が残存し、 N02-の蓄積(約 3mM) 

も見られた。

試験した 7種のアミノ酸を含む培地では、両イオンの効率的な除去は見られなか

った。特に NH4+は脱アミノ反応によるアミノ基の遊離によって増加した。 L-グノレ

タミン酸塩を含む培地では、 N03・はほぼ完全に除去された。
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試験した 3種類の天然培養基の中で、ポリペポトンおよび酵母エキスを含む培地

では、本菌は良好に増殖し、 N03・をほぼ完全に除去した。しかし、肉エキスを含む

培地では、本菌の増殖は不十分であり、 41%の N03ーが残存していた。また、天然培養

基由来の NH4+が遊離したために培地中に残存する NH4+量は増加した.
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Table 6・.5.Effect of carbon sources on the removal of N03-and NH4 + from 0.1 % (w/v) 

NH4N03 medium by P. aeruginosa NBRC 12689 

The bacterium was incubated at 30
0

C for 3 d with shaking at 140 rpm (5 mlltube) in 

the basal medium containing 0.1 % (w/v) NH4N03， 0.1 mM  Fe
2
+， and 0.8 nM MoO/-in 

the presence of 3% (w/v) sugar， organic acid， or amino acid or 1 % (w/v) nutrient medium， 

and then cell growth， NH4 +， N03¥and N02-were measured. 

SUf!ar 

(3%) 

Orf!anic 

acid 

(3%) 

Amino 

acid 

(3%) 

Nutrient 

medium 

己主i

Carbon source 

D-G1ucose 

Lactose monohydrate 

L-Arabinose 

0-民1annose

Saccharose 

Maltose monohydrate 

D-Galactose 

D-Fructose 

D-Dibose 

Sodium acetate trihvdrate 

Disodium DL-malate n-hvdrate 

a ll'lz{] mJ 

Adipic acid 

Sodium n-butyrate 

Malonic acid 

Maleric 

Phthalic acid 

DL・2・Amino-n-bytyric acid 

Glvcine 

L-Methionine 

L-Histidine monohydroch1oride 

L-Lysine hydroch1oride 

L-Phenylalanine 

Sodium L-glutamate 

L-Arginine monohydrochloride 

Polvpepton 

Yeast extract 

Meat extract 
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Growth 

(OD660) 

3.0 

0.1 

0.0 

0.1 

0.0 

0.1 

0.1 

0.3 

0.6 

0.1 

h・

0.2 

0.2 

0.7 

0.2 

0.2 

0.3 

0.3 

0.4 

0.9 

0.1 

0.0 

4.3 

0.7 

5.3 

4.7 

2.1 

Remaining 

N03-

0% 

100 

96 

81 

100 

100 

87 

100 

100 

99 

[}~1)!1l 

82 

94 

66 

70 

87 

80 

95 

14 

19 

92 

97 

3.2 

45 

0.8 

3.2 

41 

NH4+ 

0% 

99 

94 

90 

100 

100 

100 

78 

78 

95 

i1，;l1Vli!$弘
01 

51 

97 

15 

43 

50 

52 

27 

6.4 

1540 

117 

100 

511 

1906 

538 

339 

248 

Accumulating 

NOヲー

o mM  
O 

O 

0.16 

O 

O 

O 

1.1 

O 

O 

。
O 

0.4 

O 

O 

O 

O 

O 

5.1 

1.2 。
O 

3.7 

0.1 

O 

9 



2. 0.13% (w/v) NH4Cl培地における NH4+の除去に与える炭素源の影響

合計 34種類の炭素源を用いて、 0.13% (w/v) NH4Cl培地中の NH4+の除去を試

験した結果を Table6-6に示す。試験した D・グルコースと D-フルクトースを除く 6

種の糖を含む培地すべてにおいて、本菌の増殖は不良であり、 NH4+および N03・も

ほとんど除去されなかった。

一方、試験した 15種有機酸の中でクエン酸塩、コハク酸塩、グリセリン酸塩、

乳酸塩、フマル酸塩、グ、ルコン酸塩を含む培地において、本菌は良好に増殖し、

培地中の NH4+および N03・も良好に除去した。また、 DLーリンゴ酸塩を含む培地で

は、本菌の増殖はやや不良で、培地中に NH4+が残存した。

試験した 7種のアミノ酸を含む培地では、両イオンの効率的な除去は見られな

かった。特に NH4+は脱アミノ反応によるアミノ基の遊離によって増加した。

試験した 3種の天然培養基を含む培地すべてにおいて、本菌は良好に増殖した

が、天然培養基由来の NH4+が遊離したために培地中に残存する NH4+量は増加し

た。
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Table 6-6. Effect of carboo sources 00 the removal of NH/ from 0.13% (w/v) NH4Cl 

medium by P. aeruginosa NBRC 12689 

The bacterium was incubated at 30
0

C for 3 d with shaking at 140 rpm (5 ml/tube) in 

the basa! medium containing 0.13% (w/v) NH4C!， 0.1 mM  Fe
2
+， and 0.8 nM M004

2
-in 

the presence of 3% (w/v) sugar， organic acid， or amino acid or 1 % (w/v) nutrient 

medium， and then cell growth， NH4 +， N03¥and N02
・weremeasured. 

SU2ar 

(3%) 

Or2aoic 

acid 

(3%) 

Amioo 

acid 

(3%) 

Nutrient 

medium 

己主i

Carbon source 

D-Glucose 

Lactose monohydrate 

L-Arabinose 

D-Mannose 

Saccharose 

Maltose monohydrate 

D-Ga!actose 

D-Dibose 

Sodium acetate trihvdrate 

Adipic acid 

Sodium n-butyrate 

Ma!onic acid 

Phthalic acid 

DL・2・Amino-n・bytyricacid 

Glvcine 

L-Methionine 

L-Histidine monohydroch!oride 

L-Lysine hydrochloride 

L-Phenylalanine 

Sodium L-g!utamate 

L-Arginine monohydroch!oride 

Po!ypepton 

Yeast extract 

Meat extract 

Growth 

(OD660) 
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4.7 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.2 

0.1 
rl 

0.7 

0.1 

0.2 

0.3 

0.8 

0.2 

0.3 

0.1 

0.1 

4.2 

0.5 

0.0 

4.2 

l.6 

5.5 

5.2 

2.8 

Remaining 

NH
4
+ 

0% 

98 

99 

94 

98 

96 

92 

82 

99 

72 

98 

31 

80 

76 

37 

24 

1026 

124 

99 

334 

988 

422 

373 

263 

Accumulating 

N0
3
-

OmM 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 。
O 

O 

O 

O 。
O 

O 

軍

切除

'‘ 

N02-

o mM 
O 

O 

O 

O 

O 

O 
。
O 

O 

O 

。

O 。
O 

O 

O 

O 

O 。
O 

O 

O 

O 



3. 0.21 % (w/v) NaN03培地における N03-の除去に与える炭素源の影響

合計 34種類の炭素源を用いて、 0.21% (W/V) NaN03培地中の N03-の除去を試

験した結果を Table6-7に示す。試験した D-グルコースを除く 8種の糖を含む培地

すべてにおいて、本菌の増殖は不良であり、 N03ーもほとんど除去されなかった。

一方、試験した 15種の有機酸の中でクエン酸塩、コハク酸塩、グリセリン酸塩、

乳酸塩、フマル酸塩、グルコン酸塩を含む培地において、本菌は良好に増殖し、

培地中の N03・も良好に除去し、 N02・の蓄積も見られなかった。また、 Dレリンゴ酸

塩とアジピン酸を含む培地では、本菌の増殖はやや不良で、培地中に N03ーが残存

し、 N02・の蓄積も見られた。

試験した 7種のアミノ酸の中で L・ヒスチジン塩酸塩とレグルタミン酸塩含む培

地において、本菌は良好に増殖し、培地中の N03ーも良好に除去した。しかし、ア

ミノ酸由来の NH4+遊離のために NH4+の蓄積は見られた。

試験した 3種類の天然培養基の中で、ポリペポトンおよび酵母エキスを含む培地

では、本菌は良好に増殖し、 N03ーをほぼ完全に除去した。しかし、肉エキスを含

む培地では、本菌の増殖は不十分であり、 N03ーが残存していた。また、天然培養

基由来の NH4+が遊離したために培地中に NH4+の蓄積は見られた。
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Table 6・7.Effect of carboo sources 00 the removal of N03-from 0.21 % (w/v) NaN03 

medium by P. aeruginosa NBRC 12689 

The bacterium was incubated at 30
0

C for 3 d with shaking at 140 rpm (5 mlltube) in 

the basal medium containing 0.21% (w/v) NaN03， 0.1 mM  Fe
2
+， and 0.8 nM MoO/-in 

the presence of 3% or 1 % (w/v) sugar， organic acid， or amino acid or 1 % (w/v) nutrient 

medium， and then cell growth， NH4 +， N03-， and N02-were measured. 

SU2:ar 

(3%) 

Or2:anic 

acid 

(3%) 

Amino 

acid 

(3%) 

Nutrien 

medium 

己主i

Carbon source 

D-Glucose 

Lactose monohydrate 

L-Arabinose 

D-Mannose 

Saccharose 

Maltose monohydrate 

D-Galactose 

D-Fructose 

D-Dibose 

Adipic acid 

Sodium n-butyrate 

Malonic acid 

Maleric 

Phthalic acid 

DL・2・Amino-n・bytyricacid 

Gl、Icme
L-Methion ine 

L-Histidine monohydrochloride 

L-Lysine hydrochloride 

L-Phenylalanine 

Sodium L-glutamate 

L-Arginine monohydrochloride 

Polypepton 

Yeast extract 

Meat extract 

Growth 

(OD660) 
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3.6 

0.1 

0.0 

0.0 

0.2 

0.0 

0.0 

0.2 

0.5 

0.1 

1.9 

0.5 

0.6 

0.1 

0.4 

0.3 

0.0 

0.0 

3.3 

0.0 

0.0 

4.6 

0.5 

5.3 

2.9 

l.7 

Remaining 

N03-

0% 

100 

92 

100 

100 

100 

100 

100 

84 

100 

66 

92 

54 

78 

89 

84 

94 

21 

27 

91 

100 

0.4 

68 

1.2 

3.6 

69 

Accumulating 

NH
4
+ 

0.1 mM  

O 

O 

0.3 

0.3 

0.4 

0.4 

0.1 

0.1 

0.2 

0.2 

0.3 

0.4 

O 

O 

2.4 

2.8 

0.3 

47 

l.5 

O 

12 

52 

20 

8.6 

6.3 

N02-

OmM 

O 

O 

0.1 

O 

O 

O 

2.3 

O 

O 

0.7 

O 

0.7 

O 

O 

O 

O 

O 

6.5 

O 

O 

O 

8.5 。
O 
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第 4節 D-グノレコースの存在下で NH4+および N03-の除去に与える炭素源の影響

<方法>

第 3節では、D・グルコースの代わりに唯一の炭素源として合計 34種類の炭素源

(糖、有機酸、アミノ酸、天然培養基)を添加した培地にて P.aeruginosαNBRC 

12689株における NH4+および N03ーの除去効果を検討した。試験した基質のうち

28種の培地において同菌の増殖および両イオンの除去効率が低下した。そこで、

3% (w/v) D-グルコースを含む 0.1%(w/v) NH4N03， 0.13% (w/v) NH4Cl、0.21% 

(w/v)NaN03培地に、NH4+とN03-の除去低下をもたらした 28種類の炭素源を 1%

( w/v)となるように添加した各培地を調製した (5mI)。各培地に本菌を植菌し、

30
0

Cで 140rpmで振とう培養した。培養液を経時的にサンプリングした後、培養

液の濁度(OD660) と培地中の N03¥ N02¥ NH4+を定量した。

<結果>

1. D-グ、/レコースの存在下で NH4N03培地における NH4+および N03-の除去に与え

る炭素源の影響

合計 28種類の炭素源を用いて、 D・グルコースの共存下で 0.1% (w/v) NH4N03 

培地中の NH4+および N03ーの同時除去を試験した結果を Table6-8に示す。試験した

8種の糖を含む培地すべてにおいて、 D-グルコースの存在下で、本菌は良好に増殖

し、 NH4+および N03ーも良好に除去された。

一方、トグルコースの共存下で試験した 9種の有機酸の中では、酢酸塩、 n・酪酸

塩、プロピオン酸塩、 DL・2・アミノ -n-酪酸塩を含む培地すべてにおいて、本菌の増

殖は抑制され、 NH4+および N03ーもほとんど除去されなかった。

試験した 7種のアミノ酸を含む培地すべてにおいて、 D-グノレコースの存在下で、

本菌は良好に増殖し、 N03ーも良好に除去された。しかし、レヒスチジン塩酸塩、レ

リジン塩酸塩、 L-アルギニン塩を含む培地では、アミノ酸由来の NH4+遊離のため

に残存 NH4+量は増加した。

試験した 3種類の天然培養基を含む培地すべてにおいて、D-グルコースの存在下

で、本菌は良好に増殖し、 NH4+および N03ーも良好に除去された。
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Table 6-8. Effect of two kiods of carboo sources 00 the removal of N03-and NH/ 

from 0.1 % (w/v) NH4N03 medium by P. aeruginosa NBRC 

The bacterium was incubated at 30
0

C for 3 d with shaking at 140 rpm (5 ml/tube) in 

the basa! medium containing 0.1 % (w/v) NH4N03， 3% (w/v) D-g!ucose， 0.1 mM  Fe
2
+， and 

0.8 nM MoO/-in the presence of 1 % (w/v) sugar， organic acid， amino acid， or nutrient 

medium， and then cell growth， NH4 +， N03-， and N02-were measured. 

3% (w/v) D-Glucose + Growth Remaining Accumulating 

1 % (w/v) other carbon source (OD660) NO; NH4+ N02-

Control On!y 3% (w/v) D-glucose 3.0 0% 0% o mM 
Sugar Lactose monohydrate 3.1 2.4 O O 

(1 %) L-Arabinose 2.0 1.6 O O 

D-Mannose 2.8 O O O 

Saccharose 3.2 l.0 O O 

Maltose monohydrate 3.4 7.2 O 。
D-Galactose 3.0 5.6 O O 

D-Fructose 2.0 2.4 O O 

2.4 
ー唱弘 子，ド I ‘d弘 'i!;主張守;士子占....."'>4品ι主主..:

Organic 

acid Disodium DL-malate n-hydrate 5.4 19 O O 

(1 %) Adipic acid 2.7 6.4 O O 

Malonic acid 3.6 16 O O 

Maleric 3.6 4.8 O 

2.7 12.8 

Amino Glycine 9.2 0.8 764 O 

acid L-Methionine 2.7 l.6 0.8 O 

(1 %) L-Histidine monohydroch!oride 12.6 0.8 373 O 

L-Lysine hydrochloride 12.8 0.8 1458 O 

L-Phenylalanine 6.4 0.8 O O 

Sodium L-glutamate 9.3 0.8 l.5 O 

L-Arginine monohydroch!oride 11.8 0.8 782 O 

Nutrient Polypepton 11.4 O 1.3 O 

medium Yeast extract 10.4 3.2 1.4 O 

(1 %) Meat extract 6.9 0.8 2.3 O 
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2. D-グルコースの存在下で NH4CI培地における NH4+の除去に与える炭素源の影

響

合計 28種類の炭素源を用いて、 0-グ、/レコースの存在下で 0.13%(w/v) NH4Cl 

培地中の NH4+の除去を試験した結果を Tab!e6・9に示す。試験した 8種の糖を含む培

地すべてにおいて、 D司グルコースの存在下で、本菌は良好に増殖し、 NH4+も良好に

除去された。

一方、 0-グルコースの存在下で試験した 9種の有機酸の中では、酢酸塩、 n・酪酸

塩、プロピオン酸塩、 DL・2-アミノ -n同酪酸塩を含む培地すべてにおいて、本菌はの

増殖は抑制され、 NH4+もほとんど除去されなかった。

試験した 7種のアミノ酸を含む培地すべてにおいて、 0-グルコースの存在下で、本

菌は良好に増殖したが、アミノ酸由来の NH4+遊離のために残存 NH4+量は増加した。

試験した 3種類の天然培養基を含む培地すべてにおいて、 0-グルコースの存在下

で、本菌は良好に増殖し、 NH4+もほとんど除去された。
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Table 6・9.Effect of two kinds of carbon sources on the removal of NH/ from 0.13% 

(w/v) NH4CI medium by P. aeruginosa NBRC 12689 

The bacterium was incubated at 30
0

C for 3 d with shaking at 140 rpm (5 ml/tube) in 

the basal medium containing 0.13% (w/v) NH4Cl， 3% (w/v) D-glucose， 0.1 mM  Fe
2
+， and 

0.8 nM MoO/-in the presence of 1 % (w/v) sugar， organic acid， amino acid， or nutrient 

medium， and then cell growth， NH/， N03-， and N02-were measured. 

3% (w/v) D-Glucose + Growth Remaining Accumulating 

1 % (w/v) other carbon source (OD660) NH4+ N03- N02-

Control Only 3% (w/v) D-glucose 4.7 0% o mM o mM 

Sugar Lactose monohydrate 4.4 O O O 

(1 %) L-Arabinose 4.6 2.3 O O 

Dード1annose 4.1 1.2 O O 

Saccharose 4.6 O O O 

Maltose monohydrate 4.2 O O O 

D-Galactose 3.7 O O O 

D-Fructose 3.4 0.4 O O 

D-Dibose 3.2 O 
.. """争目、、一， 司 一圃.一 ' ・ .:- I :，:Jf';品 ‘ 、，・ a 晶e子 ・1:'守山. ~μ .. ト，..~ーで.~ キ・ 本ぜy 汁ご ゴ"-'~ 山口

Organi 

acid Disodium DL-malate n-hydrate 4.5 0.4 

(1 %) Adioic acid 3.4 O 

Malonic acid 4.0 O O O 

Maleric 4.1 1.6 O O 

O 

Amino 

acid L-Methionine 4.1 0.4 O O 

(1 %) L-Histidine 12.0 125 。 O 

レLysinehydrochloride 13.0 267 O 。
L-Phenylalanine 8.9 65 O O 

Sodium L-glutamate 11.0 155 O O 

L-Arginine monohydrochloride 11.0 526 O O 

Nutrien Polypepton 13.0 0.5 O O 

medium Yeast extract 14.0 0.8 O O 

(1 %) Meat extract 9.4 0.7 O O 
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3. D・グ、ルコースの存在下で NaN03培地における N03-の除去に与える炭素源の影

響

合計 28種類の炭素源を用いて、 D-グルコースの存在下で 0.21% (w/v) NaN03 
培地中の N03ーの除去を試験した結果を Table6・10に示す。試験した 8種の糖を含

む培地すべてにおいて、 D-グノレコースの存在下で、本菌は良好に増殖し、 N03・も良

好に除去された。

一方、 D-グノレコースの存在下で試験した 9種の有機酸の中では、酢酸塩、 n・酪酸

塩、プロピオン酸塩、 DL・2司アミノ -n-酪酸塩を含む培地すべてにおいて、本菌の増

殖は抑制され、 N03ーもほとんど除去されなかった。

試験した 7種のアミノ酸を含む培地すべてにおいて、 D-グルコースの存在下で、

本菌は良好に増殖し、 N03・も良好に除去された。しかし、レメチオニンを除く、他

の 6種のアミノ酸を含む培地では、アミノ酸由来の NH4+遊離のために残存 NH4+

量は増加した。

試験した 3種類の天然培養基を含む培地すべてにおいて、D・グルコースの存在下

で、本菌は良好に増殖し、 N03・も良好に除去された。
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Table 6-8. Effect of two kinds of carbon sources on the removal of N0 3• and NH4 + 

from 0.21 % (w/v) NaN03 medium by P.αerllginosαNBRC 

The bacterium was incubated at 30
0

C for 3 d with shaking at 140 rpm (5 ml/tube) in 

the basal medium containing 0.21 % (w/v) NaN03， 3% (w/v) D-glucose， 0.1 mM  Fe
2
+， and 

0.8 nM MoO/-in the presence of 1 % (w/v) sugar， organic acid， amino acid， or nutrient 

medium， and then cell growth， NH/， N03
・，and N02-were measured. 

3% (w/v) D-Glucose + 

1 % (w/v) other carbon source 

Control Only 3% (w/v) D包lucose

Sugar Lactose monohydrate 

(1%) L-Arabinose 

D-Mannose 

Saccharose 

Maltose monohydrate 

D-Galactose 

D-Fructose 

D司Dibose
旨t~'"' I "o.~ :rら;望。

Organic 

acid Disodium DL-ma1ate n-hydrate 

(1 %) AdiDic acid 

Ma1eric 

Amino Glycine 

acid L-Methionine 

(1 %) L-Histidine monohydroch1oride 

L-Lysine hydrochloride 

L-Phenylalanine 

Sodium L-glutamate 

L-Arginine monohydrochloride 

Nutrient Polypepton 

medium Yeast extract 

(1 %) Meat extract 
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Growth 

(OD660) 

3.6 

2.7 

2.9 

3.8 

3.4 

2.7 

2.8 

2.0 

3.3 

6.9 

3.7 

3.3 

3.7 

4.1 

13.0 

12.0 

9.5 

7.8 

1l.2 

11 

10 

7.3 

Remaining Accumulating 

N03- NH
4
+ N02-

0% 0.1 mM  OmM 

2.4 0.1 O 

0.4 0.2 O 

2.8 0.3 O 

l.4 0.3 O 

2.8 0.1 O 

l.2 0.2 O 

4.8 0.2 O 

7.6 0.3 O 
苦;"，，"'"宮守4弘主計三r:.~与.1:T'" 掛 r:i.::~'_，[1:k 事 ..目、

3.2 

4.4 

7.6 

2.0 

O 

O 

0.4 

0.8 

O 

0.8 

0.4 

O 。

0.2 。

0.1 

O 

0.1 

31 

67 

16 

39 

131 

0.4 

0.2 

0.3 

O 

O 

O 

O 

o 
O 

O 

O 

O 

O 

O 。



第 5節 3種類の炭素源の共存下における NH4+および N03・の除去

<方法>

3% (w/V) D-グノレコースを含む 0.1% (w/v) NH4N03、0.13%(w/v) NH4Cl、0.21% 

(w/v) NaN03培地にそれぞれ、酢酸塩、 n・酪酸塩、プロピオン酸塩、または DL-2-

アミノーn-酪酸塩を添加すると、 P.aeruginosa NBRC 12689株の増殖および N03・と

NH4+の除去は抑制された。そこで、 3% (w/v) Dーグ‘ノレコースの共存下で、良好な

炭素源 (N03・と NH4+の除去を促進した炭素源:クエン酸塩、コハク酸塩、グリセ

リン酸塩、乳酸塩、フマル酸塩、グ、ルコン酸塩、オキサノレ酢酸塩、天然培養基)

を加えた 0.1% (w/v) NH4N03、0.13% (w/v) NH4Cl、0.21% (w/v) NaN03土音地を

調製し、これに N03・と NH4+の除去を抑制した炭素源(酢酸塩、か酪酸塩、プロピ

オン酸塩、 DL-2-アミノ -n・酪酸塩)をそれぞれ 0.5%(w/v)となるように添加した。

各培地に RαeruginosaNBRC 12689株を植菌し、30
0
Cで 140rpmで振とう培養した。

培養液を経時的にサンプリングした後、培養液の濁度(OD660) とN03¥ N02-およ

び NH4+を定量した。

<結果>

1. 3種類の炭素源の共存下で NH4N03培地における NH4+および N03・の除去に与

える抑制炭素源の影響

試験した 40種類の培地のうち、 NH4+とN03の除去を促進した炭素源(グリセリ

ン酸塩、乳酸塩、フマノレ酸塩、グルコン酸塩)、両イオンの同時除去を抑制した炭

素源(酢酸塩、 n-酪酸塩、プロピオン酸塩、 DL-2-アミノ -n-酪酸塩)を含む 0.1% (w/v) 

NH4N03培地すべてにおいて、本菌は増殖せずに、培地中の NH4+および N03ーもほ

とんど除去されなかった。しかし、酵母エキスが存在すると、抑制した上記の 4

種炭素源が共存しても両イオンの除去に対する抑制は見られず、両イオンはほぼ

完全に除去された (Table6・11)。

一方、クエン酸塩、コハク酸塩、オキサノレ酢酸塩を含む培地では、抑制した炭

素源(酢酸塩、プロピオン酸塩)が存在しても両イオンの除去に対する抑制は見

られず、両イオンはほぼ完全に除去された (Table6・11)。
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Table 6・11.Effect of three kinds of carbon sources on the removal of N03-and NH/ 

from 0.1 % (w/v) NH4N03 medium by P. aeruginosa NBRC 12689 

The bacterium was incubated at 30
0

C for 3 d with shaking at 140 rpm (5 mIltube) in 

the basal medium containing 0.1 % (w/v) NH4N03， 3% (w/v) D-glucose， 0.1 mM  Fe
2
+， and 

0.8 nM MoO/-in the presence of 0.5% (w/v) of repressive carbon source and 0.5% (w/v) 

stimulatory carbon source， and then cell growth， NH4 +， N03¥and N02-were measured. 

3% (w/v) D-Glucose + Growth Remaining Accumulating 

other carbon source (OD660) NO; NH4+ N02-

Control Onlv 3% (w/v) D-glucose 3.0 0% 0% OmM 

+ 0.5% (w/v) 

tri-Sodium 

citrate 

dihydrate 

+ 0.5% (w/v) 

Succinic acid 

disodium 

salt + 0.5% (w/v) DL・2-Amino-n・bvtvricacid 0.0 90 76 0.02 

+ 0.5% (w/v) 

Oxaloacetate 0.0 78 0.01 

+ 0.5% (w/v) DL之島Amino-n-bytyricacid 0_0 90 70 

+ 0.5% (w/v) + 0.5% (w/v) Sodium acetate trihydrate 7.6 O 3.2 0.0 

Polypepton + 0.5% (w/v) Sodium n-butyrate 6.8 O l.6 0.0 

+ 0.5% (w/v) Sodium propionate 6.6 O 0.8 0.0 

+ 0.5% (w/v) DL-2・Amino-
z 

+ 0.5% (w/v) 

Yeast extract 

+ 0.5% (w/v) + 0.5% (w/v) Sodium acetate trihydrate 5.4 O 2.4 0.0 

Meat extract + 0.5% (w/v) Sodium n-butyrate l.5 56 98 0.75 

+ 0.5% (w/v) Sodium propionate 5.9 O 0.8 0.0 

+ 0.5% (w/v) Dレ2・Amino-n-bytyricacid 8.4 O 2.4 0.0 
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2. 3種類の炭素源の共存下で NH4CI培地における NH4+の除去に与える炭素源の

影響

試験した 40種類の培地のうち、NH4+の除去を促進した炭素源(D-フノレクトース、

グリセリン酸塩、乳酸塩、フマル酸塩、グルコン酸塩)、 NH4+の除去を抑制した炭

素源(酢酸塩、 n-酪酸塩、プロピオン酸塩、 DL-2-アミノーn・酪酸塩)を含む 0.13%

(w/v) NH4Cl培地すべてにおいて、本菌は増殖せずに、培地中の NH4+もほとんど

除去されなかった。しかし、酵母エキスが存在すると、抑制した上記の 4種炭素

源が共存しても NH4+の除去に対する抑制は見られず、 NH4+はほぼ完全に除去され

た(Table ふ12)。

一方、クエン酸塩、コハク酸塩、オキサノレ酢酸塩を含む培地では、抑制した炭

素源(酢酸塩、プロピオン酸塩)が存在しても NH4+除去に対する抑制は見られず、

NH4+はほぼ完全に除去された (Table6・12)。
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Table 6・12.Effect of three kinds of carbon sources 00 the removal of NH4 + from 

0.13% (w/v) NH4CI medium by P. aeruginosa NBRC 12689 

The bacterium was incubated at 30
0

C for 3 d with shaking at 140 rpm (5 mlltube) in 

the basal medium containing 0.13% (w/v) NH4CI， 3% (w/v) o-glucose， 0.1 mM  Fe
2
+， 

and 0.8 nM MoO/-in the presence of 0.5% (w/v) of repressive carbon source and 0.5% 

(w/v) stimu1atory carbon source， and then cell growth， NH/， N03¥ and N02-were 

measured. 

3% (w/v) D-Glucose + Growth Remaining Accumulating 

other carbon source (OD660) NH/ NO; N02-

Control 

+0.5% (w/v) 

tri-Sodium 

citrate 
一一dihydrate + 0.5% (w/v) DL・2-Amino-n-bvtvricacid 0.0 82 O 

+0.5% (w/v) 

Succinic acid + 0.5% (w/v) Sodium n-butvrate 1.2 62 O O 

disodium 

salt 

+0.5% (w/v) 

Oxaloacetate 0.0 81 

0.6 32 O O 

+0.5% (w/v) + 0.5% (w/v) Sodium acetate trihydrate 7.6 0.8 O O 

Polypepton + 0.5% (w/v) Sodium n-butyrate 2.9 100 O O 

7.0 1.6 O O 

O 
. iOI~ ，'>!!.， .~t ~，;;:;::二斗明

+0.5% (w/v) 

Yeast extract 

+ 0.5% (w/v) 

Meat extract 

-98-

6.9 

1.2 

6.8 

6.5 

6.9 

90 

4 

2.4 

A
U
A
U
n
u
n
U
 

n
u
n
u
n
u
n
U
 



3. 3種類の炭素源の共存下で NaN03培地における N03・の除去に与える炭素源の

影響

試験した 40種類の培地のうち、N03の除去を促進した炭素源(グリセリン酸塩、

乳酸塩、フマル酸塩、グ、ルコン酸塩)、両イオンの同時除去を抑制した炭素源(酢

酸塩、 n・酪酸塩、プロピオン酸塩、 DL-2-アミノ引ー酪酸塩)を含む 0.21% (w/v) 

NaN03培地すべてにおいて、本菌は増殖せずに、培地中の N03ーもほとんど除去さ

れなかった。しかし、酵母エキスが存在すると、抑制した上記の 4種炭素源が共

存しても N03ーの除去に対する抑制は見られず、N03ーはほぼ完全に除去された (Table

6-13)。

一方、クエン酸塩、コハク酸塩、オキサル酢酸塩を含む培地では、抑制した炭

素源(酢酸塩、プロピオン酸塩)が存在しても N03-の除去に対する抑制は見られ

ず、 N03・はほぼ完全に除去された (Table6・13)。
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Table 6・13.Effect of three kinds of carbon sources on the removal of N03-from 

0.21 % (w/v) NaN03 medium by P. aeruginosa NBRC 12689 

The bacterium was incubated at 30
0

C for 3 d with shaking at 140 rpm (5 ml/tube) in the 

basal medium containing 0.21 % (w/v) NaN03， 3% (w/v) D-glucose， 0.1 mM  Fe
2
+， and 

0.8 nM MoO/-in the presence of 0.5% (w/v) of repressive carbon source and 0.5% 

(w/v) stimulatory carbon source， and then cell growth， NH/， N03¥ and N02
・ were

measured. 

3% (w/v) D-Glucose + Growth Remaining Accumulating 

other carbon source (OD660) N03- NH4+ N02-

Control OmM 
Sづ宅 f園 R、~-，;o;，~-.A:" “K 目 一品

+ 0.5% (w/v) 

tri-Sodium 0.0 72 0.0 

citrate -・ 0・Clallt: 硲 M 也G

= -，-....， 

" ョー 6 

dihydrate + 0.5% (w/v) DL-2-Amino-n-bvtvric acid 0.0 72 0.2 

+ 0.5% (w/v) 

Succinic acid 

disodium 
膏z ，r ~J圃正'"品ば，主事情祖国画萌晶革瞳... 由巴田.i~孟凪空昌司d品占:

salt + 0.5% (w/v) DL-2-Amino-n-bvtvric acid 0.0 85 0.2 0.01 

+ 0.5% (w/v) 

Oxaloacetate 0.0 82 

0.0 94 0.1 0.01 

+ 0.5% (w/v) + 0.5% (w/v) Sodium acetate trihydrate 7.5 0.0 0.0 0.00 

Polypepton + 0.5% (w/v) Sodium n-butyrate 5.2 l.6 0.0 0.02 

+ 0.5% (w/v) Sodium propionate 4.7 0.0 0.1 0.03 

+ 0.5% (w/ 

+ 0.5% (w/v) + 0.5% (w/v) Sodium acetate trihydrate 6.1 0.0 0.1 0.0 

Meat extract + 0.5% (w/v) Sodium n-butyrate l.5 70 0.3 0.03 

+ 0.5% (w/v) Sodium propionate 3.2 0.0 0.2 0.03 

+ 0.5% (w/v) DL-2-Aminoィl-bytyricacid 4.1 0.0 0.3 0.02 

ー100-



第 6節 要約と考察

<要約>

Rαeruginosa NBRC 12689株を用いて、 NH4+および N03-の除去に与えるリン酸塩

濃度の影響を調べたところ、 32mM以上のリン酸塩を含む試験培地において両イ

オンの効率的な除去が見られた。さらに、両イオンの除去に与える炭素源の影響

について調べたところ、クエン酸塩、コハク酸塩、グリセリン酸塩、乳酸塩、フ

マル酸塩、グルコン酸塩等の有機酸においてかグルコースと同等の除去効果が見

られた。一方、酢酸塩、か酪酸塩、プロピオン酸塩、 DL・2-アミノ -n-酪酸塩は、 D-

ク守ルコースと共存する時でも、本菌の増殖を抑制しており、両イオンの同時除去

も抑制された。そこで、同時除去効果が見られた炭素源、抑制する炭素源、トグ、ル

コースと共存下で試験したところ、酵母エキスを含むすべての培地において、 NH4+

および N03-の除去に対して抑制が見られなかった。また、クエン、コハク酸塩、

オキサル酢酸塩と抑制した炭素源(酢酸塩、プロピオン酸塩)と共存する時、 NH4+

および N03ーを良好に除去することができた。

<考察>

P. aeruginosα属の細菌は糖代謝経路として、 Enter鴨Doudoroffpathwayによりグ

ルコースをグルコース-6-リン酸から 6-ホスホーD-グルコースを経て、ピノレピン酸に

まで代謝する 54-55)0 P. aeruginosαNBRC 12689において、 NH4+および N03-の除去

を抑制した 8種の糖は、同代謝経路にすぐ合流できない。グルコースを代謝する

Enter-Doudoroff pathwayおよび TCAcycleは中枢代謝と呼ばれ、代謝前駆体の合成

や他の物質代謝経路の形成を担っている。したがって，本菌にとって TCAcyc1e 

を正常に機能させる条件を設定することが NH4+および N03-の効率的な除去につな

がると考えらる。

本菌は、 3% (w/v) D-グルコースを含む 0.1% (w/v) NH4N03培地において両イ

オンを同時に除去するとともに培養 3日間以内に増殖が OD660=3まで達する。しか

し、 D-グ、ルコースと共存する時でも、酢酸塩は本菌増殖と両イオンの除去を抑制し

た。酢酸代謝には TCAcycle中の中間体(クエン酸，コハク酸，オキザロ酢酸)が

必要で、glyoxylatecycleとして知られている TCAcycleの一変型が必要となる 56)

一方、プロピオン酸塩の代謝には、プロピオニル CoAを経てスクシニル CoAとな

りTCAcyc1eに入る 57)。したがって、酢酸、または、プロピオン酸共存下では、

酢酸とプロピオン酸代謝のためにエネルギーおよび TCAcycle中の中間体を振り

分けなければならず、増殖だけでなく NH/および N03・の除去効率が下がったと考
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えられる。

D-グ、ルコースを含む培地にアミノ酸が存在すると N03・は除去されるが、 NH4+は

増加した。一方、天然培養基であるポリペプトン、酵母エキス、肉エキスは、 NH4+

を増加させずに NH4+および N03ーを除去した。排水処理の現場ではこれらの天然培

養基に類似した物質も存在するので、本菌のこのような性質は、排水処理におい

て有効に働くと考えられる。
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第 7章 耐熱性微生物による NH4+および N03-の同時除去

第 1節序

6章までに中温菌を用いて、 NH4-および N03・を利用、除去することについて述べ

てきた。しかし、日本の夏期では外気温がかなり高温になるため、高温条件下で

も十分増殖して NH4・および N03ーを同時に除去できる耐熱性微生物が得られれば、

その実用性は高いと言える。このような菌株は、熱帯地方においても利用できる。

耐熱性菌は好熱性菌と異なり、中温および高温の両方において増殖できる菌株で

ある。

我々の研究室では、 0.1%(w/v)NH4N03を除去できる耐熱性 Bacil/uslicheniformis 

T-7・2株を分離した。そこで本章では、耐熱性菌 B.lichenザormisT鴫7-2を用いた培

養条件や脱窒機構について述べる。

第 2節 NH4+とN03-の同時除去に与える金属イオンの影響

<方法>

1. NH4+とN03・の同時除去に与える金属イオンの影響

Table 7ぺに示す 0.2% (w/v) NH4N03培地を調製した。終濃度が 0.1mMになる

ように各種の金属塩を無菌的に加えた。これに B.licheniformis T-7-2株をそれぞ

れ植菌し、 30
0

Cと 50
0

Cにおいて試験管で 140rpmで振とう培養した。経時的に 0.7

mlの培養液をサンプリングした後、その濁度と培地中に残存する NH4+、N03-、N02-

を定量した。検討した金属イオンは Fe2+、Cu2¥Zn2+、Co2+、Ni2¥Mn2+で、あった。

2. NH4+とN03-の同時除去に与える Fe2+の影響

各種濃度の Fe2¥0.8pM MoO/¥5% (w/v) D-グノレコースを添加した 0.2%(w/v) 

NH4N03培地を調製し、これに、 B.licheniformis T・7・2株をそれぞれ植菌し、 50
0

Cに

おいて試験管で 140rpmで振とう培養した。経時的に 0.7mlの培養液をサンプリ

ングした後、その濁度と培地中に残存する NH4+、N03¥ N02・を定量した。検討し

た Fe2+濃度は O、0.01、0.05、0.1、0.3、0.5、0.7，1.0mMであった。

ー103幽



Table 7-1. NH4N03 medium 

Na2HP04・12H20 15 g 

KH2P04 3.0 g 

D-Dlucose 50 g 

NH4N03 2.0 g 

NaCl 0.5 g 

Metal ion 0.1 mM  

Na2Mo04・2H20 2.0 ng 

H20 1，000 ml 

pH 7.1 

<結果>

1. NH4+とN03・の同時除去に与える金属イオンの影響

NH4+とN03・の同時除去に与える金属イオンの影響を調べたところ、 Mn
2
+を添加

した時、 B.licheniformis T-7-2株は 30
0

Cと50
0

Cにおいて良好に増殖したが、 N02ー

を蓄積した。 0.1mM  Fe2+を添加した時、 B.lichenザormisT・7・2株は 30
0

Cと50
0

Cにお

いて良好に増殖し、 NH4+とN03・も最も効率的に除去した。一方、 Cu2¥Zn
2
+、Co2¥

Ni2+を添加すると、本菌の増殖を抑制され、培地中の NH4+とN03ーもあまり利用さ

れなかった。

2. NH4+とN03-の同時除去に与える Fe2+の影響

0.2% (w/v) NH4N03培地を用いた場合、 Fe
2
+を添加しないと、B.licheniformis T-7-2 

株の増殖は抑制され、 NH4+とN03・の除去効率も悪かった。 0.5mM  Fe2+を添加する

と、本菌の増殖とともに、培地中の NH4+とN03・も完全に除去された (Fig.7・1)。
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b Y B. liclteniformis T・7・2.NH4N03 (w /v) 

for 72 h with shaking (140 rpm) in the basa! 

medium (7 ml/tube) containing 0.2% (w/v) NH4N03， 5% (w/v) D-glucose， and 0.8 pM 

MoO/-in the presence of 0.0・1.0mM  Fe2+， and then cell growth (0)， NH/ (企)， and 

The bacterium was incubated at 50
0

C 

N03-(園)， were measured. 

培養における全窒素量の変化第 3節

<方法>

NH4N03培地にて 30
0

Cと50
0

Cの( w/v) 0.1 % B. /ichenザormisT・7・2株を用いて、

好気条件(振動数 140rpm) (2章 3節参照)。

全窒素は第 2章 4節で述べた方法により定量した。
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<結果>

本菌の増殖および培地中の NH4+、N03¥ N02・濃度の変化を Fig.7 -2-(A、C)

に示す。また、 Fig.7-2・(B、D)に培養液中の全窒素量の変化を示す。いずれの温

度でも、培養開始 4日後に NH4+とN03ーは培地から完全に除去された。また、 N02-

の蓄積は見られなかった。 30
0
Cで振とう培養した時、培養上清に存在する窒素化

合物の量は、始めに加えた全窒素量の 44%であった。菌体中には、培養開始時に

加えた全窒素量の 25%が存在していた。一方、 50
0

Cで振とう培養した時、培養上

清に存在する窒素化合物の量は、始めに加えた全窒素量の 24%であった。菌体中

には、培養開始時に加えた全窒素量の 20%が存在していた。
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Fig. 7-2. Utilization of 0.1 % (w/v) NH4N03 by B. lichenザormisT-7-2 at 30
0
C (A) and 

(C) and total nitrogen in the culture at 30
0
C (B) and 50

0
C (D). 50

0

C 

The bacterium was incubated at 30
0
Cand 50

o
Cfor 96 h with shaking (140 rpm) in the 

basal medium (70 ml/500ィnlflask) containing 0.1 % (w/v) NH4N03， 3% (w/v) D-glucose， 

0.5 mM  Fe2+， and 0.8 pM MoO/-and then cell growth (0)， NH/ (.A)， N03-(圃)， N02-

(口)， and total nitrogen in the cells (black bar) and in the cultural supernatant 

(white bar) were measured. 

脱窒機構の解析第 4節

<方法>

0.2 ml 

これに B./ichenゆrmisT-7・2株を植菌

培養開始 2日後、した。で前培養 (140rpm) 
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0.1 % (w/v) NH4
15N03培地を調製した後、

50
0

Cで試験管 (7ml/tube) し、



の前培養液を 25m¥の 0.1% (w/v) NH4
15N03培地に移し、本培養液を調製し、 50

0C

経時的にパイアした。で振とう培養(140rpm) でパイアル瓶(1.0ml/l0 m¥ via¥) 

濁度および培養液中のまた、ル瓶中に蓄積の窒素ガスを GC-MSにより分析した。

N02ーを定量した。N03¥ NH4+、

<結果>

培養開始 20時間NH4
15N03培地において、( w/v) 0.1 % Fig. 7・3に示すように、

培地中の NH4+とN03・を良好に除以内に B.licheniformis T-7-2株は良好に増殖し、

GC-MSで分析した結果、 N02・を蓄積した時に 15N20 の蓄積を見られた。
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and T-7回2licheniformis B. by of NH4
1S
N03 (w/v) of 0.1 % 7-3. Utilization Fig. 

generation of nitrogen gases. 

for 20 h with shaking (140 rpm) in the basa¥ The bacterium was incubated at 50
0

C 

medium containing 0.1 % (w/v) NH4
15N03， 3% (w/v) D-g¥ucose， 0.5 mM  Fe

2
+， and 0.8 pM 

MoO/-， and then cell growth (0)， NH/ (.)， N03-(口)， N02-(く>)， and generation of 

回108-

N20 (hatched bar) were measured. 



第 5節要約と考察

<要約>

耐熱性菌 B.lichenザormisT・7・2株は、 0.5mM  Fe2+を添加すると、 30
0

Cと 50
0

Cで良

好に増殖するとともに、 0.2% (w/v) NH4N03培地から NH4+とN03-を除去した。

30
0Cと50

0

Cで培養した時の培養液中の N03¥ N02・および NH4+、また、全窒素量

の変化を調べたところ、 30
0

Cで振とう培養した時、培養上清に存在する窒素化合

物の量は、始めに加えた全窒素量の 44%であった。菌体中には、培養開始時に加

えた全窒素量の 25%が存在していた。一方、 50
0

Cで振とう培養した時、培養上清

に存在する窒素化合物の量は、始めに加えた全窒素量の 24%であった。菌体中に

は、培養開始時に加えた全窒素量の 20%が存在していた。

0.1% (w/v) NH4
15N03を窒素源としてゴム栓をしたパイアル瓶で本菌を培養し

た時、 N02-の蓄積に伴って 15N20は生成した。

<考察>

植物や微生物では硝化および脱窒に関与する酵素系の中で異化型硝酸還元酵素

(Mo， Fe/Sクラスター)、異化型硝酸還元酵素(へム cd)、一酸化窒素還元酵素(へ

ム c)、同化型亜硝酸還元酵素(非へム Fe) は活性発現に鉄イオンまたはモリブデ

ンを必要とする 26司30)。耐熱性菌 B.lichenザormisT-7・2株においても Fe2+濃度を検討

することにより、 NH4+とN03ーを培地から完全に除去できたことから、本菌の NH4+

とN03-の代謝にも Fe2+が必要であると考察した。一方、 Mn
2
+は B.licheniformis属

の菌体中のグルタミンシンテターゼ、活性を促進することが報告されているお)。し

たがって、 B. lichenザormisT-7・2株が Mn2+を添加すると、本菌の増殖を促進したこ

とは合理的に説明できる。

0.1 % (w/v) NH415N03を窒素源としてゴム栓をしたパイアル瓶で本菌を培養し

た時、 N02-の蓄積に伴って N20は生成し、また、 0.2% (w/v) NH4N03培地で培養

する過程に全窒素を減少したことから、本菌は脱窒能力を持っていると考えられ

る。

B. licheniformisの菌株は好気条件下で脱窒作用を示すことは報告されてない 57)。

しかし、B.lichenザormisT・7・2株は好気条件下で NH4+とN03ーを同時に除去したこと

により、 NH4+とN03・を含む排水の処理において、他の脱窒菌においても、嫌気条

件下でだけでなく、好気条件下でも使用できると考えられる。
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総括

本論文では、現在の硝化脱窒素プロセスを、時間とコストの両面でさらに効率

的なものとするために、 lつの培養層内で排水中の NH4+とN03ーを同時に除去でき

る微生物を検索することを目的として研究を行い、次のような成果を得ることが

できた。

脱窒素が報告されている菌株を中心に Pseudomonas属の 6種類の菌棟、 Proteus

属の 1種類の菌株、 Bacil/us属の 3種類の菌株、Enterobacter属の 2種類の菌株、

Klebsiella属の 2種類の菌株、 Alcaligenes属の 1種類の菌株、 Achromobαcter属の

1種類の菌株、 Serrαtiα属の 1種類の菌株、 Paracoccus属の 1種類の菌株、合計

18種類の保存菌株を用いて実験を行った。 NH4N03、NH4CI、NaN03それぞれを唯

一の窒素源、 D-グ、ルコースを唯一の炭素源とする培地における、それぞれの窒素化

合物を減少させる菌株の検索を振とう培養で行い、 P.fluorescens、4種の R

αeruginosα、P.denitrザicans、E.cloαcae、K.pneumoniaeの合計 8株を見いだした。

これらの 8株を用いた実験により、 NH4N03培地、 NH4CI培地および NaN03培地

において P.aeruginosαの 4株が効率的にそれぞれの窒素化合物を除去することが

わかった。中でも、 P.aeruginosαNBRC 12689株が最優良株であった。

P. aeruginosαNBRC 12689株を用いて、最適培養条件を設定することによりさら

に多量かつ高濃度の窒素化合物を完全に除去することができた。すなわち、最高

で 0.5% (w/v) NH4N03 (窒素原子としてし700ppmに相当)、 0.6% (w/v) NH4CI 

(窒素原子として 1，500ppmに相当)、 2.0% (w/v) NaN03 (窒素原子として 3，200

ppmに相当)を培地から完全に除去することが達成できた。

0.5% (w/v) NH4N03を窒素源とした場合、培養が進行するにつれて培地中の窒

素化合物は消失し、最終的には菌体中に始めに加えた全窒素の 41%が存在してい

た。 2.0% (w/v) NaN03を窒素源として培養した場合、最終的に培地中に残存する

窒素量は始めに加えた全窒素の 1.4%であり、菌体中には始めに加えた全窒素量の

23%が存在していた。

植物や微生物において、 NH4+および N03ーから N02ーへの変換過程に関与する酵素

には鉄が含まれているから 26-30)、P.aeruginosa NBRC 12689株が、NH4N03、NH4CI、

NaN03培地において、これらを完全に除去するには Fe
2
+を必要とすることは合理

的に説明できる。

P. aeruginosa NBRC 12689株は、唯一の窒素源として NaN03を含む培地で培養し

た時、 NH4+が存在しないにもかかわらず、高い GS活性を示した。この値は、 NH4CI

を唯一の窒素源とする培養液で培養して得た菌体中の GS活性より高かった。微生

物を含む生物は一般に、 GDHとGSにより NH4+を同化する 45-46)。アンモニア同化

において、高濃度の NH4+が存在する場合は主として、 GDHが関与し、低濃度の
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NH4+が存在する場合は、 GSが関与することが報告されている 45-46)。本研究におい

て、 NaN03を唯一の窒素源とする培地で培養した場合は、 N03ーが NH4+を経て窒素

源として同化される 47-48)。この時、 N03ーから還元される NH4+は、 NH4Clを唯一の

窒素源とする培養液中の NH4+より低濃度であることが予想される。したがって、

NaN03を唯一の窒素源とする培地で培養して得た菌体中には、高い GS活性が存在

すると言える。

P. aef・uginosaNBRC 12689株を用いて、 NH4N03、NaN03を窒素源とした場合、

培養液および菌体中に残存する全窒素量は初めに添加した窒素量の半分以下であ

った。この結果から、本菌の培養過程において脱窒が生じていることが予想され

た。実際、培養過程中の菌体から得た細胞中に呼吸型硝酸還元酵素および呼吸型

亜硝酸還元酵素活性を見いだすことができた 49-53)。また、 GC

が、 NH凡4N03、NaN03を代謝する過程で N2とN20を生成することを証明した。

NH4
15N03、Na

15N03を窒素源として用いた場合、 15N2と 15N20を蓄積し、 15NH4Cl

を窒素源として用いた場合、 15N2と 15N20を蓄積しなかったので、これらのガスは

N03-1こ由来することがわかった。

本菌を用いて、 NH4
15N03培地で振とう培養した時(振動数 70と 140rpm)、培養

開始 6"'12時間後において、 15N20の生成が見られたにもかかわらず、 15時間後

では消失し、 15N2のみ蓄積した。一方、 Na
15N03培地で振とう培養した時(振動数

70と140rpm)、培養開始 15時間後 N2の蓄積とともに、 N20が蓄積していた。こ

の結果から、 N03-の代謝において、 NH4+が共存する条件下では、本菌の増殖が促

進されるため、N20の生成が抑制されたと考えられた。Fig.6・l-(A，a)はNH/とN03-

を完全に除去された時点で、 N20が発生したことを示す。この時の培養液に溶存

している酸素量は、培養の全期間を通じて最も低いことがわかった (Fig.2・5)。す

なわち、振とう培養しているにもかかわらず、培養液は嫌気状態になっているこ

とが予想される。このような条件では脱窒が容易に生じ、いったん生成した N20

は急速に N2に変換される。以上の結果より、培地中の NH4+は、 N20をN2に変換

する過程において、有利な環境を提供すると考察した。言い換えれば、地球温暖

化をもたらす N20の生成が、 N03-培地に NH4+を添加することによって避けること

ができると言える。

NH4+および N03ーの除去に与えるリン酸塩濃度の影響を検討したところ、 32mM  

以上のリン酸塩を含む試験培地において両イオンの効率的な除去が見られた。さ

らに、両イオンの除去に与える炭素源の影響について調べた。試験した炭素源の

うち、クエン酸塩、コハク酸塩、グリセリン酸塩、乳酸塩 フマル酸塩、グルコ

ン酸塩等の有機酸において 0-グノレコースと同等の除去効果が見られた。

一方、 Enter-Doudoroffpathwayに容易に合流しないや TCAcycle中の代謝中間体

をその酸化に必要とするなどの原因で酢酸塩、 n-酪酸ナトリワム塩、プロピオン酸
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塩、 DL-2-アミノ -n・酪酸塩は両イオンの除去を抑制した。しかし、酵母エキスと 0-

グルコースを含む培地において NH4+および N03ーの除去に対して抑制が見られなか

った。また、 D・グルゴースを含む培地において、 TCAcycleの中間体クエン酸塩、

コハク酸塩、オキサル酢酸塩と抑制した炭素源(酢酸塩、プロピオン酸塩)と共

存する時、NH4+とN03"を良好に除去することができた。よって、RαeruginosαNBRC

12689株にとり円滑に TCAcycleが田転していることが、良好な増殖と NH4+および

N03・のより効率的な除去につながると結論した。

また、外気温の上昇する夏期また、熱帯地方においても利用可能な NH4+とN03ー

を同時除去できる耐熱性菌 B.licheniformis T-7・2株を用いて、最適培養条件を設定

することにより中温の 30
0
Cだけでなく、高温側の 50

0
Cでも NH4+とNOどを完全に

除去することができた。すなわち、 0.5mM  Fe2+を 0.2% (w/v) NH4N03培地に添加

すると、本菌は 30
0
Cと50

0
Cで増殖とともに、培地中の NH4+とN03・も完全に除去

された。

0.1% (w/v) NH4
15N03を窒素源としてゴム栓をしたバイアル瓶で本菌を培養し

た時、 N02"の蓄積に伴って N20は生成し、また、 0.2% (w/v) NH4N03培地で培養

する過程に全窒素を減少したことから、 T-7司2株は脱窒能力を持っていると考えら

れる。

B. lichenザormisの菌株は好気条件下で脱窒作用を示すことは報告されてない 57)。

しかし、 B.licheniformis T・7・2株は好気条件下で NH4+とN03・を同時に除去したこと

により、 NH4+とN03・を含む排水の処理において、他の脱窒菌においても、嫌気条

件下でだけでなく、好気条件下でも使用できると考えられる。

本研究で検索して得た P.aer・uginosaNBRC 12689株は、高濃度の NH4N03、NH4Cl

および NaN03を利用してこれらを効率的に培地から除去することがわかった。本

菌を用いることにより、単一槽で窒素化合物の除去を行うことが可能である。ま

た、 B.licheniformis T-下2株は中温だけでなく、高温条件下でも十分増殖して NH4+

および N03ーを同時に除去した。したがって、本菌の夏期または熱帯地方における

利用価値は高いと言える。

NH4+および N03"の除去に関与する酵素・遺伝子系を制御する機構は、複雑であ

ることが予想される。特に本菌のように、両イオンを同時に代謝する場合、どち

らのイオンが窒素同化に寄与するかの問題を解決する必要がある。今後の課題と

しては、それぞれの培養条件における本菌の窒素同化および脱窒に関与する各酵

素の発現状況を明らかにするとともに、これらの発現を制御する機構を遺伝子レ

ベルで解析することである。これらの知見をもとにして、さらに高い N03ーと NH/

の同時除去能を示す菌株の創製や両イオンの処理方法の開発が期待できる。
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要旨

脱窒素が報告されている菌株を中心に Pseudomonαs属の 6種類の菌株、 Proteus

属の l種類の菌株、 Bacillus属の 3種類の菌株、 Enterobacter属の 2種類の菌株、

Klebsiellα属の 2種類の菌株、 Alcaligenes属の 1種類の菌株、 Achromobacter属の 1

種類の菌株、 Ser・p・atia属の 1種類の菌株、 Paracoccus属の 1種類の菌株、合計 18

種類の保存菌株を用いて実験を行った。 NH4N03、NH4Cl、NaN03それぞれを唯一

の窒素源、グルコースを唯一の炭素源とする培地における、それぞれの窒素化合

物を減少させる菌株の検索を振とう培養で行った結果、 P.fluorescens NBRC 15833、

P. denitrificans NBRC 13301、E.cloacae NBRC 13535、K.pneumoniae NBRC 3318、4

種の P.aeruginosα株の合計 8株は、 3種類の培地においていずれも窒素化合物を良

好に除去することができた。さらにこれらの 8株を用いて、高濃度の窒素化合物

の除去について調べたところ、 P.aeruginosαNBRC 12689株が最も良好に増殖し、

NH4+および N03ーを同時に除去した。また、本菌株は、 NH4+とN03・が単独に存在す

る場合でも、これらの窒素化合物を除去した。以後の実験では主として、本菌を

用いた。(第 l章)

P. aeruginosa NBRC 12689株は 0.1mM  Fe2¥0.8 nM MoO/-を含む培地において、

最高で 0.4%(w/v) NH4N03を完全に除去することができた。本菌を用いて、 0.4%

(w/v) NH4N03の除去に与える金属イオンの影響を調べたところ、金属イオンを

含まない培地では、菌の増殖は抑制され、両イオンも余り消費されなかった。 Fe
2
+

または Fe3+を添加する時のみ、本菌は良好に増殖し、培地中の両イオンを同時に除

去できた。 0.5% (w/v) NH4N03 (窒素原子として 1，700ppmに相当)培地中に 0.5

mM  Fe2+を含む時、本菌は、振動数 100rpmで振とう培養開始 4日後、 NH4+、N03ー

を完全に除去した。この時、培養上清中には窒素化合物は存在していなかった。

菌体中には始めに加えた全窒素量の 41%が存在していた。(第 2章)

12689株は 0.1mM  Fe2¥0.8 nM MoO/-を含む培地において、最高で 0.4% (w/v) 

NH4Clを完全に除去することができた。本菌を用いて、 0.4% (w/v) NH4Clの除去

に与える金属イオンの影響を調べたところ、金属イオンを含まない培地では、菌

の増殖は不十分で、 NH4+も 33%残存した。 Fe
2
+を添加すると、本菌の増殖は促進

され、培地中の NH4+を完全に除去することができた。 0.6% (w/v) NH4Cl (窒素原

子として 1，500ppmに相当)培地が 0.5mM  Fe2+を含む時、本菌は、振動数 140rpm 

で振とう培養開始 4日後 NH4+を完全に除去した。この時、培養上清中に存在する

窒素化合物は始めに加えた全窒素量の 17%であり、菌体中には 73%が存在してい

た。(第 3章)

12689株は 0.1mM  Fe2¥80 nM MoO/-を含む培地において、最高で1.8% (w/v) 

NaN03を完全に除去することができた。本菌を用いて、 N03-の除去に与える金属
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イオンの影響を調べたところ、金属イオンを含まない培地では、菌の増殖は不十

分で、 N03・も 84%残存した。 Fe2+を添加すると、本菌の増殖は促進され、培地中の

N03・を完全に除去することができた。 2.0%(w/v) NaN03 (窒素原子として 3，200ppm 

に相当)培地が 0.5mM  Fe2+を含む時、本菌は、振動数 100rpmで振とう培養開始

3日後 N03ーを完全に除去した。この時、培養上清中に存在する窒素化合物は始め

に加えた全窒素量の 1.4%であり、菌体中には 23%が存在していた。(第 4章)

本菌は N03・を含まない培地では硝酸およびE硝酸還元酵素の活性はあまり見ら

れなかった。 NH4+を含まない培地で、 GDH活性はあまり見られなかったが、 GS

活性は極めて高かった。静置培養した時、呼吸型、同化型硝酸還元酵素、また、

PMSを電子供与体としての亜硝酸呼吸型還元酵素は最も高い活性を示した。(第 5

章)

0.1% (w/v) NH4N03、0.1% (w/v) NaN03を窒素源としてゴム栓をしたバイア

ル瓶で 12689株を培養した時、これらの窒素源の減少に伴って N2、N20が発生し

た。 NH4N03培地を用いた場合、振動数 70と 140rpmの時、培養開始 15時間後、

N2のみ蓄積していた。一方、 NaN03培地では、培養開始 15時間後、 N2のみならず、

CO2の 100倍の温室効果をもたらす N20も蓄積した。 NH4+が存在する時、 N20の

発生を抑制することは、本菌を排水処理に使用する場合、重要な特性であると言

える。(第 5章)

12689株を用いて NH4+とN03ーの除去に与えるリン酸塩濃度の影響を調べたとこ

ろ、 32mM以上のリン酸塩を含む培地において両イオンの効率的な除去が見られ

た。さらに、両イオンの除去に与える炭素源の影響について調べたところ、クエ

ン酸塩、コハク酸塩、グリセリン酸塩、乳酸塩、フマル酸塩、グルコン酸塩等の

有機酸において D-グ、ルコースと同等の除去効果が見られた。一方、酢酸塩、 n-酪

酸塩、プロピオン酸塩、 DL-2-アミノ引"酪酸塩は、 D-グノレコースと共存する時でも、

本菌の増殖を抑制しており、両イオンの同時除去も抑制された。そこで、同時除

去効果が見られた炭素源、抑制する炭素源、 D-グ、ルコースの 3種炭素源の共存下で

試験したところ、酵母エキスを含むすべての培地において、 NH4+および N03・の除

去に対して抑制が見られなかった。また、 TCAcyc1eの中間体クエン酸塩、コハク

酸塩、オキサル酢酸塩と抑制した炭素源(酢酸塩、プロピオン酸塩)と共存する

時、 NH4+および N03・を良好に除去することができた。(第 6章)

外気温の上昇する夏期、また熱帯地方においても利用可能な NH4+とN03ーを同時

除去できる耐熱性菌 B./ichenザormisT-7-2株を用いて、最適培養条件を設定するこ

とにより 30
0
Cだけでなく、 50

0
Cでも NH4+とN03・を完全に除去することができた。

すなわち、 0.5mM  Fe2+を 0.2% (w/v) NH4N03培地に添加すると、本菌は 30
0Cと

50
0

Cで増殖するとともに、培地中の NH4+とN03ーを完全に除去した。この時、培養

液中に残存した全窒素量はそれぞれ 69%と44%であった。(第 7章)
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Summary 

1 attempted to isolate heterotrophic microorganisms that utilized both NH4 + and 

N03-as nitrogen sources in a medium containing NH4N03 from 18 stock cultures， which 

have been reported to denitrify and metabolize N03¥1 found that 8 strains among the 18 

bacteria examined could utilize NH4 + and N03 -simultaneously in the presence of 

F e2+ with shaking. Among the 8 strains， the spec ies of P. fluorescens， P. 

aeruginosa， K. pneumoniae， and P. denitrificαns were reported to have a 

denitrifying activity under anaerobic conditions. Of the 8 strains screened， P. 

aeruginosa NBRC 12689 utilized NH/ and N03-most rapidly. 

P. aeruginosαNBRC 12689 could utilize 0.4% (w/v) ofNH4N03， 0.4% (w/v) 

NH4Cl， and 1.8% (w/v) NaN03 in the presence of 0.1 mM  Fe2¥Among the metal ions 

tested， Fe2+ and Fe3+ were essential for utilizing NH/ and N03-in the NH4N03， NH4Cl 

and NaN03 media. When Fe2+ and Fe
3
+ were omitted， most N03-remained without being 

utilized in the NH4N03 and NaN03 media. Zn
2
+ and Mn2+ promoted the utilization of 

NH/ in the NH4N03 and NH4Cl media. Co2+ repressed the utilization ofNH/ and N03-in 

the three media tested. 

1 further examined the effect of Fe2+ concentrations between 0 and 1.3 mM  on 

the cell growth of P. aeruginosa NBRC 12689 and its utilization ofNH/ and N03-in the 

NH4N03， NH4Cl， and NaN03 media. The cell growth and utilization of NH/ and N03-

were promoted greatest at the concentration of 0.5 mM  Fe2¥It could utilize the NH4 + 

and/or N03
・completelyfrom the culture originally containing 0.5% (w/v) NH4N03， 0.6% 

(w/v) NH4Cl， or 2.0% (w/v) NaN03 in the presence of 0.5 mM  Fe
2
+. MoO/-did not 

significantly affect the cell growth of P. aeruginosa NBRC 12689 and its utilization of 

NH4+ and N03¥ 

When P. aeruginosαNBRC 12689 utilized both NH/ and N03-completely from 

the 0.5% (w/v) NH4N03 medium， 41 % of total nitrogen originally provided was observed 

in the cells， but not in the cultural supernatant. On the other hand， total nitrogen in the 

culture of N aN03 medium was decreased to 21 % of that originally provided on 2 d of 

incubation， and was not observed in the cultural supernatant. 

Nitrate and nitrite reductases did not show any activity in the absence of N03¥ 

Glutamate dehydrogenase (GDH) was not observed in its cells from the medium without 

NH/. However， glutamine synthetase (GS) showed high activity in the cells obtained 

from the same culture. Respiratory and assimilatory nitrate reductases and respiratory 

nitrite reducta 

ー115働



When P.αeruginosαNBRC 12689 was incubated in a vial containing the 0.1% 

(w/v) NH4
15N03 or 0.1 % (w/v) Na 15N03 medium， 15N2 and 15N20 were generated with the 

consumption of nitrogen sources. 15N2 alone was accumulated at the shaking speeds of 70 

and 140 rpm on 15 h of incubation in the NH4
15N03 medium， but not 15N20， although the 

production of 15N20 was observed between 6 and 12 h of incubation. In the Na
l5N03 

medium， the bacterium accumulated marked amount of 15N20 in addition to 15N2 on 

15 h of incubation with shaking at 70 and 140 rpm. 1 also used 15NH4N03 and 15NH4CI 

as nitrogen sources and found that no nitrogenous gases were evolved from 15NH4 + 

1 examined the effect of phosphate concentrations between 0 and 192 mM  on the 

cell growth of P. aeruginosa NBRC 12689 and its utilization ofNH/ and N03-in the 

NH4N03， NH4Cl， and NaN03 media. The cell growth and utilization of NH/ and N03-

were promoted greatly at the concentration of 32-192 mM. 

1 examined the effect of 34 carbon and nitrogen sources on the cell growth of the 

bacterium and its utilization of NH/ and N03-. Among them， citrate， succinate， glycerate， 

lactate， fumarate， and gluconate promoted the cell growth and utilization of NH4 + and/or 

N03¥On the other hand， acetate， n-butyrate， propionate， DL-2・amino-n-bytyrate

repressed its cell growth in the presence of D-glucose. However， when yeast extract was 

added to the medium containing these repressing substrates， the bacterium could grow 

and utilize NH/ and N03-effectively. 

B. lichenザormisT・.7-2grew well in the 0.2% (w/v) NH4N03 medium and utilized 

NH4 + and N03-at both 30 and 50
0C in the presence of 0.5 mM  Fe2¥The total nitrogen in 

the culture and cells was decreased to 69% and 44%， respectively， of those originally 

provided. In the 0.1 % (w/v) NH4
15N03 medium， the strain generated 15N20. 

RαeruginosαNBRC 12689 could grow in the medium containing not only 0.5% 

(w/v) NH4N03， but also 0.6% (w/v) NH4Cl and 2.0% (w/v) NaN03 and remove NH4 + and 

N03-completely within 4 d with shaking. Our experimental data showed that the 

bacterium would be available for one unit of a reactor for treating wastewaters 

containing NH4 + or N03 -alone at high concentrations， in addition to both NH4 + and N03¥ 

On the other hand， B. /ichenザormisT・7・2could grow and utilize NH4 + and N03-

simultaneously at both 30 and 500C. Thus the bacterium will be useful， when it is 

operated in the summer season and tropical areas. 
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