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Abstract

Periplasmicnitratereductaseofphotosyntheticbacterium"肋勿幼加e”加"加/7℃‐

P加飛iscomposedoftwosubunits:oneis16kDacytoChromec552containing

twohemes(hemelandheme2),andtheotherisa96kDapolypeptide

containing(4Fe-4S)clusterandamolybdopterinasthecatalyticsiteforthe

reductionofnitrateion.Inthepresentstudy,itwasexaminedtheelectro-

chemicalresponseofthisenzymeinphosphatebuffersolution.Astheresult,it

wasfirstobservedthatthedirectelectrochemicalresponseoftheenzymebecame

feasibleonanelectrodesurfacewithnegativecharges.AIso,itwasconfirmed

bytheelectrochemicalmethodthatelectronsfromelectrodeenterintohemel

withhigherredoxpotentialincytochromec552andthenmovetopterininthe96

kDapolypeptide.ThecurrentbasedonECcatalyticregenerationmechanism

wasdirectlyproportionaltotheconcentrationofnitrateasthesubstrate.This

meansthattheenzymeisapplicabletotheamperometricsensorofnitrateion.
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1緒言

硝酸イオンの還元をエネルギー獲得のための電子輸送過程と結びつけている（いわゆる

硝酸塩呼吸）バクテリアが数多く確認されている。そのようなバクテリアからの最もよく

知られた硝酸塩還元酵素はP""cocc"s〃""沌加Z"S1)および戯C〃沈加zco"2)に見いだ
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される酵素である。これらの酵素は膜透過型であるが，最近，ペリプラズム硝酸塩還元酵

素が光合成バクテリア？〃りゆ加2m""加加'加(最近,Rz7tzcocc"s此""Mm"S3)として

再分類されている）から単離された｡4'5)この酵素は数多くの硝酸塩還元酵素(NR)のなか

でも特異的で，好気性条件でも，また嫌気性条件でも硝酸塩還元活性を示す。また，2つ

のサブユニットからなるタンパク質であることが明らかにされている｡6)1つは2個のヘ

ム中心を有する16KDaのシトクロムC552であり，他の1つは(4Fe-4S)クラスターと

次式の反応の触媒中心である補因子モリブドプテリンジヌクレオチドを有する96KDaの

ポリペプチドである。

NO3-+2H++2e→NO2-+H20

硝酸イオンセンサーは，肥料による地下水および地表水の汚染問題と関連し，現在増加

しつつある飲料水中の硝酸イオン濃度をモーターするセンサーとしてその開発が注目され

ている。そこで本研究では，上記硝酸塩還元酵素内での電子伝達ルートの解明ならびに高

選択性硝酸イオンセンサーへの応用を目的とし，その直接電気化学反応（メデイエーター

を使用せず，電極とタンパク質分子との間で直接的な電子移動を行わせる反応）について

検討した。

2実験方法

T蹴り功加9m""わ"，加のペリプラズム硝酸塩還元酵素(NR)はすでに報告された方

法4'5)により，単離精製した｡精製された酵素はさらに使用直前に，ケルクロマトグラフイー

(Pharmacia,PD-10)により精製した。溶離液は遠心分離器により濃縮した後，使用す

る電解液(20mMリン酸バッファー+100mMKC1)で遠心処理し，電解液の交換を行った。

水には逆浸透(Millipore,RQ-4)で精製した後，さらに脱イオン処理(Millipore,Milli

-Q)したものを使用した。電解液のpH(=5～7)は，全濃度を20mMとし，リン酸水素

二カリウムとリン酸二水素カリウムの比率を変えることにより調整した。溶液中の酵素濃

度はソーレー帯408nmにおけるモル吸光係数(E408=216mM-｣lcm-')7)を使用して決

定した。

電気化学測定はサイクリックボルタンメトリーにより行った。ポテンショスタットは市

販品(OxfordElectrode)を使用した。ボルタモグラムの記録はX－Yレコーダー

(Bryans,Series6000)により行った。作用電極には金デイスク電極(4.2mmd),照合

電極には3MNaCl中の銀／塩化銀電極(0.203Vvs・NHE),対極には白金電極（表面積

1Cm2)を使用した。試料溶液中の溶存酸素は高純度アルゴンガスを通気することにより除

去した。金電極の表面は，研磨布上のα一アルミナ(粒子径0.3"m)で研磨処理した。電極

表面の残存アルミナは超音波浴中に電極を浸漬し除去した。
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3結果と考察

電気化学測定を行

う前に，ペリプラズ

ム硝酸塩還元酵素

(NR)の硝酸イオ

ン還元活性を溶液中

で確認する実験を

行った。図1(a)

は精製された上記酵

素のリン酸バッ

ファー中での電子ス

ペクトルを示したも

のである。500～600

nmにかけてのブ

ロードな吸収(Q帯）

はシトクロムC552

中のヘム鉄が＋3価

の酸化状態にあるこ

とを示している。こ

の溶液に少量の還元

剤である亜ジチオン

酸ナトリウムを加え

ると，図1(b)に

示すように,Q帯は

2本の吸収に分か

れ，ヘム鉄が＋2価

の還元状態に変化し

た。さらに，少量の

基質である硝酸イオ

ンを加えると，図1

(c)に示すように，

ヘム鉄は＋3価の酸
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図1 還元剤および基質添加による硝酸塩還元酵素の電子スペク

(a),オリジナル溶液(pH=7);(b),還元剤（亜ジチ

トルの変化

(a),オリジナル溶液(pH=7);(b),還元剤（亜ジチオン酸ナトリウ

ム）添加溶液;(c),(b)に基質（硝酸カリウム）を添加した溶液（図

中の小さな図は500～600nmのQ帯の吸収スペクトルを拡大したもの）
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還元と同時にモリブドプテリンにおいて硝酸イオンの還元が起こることを意味している。

EC接触再生機構を確認するため

に,-0.3V付近でのピーク電流値を

電位走査速度に対してう°ロットした。 4

図3に見られるように，ピーク電流

(Ip)は走査速度に依存せず,ほぼ一定3

となった。この結果はピーク電流は反君
～2

応物の拡散に支配されているのではな旦
胃

〈，化学反応（硝酸イオンの還元）の′
1

速度に支配されていることを意味して

いる｡8)すなわち，図2(b)における 0

0
ピーク電流は，いわゆる触媒電流(I

cat)であることが明らかとなった。

次に，この触媒電流のpH依存性に 図3

ついて検討した。その結果を図4に示

した｡溶液のpHが低い程,すなわち水

素イオン濃度が大

きくなる程，触媒

電流が大きくなる
4

ことが認められ

た。本来，本酵素

による硝酸イオン＜3
ユ

還元反応には，水～
担

素イオンが必要で－82
あり，水素イオン

濃度が高い程，反
1

応速度は速くなる

と予想され，実験

0
結果はその予想と

○％一○一一一一で

1020304050

Potentialsweeprate/mVr'

電位走査速度によるピーク電流(IP)の変化

NR濃度,1.3"M;基質濃度,3.3mM

q～C

5 67
一致している。

pH
水溶性タンパク

質は高分子電解質図4裸の金電極上での溶液pHによる触媒電流(Icat)の変化
NR濃度,1.3"M;基質濃度,3mM;電位走査速度,5mVs-'

であり，水溶液中

でその分子表面は固有の荷電状態にある。電極とタンパク質との間での直接的な電子移動
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