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緒
口

　中度好塩菌．Psθμdo肌oηαs　sp．No．40は3M　NaC1・

2，000ppm　CdCl2を含む培地で良く生育するCd2＋耐

性菌として最商レベルの菌株である（Onishiら，

1984）．この耐性菌のCd2＋耐性には培地の食塩濃度

が著しく影響し，その耐性獲得には生理的適応現象が

あることが観察されている（Onishiら，1984）．この

菌株の菌体内Cd2＋含量は培地の食塩濃度が低い程増

加することが認められた（Kobayashiら，1993）．

さらに，Cd2＋の毒性が最も弱くなる3M　NaC1存在

下の培養でCdC12濃度を50～1，500ppmまで変化させ

た場合3MNaC1存在下の培養の菌体内Cd2＋含量は乾

燥菌体1g当たり最高3mg　Cd2＋程度であり，1M

NaCl存在下培養の場合の約1／8であった（Kobayashi

ら，1993）．

　一方，酵母を用いた研究で，重金属の菌体への取込

みに伴う化学量論的なK＋の漏出が起こる場合と著量

のK＋が漏出し，生菌数が減少する場合のあることが

明らかにされている（Gadd　and　Mowll，1983）．

　本報ではNo．40菌株のCd2＋存在下で生育した菌体

（Cd2＋一treated　growing　ce11）において，菌体への

Cd2＋に対して示した生理的適応現象をより一層明確

にするために，緩衝液中での本菌株の生育活性に及ぼ

す食塩濃度とCd2＋の影響を検討したので報告する．

材料と方法
　1．使用菌株
　本実験には，中度好塩性Cd2＋耐性菌一Psθudomoπαs

sp，No．40（Onishiら，1984）が用いられた．

　2．培地
　前報（Onishiら，1984）と同様に，1～4M　NaC1

を含むSehgal　and　Gibbons　complex　medium

（SGC）およびnutrient　broth培地（NB）を使用

した．SGCの組成は7．5g　Bacto　vitamin　free

casamino　acids，10g　Bacto　yeast　extract，3g

Na－citrate，2g　KC1，20g　MgSO4・7H20，23mg

FeC12・πH20，1000ml　deionized　distilled　water

（pH7．0）である．NBの組成は10g　Bacto　beef

extract，10g　Polypepton　（Daigo），　1000ml

deionize（1distilled　water（pH7．2）である．CdCl2

とNaClは適宜加えられた．
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ChangesinintracellularK＋c・ntentduringCd2＋uptakebyPs副・肌・たαssp．
No．40suspended　in　IM　and3M　NaCl　SGC　medium　containing1，500ppm　CdCI2．
A，Cd2＋uptake；B，intracellular　K＋contentl一ロー，1M　NaCI　SGC十1，500ppm
CdC12；…◇…，3M　NaCI　SGC十1，500ppm　CdC12．

　3．菌体内の塩類イオン含量測定

　前報（Kobayashiら，1993）に示したように

Shindlerらの方法（Shindlerら，1977）によって，

Cd2＋，Na＋，：K＋の定量を次のように行った．Cd2＋

を添加したSGC培地で対数増殖期まで生育した菌体

（Cd2＋．treated　growing　ce11）を等張液で洗浄後，5

％TCA溶液で95℃，15分間抽出し，原子吸光光度

計（日立，170－10型）で測定した．

　4．Cd2＋無添加培養で得られた菌体を用いる懸濁

試験

　Cd2＋無添加のSGC培地で対数増殖期まで培養し

た菌体（untreated　ce11）を1，500ppm　CdC12を添

加し1Mまたは3M　NaClを含むSGC培地に懸濁し，

30℃で60分間培養して，経時的にCd2＋の取込みと菌

体内K＋含量を調べた．塩類イオン含量は上記のよう

にShindlerらの方法で行った．

　5．細胞間隙（ICS）の測定

　細胞内の塩類濃度（M／Kg，cell　water）を測定す

るために必須の項目で，1Mまたは3M　NaC1を含む

等張液に懸濁した菌体を遠心分離して，細胞間隙

（intercellular　space）中に存在する塩類量を算出す

るbluedextran法（LanyiandSilverman，
1972）に従った．

　6．Cd2＋取込みに伴う生菌数と培養上清液の260

nmの吸光度測定

　1M　NaC1および3M　NaCl　SGC培地で対数増殖

期後期まで生育させた菌体を集菌洗浄し，1M　NaC1

または3M　NaC1を含む50mM　Tris－HCI　buffer

（pH7．0）に，105viable　cells／m1になるように80

m1に懸濁し，500m1容振とうフラスコに入れ，30℃

で5日間振とう培養した．その間，毎日1回サンプリ

ングし，1Mまたは3M　NaC1を含むNB寒天平板上

で生菌数を調べると共に，培養上清液の260nmの吸

光度を測定した．
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T＆ble1． Cd2＋uptakeandchangesintheintracellularNa＋andK＋c・ntentsbyCd2＋一t・1erant

Pse記omoηαssp．No．40

Cd2＋content Na＋content ：K＋content
CdCl2

medium ppm （A） （B） （A） （B） （A） （B）

0 0 0 75．0 1．13 19．6 0，184

1M　NaCl 100 3．4 0，010 72．6 1．03 18．4 0，154

SGC 500 9．7 0，026 73．2 0．93 7．6 0，058

1，500 18．9 0，064 75．3 1．16 4．2 0，040

3M　NaC1 0 0 0 115．0 2．39 14．6 0，187

SGC 1，500 2．1 0，009 116．1 2．18 20．7 0，210

2，000 2．2 0，009 119．2 2．44 20．9 0，250

（A）ニmg／g，dry　cell　（B）ニM／Kg，cell　water

士
口糸 果

　1．Cd2＋の取込みに伴う菌体内Na＋，K＋含量の

変化

　Table1に，No．40菌株を種々の濃度のCdC12を

含む1M　NaC1と3M　NaCI　SGC培地で培養した時

のCd2＋取込み量と菌体内Na＋含量とK＋含量を測定

した結果を示す．まず，Cd2＋含量についてみると，

1M　NaC1を含む培地ではCd2＋濃度の増加に伴って

菌体内Cd2＋含量が増加した．一方，3M　NaC1を含

む培地では1，500ppmと2，000ppmのCdCl2存在下で，

それぞれ乾燥菌体1g当たり2．1mgと2．2mgとなり，

1M　NaC1培養の場合よりもCd2＋の取込みが顕著に

少ない．この結果はこれまでに得られた結果とよく一

致している（Kobayashiら，1993）．

　次に，このようなCd2＋の菌体内への取込みに伴う

菌体内のNa＋とK＋含量の変化を検討してみると，

3M　NaC1を含む培地では，1，500ppmと2，000ppm

CdC12存在下でも，Cd2＋無添加の場合とほとんど同

じ含量であり，決して減少していない．他方，1M

NaC1を含む培地で培養した菌体では，Cd2＋無添加

の場合と比べて，Na＋含量はほとんど同じであった．

ところが，：K＋含量は100ppmのCdCl2ではわずかに

少なくなっている程度であるが，500ppmのCdC12

が存在すると，半分以下に，さらに1，500ppmの

CdC12が存在すると，約1／5にまでに著しく減少した．

つまり，これは化学量論的な等モル交換の場合よりも

著しく多いことになる．

　No．40菌株のCd2＋無添加の場合の菌体（un－

treated　ce11）を用いた懸濁試験法により，菌体への

Cd2＋蓄積に伴ってK＋含量が低下するかどうか調べ

た．Fig．1に示すように，1，500ppmのCdCl2を添

加した1M　NaC1を含む培地と3M　NaC1を含む培地

とではそれぞれCd2＋の取り込みパターンに顕著な差

があった．両方とも懸濁1分間での急速なC（12＋の取

込みがあり注目される．その後は時間とともに徐々に

増加していった．1M　NaC1を含む培地では3M
NaC1を含む培地の場合と比べて約7倍も多くCd2＋

を取込んでおり，untreated　cellによる取込みにお

いても食塩濃度が顕著に影響していることが明らかに

なった．これに対して菌体のK＋含量の経時的変化は

1M　NaC1では減少し，3M　NaC1では減少しないこ

とが示された．即ち，Cd2＋無添加のuntreated　ce11

を使用した60分間の懸濁試験法で得られた結果は，種々

の濃度のCdCl2を加えた培地中で対数増殖期まで培

養した菌体（Cd2＋一treated　growing　cel1）で得ら

れた結果であるTable1のデータを裏付けている．

　2．Cd2＋無添加で培養した菌体（untreated　cell）

の緩衝液中でのCd2＋に対する生理的適応現象

　これまでに，Cd2＋を含むSGC培地での生育過程で

No．40菌株は生理的適応現象を示すことを報告した

（Kobayashiら，1993）．本報ではその現象をより一

層明確にするためにTris－HCI　buffer中とそれにエ

ネルギー源としてグルタミン酸ソーダを加えた場合で

の生育活性に及ぼす食塩濃度とCd2＋の影響を調べた．

Fig．2の（A）と（B）に示すように，前培養から緩

衝液へと等しい食塩濃度に移した場合はエネルギー源

の有無に関係なくほとんど生育活性の減少はなく，緩

衝液中の食塩濃度の影響によるショックは認められな

い．一方，Fig．2の（c）と（D）に示すように，異

なる食塩濃度に移すと，エネルギー源がないと生菌数
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Effect of NaCl and Cd2+ on the viability of Pseudomonas sp. No. 40 during in-

cubation in IM and 3M NaC1 Tris-HCI buffer. 

-[]-, NaCl buffer; "'<~･･･, NaCl buffer+Na-glutamate; "'O･･･, NaC1 buffer+ 
1,500ppm CdC12; "'A"', NaCl buffer+1,500ppm CdC12+Na-glutamate. 
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が減少するが，エネルギー源があると生菌数は減少し

なくなった．CdC12の影響については等しい食塩濃度

に移した場合，Fig．2の（A）と（B）の比較から，

1M　NaC1の方が3M　NaClよりもCd2＋の毒作用を

受け易く，グルタミン酸ソーダの添加によりCd2＋の

毒性が緩和されている．特に，エネルギー源があると，

1M　NaC1を含む培地から1M　NaC1と1，500ppm

CdC12を添加した緩衝液に懸濁させた場合ではFig．

2（A）に示すように，生菌数の減少が緩やかになり3

日まで減少した後，4日，5日と生菌数が増加した．

つまり，本菌株の生育活性が食塩のショックを受けな

いと述べた先の結果と併せ考えると，この1，500ppm

のCdC12に耐性を得て生き残った細胞が増殖したこ

とが本菌株のC（12＋に対する生理的適応であると判断

した．

　エネルギー源としてグルタミン酸ソーダを加えると，

Cd2＋の毒性が緩和されたのでCd2＋の取込み量を調べ

た．Fig．3に示すように，3M　NaC1の場合では，

Cd2＋取込み量が少ないためかグルタミン酸ソーダ添

加の影響ははっきりしないが，1M　NaClの場合グル

タミン酸ソーダの添加により，懸濁後60分でCd2＋の

取込みが少なくなっている．このことから1M　NaCl

の場合グルタミン酸ソーダの添加によって生育活性の

減少が抑制されたのはCd2＋の取込みが減ったためと

推定される．培養上清液の紫外部吸収（260nm）は

Fig．4に示すように，CdC12無添加のコントロール

とCdCl2添加の場合も共に1M　NaC1を含む緩衝液

中の方が3M　NaC1を含む緩衝液中よりも明らかに大

きくなった．即ち，CdCl2添加によって1M　NaC1を

含む緩衝液中では，Cd2＋の毒性が強く作用し，K＋含
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量の減少が大きくなり，細胞内容物の漏出も大きくな

ることを示している．

考 察

　Cd2＋をはじめ重金属の取込みに伴うK＋の漏出に

は2つのパターンがあることが知られている．．1つは

Cd2＋やCo2＋の細胞内への取込みに対してイオンバラ1

ンスを維持するための化学量論的交換による細胞内

K＋漏出である．このパターンはパン酵母
Sαcoんαro肌ツcθsoεreひごsεαθ（NorrisandKelly，

1977）やAμ肥oわαs観μm　pμZZμZαηsの酵母様細胞・

（Mowll　and　Gadd，1984）での報告がある62一つ目

のパターンはCd2＋の取込みによる著量のK＋ の漏出

とともに生菌数の減少が起きるもので，、その原因は

Cd2＋による不可逆的な細胞膜の損傷によるとされて

いる．さらに，Gadd，Mowll（1983）の報告では，

0。05mM　CdSO4存在下の5分間で乾燥菌体1m倉当

たり50nmoleのCd2＋取込みと330nmoleのK＋の
細胞からの漏出，並びに生菌数約107viable　cells／

m1が約90％も減少することを示している．つまり，

酵母におけるCd2＋毒性のメカニズムの1つは細胞膜

の破壊であり，それによって細胞内のK＋の大量の漏

出と細胞の死が起こることを示している．従って，

Table1に見られるように，Cd2＋耐性菌No．40株の

王M　NaC1中での培養におけるCd2＋取込みに伴う菌

＝体内K＋の顕著な減少は細菌類では初めて見出された

現象である．しかも，NaClを含まず，低ヤ・Cd2＋濃

度下で酵母を使って示された2番目のパターンとよく

似た現象である．このことはCd2＋耐性の弱い1M

－NaC1中での培養ではNo．40菌株はCd2＋により膜透

過性が損傷を受け易いことを示唆している．逆に，

3M　NaC1存在下で本菌株のCd2＋耐性が強いのは

、C♂†による膜透過性が損傷を受けにくいためと推察

される．

　次に，r菌体内のK＋の他にも生理的に重要な物質の

漏出が起こっていると考えられるので，その1つとし

てUV吸収物質の培養液への漏出を調べた．Johoら

（1984）はS　cθreθεs‘αθの細胞膜に対するCd2＋を含
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む12種の重金属イオンによる損傷の影響を260nm吸

光物質の細胞外への漏出により調べている．Cd2＋，

Cu2＋，Zn2＋（各1．OmM，30℃）が260nm吸光物質

の菌体外への漏出を促進することが見出され，Cd2＋

などの重金属イオンはその毒性の1つとして酵母の細

胞膜に損傷を与えることが示唆されている．Table1

とFig14に示しているように，Cd2＋耐性中度好塩菌

Psθμdomoηαs　sp．No，40においても1M　NaC1を

含む培地でCd2＋が存在するとK＋の漏出だけではな

く，UV吸収物質の菌体外への漏出が認められるので，

Cd2＋によって細胞膜が損傷を受けて正常な膜透過性

が失われていることが示唆された．また，同時に生菌

数測定の結果（Fig．2）から，Cd2＋による膜透過性の

損傷とともに生菌数の減少も見出された．さらに，

1M　NaC1存在下では生菌数が一旦減少した後に増加

する生理的適応現象も併せて観察された（Fig．2）．

　以上のように，Cd2＋によって本菌株は細胞膜の膜

透過性が損傷を受け，特にCd2＋の毒性が強くなる1M

NaC1存在下ではCd2＋によるK＋とUV吸収物質の

菌体外への漏出と生菌数の減少が確かめられ，本菌に

対するCd2＋の毒作用の1つとして膜の損傷が起こる

ことが強く示唆された．一方，Cd2＋耐性が強く作用

する3M　NaC1存在下では本菌株からの：K＋やUV吸

収物質の漏出が1M　NaC1存在下よりも著しく少なく，

Cd2＋による膜の損傷を受けにくく，生菌数の減少も

極めて少ないことが明らかになった．

要 約

　中度好塩菌Pseμdomoηαs　sp．No．40では，3M

、NaClを含むSGS培地で2，000ppm　Cd2＋存在下でも

菌体内K＋含量は，Cd2＋無添加培地の場合とほとん

ど同じであった．しかし，1M　NaC1を含む培地で培

養した菌体では，Cd2＋無添加の場合と比べ，500ppm

以上のCd2＋の存在により菌体内へのCd2＋取込みに

伴い菌体内K＋含量が著しく減少した．このような現

象は，Cd2＋無添加培地で培養した菌体を用いて，

1，500ppm　Cd2＋を添加した1M　NaC1または3M

NaC1を含む培地でのNaC1とCd2＋の影響を検討し

た場合にも，短時間内に生起した．従って，本現象に

より，No．40菌株がCd2＋の毒性が強く現れる1M

NaClを含む培地で培養された場合Cd2＋の取込みに

伴い，K＋含量が低下することが明らかになった．1M

NaC1を含む緩衝液中ではCd2＋の毒性のために急速

に生菌数が減少するが，エネルギー源としてグルタミ

ン酸ソーダを添加した場合は，Cd2＋の毒性が緩和さ

れ，一旦減少した生育活性が回復した．このCd2＋に

対する生理的適応はCd2＋の取込みが減少したことに

よると推定された．
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Summary 

Intracellular Cd2+, Na+ and K+ contents were determined with Cd2+_treated and -

untreated cells of Pseudomonas sp. No. 40. 

The K+ content of the cells grown in 3M NaCl SGC medium (Sehgal and Gibbons 
complex medium) with 1,500ppm or 2,000ppm CdC12 was almost the same as that of the 

cells cultivated in 3M NaCl SGC medium without CdC12, whereas remarkable decrease of 

K+ content was found in the cells grown in IM NaCl SGC medium with 500ppm or 

1,500ppm CdC12. The same results were obtained with the untreated cells suspended in 

IM or 3M NaCl SGC medium with 1,500ppm CdC12 with 60 min incubation. 
Viabilities of the cells were remarkably decreased by Cd2+ in IM NaC1 buffer. How-

ever, they recovered their viabilities with the addition of Na-glutamate to the buffer as 

an energy source. Consequently, the physiological adaptation of strain N0.40 to Cd2+ 

was also found in IM NaCl buffer, in the presence of Na-glutamate. 


