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1. はじめに 
活性汚泥を含む環境試料には様々な微⽣物が共存

しており, 複雑な代謝系が構築されている. 処理メ
カニズムを理解し, より⾼効率なシステムを構築す
るためには微⽣物代謝の理解が不可⽋である. 特に
窒素循環において, 窒素化合物は化学的および⽣物
学的に様々な形の化合物に変換されて循環している
1,2). また, 環境中では複数の窒素変換反応が同時に
進⾏するため, 窒素化合物の濃度は総窒素変換率を
反映しているに過ぎない. したがって, 窒素化合物
の濃度を測定するだけでは試料中で発⽣した特定の
窒素変換反応を調べることはできない 2,3). この理由
から, 安定同位体を⽤いたトレーサー試験は複合微
⽣物系内での微⽣物代謝を理解するために⾮常に有
⽤である 4)が, 安定同位体⽐の測定, 特に, 溶存無機
窒素 (NH3, NO2

-, NO3
-, NH2OH, N2H4) の 15N/14N ⽐測

定は⼀般的に (GC, EA) IRMS が必要であり, 装置が
⾮常に⾼価であるばかりでなく, 前処理操作も極め
て煩雑であった 5,6). さらに, IRMS は⾃然界中の安定
同位体⽐を‰レベルで測定する目的で運用されてお

り, トレーサー試験において%レベルで標識された

試料を持ちこむことがそもそも嫌厭され, 測定でき

る施設は世界的にみても限られているのが現状であ

る. そこで, 我々は溶存無機態窒素を発色試薬で呈

色させ, その色素をMALDI-TOF/MSで質量分析する

ことで安定同位体比を%レベルで簡便かつ安価に測

定する新たな安定同位体比測定手法を提案する.  

 

2. 実験方法 
各態窒素化合物 (NH3, NO2

-, NO3
-, NH2OH, N2H4)に

ついて, 15N/14N ⽐を 0~100%に調整した⽔溶液を⽤意
し発⾊操作へ供した. NO3

-と NH2OH は化合物を NO2
-

に還元しナフチルエチレンジアミン法で発⾊させた. 

NH3 および N2H4 はそれぞれインドフェノール法, 4-

(ジエチルアミノ)ベンズアルデヒド法で発⾊させた. 

発⾊反応で⽣成した⾊素を含むサンプル溶液と
MALDI マトリックス(α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid, 

10 mg/mL)をそれぞれ 0.5 µL ずつ MALDI プレート上
にスポットし, よく混合し, MALDI-TOF/MS (autoflex 

III, Bruker)で質量分析を⾏い, 標的 m/z に出現するピ
ーク⾯積を取得した.  

トレーサー試験では, 好気性アンモニア酸化細菌
Nitrosomonus europaea (NBRC14298)のアンモニア酸
化能を調査する⽬的で培養を⾏なった. 50 mL の培養
液を 250 mL のフラスコを⽤いて 150 rpm で振盪培養
を⾏なった. 33 mM の(15NH4)2SO4を添加し, 28 ºC, pH 

7.8 の条件で 14 ⽇間培養を⾏なった. 培養液を系時
的に採取し, NO2

-濃度および NH4
+濃度をそれぞれナ

フチルエチレンジアミン法およびインドフェノール
法で定量し, 15/14NO2

-⽐を測定した.  

Nitrobacter winogradskyi (NBRC14297)の亜硝酸酸化
能を調査する⽬的で培養を⾏なった. 20 mL の培養液
を 50 mL のバイアル瓶を⽤いて暗所で 40 rpm で振盪
培養を⾏なった. 2.5 mM の 15NaNO2 と 2.5 mM の
14NaNO3, 5 mM のギ酸を添加し, 28 ºC, pH 7.5 の条件
で 80 時間培養を⾏なった. 培養液を系時的に採取し, 

NO2
-濃度および NO3

-濃度をナフチルエチレンジアミ
ン法および銅還元法で定量した. さらに 15/14NO2

-⽐
および 15/14NO3

-⽐を測定した.  

 
3. 結果および考察 
15N/14N ⽐ 0, 50, 100%で作製した NO2

-溶液中の NO2
-

をナフチルエチレンジアミン法で発⾊させ, ⽣成す
るアゾ⾊素を MALDI-TOF/MS で測定した結果を図
1A に⽰す. m/z 371 および 372 に 14NO2

-と 15NO2
-由来

のピークが出現し, 予想通り m/z 1 のシフトを確認し
た. 各窒素化合物で同様の測定を⾏い, 15N/14N ⽐と
ピーク⾯積⽐の相関を調査したところ, 全窒素化合
物で⾼い直線性を確認できた (図 1B).  

続いて, 本⼿法を適⽤して硝化菌の窒素代謝を調査
した結果を図 2 に⽰す. N. europaea については, 
15NH4

+酸化に伴って⽣成した NO2
-の 15/14N ⽐はほぼ

100% で あ り , 15NO2
- の ⽣ 成 を 確 認 し た . N. 

winogradskyi について, pH 7.5 で本細菌は NO2
-を消費



し, 消費に伴って NO3
-濃度が増⼤した. この結果か

ら N. winogradskyi の亜硝酸酸化能を確認し た . 
15/14NO3

-⽐ お よ び 15/14NO2
-⽐ を 測 定 し た と ころ , 

15/14NO3
-⽐が 9%から 45%まで上昇した . これは

15NO2
-が酸化されて 15NO3

-が⽣成したことを⽰して
おり, N. winogradskyi による亜硝酸酸化が起きている
ことに由来する. しかし, 15/14NO2

-⽐は 87%から 71%

に減少した. 15/14NO2
-はいくら消費されても 15/14NO2

-

⽐は変わらないはずであるにも関わらず今回の実験
では 15/14NO2

-⽐が減少する結果になった . これは
14NO3

-が 14NO2
-に変化したことで 15NO2

-の存在割合が
減少したことを意味している . この結果から , N. 

winogradskyi が亜硝酸酸化と硝酸還元を同時に進⾏
していることがわかった.  

培養サンプルの濃度を測定するだけでは⾒た⽬上
亜硝酸酸化反応しか確認できなかったのに対し , 
15N/14N ⽐を測定することで硝酸還元反応も同時に進
⾏していることを突き⽌めた. 濃度定量と安定同位
体⽐測定を組み合わせることで複数の反応が同時に
起きている環境でもそれぞれの反応を確実に理解す
ることが可能であることが実証された.  

 

4. まとめ 
各態窒素の由来する発⾊⾊素を MALDI-TOF/MS で
測定することにより 15N/14N ⽐が測定でき, 微⽣物の
窒素代謝を詳細かつ簡便に調査することが可能にな
った. 本測定法は⽔質分析で汎⽤される⽐⾊分析法
で⾊素を⽣成させ, MALDI-TOF/MS で分析する捜査
のみであり, 例えば, NO2

-であれば 5 分以内に 15N/14N

⽐を測定できる. 測定には⽐⾊分析試薬とマトリッ
クスのみが必要であり, これらの費⽤は概して⼩さ
い (数円/検体). (メタ)DNA/RNA シーケンスにより, 

機能未知な遺伝⼦・代謝系が多く報告されており, 本
⼿法はきわめてパワフルな解析ツールになると期待
される.  
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図 1. スタンダードの分析結果: A) 15/14NO2-比 0, 50, 100%

スタンダードの測定. B) 各窒素化合物の 15/14N 比とピーク

面積比の関係 
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図 2. 上) N. europaeaの 15NH3酸化活性, 

下) N. winogradskyiの 15NO3-還元活性(pH 7.5) 
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