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Abstract

Marine bioluminescent bacterium, Vibrio fischeri, is currently used for determining the
toxicity of environmental contaminants. Heavy metal ions, such as Co2+, Zn2+ and Cu2+,
in aquatic samples have been known to inhibit the bacterial bioluminescence, whilst we pre-
viously found the inhibition (INH ) was reduced by the formation of octahedral Werner-type
metal complexes with bidentate ligands, ethylenediamine and glycine. Though we thought
this phenomenon was influenced not only by the complex structure but also by bioavailability,
it was not fully explained. In this study, we aimed to explain this nature focusing on the
redox potential (ORP) and ion valency of each complex solution. The ORP was measured for
each complex solution and total ion valency was calculated for glycine complexes. The results
showed a good linearity was found for ethylenediamine complexes between ORP and INH,
with significant coefficients of determination (>0.9). No clear relationship between ORP and
INH was found for glycine complexes, whilst the INH tended to increase with an increase
in total ion valency of glycine complexes from zero to +2 which relates to bioavailability of
such metal ions by Vibrio fischeri.

Keywords: Metal complex; Bioluminescent bacteria; Vibrio fischeri; Redox potential; Ion
valency

1 緒 言

海洋性発光バクテリア Vibrio fischeri（以下 V. fischeri）は，細胞密度の増加に伴い quorum sensing
（細胞密度感知システム）が誘発され，ルシフェリン─ルシフェラーゼ系の酵素反応により波長 490 nm
の生物発光を示す [1–3]．しかしながら，重金属イオン等の化学物質との接触によって細胞増殖の抑制
や酵素活性の阻害が生じると，V. fischeri の生物発光は阻害され，発光強度は減少する．この性質に基
づき，化学物質の V. fischeri に対する生物発光阻害度（Bioluminescence Inhibition，以下 INH）は，
化学物質の有害性の指標となり，発光細菌試験は種々の化学物質を含む環境試料（大気，土壌，河川水，
フライアッシュ等）のバイオアッセイに広く利用され [4–11]，また国際標準化機構（ISO）により急性
毒性試験法としても規格化されている [12]．
筆者らは先行研究において，中心金属イオンとして Co2+，Zn2+ および Cu2+ を対象に両座配位子

としてエチレンジアミン（以下 en）およびグリシン（以下，配位子としては gly−，化学物質名として
は Gly使用）を反応させてWerner型錯体を合成し，錯体の配位構造が V. fischeri の発光強度に及ぼ
す影響を検討した．その結果，これら重金属イオンの INH が錯体の配位構造により緩和されることを
示した [13]．この現象には錯体構造のみならず，V. fischeri による生物利用性が関与すると考えられた
が，十分に説明することは困難であった．

V. fischeri の生物発光強度に影響を与える物理化学的要因として，紫外線，酸化還元電位および浸透
圧が知られている [14]．本研究の目的は，V. fischeri の発光強度に及ぼす金属錯体の配位構造の影響を
明らかにすることであり，酸化還元電位（Redox potential，以下 ORP）に着目し，各錯イオン溶液の
ORP と INH の関係について検討した．一方，en錯体は配位数が変化してもイオン価は常に +2であ
るが，Gly錯体は配位数によって見かけのイオン価は 0から +2まで変化する．イオン価は V. fischeri
による生物利用性に関係すると考えられ，各錯体溶液のイオン価と INH の関係を検討した．その結果，
金属錯体の INH には ORP またはイオン価が関係することが明らかになったので報告する．
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2 実験方法

2.1 金属錯体の調製
金属錯体は既報 [13]と同様に調製した．硫酸コバルト (Ⅱ) 七水和物および硫酸亜鉛 (Ⅱ) 七水和物，

硫酸銅 (Ⅱ)五水和物は富士フィルム和光純薬製試薬特級を用い，滅菌イオン交換蒸留水で溶解・希釈
して 0.010 M-CoSO4 水溶液，0.010 M-ZnSO4 水溶液および 0.010 M-CuSO4 水溶液をそれぞれ調製し
た．また enおよび Glyは，富士フィルム和光純薬製試薬特級を用い，滅菌イオン交換蒸留水で溶解・
希釈して 0.010 M-en 水溶液および 0.010 M-Gly 水溶液をそれぞれ調製した．試験管内の 0.010 M-金
属イオン溶液 1.0 mLに 0.010 M-配位子水溶液を 0, 0.5, 1.0, 1.5. 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5，および
5.0 mLそれぞれ添加し，滅菌イオン交換蒸留水で全量を 10 mLになるように定容した．金属イオンの
モル濃度 CM に対する配位子のモル濃度 CL の比 CL/CM は 0～5.0となる．尚，V. fischeri に対する
各金属イオンの影響の強さを考慮し，Co2+ 錯体はこのまま供試し，Zn2+ および Cu2+ 錯体は 10 µM
に希釈して供試した．

2.2 酸化還元電位（ORP）および pHの測定
各金属錯体溶液の ORP はペン型 ORP 計（アズワン製 ORP70）を用いて繰り返し 3 回測定した．

また pHはコンパクト pHメーター LAQUA twin（HPORIBA製 pH-11B）を用いて繰り返し 3回測
定した．

2.3 イオン価の推定
Gly錯体については，配位子の配位数によって，イオン価が −1，+0，+1，+2に変化する．一方，

調製した Gly錯体溶液は，配位数の異なる錯体の混合物であることから，見かけのイオン価を推定し
た．各溶液中の 1～3配位の金属錯体の存在割合は，既報 [13]に示したように逐次安定度定数 [17]から
推定し，これに各錯体のイオン価を乗じ，これらの総和を見かけのイオン価とした．Table 1に各 Gly
錯体の各モル比での存在割合，見かけのイオン価を示した．

2.4 生物発光阻害度（INH）の測定
各金属錯体の V. fischeri に対する INH の値は既報 [13]より引用した．配位子と金属イオンのモル

濃度比 CL/CM に対する INH の変化を Appendixに示す．

3 結果および考察

3.1 エチレンジアミン錯体
各試験管溶液中の enと金属イオンのモル比 Cen/CM に対する試料溶液の ORP の変化を Fig. 1に示

す．ORP は n=3の平均値である．Co2+-en錯体では，モル比 Cen/CCo の増加に伴い ORP が顕著に
減少し，モル比が 3.0の領域で顕著な低下が確認された．その他の錯体ではモル比の増加に伴う ORP
の低下は緩やかであった．
各モル比の生物発光阻害度 ORP と INH の関係を Fig. 2 に示す．いずれの金属錯体についても，

ORP が増加すると INH が直線的に増加する傾向が見られた．そこで，金属イオン毎に最小二乗法に
よる直線回帰式を求めた．Table 2に結果を示す．決定係数 r2 は 0.86～0.90となり，いずれの金属イ
オンについても有意な直線関係を示した．V. fischeri は生物発光を細胞膜表面の呼吸鎖で消費出来な
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Table 1 Estimated coordination structure and total valence of glycine complexes.

CM Cgly− /CM
Abundance of {C[M(gly−)i(H2O)6−2i]2−i} Estimated total ion

valency of complexesi = 0 i = 1 i = 2 i = 3

Co2+

1.0 mM

0 1.0 0 0 0 2.0
0.5 0.65 0.33 0.023 0.000053 1.6
1.0 0.40 0.51 0.09 0.00049 1.3
1.5 0.22 0.57 0.20 0.0023 1.0
2.0 0.14 0.55 0.30 0.0052 0.83
2.5 0.10 0.51 0.38 0.0091 0.70
3.0 0.062 0.46 0.46 0.015 0.57
3.5 0.045 0.41 0.52 0.021 0.48
4.0 0.033 0.37 0.57 0.028 0.41
4.5 0.025 0.33 0.61 0.036 0.35
5.0 0.019 0.30 0.64 0.044 0.29

Zn2+

10 µM

0 1.0 0 0 0 2.0
0.5 0.72 0.27 0.0044 0.0000031 1.7
1.0 0.51 0.47 0.018 0.000031 1.5
1.5 0.36 0.60 0.043 0.00013 1.3
2.0 0.28 0.65 0.065 0.00028 1.2
2.5 0.21 0.69 0.10 0.0006 1.1
3.0 0.17 0.70 0.12 0.0010 1.0
3.5 0.14 0.71 0.15 0.0014 1.0
4.0 0.12 0.70 0.17 0.0019 0.94
4.5 0.10 0.70 0.20 0.0025 0.90
5.0 0.090 0.68 0.22 0.0032 0.86

Cu2+

10 µM

0 1.0 0 0 2.0
0.5 0.53 0.45 0.018 1.5
1.0 0.15 0.70 0.15 1.0
1.5 0.018 0.45 0.53 0.5
2.0 0.00067 0.11 0.89 0.1
2.5 0.000034 0.026 1.0 0.03
3.0 0.0000086 0.013 1.0 0.01
3.5 0.0000039 0.0091 1.0 0.01
4.0 0.0000022 0.0068 1.0 0.01
4.5 0.0000014 0.0055 1.0 0.01
5.0 0.0000010 0.0045 1.0 0.00

かった共存物質に由来する過剰な還元力を除去する為に用いている [16]．本研究における錯形成に伴う
生物発光の増大は，各金属イオンの錯形成による還元力の増加が原因であると考えられる．回帰直線の
傾きは Co2+-en錯体と Zn2+-en錯体はそれぞれ 0.39と 0.42と非常に近い値を示したが，Cu2+-en錯
体は 0.23と低い値を示した．これは Co2+，Zn2+ に比べて Cu2+ のみヤーン・テラー効果が顕著であ
り錯体の正八面体構造の歪みに起因すると考えられる [15]．
尚，試料溶液の pHは，Co2+ 溶液では 6.2～9.7，Zn2+ 溶液では 6.1～7.1，Cu2+ 溶液は 6.2～7.1で

あった．V. fischeri を用いた生物発光試験では，酸性側または塩基性側ではたんぱく質の変性により発
光阻害が生じることから，試料溶液の至適 pHとして 6.0～8.5が推奨されている．Co2+-en錯体にお
いてモル比 4.0以上では pHが 8.5以上となり，pHに起因する発光阻害が考えられたが，結果的には
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Fig. 1 Changes in ORP and pH of metal ion solutions with the formation of ethylenediamine complexes
as a function of molar concentration ratio of ethylenediamine and bivalent metal ions, Cen/CM.

ORP の効果が優位に表れたものと考えられる．

3.2 グリシン錯体
Gly はアミノ基（–NH2）とカルボキシ基（–COOH）を有するアミノ酸である．存在形態は pH に

よって変化し，錯体を形成する場合，等電点の 5.97 以上で陰イオンにならないと錯体を形成しない．
Fig. 3に示すように，すべての錯体で等電点以上の pHの値を示していることから，配位子として Gly
は機能していると考えられる．また V. fischeri の至適 pHの範囲内に入っていることを確認した．各
金属錯体溶液中の Glyと金属イオンのモル比 Cgly−/CM に対する試料溶液の ORP の変化を Fig. 3に
示す．ORP は n = 3の平均値である．いずれの Gly錯体についても，配位子を添加しない場合に比べ
て，わずかに ORP の上昇が見られるのみであり，en錯体とは異なり顕著な変化は見られなかった．
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Fig. 2 Relationships between ORP and INH for each ethylenediamine complex solutions.
The values of INH were cited from ref. [13].

Table 2 Linear regression analysis for ORP and INH of ethylenediamine complexes.

slope intercept r2

Co2+ 0.39 −90 0.90
Zn2+ 0.42 −100 0.90
Cu2+ 0.23 −30 0.86

各試料溶液の ORP の変化と INH の変化の関係を Fig. 4 に示す．両者には相関関係は見られず，
Gly錯体の場合，ORP は V. fischeri の生物発光阻害に対する主要な影響因子ではないと考えられる．

Fig. 5に見かけ上の Gly錯体のイオン価に対する INH の変化を示した．Co2+ のモル比 4.0から 5.0
を除き，見かけのイオン価の増加に伴い，INH も増加する傾向が見られた．細菌の細胞表面は，中性
付近の水環境中では，細胞表面に露出している分子のカルボキシル基やリン酸基などが解離して負に
帯電していることが知られており [18]，Gly錯体の見かけのイオン価が大きくなるほど細胞表面と Gly
錯体間の引力が働き，V. fischeri に作用しやすくなると考えられる．Co2+-Gly錯体のモル比 4.0～5.0
のみ，見かけのイオン価が低いにも関わらず，INH が高い値を示した原因として，Co2+ が他の金属イ
オンと比べて 1.0 mM と 100 倍高いため，Gly 濃度も高いことが考えられる．Gly はグラム陰性細菌
に抗菌作用が知られており [19, 20]，Glyが過剰に存在すると，細胞の構造を維持するペプチドグリカ
ンの前駆体にアラニンの代わりに Glyが取り込まれ，生成するペプチドグリカンの構造が不安定にな
り [21]，本来取り込まれ難いモル比 4.0～5.0の Co2+-Gly錯体も細胞に取り込まれ易くなったためと考
えられる．
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Fig. 3 Changes in ORP and pH of metal ion solutions with the formation of glycine complexes as a
function of molar concentration ratio of glycine and bivalent metal ions, Cgly− /CM.

4 結 論

Co2+，Zn2+ および Cu2+ を中心金属イオン，enおよび Glyを配位子とするWerner型錯体では，
配位子の配位数の増加に伴い，V. fischeri に対する生物発光阻害が緩和される傾向が見られた．この理
由を検討した結果，en錯体の場合は金属錯体溶液の ORP が，Gly錯体の場合は見かけのイオン価が影
響することがわかった．環境中では重金属イオンは様々な配位子と結合して錯体形成していると考えら
れ，重金属イオンの環境毒性を評価する場合，その存在形態を考慮する必要がある．
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Fig. 4 Relationships between ORP and INH for each glycine complexes solution. The values of INH
were cited from ref. [13].
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Appendix
Changes in the bioluminescence inhibition (INH ) of metal ion solutions with the formation of

ethylenediamine and glycine complexes as a function of molar concentration ratio of ligand and
bivalent metal ions, CL/CM. The values of INH were cited from ref. [13].

CL/CM Co-en Zn-en Cu-en Co-gly− Zn-gly− Cu-gly−

0 33 42 46 33 42 46
0.5 5.8 −9.3 36 13 2 29
1 −4 −10 34 10 11 33
1.5 −12 −13 27 7 6 28
2 −25 −16 20 7 2 30
2.5 −36 −31 16 3 7 14
3 −41 −25 16 6 11 20
3.5 −55 −36 17 4 7 23
4 −68 −36 13 24 6 17
4.5 −67 −32 8.9 25 2 14
5 −65 −45 2.4 18 −2 20

— 37 —


