
枯草菌におけるDNA-細胞膜複合体について

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/8715URL



金沢大学十全医学会雑誌 第87 巻 第2 号 333
-

3 4 3 (1 9･7 8)

枯草菌に おける D N A
一

細胞膜複合体 に つ い て

金沢大学 が ん研究所 生物物理 部 ( 主任 : 吉川 寛教授)

豊 田 裕 夫

( 昭 和5 3 年 3 月2 4 日受付)

染色体複製の 制御機構を解析す る上で , 細胞表層の

果た す役割 は , 重要 な 因子の
一

つ と 考 え ら れ る .

染色体と , 細胞膜 が , 染色体上 の 特定部位で . 結合

して い る こ と は , 枯草菌 , お よ び大腸菌 を用 い て 証明

され て い る , 枯草菌で は , 染色体上 の 複製起点
1 卜5I

. 複

製点
3 I 岬

t
お よ び複製終点

1卜 3】7勅
で , 大腸菌セ は . 複製

点
押O I

. ぉ よ び複製終点 川
- 2ト
で , 細胞膜と 結合し て い る

こと が , 生化学的に ∴証明さ れ て い る . ま た , 電子顕

微鏡を用 い た 形態学的観察か ら も証明さ れ て い る
-3 l

.

以 来 , 染色休複製に 関与 する 細胞膜 た ん ば く の 同定

に 関す る研究が数多く なさ れて き た＼ こ れ ら の 研究 は ,

大別して 二 つ に 分 け られ る .

i) D N A 合成変異株
1 4ト 16 )

, あ るい は種々 の D N A 合

成阻害剤
珊 8 )
を用 い て , D N A 合成を 阻害 し . 勝 た ん ば

く の 変動を調 べ る .

大腸菌 に お い て は , d n a A あ る い は d n a B と 称 さ れ

て い る , D N A 合 成 変 異 株 を 用 い て , 検 討 さ れ

た . 血 αB 粗 で は
,
D N A 合成非許容温度下 , 分子 量

30 ,00 0 , お よ び 40 , 00 0 の 膜たん ばく に 変動 が 認 め ら

れ . 血 αA
1 61
で は , 分子量60 , 0 0 0 の 勝 たん ばく に 変動

が認 め られ て い る .

枯草菌
- 7ト
引 ま, 合 成変異株を用 い た実験か ら 非許容

温度下. 分子量50 , 000 お よび 30 , 0 0 0 の 勝 たん ば く に

変動が認 め られ た と報告 して い る .

D N A 合成阻害剤を用 い た実験 と し て は , 大腸 菌に お

い て , n ali d i x i c a c id を 府 い て 阻害 す る と 分子 量

40 ,0 0 0 の 膿た ん ば く の 増加 を認 め た と い う 報告 が あ

る
18)

.
こ の 分子量 40 .0 0 0 の 膿た ん ば く は , I n o u y e &

P a r d e e
1 4)
に より P r o te i n X と 名付 け ら れ て い る .

ま た
, 大腸菌の 外股 に あ る分子量80 .00 0 の た ん ば く

が . 複製 の 開始 に 関与し て い る と い う 報告 も あ る
1 7I

.

ii) D N A ･ 細胞膜複合体 を単離し , 複合体特有 の た

んばく を 同定する .

こ の 分野 の 研究と し て , 0 I s e n 等
1 9)2 0 1
は . 大腸 菌 か
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ら , 行 e e fl o w 電気泳動法を用 い て , 複合体を単離 ｡

精製し , た ん ばく を 同定 した . そ の 結果. 分子量 80 ,000

の たん ば くが . 複合体に 濃縮 さ れる と 報告 して い る .

また , P o rt ali e r & W o r c e1
2 1)
は ,
b r o m o d e o x y u ri d i n e

で D N A 中 の th y m i n e を置換 した D N A を 用い て . 大

腸菌か ら ,
ヌ ク レ オイ ドを単離し , U V 照射後. D N a s e

処理 し て , D N A と 共 有結合し て い る膜 たん ば く の み

を 精製 し , 同定を行 な っ た . そ の 結果. 分子量 80 ,000 ,

お よ び 56 , 000 の た ん ばく が . D N A と特異的に 結合す

る た ん ばく で あ る と 報告 して い る .

枯草菌 で ほ , S u e o k a & H a m m e r s
別
に より . 分子量

35 .00 0 , 2 8 . 0 00 , 2 2 , 0 0 0 , お よ ぴ 15 ,0 00 の 4 種

が , H a r m o n & T a b e r
1 6J
に よ り , 1 2 5 . 00 0 , 5 7 , 0 00

お よ び42 , 0 0 0 の た ん ばく が 複合体特有 の た ん ば く で

あ ると 報告さ れて い る .

(i) (ii) の 研究か ら , 細胞膜 が , 染色体 の 複製制御に

積極的な役割 を果た し て い る こと が示唆さ れ る . し か

し なが ら , 染色体と 細胞膜の 結合 の 化学的性状 , 結合

の 果たす 役割 に つ い て . 分子 レ ベ ル で の 研究 は . 非常

に 遅 れて い る . こ れ は , 主と して .

"

D N A ･ 細胞膜複合

体
'
'

の 単離 ･ 精製法が 確立 して い な い こ と に よ ると 思

わ れ る . 複合体 の 単離法に は , 次の 三 う の 方法が 代表

的で あり ,
こ れ まで 広く用 い られ て き た .

(i) . 庶糖密度勾配超遠心法 : 細胞膜 に 結合 し た

D N A と 結合し て い な い D N A で ほ , その 大きさ が異 な

る こ と を利用し て . 庶糖密度勾配超遠心 を行な っ た際 ,

速く 沈降す る 画分を
"

D N A ･ 細胞膜複合体
‖

と し て 単

離す る方法
一 冊 ‖岬 1)

( ii) M
- バ ン ド法 : 細胞膜 に 結合し た D N A と結 合

して い な い D N A で は
, M g

2 +

- S a r k o s y l の 結 晶 に

対す る親和性が異な る こ と を 利用し て 複合体を単離 す

る 方法
1 6】2 2I

( iii) 塩化 セ シ ウ ム ー庶糖重層勾配遠心法 : (i) の

方法で , ま ず ∴ 速く 沈降する画分を単離し ,
こ の 画分

A D N A - m e m b r a n e c o m p l e x fr o m B a ci ll u s s u b ti li s . H i r o o T o y o d a , D i vi s i o n of

Bi o p h y si c s ( D i r e ct o r : P r of e s s o r H i r o s h i Y o s h i k a w a) C a n c e r R e s e a r c h I n s tit u t e .

K a n a z a w a U ni v e r si t y .
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を . 更 に塩 化 セ シ ウ ム 岬焦糖 重層 勾 配 遠 心 法 を 用 い

て
, 密 度の 差 を 利 用 し て ,

D N A 非結合性構成 分 を t

D N A 一 細胞膜複合休か ら分離す る方法
5I

.

し か し なが ら , (i)(ii ) 共 に
'

. D N A に 結合し て い な

い . 非特異的 な膜断片が , 複合体中 に 混入 し , こ れ を

除去出来 ない . ま た (ii) で は , 界面活性剤を用い て い

る た め , 細胞 膜の 構成成分に お よ ばす影響 を無視出来

な い . (iii) で は , 塩化 セ シ ウ ム を用 い る た め . 高塩下

で
, 複合休か ら , D N A 結合性た ん ば く が解離す る可能

性が あ る .

著者 は吋 複合体の 持っ 役割 , 結合の 実体を分子 レ ベ

ル で 解析す る た め に , ま ず複合体 の 精製法を確立す る

こ と を目的と し て , 本研究を行な っ た .

精製複合体が得ら れた か 否か は, 次 の 二 つ の 観点か

ら確認する こ と に し た .

(i) 複合体 を出来る だ け温和 な条件下で 単離 し , さ

ら に , 複合体 は . D N A と特異的 に 結合 して い る膜 成分

の み を含む こ と .

(ii ) 精製複合体 は , 染色体上 の 特定部位 を 含 む こ

と .

こ の 様な観点か ら, 以下 に述 べ る 方法を用 い て , 複

合体 の 単離 ･ 精製 を行な っ た .

D N A に結 合し て い る 細胞膜 と , 結合 して い な い 細胞

膜で は t そ の 表層荷電が異な る こ と を利用 して l ゾ ー

ン 電気泳動法を用い て 両者を 分離し た .

次に . 電気泳動の み で は分離出来 なか っ た細胞膜 に

結合 した D N A と , 結合 し て い な い D N A は , そ の 大き

さ の 異な る こ と を利用し . 庶糖密度勾配超遮JL ､ に よ り

両 者を分離し た .

こ の 様 に し て 得られ た , 精製複合体 は , 染色体上の

複製開始部位の み を含 み . 更に , 複合体特有 の 数種の

肢 たん ば く成分が同定出来 た .

実験材料および方法

Ⅰ. 使用菌株

1 . βα Cf 〃u ぶ ざ u 如JJg ぶ1 6 8 L T T

要求性 : l e u ci n e , t r y p t O p h a n , th y m i n e ･

2 . βα C 〃J 祝ぶ ぶ混机f 〃5 C R K 3 0 00

要求性 : 1 e u ci n e . m e th i o n i n e , a d e n i n e .

h i s ti d i n e .

ⅠⅠ. 培地

1 . L o w p h o s p h a t e P e n a s s a y ( L P )

B a c t o B e ef E x t r a c t l . 5 g , B a c t o Y e a s t E x t r a c t

l . 5 g . B a c t o P e p t o n e 5 .O g , N a C 1 3 . 5 g , K 2 H P O 4

1 4 0 m g , K H 2P O 4 6 0 m g を 蒸留水 に 溶解 し , T ri s ･ H C l

( 最終濃度0 .1 M ) で , p H を 7 .3 に 調製 し , 全量 を1エ

と し た .

2 . C g (S p i zi z e n
,

s M i n i m al M e d i u m )
2 3)

3 . L o w S - C G - A A e n ri c h e d m e d i u m

3 5
s を 用い て , た ん ば く を 標識 す る た め C g 中 の

( N H 4) 2 S O 4 . M gS O 4 , お よ び c a s e i n h y d r o l y s a t e を

N H 4C l (1 .6 2 g /L ) , M g C 1 2 2 H 2 0 ( 1 65 m g/ L ) ,

N a 2S O 4 ( 8 . 8 6 m g /l , 2 FL g S a t o m ) に か え , 1 3 種 ア

ミ ノ 酸 ( al a . , a r g . . a S P .
, gl y .

.
h i s .

,
il e ‥ l y s . . p h e . ,

p r o .
,
S e r .

.
th r .

.
お よ び v al . 最終濃度 20 FL g / mL ) を

如 し た .

さ ら に . 増殖促進 の た め , 4 種類の 塩基 ( C y t O Si n e -

a d e n i n e , g u a n i n e , お よ び u r a cil を 最 終濃度 20 捕 /

mL ) . v it a mi n e 類 ( th i a m i n e - H C l , ri b o 色 a v i n , p
-

a m i n o b e n z o i c a ci d , n i c o ti n a m i d e t C a - p a n t O

th e n a t e
. p y r id o x i n e

, H C l . お よび f o li c a ci d l FL g / mL

c h o li n e b i ta r t r a t e お よ びi n o si t e 2FL g / mL , b i o ti n

O . 1 〃g / m り を添加 した .

Ⅲ . 緩 衝液

1 . T K E 1

2 0 m M T r i s T H C l , 0 .1 M K C l , 1 m M E D T A .

p H 8 . 1 . E D T A 濃度を 10 m M に し た 場 合 T K E 川 と 表

示す る ,

2 . P 5 0E l O

50 m M N a
-

p h o s p h a t e , 1 0 m M E D T A , p H 6 .7 .

Ⅳ . 試薬

1 . H 3
3 2
p o 4 : C a r ri e r f r e e , 第 一 化学 薬品株式会

社製

2 . H ,
3 5
s o . : C a r ri e r f r e e , 第

一 化学薬品株式会社

製

3 . 〔m e th y l
-
3
H 〕 th y m i d i n e (

3
H - T d R) : 5

C i / m m o l e , R a d i c h e m i c al C e n t r e . A m e r s h a m .

D - 〔1 ･

3
H 〕 g l u c o s a mi n e h y d r o c h l o ri d e : 3

C i/ m m o le , R a d i o c h e m i c al C e n t r e , A m e r s h a m .

Ⅴ. 実験方法

1 . 粗 D N A 一 触胞膜複合体 の 調製
81

B . s u b tili s 1 6 8 L T T を L P 又 は L o w S
-C G - A A

e n r i c h e d m e di u m 中 , 3 7
0

c で 培養 し た . 対数増殖期

中期( Kl ett U n it 4 0 ～ 5 0 ) で N a N 3 (2 5 m M ) を 用い て

増 殖 を と め , 急 冷 後 ,
メ ン プ レ ン フ ィ ル タ

~

( M illi p o r e , p O r e Si z e O .4 5 FL) を 用 い て ･ ろ 過

後 . 1 / 50 容 の T K E . (P H 8 .1) . 2 5 m M N a N 3 . 1 m M

E D T A に 懸 濁 し , 1 y s o z y m e (1 m g / m L ) を
加

ぇ , 3 4
0

c で . 数分処理 し細胞を溶菌後. 溶菌液 を . 径

1 , 2 m m の 注射針中を 10 回通 し . D N A を 切断 した ･

こ の 溶薗液 を . 6 4 % 庶糖 - T K E , ( p 耶 . 1 ) 溶液を底

に お い た . 5 - 20 % 煮糖 ･ T K E ､ 溶液 を段階的 に 積層 し
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た庶糖密度勾配上に 重層 し , 遠 心 ( B e c k m a n S W 27

r o t o r . 2 0 , 00 0 r p m . 2
0

c . 4 5 m i n ) L た . 遠 心後 . チ ュ

ー ブの 上か ら , 2 m げ っ 1 5 本に 分画し , 分画番号 11

番か ら 14 番ま で を ∴
`

粗 D N A ･ 細胞 膜複合体
--

と し

た .

2 . 庶糖密度勾配 ゾ ー

ン 電気泳動

ゾ
ー

ン 電気泳動 に用 い た装置 は . K a d o y a 等 に
2 4J

より開発さ れ た装置 を用 い た .

V -1 で 得た . 粗 D N A ･ 細 胞 膜複合体 を .
P 5 0E . o

(P H 6 .7) 緩衝液 に 対し て ,

一 晩透析後 , S e p h a d e x G
-

5 0

粉末を用い て , 3 ～

4 皿ほ で 濃縮 した .

濃縮し た 試料 の 庶糖濃度 を 5 % に し , 1 / 1 0 容

の , 0 .0 5 % B P B を 加え , 70 % 庶 糖 - P 58 E l O 溶 液 を 底

に おき . 1 0 ～ 3 0 % 庶糖 -

P 5 0E 川 の 直線的庶糖密度勾

配上に , 重層 し , 定電圧( 20 m A ) , 9
～

10 時間, 4
0

c

で , 電気泳動を行な っ た . 泳動後 , 底 か ら . 20 滴ず っ

分画し . 形質転換活性 お よ び . 放射能活性 を測定 した .

3 . 形質転換活性測定
2 51

試料より 一 定量と り , C R K 3 ,0 0 0 を 受 容菌 と し

て , 形質転換活性を測定 し た .

4 . 放射能活性測定

D N A は , 1 N K O H で , 3 7
0

c
一 晩処理 後 . 1 N H C l

で中和し , 1 0 % 冷 T C A を 加 え , T C A 不 溶 性沈毅を .

G l a s s 丘b r e B l t e r ( W h a t m a n , G F / C ) 上 に 集 め , ト ル

エ ー ン P P O シ ン テ レ
一

夕
ー

を用 い て , 放射能活性 を測

定し た .

た ん ばく , お よ び グル コ サ ミ ン は , 直接 10 % 冷

TC A を加え . 同様の 方法 で 放射能活性を測定 し た .

リ ビ ド は ,

3 2
p で 標 識 し た 試料 か ら . B li g h &

D y e r
2 6 ) の 方法に 従 っ て 抽出 し .

C H C l ｡ 層 を バ イ ア ル

に 入れ ,

一 晩乾燥後. トル エ ン ･P P O シ ン チ レ 一

夕
ー

を

用い て , 放射能活性 を測定 した .

5 ･ S D S 一 軍 リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動

S D S -

ゲ ル 電気泳動 は, L a e m m li & F a v r e
2 7J
の

方法を用 い た .

泳動前に , 分画 した 試料を濃縮す る た め , 各画分

を. c a r ri e r D N A ( C alf th y m u s D N A 2 m g/ mL を
一

滴加え た) と 共に . 1 0 % 冷 T C A で 沈澱後 ,
ア セ ト ン で

洗浄し
, 残存す る T C A を除い た .

沈澱 を , 4 0 ～ 50 LLL の 緩 衝 液 ( 62 .5 m M T ri s -

H C l
･ 1 % S D S

･ 1 % 2 ･

m e r C a P t O e th a n o l , P H 6 . 8 ) に

懸萄し100
0

c , 2 分間処 理 し て , 沈 澱 を 完全 に 溶解

乱 1/1 0 容 の , 0 .0 5 % B P B - 80 % 庶 糖 溶 液 を 加

え
･ 10 % ゲ ル 濃度 , 定電圧( 20 m A ) . 4 ～

5 時間室温

で泳動を行 な っ た , 泳動後0 ,1 % C ｡ ｡ m a Si e B rilli a n t

Bl u e -5 0 % T C A 溶液 中で t 20 分染色後 , 7 . 5 % 酢 酸

335

で 脱色し , ゲ ル を 乾燥後 t B o n n e r & L a s k y
2 別
の 方法

で オ
ー

ト ラ デ ィ オ グラ フ ィ を行な い たん ばく 成分を解

析 した .

6 . 電子覇徴鏡観察

ゾ ー

ン 電気 泳動法 に よ り . 単 離 し た 複 合体

を ･ 0 ･ 1 % ダ ル ク ル ア ル デ ヒ ド 溶 液で 30
0

c , 3 0 分処

理 し 固定 した ､ 試料 中の 産額 . お よ び ダル ク ル ア ル デ

ヒ ドを除く た め , P 5 0E - 0 ( P H 6 .7 ) 緩衝液に 対 して 透

析し た . 試料を , D a v i s 等
2 9 )の 方法に より展開 し , 既に

報告し た方法叩 を用 い て 観察 した ､

実 験 結 果

Ⅰ･ D N ん 細 胞膜複合体の精製

β■ g 祝占f 〃∫∫16 8 L T T を 合成培地中で 培養し , 実 験

方法 Ⅴ-1 で 述 べ た方法 に 従 っ て 溶薗液を調製 し た . 溶

菌液 を 請製す る際 . D N A 断片の 細胞膜 へ の 非 特異的

巻き こ み を防 ぐ ため , ア ル カ リ 性 の 緩 衝液 ( T K E ､ .

p H 8 .1 ) で 調製 した . 溶菌液を , 5 - 2 0 % の 庶糖 を段階

的に 積層し た庶糖密度勾配遠心に よ り分画し . 重 い 画

分に 来る も の を ,

"

粗 D N A - 細 胞 膜複 合体
‖

と し た

( Fi g .1 . )

粗 D N A 一 組胸膜複合体 を . 直ち に P 5 0 E l O ( p H 6 .7 )

緩衝液 に 対して 透析し ゾ ー

ン 電気泳動を行 な っ た . 以

下 に 示す様 に , 粗 D N A ･ 細胞膜複合体を中性溶液 に対

√
b
宍

∈
d

｡
)

｡

…

ム
〓
の

√
.

〇
一

×

∈
d
｡
)

?
…
｡

S
の

巾

1 5 1 0 5

F r q c †i o n N o .

F i g u r e l . 粗 D N A - 細胞膜複合体の 調製

B . s u b tili s 16 8 L T T を t h y m i d i n e (2 . 5 FL g / mL ) ,

1 e u ci n e (5 0 Fl g / mL ) tr y p t o p h a n e (5 0 LL g / m L ) , 0 . 5 %

gl u c o s e を 含む 合成培地, L o w S -C GL A A e n ri c h e d

m e d i u m 中37
0

c で 培養し た . 細胞内の D N A お よび た

ん ばく は , そ れ ぞ れ ,

3
H- T d R (2 .5 〃C i/ 2 . 5 FL g ′

′

mL ) ,

35
s (1 .5 FLC i / 2 JL g S at o m / mL ) で 標識 した . K l e tt

U n i t 40 ～ 5 0 で 増殖を N a N 3 ( 2 5 m M ) で 止め ,

"

実験

方法 V -1
' '

に 従 っ て 溶菌液を調製 し . 庶糖密度勾配遠心

を行な い 分画後 , 各分画 より 20 山 をと り放射能活性

を測定 し た . 分画番号11 番 より 14 番ま で を集 め て ,

さ ら に 精製を行 な っ た .
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して 透析する こ と が . 複 合体 の 精製 に は重要で ある .

ゾ ー ン 電気泳動 , さ らに 複 合体 を精製す る た め再 び

電 気 泳 動 を 行 な っ′た 時 の パ タ
ー ン を Fi g .2

( a ) , F i g .2 ( b ) に 示 し た .

一

再び電気泳動 を行 な っ て

も . D N A と た ん ばく の パ タ
ー

ン は
一 致 し な か っ た . こ

れ は , 粗複合体申に あ る , 細胞膜 に 結合 し て い な い

D N A に よ ると 思わ れ る . 細胞膜 に 結合し た D N A と ,

結合し て い ない D N A を分離す るた め に . 電気泳動後 ,

複合体画分 を集め て , 庶糖密度勾配遠心 を 行 な っ た

( Fi g .2 ( C ))

F i g . 2 ( C ) に 示 した 様に , P u r A マ
ー

カ
ー と h i s A

マ
ー

カ
ー

で は , 活性の 分布が 異な る .
♪〟 r A マ ー カ ー

は , 枯草菌染色体上 で t 複 製 開始部位近傍 に 位置

し
.
力ねA マ ー

カ
ー

は , 複製開始点 と複製終点 と の はば

中間に 位置する マ ー カ ー

で あ る . 遠 JL ､ 後 , 卯 r A マ ー

カ ー の 複 合 体 か ら の 遊 離 は 認 め ら れ な か っ た

が
,
九f 5 A マ ー

カ ー は , 大部分 の D N A と 同様 , 複合体

か らの 遊離が 認め ら れ た . こ の 事 ほ ∴迫遠心 に より .

膿 に 結合 し た D N A と膿 に結合 して い な い D N A を

離出来る こ と を示し て い る .

電気泳動を用 い る こ と に よ り . 粗 D N A 一 組胸膜複合

体か ら , D N A に 結合し て い な い 膜 成分 を 80 ～ 90 %

除く こ と が 出来た . さ らに , 超遠心 を併用す る こ と に

よ り . 複合体か ら , 膜 に 結合 して い な い D N A を 50 %

以上除く こ と が 出来た .

ま た , 精製複合体 は , 複製開始部位近傍に 位置す る

遺伝子 マ ー カ ー

卯 r A 特異的 に濃縮する . し か し , 複

製終点近傍 に 位置す る マ ー

カ
ー

椚 朗唱 は , 僅か しか 濃

縮 され な か っ た ( T a b l e l ) .

ⅠⅠ. 精製した複合体の 諸性質

1 . 複合体の 電子顕微鏡観察

精製し た複合体を ,
"

実験方法 Ⅴ- 6
, I

で 述 べ た 方法に

従 い . 電子顧徴鏡観察を行 な っ た .

F i g ･3 . に 示 した 図は . こ れ まで 報告さ れ て い る複合

体の 図に類似 し て い た . 中 央 に 見 ら れ る 膿様 の 物

に
, 1

～

3 本の D N A 断片が 付着 し て お り , そ の 長 さ

は . 約10 ～

1 5 〟m で あ っ た . 長さ か ら , D N A の 分子

量 を計算すると , 約2 × 1 0
7
～ 3 × 1 0

7
で あ っ た .

2 . 複 合体 の構成成分

細胞内の D N A . た ん ばく .
P - リ ピ ド , お よ び細胞壁

成 分 を そ れ ぞ れ ,
3
H - T d R

,

3 5
s
,

3 2
p
, お よ び ,

3
H ･

G l u c o s a m i n e で 標識 し . 複合体申 に 含ま れ る こ れ ら諸

成分の 割合 を , 各精製の 段階毎 に 求 め , T a b l e 2 に 結

果を ま と めた .

表 中の 欄2 と 3 か ら わか る よう に ,

"

大 き さ
"

の 差の

み を用 い た こ れ ま で の 複合体 の 単離法 で は分離出来な

0

5

仏
-

U

ロ

∈
L

O
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F i g u r e 2 . ゾ
M

ン 電気泳動を用い た . 複合体の 精製.

F i g ･1 で 得ら れ た . 粗複合体を , P 58 E 柑 ( p H 6 .7 ) 緩

衝液 に 対 し透析 し , 洩縮後,
"

実験方法 Ⅴ- 2
"

で 述 べ た

方法 に 従 っ て 電気泳動を行な っ た ( a) . 分画番号16

番か ら 1 9 番 ま で を集め て , 再び 電気泳動を行な っ た

( b ) . ( b ) と 同様 ( a) の 1 6 番よ り 19 番 ま で を 集め

て , 6 4 % 庶糖 -

P 50 E l O 溶液を底 に お い た , 1 0 ～

3 0 %

庶糖- P 5 0E 川 溶液 の 直線的密度勾配遠JL ､ を 行 な っ た

( B e c k m a n S W 2 7 r o t o r , 2 5 , 0 0 0 r p m , 4 h r s , 2
0

c ) . 遠

心後 , 1 . 2 m げ つ , 分画し た ( c) .

( a) , ( b ) . ( C ) に お い て , 各分画よ り 一 定量と り . そ

れ ぞ れ に つ い て , 形質転換活性お よ び , 放射能活性を

馳走 し た .

0 - - - - -
"- ○ ,

3
H -

r a d i o a c ti vi t y ; ⑳ " - …

-- ⑳

･

3 5
s- 7 a d i o a c ti v it y ; ( a) , 血 叫 A , P u r A (1

= 1 × 10
5
t r a n s f o r m a n t s / m L ) ; △ - △ ,

h i s A (1 = 5 × 1 0
3
t r a n s f o r m a n t s / mL ) ; (b ) .

A
叫

A
, P u r A (1 = 1 × 10

5
t r a n sf o r m a n ts /

m£) ; △ - - △ .
わねA (1 = 5 × 10

3

t r a n sf o r m a n t s / mL ) ; ( C) . A
一

息 . p u r A (1

= 5 × 10 3 t r a n s f o r m a n t s / mL ) ; △ 鵬 △ ,

h i s A (1 = = 2 × 10
3
t r a n sf o r m a n t s / mL ) .
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か っ た D N A に 結合し て い な い 膜成分を電気泳動故 に

ょり , 約 80 % 以 上除く こ と が 出来た .

また ,
こ の 精製複合体 は , 細胞表層成分で あ る リ ピ

ド , お よ び グル コ サ ミ ン をそ れ ぞ れ 全細胞申 の 0 ･ 4

% , 1 .0 % 含ん で い る .

電子顕微鏡観察 , お よ び構成成分の 解析 か ら . 著者

の方法に よ り単離
｡ 精製し た複合体 は , D N A に 結 合

した細胞膜の み を含み , さ ら に , D N A 上の 特定部位の

みを濃縮 した複合体で あ る .

3 . 染色体複製開始部位と細胞膜と の 結合に お よぽ

す p H の 影響

細胞膜 に 結合し た D N A と結合 して い ない D N A は .

電気泳動後 , 遠 心す る こ と に よ り完全 に 分離出来た .

即ち . 大部分の D N A と 同様に ,
h i s A マ ー カ ー は複合

体から遊離す る . こ れ に 反 し て . か〝 A マ
ー カ ー の 複

合体か ら の 遊離は認 め ら れ なか っ た . しか しな が ら .

電気泳動を , ア ル カ リ性 で 行な っ た後 , ア ル カ リ性で ,

遠心す る と , 卯〝 A マ
ー

カ
ー の 複合体 か ら の 遊離 が 認

めら れた . そ こ で
. P u r A ･ D N A の 細胞膜 と の 結合 に お

よぼ す p H の 影響 に つ い て 検討した .

何れ の p H に お い て も , 泳動の パ タ ー

ン に 変化は な

か っ た( F i g ･4 ( a , C , e)) . しか し , P 臼 が ア ル カ リ 性に

なる に つ れ て , 遠心す ると . 擁 r A マ ー

カ
ー が 複 合体

か ら遊離す る ( Fi官 . 4 ( b , d .f)) .

遊離の 度合は , p 8 8 .1 に お い て , p H 6 ,7 の 場合に比

較す ると , 50 % 以上 に な っ た .

粗複合体を . 中性溶液に対し て 透析した場合 ,
こ の

様 な遊離が認め ら れず , ア ル カ リ性に 透析する と 認め

ら れ る こ と か ら . 中性にお け る , 卯 r A - D N A と細胞膜

と の 結合 は不可逆的と思 われ る .

若し そう で あ る なら ば ,

一

度中性に 透析し安定化 し

た複合体 を , ア ル カリ性 に対して 透析後 , 電気泳動.

遠心 を行 な っ て も , 卯 r A の 複合休か らの 遊離 は認 め

られ な い はず で あ る . 結果は. 予想し た通り , 卯 r A マ

ー カ ー の 遊離 は認 め られ なか っ た ( Fi g .5 ) . 以 上の 結

果を ,
T a bl e 3 . に ま と め た .

4 . S D S ･ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲル に よ る た ん ば く

成分の 解析

T a b l e l . M a r k e r f r e q u e n c y a n al y si s of a p u ri fi e d c o m p l e x

M a k e r f r e q u e n c y ( n o r m a li z e d )

♪α r A /カオ∫A 弼 βよB/ カね A

S h e a r e d w h ol e l y s a t e

l
3 . 5 7

●

0 . 57

1 s t S D G 2 8 . 3 1 . 73

1 s t S D E 2 8 . 3 1 . 7 3

2 n d S D G a ft e r l s t S D E 3 9 . 6 2 . 1 0

精製過程に お ける 複合体申の 各マ ー カ
ー

の 遺伝子頻度 を測定し た . 値はす べ て , 胞子

D N A の P u r A / hゐA = 1 . 0 1 , m e t B / hi s A = 0 .6 で 柿正し た . S D G ( 庶糖密度勾配道連

JL ､) . S D E ( 庶糖密度勾配電気泳動)

T a bl e 2 . P r o p e r ti e s of a p u rifi ed D N A
- m e m b r a n e c o m pl e x

R el a ti v e a m o u n t ( % )

D N A P r O t ei n 1i pi d w all

S h e a r ed w h ol e l y s a t e 1 00 1 0 0 1 0 0 1 0 0

1 s t S D G 6 . 2 6 . 5 1 2 . 1 7 . 4

1 s t S D E 6 . 2 1 . 4 0 . 4 1 . 0

2 n d S D G a ft e r l s t S D E 1 . 5 1 . 4

精製複合体中の , D N A
.
た ん ばく . リ ビ ドお よ び 細胞壁成分 を . 各精製過程毎 に . 細

胞内の 全量 に 対す る相対値で示 した .
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F i g u r e 3 . 精製し た複合体 の 電子顕微鏡観察

Fi g ･2 で 得 られ た
, 複合体分画を集め , Ⅴ- 6 で述 べ た

方法に 従 っ で 電子顕微鏡観察 を行 な っ た .

肘 = 1 〟 m

精製 し た複合体中に . 特異的 たん ば く 成分が あるか

どう か , S D S - ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い て . 解

析 し た .

複合体 は , 殆ん ど主要な膜 たん ばく 成分を含ん で い

た .

F i g ･6 ( a ,b ) に 示し た 様に , 複合体画分と . D N A に

結合 し て い な い 膿画分で は , 接合体画分 の た ん ばく塞

が ･ 全細胞中の 1 ～

3 % と い う少量 に も抱わ らず 差異

が認め ら れ なか っ た .

一 般 に , 細胞膜 たん ば く は . 全

細胞中の た ん ばく の 1 0 % 前後と言 わ れて お り . こ の事

か らも複合体が含む たん ば く 量は少 な い こ と が解る .

と こ ろが . た ん ばく 成分 は差異 が なか っ た . こ の こと

か ら , 複合体中の D N A と 特異的に 結合 して い る 膿た

ん ば く は非常 に 少量 の たん ば く で あ る こ とが 予想され

る . そ こ で . 大多数 の 膿た ん ば く を除 く た め , 細胞港

南液を超普破処理 し た後 , 電気泳動 を行 な っ た . 30

秒 , 6 0 秒 , 超音波処理後 . 泳動す る と , 複合体画分の

た ん ば く量 は , そ れ ぞ れ , 全細胞申 の た ん ば く 量の

0 . 0 7 % , 0 . 0 3 % で あ っ た .

こ の 様に , 超音波処理 に よ り , 大多数の たん ばく を

除い た 後, た ん ばく 成分を解析 し た と こ ろ , 予想の通

り ,
い く つ か の , 複合体特有の た ん ばく 成分が検出出

来 た ,
こ れ ら の た ん ばく 成分 は , 分 子 量150 ,0 00 .

3 8 ,0 0 0 , 3 2 , 0 00
, 2 9 , 00 0 , 2 7 , 0 0 0 . 2 4 ,00 0 で あ っ た .

こ の 内 , 3 8 , 0 0 0
, 3 2 ,00 0 の たん ば く は , 6 0 秒 処 理

で , 消 失 し た . ま た . 1 5 0 , 0 0 0 の た ん ばくは , R N A

ポ リ メ ラ ー ゼの
, β, β

'

サ ブ ユ ニ ッ ト と 思 わ れる .

こ の 結果分子量2 9 ,0 0 0 , 2 7 , 0 0 0 , 2 4 . 0 0 0 を 持 っ たん

ば く 成分が . 複合体中の D N A と 強固 に 結 合 し て い る

た ん ばく と 思わ れ る .

考 察

染色体 D N A が
,
細 胞 膜 と , D N A の 複製部

位 で 結合 し て い る こ と を 枯草菌 で は , G a n e s a n

& L e d e r b e r g
6)
に よ り

,
大 腸 菌 で は. S mi th &

H a n a w a lt
-2 1
に よ り発見さ れ て 以来 . 数多く の 研 究が

な さ れ て き たが
. 結合 の 化学的性状 に 関 して は . 不明

な点 が 多い ･ こ の こ と は , 複合体の 単離 ｡ 精製法が,

ま だ 確立して い な い こ と に よ ると 思わ れ る .

著者 は , 複合体の 単離 ･ 精製法の 確立を試み , 中性

の 条件で , 電気泳臥 お よ び庶糖密度勾配遠心 を併用

す る こ と に より , 安定 な複合体を精製 す る こ と が出来

た .

精製 した 複合体 は , 複 製 開始部位近傍 の 遺伝子

擁 r A マ
ー カ ー

を , 他部他 に比 し て 濃縮す る こと がわ

か っ た . 橡製終点部位近傍 に位置す る m β柑 マ ー カー
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F i g u r e 4 . P u r A D N A と 細胞膜 の 結合 に お よ ぼ すp H の 影響

Fi g ･1 で 得ら れ た . 粗複合体を集め種々 の p H に調製 し た緩衝液に 対 して , 0
0

c , 12 時間

透析後 , 同L: 緩 衝 液中で , 電気 泳動 を行な っ た ( a , C , e ) . 泳動後 , F i g .2 ( C) と 同様の 方

法で 遠尤､を行 な っ た ( b .d .f ) .

( a ,b ) ･ P 5 0 E 10 , p H 6 ･7 ･ ( C ,d ) ･ T 5 0E l O (5 0 m M T ri s ･ H C l , p H 7 . 5 . 1 0 m M E D T Al , (e ,f) .

T 5 0E . 0 , p H 8 .1 . 0 ‥ = ‥ 0 .

3
H r a d i o a c ti v i ty ; ⑳ … … ⑳ ,

3 5
s r a d i o a c ti v i t y ;

( a) . p u r A (1 = 1 × 1 0
5
t r a n sf o r m a n t s / mL ) ; h i s A (1 = 5 × 1 0

3
t r a n sf o r m a n t s/

mエ) ; ( b) .

p u r A (1 = 5 × 10
3
t r a n s f o r m a n t s / mL ) ; h i s A (1

= 2 × 10
2
t r a n s f o r m a n t s / m L ) ; ( C) ･

f･ u r A (1 = 1 × 1 0
5
t r a n sf o r m a n t s / nL ) ; h i s A (1 = 5 × 1 0

3
t r a n sf o r m a n ts / m L ) ; (d ) ･

P u r A (1 = 2 × 10
3
t r a n sf o r m a n t s / n L ) . h i s A (1

= 5 × 1 0
1

t r a n sf o r m a n t s / mL ) ; ( e) .

P u r A (1 = 1 × 1 0
4

t r a n s f o; m a n t s / mL ) ; h i s A (1 = 1 × 1 0
3
t r a n sf o r m a n t s / m L ) , (f) .

P u r A (1 = 1 × 1 0
3
t r a n sf o r m a n t s / rnL ) , h i s A (1 = 1 × 1 0

2
t r a n sf o r m a n t s/ mL ) .

T a b l e 3 . R el a ti v e a m o u n t of D N A a n d r el a ti v e t r an S f o r m i n g a c ti vi ty a t v a r i o u s p H s

S
-

u

¢

∈
L

O
-

2
巳
卜

葛
.

〇

Z

聖
r

-

-

○

芯
∝

F r a c ti o n s
R el a ti v e a m o u n t
O f D N A ( % ) R el a ti v e t r an S f o r mi n g a cti v i ty ( % )

M S u p M S u p

p H ♪鋸 r A カi ぶ A 椚 eオB か〝 A 鬼才∫ A 椚 g ≠B

6 . 7 1 5 . 5 7 5 . 5 77 . 0 48 . 6 7 5 . 9 7
. 5 34 . 9 1 5 . 4

7 . 5 1 9 . 2 6 7 . 4 58 . 9 2 5 . 2 1 8 . 6 5 6 . 3 ､

8 . 1 1 1 . 4 6 7 . 1 3 4 . 9 2 2 . 8 37 . 0 5 2 . 3

6 . 7
-

8 . 1 2 1 .
.
5 6 7 . 1 6 3 , 1 4 2 . 1 21 . 1 4 9 . 2

D N A と細胞膜と の 結合 に お よ ぼ す , p H の 影響 を 示 した . 数値は , 泳動後 . 超嵐L ､ して . 重い 画分 に 来
る値 を相対値 で 示 し た .
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F i g u r e 5 . 中性で 一 度形成 した複合体を ア ル カ リ 性

で 泳動 , 遠心し た時の パ タ ー ン
.

F i g .1 で 得た , 粗複合体を . P 50 E l O ( p H 6 .7) 緩衝液に

対して . O
O

c 1 2 時間透析後 . 弓ほ 続き . T 5O E 1 0( p H 8 .1 )

に 透析 し直 した . ( a) , p E 8 . 1 にお ける 電気 泳動 の パ

タ
ー ン . ( b ) F i g .2 ( C ) に 述 べ た 方法と 同埠に - 泳動

後 t p E 8 . 1 で ,
庶糖密度勾配超遠 心を行 な っ た ･

○- - … … ○ ,

3
1‡･

r a d i o a cti v i t y ; ⑳
q

" 一
一 ⑳ .

35
s -

r a di o a c ti v it y ; ( a ) . P u r A (1 = = 5 × 1 0
4
tr a n sf o r

m a n t s / mL ) . 始 A (1 = 2 × 1 0
3 t r a n sf o r m a n t s /

mL ) , (b). P u r A (1 = 5,
× 10
3 t r a n s f o r r n a n t s / m L ) ,

始 A (1 2 ×10
2
t r a n s f o r m a n t s / mL) .

も 同様 に濃縮さ れ る こ と が報告
1卜 叩憫
さ れ て い るが , 著

者の 方法で 得た複合体は , 椚 g 柑 マ
ー カ ー を僅か し か

濃縮し なか っ た . と こ ろ が , T a b l e 3 . に 示し た様 に ,

電 気泳動後 . 遠 心 し て も .
ん∫g A マ

ー カ ー と 異 な

り , m β亡B マ
ー

カ
ー の 遊離 は認 め られ なか っ た . 従 っ

て , 複製終点部位 は∴染色体 に結合 はし て い るが , 精

製 の 過程で ,
刑 g 沌 マ ー カ ー は , ある 程度失 な わ れ て

い る 可能性 が 高 い . こ の 事 は , 椚 g 柑 マ
ー カ ー

は . ♪ぴr A
マ ー カ ー に 比 して . せ ん断カ に , より 感受

性
7I
で あ る こ と と関連が あ る と 思わ れ る .

精製複合体特有の た ん ばく 成分 は ∴ 超音波処理 に よ

り は じ めて 検 出出来た . と こ ろが . 未処理 の 複合体で

は , 殆ん ど , D N A に 結合し て い な い 膿画分と , そ の 組

成 は頼似 して い た . 従 っ て ∴組音波処理 によ り はじ め

て 検出出来た , 分子量2 9 ,000 , 2 7 .0､00 お よ ぴ 24 ,000

の たん ばく は , 非常に 少量 なた ん ば く 成分 と思わ れ る .

複合体特有 の た ん ば くが , 非常 に 少量 の 膜成分で あ

り . また .
D N A に強固に 結合 し て い る こ と か ら , 複合

体形成の 中心 ( C O r e) た ん ば くで あ ると 思 われ る .

こ れ ら の た ん ば くの 持 っ 役割り は . 現在 の 所不明で

あ るが ,

一

つ の 可 能 性 と し て , こ れ ら の た ん ばく

は . D N A 上の 特定部位 を認識 し , 結合し , さ ら に . こ

の D N A- たん ばく 接合体を勝と結合 さ せ る 役割 が考

え られ る .

最 近 I 大腸 菌に お い て ,

"

D N A - 細胞膜複合体
"

に細

胞壁 が関与 して い ると い う 報告が あ る
用卜 2 -)

. 著者の構

製 した 複合体 は , 1 % 前後の 細 胞壁成分 を有 し て お

り . 大腸菌で 言 わ れて い る 様な , 細胞壁成分の 複合体

形成 へ の 関与が あ るか も しれ な い が , 現 在の 所不明で

あ る .

D N A 一 細胞膜複合体 に 関す る研究 は . 細胞膜 とい う ,

非常に 複雑 な機能 を有する細胞構造体 を 取 り 扱う た

め , そ の 複合体形成の 分子 レ ベ ル で の 解析 , お よ び複

合体の 持 っ 生物学的意義 に つ い て 不 明な点 が多い . こ

の 様 な現時点 に お い て , 著者の 確立 した , 複合体の単

離精製法 は . 非常に 簡 便で . こ の 分野の 研 究に 有用と

思 わ れ る .

現在 . 著者 は , こ の 複合体の 生物学的機能 , 特 に複

製周期と の 相関性 を , ま たi n v it r o で の 再構成系を用

い て . 複合体形成 の 分子機構の 解析 を行 な っ て い る .

結 論

枯草菌か ら , 簡便な
"

D N A ･ 細胞膜複合体
"

の 単離

｡ 精製法の 確立 を試み た .

精製 した複合体が得 られ た か , 否か は次の 二 つ の 観

点か ら確認 した .

i) 複合体 を出来る だ け温和な条件下で 単離 し ･ さ ら

に . 複合体 は , D N A と 特異的に 結合 して い る膜成分の

み を 含む こ と .

ii ) 精製し た複合体 は , 染色体上の 特定部位を含むこ

と .

以 上 の 観点か ら , 複 合体 を単離 ･ 精製し た .

i) D N A に 結合 した 細胞膜 と , 結合し て い な い 細胞

膜で は , そ の 表層荷電が異な る こ と を利用し , 中性で

ゾ
ー

ン 電気泳動を行 な い 両者を分離 し た .

i i) 複合体中の 細胞膜 に 結合 した D N A と , 細胞膜に

結合し て い な い D N A は , 庶糖密度匂配超遠心法 に よ

り 分離し た .

i) - ii) の 方法 を併用す る こ と に より 精製し た 複合

体 を得る こ と が 出来た .

精製 した 複合体 は , 細胞 内D N A の 2 ～･5 % 諸田胞内た

ん ば く の 1
～

4 % , P
･ リ ビ ド0 . 4 % お よ び 細 胞壁成

分 を 1 % 含ん で い た . ま た , 複合体申の D N A は ･ 染色

体上の 特定部位を濃縮し て い た . 即 ち . 複製開始点近
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■
Fig . 6 . ( a . b)

Fi g u r e 6 . 精製複合体の S D S ･ ポ 1) ア ク リ ル ア ミ ド

ゲル バ タ
ー

ン
.

Ⅴ･ 5 で 述 べ た 方法 に 従 っ て ∴複合体中 の た ん ば く 成

分を解析 し た .

( a ) 未処理 の 複合体

( b ) 未処理 の D N A に 結合 して い な い 膿

( C) 30 秒超音波処理 し た複合体

(d ) ( C ) と 同様

( e) 3 0 秒処理 し た 時の D N A に 結 合し て い な い 膿

(f) 60 秒処理 し た時の 複合体

( g ) 60 秒処理 し た 時の D N A に 結合 して い な い 膿

341

F i g . 6 . ( c . d . e)

F i g . 6 .(f . g)
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傍 に あ る . 函 〝 A マ
ー カ ー は , 他の マ

ー

カ
ー

に 比 し て

濃縮さ れ たが , 複製終点近傍 に あ る 椚 g 沌 マ ーカ
ー は ,

僅か しか 濃縮さ れ なか っ た . p u r A
- D N A と 細胞膜 と

の 鎮台 は, 電気泳動を行 なう 際 の 緩衝液の P H に 影響

さ れ る . こ の 結合 は , 中性 で 安定 だが , ア ル カ リ 性で

は不安定で あ る . 約50 % 以上 の 卯 r A マ ーカ
ー が , ア

ル カ リ性の 条件下( P H 8 .1 ) で , 精製し た複合体 か ら

遊離し た .

S D S 一 ポ リ 7 ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動を用い て , 複

合 体と , D N A に 結合し て い な い 細胞膜 の たん ば く 成

分 を解析 し た . そ の 結果 ,

i) . 超音破処理 を し て . 複合体中の たん ば く 含量が .

全 たん ば く量 の 0 .1 % 以下 に な っ て 始 めて 差異が 認め

ら れた .

ii ) . 複 合 体 特 有 の た ん ば く 成 分 は , 分 子 量

29 . 0 0 0 , 2 7 , 0 00 及 び 24 ,000 で あ っ た .

稿を終 る にあ た り . 本研究 に対 して , 終始御指導 をい ただ

い た - 吉川寛教授をは じ め . 御助言 をい ただ い た , 山口 和男

博士 , 村上清史助教授 . 小 笠原 直毅博士 に心か ら感謝致 しま

す . ま た 図表の作成を して い た だ い た . 寺田和代 さん . 培地

の 調製を して い ただ いた , 安土勝美さ ん , 電顔写真 をと っ て

い ただ い た
, 伊 藤正人氏 に謝意を表 しま す .
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A b s t r a c t

W e h a v e d e v el o p e d a s i m p l e p r o c ed u r e t o p u rif y a D N A
-

m e m b r a n e c o m p l e x f r o m

B a c ill u s s u b t ili s . A c r u d e D N A - m e m b r a n e c o m p l e x w a s o b t ai n e d f r o m a s h e a r e d l y s at e

t h r o u g h c e n t rif u g ati o n i n a s u c r o s e g r a di e n t a n d t h e n p u rifi e d b y e l e ct r o p h o r e s i s i n a

s u c r o s e d e n sit y g r a d i e n t . B a s e d o n th e diff e r e n c e i n el e c t r o m o b ili t y , a D N A - m e m b r a n e

c o m p l e x w a s s e p a r a t e d eff e c ti v ely f r o m a b u lk of m e m b r a n e f r a g m e n t s w h i c h di d n ot

bi n d D N A . A n a rti fic i al e n t r a p m e n t o f m e m b r a n e f r a g m e n t s i n t o D N A w a s e x cl u d e d .

T h e p u r ほ e d D N A - m e m b r a n e c o m p le x c o n t ai n e d 2 t o 5 % of t o t al c ell ul a r D N A , 1 t o

4 % of t ot al c e11 u l a r p r o t ei n , 0 .4 % o f t ot al c e ll ul a r li p i d a n d l % of w all c o m p o n e n t a s

g l u c o s a m i n e . D N A i n t h e c o m p l e x w a s e n ri c h e d f o r p u r A , a g e n eti c m a r k e r n e a r t h e

r e p li c ati o n o ri g i n . a n d in 1 e s s e r e x t e n t m e t R a m a r k e r n e a r t h e r e p li c ati o n t e r m i n u s ,

c o m p a r e d w it h m a r k e r s o n t h e o th e r r e gi o n s of th e c h r o m o s o r n e . T h e a s s o ci at i o n of t h e

P u r A - D N A t o th e m e m b r a n e w a $ aff e c t e d b y p H of t h e b u ff e r d u ri n g el e c t r o p h o r e s i s .

T h u s , t h e a s s o ci ati o n w a s s t a bl e i n n e u t r al a n d sli g h tl y a ci d i c c o n d iti o n b u t u n st ab l e i n

al k ali n e p H s . A b o ut a h alf of p u r A m a r k e r w a s r el e a s e d f r o m t h e p u ri n e d c o m p l e x a t

p H 8 .1 .

A n al y si s b y S D S a c r yl a m id e g el el e ct r o p h o r e s i s s h o w e d t h at s o m e u ni q u e p r o t ei n s ,
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0 0 0 d alt o n s , W e r e d e t e c t e d i n th e c o m p l e x o nl y w h e n m o s t

P r O t ei n s w e r e r e m o v e d f r o m t h e c o m p l e x b y s o n ic ati o n .


