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ア ミラ ー ゼ 生 産 菌 の デ オ キ シ リボ 核 酸1

アセ トン乾 燥菌体 か らの調製試 験(1)

大村浩久 ・渡辺健治 ・徳永純一*

Deoxyribonucleic acid of amylase-producing bacteria 

I. Trial of preparation  from acetone-dried cells (1) 

    H. Omura, K. Watanabe and J. Tokunaga

アミラーゼ生産菌Bacillussubtilisvar.amyloliquefaciensFukumotoK-49は アミラー

ゼを強力に生産する優良菌株であつて工業的アミラーゼ生産に広 く利用されているが,液

体培養に於けるファージの被害は特に解決を要する重 要な問題である・ 一般に細菌バイラ

スの増殖に於て最 も重要な役割をなすものは遺伝現象等に於けると同様に デオキシ リボ核

酸であつて,そ の性質の解明はファージ対策に不可欠な要素の1つ である.我 々の研究室

では同じDNAバ イラスである家蚕の多角体 バイラスについて多年に亘つて研究が続けら

れ,本 核酸の代謝系との関係も追及されて多 くの興味ある知見が得 られ,こ れ らを含めた

バイラス生成に関する機構が提案されている.1314)而 して家蚕バイラス で明らかにされた

知見は細菌バイラス の場合にも有効な示唆を与えるものであつて,こ れらの関連性を考慮

して先ずDNaseと の関係については既に検討を開始した.10,11・12)しかし核酸は複雑なもの

であ り各生物に特異的な性質をもつため,唯 単に酵素の面からの追及だけでは十分でな く

核酸自体の研究と相侯つて初めて完全なものと云 うことが出来 る.
一般に細菌のDNA含 量は極めて低 く,さ らに分離操作中に細菌 自体の酵素の作用を受

けて部分的な変化を被 り易いために,細 胞内のままの完全なDNAを 調製する事は甚だ難

かしい.特 にその最初の抽出操作は従来各種細菌についてそれぞれ多種多様の試みがなさ

れたが,菌 の種類によつて方法の有効性はそれぞれ異つてお り,従 つてアミラーゼ生産菌

についても多くの予備試験を要する事は当然である.

他方,酒 その他の味の成分 として核酸乃至はその構成分の価値 も報告 され,8)と くにイノ

シン酸は新しい呈味物質 として最近脚光を浴びつつある.ま たDNA原 料としては含有量

の高い胸腺や脾臓が最も優れている事は論を侯たないがその収集に制限があるので,若 し

アミラーゼ製造工場で酵素の生産に伴つて多量に培養増殖され然も現在利用される事な く

廃棄されている菌体を利用し得 るならば好都合であるのは当然であるので,そ の可能性を

検討する事も無意味ではないと思われる.

実 験

A.生 菌細胞内の燐酸分布

細菌の核酸含量は培養条件や菌の生理的状態等で多少の変動を免れない事は当然である
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が,核 酸の調製原料に利用する場合,概 略の含量を一応求めてお く事は必要であるので,

まず生菌について燐酸化合物の分布をSchmidt-Thanhauser法 で求めた.微 生物に対す

る本法の適用にはかな りの論議 もあるようであるが鼓ではMorse氏 等7)の報告に従つた.

使用菌株は大阪市立大学福木研究室から恵譲されたK-49で あつて既報11)のように大豆粕

培地に30.で 振灘培養した.20時 間培養液から3000r.Pm.で15分 間遠心分離して菌体

を集め,0.8%NaC1に 懸濁,よ く掩絆洗滌 後遠心分離する.洗滌 をさらに5回 繰 り返 し

最後の遠心分離はSOOOr.P.m.で そ了なつた.こ うして得た湿潤菌体の収t.9';は培養によつて

かな り変動 しまた菌の大さや数 も異なつた.

この菌体600mgを 小遠沈管に秤取 し燐酸化合物の分布を測定 したが,操 作中の分解を

避けるために特記する場合の外は氷冷 しなが ら迅速に行なつた.先 ず5%ト リクロール酷

酸(以 下TCAと 略記)5mlを 加えガラス棒でよく擢拝し3000乃 至4000r.P.m.で15

分間遠沈して酸可溶物を抽出する.沈 澱に再び5%TCA2m1を 加え同様に撹絆抽出後

遠心分離する.こ の抽出操作をさらに2回 反復 し抽出液を合わせて全量を20m1と しわず

かに白濁 した酸可溶性区を得た.

酸抽出残渣に95%エ タノール3.9mlを 加え撹‡孚抽出後遠心分離する.上 澄液は淡黄色

を呈し透明であつた.こ れをさらに3回 反復し,全 量12m1の アルコール可溶性区を得た.

残存沈澱に1NKOH2mlを 添加し時 々攪拌しながら37。 に2時 間加温した・速やか

に冷却した後6NHCIO.4mlを 加えて中和し,さ らに等容の10%TCAを 加えてその

濃度を5%と した.4000r.P.m.で15分 間遠沈してかなり白濁した抽出液を得た・さらに

沈澱について5%TCAで2mlず つ3回 抽出を繰 り返 し,抽 出液を合せ企}蓑20mlと

し リボ核酸区とした.

不溶残渣に5%TCA5m1を 添加,90'の 熱湯に浸して30分 間保持する.冷 却後遠

心分離して白濁上液を得る.同 様に5%TCAで2ml宛3回洗滌 しデ オキシリボ核酸

区を得,同 じく全量を10乃 至20mtと した・

最終沈澱は濃硫酸0.5mlに 加温溶解し残渣燐の測定に供した・

このようにして得た各分画の一定殿を採 り家蚕について報告した江藤氏5)のAllen改 良

法に従つて,60%IIC1040,705m1を 加えて加熱分解後アミドール及びモリブデン 試薬で

発色させ,日 立光電比色計により赤色 フィルターを用いて青色呈色液の吸光度を測定 し燐

含量を求めた.発 色のために用いる試料は燐の含量によつて異なるが,本実験 ではそれぞ

れ酸可溶性区0.5ml,ア ルコール可溶性区5m1,RNA区0.3～O.5ml,DNA区2mlが

適 当であつて,最 終沈澱については全量を用いたがほとん ど呈色しなかつた・ 酸可溶性区

では無機燐の含量も同時に測定した・ この場合試料1mlに 水を加えて5mlと し,同 じ

く江藤氏に従つて15%H2SO41mlを 加え分解する事な くアミドール及びモリブデン 試

薬を加えて発色後測定した・ 場合によつ てはH2SO,の 代 りにHCIO40・705m1及 び水

0.295mlを 使用した.之 等の結果を第1表 に示す.

細菌の燐含量はさきに述べた ように試料によつてかな り変動し特に酸可溶性化合物にお

いて顕著であつた.勿 論その原因簿については多 くの推定も可能であるが蝕では考慮外と

し,一 応酸可溶性燐の含量に応じて概略3群 に大別する事が萬来た.第1表 中各群の数値



Table 1. Phosphorus content in fresh cell.

はそれぞれ3試 料の平均値であつて,各 群内の値には著しい差異は認められなかつた.こ

れに対して核酸含量にはたいした変動は認められず,木 実験に関する限 りDNA燐 含量は

生菌の0.016%よ り0.021%,RNA一 燐は0.265%よ りO.346%の 範囲で あつて前者に対

する後者の比は14.8な いし18.6の 値を示し,本 アミラーゼ生産菌 も酵母同様にRNA

に富む細菌であつた.

B.ア セ トン乾燥菌体内の燐酸分布

我 々の研究室では設備の関係で核酸調製に 十分な多量の菌体を得る事1は出来なかつたの

で,実 際に工場でア ミラーゼを製造 している上田化学工業株式会社中村康 一氏より,同 社

で増殖した菌のアセトン 乾燥標品の恵贈を受け,こ れを用いてDNA調 製に関する予備実

験を行なつたが,そ れに先立つて乾燥試料に含 まれ る燐酸化合物の分布を生菌の場合と同

様にして測定した.

すなわち乾燥菌体100mgか ら生菌の場合に従つて酸可溶性区20ml,ア ルコール可溶

性区15m1,RNA及 びDNA区20m1を 得,そ れぞれ0.5m1,5m1,0.4m1及 び2ml

について全燐含量を,叉 酸可溶性区についてはその1.5m1を 用いて無機燐をも測定した.

結果を第2表 に示す.

Table 2. Phosphorus content in acetone-dried cell.

細菌の燐酸化合物に及ぼすアセ トン脱水処理の影響も明らかではないが,核 酸の調製試

験に用いた乾燥菌体ではRNAとDNAと の比は約8.5で あつた.

C.DNA調 製試験

核酸原料としては勿論その含量の高いものが好 ましいのは当然であって,一 般にDNA

調製には糟胸腺や脾臓が主として用いられRNAは 専 ら酵母等から抽出されている.ア ミ

ラーゼ生産菌が核酸原料としてとくにDNAの 場合決して好ましいものではな く,そ の調

製はかな り困難である事は第1及 び第2表 の値からも予測させる.し かしDNAの 生理的

役割の探究のためにはその調製は必要であるので検討を加えた.核 酸は細胞内では通常蛋

白質 と結合して存在し,調 製には核蛋白の性質をも利用するほか,特 に操作中に於ける酵

素分解を 出来るだけ避けるように一努めなければならない.胸 腺や 脾臓ではDNA蛋 白乃

至はDNaseの 性質は一応明 らかにされていて調製に際して考慮されているが,ア ミラー

ゼ生産菌ではそのDNaseに ついて最近漸 く研究を開始したに過ぎずDNA乃 至はDNA



蛋白については全 く知られていない事も隆路の1つ をなすが,低 温下に操作する事は一般

に共通 した注意事項であるので特記する以外は氷冷しながら行ない,さ らに核酸の沈澱,

DNA蛋 白の解離,溶 解性等もいずれも牛脾臓について行なつた経験を参照し,同 時に種

々の試験中に之等の事項についても注意して観察する事に努めた.し かして調製方法につ

いては緒言でも触れたように種 々報告されているが,ア ミラーゼ生産菌について最も好 ま

しい方法を確立するため若干の方法を検索したので これらについて報告するとともに,と

くに調製操作中その性質において脾臓の場合と多少の相違も経験したので 観察事項をも今

後の参考のために記述した.

得られた標品については主 として紫外部吸収,燐 含量,DNA及 びRNA含 眠等を測定

して純度を検討するに止め,N/P,塩 基組成等は純度がいずれも十分でなかつた ので省略

した.吸 収は通常0,1%水 溶液を適宜稀釈 し日立EPU-2型 分光光度計によつて測定し,

同じ供試液の燐含量からChargaff氏 等の提案に基づいて ∈(p)一=30.98/cl式 で ∈(p)の

値も計算した.DNAは システ・イソーH2SO,反 応3)により,0.07m15%塩 酸システイン,

0.7m1核 酸水溶液,7ml70%H2SO4を 順次添加し十分振澱した後約30分 間放冷 し,日

立光電比色計 フィルターBを 用いて色の強さを測定し(H2SO4添 加後30な いし60分 間は

安定な色を呈する),精 製脾臓DNAに ついて求め た 標準曲線からDNA含 量を計算し

た.ま たRNA測 定にはMejdaum氏4)の オルシンーHCI反 応を用いた.す なわちFeC13-

HC1溶 液(分 析用濃HC1に10%FeCI3水 溶液を0.01容 添加)1rn1当 り10mgの オ

ルシンを使用直前に溶解して調製した発色試薬1mlと 被検液1mlと を混合し,沸 騰水中

で20分 間加熱する.流 水で急冷した後水を加えて全 量6m1と し10分 後同じく日立光電

比色計でRフ ィルターを用いて緑色の強さを測定,純 酵母RNAで 求めた標準曲線から

RNA含 量を得た.

1.磨 砕 法

細胞膜を破壊する最も原始的な手段は何等かの助剤を加えて 丹念に磨砕する機械的方法

であるが,一般 に長時間を要し,し かもその効果はとくに細菌ではあまり期待されず,さ

らにこの間にDNase等 の作用によりかな り変化するおそれもあつて決して好ましい方法

であるとは思われなかつた.し かしアセトン 脱水処理による細胞膜の変化等から若し本法

が有効であれば甚だ好都合でもあるので一応試験した.

実 験1す でに明らかなようにDNA含 量が低いためにまず出来 るだけ不純物を除

き相対的にDNA含 量を高めてから核酸を抽出する事が望ましい事は,脾 臓の場合DNA

に富む細胞核だけを分離ししかる後 これからDNAを 抽出する事と同様である.細 胞内で

はDNAは 蛋白と結合して存在して通常稀NaCl溶 液には溶けず,ま たア ミラーゼ生産

菌のDNaseも 動物組織のものと同様にクエン酸 によつて抑制されるので,ま ず0.14M

NaC1-0.01Mクエン酸 ソーダ混液で抽出した.す なわち乾燥菌体5gを 少量ずつ乳鉢で

ラッ ピング(日 興製砥KK,WA,粒 度 獅00)と ともに上記混液を適宜加えて十分に磨

砕する.全 量500mtの 磨砕懸濁液 とし暫 く振盪した後1晩 氷室に静置,傾 薦して上清を

除きさらに3000r.P.m.で20分 間遠心分離した後抽出残渣を再び400m1の 混液で磨砕

抽出する.



牛脾臓のDNA蛋 白は1MNaClに 溶解 しDNAと 蛋白質とが解離するので この状

態で除蛋 白してDNAを 得ているが,組 織によつてはより高濃度のNaC1溶 液を用いな

ければならない事 も知られている.本 菌についてはこれ等の性質は知られていないので念

のため高濃度を用いる事とした.上 記稀NaC1一 クエン酸混液で抽出した残渣を200mlの

2MNaCl-O.01Mク エン酸ソーダ で抽出し8000r.P.m.で30分 問遠心分離した・残渣を

同じくクエン酸含有の4MNaClで 抽出し不溶部を除 く.か なり白濁 してい る両抽出液

をそれぞれ2倍 容の=タ ノールに注入し,生 じた沈澱を集め再び4MNaC1にWaring

ブレンダーで懸濁溶解 し1晩 冷蔵庫に放 置して核酸と蛋白質 とをよく解離させる・ これを

Sevag氏 法9)によつてクロロホルムーオクチルアルコール(9:1)混 液で除蛋白 を繰 り返し

クロロホルム蛋白 ゲル被膜が生じな くなるまで行な う.遠 沈して得た透明上清を2倍 容ア

ルコールに添加,氷 室に放置後生成沈澱を集め,再 び水に溶しさらに念のため遠心分離 し

て完全に不溶物を除いた後2倍 アルコールに加えて沈澱する.引 続いて70%エ タノールで

3回,80%,90%及 び95%と 濃度を高めなが らそれぞれ1回,つ いで100%エ タノ

ールで3回,沈 澱を洗滌すると共に脱水し,最 後にエーテルで3回洗滌 してアルコールを

除いた後デシケーター中で減圧下に乾燥し13.5mg及 び3.5mgの 乾燥粉末を得た・前者

(標品I-レ13)は 白色であつたが後者(標 品1-1b)は 多少灰色を帯びた.

実 験2DNAの 抽出調製が甚だ困難な家蚕組織の場合,食 塩水の代 りに先ず0・2

%ク エン酸で細胞核を分離しそれ からDNAを 抽出して 好結果を得,初 め て家蚕から

DNAの 糸状標品 を得る事に成功 した.5)勿 論これが直ちに アミラーゼ生産菌に適用出来

るとは考えないが,少 な くとも家蚕の場合DNA蛋白 は溶解せず,RNAを 含む細胞質部

は除かれるので,と くにDNAに 比べてRNAを 多蹴に含むアミラーゼ 生産菌の予備処

理にも稀NaC1に 代つてクエン酸を試みた・

59の 乾燥菌体を前回同様500m1の0.2%クエ ン酸で磨砕抽出した・実験1(第3表)

から明らかなようにDNAは2MNaC1で 十分抽出され るので,2回 予備処理を行なつた

抽出残渣を400mlの2MNaCl-O.01Mク エン酸 ソーダ混液にWaringブレンダー で磨

砕懸i濁し1晩 氷室で抽出後8000r.P.m.で20分 問遠心分離した・残渣を再び2MNaC1で

抽出し,両 抽出液を それぞれアルコー ルに加えて沈澱,再 び150mlの2MNaCl-0.01M

クエン酸ソーダに溶かし,ク ロロホルムで除蛋白後アルコール 沈澱,以 下同様にアルコー

ル及びエーテルで脱水乾燥し17.5mg(標 品1-2a)及 び15rng(標 品1-2b)の 白色粉末を

得た.之 等標品の水溶液についての値を第3表 及び第1図 に示す.

得 られた標品はいずれ も純度の極めて低いものでRNAの夾雑 は免れなかつた・この中

標品1-1bは その吸収スペク トルからも核酸であるとは 考えられずシステイ)/-H2S0.反

応及びオルシンーHC1反 応も認められなかつた.従 つて,DNA蛋 白の抽出はアミラーゼ

生産菌の場合も2MNaClで 十分である事が示された・ 又予備処理は0・14MNaClよ

りも0.2%ク エン酸の方が好 ましい事は家蚕組織の場合と同様であつたが,こ れ とともに

RNA夾雑 量の増加も避け られなかつた.さ らにクエン酸処理によつて家蚕の場合その組

織塊がやや硬 くなる傾向が あることを経験したが,ア ミラーゼ菌にお いて も2MNaC1

での核蛋白の抽出は0.14MNaC1予 備処理の場合のように1回 では十分でない傾向も認



Table 3. Preparation by grinding procedure.

Fig. 1. UV absorption spectra of  Prep.  I—la, Prep.I—lb, Prep. I-2a and Prep. 
      I-2b. Absorptions were estimated on 0.1% solution of the preparations.

め られ る.い ず れ に して も核 蛋 白質 を溶 解 しな い 溶 媒 で 数 回磨砕 抽 幽 し て不 純 物 を予 め 除

い た に も拘 らず 少 鷺 の低 純 度 標 品 しか 得 られ ず,磨 砕 だ け に よ るDNAの 抽 出 調 製 は 予 期

した よ うに好 ま し くな い 事 が示 され た.

II.界 面 活 性剤

Dounce氏 等6)は 界 面 活 性 剤 を 用 い るDNA調 製 法 を 記載 し 本 法 は 収 賦 も非 常 に 良 く生

成 物 の質 も優 れ て い て 然 も操 作 の ステッ プ も少 な く甚 だ 良好 な方 法 で あ る と報 告 した.同

氏 等 はNa-dodecylsulfateとNa--alkylsulfateと の混 合 物 を含 む 市 販 品DuponolME

を用 い てい るが,我 々は入 手 の 点 を考 慮 して エ マ ールOD(花 王 石 鹸KK)を 用 い る こ と

と し,Duponol同 様 に熱 エ タ ノ ール か ら2回 再 結 後 数 回エーテル で洗滌 し,そ の59を

100ml45%エ タ ノ ール に溶 解 して使 用 した.

実 験3乾 燥 菌 体59を0.14MNaC1-O.01Mク エ ン酸 ソー ダで500mlず つ3

回洗滌 後,同 混 液500mlに ブ レ ン ダ ーで 懸 濁 す る・ これ に45mlエ ーマールOD溶 液 を

攪拌しな が ら徐 々に加 え25.に3時間振盪 した ・Dounce氏 等 に よ る と憤 胸 腺 か ら調 製 す



る際 は活 性 剤 の添 加 操 作 中 に か な り粘 稠 な ゲ ル状 に な り直 に 次 の段 階 に 移 つ て い るが,本

菌 で は この よ うな顕 著 な粘 性 の増 加 は認 め られ な か つ た の で振盪 時 間 を延 長 し且 つ この

閤 のDNase作 用 の 防止 を 十分 に す るた め にクエン酸 ソー ダを 加 えた.次 い で27.59の

NaC1を 加 え て そ の濃 度 を1Mと し1晩 冷蔵 した.こ こ で も原 報記 載 の よ うな 粘 度 の増

加 は ほ とん ど見 られ な か つ た.繭 体DNA蛋 白 の抽 掛が 不 十 分 な 事 も考 え られ る ので 更 に

NaClを 追 加 して2Mと し再 び2S'で3時 間振盪抽 出 した後8000r.P.m.で30分 間 遠 心

分 離 した.上 清 を2倍 容 ア ル コ ール に添 加 して 沈 澱 さ せ,遠 心 分 離 し て 集 め 再 び150m1

2MNaC1に 溶解 し た,1晩 冷 蔵 し て蛋 白 との解 離 を 十分 に達 成 させ た後 クロ ロホ ル ム処

理 を 行 な つ た.12回 反 復 し て蛋 白質 を 除 き透 明 溶 液 か ら再 び ア ル コ ール で沈 澱 させ た.

す で に 示 した よ うに ア ミ ラ ーゼ 生 産菌 に お い て もDNAに 比 べ てRNA含 鼠が著 し く

高 く得 られ た 核 酸 沈 澱 の 中 にRNAの 顕 著 な夾雑 が起 る事 を 免 れ得 な い 事 は酵 母 か らの調

製 の場 合 と同 様 で あ る.Chargaff氏 等2)はCa塩に 対 す る両核 酸 の 溶解 度 の 差 を利 用 して

十 分 では な いが か な りの程 度 に分 別 し酵 母DNAを 調 製 した.そ こで これ に微 つ て ア ミラ

ーゼ生 産菌 か ら得 た 一上記沈 澱 を100ml10%CaC12水 溶 液 に 溶 し,*tl)30m1ア ル コ ール を

徐 々に加 え て 自濁 を生 じた*b).冷 蔵 後8000r.P.m.で20分 間 遠 心 分 離 し沈 澱 を2MNa・

Clに 溶 し冷 蔵 す る と,さ きに ク ロ ロホ ル ム ゲル 被 膜 が 生 じな く な る まで 十 分 除 蛋 白 して

い るに も拘 らず ク ロ ロホ ル ム処 理 で再 び若 干 の蛋 白 ゲル を生 じた ・4回 処 理 し て完 全 に 蛋

白 を除 き,ア ル コー ル沈 澱,脱 水乾 燥 して141mgの 白色 粉 末(標品II-1a)を 得 た.一

方0.3容 アル コ ー ル添 加 で生 じた 沈 澱 を除 いたCaC12一 アル コー ル上 清 に 更 に170m1ア

ル コー ル を追 加 して 添加 量を 原 液 の2倍 と して 白色 沈 澱 を得 た.同 様 に2MNaC1に 溶

し除蛋白(2回 で 十分 で あ つ た)後,ア ル コ ール 沈 澱,脱 水 乾 燥 して122mgの 白色 粉 末

(標 品II-1b)を 得 た.

こ うして 少 な くと も磨砕 に よ る 場 合 よ りは収 量は 多 く得 られ た が これ に伴 い純 度 は低 か

つ た.し か し細 胞 を破 壊 す る こ とな く単 に この よ うな処 理 だ け で(勿 論 ア セ トン処 理 は行

な つ て い るの で 生菌 の 場 合 とは 異 な る と思 わ れ る)細 菌 の よ うに 動 物 組織 に比 べ て か な り

強 い 細 胞 膜 を もつ もの か ら も核 酸 部分 が 十分 に抽 出 され るか 否 か を次 に試 験 した.上 記 エ

マ ー ルOD--2MNaCl抽 出残 渣 を 次 項 で述 べ る方 法 に従 つ て400mlO.5%フ ェ ノ ール

(0.1MNaC1-0.01Mク エ ン酸 ソー グ に 溶 解)で 重 ね て 抽 出 し,ア ル コ ー ル 沈 澱,2M

NaC1に 再 び溶 し不 溶 部 を8000r.P.m.で20分 間 遠 心 分 離 し て除 去 した 後 上 清 に つ い て

除 蛋 白 した.蛋 白含 量 は 少 な く クロロ ホ ル ム処 理3回 で 終 つ た.再 び アル コ ール で 沈 澱後

10%CaC12に 溶 解,0.3容 ア ル コ ール を加 え た が殆 ど沈 澱 は 生 成 せず 少 な く とも標 品II-

1aに 相 当 す る部分 は含 まれ な い 事 を示 した.更 に ア ル コー ル を追 加 し て2倍 容 とし 標 品

II-1bに 相 当す る部 分 を得,念 のた め ク ロ ロホ ル ム処 理(蛋 白は ほ とん ど含 まれ ず2回 で

十 分),沈 澱,脱 水 乾 燥 して133mgの 白色 粉 末(標 品II-2)を 得 た.

*a)こ の溶液を2倍 容アル コールに添加す ると糸状沈澱が初めて得 られたが
,これ を再び繰 り返す

と次には糸状物 はもはや生 じなかつ た.ま た逆 にア ルコールを この溶液に添加す ると糸状物 は

得 られず沈澱 は泥状であつた.

*b)酵 母では ここで糸状沈澱が得 られてい る.



しか るに アセ トン乾 燥 菌 体 を0.14MNaCl-0.01Mク エ ン酸 ソー ダ混 液 で3回洗滌 後,

0.14MNaC1の 代 りに初 めか らNaC1濃 度 を高 く して2MNaCl-O.01Mクエン酸 ソー

ダ に懸 濁 し,こ れ に エ マー ルODを 加 え て前 回 同様 に振 嶽 抽 出 したが,遠 沈 して 不溶 物 を

除 い た抽 出液 か らは2倍 ア ル コー ルに 添 加 して もほ とん ど沈 澱 を 生 成 せ ず,初 め か らNa-

Cl濃 度 を高 くした 場 合 の本 法 に よ る核 酸 の抽 出 調 製 は 不 可 能 で あ る 事を 示 した.

Table 4. Preparation by detergent procedure.

Fig. 2. UV  absorption-,;  spectra of Prep. II-la, Prep. II-lb and Prep. II-2. 
     Absorptions were estimated on 0.1%6 solution of the preparations.

標品II-1b及 びII・-2は 核酸特有 の紫外部吸収 を示さない事は第2図 か ら明らかな通

りであつて,特 に酵母核酸の場合のRNAに 相当するII-1bがRNAを もほとんど含 ま

ない事が推定される点か らも,ア ミラーゼ生産菌の場合核酸のCaCl2へ の溶解性はかな

り異なるものと思われる.他 方標品II-2が 何等核酸物質を含 まない事は少なくとも活性

剤処理によつて一一応核酸は抽出される事を示唆する.し かしII-1aも 第4表 に示すように

多少の核酸を含むがその含量は低 く,磨 砕法に比べて収量の多い事は専 ら不純物の増加に

基づ くに過ぎないことを示すものであつて,本 法 もまたアミラーゼ生産菌に適用す るには

好 ましいものとは云 うことは出来ない.

これに関連して観察された興味ある点は クロロホルムによる除蛋白の問題である.即 ち

Sevag氏 法は現在最も優れた方法として専 ら利用されている除蛋白操作であつて,核 酸の



変性 を避 けつ つ 除 蛋 白効 果 も良 好 で あ り,動 物 組 織 か らの核 酸調 製 の 場合 クロ ロホ ル ム蛋

自 ゲル被 膜 が もはや 生 じな くな る ま で繰 り返 す と蛋 白質 は 一 応 完 全 に 除 き得 た と見 徹 して

差 支え な い と云 わ れ て い て,我 々 も脾 臓 か らのDNA調 製 を しば しば 行 な つ て この 点 を確

め た.し か し他 方Braun氏 等1)に よ る と 一Bruce〃a核 蛋 白 の約25%は 除 か れ ず に 核 酸 に

結 合 して い る と 報告 され てい る.ア ミラ ーゼ生 産 菌 に お い て もCaC12一 アル コー ル 分 別 前

に 核 酸 標 品は 既 に ゲ ル被 膜 を生 じな くな る まで 十 分 に ク ロ ロホ ル ム処 理 を行 なつ てい るが

この段 階 で の標 品は 常 に ビ ュ ー レ ッ ト反 応 陽 性 を示 した.し か しCaC12分 別 後NaC1に

溶 し引 続 き除蛋白 操 作 を行 う と再 び 或 る程 度 の クロロ ホ ル ム蛋 白 ゲ ルを生 じ,こ の操 作 を

経 て 初 め て ビ ュ ー レ ッ ト反 応 ない しは フ ォー リン 銅 反 応 陰 性 の標 品が 得 られ た.勿 論 こ

の 性 質 に つ い て は 明 らか で な い が,少 な くと も木細 菌 に お い て は ク ロ ロホ ル ム処 理 は完 全

な 除 蛋 白に は 十 分 で な くCaC12分 別 に よつ て 残 存 蛋 白が解 離 す るに 至 る もの と考 え られ る

の でDNA調 製に 際 し て考 慮 し なけ れ ば な らな い.

III.フェ ノ ール 法

Braun氏 等1)はBrucellaabortus細 胞 か ら特 別 に 細 胞 膜 破壊 操 作 等 の 前 処 理 を 行 な う

こ とな く0.5%フ ェ ノ ール で抽 出 して特 異 的 な型 質 転 換 能 を もつDNA含 量の高 い標 品 を

得 た が,吏 にEsch.coli,Pneumococci,鮭 精 子,廿日鼠 の1ymphosarcomaascites等

の細 胞 か らのDNAの 分 離 に も適 用 した.我 々は 牛脾 臓 に つ い て 本 法 を試 み か な り容 易 に

DNA糸 状 物 を 調 製 出来 た ので*{』)アミ ラー ゼ生 産 菌 に も適 用試 験 した.

実 験4109の ア セ トン 乾燥 菌体 を0.1MNaCl-O.01Mク エ ン酸 ソー ダ に 溶 し

た0.5%フ ェ ノー ル 溶 液400mtに 懸 濁 し370で48時間 時 々振盪 し な が ら抽 出 した.

8000r.pm.で30分 間遠 心 分 離 して淡 黄褐 色 の上 清 を得 た.こ れ を3倍 容 の ア ル コ ール に

加 え1晩 冷1歳後8000r.P.m.で30分 間遠 沈 し て か な り多 量 の沈 澱 を得 た.再 び200ml

の2MNaC1に 溶 し冷 蔵後 十 分 に ク ロロ ホ ル ム除 蛋 白 を行 な い(16回 反 復 した),2倍 容

ア ル コ ール に加 え る と初 め て 糸 状 沈 澱 を生 じた.こ れ を硝 子 棒 に捲 きつ け て集 め75%ア

ル コー ル で洗滌 後CaC12-一 ア ル コー ル に よる分 別 を行 なつ た.こ の 場 合 沈 澱 をWaringブ

レ ソダ ーを 用 い て100m110%CaC12水 溶 液 に 溶 解 し10000r.P.m.で30分 間遠 沈 した.

不 溶 沈 澱 を 再 び100rnlCaCl2に 溶 した が な お あ る程 度 の不 溶 物 が残 つた*d).

CaCl2溶 液 につ い て常 法 通 り0.3容 エ タ ノー ル沈 澱,そ の上 清 に つ い て2倍 容 アル コ

ール 沈 澱 を 行 な い,生 成 沈 澱 を そ れ ぞ れ150ml2MNaC1に 溶 し,さ きに 認 め た よ うに

残 存蛋白 が さ らに解 離 す るの で 前者 で6回,後 者 で4回クロロホルム 処 理 を行 な つ た 後 ア

*c)従 来の方 法は屠殺後出来 るだけ速やかに しかも氷冷下に細 胞核 を分離 した 後に これ か ら1M

NaClで 核蛋白を抽出分離 した.そ のため少 な くとも10回 以上の洗篠,遠 沈操作を反復 したが

設備の関係 で処理量に制限があ りしか もかな り長時間を要 し非常 に多忙で あつて この 間の変化

のおそれ もないとは保障 出来 ない.こ れに対 して フェ ノール法では組織 を直 にフェ ノールで磨

砕抽 出 ししか もこの間低温に保持す る必要 もないので極めて簡便で あつた.し か しRNAの 爽

雑 が多 くRNase処 理等 の精製を要 した.

*d)こ の不溶物を20mlNaC1に 溶 し,そ れで も溶けない部分を5ml水 に懸濁 し,両 者につい

て定性試験を試みたが,シ ステインーH2SO4反 応 は勿論陰性,無 機燐反応 も陰性であり,全 燐は

前者で390r,後 者で200rで あ りDNAは 含まれなかつた.



ルコールで沈澱 した.こ の場合Chargaff氏 等による酵母の場合と異なつて0.3容 アルコ

ール区では白色不定沈澱を生 じ一方後者か らは糸状物が得られた.常 法に従つて脱水乾燥

したが後者の糸状沈澱もアルコール濃度を逐次高め脱水が進むに従つて粉末化した.こ う

してそれぞれ22mg(標 品III-1a)及 び280.5mg(標 品III-1b)の 自色粉末が得 られた.

本操作中最 も特徴のあるものは初めのアルコール沈澱であつて,前2法 によるもの乃至

は牛脾臓の0.5%フェノール 抽出液か らの場合 と異なつた.す なわちアミラーゼ生産菌の

場合抽出液のアルコールへの注入初期(ア ル コール高濃度)で は先ず自色短糸状の沈澱を

生ず るが,抽 出液の添加(ア ルコール濃度減少)に 伴つて糸状沈澱は泥状 となつて液は白

濁 し,さ らに沈澱は溶解を始めて核酸沈澱の標準濃度 とも云える抽出液 とアルコールとの

比1:2の 場合には沈澱はかな り少な くな り糸状物は消失 し泥状沈澱は速やかに沈降して

淡 黄色透明の上清を生ず る・勿論これにアルコールを加えると沈澱は再び増加する.従 つ

てアルコール濃度の高い程多量の沈澱を得る.50倍 容程度の著しく過剰のアルコールでは

添加初期同様に非常に粘稠な白色の短糸状沈澱であつてしかも水に溶け易 く,こ れまで牛

脾臓から得たDNA蛋 白ないしはDNAの 糸状沈澱とは著 しく異なつている.こ の糸状

物は1MNaC1に 溶せば次には2倍 容アルコール て再生される.こ のように2倍 以上の

Fig. 3. UV absorption spectra of Prep.  III-la, Prep. III-lb, III-Sup. 2 and III-
     Sup. 3. Absorptions were estimated on 0.1% solution of the preparations 

     and on the supernatants diluted five times.



アルコールで沈澱 量は罪1加するが,こ の場合新たに生成してくる沈澱 も核酸を含むならば

本細菌核蛋白のアルコール 沈澱性は他のものと異なるわけである.そ こでフェノール抽出

液の 部 をそれぞれ2倍 及び3倍 容のアルコールに加え遠沈 して生成沈澱を除いた透明上

清(III一上清2,m一 上清3)の 吸収 スペ クトルを求めた.標 品IHla,111-1bの ものと

共に記載した第3図 は5倍 稀釈液についての値であるが,い ずれ も270m!`に 極大,239

mμ に極小値をもち核酸成分が260mμ 付近にとくに顕著な紫外部吸収をもつていること

を考慮すれば,両 ヒ清は核酸を含 まないかまたは極めて少量であつて問題 とするに要しな

いと考えられ る.従 つてアルコール濃度を高めて生成沈澱 量を増しても核酸以外の不純物

の増加を来すに過ぎず得 られ る標品は却て純度を低下す るだけである.

木法で得 られた標品の性質を第5表 に示すがIII-laは1及 びIIの ものに比べてかな

り良好な標品であつた.こ れに対してIII-1bは その吸収 スペク トルからも大部分が核酸

以外の物質である事が推定されたがDNA,RNAの 呈色反応も認められなかつた.

Table 5. Preparation by phenol procedure.

実 験5フ ェノール法によるDNA調 製は多少可能性のある事を示したがその収量

は甚しく低い.こ れはとくに菌の破壊を予め行な うことにより改良されるのではないかと

い うことも考えられるので磨砕法 と組合せて試験した.

109の 菌体を少量宛ラッピソグ を加えて乳鉢で約20分 間入念に磨砕 しなが ら500mt

O.5%フェノール(0.1Mク エン酸 ソーダ,0.1MNaC1含 有)で 抽出懸濁し37'に45時

間時々振溢しながら放置する.10000r.P.m.で30分 遠沈し,残 渣 を再 び100mlフ ェノ

ールで抽出,澗 濁抽出液を合わ せ2倍 容アルコールに 添加,生 じた 沈澱を300ml2M

NaClに ブレンダーを用いて溶解する.液 は潤濁し12000r.P.m.で30分 間遠心分離して

も沈降しないが除蛋白 す ると透明になつた.クロロホルム 処理を18回 行なつた後アルコ

ールで沈澱 したが1晩 放置すると核酸を含む白色泥状沈澱のほかにかな りの量の針状等の

結晶が器壁等に析出した.核 酸を含む沈澱は300mlの10%CaC12に ブレンダーを用い

て懸濁 し,不 溶物を遠沈除去 した後0.3容アルコール で沈澱,160ml2MNaC1に 溶し

重ねてクロロホルム で10回 処理して除蛋白を完了後常法に 従いアルコール 沈澱,脱 水乾

燥して97.5mgの 白色粉末(標 品III-2a)を 得た.CaCl2上 清に2倍 容アル コールを追加

す ると実験4と 同様に白色糸状沈澱を生 じた・この沈澱がCharga'ff氏 等の酵母核酸に於

けるRNAに 相当するわけであるが,こ れまでも述べた ように沈澱は糸状をなしてDNA

に似ているにも拘 らず核酸をほとんど含 まない事は明らかであるが念のため今回得られた

糸状沈澱についてさらに検討した.本 沈澱は水に溶け易 くアルカリ性では寒天状に凝固す

るがIIC1を 加えると再 び溶ける.そ の水溶液の吸収 スペク トルは第4図 に示す ように

(標品III-2fib)紫 外部に特有の吸収を示さない.CaCl2処 理によつて結合蛋白が離れ易



Fig. 4. UV absorption spectra of  Prep.  III-2a, Prep. III-2b, Prep. III-2c, 
Prep. III-2d, Prep.IlI-2fib and Prep. III-2a'. 

     Absorptions were estimated on 0.1% solution of the preparations 
     except Prep. III-2fib, which was 0.05%.

くな る事 は 同 様 で あつ て 全沈 澱 を180mlの2MNaC1に 溶 解 し ク ロ ロホ ル ム処 理 を さ

らに7回 行 な つ て除 蛋 白を終 つ た.こ の除 蛋 白 液 を2倍 容アルコール に 直接 添 加 す る と再

び 糸 状 沈 澱 を生 ず るが 逆 に 少 量 宛 アル コ ール を この 除 蛋 白液 に加 え る と泥 状 沈 澱 が 得 られ

た.そ こで この 除 蛋 白液170m1に85m1アルコール を加 え沈 澱 させ た.遠 沈 除 去 した上

清 に さ らに85mlア ル コ ール を添 加,再 び 沈 澱 を除 い た後170mlア ル コ ー ルを加 え た.

こ うし て半 容,等 容 及 び2倍 容 と アル コ ー ル添加 量 を 逐 次 高 め て分 別 した各 沈澱 を そ れ ぞ

れ 水 に 溶 し,再 び ア ル コ ー ルで 沈 澱 後 常 法 通 り脱 水 乾 燥 し て233mg(標 品III--2b,灰 自

色),28mg(標 品III-2c,白 色)及 び10mg(標 品IIF2d,白 色)の 粉 末標 品 を得 た.

これ 等 の吸 収 ス ペ ク トル も 第4図 に 示 す が何 れ も特 異 的 な吸 収 は認 め られ なか つ た.し か

し オ ル シ ソ-HCI反 応 は か な り顕 著 で あつ た.



Table 6. Preparation by grinding—phenol procedure.

 4' Some positive color reactions by Cysteine-H2SO4 and Orcine-HC1 were observed in 

preparations III--2b, III-2c and I1I-2d, although these contain no nucleic acid as de-
termined by the extinction curves. Therefore, figures in Table are expressed by the 
amounts of nucleic acids corresponding to the color intensities.

こ こで も フ ェ ノ ール抽 出 に 磨砕 を組 合 わ せ た 場 合 標 品III-laに 比 べ てIiI-2aの 収 量
　

は約4・5倍 に増加 したが・不純物の増加も来して標品の純度は約1/2に 低下した・従つて

絶対量からは得 られたDNA量 はほぼ倍加されるわけで,し かしてごの標品を'さらに精製ノ
すれ ば か な り純 度 を高 め る事 が 出来 た.す なわ ち標 品III--2a50mgを1MNaOH3m1

に溶 す.か な り多 量 の不 溶 物 を遠 沈 除 去 後370に2日 間 保 持 した.寒 天 状 に 凝 固 した の で

更に2mlのNaOHを 追加して掩

絆後遠心分離する.NaOH溶 液を

30%醋酸 でpH4に 調節 し半容の

アルコールを加え,生 じた沈澱を常

法通 りアルコール及びエーテルで脱

水乾燥 し4mgの 白色 粉 末(標 品

III-2a')を 得た.こ れは第6表 に示

すようにかな り純度 も高 くRNA

もほとんど含 まれないものであつた

が収量は低 く原乾燥菌体の約0.08%

に過ぎなかつた.こ れ らの標品に大

部分不純物 として含 まれ るNaOH

不溶物は水を加えさらに1NHC1

でpHを6に 調節すると殆 ど完全に

溶解 し,極 めて顕著な無機燐酸の反

応を示した.

器壁等に附着析出した結晶は核酸

沈澱部より重いのでアルコール懸濁

液の傾薦によつて分離出来る.水 に

溶け易いので25m1に 溶かしこれに

アルコールを加えて再び析 出 した

が,約40m1添 加して微濁,45m1

で白濁したので更に5m1追 加して

全添加量を2倍 とし,冷 蔵後吸引濾

Fig. 5. Crystals contaminated in Prepa-

     ration. Crystals were precipitated 

     by addition of 2 volumes of alcohol.



Fig. 6. Crystals contaminated in prepa-

     ration. Crystals were precipitated 

between 2 and 4 volumes of alcohol.

過し水かち2倍 アル コールで重ねて

再結した(第5図).ま た結晶を除い

た濾液にさらに等量のアルコールを

加えると再び結晶を生じた.こ れも

同 じく水か ら4倍アルコール で再結

出来た(第6図).勿 論これらの結晶

は核酸 とは関係のないものであつて

紫外部吸収も認められない.し かし

核酸 と似たアル コール沈澱性をもつ

ため核酸標品に夾雑す る可能性 もあ

るので本法による核酸分離に際 して

は注意を要する.

実 験6菌 体を磨砕 してフェ

ノール抽出を行な うと未処理のもの

に比べて収量を増すが純度の低下を

免れないことは実験5に 示す通 りで

ある.そ こで他の菌体破壊手段とし

てデオキシコール酸による溶菌を併

用試験した.こ の方法は元来Braun

氏等が初めBrucellaに ついて試み

その途中でフェノール処理だけで有

効な事を認めたものである.し かし

繰 り返し述べるように菌の種類によ

つて調製法の優劣も異 るので一応本

法 も検 討 した.5.89の 乾 燥菌 体 を0.5%フ ェ ノー ル500mlに 懸 濁 し さ らに19デ オ キ

シ コー ル酸 ソー ダを 加 えて37。 に24時 間振盪 抽 出 した後,常 法 に従 つ て ア ル コ ール沈 澱 ・

NaC1へ の溶解,ク ロ ロ ホ ル ム除 蛋 白,再 沈 澱,CaCl2中 で の 分 別 沈 澱 ・ ク ロ ロ ホル ム再

処 理 を 行 な い最 後 にアルコール 沈 澱,脱 水 乾 燥 し て118mgの 標 品III-3を 得 た が 純 度 は

と くに 低 く却 つ て好 ま し くな い 事 は第7表 及 び 第7図 に 示 す 通 りで あ る.

Table 7. Preparation by phenol-deoxycholate procedure.



       Fig. 7. UV absorption spectrum of  Prep.Ill-3. 
Absorption was estimated on 0.1 % solution of the preparation.

考 察

核酸調製に際 しては他の生物物質の場合と同様に含有量の高いものを原料 とす るのが常

道であつて,と くに支障ない限 りDNAに は動物の精子,胸 腺或 は脾臓が 専 ら用いられ

RNAは 酵母から抽出されている.ア ミラーゼ生産菌は生菌ないしアセ トン乾燥細胞のい

ずれにしてもその燐酸分布から検討すれば酵母同様RNAに 富む事は明らかなことであつ

て,原 料の入手し易さから仮令工業的に大量に得 られしかも現在利用されることな く廃棄

されているものを用いるとしてもDNA源 としては決 して好 ましいものではなく,そ の調

製は酵母からの場合と同様著しい困難を伴 うことは明らかに予想される.

さらにDNA含 量の高い胸腺や脾臓の場合でもDNAは 細胞核に主 として局在してい

るので,抽 出に先立つてまず核を分離して抽出材料のDNA含 量をさらに高め併せて細胞

質部を除 くことによつて,と くに夾雑 物中最も問題となるRNAを 予め出来 るだけ除 く利

点をも利用している.こ れに対 して細菌では細胞核を集めるような予備濃縮操作を十分に

行な うことも出来ず,DNAに 比べてRNA含 量の高い細胞の全成分から出発 しなければ

ならない不利もある.従 つて細菌からDNAの 抽出分離は著 しく困難であつて得 られる標

品の純度の低い事は免れない・唯核蛋白質の溶解度を利用してDNase作 用を抑制 しなが

らO.14MNaC1或 は0.2%クエン酸 等で磨砕抽出して不純物を予め除 くことは或る程度

望ましい予備処理である.し かしこれにしても動物組織の細胞核からDNAを 抽出する利

点には及ばない.し かして予備処理は収量の点から検討す ると家蚕組織の 場合と同様に

NaClよ りも0.2%クエン酸 溶液を用いた方が多少優れているようであるが,こ の酸性溶

液での予備抽出が アミラーゼ生産菌の場合により温和 な 中性でのNaCl抽 出 と同様に

DNAの 性質に全 く影響がないか否かとい う点に若干の危惧が残 る・



ここに検討 した磨砕法,界 面活性剤法及びフェノール法によるDNA調 製の中,前2者

は殆 ど問題外であつて(但 し活性剤の種類を検討すれば 可能性の余地があるか とも考えら

れ る)フ ェノール法に多少の可能性を示唆す るに止つた.然 も α5%フェノール による核

酸の抽出は低温の必要はな く30～38'の 恒温器中で処理出来 るためとくに初期の操作が甚

だ容 易である利点をも持つている。 しかしその収 はは同様にかな り低 く,他 の諸法をも含

めて繰 り返 し検討した結果アミラーゼ生産菌の場合細胞膜の破壊が重 要な因子の一つであ

る事が推定される.従 つてフェノール 法の場合適 当な助剤での磨砕を組合わせることは1

つの手段であるが,デオキシコール 酸処理との組 合わせは却つて好ましくなかつた.ま た

磨砕によるDNA抽 出の増加とともにその他の不純物の抽出量も増加 し得 られた標品の純

度は低下した.

これらの調製法の検討とともにアミラーゼ生産菌の核蛋白質の性質ないしDNA調 製上

の注意等の若干 も明らかにする事が出来た.す なわち核蛋白の抽出は2MNaClで十 分

であつてそれ以上 にNaCl濃 度を高める必要はない.ま たアルコール沈澱も他の組織のも

のと同様に2倍 容アルコールで十分であり,細 菌抽出液にはより高い濃度で初めて沈澱す

る物質も含まれているが核酸以外のものである.

つぎに クロロホルムによる除蛋白は,脾 臓等の場合1MNaC1溶 液中で蛋白 の解離が殆

ど完全に行なわれるのでゲル被膜がもはや 生じな くなるまで繰 り返し処理すれば十分であ

つて,フ ォー リン法やビューレット法で陽性反応は認められない.こ れに対 してアミラー

ゼ生産菌の場合はこれでは十分でな くて,一 部の蛋白 は解離しないためか,こ のままでは

除かれない.し かしこのように十分 クロロホルム処理をした核酸沈澱をCaC12に 溶 してア

ルコールで再沈澱すれば,NaC1溶 液中で残存蛋白はクロロホルム とゲルを生ず るように

な り完全に除去され る.こ れは細菌に共通 した特徴であるか否かは明らかでないが,少 な

くともアミラーゼ生産菌の場合には留意しなければならない問題である.

また酵母核酸の場合10%CaCl2に 溶かし0.2～0.3容 のアルコール を加えるとDNA

に富む糸状沈澱を生 じ,こ れを除いた上清にさらにアルコールを追力[1して総添加量を2倍

にして沈降する分画はRNAに 富むことが報告されている.こ れに対 してアミラーゼ 生産

菌の場合には同様な処理を行い0.3容アルコール でDNAだ けでな くRNAも 沈澱する

ように思われた.こ の点も注意を要する事項である.一 方種々の方法で得 られたDNA標

品のRNA含 量は生菌乃至アセ トン乾燥菌体のDNA含 量に対す るRNAの 量から推測

すればかな り低 くなつている.こ れは確証 したわけではないが0.14MNaCl或 は0.2%

クエン酸による予備抽出が或 る程度有効なものであることを推測させる.

終 りに臨み貴重な菌株を分与 されて使用の許可を賜つた 大阪市立大学福本寿 一郎教授,

種 々御助言を与えられた里村幸男,山 本武彦両博士及び 多量のアセ トン乾燥菌を頂戴 した

上田化学工業株式会社中村康 一氏(現 薪 日本化学工業株式会社)に 心から御礼申上げます.

総 括

アミラーゼ生産菌の燐酸分布を生菌ならびにアセ トン乾燥菌体について測定した.DNA一

燐含量は極めて低 く前者で約0.02%,後 者で約0.19%で あつてDNA原 料 としては決 し



て好ましいものではなかつた.そ れに対 してRNAはDNAの10倍 ないしそれ以上の

含量を示した.

アセ トン乾燥菌体からDNA調 製を検討すると共にこの操作に於ける核酸ないし核蛋白

の挙動を観察した.試 みた数種の方法の中,助 剤を加えて乳鉢中で磨砕する方法は勿論,

界面活性剤を用 うる方法も本菌には適用出来なかつた.こ れに対 して0.S96フェノール で

抽出する方法は稽 々可能性のある事を示唆し,と くに乳鉢磨砕 との組合わせが有効であつ

たが不純物の夾雑 は免れなかつた.

CaC12一アルコール分別は酵母と異なつて十分の効果は得られなかつたが,ク ロロホルム

処理によつて除去されない蛋白 を離れ易 くする効果が認められた.
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                              Summary 

   Concerning fresh and acetone-dried cells of amylase-producing bacteria, Bac. 
subtilis var. amyloliquefaciens Fukumoto, phosphorus distribution was determined 
by Schmidt-Thanhauser method. It was estimated that DNA-P is very low in 
content amounting to about 0.02 % of fresh cell or about 0.19 % of dried cell, 
while much more RNA-P is contained by 10 to 15 times of DNA-P. Therefore, 
it was suggested that this bacterial cell can  not be suitable to DNA source in 

general, even if cells were multiplied manufacturally and discarded without 
any utilization. 

   Using acetone-dried cells, several procedures for preparation of bacterial 
DNA were discussed by testing them. Firstly, cells were disrupted by grind-
ing with some aid in mortar and extracted preliminarily with diluted NaC1 
solution or 0.2 % citric acid to remove non-DNA substances as far as possible. 
From cell mass remained, DNA was extracted with 2 M NaCl and purified by 
several steps of treatment. These are mainly consist of Sevag's method to 
remove proteins by chloroform-protein gel formation in concentrated NaC1 solu-
tion, and of Chargaff's procedure to separate DNA from RNA by fractionation 
with alcohol in 10 % CaC12 solution. DNA was finally precipitated by adding it 
into 2 volumes of alcohol, removed moisture by stepwise treatment with alcohol 
of increasing concentration, washed with ether and dried in a vacuum desicca-
tor, becoming white powder. However, it was found that this procedure is not 
satisfactory to preparation of DNA, regarding both purity and yield. 

   Secondly, Dounce's method using detergent was investigated. In this 
case, Japanese product, Emal OD, was used instead of original one, Duponol. 
However, DNA preparation also has much inpurities and its yield was very 
low. 
   Finally, DNA was extracted with 0.5 % phenol according to Braun except 
that preliminary treatment with chloroform freezing cells had been omitted. 
From the extract, white powder of DNA was obtained after similar purifica-
tion. The method was seemed to fit more or less for the purpose. However, 
the combination of phenol extraction with grinding in mortar was most suitable 
among all procedures tested. 

   In connection with these trials, some properties of bacterial nucleoprotein 
as well as nucleic acid were observed. Especially, it may be noticed that 
Sevag's method of removing protein is not complete. However, remaining 

protein can be eliminated by further treatment with chloroform in concentrated 
NaCl solution, when DNA precipitate had been fractionated with alcohol in 
CaC12 solution by Chargaff's method after completion of Sevag's procedure. 
Furthermore, it must be remembered that, in the procedure of Chargaff, RNA 
is precipitated together with DNA in CaC12 solution by adding 0.3 volumes of 
alcohol, in contrast from those of yeast. 

   At any rate, DNA preparation from amylase-producing bacteria is very 
difficult and more suitable procedure must be investigated in respect of both 

purity and yield.


