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ア ミ ラ ー ゼ 生 産 菌 か らの 高 純 度 糸 状

デ オ キ シ リボ 核 酸 の 調 製

佐 々木 毅 ・筬島 豊

On the preparation of a highly purified and fibrous deoxy-
   ribonucleic acid  from amylase-producing bacteria, 

Bacillus subtilis var. amyloliquefaciens Fukumoto K-49 

        Takeshi Sasaki nad Yutaka Osajima

ア ミラー.nyゼ生 産 菌,Baci〃USsubtilisvar.atnylo-

liquefaciensFukumotoK-49は 工 業的 ア ミラー ゼ

生産に広 く利用されている.タ ン ク培養において大

量生産が可能になつたが,そ れに平行して各工場でバ

クテリオファージによる被害が観察されるようになっ

た.フ ァージの増殖において最も重要 な役割を 果た

すものは,デ オキシリボ核酸(DNA)で あ り,こ の

物質の性質を解明することはタンク培養におけるファ

ージ対策にとつて欠 くことができない課題でもあるの

で,我 々の研究室ではアミラーゼ生産菌のバクテリオ

ファージの生化学的研究を続けてきた.3)

DNAは 細胞分裂や遺伝現象に深い関係をもつてい

るので,生 体内および生体外でのこの物質の合成機構

に関する研究が,今 日ますます盛んになつてきた.微

生物あるいは動物組織のDNA合 成 には,重 合化の
``primer"と な るDNAの 存在が必要であり

,こ の

primerは 重合度の高いDNAで な くてはならない・

またDNAの 物理化学的性質を明かにする上にも,

primer同 様,重 合度の高いDNAが 必 要である.

今 日一般に,得 られた標品が糸状であるということ

はその重合度が高いということであり,と くに生化学

的活性をもつたDNAの 調製に際 し重要な意味をもつ

と考えられる.

当研究室では,B.subtilisのDNA調 製についてこ

れまでアセ トン乾燥菌体を材料として種々の方法を試

みてきたが,1・2)細菌は 動物細胞と 異なり多糖類から

なる細胞壁をもつているために,細 胞を壊わさずに核

酸の抽出を行なうことは不可能に近い.細 胞壁破壊法

には,機 械的に磨砕する方法,界 面活性剤を用いる方

法等が知られ,こ れらについて比較検討したが何れも

多 くの場合低純度の粉末状DNA標 品を得たに過ぎな

かつた.と くに細胞破壊手段としての物理的方法は,

当然0)こ とながら同時にDNA分 子の低分子量化を招

来するため高亜合DNAの 調製を期待することができ

なかつた.

細 菌のうちでもある種のものは界面活性剤のみで細

胞膜が壊われるとの報告もあるが,5)本 実験に供 した

菌体は,デ オキシコール酸,SDSに 対する抵抗性高

く溶菌現象を観察できなかつた.

一般に,細 菌のDNA含 量は極めて低いこと,分 離

操作中に菌体内酵素による分解を受けやすいこと算の

ためinvivoに おけるような高分子量を持つた標品を

調製することが甚だ難 しく,こ れらの難点を克服する

新 しい調製法が待たれていた.当 研究室において,先

に家蚕DNAの 調製に成 功 したが,6)こ のたびB.

subtilis生 菌体を材料とし,本 菌が リゾチーム感受性

であることを利用 して高純度糸状DNAの 分離調製法

を確立することができたのでここに報告する.

実 験 材 料 お よび 方 法

1。 供試菌株および培養法

供用した菌は,Bacillussubtitisvar.amylolique-

faciensFukumotoK-49で あ る.本 菌は元来,福 木

氏によりアミラーゼ生産菌として黒大豆より分離され

たグラム陽性の稈 菌である.7)菌 体の培養には,下 記

組成(濃 度は最終%)のMI培 地8)を 用い30℃ の恒

温器中で18時 艮ll振嶺培養した.

MI培 地:大 豆粕(ア ルカリ抽出液)5・0%,可 溶性

でん粉1.5%,(NH4)2HPO41.0%,MgSO4.7H20

0.02%,KC10.02%.pH7.0.

振温培養菌を冷凍遠心分離器により遠沈後,沈 澱を

生理食塩水で洗浄して,さ らに8,000r.p.m,で20分

間遠心分離 し菌体を集めそのままないしは凍結(一 夜

一20℃ に保存)し たものを実験に供 した.



2,供 試 試 葉

リゾチ ー ム:市 販 ニ ワ ト リ卵 自か ら直 接 結 晶 法9)に

よ り調 製,等 電 点結晶 を 数 回再 糸、llして使 用 した が そ の

凍 結 乾 燥 標 品 を も用 い た.

P一ア ミノ 安 息、香 酸 ナ トリ ウム(sodiumP-amino--

salcylate,PASと 略 記)二 第一 製 薬 製 品 を 用 い た.

2一エ トキ シ エ タ ノー ル:來 京 化 成 工 業 薬 品 製 を用

い た.

フ ェ ノー ル:試 薬 一 級 品 を 使用 して も,し ば しば得

られ たDNA標 品 が 着 色 した0)で 蒸 溜 して180℃ の

溜分 を と り,水 で90%フ ェ ノー ル と して 用 い た.

ドデ シ ル硫 酸 ナ ト リウ ム(Sodiumdodecylsulfate,

SDSと 略 記):DuponolC(和 光 純薬 製品)を 熱 い エ

タ ノー ルに 溶 か し,熱 い う ちに 濾 過 し0℃ に お くと結

晶 が折 出す る。2度 再 結 して結晶 を エー テ ル で数 回 洗

つ て乾 燥 した もの を 用 い た.

ス トレプ トマ イ シン:糸ll品 硫 酸 ジ ヒ ドロス トレプ ト

マ イ シ ン(武 田薬 品 製)を 用 い た.

3.実 験 方 法

実 験 操 作 巾の 除蛋 白法,脱 水 乾 燥 法,化 学 分 析 お よ

び諸 数 値 の測 定 は 前報 り に従 つ た.

実 験,結 果 お よ び 考 察

実 験IB.secbtilis生 菌1159を0.05M燐 峻 緩 衝

液-0.01Mク エ ン酸 ソー ダー0.5M蔗糖 混液(pH7・0)

1150m1に 懸 濁す る.ク エ ン酸 ソー ダ は実 験 操 作 中の

DNase作 用 を抑 制 す るた め に,ま た蔗糖 は リゾ チー

ム処 理 に よつ て生 ず る フ ロ トプ ラ ス トを 安定 にす るた

め に加 え た.懸 濁 液 を37℃ に 保 ち,リ ゾチ ー ム19

を 加 え攪拌 しな が ら30分 間 作 用 させ た.汗 芋菌 した 懸

濁 液 を 二 つ に 分 け,一 方(650ml)は 動 物 組 織 か らの

DNA調 製 の もつ と も 占典 的 な 方 法 と して 知 られ て い

る塩 化ナトリウム 法 に よ り,10)も う一 方(500ml)は

最 近Kirby氏 等 に よつ て 開 発 され 優れ たDNA調 製

法 と して 注 口 され て い る高 濃 度 フェ ノー ル法11)に よ つ

てDNA調整 を 試 み た.前 者を 実 験1-1,後 者を 実

験1-2と して示 す.

実 験1-1上 に記 した 溶 菌液 を 急 冷 し,2倍 容 の

95%ア ル コー ル 中に 注 入 し,淡 黄 褐 仏 糸 状 沈 殿 を得

た.こ れ を ガ ラ ス棒 に 巻 きつ け て分 離 し,70%ア ル コ

ー ル で 洗 浄 後 ,3,000r.P.m.で10分間 遠 心分 離 して

集 め た.こ の沈 殿 を2MNaC1-O.01Mク エ ン酸 ソ ー

ダ で一 晩4℃ に て 抽 出 した.得 られ た核 蛋 白質 溶 液 を

クロロ ホ ル ムー オ クチ ル ア ル コー ル(8:1)12)で 蛋 白

ゲルを生 じなくなるまで繰り返 し除蛋白 した後,2倍

容アルコール中に注ぎ,粉 末状灰褐仏沈殿を得て,常

法通り脱水乾燥 した.収 肚は199mgで あつた.(標

品1-一1).標品1-1の分析 値か第1表 に示 した.

本標品は 糸状物として得ることができなかつた.し

かしアセ トン乾燥菌体を材料 としてDNA調 製を行な

つた標品1・2)と比 較すれば,塩 化 カルシウム処理によ

る精製13)を 行 なつていない にもかかわ らず 木標品は

DNA含 旦 の増加 にみるべきものがあつた.こ の原因

として考えられることはアセ トン乾燥菌休としてでは

なく,培 養後直ちに集菌した新鮮菌体を用いたことに

あるとみて良いと思う.ア ミラーゼを生産している工

場より恵与を 受けた アセ トン乾燥菌体を 材料 とすれ

ば,同 一培養条件の多量の菌体を利用して実験,比 較

できる利点はあつても,ア セ トン乾燥菌体の保存の過

程におけるDNAの 分解による変質は避けられないで

あろう.

実験1-2溶 菌液500m1にPASを6%に な るよ

うに加え,さ らに90%フ ェノール500m1を加えて

室温で1時 間麗1/三後,3,000r、P.m.で30分 間遠沈し

た.遠 心分離管は第1図 のように上から透明濃褐仏水

溶液層,淡 黄褐仏のゲル状蛋白質層,フ ェノール層,

最下層 の沈殿に分かれた.ま ず530m1の 水溶液層を

傾斜法,あ るいはピペットで分画採取しこれに同容の

エ トキシェタノールを加えたがわずかに沈殿を生 じた

だけで糸状DNAは 得 られなかつた.し かしこの状態

aqueous layer  (DNA, 
RNA, polysaccharides) 

interphase 
(insoluble protein) 

phenol layer 

precipitate

Fig. 1. Appearance of the separation of 
      the extract of Bacillus subtilis.



Table 1.

 '= The figures are expressed by the amounts of nucleic acids corresponding to the 

 color intensities developed by cysteine-H2SO4 or orcine-HC1 reaction.

で一夜静置するとかなりの沈殿を生じたので遠沈して

集め灰白仏粉末沈殿を得た.こ れを0.14MNaC1中

に懸濁して洗浄,遠 心分離 して沈殿を集め1MNaCl

でDNA抽 出を試みた.こ の抽出液を遠心分離 し上清

と沈殿に分け上清を繰り返 し除蛋白した後2倍 容のア

ルコールに注いだが沈殿は得 られなかつた.一 方,沈

殿は 常法により脱水乾燥すると灰白色粉末となつた

が,こ の標品はDNAを 含 んでいなかつた.

フェノールを 加えて遠心分離 した 第1層(水 溶液

層)はDNAを 含 まなかつたので蛋白質 層と思われる

第2層 を検討してみた.こ の層を取り出し直ちに除蛋

白操作を行ない,こ れを繰 り返して3回 行なつた.除

蛋白溶液250mlを2倍 容の95%ア ル コール中に注

ぐと灰白色糸状沈殿を生 じた.ガ ラス棒に糸状物を巻

きつけてとりだし100mlの2MNaC1-0.01Mク エ

ン酸ソーダ中にホモゲナイズして一夜冷蔵庫中に静置

し充分抽出した後,常 法により除蛋白を13回 反覆し

て除蛋白した溶液63mlを 得た.こ れを2倍 容の95

%ア ル コール中に注ぐと糸状物が得られたかにみえた

が,得 られたものは灰白色の粘稠なゴム状物質であつ

た・脱水乾燥して185mgの 標品1-2aを 得た.

次に木標品に対 し,前 報家蚕幼虫組織DNAの 調

製6)の さいその糸状化に大きな効力を示した塩化カル

シウム処理13)を試 みた.す なわち,100mgの 標 品1-

2aを20mlの10%CaC12に 懸濁し,10,000r.P.m.で

30分 間遠心分離 してい清を得た.沈 殿はさらに10%

CaC125m1に 懸濁し再抽出を行ない,同 様に 遠心分

離 したがかなりの量の白仏不溶物を生 じた.得 られた

無色透明な上清に1/3容 の95%ア ルコールを加え,

白色糸状沈殿を得た.以 下常法により塩濃度を上げた

後除蛋白,脱 水乾燥を行ない,仔 牛胸腺DNA標 品と

同じような白色糸状DNA37.3rngを 得た.(標 品1

-2b) ・標品1-1と 同 じく標品1-2a,1-2bの 若

干の分析値を第1表 に示した.

標 品1-2aの調整 において脱水乾燥にしたがつて

糸状沈殿がゴム状になつたが塩化カルシウム処理にょ

り標 品1-2bは 繊 維 状 の沈 殿 とな り,初 期 の 目的 と

したDNA含 量 の か な り高 い 糸状 物 の分 離 調 製 に 初 め

て成 功 した.

我 々はEscherichiacoliの リゾ チ ー ム溶 菌 液 か ら高

濃 度 フ ェ ノー ル法 でDNAを 調製 した と こ ろ,DNA

含 量68%と い う従 来 の もの に比 べて 割 合 にDNAに

富む 標 品 を 得 るこ とが で きた.B;subtilisのDNA調

製 に も利 用 す べ くさ らに 検 討 を加 え た.

実 験II本 実験 は実 験1-2の 再 現 性 を検 討す るほ

か に,エ トキ シ エ タ ノー ル 処理 を単 にア ル コー ル処 理

で代 用 で き るので は な い か と い う 見 地 に た つて 試 み

た もの で あ る.新 鮮 な 菌 体809を200mlの0.2M

NaCl-0.1Mク エ ン酸 ソー ダ注)に懸濁 して37℃ に保

ち リゾ チ ー ム液50mlを 加 え て10分 間攪拌 しなが ら

溶 菌 した.

注)実 験1で は蔗糖 を プ ロ トプ ラス トの 安 定 を はか

る ため に 加 え たが,塩 化 ナ ト リウ ム で代 用 して も その

後 の操 作 に 影 響 は なか つ た.

透 明高 粘 稠 とな つ た液 を急 冷 後2倍 容 の95%ア ル

コー ル に注 入 して,得 られ た沈 殿 を遠 心 分 離 に よつ て

分 画 し6%PAS溶 液350m1に 懸濁 した.懸 濁 液 に

90%フ ェ ノー ル350mlを 加 え て室 温 で90分 間概 挫

後,IO,OOOr.p.m.で20分 間 遠 心 分 離 を行 なつ た.上

清 を2溶 容 の ア ル コー ル 中(比 較 的 高価 な エ トキ シ エ

タ ノー ル の代 りと して用 い た)に 注 ぎ,糸 状 物 を分 離

して2MNaC1200mlに 懸濁 して21r間4℃ に放

置 した.ク ロ ロホ ル ムー オ クチ ル ア ル コー ル で 除蛋 白

を繰 り返 し,も は や蛋 白質 の ゲ ル が見 られ な くな る ま

で14回 行 な つ た.除 蛋 白 した液 を2倍 容 の ア ル コー

ル中 に 注 い で 白色 糸 状 沈 殿 を得,10%CaC1260m1

に 懸濁 して 不溶 物 を遠 沈 除 去 した.得 られ た透 明上 清

に1/3容 の ア ル コー ルを 加 えDNAの カル シ ウ ム塩

を 糸状 に得 た.つ いで,'50mlの2MNaClに 溶 か

して ソー ダ塩 に 代 え た後,こ れ を2倍 容 の ア ル コー ル

か ら糸 状 に分 離 し得 られ た 白色 糸 状DNA(Na塩)



Table 2.

Fig. 2. Preparation of B.  subtilis-DNA-II-1.

を脱水乾燥して60mgの 標品1【-1を 得た.本 標品

は第2表 に示すようにかなりDNA含 量の高いもので

あつた.本 標品を第2図 に示す.

続いて,同 じフェノール法により,菌 体処理量を増

し1809の 生菌体を用いてDNA調 製を行なつたが脱

水乾燥した標品がWaringblendorの 鉄サビにより

着仏したため脱鉄を目的として1%EDTA-0.2Mク

Fig. 3. UV absorption spectra of prep.  I1-1 
       and prep. 11-2. Absorption were 

      estimated on 0.002 % solution of the 
       preparations.

エン酸ソーダ処理を行なつた.こ のキレー ト試薬によ

る処理後3M酢 酸ソーダ(pH7.0)で 塩濃度 を 上

げ,さ らにもう一度CaCl2処 理を行なつた.得 られ

たDNAの カルシウム塩を常法によりソーダ塩に代え

てか ら脱水乾燥 し30mgの 白色糸状沈殿(標 品II-

2)を 得た.こ の標品は90.1%と 非常にDNA含 量の

高いものであつた.標 品II-1,II-2の 水溶液の吸収

スペク トルおよび分析値を第3図,第2表 に示した.

本実験により工 トキシエタノールの代 りにアルコー

ルを利用できること,な らびに リゾチーム処理は短時

間で充分な結果を与えること等確かめ得たことのほか

に,標 品II-1,II-2はDNA合 量の高い動物組織

から得 られた標品と比較しても何 らの遜色のないもの

であることを知つた.さ らに不測の結果から行なつた

キレー ト試薬処理がDNAの 精製手段 として大きな効

果を治めた点に注目されるべきであろう.

実験III実 験1-2,IIを 通 じて フェノール法 に

よるDNA調 製を行なつてきたが,DNA調 製法とし

てはこのほかに,仔 牛胸腺DNA調 製法として賞用さ

れているSDS,14)細 菌DNA調 製法として報告のあ

るストレプ トマイシン沈殿法15)等が知られている.

凍結した生菌体1709を リゾチーム溶菌処理,ア ル

コール添加によつて得た沈殿を三分して(一 分はほぼ

559菌 体 に相当),フ ェノール法,SDS法 およびスト

レプ トマイシン法を同時に行なつて比較検討した.

実験III-2実 験IIに 記 したフェノール法を用い

て14mgのDNA標 品III-1を 得た.

実験III-2リ ゾチーム溶菌液 の アルコールによ

る沈殿750mlの0.14MNaC1中 にホモゲナイズし,

5%SDS溶 液(45%ア ル コールに溶かしたもの)

90mlを 加え,室 温で2時 間攪拌 した.白 濁した混液

に,乳 鉢でよく砕いた509のNaClを 加 え1Mと

し,さ らに10分間攪拌 してから10,000r.p.m.で20分

間遠心分離した.得 られた上清を等容の95%ア ルコ

ール中に注ぎ,白 色糸状沈殿を得た.こ の沈殿をガラ

ス棒に巻きつけて取り,さ らに短糸状のガラス棒に巻

きつかない沈殿は傾斜法によつて集めた.こ れを脱水



Table 3.

乾燥 して440mgの 標 品 を 得 た が 直 ちにSDS法 に よ

る精 製を 今 一 後試 み た.す な わ ち こ の標 品 を・175m1

のH2Oに 溶 か し,16mlの5%SDS溶 液 を加 え て

1時間 室 温 で攪拌 後,119のNaC1を/川 え遠 心分離

した.上 清 に 等 容 の ア ル コー ル を 加え て 糸 状 物 を分 離

し,脱 水 乾燥 に よ り ゴム状 沈殿250mgを 得 た.続 い

て この 標 品 に も 塩 化 カ ル シ ウム 処理 を試 み た.75ml

の10%CaCl2に 沈殿 を ホ モ ゲ ナ イ ズ して 溶 か し,不

溶 物 を遠 心 分 離 して 除 い た 後,上 清 に1/3容 の ア ル コ

ー ル を加え 白 色糸 状 沈 毒没を 得 た.沈 殿 は ゴ ム状 で あ つ

た.収 量47.4m9標 品III-2

実 験]II-3生 菌 体559に 覇 当す る アル コー ル 沈

殿 を 水 に懸 濁 して200m1と した.

これ に6mlの0.1Mス トレプト マ イシ ン(invivo

に お け るDNAα)80%が 沈 殿 す る と い う 報告15,が あ

る)を 加 えて 生 じた 沈 殿 を 集 め,常 法 に よ り除蛋白,

脱 水 乾燥 して 標 品III-38mgを 得 た.

標 品III-1,lll--2お よ びIII-3の 分 析 値 く}輩3

.長に示 す.

実 験III-1,III-2,HI-3で 得 られ た 標品 の 収

量,DNA含 量 につ いて 比 較 して み ると,SDS法,フ

ェ ノー ル法,ス トレゾ トマ イ シ ン法 の順 と なつ た.こ

の順 序 で これ らの方法 の 優 劣を 決 め るの は,除 蛋 白 の

程 度 や精 製 の 相 違 が あ るので 早 計 で あ る.CaCl2処 理

後 に除 蛋 白操 作 を 行 な え ばか な りの 好 結litが もた らさ

れ て い る こ とを考慮 す る と き,本 実験'e試 み たSDS

法 に は こ のCaC12処 理 後 の除蛋白 操 作 を 行 な つ て い

な い ので,さ らに 高 い純 度 の 標品 が 得 られ る期 待 が も

て る.ス トレプ トマ イ シ ン法 につ い て 述 べ るに は,た

だ一 度 の実 験 で1は不充 分 で は あ る が糸 状 に得 られ た点.

注Liさ れ る.こ れ らの 比 較 実験 の糸!l果を み て 次 の ごと

く:再検 討 した.

実 験IVSDS法 に よ るDNA調 製 は室 温 で 操 作 が

行 な え て な お かつ 簡 単 な こ と,比 較 的 高価 な 試 薬 を 必

要 と しな い こ と等 の大 き な利 点 も持 つ て い る.操 作 が

簡 単で あ る こと は収 鼠が 高 くな り うる と い う こ とで も

あ るの で,こ の方法 を 」B.subtilisO)1)NAI調整 に適用

す る よ う 改 良 を・試 み た の が,実 験III-2で あ っ

た.こ れ は 仔 牛胸 腺DNA調 製 の場 合 と 同程 度 の 容 量

で 行 なつ た もの で あ るが,B.subtilisのDNA含 量

が 仔 牛 胸 腺 の そ の 含1煮に比 べ て は るか に少 ない 点 を 考

えれ ば 原 報19通 りの 方 法 で は 無 理 な点 が 多 か つ た.

Marmur氏 はSDSを 用 いて 種 々の 微生 物 か らDNA

調 製を 行 な つ て い る ので,16)こ の 方 法 を 若 予改良 して

次 の よ う に調 製 を 試 み た.

50gの 凍結 状 態0)新 魚!億 菌 体 を・250mlの0.1M

EDTA-0.15MNaC1(pH8.0)に 懸 濁 し移ヒ浄 した.

洗 浄 菌体 を 同 じ く0。1MEDTA-0.15MNaCl(plI

8.0)250m1中 に 懸 濁 し,リ ゾ チー ム100m9を1川 え

て37℃ で60分 間攪拌 しなが ら溶 菌 した.溶 菌液 に

25%SDS溶 液40m1を加え60℃ に10分 間 保 ち急

冷 後,1Mに な るよ うに過 塩 素 酸 ソー ダ を709加 え た.

540m1と な つ た 全 量 を21の 酸液ロート に 移 し,同

容 の ク ロ ロホ ル ム ーイ ソア ミル ア ル コ ー ル(24:1)

を//llえて30分 間振盪,10,000r.p.m.で10分 間遠 心

分 離 した.水 溶 液 層420mlを ピペ ッ トで 吸 い と り,

2倍 容 の ア ル コー ル中 に 注 い ¶で生 じた沈 殿 を ガ ラス棒

で 巻 き とつ て脱水 乾燥 した.得 られ た 自色 糸 状 沈 殿 は

固 くもろ かつ た.収量337mg(標 品IV)分 析 結 果 を

第4表 に示 す.

本標 品 は期待 した よ う な結 果 は得 られ なか つ た が 糸

状 物 と して分 離す る こ と には 一 応成 功 した ので この 段

 Table 4.



階 に と ど め た.収 量 は か な り 良 い ので さ らにCaCl2

処 理,除 蛋 白を 行 な つ て 精製 して検 討 す る必 要 が あ る

で あ ろ う.

これ らの 標 品 は さ らにRNase処 理 に よつ て 爽雑 す

るRNAを,Protease処 理 に よつ て蛋白 を除 く こと

がで き るが,こ れ らの過 程 は何 らB.subtilisに 特有 な

も ので はな く他 の組 織 か らのDNA精 製 に 用 い られ て

い る常 法 に従 え ば 良 い.我 々のB.subtilisか ら高純 度

の糸 状DNA標 品 を 調製 す る初 期 の 目的 は ほ ぼ達 成 さ

れ た.

要 約

BaciliusSithtilisか らのDNA調 製 法 と して,塩 化

ナ トリウ ム法,フ ェ ノー ル法,SDS法 お よ び ス トレ

プ トマ イ シ ン法 を各 々比 較 検 討 した が,使 用 試薬,操

作 法,結 果 等 か ら実 際 の実 験 に供 し得 るの は フ ェ ノー

ル法 とSDS法 の二 法 に と ど ま る よ うで あ つ た.な か

で も,塩 化 カル シ ウ ム処 理 を組 み 合 わせ た改 良 高濃 度

フ ェ ノー ル法 に よつ て,従 来 調 製 す る ことが で きな か

つ たBacillussubtilisの高 純 度 糸 状DNA標 占111の調 製

に成 功 した.

この 標 品 を得 る た め に用 い た 高 濃 度 改良 フ ェ ノー ル

法 に よ る標準 的 な調 製 法 の 大 要 を 示 す 。

ま ず,ア ミラー ゼ生 産 菌 で あ るBacillUSSttbtilisvar.

amylotiqesefaeiensFukumotoK-49菌 を30℃ で20il与

聞振盪 培 養 倹,遠 心 分 離 に よ り菌 体 を 集 め,0.14M塩

化 ナ ト リウ ム溶 液 で 数回 洗 浄 し,最 後 は8,000r.p、m.

で20分 間遠 心 分 離 す る.こ の よ うに して 得 られ た 新

鮮 な 菌 体 を,0,14M塩 化 ナ トリウ ムー0・014Mク エ

ン酸 ナ トリウ ム溶 液 に 懸 濁(湿 潤 歯 体19あ た り3～

5m1)し て,リ ゾ チ ー ム(懸 濁 液1mlあ た り リゾ チ

ー ム凍結 乾燥 標 品1mg)を 加 え て攪拌 しな が ら37℃

で5～10分 間 溶 菌 させ た 後 急冷 し,2倍 容 の95%ア

ル コー ル に注 入 して 生 じた 沈殿 を遠 心 分 離 に よつ て 集

め る.沈 殿 を6%のPAS水 溶 液U・a(最 初 の湿 潤 菌 体

は19あ た り4m1)に ホ モゲ ナ イ ズ して,さ らに 同

容 の90%フ ェ ノー ルを加 え て室 温 で90分間 麗 伴,全

量 を10,000r.P.m.20分 間 の遠 沈 に よ り分 離 した透 明

な上 清 を,2倍 容 の ア ル コー ル:・i」で 沈 殿 させ る と白色

の糸状物が沈殿する.こ の沈殿をおよそ50倍L}:の2M

塩化ナ トリウム溶液に溶かし常法に従い蛋白ゲル皮膜

を生じなくなるまでクロロホルムーオクチルアルコー

ル(8:1)処 理を繰り返す.つ いで除蛋白 した溶液を

2倍 容アルコールに添加して糸状物を再び沈殿させ,

20倍 駐0)10%塩 化 カルシウム溶液に溶かし,10,000

r.p.m.で30分間 遠心分離する. …t二清に3分 の1容 の

アルコールを加えて生じる糸状物を採取し,つ いで塩

化ナ トリウム溶液に溶かしてソーダ塩とし,ア ルコー

ル再沈殿,脱 水,エ ーテル洗浄,滅 圧乾燥により,高

純度糸状DNA標 品を得た.

終 りに本研究につき終始懇篤な御指導を賜わつた木

学山藤一雄教授 ならびに大村浩久助教授 に謹んで感謝

の意を表します.
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                                      Summary 

   A highly purified DNA in fibrous state was prepared from the cells of amylase-producing 
bacteria, Bacillus subtilis var. amylaliquefaciens Fukumoto K-49. The bacteria grown to the



logarithmic phase of their growth cycle were harvested by centrifugation and washed with cold 
0.14 M saline solution. 

   The procedure for the isolation of DNA was designed for 100 g of wet packed cells. The 
cells were suspended in 500 ml of 0.14 M NaC1 containing 0.14 M sodium citrate. The bacteria 
were not lysed by a treatment of deoxycholate or SDS but sensitive to lysozyme. Therfore, the 
cells were lysed by 100 mg of egg-white lysozyme under agitation for 10 minutes at  37°C. After 
incubation, this viscous lysate was poured into 2 volumes of ice-cold ethanol and centrifuged. 
The sediment was homogenized in 400 ml. of 6 % PAS, then, the suspension was mixed with an 
equal volume of 90 96 phenol and stirred for 90 minutes at room temperature. The emulsion 
was centrifuged at 10,000 r.p.m. for 20 minutes. The resulting upper aqueous phase was 
removed by suction and poured into 2 volumes of cold ethanol. A white fibrous mass was 
wound up on the end of stirring rod. The precipitate was dissolved in 50 ml of 2 M NaCl, and 
deprotenized with chloroform-octylalcohol (8 : 1) untill very little protein was seen at the 
interface. 
   After the series of deproteinization, the fraction of DNA was precipitated with ethanol and 
dispersed in 20 ml of 10 96 CaC12 and centrifuged at 10,000 r.p.m. for 30 minutes. The super-
natant fluid was poured into 0.3 volume of ethanol and the precipitate was discarded. The fibrous 
material was removed with a glass rod and dissolved in 2 M NaCl. 

   Finally, Na-DNA was spooled on a glass rod as a white threadlike precipitate from the 
solution with 2 volumes of 95 96 ethanol and dried in vacuo after dehydration of ethanol. 

   Thus, fibrous DNA of 90 96 purity was obtained. The yield of purified product was 
satisfactory.
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