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　　　We　determined　the　divergence　of　some　staphylococcal　catala＄es　on　polyacrylamide

elect，rophoresis　gel．　The　results　indicate　that　all　Staphggococczes　species　used　kx　this　study　had

as囎le　eaもa王ase　iR　b◎th　exp◎捻e熟翻a蓑d　s捻も圭oftary　gr◎w嶽pha＄¢s．　Less　varia雛◎R熱

eleetrophoretic　mobthty　of　the　Staph3ylococcus　species　suggests　that　this　method　is　not　useful

for　ident．ification　of　species．　Catalase　ac’tivities　of　the　seven　strains　were　measured　in　both

expOnezztial　a盤d　StatiOnary　growth　p｝．塾aS¢S．姫S装0もewOrthy撫aもthe　Caもalase　aCti蛾y圭n

expo総目tま撮growth　phase　was　hまgher撫a煎haも頚statioRa！y　gro椛h　ph爲s¢f◎r繊e負ve　sもra盈s．

The　others　maintained　the　catalase　actwity　at　atmost　the　same　level　durtxxg　the　entire　growth

phases．

INTRODUCTION
　　　Catalase　is　one　ef　enzymes　protect；ig　against　oxygeR　stress，　whi¢h　coRverts　hydrogen

peroxide　to　moleeular　oxygeR　and　water．　lt　is　present　in　most　aerobie　organisiRs　aRd

probably　evolved　about　two　b皿iorL　years　ago　when　the　earth　deve．loped　an　oxygenated

at搬◎sphere（vo嚢Ossowsklθ偽ご。，1993）．　With　the口叩versal　exsist繊ce　of甑s　e嚢zyme，　its

amine　aeid　sequence　was　expected　to　be　a　phylogenetic　standard　（Motz　et　ag．，　1997）．　ln

bacteria，　cata｝ase　has　beeR　used　for　classificatioR．　The　mobi｝ity　and　multiplicity　on

pelyacryiamide　e｝ectrephoresis　gel　o，f　several　mycebacterial　catalases　showed　a　wide

variety　and　provided　support　for　the　ident∬ication　of血dividual　stra賛｝s（Wayne　and　Diaz，

1986）．

　　　We　have　purified　arid　characterized．　a　camiase　from　Stophylooocczes　zvameri　ISK－i

（Mizuno　et　at．，　2000），　which　was　isolated　from　well　aged　Nzekadoko　that，　is　the　rice　bran

packed　fervaentatioR　bed　for　Japanese　traditional　pick｝ed　vegetab｝es　（Herawati　aitd

Ishizaki，　．1997）．　We　determined　the　divergence　of　some　staphy｝．ococcal　catalases　oR

polyaerylamide　electrophoresis　gel　and　investigated　whether　the　properties　of　catalase

from　S．　wctmert　ISK－1　were　ccRserved　iR　other　species．

MATERIALS　AND　METHODS

Organism　and　culture　conditions

＊　Laboratory　of　Microbial　Technology，　an］｝wision　of　Microbia｝　Seience　and　Tech，nology，　DepartmeRt　of

Biosci¢nc¢and　Biotec㎞ology，　Grad囎School　of　Bioresource　and　Bioe隔りonmentai　Sciences，
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　　　The　S．　taphylococczAbs　straiiRs　“sed　in　this　study　were　S．　e2）ictemaidis．’　JCM2414T，　S．

pastezLTi　ATCC51129T，　S．　hae7nol：yticzLs　JCM2416’，　S．　honbinis　JCM241，9T，　S．　azerezes

NCTC8325，　S．　capZtds’　JCM2420’，　S．　wameeri　ISK－1　which　was　isolated　frora　well　aged

Nzekadoho　（Herawati　a］rtd　lsh，izaki，　1997）　and　S．　wa，meeri　JCM2415’．　Ten　ml　starter

cultures　were　grown　at　370C　for　18h　in　TGC　（Difco　Laboratories　Co．，　DetroiL，　MI，　USA）

瓢edium　andもhen慧sedも◎in◎Cl．liate　1◎◎m璽，　M】配S　（Ox◎三d　c（）．，　Hamp＄h主re，　Eng茎a銚d）

medi㎜．　in　300－ml　co血ca1一且asks．　These　cultures　were　then　grown　at　37℃on　an　orbital

shaker　at　100　rpm　for　4　h．　500－ml　conical－fiasks　eontaining　200　ml　MRS　mediurft　were

iRoculated　wlth　l　O　mi　of　the　precniture．　The　cultures　were　grown　at　37℃　and　10e　rpm．

until　their　exponentia｝　or　stationary　growth　phase．　The　eells　thema　harvested　by

ceRtri魚＄aもi◎R　were＄uspeRded　in　50搬M　p◎tassigm－ph◎sph就e　bgffer（pH　7．0）a舩

disrupted　by　glass　beads　with　Multi・一一・Beads　Shocker　MB－200　（Yasuikikai　Co．，　Osaka）．　The

cel｝　suspensions　were　ceRtrifuged　and　the　ce｝｝一free　extracts　were　used　for　cata｝ase

activity　doterminatien　and　native　PAGE．

　　　Fot　eomparison　of　catalase　activities　of　staphylococcal　and　other　baeteria，　S．　？va77eevt

ISK－1，　Eschertchia　cogi　jMle9　aRd　Baciggzes　szLbtiSis　jCMi465T　were　cul’tured　overriight

with　shaking　inユOm玉of　Luria－Bertani（LB）1medium．　These　cultures　were　used　to

inoculate　IOO　ir［i　cultures，　which　were　grown　urttit　the　absorbaytce　at　562　n．m　was　about

l．0．　Th，e　eell－free　extraets　were　prepared　as　described　above．

Prote㎞n　estim就董0盤

　　　Protein　was　determined　by　the　method　of　Bradford　w／ith　bovine　serum　albumin

（Bio－Rad，　Hercules，　CA，　USA）　as　a　＄taftdard　（Bradford，　1976）．

Catalase　activity　staming
　　　The　f6璽ow鎗g　sもa註血9£◎r　ca捻1ase　acもiviもy　was　d◎盤e　as聡ひ◎rもed　prev沁鷲s王y（C圭a驚醜

al．，　1984）：　the　resukirtg　native　PAGE　gel　usirtg　7－200／o　gradiept　polyacrylamide　gel　（Atto

Co．，　Tokyo）　was　soaked　fgr　45　ruin　in　50　rriM　potassi“m－phosphate　b｝．iffer　（pH　7．e）

containing　502Lg／mi　horseradish　peroxidase　（Wake　Pure　Chemical　IRdustrie．　s　Co．，　Osaka），

followed　by　the　addition　of　5　rnM　H202　and　the　ineubation　at　25　QC　for　10　rnin．　The　gel　was

washed　twice　wtth　disti｝｝ed　wate．r　axd　thex　soaked　iR　the　b’itffer　cgRtai，R．iRg　O．5mg！mi

diamnobeiizidine　（Nacalai　Tesque　Co．，　Kyoto）　to　develop　the　background　brown　color．

No　co｝or　would　appear　in　the　area　where　cata｝ase　depleted　H202．

Catalase　assay
　　　Catalase　was　as＄ayed　by　fo｝lowtr｛g　the　disappearaRce　of　H20v．　（Santok＝　Chemieal

Industries　C70．，　Tokyo）　＄pectrophotornetrically　at，　240　nm　as　reported　previously　（Beer　ancl

Sizer，　1952）．　The　assay　cocktall　co｝｝tained　50　mM　potassium－phosphate　buffer　（pH　7．e）

arid　20　mM｝｛、02㎞a戴．翻v◎韮ume　of　3　m1．　One㎜iも◎f　aet重轍y　was　define曲s撒e　a王准。曲馬．も

of　enzyme　catalyzing　the　degradation　of　1　psmol　H202　per　min　at　250C．

RESULTS

　　　We　d．etected　cata｝ase　baRd　P就te撒s◎難ele僚◎phoresis劇fr◎獄eighもsもra蟄s　grG職

until　exponential　and　stat，ionary　gro“th　phases　（Fig．　1）．　Al，1　strains　exhibited　a　single
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Fig．　1．　Catalase　zymograms　of　eight　Staph7ylococcus　strains　in　exponential　and　stationary　growth

　　　　　　phases

　　　　　　［　he　gels　were　staiRed　for　catalase　activity　with　diafninobepzidkie　as　described　in　Materials　and

　　　　　　懸e漁ods．　The　w撮もe　arr◎w孟iidicates　caもa董ase　ba獲d　1資◎1ec穣王ar　we韮9批◎f　whic熱was　125，00◎

　　　　　　（Mizuno　et　al．，　2000）．

　　　　　　1，　S．　epidermidis　JCM2414T；　2，　S．　pastezLri　JCM51129’；　3，　S．　haemolyticzLs　JCM2415’；　4，　S．

　　　　　　hominis　JCM2419T；　5，　S．　cLuTezks　NCTC8325；　6，　S．　capiLis　JCM2420T；　7，　S．　2vamert　ISK－1；　8，　S．

　　　　　　wαmaeTi　jc酸2415τ．£a簑d　S　represe鞭もex茎）◎ReRt叢a圭a簸d　sもaも重（〉難ary，　respecも韮vely．

Table　1．　Catalase　activity　of　Staphylococcus　strains　in　exponential　and　stationary　growth　phases

S鍵a漁s
Cata玉ase　acも重viもy（U／蹟9）

Exponential Stationary

S．　r）astezeri　ATCC　51129T

S．　hae7reol．gnicz，bs　JCM　2416T

51．ん。？7麗？麗3JC簸2419τ

S．　aurezLs　NCTC　8325

3．oα1ρ乞傭JCM　2420T

S．　wa？“？ze？Ai　ISK－1

3．乞｛ノ｛2meeア②JC塾護2415丁

57．2

206．4

222．2

191．0

420．3

169．6

174．3

10．0

126．7

23｛）．6

114．8

286．6

80．1

184．7

ba簸d　b（）もh　i鍛もhe　expo資e鍛tial　aR（i　sもaも沁Rary　gr◎wζh　phases，　i嚢dicat撫9もhaもtheSe　stra熟s

had　a　sing｝e　catalase．　The　relative　mobilities　of　the　catalase　bands　were　identical　except

for　those　of　S．　eptdermidis　JCM2414T　and　S．　haemolgtictts　JCM2416T　which　were　a　little

less　than　those　ef　the　other　strains．　We　also　determiRed　the　cata｝ase　activities　ef　the

seveR　strains　both　in　expoRential　and　stationary　growth　phases　（［liab｝e　1）．　The　activities

showed　a　wide　variety．　lt　is　noteworthy　that　the　catalase　activity　in　exponential　growth

phase　was　lr［igher　than　that　in　stationary　growth　phase　for　the　five　strains．　The　other　two

sもrai鍛s，3．ん。窺乞鴛乞s　JCM24ユ9？a繋d　3．　ewar？zer乞JCM24ユ5マ，　mai嚢ta重継edもhe　caもa｝ase

activities　at　almost　the　same　level　during　the　entire　growth　phases．　On　the　other　hand，

many　studies　have　reported　an　apparent　increase　in　catalase　activity　upon　entry　into

statioRary　growth　phase．
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Fig．　2．　Catalase　activity　and　cell　growth　of　S．　20ame7”i　JCM　2415T　（A）　and／SK－1　（B）

　　　　　　α◎sed　e鋤cle　a滋d　opeR　c重rc匪e　erepresex｝t．　caもa1絃se　ac顯v主もy（U’ノ㎎）axd　ce銭δeRS誌y（A灘），

　　　　　　re＄pectively．

Table　2． Comparison　of　the　activity　of　eatalase　from　S．　wa7fineri　ISK－1　with　those　frorn

O慰．妻茎er　bact《）r圭＆

Bacteria Catalase　activity　（U／mg－protein）

Stuphygecocczts　wa’mesre：　ISK－l

Es碗θ短。緬αoo‘¢JM　109

Bacz’ltzgs　sax，btilts　JCM　1465’

31e
65．0

430

　　　Catalase　acも至v嶽es　of　S．　wαmewi　ISK－1　a獲d　JCM2415T　were　meas殺red伽ri繋9康e

entire　growth　phases　（Fjg．　2）．　Both　strains　are　representatives　of　each　group　that　showed

αfferenゆatterns　of　catalase　acti囎du囎cell　gro帆h（Table　1）．組thou帥max㎞㎜
catalase　aetivities　in　the　exponentia｝　growth　phase　（4　h）　were　aimostsame　（ISK－1，　169．6

U／mg　and　JCM2415T，　174．3　U／mg），　the　activities　tn　stationary　growth　phase　（11h）　were

g濾ed羅ere魏（玉SK－1，8◎。1U／獄g　a灘d　JCM2415三で，184．7U／mg）．　Hence，もhe欝eg撮at沁n◎f

catalase　expression　in　the　stationary　growth　phase　may　not　be　conserved　in　the　two

Sもrams．

　　　Furthermore，　we　eompared　the　catalase　activity　of　S．　zuameri　ISK－1　to　those　of　E

col，i　JMIO9　and　B．　szLbtitis　JC’M1465T　b：　using　LB　．mediurn　under　the　conditions　described

in　the　Ma’teria｝s　and　iMethods　＄ection．　The　aetivit：　of　S．　wamewt　ISK－1　was　5　and　7　tirnes

those　of　fi7．　coli　，，ilV［109　and　B．　s．　zebtil’is　JCMI465’，　respectively　（Table　2）．

DISCUSSION

　　　Comparative　study　of　staphylococca｝　eatalases　on　electrophoresis　gel　has　previously

been　reported　（Zimmerman，　1976）．　ln　the　study，　however，　cultivatien　time　of　the　cells
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used　was　24　h，　incticating　that　the　cells　might　be　in　their　stationary　growth　phase．

Additionally，　they　used　starch　gel，　in　which　the　catalase　bands　were　so　diffused　that　it　was

di鐘。嚢圭もt（）esもiraat¢t．he　d董ffer¢llc¢s　iR　m◎bi蓋ties　of　each　baRd．　Rece嚢も1y，　iもhas　been

shown　that　ra，aky　bacteria　possess　raukiple　catala＄es　aftd　de　Rot　a｝ways　express　them

simultaneously．　ln　E．　coli，　hatE　encoding　HP　ll　monofunctional　catalase　is　expressed

specifically　in　the　stationary　growth　phase　（Loewen　et　al．，　1985）．　We　therefore

determined　the　eatalase　bayid　patsems　oft　po｝yacry｝amide　gradient　gel　with　eight

醜磁＞hy9・oooαon，s　stra鎗s　b◎嶽㎞expone捻tial　a簸d　sもaもi◎簑ary　gr◎w慮h　phases．　The　resu1もs

indicate　that　ail　St・apuhy？　tococcze＄　species　used　in　this　study　had　a　single　cata｝ase　in　both

growth　phases．　lt　might　be　attributed　to　the　possible　relationship　between　the　singleness

of　catalase　and　the　character　of　its　host　as　described　previously　（Klotz　et　ag．，　1997）．

Bacもer量a　possessing◎組y　a　s鍍毫墓畔（｝aもalase　have　a　restrlcもe（i　enVir◎nmenも蟄Parasitic鍵e

（ffegicebacter　pgyTogi　（（1）d《き黙．bどe鷺etα‘．，1996），　Bva．oθ麗αα～｝o・rgzgs　（Sha　et｛x9．，1994），

Compy薫掛θγブの鉱編（Granもa漁d　Park，1995），　Bordete麗α　pertzessts（Deshazer　et　Ctt．，

1994），　Prote？rs　mirabieis　（Jouve　et　at．，　1983），　Haemophigus　inLfZ’zLen2ae　（Fieisctmarm　et

al．，　1995），　Nessewia　go7？，orrhoeae　（Archibald　and　Duong，　1986））．　ln　addition，　these

caもalases　have　a難1ユもua玉＄e礒uence　an（i　form　a　dist血ct　gr◎up　wiも㎞74　caもalase　pr◎もe㎞

seque難cesむ◎m　bact¢ria，魚R暮a粟，縦r㎞a玉aRd　p至a論t　sources（K至◎tzθ四馬．，1997）．　We　have

cloned　and　sequenced　the　c．atalase　gene　of　S．　zvamaeTi　ISK－1　and　fourtd　that　it　belongs　to

this　group　（Fuku（la　e，t　ae．，　200Q）．　The　physiological　significance　of　the　singleness　of

cata｝ase　is，　hewever，　not　known　yet．　Less　variation　in　electrophoretic　mobility　of

caもaぬses◎f　the　St㈱hglococcu＄　speeies　used三世his　s綴dy　s慧99esもs　thaも掘s照eth◎d　is

not　useful　for　identificat，ion　of　species．

　　　From　the　results　of　the　determination　of　catalase　activities　of　the　seven　staphy－

lococcal　species　in　two　di／ffere．nt　growth　phases，　the　activities　of　all　the　strains　used　in　this

StUdy　decreaSed　Or　ma三．Rtained　at　a隷臓◎Stも難e　Sar轟e　leve｝（）R　eRもer重轟9もhe　Sもaも沁Rary　phaSe．

In　E．　coti，　the　eatalase　activity　in　stationary　phase　increased　frein　2　to　3　fold　that　in　the

exponential　phase　（Loewen　et　ctL．，　1985）．　This　increase　in　activity　during　stationary　phase

was　also　found　in　Streptem：．　ces　coeticolor　A3（2）　although　it　has　a　single　catalase　（］Walker

et　ae．，　1995）．　So，　it　caR　not　be　attribnted　solely　to　the　expressieR　of　aRother　specific

caもalase　gene魚th．e　sta綴（》r　ary暮rowもh　phase．　S㎞斑ar㎞creases　i難caもalase　activ誌y（iur短9

the　stationary　growth　phase　have　been　described　for　Baciglzes　szebtieis　（Loewen　and

Switala，　1987）　and　．Psendomonas　JfZzeorescens　（Rodriguez－Bravo　and　Pionetti，　1981）．

Therefore，　the　decrease　in　staphy｝ococeal　eatalase　activity　during　the　statioRary　growth

phase　is醜eres伽g　a貧d　sh◎誠王d　b¢㎞v¢S慧gated㎞f疑rもher　deもa璽．
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