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Effect＄　of　Guanidine　Hydrochloride　on　Pyruvate
　　　　　　　　　　　　　Dehydregenase　Cemplex

Kohj　i　MENO＊，　Yoichi　ASO＊＊，　Yasuaki　HIROMASA＊，　Toshiro　IRIE＊，

　　　　　　　　　　Masahite　KITA＊，　and　Masatsune　ISHIGURO

Laboratory　of　Protein　Chemistry　and　Engineering，　Departrment　of　Genetic　Resourcc｝s　Technology，

　　　　　　　　　　Faculty　of　Agriculture，　Kyushu　University，　Fukuoka　812－8581，　Japan

　　　　　　　　　　　　　　　（IReeeived　」？／．ne　6，　2002　a・7？．・d　acceptect　Jecly　12，　eOeS）

　　　Many　molecules　of　pyruvat．e　decarboxyiase　（El）　and　dihydroljpoamide　dehydrogenase

（E3）　bin，d　non－covalently　to　a　sixt・y－meric　lipoate　acetyltransferase　（E2），　forming　the　Bacill’uas’“

5蜘ゲ。伽辮署。鈴三川P3・ruvaもe　dehydr◎ge撒9．・e　c◎rap玉ex．　ChaRges二三e　complex　induced　by

血cuba雛。盤in　gua難董（簸疑e　hydro（：澱oride（G（軌｝｛C1）so搬t董。捻and　those鎗（毫uced　by漁㊧incub就1（m

followed　by　removal　of　GdnHCI　were　exambied．　Small　arnount　of　GdnHCI　induced　reversible

changes　in　the　complex．　The　removal　re－associate（／1　all　components　to　the　complex　and

resも◎red　the　enzyme　acも重viもies　of康e　complex　andまも＄compo鼓e魏＄．　NaC1瓶伽ced　sim重1ar

cha㎎as，　aitd・the・ef艶醜◎f　GdR｝｛αwas　i即圭ied　as　a　sa壼恕ra撫er撫a照（蓬繊aも疑ra魏．　Oa・the◎t圭蹴

hand，　larger　amount　of　GdnHCI　induced　irreversible　ehanges　in　the　complex．　E　l，　E2，　and　E3

were　dissociated　and　inactivated；　FAD　was　released　from　E3．　GdnHCI　at　concentrations　limited

to　a　srriall　range　around　1．OM　ixiduced　a　pardal　aRd　i．rreversible　aggregation．　The　removal　of

G伽｝｛Cl　yie韮ded　a難E2－E3　c◎㈱1¢x（57S＞メ¢sも◎撫9斑osもacもi嘘量e＄◎f£2　aRd£3．　L◎ss　ftl

enzyme　activity　of　E　1　might　be　responsible　fo，　r　that　of　the　corriplex．

INTRODUCTION

　　　The　Bacilgzes　sgearothermophtlzes　pyruvate　dehydrogenase　cemp2ex　（PDC）　is　a

non－covale．nt　assembly　of　nearly　two　hnndred　polyr＞eptides　（Perham，　．1996；　DomiKge　et

ul．，　1999；　l／zard　et　ew，1，，　1999）．　The　three　component　enzymes　of　PDC　are　pyruvate

decarboxylase【EC　1．2．4．11（E　1），　hpoate　acetyltransferase【EC　2．3．1．12］（E2），　and　d血y－

dr（）lip（）a澱id¢dehy（至r《）ge簸ase〔KCユ．8．1．4］（E3）。　El，　E2，　akd　E3　are　heもer◎一tetramer，

homo－sixty－mer，　and　homo－dimer，　respectively：　（E　l　a）2（E　I　B）L，，　（E2a）60，　and　（E3a）：，．　The

E2a　polypeptide　has　lipoyl，　subunit　bindirig，　and　catalytic　domains　（Perham，　2000）．　The

catalytic　doruain　is　essential　for　the　associatioR　ef　sixty　E2　a　polypeptides　besides　the

caもalyt韮。　f織。もion　of　E2（Zh（）u《％αム，20◎D．　E誌her鶯1◎r　E3　is　attachedも◎もhe　subuniも

binding　domain，　and　a　lipoyl　group　is　covalently　attached　to　the　lipoyl　domain．　E．1　cat－

alyz6s　the　decarboxyl飢ion　of　pyruvate　and　the　transfer　of　an　acetyl　group　from　pymvate

to　thiaraine　（tiphesphate．　E2　cata！yzes　the　acetykransfer　frcm　the　thiamine　diphosphate

to　CoA，　using　the　lipoy｝　group．　The　trans，fe／r　results　i，ar’t　the　reduction　of　the　lipoy｝　group　to

a　dihydrolipoyl　group．　E3　catalyzes　the　re－oxl’dation　of　the　dihydrolipoyl　group，　using

reduction　systems　from　FAD　to　FADH2　and　from　NAD’　to　NADH2．　PDC　thus　facll，itates

the　s3rRthesis　of　aR　acetyl　CoA；　we　refer　to　the　capability　ef　catalyzing　this　overall　reacticR

＊　Laboratory　of　Protein　Chemistry　and　Engineering，　Depurtment　of　Genetic　Resources　Technology，

　　Graduate　School　of　Bioresource　and　BioenvironmeRtal　Sciences，　Kyushu　University
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78 K　MENO　et　ae．

as　PDC　ac’tivity．　We　have　been　concerned　witb　clisintegration　mechanism　of　a　large－scale

poiypeptide　complex．　PDC　is　a　relative｝y　we｝1　docuxtented　cemplex，　aRd　its　asserabiy

structure　is　simpler　than　that　of　a　mammalian　PDC　（Roche　et　al．，　1996）．　．　On］y　limited

in，formatien　on　disiRtegratioR　mechanism　of　PDC　is，　hewever，　ava，i｝able　because　of　little

knowledge　of　multiple　interactjons　in　PDC．　ln　practiee，　the　disintegration　of　PDC　involves

multiphasic　reaetions　rather　than　a　stmple　dissociation　into　components　（Hiromasa　et　al．，

1993；　Hiromasa　et　ag．，　1．994；　MrerRasa　et　ag．，　19971　A＄o　et　ag．，　1998）．　We　therefore　have

considered　that　the　aceumulation　of　basic　data　is　stM　required　for　understanding　of　the

meehaRiSru．　The　present　study　has　beeR　uRdertakeA　to　kRow　the　outliRe　of　guani－

dぬe－hydrochloride　j皿duced　changes　in　PDC．

MATERIALS　AND　METHODS

C滋e搬i¢a嚢sa磁膿zyme
　　　All　chemicals　used　were　of　the　highest　grade　commereially　available．　Unless　other－

wise　noted，　the　buffer　used　was　20　mM　sodium　phosphate　buffer　（pH　7）　¢ontain．ing　2　mM

EDTA，　O．1，5rriM　pheRyimethanesiilfony｝　fiuoride，　ax〈’1　e．02“／」　iNaN3：　standard　buffer．　The

amount　of　guanidine　hydrochloride　（GdnHCI）　was　confirmed　by　measuring　refractive

index　（Pace　eg　ag．，　1989）．　FAD　was　．fiuorimetrically　measured　by　the　methed　p．revieus｝y

reported　（Hiromasa　et　aL．，　1997）．　Protein　amount　was　measured　with　a　BioRad　protein

assay　kit　using　bevine　serum　albuinin　as　standard　protein．　PDC　was　p℃irified　，from　B．

stearothermophtgus　（NCA　15e3）　acco．rding　to　the　method　reperted　previously　（Hiromasa

et　at．，　1995）　and　stored　as　preeipitates　irt　the　presence　of　60C／o　saturation　of　（NH4）2SO4　at

4“C　before　llse．　E　l，　E2，　E3，　and　PDC　actwities　were　raeas’ured　at　3e　eC　by　the　method＄

reported　previously　（Hiromasa　et　aL，　1993；　Hiromasa　et　at．，　1995）．

Inc曲at蓋on　With　amd　removal　of　reagent

　　　A　standard　buffer　containing　O．11　mg／ml　PDC　and　various　amounts　of　GdnHC｝　or　NaCl

w＆si轟。羅bated　aも4℃f◎r　24　h．　Cha鍛ges重n　PDC　were澱繊sured重m．med童ately◎r　after

removal　of　the　reagent；　in　the　former　case，　measurements　were　done　in　the　pres　ence　of

the　same　amount　of　the　reagent　as　that　upon　incubatioR，　while，　in　the　latter　case，　rRea－

surements　were　done　in　the　absence　of　the　reagent．　The　removal　of　the　reagent　was　done

by　dialysi＄aga血st　standard　buffer　at　4。C　for　48　h．

Spectroscopic　measurements
　　　Specもr◎scop呈。　mea＄繋remer齢were　d◎ft¢aも30℃wi撫aH：鼠tach童85◎難疑（）rescence

spectrophotometer．　Fluorescence　spectra　ascribed　to　8－anl血nonaphthalene一レsulfonate

（ANS）　and　FAD　were　measured　upon　excitation　at　350　nm　and　460　nm，　respectively．　For

もh愈撚easure澱e就of　ANS　fiu◎rescenee，　aもest　so｝ut薫on　wa，＄も1もr就ed　w1もhα◎24　mM　ANS

until　its　fluorescence　intensity　reached　a　plateau．　The　intensity　of　light　scattering　was

meaSUred　at　a　r遮ht　a捻91e　by　Setもing　bO撫t難e　exC魏at重On繰d　e恋SS重On　Wavele黙9もhS　at

540　nm．

U璽traceRtrif麺gatiOR　a獄d　ge蚤f薫霊tration

　　　Mtrae．entrifugation　was　done　at　20，000　rpm　with　a　Beckman　XレA　analytical　ultracen一
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tr漁ge　aRd　a叢A貧一60丁叢rQも◎r　by醜sed㎞e漁tion　ve1◎city　raeth◎d　pre樋◎us玉y卿◎rもed

（Hiromasa　et　ae．，　1998a）．　Gel　ffitration　was　done　oR　a　Sepharose　CL一一一2B　columu｝　（O．8×

103　cm）　at　4”C　with　standard　buffer　irt　the　presence　or　absence　of　GdrHCI．

RESULTS

Changes　in　enzyme　activities

　　　In　the　presence　of　GdnHCI，　PDC　was　ine．ubated　for　24　h，　and　，its　enzyme　activities

were】餓eas秘red．　PDC　a数d　E　l　activぬes　decreased搬◎R◎愈。嚢（）嚢sly　wi漁1臓creas蹟£a搬ouRt

of　GdnHCI（Fig，1A＆1B）．　Both　the　activities．were　Iess　than　10960f　thetr　orig加lal　values

in　O．3M　GdnHCI．　On　the　other　hand，　E2　and　E3　activities　were　fully　retained　or　slightly

raised　in　the　preseRce　of　GdnHCI　at　eoncentrations　less　than　O．1　M　ar｝d　O．3　M，　respectively

（Fig．　I　C　＆　i　D）．　Above　these　concentratieRs，　E2　aRd　E3　aetwities　decreased　wtth　increas－

ing　amount　of　GdnHCI．　E2　and　E3　activities　were　less　than　IO“／）　in　O．5M　and　1．5M

GdnHCI，　respectively．　Nxrthermore，　effects　of　removal　of　GdnHCI　were　examined．　After

PDC　had　been　incubated　in　the　presence　of　GdnHCI，　GdnHCI　was　removed　by　dia｝ysis．

The　re搬◎va遷．（）fre玉aもive王y　s瓢a1至a温。蟹蓬ts　ofGd簑Hαra重seiPDC　act童v猛y　aもthe　sa獄e　or

higher　level　than　original　activity　（Fig．　IA）．　However，　the　activity　lost　in　the　pre＄ence　of
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Fig．　1．　GdnHC］，一induced　changes　in　enzyme　activities．　After　incubation　of　PDC

　　　　　　in　the　presence　of　GdnHCI，　PDC（A），　Eユ（B），　E2（C），　and　E3（D）

　　　　　　acζi願断奪＄轡ere　measure（i（●）．　S曝）ar芝誌ely，　aft《鷺滋cuba穏《〉勲◎f　PDC韮R

　　　　　　the　presence　of　GdnHCI　and　rerrioval　of　GdRHCI　by　dia｝ysi＄，　PDC　（A），

　　　　　　El　（B），　E2　（C），　and　E3　（D）　activities　were　measured　in　the　absence　of

　　　　　　GdnHCI　（O）．　Control　experiments．　were　done　im　the　same　rnanner　as

　　　　　　described　above　except　£or　the　absence　of　GdnHCI．　Data　are　plotted　as

　　　　　　re韮翻聡v撮飛es　by　tak㎏も薮e　c◎rrespO澄融9δ識obtai嚢ed・from　c◎瞭◎玉

　　　　　　experiment　as　100g＞6．
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Fig．　2．　NaCl－induced　changes　in　enzyme　activities．　After　incubation　of　PDC　in

　　　　　　the　presence　of　NaCl，　PDC　（A），　E　l　（B），　E2　（C），　aRd　E3　（D）　activities

　　　　　　were　ivieasured　（e）．　Separately，　after　inclibation　of　PDC　iR　the

　　　　　　presence　of　NaCl　and　removal　of　NaCl　by　dialysis，　PDC　（A），　E　1　（B），　E2

　　　　　　（C），　and　E3　（D）　activities　were　measured　in　the　abseRce　of　NaC｝　（O）．

　　　　　　Control　experiments　were　done　in　the　same　manner　as　ciescribed

　　　　　　above　except　for　the　absence　of　NaCl，　and　data　are　plotted　as　relative

　　　　　　va至慧es　byもak主難9口鼓e　c◎rresρo蓑di蓑9戯a　obも識eごf沁搬。◎瞭。肇expe薮一

　　　　　　ment　as　1000／o．

Gdn｝｛Cl　at　concentratioRs　above　1．0　M　was　Rever　recovered．　ChaRges　in　E　l　activity　were

smilar　to　those　of　PDC　activity，　although　E　1　activity　never　became　higher　than　its　original

activity　（Fig．　I　B）．　The　removal　restored　the　large　portions　of　E2　and　E3　activities　lost

（Fig．　I　C　＆　I　D）．　The　reeoveries　ef　these　aetivities　were　relatively　high；　75e／o　of　E2　and　E3

activities　lost　in　6　M　GdnHCI　were　recovered．

　　　Effects◎f　Naαwere　exa細蜜ed　by　s㎞嚢ar穣eもhods。　Cha蓑暮es搬PDC，　E　1，　E12，　arヒd　E3

activities　were　similar　to　corresponding　changes　in　GdnHCI，　although　the　activities

decreased，　more　geRt｝y　depeRdiRg　eR　amount　of　NaCi　（Fig．　2）．　PDC，　E　l，　E2，　and　E3

aetivities　were　less　than　i　eO／o　of　their　originai　values　in　O．5　M，　1．2　M，　1．2　M，　and　3．0　M　NaCl，

respectively．　The　removal　of　NaCl　restored　75－800／o　of　E　l，　E2，　E3，　and　PDC　activities　lost

iri　4　M　NaCl　（Fig．　2）．

S獲）ectroscopi¢cha総ges

　　　After　incubation　of　PDC　for　24　h　in　the　presence　of　GdnHCI，　light　scattering，　fluo－

rescence　of　extrinsic　A：NS　a数d恥orescence◎f　i滋r溢sic　FAD　were　measured．　GdRHC｝　at
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ひ

concentrations　around　1．OMraised　the　intensity　of　light　scattering　notably，　and　GdnHCl

above　t㎞s　concentration　reduced　the　tntensity　to　5－10％of　value　of　intact　PDC（Fig．3A）。
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The　removal　of　GdnHCI　made　the　intensity　of　light　scattering　atmost　the　same　level　as

that　of　intact　PDC　（Fig．　3A）．　Changes　of　the　intensity　of　ANS　fluorescence　peaked　also　in

王鍛GdnHα（F．遮．3B）．　The　re澱oval　of　Gd捻｝｛αredece（叢the盈もeR＄焦y，　b蕊撫◎鎗もeRsiもy　by

the　removal　of　GdnHC｝　at　coRcentrations　over　1　M　reaehed　a　plateau；　the　intensity　wus

higher　than　that　of　intact　PDC　（Fig．　3B）．　Sirtular　results　were　obtained　from　the　followtng

experiirLent；　without　dialysis，　a　PDC　solution　containing　GdnHCI　was　rapidly　diluted　ten

tiraes　just　before　the　measurement，　cf　AN’S　fiuaresceRce．　Changes　in　fiuores〈／L’eRce　intelt－

sity　showed　a　sirnilar　tendency　to　those　from　odalysis，　but　the　in’tensity　at　p｝ateau　region

was　2．5times　as　high　as　that　yi，elded　by　dialysis．　Changes　in　FAD　fluorescence　were

different．　GdnHCI　induced　a　red　shift　of　fiuorescence　spectrum　of　FADi　｛：，’he　emission

mamawm　was　s短貨ed　fr◎m　512㎜も0516照鍛dも◎527㎜｝沁抜¢presence　of◎．5蟹a捻d
2．0－5．7M，　re．．＄pectively．　The　inte．nsity　of　the　FAD　fiuorescence　increased　in　GdnHCI　at

concentrations　above　1　M　（Fig．　3C）；　the　intensity　at　4　M　was　five　times　as　high　as　that　in
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Fig．　3．　Spe¢troscopic　ehariges．　Panel　A，　B，　and　C：　After　incubation　of　PDC　in

　　　　　　the茎）re．　seRce◎f　G（至難｝｛C圭，壷宅¢鼓＄誌ies　of薮g蓑塾＄cat．terirlg　a宅ξ～壌）轟盤（A），

　　　　　　ANS伽Qrescence　a£48◎nm（B），　and　FAD舳orescence　at　5　i◎nm（C）

　　　　　　were　rt’ieasured　（e）．　Separately．，after　incubation　of　PI｝C　in　GdnH（］；l

　　　　　　and　removal　of　GdnHCI　by　dialysis，　these　were　also　measured　in　the

　　　　　　absence　of　Gdn｝ICI　（O）．　Pame1　D，　E，　aRd　F：　Except　for　ttsing　NaCl

　　　　　　熱s総＆（蓬◎εGd濾α．　experi搬¢癬撚。◎難d誌io鷺s　were　sa！聡as　tk◎se罫◎r

　　　　　　（A）一（C，）．　lntens，ities　of　light　scattering　（1）），　ANS　fiuorescence　（E），

　　　　　　and　FAD　fluoreseence　（F）　were　measured　in　the　presance　（A）　or

　　　　　　abserice　（A）　of　NaCl．　All　the　intensities　are　plotted　a＄　relative　values

　　　　　　by駄題9康e　c◎rreSPORd聴蹴e嚢si憲y◎f　PDC圭R漁蕪abseRce◎f
　　　　　　G（漁｝蓋CI　a登d　Naαas　one．
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the　absence　of　GdnHC｝．　The　removal　of　Gdn｝ICI　restored　the　intensity　of　the　fiuores－

cence　（Fig．　3　C）　and　the　emission　maximum，

　　　Spectroscepic　ehaRges　induced　with　NaCl　were　｝ess　tkaR　those　with　G（in｝ICI．　With

increasing　amount　of　NaCl，　the　intensity　of　light　scattering　decreased　（Fig．　3D），　but　the

intensity　of　ANS　fluorescence　increased　（Fig．　3E）．　The　removal　of　NaCl　canceled　these

chakges　alxrtost　cerapletely．　Bgth　the　incgbatigR　in　the　preseRce　ef　NaCl　akd　its　remeval

affected　the　intensity　of　FAD　fiuorescence　insignificantly　（Fig．　3F）；　these　were　also

ineffective　on　the　emission　maximum　of　FAD　fluorescence．

Changes　in　molecular　size

　　　Intact　PDC　was　eluted　from’　a　gel　filtratiOn　column　as　a　single　peak　of　protein　at

heetiek　No．　52　（Fig．　4A－a）．　The　peak　shifted　te　No．　54　in　e．2　M　GdAHC｝　（Fig．　4A－b）．　IR

O．5　M　GdnHCI，　the　peak　shifted　to　No．　55，　and　a　shoulder　appeared　at　No．　72　（Fig．　4A－c）．

Three　prote血peaks　were　detected　at　No．30，　No．58，　and　No．72，　respectively，血1．OM

GdR｝ICI　（Mg．　4Ar一く1）．　The　first　peak　was　at　the　exc｝llsioi｝　liinit　of　the　celvimn　aRd　emitted

ANS　fluorescence　greatly；　emission　from　other　molecular　species　including　intact　PDC

was　fatnt　（Fig．　4B）．　IR　1．5M　GdrtHCI，　the　great　part　of　protein　was　eluted　around　No．　74

（Fig．　4A－e）．　Aiialyses　by　S］）S　polyacrylamide　gel　electrophoresis　（SDS－PAGE）　gave　the

followng　results，　although　we　failed　to　discriminate　betwe　en　E　l　a　and　E　I　B　polypeptide

bands　oR　a　ge｝；　the　peak　at　No．　30　was　rich　in　E　l　pelypeptide；　the　peak　at　No．　58　was
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Fig　4．　Gel　fgtratioR　chromatography　in　the　preseRce　of　G｛inHC｝．　PDC　（O．6

　　　　　　認）泌cubaもed盈◎．◎蟹（c◎磁◎1）（a），0．2　M（b），αδM（c），1。0蟹（の，

　　　　　　and　1．5M　（e）　GdnHCI　were　separately　filtered　on　a　Sepharose

　　　　　　CL－2B　column　with　standard　buffer　contaming　same　amount　of

　　　　　　GdR｝至C王．　V◎玉嚢】盤e（）f　a　fracも叢。簸was◎．65搬里．　Pro乞e蟹a］陰◇撚も（A）

　　　　　　and　intensity　of　ANS　fiuorescence　at　480　nm　（B）　are　plotted　in

　　　　　　arbitrary　units．
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Fig．　5．　Gel　filtration　chromatography　after　removal　of　GdnHCI．　V’DC　was　ineu－

　　　　　　bated　in　the　presence　of　O．O　M　（controD，　O．5　M，　1．0　M，　and　1．5　M　GdnHCI：

　　　　　　C｝蓋r◎搬aもog職．RS　fr◎m　t◎P　to　bott◎．㎜熱each　p欲総L　Gd飛Hαwas　re搬Oved

　　　　　　by（黙a至ysis，　a簸d　each　e．7搬レso歪癩◎識was餓e騰d　on　a　Se諏arose　Cレ2B

　　　　　　eolum　with　standard　buffer．　Volurne　of　a　fraction　was　3．3　ml．　Protein

　　　　　　amaount　（A），　intensity　of　ANS　fluorescence　at　480　nm　（B），　PDC　activity

　　　　　　（C）TEl　a醜iviもy（D），鷺2畿ctivi破（鴛），　a濃d£3　ac娠v1もy（F）a罫e　plo纏ed勲

　　　　　　arbitrary　u，nits．　ANS　fikioresceRee　（B）　and　E2　activity　（E）　are　expressed

　　　　　　aE　bar　graphg．；　these　were　measured　for　corresponding　fractions　oom一一

　　　　　　bined．

almost　exclusively　composed　of　E2a　polypeptide；　the　peak　at　No．　74　was　rich　in　E　l　and

E3a　polypeptide＄　（data　Ret　shown）．

　　　After　removal　of　GdnHCI　by　dialysis，　the　ge｝　filtration　of　PDC　was　done　in　the　absence

of　GdnHCI．　Resultirtg　fractions　were　exarnined　as　to　distributions　of　protein，　intensity　of

ANS　fiueresceRce，　and　eRzyr’ie　aetwit．ies　（Fig．　5）．　lncuba’tion　wtth　O．5　M　GdnHCI　affeeted

もhe　elutioML　pro斑e◎f短tacもPDC㎞sig磁canも1y．　E　l　and　PDC　acもivit沁s玉◎st蛾もhe　preseftce

of　1．0－1．5M　GdnHCI　were　never　restored，　while　E2　and　E3　activities　were　recovered，

showing　slightly　larger　elution　volumes　（Fig．　5E　＆　5F）．　The　e｝ution　profile　of　FAD

e◎incided．賊hもhaも◎f　E3　act蚤v鞍（data　x◎もsho職），　Ag9聡gaもe搬ユ．◎MGd難HCl　re搬a㎞ed

after　the　removal　of　GdnHCI　and　ernitted　ANS　fluorescence　greatly　（Fig．　5B）．　Five

fractions　around　a　protein　peak　were　separate］y　combined，　concentrated，　and　subjected

to　a　sed2meRtatioR　velgeity　aAalysis．　SiRgle　vaelecular　＄pecies　was　detected　in　a　peak

after　removal　of　O．5　M　GdnHC｝，　and　its　sedirrtentation　coefficient　（SO20，　w）　wa＄　the　same　as

that　of　intact　PDC：　75　S．　Molecular　species　aft，er　removal　of　1．OM　or　1．5M　GdnHCI　was

also　siRgle，　and　both　their　eeefficient＄　were　evalu，ated　57　S．　SDS－PAGE　aRalysis　iridicated
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that　the　polypeptide　composition　of　a　75　S－species　is　quite　sirnilar　to　that　of　an　intact

PDC，　while　a　57　S－species　contains　larger　amounts　of　E　2　and　E3　than　intact　PDC　（data

Rot　shown）．

mscgssloN
　　　　PDC　ae宅iviもy　is　oRe◎f　the憩ost　seRsiも韮ve　pr◎besも（）瓢。癒t（＞r　chaRges　iii　PI）C，　beca慧se

the　activity　is　solely　performed　by　assemblage　of　active　component　enzymes．　E　l，　E2，　and

E3　activities　are　indepeRdextly　measured　of　each　ether　wtth　corveriieRt　substrates　and

may　reflect　changes　in　their　molecular　states．　However，　information　on　changes　in　activi－

ties　ef　corripoRents　dllring　the　disintegratioR　of　PDC　is　lmited．　Witzmann　and　BisswaRger

reported　that　the　salts　at　concentrations　less　than　50　raM　are　ineffective　on　PDC　activity

of　the　B，　stearothemaophZtzLs　PDC，　a｝though　they　showed　no　data　about　changes　above

the　concentratioR　（Witzmann　and　BisswaRger，　1998）．　They　also　reported　the　inhibitory

effects　of　NaCl　and　KCI　on　PDC　activity　of　the　TheTmzLs　．fZavzes　PDC：　30－400／o　of　its

origiRal　activity　in　O．5M　sa｝t　（Witzrrtann　aRd　BisswaRger，　1998）．　The　bowte　PDC　｝oses　its

PDC　activity　in　O．2M　GdnHCI　（West　et　al．，　1995）．　A　rapid　decrease　in　GdnHCI　con－

ceRtratigR　by　dintigR　was　reperted　tc　restere　PDC　activity　ef　the　bgvixe　PDC　CWest　et

al．，　1995）．　These　results　implied　that　GdnHCI－induced　changes　in　PDC　activity　are　simi－

lar　to　each　other，　beiRg　iridependent　of　seurce　ef　PDC．　Based　oR　chaRges　in　PDC　actwity，

it　was　suggested　that　the　effects　of　NaCl　on　PDC　and　those　of　GdnHCI　at　relatively　low

concentrations　are　reversib｝e　aRd　that　those　of　GdnHCI　at　higher　concentrations　are

irreversible．　E2　and　E3　activities　were　highly　recovered　even　from　6　M　GdnHCI，　whereas

El　was　the　most　lablle　component．　Changes　in　E　l　activity　were　well　correlated　to　those

in　PDC　activity．　Stability　of　E　l　was，　therefore，　suggested　greatly　respensible　for　that　of

PDC．　Such　a　correlation　is　also　observed　when　PDC　is　inactivated　thermally　（Hirornasa　et

ag．，　1994）　or　with　potassium　iodide　（Aso　et　gg．，　1998）．

　　　E3　activity　increased　in　the　presence　of　a　little　amount　of　salt；　it　was　notable　in　NaCl．

The　activity　of　aR　isolated　E3　is　alse　i．5－1．8　times　that　ef　origiRal　val“e　in　GdnHC｝，　NaCl，

or　KCI　（Hiromasa　et　at．，　1998b）．　FAD　is　a　cofactor　exclusively　bound　to　E3．　The　molar

fiitoresceRce　iiitensities　of　FAD　of　E3　iR　PDC，　FAI）　in　isolated　E3，　and　free　FAD　were

measured　in　the　ratios　LO：0．3二4．0（Hiromasa　et　at．，㎜published　results）．　In　the　presence

of　GdnHCI，　therefore，　release　of　FAD　from　E3　might　cause　afi　increase　iri　FAD　fiuores－

cence．　The　release　was　suggested　reversible，　because　the　removal　of　GdnHCI　restered　the

spectr㎜of闘）fiuorescence　besides　E3　actiVity．　Upon　GdnHCレ血duced　denaturation，

isolated　E3　also　release＄　FAD　（Hiroirtasa　et　ed．，　1998b）．　It　was　therefore　suggested　that

the　increase　in　E3　activity　and　the　release　of　FAD　are　independent　of　changes　in　other

c◎類P◎鍛e嚢ts．　Res疑三ts£ぞom　1韮ghもs（）atter泌9獄eas破e搬e魏aRd　gel　f霊trat主。嚢i難（魅catedもhe

exfoliation　of　E　l　and　E3　components　from　E2．　ln　O．2　M　GdnHCI，　the　bovine　PDC　release

El　aRd£3　cOI￥｛p｝ete｝y（Wesもθ脇ど．，1995）．　S㎞ceもhe　sもr嚢。撫re◎f嶽e　boviRe　PDC　co漁色

taining　extra　components　is　more　complicated　than　that　of　the　B．　stearothermophitzts

PDC　（De　Marcucci　et　aZ．，　1995；　McCartRey　et　ag．，　1997），　we　so　far　have　insufficient

knowledge　of　dissociation　mechanism　of　E　1　and　E3．

　　　Functional　aRd　6e一一meric　E2　is　prepared　by　overexpression　of　E2　gene　in　Escherihia

coli　（Lessard　et　ag．，　1998）．　E2　inner　eore　（E2ic）　is　furthermore　art　active　60－mer　srrtaller
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もhar≧E2；E2韮。　has貧ξ叢悪｝蕉｝ごもhe　biRdik慕d◎搬ain難◎r縫鞭きlip（）yl　d◎mairk（Pack搬a嚢《露磁‘．，

1984）．　Sixxce　E2　forms，　the　core　of　PDC，　studies　eR　E2　aRd　E2ic　have　g．　eparate｝y　been

doRe　froiR　PDC．　Except　for　the　Rotable　increase　iR　E3　activity，　changes　iri　E2　activity

were　s．irni｝ar　to　those　ef　E3　activity．　Wc）　previously　examined　the　effect，s　of　GdnH’C｝　on

E2ic（H鋤◎】：riasa　et磁．，1998a；As◎就磁，2◎◎1）．　E2裁¢犠v嶽es　of　PDC乱酔d　E2ic　decrea＄ed，

similarly　depending　on　GdnHCI　concentration．　On　the　other　hand，　the　effects　of　removal

of　Gdrtf｛Cl　were　differen，t，　from　each　ether．　E　2ic　lost　ainiost　all　the　act，ivity　irreversibly　by

rαnova蓋○繋L2－2．0蟹G伽HC1，　altho㎎｝獄early　90％◎f◎r嬉inal　activiもy　1◎st盈3．0」4．5蟹「

Gd盤｝｛C圭総ごec◎vered（A＄《）eg　a9．，2◎◎1）．　Re〈｝e轟も｝y　we奪x＆懸嚢e（孟も｝｝ξ｝e£艶（重もs◎f　Gdr韮｝1’Cl〈｝難

the　activity　of　E2　prepared　by　overexpression　of　its　gene　in　E．　coei　and　found　that　the

activity　recovery　of　the　isolated　E2　i＄　similar　to　that　of　PDC　（Kita　et　al．，　unpublished

resultsl　．　The　tnmcated　twe　domains　an（1／or　interaction　of　other　eomponents　on　the　bind一

壷gd◎秘露瞬；hも嶽騰．飴驚¢◎嚢頴b蕊直向面面。も重v頗繊◎ぎE2．丁劇職f命玉d熱go罫is◎三滋磁

E2　pr◎ceeCts　Wtth◎滋a識y㎞もe懸edi就es；o晦霜◎R◎搬ar孟s嶽2．◎瓢Gd沼α（Lessard磁認，，

1998）．On　the　other　hand，　the　24－meric　E2　from、A船otoわacter　vinθeαn　ld¢　is　disintegrated

with　two－step　dissociatieri　（Haneirtaai．i　er　et　Ge．，　1989）．　We　reported　thas　changes　in　light

scatteri飛菖of　E2ic董s　biphasic　iR　G伽1HC夏，　a1もh◎簸gh　we　c◎磁d　never　deもect　aRy　iR艶ご一

mediates　（Hirornasa　et　ag．，　1998a）．　ln　the　present　study　oR　PDC，　we　failed　to　detect　any

盈もer澱e磁aもes　of　E2，　because韮t　was（嚢f薮磯1tも。搬◎R並◎r　dissoc漉董◎R◎f　E2，　disc舳a庸｝g

fr◎m　the　d重ss◎ciaも董◎嚢of猛1　a難d／◎r　E3£r◎搬E2、

　　　As撚認am◎u魏◎．f　gggregate　was　d就ected㎞a蟻戯e　narr◎w　c◎RC¢賊raも沁貧ra鷺欝of

GdnHex　The　aggregate　reaction　was　irreversible，　and　its　product　migltt　be　a　byproduct

rather　t；han　a　fmal　prodttct．　2im　increase　in　intensity　of　ANS　fluorescence　is　geRerally　rec一

◎gnizε（i奪（）ref董ecもincrease血hydroph◎b．i（こreg重。嚢．　Th鰹aggregat董on◎£E2圭。　occurs　w魏h

熱s逡㎡鎗a簸もehar韮9｛｝s勲メ撰S　fl嚢◎res｛⊃e難く驚（As（）eS　99．，2◎◎i），響her｛きgs£h董s　sも蓑（圭y’revea｝eCt

that　the　aggregate　fro’m　PDC　is　mainly　responsible　for　notable　increase　in　emission　of　ANS

fluoreseence．　E2ic　comprising　homo－polypeptides　is　different　from　E2　in　PDC．　The

dissoc匪a鍍（膿of　E　l　a登d猛3　fr◎m　E2　might　exもend　hy（ir◎ph．obic　regi◎n。　Base（i　on　res聖滋耽s

fr〈｝澱9《叢f嚢もraも韮。難盈難d’u｝traeeRtrifugagi◎薮sも穫dies，韮嚢《滋baも1〈）嚢◎f　PDCま嚢h童9k　COkce嚢一

もraも韮く）R（）f　G（i嚢Hαa嚢d澱ccessive　remOv磁◎f　GdhHCi　was　s嚢ggesもed　t（）yie玉d　a嚢E2－E3

cornplex．　Sixty　molecu｝es　of　E　l　or　those　of　E3　was　reported　capable　of　spontaneous　asso－

ciaもi◎rしw叢もh　an　E2（Lessard　etαS．，19，　98；Doming◎就磁．，1999）．琵w畿s　speαぬted撫at，

uponもhe　for殖ati◎嚢◎f囎一E3　comp沁x　d雛r㎞g　rem◎v頴．　of　Gdn｝至α，1a鷺k◎f　E3　mo玉ecrdes

might　he｝p　biiidiRg　of　ANS　molecules　to　＄ome　sites　originaliy　occupied　by　E　l．

　　　Althongh　there　are　several　reports　ci，escribag　the　effects　gf　deRaturant　eR　PDC，　scme

s撫d圭es　h畿ve　f6c寝sed◎簑もhe　de嚢就慧麟三Q嚢◎蹴s三s◎茎襯d　comp◎ne鷺奮s　raもher嶽aR　PDC

itself，　ot．hers　have　foc“sc｝d　oR　drasti¢　c．haRges　wtth　high　ceftceRtrati，ori，　of　deRaturant；　to

perform　the　reconstitution　of　the　complex：　for　example，　complete　dissociation　and

incomplete　reconstitution　of　PDC　（Jaen，icke　and　Perham，　1982）．　Properties　of　isolated

C◎即0甲西enzy賠e説el｝（）繊eceSS畿r嚢y　sa贈asもh◎seぐ｝琵設zy搬e壷ac◎搬Plex（H獅撚S慕

et　a9．，2◎O◎）．　F嚢rもh｛∋r　sも蟻dies　o嚢（孟is譲£egraも呈。嚢rYIC｝c難＆益叢§羅gf　co王嚢茎）玉ex　akd　iもs｛｝◎灘茎）◎一

nents㎜．der　m且d　con砒ions　would　help　to　understand就ructural　properties　of　a　gigantic

proteirt　assembly．
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