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＆吻Zoooocμs　sα㎎〃Zs　Iの産生するDeoxyribonuclease

の反応性について

　　　　濱田　育男　　金子　　克
岩手医科大学歯学部口腔徴生物学講座＊（主任：金子　克教授）

〔受付：1983年1月17日〕

　抄録：S’砂Toco66μ∫sαηg拠1の産生するDNaseはthymus　DNAを分解し，　mono－，　dL，　tri－，　tetra一そ

してさらに大きなoligonucleotideを産生した。これらのnucleotideはSephadex　G－25によるゲルクロマト

グラフィーと7M尿素存在下でのDEAE－Sephacelイオン交換クロマトグラフィーの組み合わせによって検

出された。また，0．8％アガロースゲル電気泳動分析において，native　thymus　DNAだけに作用して，約2．2×

105daltonまでに分解した。

　しかしながら，λphage　DNA，　fd　phage　DNA，熱変性thymus　DNA，熱変性λDNAには全く作用しな

かった。

　この結果はS’励’oεoε6μss伽g吻1の産生するDNaseがthymus　DNAに対して高い特異性を有している

ことを示唆する。
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緒 言

　われわれは，ヒトロ腔内に常在する5舵ρro－

co6c〃s　sαηg撚　1の菌体外核酸分解酵素（Ex・

tracellular　deoxyribonuclease，以下DNaseと

略す。）を分離精製し，いくつかの特徴ある生化

学的性状を検討し報告した1）。

　DNaseの多くのものはその作用の違いから

大きく2つに分類されている。ひとつは核酸の

内側にあるヌクレオシド間のリン酸エステル結

合を加水分解するものでEndonucleaseと呼称

される。もうひとっは，核酸あるいはポリヌク

レオチドの未端に位置するヌクレオチドだけに

作用して順序良くモノヌクレオチドを切り出し

て行くExonucleaseである2）。

　S’吻τ060ccμs　sα㎎硫1から分離したDNase

はRNAにはまったく活性を示さず，熱変性

DNAに対して活性が弱く，native　DNAを良

く分解する1）ことからendo一型の酵素と推察さ

れる。

　そこでわれわれは，本酵素によるDNA分解

物の同定ならびに，仔牛胸腺以外のDNAを用

いて反応性を検討したので報告する。

材　料　と　方　法

（1）DNaseの分離精製

　S舵がoτ06％ssα㎎硫1（Challis）を37°Cで嫌

気培養した液体培地の上清を濃縮し，90％飽和

になる様に固型硫安を加えて沈殿させ，DEAE

－Sephadex　A－50で精製したものを用いた。こ

の酵素分画は627．3units／mlの活性を有してい

る1）。
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（2）DNA基質

　native　thymus　DNA（仔牛胸腺由来，　P－L）

は0．0001M　MgCl2加0．0001M　Tris－HCI　buff－

er（pH　7．0）で500μg／ml濃度に溶解した。

　λphage　DNA（Miles）は10units／1．1ml濃度

に0．001M　Tris，0．001M　NaCl，0．001M　EDTA

buffer（pH　7．5）で溶解した。

　fd　phage　DNA（Miles）は0．001M　Tris－HCl

buffer（pH　7．4）で10units／0．8ml濃度に溶解し

た。

　熱変性DNAはthymus　DNA　200μ1，λ

DNAは0．27units／30μ1を100℃，10分間加熱し

たものを用いた。

（3）アガロースゲル電気泳動

　支持体はSeaKem　HGTアガロース（Marine

Colloids）を用い0．04M　Tris，0．02M　CH3COO－

Na，0．002M　EDTA　buffer（pH　7．8）で0．8％

（W／V）濃度に加熱溶解した3）。泳動槽は15

cm（L）×15cm（W）×0．3cm（H）の大きさのガラ

ス製プレートを用い，試料孔は0．1cm（L）×

1cm（W）×0．3cm（H）とした。電源はオートマ

チック定電流定電圧装置PAV－100（常光）を用

い，室温で50V，5時間通電した。なお，tracking
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dyeとして0．2％Bromcresol　Green（BCG）溶

液を使用した。泳動終了後0、5μ9／mlのEthi－

dium　bromideで20分間染色し紫外線照射下で

DNAバンドを検出し4），　RIフィルターで写真

撮影した。

（4）Sephadex　G－25ゲル濾過法およびDEAE

　－Sephace1イオン交換クロマトグラフィー

　thymus　DNA　200μ1（500μg／ml）とDNase

200μ1を37℃，18時間反応させた後，0．2NHCIO4

溶液2．Omlを加え，遠心して上清をとりSepha－

dex　G－25（Pharmacia）カラム（1．5×50cm）

でゲル濾過した。最多収量の分画を集めDEAE

－Sephacel（Pha㎜acia）カラム（0．8×15cm）

を用いて7M尿素存在下でNaCl濃度0．14～0．3

Mまでlinear　gradient溶出を行った。溶出に

は7M尿素を含む0．02M　Tris－HCI　buffer（pH

7．0）を用い；，開始bufferおよび終了bufferの

合計は600mlであった。

（5）DNA基質とDNaseの反応条件

　DNA基質とDNaseの反応条件は表1に示

す通りである。

Table　1．Various　conditions　on　the　reaction　of　DNase　against　DNA　substrates

DNA Volume　of　DNA（μg　or　units） Volume　of　DNase Reactiortime　at　37℃

native　thymus　DNA

native　thymus　DNA

native　thymus　DNA

nativeλDNA

nativeλDNA
nativeλDNA

nativeλDNA
fd　DNA

fd　DNA

thermally　denatured

thymus　DNA

thermally　denatured
thymus　DNA

thermally　denatured
thymus　DNA

thermaUy　denatured
λDNA
thermally　denatured

λDNA

10με（5μg）

10μ尼（5μg）

10μ£（5μg）

30με（0．27units）

30μ£（0．27units）

30μ尼（0．27units）

30μ乏（0，27units）

30μ£（0．37units）

30μ£（0．37units）

200μ£（100μg）

200μ£（100μg）

200μ尼（100μg）

30με　（0．27units）

30με　（0．27units）

200με

500μ尼

200μ
200με

500με

500με

500με

200μ尼

500μ£

200με

500με

500μ

500με

500μ

18hr

18hr

3hr

l8hr

3hr

18hr

24hr

18hr

18hr

18hr

3hr

18hr

3hr

18hr
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Fig．1 Gelfiltration　on　Sephadex　G－25　0f　acid

soluble　materials，

Fig．2　DEAE－Sephacel　chromatography　of　acid

　　　　soluble　materials　in　7M　urea．

1 2 3 4 5 6

Fig．3　Agarose　gel　electrophoresis　of　hydrolyzed　thymus　DNA．

　　　　11DNA－molecular　weight　marker　II，

　　　　2：Hydrolyzed　DNA　by　200μl　of　DNase　for　3hr．

　　　　3：Hydrolyzed　DNA　by　500μ10f　DNase　for　18hr，

　　　　4：Hydrolyzed　DNA　by　200μ10f　DNase　for　18hr．

　　　　5：Native　thymus　DNA．

　　　　6：BCG　tracking　dye．

（6）DNA分子量の測定

　0．8％アガロース電気泳動においてDNA分

子量マーカーII（Boehringer　Mannheim）を同

時に泳動させて，その移動から　calibration

curve　を作成した。このマーカーに含有する

DNAはλphage　DNAをrestriction　endonu一
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clease　Hiη4111で切断して得られたもので，そ

れぞれ，15．58，6．36，4．38，2．86，1．49，1．31，

0．37，0．092×106daltonの分子量を有する6）。

成 績

1．Sephadex　G－25およびDEAE－Sephacelに

よるクロマトグラフィーの結果から　Sτ吻τo－

coccμs　s耽g撚1（Challis）のDNaseはthymus

DNAに作用し，その分解産物はmononucleoti・

deを含めdi－，　tri－，　tetra一そしてさらに大きな

oligonucleotideであった（図1，図2）。

2．0．8％アガロース電気泳動分析の結果から

DNaseはthymus　DNAを約2．2×105dalton
（約300base　pair）までに分解した（図3）。図

4に　DNA分子量マーカーIIのcalibration

curveを示す。

3．本酵素はλphage　DNA（linear　duplex）や，

fd　phage　DNA（single　stranded　circular）に対

して，いくつかの反応条件で試みたがいずれの

01×1

601×1

（の
＝

。

莞
3
主
畑
竃
目
｛
8
Φ
【
。
Σ

1×105

6．36×106

　4．38＞〈106

1．49×106

1．31×106

　　024681012　　　　　　　Migrated　distance　（cm）

Fig．4　Calibration　curve　of　DNA－molecular　wei－

　　　ght　marker　II　on　O．8％agarose　geL
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基質に対しても活性を示さず，分子量の低下，

およびrestriction　fragmentは検出されなかっ

た。

4．熱変性thymus　DNA，熱変性λphage

DNAに対しても同様に反応性は認められな

かった。

考 察

　S施ヵτoε06c〃s　sαηg硫1（Challis）の産生する

DNaseによるCalf　thymus　DNAの分解で

monomerを含めていくつかのoligonucleotide

が見いだされた。さらに0．8％アガロースゲル電

気泳動分析では大部分2．2×105dalton付近ま

で分解されることから，本酵素のDNAに対す

る作用はendo一型に作用すると思われる。

　また，通常DNase活性を測定する場合，酵

素反応の結果生ずる酸可溶性物質を定量するこ

とによりその酵素活性を知る方法がとられてい

るが，2．2×105daltonの分子量をもつDNAは

当然のことながら酸可溶性物質とはならず沈殿

してしまうので分解産物として定量されない。

このことからも，ゲル電気泳動分析を同時に行

う必要があると思われる。

　一定の分子量からなるlinear　duplex　DNA

で約3．2×107daltonの分子量を有する　λ

phage　DNAに本酵素を作用させて電気泳動分

析を試みた。しかしながら，酵素量，反応時間

などの条件を変えてみてもλDNAは分解され

なかった。同様にsingle　stranded　circularDNA

であるfd　phage　DNAにも作用させたがまっ

たく活性を示さなかった。さらに　thymus

DNA，λDNAを熱処理したものにっいても試

みたが，本酵素による分子量の低下あるいは特

定のfragmentは検出されなかった。このこと

は，本酵素はthymusの二本鎖DNAに作用す

るがphage由来の二本鎖DNAには作用しな

い。さらに，一本鎖や熱変性DNAなどにも作

用せず，native　thymus　DNAに特異的な活性

を有するものと思われる。しかしながら，今回

検討したDNA基質は市販のもので比較的入手

しやすく，数が限られたものであるので今後は
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いくつかのDNAについて検討を加える必要が

ある。

　さらに，本酵素がthymus　DNA以外の動物

細胞由来のDNA，あるいは組織培養細胞など

のDNAに共通して活性を示し，ウイルス由来

のDNAにまったく働かないとすれば，ウイル

ス　DNA　を損うことなく組織培養細胞由来の

DNAだけを消化し，電気泳動分析における

バックグラウンドの消去に利用して，ウイルス

genolne　typingの中の有力な手段のひとつとし

て応用できる可能性がある。

結 論

1．S〃幼τooocc％s　s鋤g硫1（Challis）の産生す

るDNaseはthymus　DNAを分解し，　mono－，

di－，　trL，　tetra一さらに大きなoligonucleotide

を産出した。

2．DNaseは，0．8％アガロースゲル電気泳動

分析の結果，native　thymus　DNAを約2．2×105

daltonまでに分解した。

3．λphage　DNA，　fd　phage　DNA，熱変性

thymus　DNAそして熱変性λDNAにはまっ

たく作用しなかった。

　本研究の要旨は第24回歯科基礎医学会総会

（鶴見大学）で発表した。

　Abstract：An　extracellular　deoxyribonuclease　separated　from　5τ励Zocoo微s　sαηgμるIdestroyed　the

thymus　DNA　and　then　produced　mono－，　di－，　tri－，　tetra－and　other　oligonucleotides．

　These　oligonucleotides　were　determined　by　the　combination　of　Sephadex　G－25　gelfiltration　and　DEAE

－ Sephacel　ion　exchange　chromatography　in　the　presence　of　7M　urea．

　The　results　were　summarized　as　follows：Only　thymus　DNA　was　hydrolyzed　by　the　DNase　and　its

molecular　weight　decreased　to　2．2　x　105daltons　on　O．8％agarose　gel　electrophoresis．　However，　the　DN　ase

showed　no　enzymatic　activity　forλphage　DNA，　fd　phage　DNA，　thermally　denatured　thymus　DNA　or

the㎜ally　denaturedλDNA．

　It　suggests　that　the　DNase　has　high　specific　activity　for　native　thymus　DNA．
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