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SUMMARY

　　　It二　was　　pre▽iously　found　in　our　laboratory　　that　　an

obligately　psychrophilic　Vibrio　sp・　st二rain　ABE－l　had　two

isozymes　of　NADP＋一specific　isocitrate　dehydrogenase

［IDH；　EC　1．1．1．42］　which　were　rnarkedly　different　in

t二heir　　temperature　dependency　and　so　on　【Ochiai　　皇主　　皇．IL。

（1979），　　J．Biochem．，　86；　377－384］．　　　工n　order　to　　eluci－

date　their　physiological　significance　and　their　evolu－

tionary　relationship，　it　was　absolutely　necessary　to

purify　　t二hese　isozymes．　　However，　these　isozymes　　could

not　be　purified　so　far．　Then，　firstly　1　attempted　to

develop　the　purification　procedures　of　the　enzymes，　and

subsequently　biochernical　and　physical　properties　of　the

enzymes　were　investigated．　Nextr　catalytic　properties

of　the　isozymes　were　revaluated．　Finallyr　their　struc－

tural　relation　was　evaluated　by　comparison　of　the

immunoreactivities　r　the　amino　acid　sequences　at　the

amino　terminals，　and　the　complete　nucleotide　sequences

（Part　ll）．

　　　　　Application　of　the　hydrophobic　chrornatography　in　an

early　step　of　the　procedure　resulted　in　complete　separa－

tion　of　the　two　isozymes　from　each　other　followed　by

being　successful　in　purification　to　electrophoreticaliy

homogeneous　state．　Apparent　molecular　weights　of　the

isozymes　estimated　by　gel　filtration　were　88，100　for

isozyme－1　　（IDH－1）　and　80，500　for　　isozyme－II　　（IDH一工1）’

whereas　49，100　for　IDH－1　and　79，500　for　IDH－II　by　gel

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2
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eユectrophoresis　　in　t二he　presence　of　sodium　dodecyl　　sul－

fat二e，　　indicating　that　工DH－I　was　dimer　and　IDH－II　was　　a

single　polypept．ide．　The　isoelectric　points　of　，　IDH－I

and　　－II　　were　found　t二〇　be　4．9　　and　　5．2，　　respectively・

The　absorption　maximum　and　shoulder　in　ultraviolet　re－

gion　of　the　isozymes　were　observed　at　278　nm　and　292　nm，

and　values　of　Elcl：　at　280　nm　were　6．IS　for　IDH－1　and

4．Ol　for　IDH－II．　　Alt二hough　the　two　isozymes　were　　slml－

lar　in　amino　acid　compositions　with　slight　differences

in　the　contents　of　nonpolar　and　hydroxyl　amino　acids，

the　NH2－terminal　amino　acid　sequences　were　quite　differ－

ent．　Moreover，　Ouchterlony　double　immunodiffusion　and

immunotitration　of　the　each　isozyme　with　the　respective

counter　antibody　revealed　that二　the　isozymes　were　differ－

ent　in　immunochemical　property　from　each　other．　There

observed　remarkable　differences　not　only　in　thermosta－

bility　but　also　in　thermal　inactivation　mode　between　the

isozymes　r　that　is，　IDH－1　was　inactivated　iinearly　in

the　incubation　above　450C，　whereas　IDH－II　was　inacti－

vated　biphasicaly　above　200C．　Some　nucleotides　and

metabolites　in　glycolysis，　tricarboxylic　acid　cycle　and

glyoxylate　bypass　acted　as　inhibitors　to　the　IDH　iso－

zymes．　Potassium　ion　was　found　to　be　the　best　monova－

lent二　cation　for　activities　of　the　bot：h　　isozymes，　　even

though　the　range　of　optimum　concentration　of　K＋　for　IDH－

II　was　broader　than　that　for　工DH一・1。　　Additionally，　　t：he

isozymes　were　different　in　kinetic　and　thermodynamic

parameters．　　From　these　results，　：［　conclude　that　工DH－II
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INTRODUCTION

　　　　　The　life　of　bact二eria　is　greatly　influenced　by、　tem－

perature　as　similar　as　other　most　life　formsr　however，

in　generalr　the　bacteria　can　survive　in　a　much　greater

thermal　range　than　any　other　［1］・

　　　　　Bacteria　are　classified　into　thrrnophiles，　meso－

philes，　and　psychrophiles　according　to　the　ranges　of

their　　growth　temperat二ure　［2］．　　Although　the　　existence

of　psychrophiles　has　already　been　affirmed　firstly　at

the　latter　half　of　the　19th　century，　many　aspects　of

those　are　waiting　for　clarification　［3］・　Y－2r．Pxlgbrio　sp・

strain　ABE－1　（Vibrio　ABE－i），　whlch　was　isolated　from　sea

water　at　Abashiri　Bay，　Hokkaidot　is　a　psychrophilic

bacterium　with　an　optimum　and　a　maximum　growth　tempera－

ture　at　i50C　and　between　20　and　250C，　respectively　［43］．

As　a　line　of　the　investigation　on　adaptation　strategy　or

compensation　mechanism　of　Y．lt，12xl－gbrio　ABE－1　and　sorne　psychro－

trophic　bacteria　to　low　temperature，　studies　on　protein

synthesis　［4－9］，　characterization　of　enzymes　［10－12］，

energy　metabolisrn　［13－17］，　and　changes　in　lipid　composi－

tions　in　membrane　［18－22］　have　been　carried　out　in　our

laboratory．　　　The　purpose　of　this　study　is　to　grope　　t二he

adaptatign　strategy　to　low　temperature　of　psychrophilic

enzymes，　on　the　basis　of　their　biochemical　properties．

　　　　　NADP＋・一specific　　is　oc　it二rat：e　dehydrogenase　　【IDH：　　EC

l．i．1．42］　is　a　member　of　enzymes　in　tricarboxylic　acid

cycle　and　catalyzes　the　oxidative　decarboxylation　ef

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5
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isocitrate　to　yield　ci－ketoglutarate　and　carbon　dioxide

coupling　with　NADP＋　reduction　［23］．　IDH　has　been　puri－

fied　from　numerous　bacteria　［IOr　24’35r　44，　46r　59］．

Of　　particular　　interest二　is　that二　an　inactivation　　and　　a

reactivat二ion　　of　　the　enzyme　from　　enteric　　bacteria　　is

cont：rolled　by　phosphorylat二ion／dephosphorylation　reaction

which　is　catalyzed　by　IDH　phosphorylase／kinase　［36］．

　　　　　Previously，　Ochiai　皇竺皇一ll，．・　reported　that　Vibrio　ABE－

1　possessed　two　distinct　forms　of　1DH　rnarkedly　differing

in　thermostability，　salt－dependency，　kinetic　character－

istic　［47］，　and　molecular　structure　［60］．　They　desig－

nated　the　thermostable　dimeric　isozyme　and　the　thermo－

labile　monomeric　one　as　IDH－1　and　一II，　respectively．

Such　a　coexistence　is　unusual　since　a　bacterial　strain

has　been　reported　to　contain　only　one　form　of　IDH　except

Acinetobacter　calcoaceticus　［28］．　However　t　the　impuri－

ty　　of　　t二he　IDH　isozyme　preparat二ions　　prevented　　further

characterization．

　　　　　To　ressolve　the　problems　with　the　IDH　isozymes　that

remained　unclearr　1　first　attempted　to　develop　the　im－

proved　　procedures　for　the　purification　of　t二he　　isozymes

in　good　yield．　ln　”Part　r”　of　this　thesis，　the　results

of　the　purification　are　presented．　There　also　report

t二he　　comparative　st：udies　between　these　isozymes　in　　bio－

chernical　and　immunochemical　characteristics　examined

with　the　homogeneous．preparations．

　　　　　1n　respect　to　the　relation　between　enzymatic　kine－

tic　parameters　and　temperaturer　many　reports　have　alrea－
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dy　been　published．　Among　them，　it　is　noted　that　Hocha－

chka　suggested　the　basic　strategies　and　mechanisms　for

enzyme　adaptatj．on　to　temperature　［37］．　Somero　and

Hochachka　［38］，　Moon　［39］，　Somero　［40］　and　Horwitz　and

Hettinger　［41］　proposed　that　either　of　two　or　more　iso－

zymes，　which　are　extremely　different　in　their　kinetic

parameters　at　a　given　temperature，　may　contribute　to　the

biochemical　adaptation　of　ectothermic　organisms　to　the

temperatures．　Similarly，　Segel　［42］　described　a　gene－

ral　appreciation　of　a　constitute　in　enzymes　with　variant

forms　and　the　same　function　by　comparison　of　kinetic

parameters。　　　Revaluation　　in　this　study　　on　　cat；alyt二ic

properties　of　the　IDH　isozymes　gave　slightly　dlfferent

results　from　the　previous　report　［47］．　Finally，　I

discuss　　whether　　Vibrio　　ABE－l　IDH　　isozyme　　syst二em　　is

obeyed　by　the　above　proposal　or　not　by　consideration

with　kinetic　pL－operties　together　with　other　catalytic

characteristics．
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MATERIALS　AND　METHODS

Chemicals
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
　　　　　DL－Isocitrate，　2－mercapt二〇ethano1，　acrylamide，　N’N　一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

methylenebisacrylamide，　N，N，N，　N　－tetramethylethylene－

diamine，　Agarose　：LE，　and　protamine　sulfate　were　obtained

from　　Nacalai　Tesque　Inc．　　Butyl－Toyopearl　650M，　DEAE－

Toyopearユ　650Mr　and　TSK　gel　DEAE－5PW　were　purchased　from

TOSOH　　Co．　　DEAE－Sephadex　A－50，　Procion　　Red　　Sepharose

C：L－6B，　　Sephadex　G－200　（superfine），　and　pl　　marker　　pro－

t：eins　were　obtained　from　Pharmacia．　　DEAE－ceユlulose　was

from　Brown　Co．　　　Hydroxylapatite　geユ　was　prepared　by　the

method　　Of　　Tiselius　et　al　［43］．　　Marker　　proteins　　for

molecular　　weight　were　purchased　　from　　Boehringer－Mann－

heim。　　　Ampholine　was　a　product　of　：LKB・　　Reagents　　and

solvents　　used　for　determinat二ion　of　　NH2口terminal　　amino

acid　　sequence　were　all　of　”sequencing　grade”　from　　Wako

Pure　Chemical　Industries，　：Ltd。　　All　other　reagent：s　used

were　of　analytical　grade・

Bacterial　Strains　and　Growth

　　　　　Some　bacterial　strains　were　kindly　donated　as　fo－

110ws：　Azotobacter　vinelandii　strain　IAM　1078　was　from

1nstitute　of　Appl．ied　rvlicrobiology，　the　University　of

Tokyo，　Sat！lugug，LSI　m　o　n　e　l　l　a　：t2E2Ul，！ggs2．｝iguh　a　n　d　SAtSg1gng！lgl　m　o　n　e　l　l　a　Egxg．！t！x｝2b－」，h　B

was　from　Prof．　Toshikazu　Makino，　Department　of　Biology，

Hokkaido　University，　Vibrio　parahaemolyticus　Y－4　was

from　Dr．　Kazuyuki　Kimura，　Department　of　Microbiology，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8
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school　of　｝vledicine，　the　Hokkaido　Universityi　respective－

ly．

　　　　　Vibrio　ABE－i　［44j　and　V．　parahaemolyticus　were　cul－

tured　at　150C　and　370C，　respectivelyr　with　vigorous

shaking　in　nutrient　medium　containing　i　g　peptone　and

meat　ext二ract　with　O．5　M　NaCl．　　Cells　were　harvested　　in

the　early　stationary　phase，　washed　three　times　with

chilled　O．5　M　NaCl，　and　frozen　at　一800C　unti1　use．

1！sts1！s：｝一1！一1．g！xl－gc　h　e　r　l　c　h　l　a　ggt．LLI　I　K－12t　S・　！tE一￥R1U！g｝ut｝uuh　r　l　u　m，　S・　｝2Al！．g一！tx｝2blh　r

B…a．Ut　l　l　u　s　sgt　b－i2－iLl－sb　t　i　l　i　s，　2Et－ggg！g1ggp　gge　u　d　o　m　o　n　a　s　gs！！yg2ngEg，　SstL12a！iLgr　r　a　t　i　a

1gat！！eE－g－gusr　c　e　s　c　e　n　s，　111tLg．2：gggs2sJ，IEc　r　o　c　o　c　c　u　s　pmt　d　k　t　l　c　u　s　were　c　u　l　t　u　r　e　d　i　n

the　above　nutrient　medium　with　50　mM　NaCl　instead　of　O．5

M　NaCl　at　370C　for　the　former　five　strains　or　at　250C

for　the　latter　two　strains．　The　culture　and　washing

condition　of　A．　vinelandii　was　followed　by　the　method

described　in　［45］．

Standard　：幽　Conditions

　　　　　NADP＋一specific　isocitrate　dehydrogenase　activity

was　assayed　spectrophotornetrically　at　400C　for　1DH－1　or

at　　200C　　for　IDH一工工　in　a　mixture　（final　volume　　2　ml）

containing　33　mM　Tris－HCI　（pH　8．4　at　200C），　250　mM　NaCl，

0．67mM　MnCi2r　O・12　mM　NADP＋，2mM匹一is。citrate，　and　an

appropriate　amount　of　enzyme．　The　reaction　was　started

by　the　addition　ok　NADp＋　or　ILt－isocitratet　and　measured

the　initial　rate　of　increase　in　absorbance　at　340　nm．

One　unit　of　enzyme　activity　is　defined　as　the　amount　of

enzyme　catalyzing　the　reducti。n。f　l　pm。1。f　NADP＋per

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9
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　　　　Protein　concentrations　were　estimated　by　the　Bio－Rad

protein　assay　procedure　which　is　based　on　the　method　of

Bradford　［46］　with　bovine　plasrna　Y－globulin　as　a　stan－

dard．

ltiLILgg！一！：gRhg！！一gl　t　h

　　　　　Disc　gel　electrophoresis　of　natlve　enzyme　was　per－

formed　in　7．5　g　polyacrylamide　gel　containing　4　mM

isocit二rate　and　lO　mM　MgC12　at　a　constant　current　of　2　mA

per　gel　at　40C　［47］．　Sample　solutions　were　dialyzed

for　4　h　against　20　mM　potassium　phOsphat二e　（pH　7、5）　　con－

taining　4　mM　isocitrate，　10　mM　MgC12，　1　mtvl　dithiothrei－

tol　to　preserve　the　enzymatic　activity　before　electro－

phoresis．　Protein（s）　on　gels　was　detected　by　staining

either　for　protein　with　Cooinassie　brilliant　blue　R－250

0r　for　IDH　activity　as　described　in　［47］．　Gel　eiectro－

phoresis　in　the　presence　of　sodium　dodecyl　sulfate　was

carried　out　by　the　procedure　of　Weber　and　Osborn　148］

with　7．5　g　polyacrylamide　disc　gel　or　that　of　Laemmli

［49］　with　ユ0　竃　slab　gel．　　　Analytical　isoeユectric　　focu－

sing　was　performed　according　to　the　LKB　manual，　using　l

mm　thick　slab　gel　consisting　of　5　g　acrylamide，　2　％

Ampholine　of　pH　3・5－iOr　and　4　mM　isocitrate．　Condition

for　dialysis　of　the　purified　isozymes　before　electropho－

resis　was　the　same　as　described　above．　The　gel　was　run

for　80　rnin　at　a　constant　power　of　15　watts　in　electro－

lyte　containing　4　mM　isocit二rate　and　l　mM　dithiothreitol．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10
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The　pH　gradient　was　estimated　from　the　migration　distan－

ce　of　pl　marker　proteins．　Focused　proteins　on　the　gel

was　fixed　and　stained　by　the　method　as　described　in　　t二he

LKB　manual．

壁ユ旦≦Lfiltrati。n
　　　　　For　estimation　of　relative　rnolecular　weight　of　IDH

isozymesr　gel　filtration　was　carried　out　using　1　X　36．5

cm　column　of　Sephadex　G－200　（superfine）　equilibrated

with　50　mb　potassiurn　phosphate　（pH　7．5），　250　mM　NaCl，　2

mrvl　MgC12r　and　10　mM　2－mercaptoethanol．　Both　isozymes

were　dialyzed　against　t二he　same　buffer　before　gel　filtra－

tion．　The　molecular　weight　markers　used　were　as　fo－

llows：　　catalase　（240　kDa），　aユdolase　（158　kDa），　　albumin

（68　kDa），　ovalbumin　（45　kDa），　chymotrypsinogen　A　（25

kDa）t　cytochrorne　c　（12．5　kDa）．

Amino　Acid　幽
　　　　　Lyophilyzed　isozyme　proteins　after　exhaustive　dia－

lysis　against　deionized　water　were　hydrolyzed　in　6　N　HCI

in　evaculated　sealed　tubes　at　llOOC　for　24，　48，　and　72

h．　　The　hydrolysates　were　subゴect二ed　to　a　Hitachi　　mode1

835　amino　acid　analyzer・　The　values　for　threonine　and

serine　were　obtaiped　by　extrapoユation　to　zero　time　［50］r

and　those　for　valine　and　isoleucine　were　determined　with

72　h　hydrolysate　［5i］・　Cystein　and　methionine　were

estimated　as　cystein2c　acid　and　methionine　sulfone　after

performic　acid　oxidation　［52］・　Tryptophan　was　deter－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　u
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mined　by　hydrolysis　in　methane　sulfonic　acid　［53］．

亘旦2－Terminal　Alm11．ino　Acid旦≦狸⊆皇Determination

　　　　　Automat二ed　　Edman　degradation　was　carried　　out　　with

Beckman　iiquid－phase　sequencer，　type　890－C，　or　Applied

Biosystems　　477A　gas－phase　prot二ein　sequencer・　　The　　PTH

amino　acids　were　identified　by　HPLC　with　a　TSK　gel　ODS－

80Tm　reverse－phase　column　［54］　for　the　former，　or　by　an

on－line　PTH　analyzer　model　120A　（Applied　Biosystems）　for

the　latter．

”
「
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」
1

’

■
－

，

「

冒

工一L］L　Studies
　　　　　Homogeneous　IDH一工　（860　み19）　or　IDH－II　（930　P9）　emul－

sified　　with　　Freund響s　complete　　adゴuvant　　was　　inゴected

subcutaneously　into　a　young　New　Zeaiand　white　rabbit．

Two　and　three　weeks　iater，　booster　injection　was　per－

formed　with　a　half　dose　of　the　first　inゴection．　　Twenty

days　after　the　last：　inゴection，　blood　was　colユect；ed　　from

ear　veinr　allowed　to　clot　at　room　temperature，　and　then

left　overnight　in　cold　room．　An　antiserum　was　obtained

by　centrifugation　at　3，000　X　g　for　10　min．　The　lgG

fraction　was　prepared　by　precipitation　with　50　g　ammo－

nium　　sulfatet　folユowed　by　passage　through　a　　coユumn　　of

DEAE　　celluユose　　［55］．　　　Double　immunodiffusion　in　　l　　そ

agarose　supplemented　with　O．1　g　sodium　azide　was　per－

formed　according　to　the　method　of　Ouchterlony　［56］．

For　the　immunotitrationr　Vibrio　ABE－l　and　y・P遮
！iM一12．gyEt　c　e　l　l　s　were　sonicaliy　d　i　s　r　u　p　t　e　d　in　20　mM　　p　o　t　a　s－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　12



雛 1鍵謬籔　　　　箋
　　　　ぎ．．」’｛　　　　　　il、．　　　　　・　　二哩『
竃．n冨『　　　　　　㍗t．’・「1．・て．『「ミ誹、・

　　　　　　　sium　phosphate　buffer　（pH　7．5）　containing　O．5　M　NaCl，　2

　　　　　　　mM　MgC12，　1　mM　EDTA　and　IO　mrvl　2’mercaptoethanol．　Cell

　　　　　　　free　extract　obtained　by　centrifugation　at　15，000　X　s

　　　　　　　for　10　rnin　was　diluted　with　the　above　buffer　to　give

　　　　　　　IDH・一一I　　activity　in　a　range　from　l．O　to　3．O　　unit二s／ml　　or

　　　　　　　IDB－II　act二ivity　O．3　to　O．5　unit二s／ml・　　　Ant二i－IDH－I　and　　－

　　　　　　　II　antisera　were　also　diluted　frorn　4一　to　16－fold　and

　　　　　　　from　　ユ．33－　　to　　4－fold，　respectively，　　with　　the　　above

　　　　　　　buffer　containing　i　90　bovine　serum　alburnin．　To　100－300

　　　　　　坦・fthe　diユuted　celユfree　extract’the　same　v・lume・f

　　　　　　　each　antiserum　was　added　and　mixed　thoroughly，　and　the

　　　　　　　mixture　was　incubated　for　6　h　at　i50C　or　1　h　at　370c．

　　　　　　　Then　the　mixture　was　rapidly　cooled　in　an　ice　bath，　and

　　　　　　　centrifuged　at二　8，000　X皇for　lO　min．　　　The　　remaining

　　　　　　　enzymatic　activity　in　the　supernatant　was　rneasured　under

　　　　　　　standard　condition．　Pre－immune　rabbit　serum　was　used

　　　　　　　as　a　control．　The　preparation　of　cell－free　extracts　．．’，一

　　　　　　　from　other　bacteriai　strains　was　also　carried　out　by　ii．

　　　　　　　sonic　disruption　in　iO　mM　potassium　phosphate　（pH　6．5）r　’，，

　　　　　　　O．5　rvf　Kcl，　a　nd　2　mM　M　gC12　f　o　r　E・　s2gtJ，dll　i，　S・　m－a　r　c　e　s　c　e　n　s，　9・　．／，’1’

　　　　　　皇皇三＝』魑皇，　　and　　奥．　l　sodeikticus，　in　50　　mM　　pot：assium　　　　　　　　履

　　　　　　phosphate　（pH　7・5）　with　l50　mM　NaCl　for　旦．　subt二ilis，　　in　　　　　　　｝…

　　　　　　45mM　Tr’s－HC’（pH　7・7）f・r旦・t　h’mur’um　and旦・幽二　1［

　　　　　　：tgzRb2h　，　or　in　20　mtvl　potassium　phosphate　（pH　7．5）　con一　i／li’．

　　　　　　taining　1　mM　giycerol　for　A・　y－ithns．ILgnslmUnelandii．　Each　IDH　1，1／1，〈／f’，1，．

　　　　　　activity　　in　these　bacterial　cell　free　ext二racts　was　　di一　　　　　　　蓄｝：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　好｝

　　　　　　ユut二ed　　wit二h　the　same　buffer　as　used　in　Vibrio　　ABE－l　　to　　　　　　　＆：．
　　　　　　give　enzymatic　activity　from　o・3　to　o・s－iill’一Fgts／mi・　For　lilll／lllll，：，；，Ji

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’3　　　　　　　　　　1階、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1渥

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し、．、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　懸

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　髄　　　　」　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

’、＿，r，
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　B．　　subtilist　the　celユ　free　extract　was　diluted　with　　20

mrv｛　potssium　phosphate　（pH　6．5），　2　mlvl　MgC12，　1　mrvl　EDTA

and　iO　mM　2－mercaptoethanol．　Dilution　of　anti－IDH－I

and　一II　antisera　were　2一　and　4－fold，　respectively．　Af－

ter　　incubation　and　centrifugat二ion　as　above，　the　　remai－

ning　　acti▽it二y　　except　that二〇f　V．　　　arahaemol　ticus　　was

determined　in　the　standard　assay　mixture　ornitting　NaCi．

！t［LUgxg｝gESA！2－Lll．1zhermostabi1　t

　　　　　IDH－1（52　P9／ml）and－1エ（42Pg／ml）in　an　apPr。一

priate　buffer　were　piaced　in　a　water　bath　equipped　with

a　thermal　controllerr　and　incubated　at　various　tempera－

tures．　　The　pH　of　the　sample　solutions　was　adjusted　　t二〇

8．0　at　each　ternperature．　After　an　appropriate　interval

of　time　period，　aliquots　of　the　samples　were　withdrawn

for　determination　of　the　activity　under　the　standard

assay　condition．　Remaining　activities　were　plotted　as

a　per　cent　of　the　activity　at　O　time　of　the　incubatiuon．

Kinetic旦幽
　　　　　The　specific　activities　of　the　IDH　isozymes　used　in

this　study　were　65・2　t二〇　67・l　unit：s／mg　for　IDH－I　and　55．8

to　57．6　units／mg　for　lDH一11．　For　determination　of

kinetic　paramet．ers　as　a　function　of　temperature，　the　pH

value　of　the　reaction　mixture　was　adjusted　to　8．0　over

t二he　experiment：al　temperature　according　to　the　correction

factor　of　Tris　bufferr　dpH／dt　as　一〇．028　pH　units／deg

f57］．　To　obtain　unique　values　of　kinetic　parametersr

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l4
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Vinax　and　Km　values　for　DL－isocitrate　or　NADP＋　were

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　det：ermined　by　the　mat二rix　method　【58］：reaction　velocities

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　were　determined　by　using　six　different　subsaturating

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cOncentrations　of　the　substrate．　　　For　this　purpose，　t二he

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　substrate　concentration　was　increased　in　a　manner　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　geometric　series．　Four　independent　experiments　were

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　carried　out二　at　each　concentration　of　the　substrate，　　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　the　data　were　averaged　and　analyzed　by　the　following

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　equatlon，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　y　＝　ymax［A］［B］／1sia！slil＋　1slft［A］　＋　！sill［B］　＋　［A］［B］

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　where　v　is　the　initial　velocity，　V．max　is　the　maximum

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　velocityr　［A］　and　［Bl　are　the　concentration　of　NADP＋　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　二一・isocitrate，　Kia　is　the　true　equilibrium　　dissociation

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　constant　for　isocitrate　dehydrogenase－NADP＋　complex　when

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　isocitrate　concentration　approaches　to　zero．　！sA　and　KR

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　are　the　Michaelis　constants　for　NADP＋　and　DL－isocitrate，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　respectively．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　The　value　of　activation　energy　（E；t）　was　cornputed

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　from　the　slope　of　an　Arrhenius　plot　determined　by　the

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　method．f手east　squa「es’and　the　9・・vaユue　was　ca’cu一　窯l

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lated　by　following　equation：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’．99・・＝’OEa／2’3031LT・里2　　　　懸

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　where里、　and里2　are　abs・・ute　temperatures　differing　in　　窮、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10　K，　R　is　the　gas　const二ant・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　締

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15　　　　　　　　　　　　　鑑：1｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ξ藩

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　蔓　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　擁嬬
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　　　　　The　thermodynamic　parameters　for　activation，　ALHf

（enthalpy）　and　ALSf（entropy），　were　caluculated　by

following　equat1’　on：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

、。g　Vmax／里＝一鯉メ／2．3・墾・／里＋（・・9　tSb／b＋4LSメ／2．3・3B）

where　1sb　is　the　Bolzman’s　constant　and　b　is　the　Plank’s

constant・　The　data　obtained　frorn　the　plot　vmax／Tm　（K－1）

versus　1／T　（K－1）　were　analyzed　by　the　method　of　least

squares．　The　free　energy　of　activation（4LLGS）　was

calculat二ed　from　the　below　equation。

謹1鐡懇羅　　 犠・

AGf＝　AHf一一　TASi
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RESULTS

．

Effect　一〇f　ELH　g　p－d　Eyt　1Z－IZggf　f　e　r　g！n　｛2！tl　i！igUL9一！gsa　b　l　l　i　t　i　e　s　glfL　！lt2UH　，11．Egz　xllggEe　s

in　Cell－Free　Extract

　　　　　Preceding　the　purifications，　1　examined　the　effects

of　　pH　　and　buffer　on　stabilities　of　　Vibrio　　ABE一’1　　工DH

isozymes　in　order　to　find　the　best　condition　for　purifi－

cat：ion　　of　the　isozymes．　　A　smaユl　amount　of　　the　　cell－

free　extract　was　prepared　as　described　in　the　paragraph

of　purification　（step　1）　of　”RESULTS”　and　diluted　appro－

priately　with　one　of　Tris－HCI，　HEPESr　and　potassium

phosphate　buffers　in　accordance　with　various　pHs．　The

diluted　　cell－free　extract　was　allowed　to　leave　　at二　40C

for　24　hr　and　the　remaining　activities　of　IDH　isozyrnes

were　　measured　under　t二he　standard　assay　condition　　（Fig．

1）．　It　can　be　seen　that　potassiurn　phosphate　buffer　was

preferable　to　other　buffer　systems　at　any　pH　tested．

Optimum　pH　on　stability　was　found　to　be　7．0　for　TDH－I

and　7．5－8．0　for　IDH－II．　ln　addition，　the　stability　of

the　each　isozyrne　was　differently　affected　by　the　addi－

tion　of　some　chemicals．　Giycerol　and　citrate　were

found　to　stabilize　for　IDH－1，　but　not　for　IDH－II．　On

the　other　handr　reducing　agents　such　as　2－mercapto－

ethanol　　and　　dithiothreitol，　　and　t二he　　presence　　of　　an

appropriate　concentration　of　salt；　1一：s一：一　NaCl　or　KCIt

were　indispensable　for　protection　of　IDH－Ir　from　the

inactivation　［47］，　while　such　a　compound　was　ineffective

for　工DH－1．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　17

，

羅、灘灘睡㌶1騨唱’灘灘麟雛騨ゴ響廷響騨暫・・．・・
馳響騨礎・響‘騨響：i・i：

．
，
喀
・

’

一
灘
臨

v
一
」
・
ミ
・

▼

h
ぎ
」
守
［
・

，
漿
’
．

難
…
・
W

1噛HD

　
a

t・
ユ
　
e
・

一〇tPaC

naf

・
轟
．
、
噛

“
‘
陣
．

螂
．
“

灘
響
、
ド



譲 塾

擢

Pu　n’　ficatlon

　　　　　工n　order　t二〇　purify　the　each　isozyme　in　the　　respec－

tive　suitable　conditions，　I　attemped　to　separate　the

isozymes　from　each　other　in　an　early　step　of　the　purifi－

cation．　After　then，　IDH－1　and　一II　were　purified　separa－

t二ely　　by　the　met：hod　described　previOusly　【47］　with　　some

modifications．　All　operations　were　carried　out　at　40c

or　belOw，　unless　otherwise　indicat二ed・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　　　　旦堕PL　－9重Cell－Free　Extract
　　　　　Frozen　cells　（usually　60　g　wet　weight）　were　thawed，

suspended　in　about　an　equal　volume　of　chilled　20　mM

potassium　phosphate　（pH　7．5）　containing　O．5　M　NaCl，　2　mM

rvlgC12，　and　IO　mM　2－mercaptoethanol　（referred　to　as　Buf－

fer　A）　and　subゴected　to　sonic　osci］．lation　for　four　times

of　l．5　min　wit二h　each　interval　of　l　min　under　continuous

cooling．　Cell－free　extract　was　obtained　by　centrifuga－

tion　of　the　lysate　at　12，000　X　g　for　30　min．

　　　　　旦塑2↓　　　Protamine　Sulfate　Treatment

　　　　　2　％　protamine　suifate　in　Buffer　A　was　added　drop－

wise　　to　the　cell・一free　extract　with　gentユy　　stirring　　to

give　a　ratio　of　i　mg　of　protamine　sulfate　per　5　mg　of

protein．　The　rnixture　was　stirred　further　20　min　and

centrifuged　at　12，000　X　g　for　20　rnin．　The　precipitate

was　discarded．

　　　　　旦遡⊇　三　　　Ammonium　Sulfate　Fract二ionation

　　　　　To　the　supernatantr　powdered　amrnonium　sulfate　was

added　gradually　to　give　45　g　saturation．　The　solution

was　stirred　for　l　h，　centrifuged　atユ2，000　X≦1　for　20

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　18
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灘懸講　論，

min，　and　the　precipitat二e　was　discarded・　　Ammonium　　sul－

fate　　was　further　added　t二〇　t二he　supernatant　to　give　75　　亀

saturation，　and　the　solution　was　stirred　and　centptfuged

as　described　above．　The　precipitate　was　saved．

During　this　step，　the　pH　of　t；he　solution　was　adゴust二ed　to

7．5by　t二headditiOnof　lMNH40H・

　　　　　下国2　窪二　　　旦幽」三　Chromato　ra　h

　　　　　The　　resultant　pe1ユet　was　dissolved　in　a　small　　vo－

lume　of　Buffer　A　to　give　a　concentration　of　ammonium

sulfate　of　about　1．5　M，　and　the　solution　was　cleared

by　centrifugation．　The　obtained　amber　supernatant　was

applied　to　a　column　of　Butyl－Toyopearl　650M　（2．5　X　20

cm）　equilibrated　with　Buffer　A　containing　1．5　M　ammonium

sulfate　at　the　flow　rate　of　3　ml／min．　The　column　was

washed　exhaustively　with　the　same　buffer　until　the　ab－

sorbance　at　280　nm　of　eluent　was　below　O．lr　then　a

linear　gradient　from　i．5　to　O　M　ammonium　sulfate　was

developed　in　a　total　volume　of　l　liter．　IDH－1　was

eluted　at　near　1．0　M　ammonium　sulfate．　After　gradient

was　over，　the　column　was　washed　with　Buffer　A　to　elute　a

large　amount　of　1DH－II　absorbed　to　the　column．　Two

different　　工DH　　activities　were　able　　to　　be　　completely

separated　in　this　step　（Fig．　2）．　Fractions　containing

the　respective　IDH　agtivity　were　pooled　separateiy．

　　　　　IDH－1　旦幽≧Σ二　　　DEAE　里≦≧Σ塑ユ　650M　⊆＿

　　　　　The　工DH一・工　solution　was　concenヒ：rat二ed　by　ultrafilt二：ra－

tion　with　a　UP－20　mernbrane　（Toyo　Roshi　Co．），　and　dia－

lyzed　against　Buffer　B　（20　mtvl　potassium　phosphate　（pH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i9
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6．8）　containing　50　mM　KCI，　5　mM　potassium　citrate，　2　mM

MgC12，　and　10　g　glycerol）．　The　dialyzed　enzyme　was

cleared　by　centrifugation　and　applied　to　a　colurpn　of

DEAE　Toyopearl　650rv！　（1．6　X　l5　cm）　equilibrated　with

Buffer　B　at　the　flow　rate　of　O．5　ml／min．　After　washing

the　　column　with　four　column　volume　of　Buffer　　B，　　IDH一工

was　eluted　with　a　linear　gradient　from　50　to　250　mM　KCI

in　a　total　volume　of　300　ml　（Fig．　3A）．　Fractions　con－

taining　high　activity　were　collected，　concentrated　wlth

polyethylene　glycol　＃20，000，　and　dialyzed　against　Buffer

c　（20　mlvf　potassium　phosphate　（pH　6．5）　containing　2　mM

MgC12，　and　10　％　glycerol）．

　　　　　IDH－1　　旦那1重二　　　Procion　Red　旦⊆雌　C：L－6B　Chro－

11！g1tigglLgE1］Mh

　　　　　The　dialyzed　enzyme　was　applied　to　a　column　of

Procion　Red　Sepharose　CL－6B　（l　X　l3　cm）　equilibrated

wit二h　　Buffer　C　dt　the　flow　rate　of　O．25　ml／min．　　　Aft；er

washing　the　coiumn　with　the　same　buffer　until　the　absor－

bance　at　280　nm　of　eluent　was　negligibler　a　linear

gradient　from　O　to　40　rnM　pot二assium　citrate　was　developed

in　a　total　volume　of　150　ml　（Fig．　3B）．　Eiuted　frac－

t二ions　　with　IDH－I　acti▽ity　were　collected，　　concentrated

as　above，　and　dialyzed　against　Buffer　B　omitted　50　mM

KCI．

　　　　　IDH－1　旦．里⊇エー二　　HPLC　≦≧旦　TSK旦gLl　DEAE－5PW

　　　　　IDH－1　was　finally　purified　by　HPLC　（Tosoh　Co．）．

The　dialyzed　solution　was　applied　to　a　column　of　TSK　gel

DEAE－5PW　（O．7　×　7　cm）．　HPLC　was　carried　out　at　roo，m
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temperature　under　the　following　conditions：　flow　rate，

O．5　ml／min；　gradient，　100　％　Buffer　B　omitted　50　mM

KCI／13　min，　O－38　O－o　Buffer　B　containing　O．5　M　KCI／1　min，

38－40　％　the　same　buffer／20　min，　and　40－IOO　Z　the　same

buffer／1　min．　IDH－1　was　eluted　coincidentally　with　a

main　peak　of　absorbance　at　280　nm　as　shown　in　Fig．　3C．

The　resulting　preparation　was　dialyzed　against　Buffer　B

c。ntaining　40％glycer・1，　and　st・red　aい200C　until　use・

　　　　　IDH－II！SIL！19Rt　至⊥　旦一…虫二9胆塑

　　　　　The　pooled　IDH－11　solution　after　the　step　4　was　con

centrated　with　a　UP－20　membrane，　and　dialyzed　against

Buffer　D　（20　mM　potassium　phosphate　（pH　8．0），　250　mM

NaCl，　2　mM　MgC12r　and　IO　mM　2－mercaptoethanol）．　The

dialyzed　material　was　cleared　by　centrifugation，　and

applied　　to　　a　column　of　hydroxyユapatite　（1．6　X　　lO　　cm）

equilibrated　with　Buffer　D　at　the　flow　rate　of　7．2　ml／h．

After　washing　the　column　with　three　column　volume　of　the

same　bufferr　a　linear　gradient　from　20　to　300　mh　potas－

sium　phosphate　was　developed　to　elute　IDH－1工　in　a　　total

volume　of　250　ml　（Fig　4A）．　Fractions　having　activity

were　collected，　concentrated　with　polyethylene　glycol　＃

20，000，　and　dialyzed　against　Buffer　E　（20　mM　potassium

phosphate　（pH　8．0），　IOO　mM　NaCl，　2　mM　rvlgC12，　and　IO　rntv1

2－mercaptoethanol）．

　　　　　IDH－II　旦幽2皇　　　DEAE　遡皇≧…A－50　Chromato　ra　h

　　　　　The　diaiyzed　enzyme　was　applied　to　a　column　of　DEAE

Sephadex　A－50　（1．6　X　10　cm）　equilibrated　with　Buffer　E

at　　the　　flow　rate　of　l8　ml／h．　　The　coユumn　　was　　washed
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翻磯灘欝

with　three　column　volume　of　the　same　buffer，　then　IDH－11

was　　eluted　　with　a　linear　gradient　from　lOO　t二〇　　400　　mM

Nacl　in　a　total　volume　of　300　ml（Fig．4B）．　Fragtlons

containing　high　activity　were　collectedr　concentrated

with　polyet二hylene　glycol　＃　20，000，　and　dialyzed　　against

Buffer　E．

　　　　　IDH－II　旦．璽⊇エニ　　　Elution　Eb2Z　Substrate　from　DEAE

　　　　　里9エ塑ユ650M

　　　　　The　final　step　of　IDH－II　purification　was　specific

elution　of　the　enzyme　by　substrate　from　a　DEAE　Toyopearl

column．　The　dialyzed　material　from　the　previous　step

was　applied　to　a　column　of　DEAE　Toyopearl　650rvl　（1．6　X　IO

cm）　equilibrated　with　Buffer　E　at　the　flow　rate　of　2

ml／min．　After　washing　the　column　with　the　same　buffer，

IDH－II　was　eluted　with　4　mrvl　DL－isocitrate　in　Buffer　E

（Fig。　　4C）．　　　Fract二ions　near　the　peak　of　　the　　acti▽ity

were　subjected　Lo　polyacrylamide　gel　electrophoresis　in

the　presence　of　sodium　dodecyl　sulfate　to　check　their

purities．　The　fractions　containing　only　one　band　cor－

responding　to　IDH－rl　were　pooled，　concentrated　by　ultra－

filtrat二ion，　　and　dialyzed　against　Buffer　A　　supplemented

with　4　mM　isocitrate．　The　purified　IDH－II　was　stored

atニ　一200C　until　use．

RSyRELt，gggnsu　1　t　Lt　111t，u：一1．1：一2，gac1．gpr　i　f　i　cation

　　　　　Despite　the　examination　of　a　variety　of　column

chrornatography，　including　ion　exchanger，　affinity　matri－

cesr　and　elution　bufferst　the　complete　separation　of　the
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1DH　isozymes　was　not　accornpiished　unless　the　hydrophobic

chromatography　on　Butyl　Toyopearl　650M　was　introduced

（Fig．　2）．　The　elution　profile　of　IDH一一II　from　a　colurnn

of　Butyl　Toyopearl　was　greatly　influenced　by　the　concen－

tration　of　NaCl　or　KCI　employed；　g＝一g：一　50　mM　KCI　could

not　　elute　IDH－II　independently　of　IDH－1’　while　that二　〇f

1DH－1　was　not　affected　by　changing　NaCl　or　KCI　concen－

tration．

　　　　　After　t二he　separat二ion，　three　sequential　chromatogra－

phic　techniques　as　described　above　led　IDH－1　to　be

homogeneous　state．　　　Borthwick　皇：tL　皇ユ。　［59］　reported　that

E．　coli　IDH，　which　is　similar　to　IDH－1　in　molecular

structure　and　thermal　property　（see　below），　was　comple－

tely　retained　by　a　column　of　Procion　Red　Sepharose　equi－

11brated　with　potassium　phosphate　buffer　containing

potassium　citrate，　followed　by　elution　with　a　”pulse”　of

NADP＋．　But　this　technique　could　not　be　applied　to　IDH一

工，　because　IDH－I　was　neither　absorbed　to　this　mat；rix　　in

the　presence　of　5　mM　potassium　citrater　nor　eluted　by

NADP＋　even　if　the　enzyme　was　absorbed　in　the　absence　of

potassium　citrate　［data　not　shown］．

　　　　　The　purification　of　IDH－II　was　hampered　by　the

problems　originated　from　salt　dependency　of　the　enzyme．

Because　　t二he　　activity　of　IDH－II　was　lost　rapidly　　in　　a

condition　without　O．1－O．4　M　KCi　or　NaCl，　only　a　iew

t二echniques　with　commercially　a▽ailable　matrices　could　be

applicable．　　Although　a　lot　of　proteins　other　t二han　IDH－

II　were　eliminated　by　hydroxylapatite　（Fig．　4A）　and
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DEAE－Sephadex　column　chromatography　（Fig．　4B），　a

number　of　rninor　contarninants　could　not　be　removed

if　these　techniques　were　applied　repeatedly．

　　　　　Typlcal　results　of　the　purifications　of　the

zymes　are　suminarized　in　Table　1．

small

　even

iso一

旦四脚M・lecular璽and　ls。electric　Point

　　　　　The　purified　IDH　isozymes　gave　only　a　single　band

of　protein　Or　enzyme　activity　on　t二he　gels　of　electrOpho－

reses　both　under　nondenaturing　and　denaturing　conditions

（Fig．　5A　and　5B）．　When　the　gels　were　stained　for　IDH－

II　activity，　tailing　of　the　band　was　appeared　with　the

time　of　the　incubation　［47］．　From　the　migratlon　dis－

tance　of　t二he　each　isozyme　on　the　gels　in　t二he　presence　of

sodium　dodecylsulfate，　molecular　weights　of　IDH－1　and　一

11　were　estimated　as　49，iOO　and　79，500，respectively．

On　the　other　handr　apparent　molecuiar　weights　determined

by　analytical　gel　filtration　were　88，IOO　for　rDH－1　and

80，500　for　rDH－II，　respectively　（Fig．　6）．　These　obser－

vations　confirm　the　previous　results　［60］　that　1DH－1　is

a　dimeric　form　and　IDH一工I　is　a　single　polypeptide。

　　　　　As　shown　in　Fig．　7，　the　purity　of　the　purified

isozymes　was　confirmed　again　by　an　electro－focusing，　and

the　isoeユec　tric　points　of　IDH・一1　冷nd　－II　were　found　to　be

5．2　and　4．9　，respectively．
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一旦P皇⊆』二皇
　　　　　The　ultraviolet　absorption　spectra　of　native　IDH

isozymes　in　・20　mlvl　potassium　phosphate　（pH　7．5）　contai－

ning　250　mrvl　NaCl，　2　mrvl　TvlgC12，　and　1　mtvl　dithiothreitol，

at　150C，　resulted　in　ordinary　protein　absorption　spect－

ra　　with　a　maximum　at　278　nm　and　a　shoulder　at二　292　　nm．

values　of　lillc：1　at　280　nm　of　IDH－1　and　一ll　were　obtained

as　　6．15　　and　4．Ol，　respectively，　on　the　　basis　　of　　t二he

protein　concentration　determined　by　the　method　of　Brad－

ford　［46］．

A．g．gl－1－gt　go　Agt－2，gi　d　9t　g1g｝2gsE－1．！！一！gpo　s　l　t　l　o　n

　　　　　The　amino　acid　compositions　of　the　isozymes　are

represented　in　Table　II　on　the　basis　of　rvlr　of　49，000　for

IDH－I　　and　of　80，000　for　IDH－II．　　It　seems　　that　　IDH帥工

contains　rnore　non－polar　amino　acid　residues　such　as

valine，　methioniner　isoleucine，　and　tryptophani　and　IDH－

II　possesses　significantly　higher　amounts　of　hydroxyl

amino　acids　such　as　serine　and　threonine　than　the　res－

pective　counterpart．　The　calculated　values　of　the

hydrophobicity　　indices　（Hd）　【61】　of　IDH－I　and　－II　　were

1．102　and　O．963　Kcal／residue，　which　are　comparable　to

those　of　cytoplasmic　proteins　obtained　from　several

non－halophilic　and　halophilic　bacteria，　respectively．

Relatedness　among　six　different　1DH　proteins　purified

from　　five　different　bacterial　strains　was　est二imated　　by

using　the　parameter　S，t4！9Q　which　was　expressed　by　Marchalo－

nis　and　Weltman　［63］　as　the　sum　of　the　square　of　the
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difference　in　mole　fraction　of　each　amino　acid　residue

（Table　III）．　The　fact　that　all　SIASIQ　values　listed　in

the　Table　are　less　than　iOO　indicates　that　these　bacte－

rial　rDHs　are　comparatively　similar　in　their　amino　acid

compositions．　Especially，　close　relatedness　is　found

between　IDH－1　and　一II　（15．S），　and　between　IDHs　of　E．

coli　a　n　d　B．　s　t　e　a　r　o　t　h　e　r　moph一！ilLugsu　s　（12．2）．

1！LH2：：tllgllLI1Lln：ermlnal　Altp2－pgi　no　Agt　l，gi　d　1Ssgygpggence

　　　　　IDH－1　and　一ZI　were　subjected　to　40　and　28　cycles，

respectively，　　of　aut二〇mated　Edman　degradation．　　In　　ana－

lyses，　both　isozymes　gave　only　one　PTH－amino　acid　at

each　cycle，　suggesting　that　IDH－1　is　cornposed　of　chemi－

cally　identical　or　highly　homologous　subunits．　The

NH2－terminal　sequences　of　the　isozymes　are　shown　in　Fig．

8．

tLgggyug2t，gg2．galLl　！Ptss2Rg！！一！1zt

　　　　　By　Ouchterlony　double　diffusion　［56］，　it　was　re－

vealed　　that　IDH・一I　and　一工I　formed　a　　precipitation　　line

only　with　the　antibody　raised　against　the　respective

isozyme　（Fig．　9）．　Non－imrnunocrossreactivity　between

the　isozymes　was　confirmed　again　by　imrnunotitration

method　（Fig．　iO）r　that　is，　rabbit　anti－IDH－1　antiserum

was　unable　to　neutralize　the　activity　of　IDH－II　at　all．

These　．　results　suggest　the　possibility　that　the　each

antiserum　against　the　IDH　isozymes　may　be　useful　to

distinguish　the　other　bacterial　IDHs　in　immunochemical
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and　structural　properties．　Thus，　the　activities　of

some　bacterial　IDHs　were　immunotitrated　with　each　one　of

the　antisera　・（Table　IV）．

Thermostabilit

　　　　　Thermostabilities　of　the　IDH　isozymes　were　examined

under　the　conditions　as　described　in　”rvlATERrALS　AND

METHODS”，　and　the　results　were　essentially　the　same　as

described　　wit二h　impure　preparations　［47］・　　As　　shown　　in

Fig．　il，　IDH－1　was　stable　up　to　400C　for　at　least　20

min，　but　inactivated　linearly　in　the　course　of　tirne

period　on　semi－logarythmic　plots　with　increasing　tempe－

rature　　incubated　abo▽e　450C．　　　In　contrast，　IDH一工工　　was

extremely　therrnolabile，　and　inactivated　above　200C．　The

rate　of　inactivation　of　IDH－II　was　very　rapid　in　the

first　5　min，　and　became　in　the　second　phase．

Effect　　g≦二　Nucleotides　and　Other　⊆二三≦≧皇　　≦三幽

　　　　　The　effects　of　sorne　compounds　on　enzymatic

activities　of　both　isozymes　are　summarized　in　Table　V．

As　similar　as　the　report　by　others　［27，　30］　that　citrate

inhibits　the　activity　of　some　dimeric　IDHs，　citrate

inhibited　specificaUy　the　activity　of　rDH－1．　On　the

other　hand，　glyoxylate　inhibited　only　the　activity　of

IDH－II，　and　the　concerted　inhibition　by　oxalaetate　and

glyoxylate　was　severer　in　IDH一11　as　reported　previously

［47］．　The　inhibitory　effects　of　ATP　and　o〈一ketogluta－
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rate　on　IDH一工　were　found　to　be　higher　about　twofold　than

those　　on　　IDH一工1．　　　The　inhibitory　degree　of　　the　　com’一

pounds　on　rDH一1　activity　was　independent　on　assay　Pempe－

rature　at　40　OC　and　200C．　Neither　acceleration　of　the

enzymatic　activities　nor　concerted　inhibition　by　any

combination　other　than　glyoxylate　and　oxalacetate　were

observed　so　far．

Effect　of　MonOvalent　Cation　9旦幽

　　　　　Figure　！2　i！lustrates　the　effects　of　rnonovalent

cations　on　the　activities　of　the　IDH　isozymes　as　ex－

pressed　relatively　to　100　g　activity　of　the　value　mea－

sured　under　the　standard　assay　condition　（in　the　presen－

ce　of　250　mM　NaCi）．　For　both　isozymes，　it　was　found

that　K＋　was　preferable　to　any　other　cations　tested，　and

was　broader　the　range　of　optimurn　concentration　for　acti－

vity　of　IDH一工I　than　that　of　IDH－1．

Kinetic旦主⊇匹些エ

　　　　　The　1S1tL　values　of　the　two　IDH　isozymes　were　deter－

mined　wlthin　the　temperature　range　that　each　isozyme

could　not　be　inactivated　during　the　assay．　For　both

isozymes，　the　apparent　Krn　values　for　DL－isocitrate　in－

creased　linearly　（Fig．　i3A）．　Such　a　linearlity　was

also　observed　in　the　changes　of　the　1S1tL　values　for　NADP＋

of　IDH－II，　whereas　t二he　relationship　between　　temperature

and　the　11Lt　values　for　NADP＋　of　IDH－1　showed　a　synclinal

curve　with　a　minimurn　point　at　200C　（Fig．　13B）．　Over
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the　temperature　range　from　50　to　200Cr　the　1Slt：　values　for

isocitrate　and　NADP＋　of　1DH－II　were　considerably　lower

t二han　those　Of　IDH－1．　　　These　resuユts　indicate　that　　IDH－

II　shows　rnuch　higher　affinity　for　substrate　than　IDH一1，

especially　at　lower　temperat二u「es・

　　　　　The　　values　　of　the　maximum　velocit二y　　measured　　　at

various　temperatures　are　listed　in　Table　VI．　As　shown

in　Fig．　14，　the　Arrhenius　plot　of　1DH－1　was　best　fitted

by　a　biphasic　linear　curve　showing　a　break　at　200c，

whereas　that　of　1DH－rl　was　monophasic．　The　Ymax／11！p

values　were　always　higher　in　IDH－II　than　in　IDH－1　under

the　permissive　temperature　range　for　the　growth　of　i！L2r．E：b－

rio　ABE－1　（Table　V）．　Since　the　value　of　Ymax／1S1g　of

IDH－II　increased　with　decrease　of　temperaturer　the　reac－

tion　catalyzed　by　IDH－II　may　proceed　preferentially　Lt

vivo　under　low　temperature．

　　　　　Table　VII　shows　the　apparent　therrnodynamic　activa－

tion　parameters　for　the　two　IDH　isozymes．　The　value　of

the　activation　energy　was　calculated　from　the　slopes　in

Fig．　14　and　the　others　were　frorn　the　equations　des－

cribed　in　”MATERIALS　AND　METHODS”・　The　910r　lil；t，　AIHLf

and　AS／　values　of　IDH一1　are　significantly　higher　than

those　of　IDH－1工。　　Compared　with　the　differences　of　　the

four　pairs　of　parameters　of　the　two　isozymes　described

abover　AGS　values　differed　a　little　from　each　other．
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DISCVSSION

　　　　　Two　distinct　forms　of　NADP＋一specific　isocitrate
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

dehydrogenase　were　purified　to　be　homogeneous　states

from　Vibrio　ABE－1・　Some　improvements　were　found　to

lead　to　the　success　of　the　purifications．　Prirnarily，

choice　o．f　suitable　buffers　and　t二he　additives’　which　　can

minimize　　the　inactivations　of　t二he　isozymes’　was　　essen－

tiaユ　　for　t二he　purification　（Fig．　1）．　　This　　means　　that

one　should　take　care　of　buffer　systems　used　in　the

purification　of　a　protein　from　a　certain　source，　that

isr　the　buffer　system，　which　has　already　been　reported

as　suitable　for　the　purification　of　a　similar　protein

from　other　sourcesr　should　not　be　applied　easily　without

critical　examination．　Secondlyr　the　coinplete　separa－

tion　of　the　isozymes　was　accomplished　by　introduction　of

hydrophobic　chromatography　（Fig．　2）．　Thirdly，　in　each

final　stepr　HPLC　for　IDH－1　（Fig．　3C）　and　specific　elu－

tion　by　substrate　from　an　ion－exchange　chromatography

for　IDH－II　（Fig．　4C），　were　effective　to　eliminate　a　few

remaining　contarninants．　Finallyr　an　adequate　amount

of　bacteria　（usually　60　g　wet　weight）　was　employed　as　a

starting　material　to　finish　the　all　steps　of　purifica－

tions　within　a　week．

　　　　　Bacterial　IDHs　have　been　reported　to　show　a　rnole－

cular　weight　ranging　75－100　kDa，　and　they　are　classified

according　to　their　molecular　structures　into　a　dimeric

type　composed　of　identical　subunits　in　size　of　40－50　kDa
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［24，29，32，34－35】and　a　m・n・meric。ne　with　the　m。ユecu－

lar　weight　of　75－80　kDa　［33，　45］・　The　molecular

weights　and　structures　of　the　two　IDH　lsozymes　in

▽ibrio　　ABE－l　also　fall　into　　the　above　　cユ．assification．

However，　the　coexistence　of　such　different　types　of　IDHs

in　　a　bacterium　has　not二yet　been　　observed　in　any　　other

bacterial　strains．　Sor　the　relationship　between　the

isozymes　is　an　attractive　problem　as　well　as　the　physio－

logical　role　of　them．

　　　　　Generally，　isozymes　can　be　categorized　into　two

groups；　one　group　is　the　true　isozymes　encoded　by　dis－

t二inct　　stretches　of　DNA，　and　the　other　is　the　　secondary

isozymes　derived　by　post－translational　or　epigenetic

modification　of　a　single　gene　product　［64］．　ln　respect

to　the　I　DH　i　s　o　zymes　o　f　YJ2t．！？2；一ILgbrio　ABE－1，　t　here　observed　many

differences　in　their　properties　such　as　amino　acid　com－

position　　（Table　I工）’　NH2－terminal　amino　acid　　sequences

（Fig．　9），　immunologicai　property　（Fig．　10　and　11）　and

thermostabilities　（Fig．　12）．　Apparentlyr　these　diffe－

rences　suggest　that　the　IDH　isozymes　seem　to　have　the

respective　structural　genes．　This　conclusion　is　suppo－

rted　by　the　previous　observation　［70］　that　IDH－1　was

inducibly　synthesized　by　acetate，　whereas　IDH－II　was

not．　But　the　rnost　conclusive　evidence　for　the　above

question　is　an　identification　of　the　genes　encoding　the

IDH　isozymes，　and　it　will　be　shown　in　”Part　II”．in　this

thesis．

　　　　　It　is　of　quite　interest　to　note　the　results　of　the
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immunotitration　（Table　1V）　that　each　rabbit　antiserum

　raised　against　IDH－1　and　一一II　could　specifically　inhibit

　the　activity　of　either　types　of　bacterial　IDHs；　s2一：一g＝一

anti－IDH－1－antibody　inhibited　the　activities　of　IDHs　of

旦．　　coli　　and　旦．　．＿，　　and　　ant二i－IDH一工1－antibody

　inhibited　the　activity　of　IDH　of　A．　y；t．ue一！nelan－d”ji．　These

results　suggest　that　bacterial　dimeric　and　monomeric

IDHs　were　found　to　have　type－specific　antigenicities，　or

in　other　words，　the　two　types　of　bacterial　IDHs　were

imrnunologically　distinguishable．　In　addition，　S　AQ

values　among　the　homologous　type　of　IDH　proteins　were

usually　lower　than　those　among　the　heterologous　types

（Table　Ir1）．　These　observations　may　impiy　that　two

types　of　IDHs　were　originated　from　a　different　primitive

gene　or　evolved　independently　from　a　common　ancestor

diverged　in　much　long　time　ago．　Although　the　data　on

the　molecular　structures　of　IDHs　of　the　following　bacte－

rial　species　are　not　yet　available，　IDHs　of　S．　Rgxg：t　d2b－lh

B，　S・　！ggtgssEg2nEr　c　e　s　c　e　n　s，　B・　E！ti1！21一LILikEb　t　l　l　i　s　a　r　e　p　r　e　s　umed　t　o　b　e　a

dimeric　type　because　of　their　immunocrossreactivity　with

anti－IDH騨1●一antibody・　　　As　　similarly’　IDH　of　y：。　P皇工，皇二

1h］1！91U9．1，zS2，1．yEl　t　m　a　y　b　e　a　m　o　n　omeric　type　（This　　s　p　e　c　u　l　a　t　i　o　n

has　　been　　proven　recently　by　the　　study　　wit二h　　purified

enzyme　of　this　bacterium　［1magawa　S．　in　the　thesis　for

the　degree　of　rvlaster　of　Science，　Hokkaido　University　in

1988］）．

　　　　　Y－lt，121一！gbno　ABE－i　is　a　marine　bacterium，　and　requires　an

appropriate　concentration　of　salt　for　the　growth　［441．
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Some　cellular　functions　or　components　of　Vibrio　ABE－1，

in　practicer　are　stimulated　or　stabilized　by　the　addi－

t二ion　　of　　salt二　such　as　NaCl　or　KCI　［16］．　　　Also　　in　　the

case　of　the　IDH　isozymes，　NaCl，　KCI，　or　possibly　other

mono▽alent　　cat二ions，　　were　found　t：o　　be　　essent：ial　　for

their　　stabilizations．　　Especially，　salt二dependency　　was

striking　　in　　工DH－II．　　　When　50　mM　KCl　was　　employed　　in

place　of　O．5　Tvl　NaCl　in　the　buffer　system，　IDH－II　was

coeluted　with　IDH－I　from　a　column　of　But二yl－Toyopearl　　in

a　partially　inactive　state　（data　not　shown）．　And，　it

was　reported　t二hat　the　apparent二molecular　weight　of　　IDH－

II　became　larger　with　the　loss　of　enzymatic　a’ctivity

when　the　buffer　containing　50　mM　NaCl　was　used　for　gel

filtration　than　when　O．5　M　NaCl　was　used　instead　of　50

rnM　［601．　Furthermore，　excessive　tailing　on　the　band

stained　　specifically　for　IDH・一1工　（Fig。　5A，　lane　　6）　was

observed．　　　　These　results　suggest　that二　an　　appropriate

concentration　of　salts　was　necessary　to　form　the　compact

and　　highly　　active　conformat二ion　of　IDH－II．　　　Such　　the

conformation　may　be　that　much　more　hydrophobic　residues

are　exposed　to　the　molecular　surface　in　the　presence　of

salt，　or　negative　charges　of　external　hydrophilic　resi－

dues　are　screened　by　monovalent　cations，　to　become　more

hydrophobic　nature．　Some　enzymes　of　tricarboxylic　acid

cycユe　　were　suggested　to　looseユy　bind　to　an　inner　　memb－

rane　of　mitochondria　［65－66］．　IDH－II　may　also　bind

reversibly　to　an　inner　membrane　of　the　bacterium　with

hydrophobic　interaction　enhanced　by　salts．　Ochiai　gt
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al．　reported　that　IDH－1　and　一II　were　slightly　and　great－

ly，　respectivelyr　activated　by　NaCl　or　KCI　［47］．　Com－

pared　with　the　above　results，　the　study　using　the　puri－

fied　　preparations　of　t二he　isozymes　showed　　t二hat　　optimal

concentrations　of　monovalent　cations，　and　alsor　the

extent　of　activation　of　IDH－II　were　rather　low　（Fig．　13）

（i6．5－fold　at　300　mM　NaCl　and　20－fold　at　1．2　M　KCI　in

［47］r　　whiユe　l．7－fold　at　200　mM　NaCl　and　400　mM　　KCl　　in

this　study）．　This　discrepancy　seems　to　be　partly　due

t二〇　　the　difference　in　the　purity　of　　IDH一工1．　　　However，

the　most　crucial　factor　may　be　derived　from　difference

in　the　experimental　conditions　employed．　Ochiai　gLt　g一，IL．

［47］　examined　the　salt－dependency　of　the　isozymes　dia－

lyzed　for　2　h　against　the　buffer　omitting　salt．　As

described　in　［47］，　more　prolonged　dialysis　than　2　h　in

such　a　condition　induced　the　irreversible　inactivation

of　these　isozymes．　　Furthermore，　工DH－II　was　found　to　be

inactivated　reversibly　even　within　2　h　of　the　dialysis．

Accordingユy，　I　examined　the　salt－dependency　with　t二he　en－

zyme　dissolved　in　phosphate　buffer　containing　250　mM

NaCl，　although　2．5　mM　NaCl　was　carring　originally　in　the

solution．　　　Thus，　previous　results　may　reflect二　the　　ef－

fects　　of　　salts　on　the　reactivation　　of　　IDH一工工．　　　　The

int二racelユular　　concentrations　of　NaCl　and　KCI　of　　Vibrio

ABE－i　were　recently　estimated　to　be　in　a　range　of　16－68

mM　for　NaCl　and　377－675　rntvl　for　KCI　［i5］．　The　latter

value　is　in　agreement　wit二h　an　optimum　concentratiOn　　for

IDH－IX．　1DH一1r　found　to　be　more　adaptive　than　IDH－r　in
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　　　　　Many　reports　have　been　published　on　the　existence

of　various　isozymes　in　prokaryotes　differing　from　one

anot二her　in　their　localizat二ions　［67］，　physiological　　role

［68］，　or　substrate　speciflcity　［69］．　One　of　the　unique

features　of　the　NADP＋一IDH　isozymes　of　Y－lt！x：一2．gbrio　ABE’1　is

that　　the　isozymes　accomplish　apparently　ident二ical　　fun－

ction　and　coexist　in　cytoplasm．　Under　such　a　circum－

stance，　the　two　IDHs　would　compete　for　a　common　sub－

strate　and　cofactor．　Thus，　it　is　important　to　know

exact　values　of　thelr　kinetic　and　thermodynamic　parame－

t二ers　　for　understanding　their　physiological　roles　　in　　a

given　environmental　condition．　The　！Sltg　values　of　IDH－II

for　substrate　and　cofactor　were　lower　than　that　of　IDH－I

at　any　temperature　（Fig．　13），　indicating　that二　工DH－II　has

higher　enzyme－substrate　affinity　than　IDH－I　does．　The

maxirnurn　velocities　were　always　lower　in　IDH－1　than　IDH－

II　（Fig．　14），　in　additionr　the　910　value　of　IDH－1　was

increased　　below　　200C　（Fig．　14，　Table　　V工1）。　　　As　　the

resultst　the　Ymax／1Lt　values　were　higher　in　IDH－II　than

in　ZDH－1　under　the　permissive　temperature　range　for　the

growth　o　f　Y－ll．1？gl．gbrio　ABE－1　（Table　VIX），　and　the　fact　that

the　lower　’狽?ｍｐｅｒａｔｕｒｅ，　the　larger　iLmax／1S！g　value　was

observedr　suggests　that　temperature　compensatlon　was

predominant　in　IDH一工工　t二han　in　IDH一・1，　consequently　IDH・一II

is　　concユuded　　a　favorable　isozyme　in　　low　　temperature．

At　　low　substrate　concentrationr　t二he　relative　　contribu－

tions　of　the　isozymes　will　depend　upon　the　Ymax／ISIB
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ratios　of　the　two　isozymes　［42］．　Therefore，　assuming

the　　cellular　　content二s　　for　the　two　　IDH　　isozymes　　are

equal，　the　relative　ratio　of　contribution　of　the　IDH－II
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　嘲

to　an　oxidative　decarboxylation　of　isocitrate　is　three

and　fifteen　times　higher　than　that　of　IDH－r　at　tempera－

ture　of　200　and　50C，　respectively．　Moreover，　the　ratio

could　be　expected　to　increase　practically　because　much

rnore　level　of　IDH－rl　was　observed　in　the　cells　［70］．

Analysis　of　the　thermodynamic　activation　parameters　of

the　IDH　isozymes　were　consistent　with　the　above　conclu－

sions　speculated　from　the　kinetic　parameters．　Hocha－

chka　proposed　that　in　the　strategies　of　biochemical

adaptation　to　low　temperature　of　enzymes　were　included

an　acquisition　of　a　direct　IS！tg－ternperature　relationship

as　shown　in　Fig．　13　and　the　reduction　of　4！Ltf　value　which

include　AHSand　ASf　in　itself　［37］．　Judged　from　the

above　conclusion　together　with　the　results　of　the　ther一一

most二abilities　of　the　t；wo　IDH　isozymes　（Fig．　12），　　IDH－II

is　undoubtZy　a　much　more　adapted　to　low　temperature　and

serves　as　a　princ　ipal　catalyst　Lt　］Litygvo．　On　the　other

hand，　IDH－1　seems　to　be　a　rnesophilic　enzyme　and　scarece－

ly　contribute　to　the　oxidative　decarboxylation　of　iso－

citrate．

　　　　　Many　investigators　suggested　that　isozyme　systems

are　used　in　compensating　for　the　depressant　effects　of

decreased　　thermal　energy　in　ectot二hermic　organisms　　［37・一

41］．　Different　mechanisrns　are　contained　in　the　compen－

sation．　For　example，　the　”on－off”　synthesis　of　unique

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　36
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isozymic　forms　［39］，　relative　changes　in　specific　iso－

zyme　members　of　a　complex　isozyme　systern　［40］，　and　the

dependence　　on　altered　kinet二ic　　characteristics　　without
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し

changes　of　amounts　of　variants　［41］．　In　the　case　of

Vibrio　ABE－1　IDH　isozymes，　the　level　of　1DH－1　was　tempe－

rature－independent，　while　that　of　IDH－II　increased　with

elevating　　growth　　t：emperat二ure　［Ochiai　　T．，　　unpublished

data］．　If　one　suppose　from　this　result，　the　IDH　iso－

zymes　was　seems　to　belong　the　isozyme　system　of　the

second　of　the　above　three　mechanisms．　Howeverr　most

data　obtained　in　this　study　indicate　that　rDH－1　is

comparable　with　mesophilic　counterpart，　and　1　failed　to

find　any　superiorlty　of　IDH一1　on　kinetic　and　thermo－

dynamic　traits　to　IDH－II　below　and　even　above　t二he　　maxi－

mum　g　r　owth　t　emperature　o　f　Ydlr！2U，gb　r　i　o　ABE－1．　I　DH－1　may　be

an　”intruder”　in　the　process　of　evoiution　of　this　bacte－

rium．　This　idea　is　supported　by　the　observation　that

the　growth　rate　of　a　defective　mutant　in　IDH－1，　YF－83，

was　essentially　the　same　as　parental　strain　at　any

temperature　and　growth　media　［72］．　rvloreover，　no　exam－

ples　like　the　IDH　isozyme　of　YLIt．！2U，sb　2r　io　ABE－1　were　found　in

any　other　isozyme　syst二ems　so　far　as　I　know．　　　1，　　there－

fore，　conclude　that　Vibrio　ABE－1　IDH　isozymes　are　the

instance　to　be　quit二e　novel・
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‘

　　　　　Syntheti・c　oligonucleotide　probes　designed　accqrding

to　the　NH2－terminal　amino　acid　sequences　of　the　proteins

were　used　to　identify　and　isolat二e　the　genes　encoding　the

two　distinct　forms　of　NADP＋一specific　isocitrate　dehydro－

genase　［IDH：　EC　1．1．1．42］　from　an　obligately　psychrophi－

lic　marine　bacterium，　Vibrio　sp．　strain　ABE－1．　A　com－

P∂rison　of　the　rest二riction　maps　of　DNAs　cloned　from　Vib－

rio　ABE－i　genomlc　library　revealed　that　the　genes　were

tandemly　located　in　order　of　2－gtgl＝！d－1　gene　（coding　for　a

dimeric　isozyme　with　mesophilic　in　naturet　IDH－1）

preceded　by　icd－r1　gene　（coding　for　a　monomeric　isozyme

with　psychrophilic　in　nature，　rDH－II）．　The　open　read－

ing　frames　of　一il－c．一d一：一一1－1．　and　iLgtd＝！d－1　contained　2，226　and　1，245

base　pairst　respectively．　The　rnolecular　weights　calcu－

lated　from　the　deduced　arnino　acid　sequences　were　45，013

for　IDH一工　and　80，493　for　IDH－II，　which　were　　essentially

the　same　as　the　values　previously　estimated　wit二h　the　IDH

isozyme　　proteins・　　　Amino　acid　composit二ions　　calculated

from　deduced　primary　struct二ures　of　the　two　IDH　　isozymes

were　consistent　with　the　respect二ive　amino　acid　　composi－

tions　　Obt二ained　by　chemical　analysis　of　　proteins．　　　No

significant　hornology　was　found　between　the　．amino　acid

sequences　of　IDH－1　and　一II，　in　addition，　no　repeated

sequence　　in　　IDH－1工　was　detected　by　　harplot　　analysis．

These　suggest　that　the　isozymes　originated　from　the

different　primitive　ancestor，　or　evolved　from　a　cornmon
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ancestor　but　diverged　in　extremely　early　stage　from　each

other，　　and　that二　IDH。II　was　not　a　product　as　the　　result

of　the　gene　duplication　of　a　putative　genetic　unit．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

Homology　search　using　database　showed　that　IDH－1工　shared

none　of　ot二her　proteins，　on　the　other　hand，　IDH－I　　shared

a　73．8　g　horn　o　l　o　g　y　w　i　t　h　E　s　qh－e－r．Vt　h　i　a　ggt141　i　I　D　H．　I　n　a　d　d　i－

tionr　there　was　a　homologous　region　between　IDH－1　and

isopropylmalate　　dehydrogenase　from　　Thermus　　皇≦ユ墜≡L⊆旦旦’

which　also　showed　a　faint　homology　with　a　part　of　IDH－

II．　The　adenine　plus　thimine　content　of　the　coding

region　and　that　of　the　third　letter　of　codons　was　61．6　g

and　74．7　90　for　IDH－1，　and　was　60．3　06　and　74．8　篭　for　工DH－

II，　respectively．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　INTRODUCTrON

　　　　　Recent　advances　in　molecular　biological　techniques

have　　pOrovided　　the　new　concepts　and　　met二hods　　for　　the

study　of　the　geneticst　biochemistry　and　physiology　of

bacteria　at　molecular　level　［74］．　In　fact，　not　to

speak　o　f　！ilst　g！）e一！；一1．g！Ugc　h　e　r　i　c　h　i　a　ggt　lLl，1　i　and　SAt！lugu1一ILI．gl　m　o　n　e　l　l　a　St－21mp，1！Ll．y！1！h　u

［75］r　rnany　bacteria　were　investigated　in　such　a　line

［76］．

　　　　　In　”Part　Itv　of　this　t二hesis，　I　repo：rted　the　　purifi－

cat二ions　and　physicochemical　and　kinetical　　characteriza－

tlons　of　NADP＋一specific　isocitrate　dehydrogenase　［IDH；

EC　1．1．1．42］　isozymes　（IDH－1　and　一II）　from　an　obllgately

psychrophilic　marine　bacterium，　YLUf　？g；．gbrio　sp．　s　train　ABE－1．

However，　many　questions　such　as　the　phylogenetical　rela－

tionship　of　protein　species，　the　identification　of　the

arnino　acid　residues　in　catalytic　sites，　and　why　IDH－Ir

is　thermolabile　and　able　to　show　high　activity　in　low

temperature　　range，　　etc．，　stilユ　　remain　　unclear．　　　In

addition，　the　synthesis　of　these　isozymes　were　shown　to

be　differentially　regulated　when　cells　were　grown　on

acetate　or　other　carbon　sources　［69］．　And　it　is　ex－

pected　　t二hat二　genetic　approaches　are　available　　for　　the

elucidation　of　all　the　above　problems．

　　　　　Icd　　gene　coding　for　IDH　was　firstユy　isolated　　from

Escherichia　coli

the　IDH　was　studied

［77，　93］．　As　the

f76］，　and　subsequently　the　structure　of

　　by　a　X－ray　crystallographic　analysis

　resuits，　E．　coli　IDH　was　revealed　to
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　’．一一　　　　　　　　　　　◆

胤、　　　　　畔

have　no　conserved　sequence　which　has　been　found　in　seve－

ral　other　pyridine　nucleotide－specific　dehydrogenases．

Thusr　a　new　and　interesting　questions　are　raised　concer一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

ning　　the　study　on　the　evo：Lution　of　the　bacterial　　工DHs・

But二　at　　present　time，　there　are　no　comparable　　data　　on

primary　structure　of　other　bacterial　IDHs．

　　　　　In　　”Part　II”，　I　report二　the　results　of　cloning　　and

sequenc　i　n　g　o　f　Y－11－PE1一1．gb　r　i　o　A　B　E－1　一2，gtsl：ld－1　a　n　d　．1，gt　sl：一］］Ld－II　g　e　n　e　s，　w　h　i　c　h

encode　工DH一工　and　－II，　respectiveユy．　　　This　is　the　　first

report　o’氏@the　cloning　of　genes　from　Y－2t，！292，gbrio　ABE－1i　and

the　isolation　of　bacterial　monomeric　1DH　gene　has　not

been　yet　reported　until　the　present　study．
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MATERIALS　AND　METHODS

Chemicals
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　　　［v－32p］ATp　（＞4，000　ci／mmol）　and　［o〈一32pldcTp　（一一3，000

Ci／mmol）　were　purchased　frorn　ICN　Biomedicals，　Inc．（USA）．

Restriction　endonuclease　Banl，　Sacll　and　T4　poly一一

nucleotide　kinase　were　obtained　from　Toyobo　（Osaka，

Japan）．　　　　Other　　rest二riction　endonucleases，　　DNA　　poly－

merase　（Klenow　fragment），　T4　DNA　ligase，　alkaline　phos－

phatase，　exonuclease　III，　mung　bean　nuclease，　DNase　l　r

RNase　A，　and　Mi3　reverse　primer　were　obtained　from

Takara　Shuzo　（Kyoto，　Japan），　or　Nippon　Gene　Company

（Toyama，　Japan）．　Hybond－N　was　a　product　of　Amersham

International　（England）・　　All　other　reagent二s　used　　were

of　analytical　grade．

Bacteria　and　Growth

　　　　　Vl－br．i．o　sp・　strain　ABE－i　［44］　was　cultured　as　the

same　in　”Part　1”．　Escherichia　coli　XLI－Blue　［78］　which

used　as　a　host　in　transformation　was　cultured　in　2　X　TY

medium　（i．6　g　Bactotryptone　（Difco），　1　g　yeast　extract

（Difco），　O．5　g　NaCl）　at　37　OC　with　vigorous　shaking．

DNA

　　　　　YLIt．legl．gb　r　i　o　ABE－i　c　h　r　omosomal　DNA　was　p　r　e　pared　by　t　h　e

method　of　Bedbrook　et　al．　［79］　with　some　rnodifications．

Harvested　and　washed　cells　were　suspended　in　100　volume

of　O．5　tvl　sucrose　with　vigorous　shaking　for　l　h．　Cells

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　43
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were　collected，　and　added　by　eight　volume　of　20　mtvl　Tris－

HC．1　（pH　7．5）　containing　i　mM　EDTA　and　O．1　g　lysozyme，

　followed　by・incubation　at　370C　for　3　h．　Then　20　g
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

lauroyl　sarcosyl　sulfate　and　pectinase　were　added　to

give　1　g　and　500　Ng／rn1，　respectiveiyt　and　incubated　at

600C　　for　lO　min，　then　successively　at二　370C　　overnight．

The　lysate　was　added　ethidiurn　bromide　and　CsCl，　and

ultracenしrifuged　at二　35，000　rpm　for　36　h　in　Hitach　RP－50T

rotor．　Banding　DNA　was　recovered，　destained　by　2－

propanol　saturated　with　CsCl　and　TE　（10　mM　Tris－HCユ　　（pH

7．5）　containing　1　mM　EDTA）t　and　dialyzed　exhaustively

against　TE．　Chromosomal　DNA　was　stored　at　40C　until

use．

　　　　　Y－jt．12！1一1．gbrio　ABE－1　genomic　l　ibrary　was　constructed　in　the

λDASH　　vector　　（St二ratagene）　by　　partial　　diges　tion　　with

S！tA，1u3A　［80］．　The　syntheses　of　oligonucleotide　were

performed　on　a　DNA　synthesizer　（7500，　Mi］ユigen　or　　381A，

Applied　Biosystems）　against　the　parts　of　NH2－terminal

amino　acid　sequences　det二ermined　from　proteins　　described

in　Fig．　15．

　　　　　The　preparations　of　plasmid　and　phage　DNAs　were

carried　out　according　to　the　methods　in　［82］．

Sgt　g　Ebs｝u）u　t　h　e　r　n　A1t！s！d　！Pl　sg！2gl　Ut　z12x－2．sU－b　　d　l　　t

　　　　　The　nylon　membrane　upon　which　digested，　followed　by

electrophoretically　separated　DNAs　were　．blotted　was

soaked　at　440C　for　s　h　in　prehybridization　solution

containing　6　X　SSC　（1　X　SSC　is　composed　of　O．15　M　NaCl
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and　O．015　M　sodium　citrate），　5　90　Irish　Cream　Liqueur

（Baiユeys，　　Ireland），　0・5　毫　sodium　dodecylsulfate，　and　　l

mg／50　　ml　of　sonicated　calf　t二hymus　DNA．　　Then　the　　mem－

brane　was　placed　onto　hybridization　solution　composed　of

prehybridizat二ion　solution　plus　synthetic　oligonucleot二ide
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　32
probes　　end－labeled　with　［で一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　P］　ATPr　and　was　incubated

overnight　at　440C．　Washing　of　the　membrane　was　per－

formed　with　vigorous　shaking　as　follows：2　X　SSC　at　room

temperat二ure　for　30　min，　2　X　SSC　containing　O．！　9。　　sodium

dodecylsulfate　at　44CC　for　2　h　with　a　change　of　washing

buffer．

　　　　　Transfer　　of　　phage　particユes　formed　　On　　NZY　　agar

plate　（1　06　NZ　Amine，　O．5　％　yeast　extract，　O．5　06　NaCl，

O・2　g　MgSO4－H20，　1．5　g　agar），　and　alkali－denaturation

followed　by　neutralization　were　carried　out　acoording　to

the　rnethod　in　［81］．　Prehybridization，　hybridization

and　washing　of　nylon　membrane　were　done　as　above．

Determination　of　Nucleotide　旦皇g旦i…．旦⊆i．皇

　　　　　Double－stranded　template　DNA　was　prepared　from

the　bacterial　cultures　incubated　overnight　according　to

the　alkaline　lysis　met二hod　【81】　followed　by　treatment；　of

the　DNA　pellet　with　RNase　A　and　precipitation　with　poly－

et二hy：Lene　　glycol　　＃　6000．　　　　The　purified　DNA　　was　　then

denatured　with　O．2　M　NaOH　［81］　and　used　as　a　template．

Nucユ．eotide　sequences　of　pBluesc：ript　vector　　（Stratagene）　．

containing　various　length　of　inserts　were　determined

for　both　strands　of　DNA　by　the　dideoxy　method　of　Sanger
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gt　g．IL・　［83］，　using　Sequenase　kit　（United　States　Biochem－

ical）．　Overlapping　deletions　were　generated　by　using

the　technique　of　Henikoff　［84］．　Computer　analyses　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　聾

nucleic　acid　and　deduced　amino　acid　sequence　data　were

performed　by　using　the　programs　GENETYX　（Software　Devel－

opment　Co．，　Tokyo）　on　a　NEC　PC9801　computer．
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RESULTS　AND　DISCUSSION

Genomic　South皇！！ユ　旦y些皇」三ユ≦≧旦

　　　　　Vibrio　ABE－1　chromosornal　DNA　was　completely　di－

gested　w　i　t　h　lilgtgo　R　1，　1！gt　go　R　V，　U2r，nn　d　r　l　I　a　n　d　2S！b2　aa　l，　a　n　d　f　r　a　g－

ments　were　electrophoresed　on　1　g　agarose　gel　followed

by　blotting　onto　a　membrane　filter．　Genomic　southern

hybridization　　was　performed　using　5響一labeled　　synthet二ic

oligonucleot二ide　　probes　　for　IDH－I　and　－II　　prepared　　as

described　in　”MATER1ALS　AND　METHODS”　（Fig．　16）．

Isolation　of　Recombinant　DNA

　　　　　Approximate　20，000　r　ecombinants　of　a　Y－2t．Pg2－gbrio　ABE－l

genornic　library　were　screened　using　the　synthetic　oligo－

nucleotide　probes．　Of　the　numerous　positive　signals，

two　p　l　a　q　u　e　s　f　o　r　2－gt　d＝ILd－1　a　n　d　o　n　e　f　o　r　一lstsLIL！d－Ir　w　e　r　e　s　e　l　e　c　t　e　d

for　further　characterization．　From　analyses　of　rest－

riction　enzyme　maps　of　these　recombinant　DNAs　（Fig．　17）r

it　was　identified　that　these　clones　were　overiapped　and

icd－1　gene　was　tandemly　located　at　downstream　of　．1，gtsl＝1一！d－rr．

Each　Xba工一Xhol　fragment　for　icd－II　or　Xhol－Xbal　one　　for

icd－1　was　subcloned　into　pBluescript　KS（＋）　or　SK（＋）

（Strat二agene），　and　sequenced　for　both　strands・

Nucleotide　三皇gySe2nS｛n　c（…　and　Deduced　Amino　Acid　旦⊆g旦皇旦≦≧皇

　　　　　The　cornplete　nucleotide　sequences　of　2stEl：．！d－1　and　．lstct：d’

II，　and　the　flanking　region　are　shown　in　Fig．　18．　2－gtS！：d－

1　and　icd－II　genes　were　separated　by　276　bases　of　spa一
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cer．　lcd－II一　spans　2226　base　pairs　long　for　coding

region　and　has　a　putative　ribosome　binding　site　［85］　at

29　　bases　　upstream　of　a　predicted　initiat二ion　　site　　for

translation，　while　icd－r　possesses　i245　bases　for　coding

and　a　Shine－Dalgarno　sequence　at　9　bases　upstrearn　of　a

predicted　initiation　codon．　The　NH2－terminal　amino

acid　sequences　determined　from　proteins　（expressed　as

the　y！tLslgl！！，．1，nd　e　r　l　i　n　e　d　Rgp一！t2sl－gGd　s　i　n　F　i　g．　18）　w　e　r　e　i　d　e　n　t　i　c　a　l　w　i　t　h

the　respective　regions　deduced　from　nucleotide　sequences

except　for　first　methionine　of　both　genes　and　for　26th

glycine　to　aspart二ic　acid　of　icd一工．

　　　　　It　　is，　at　present，　unknown　whether　t二he　　two　　genes

constitute　a　polycistronic　operon　or　are　transcribed

independently．　However，　putative　stem－loop　structure

followed　by　a　run　of　uridine　which　is　in　consensus　as

rho－independent　termination　signal　in　prokaryotes　［86］

was　observed　in　the　downstream　region　of　the　each　gene

（Fig．　19）．

　　　　　The　molecular　weights　caluculated　from　2nd　to　742nd

of　the　open　reading　frame　for　tr．　c．d－II　and　from　2nd　to

415th　of　that　for　一j－cd－1　were　80，493　and　45，013，　respec－

t二ively．　　　These　were　comparable　to　the　values　　estimat：ed

from　protei’ns　（80，500　by　gel　filtration　or　79，500　by

denaturing　polyacryiamide　gel　electrophoresis　for　IDH－

II，　and　49，IOO　by　denaturing　polyacrylamide　gel　electro－

phoresis　for　rDH－1）．　As　shown　in　Table　VIII，　the　amino

acid　compositions　derived　from　the　sequences　were　con－

sistent　with　those　obtained　by　chemlcal　analysis　of　the
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protelns．

　　　　　The　　homology　score　［87］　between　IDH一工　and　－II　　was

less　than　29，　and　the　harplot　analysis　［88］　of　IDH－II
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　葛

failed　to　detect　any　repeated　sequence．　　　These　　result二s

indicate　that　the　two　rDH　isozymes　were　originated　from

a　different　ancestral　genes，　or　evolved　from　a　cornmon

ancestor　but　diverged　in　extremely　early　stage　from　each

ot二her．　　　　In　addition，　it　can　be　concユuded　t二hat　no　　gene

duplication　had　occurred　in　the　formation　of　2－gtsl　Ll［．］Ld－II・

The　nucleotide　sequence　for　the　open　reading　frame　of

icd－I　exhibit二ed　67．0　～き　homology　with　that　Of　旦．　coli　i・cd

gene，　and　73．8　g　of　amino　acids　predicted　from　the　sequ－

ence　　was　identical　with　those　of　E．　coli　　IDH　　prot二ein，

and　　22．1　9　conservative　（Fig・　20）　［76】・　　　旦・　　coli　　工DH

has　been　shown　to　be　phosphorylated　at　serine　l13　by　工DH

kinase　（76］．　A　serine　residue　was　found　at　the　same

position　　in　　the　predicted　sequence　of　　工DH－1・　　　　Amino

acid　sequences　following　this　serine　residue　were　also

homologous　between　IDH－1　and　lil．　Egt］．Sli　IDH，　while　the

preceding　　two　residues　t二〇　the　serine　were　different，　　一

Ile－Arg－　for　旦．　coli　IDH，　and　－MetニーSer－　for　IDH－1。　　　It

is　of　interest　to　examine　whether　or　not　IDH－1　is　phos－

phorylated　by　一E．　ggt！41i　IDH　kinase．　tvlost　recently，

Hurley　et　al．　［93】　reported　the　t二hree。dimentional　struc－

ture　of　the　enzyme－substrate　complex　of　E・　ggt］，一lli　IDH　and

identified　the　amino　acid　residues　of　that　which　form

hydrogen　bond　with　isocitrate　and　Mg2＋．　surprisingly，

all　those　arnino　acids　were　located　at　the　same　positions
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in　　IDH一工．　　Rossman　structure，　which　has　been　　proposed

as　　t二he　typical　nucleotide　binding　domain　　of　　pyridine－

nucleotide　spec1’fic　dehydrogenases　［89］，　was　not　de－

tected　ln　both　sequences　of　IDH－1　and　一rl，　as　reported

with　　E．　coli　IDH　【76】．　　This　result二suggests　that　　the

binding　of　cofactor　to　the　bacterial　IDH　may　be　accom－

plished　　by　　alt二ernative　mechanism　from　　that　　of　　other

dehydrogenases　［89］．　Homology　search　with　IDH－1　using

the　　FASTP　　algorithm　wit二h　ktup　＝　1　［90］　　in　　SWISS－P：LOT

amino　acid　database　resulted　in　the　identification　of

homologous　regions　between　IDH－1　and　3－isopropylmalate

dehydrogenases　from　Thermus　a　uat二icus　【91】　and　　Bacillus

⊆≦≧皇≦匹甚L皇旦三　［92］，　as　reported　in　旦．　coli　IDH　［76】．　　　These

regions　were　shown　in　Fig．　21．　On　the　other　hand，　any

significant　　sequence　homology　with　工DH－II　was　　not　　de。

tected　in　the　same　database．　However，　careful　scanning

revealed　that　homologous　region　between　the　dimeric　1DHs

and　the　3－isopropylmalate　dehydrogenases　was　also

present　in　t：he　sequence　of　IDH一工1　（Fig．　21）．

！！1t｛LglLg2sc　ll　e　l　c　Agt－lsli　d　1｝：tEgs　e　1t2glgRggl一1．1，gpt　g！t1gd　S2gtslgRd　o　n　yU．Egg1s

　　　　　The　G　＋　C　cont二ents　of　open　reading　frames　of　　icd－I

and　．lstsL］L！d－rl　genes　were　38．4　90　and　39．7　g，　respectively，

which　were　a　littie　higher　than　to．tal　G　＋　C　content　（33

＊）　of　this　bacterium　caicuiated　previously　［44］．

　　　　　As　shown　in　Table　IX　and　Xr　codon　utilization　for

IDH－1　and　一II　exhibited　a　preference　for　the　third

letter　of　codons　with　A　or　T，　either　A　or　T　ratio　of　the
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third　letter　of　the　codons　for　IDH－1　and　一11　reached　to

74．7　g　and　74．8　g，　respectively．　lnterestinglyr　high

G　＋　Ccontent　was　reported　for　codon　utilization　in

thermophilic　bacteria　［91］．

　　　　　The　molecular　genetical　research　of　Vibrio　ABE－1

has　　just　started，　and　more　detailed　invest二igation　　must

be　driven．　Recentlyr　monomeric　IDH　was　purified　from

Vibrig　　R皇．12．2！t］pelgglL　zL！i2－g，！一sl　t　　　　　［Imagawa，　S．　in　the　thesis　　fOr

degree　of　Master］．　This　1DH　is　very　similar　with

Vibrio　ABE－l　IDH－II　in　many　respects，　except二　for　thermo－

stability．　Comparative　study　of　these　IDHs　in　molecu－

lar　level　may　provide　a　clue　for　clarification　of　poten－

tial　rnechanism　controlling　thermolability　of　proteins．
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TABLE　▽II工．
IDH　i　sozyrnes．

Arnino　acid　compos　itions　of　V．gbrio　ABE－1

Amino
ac　ids IDH－1 IDH－II
　　As　x

　　　Asp

　　　Asn

　　Thr

　　Ser

　　Glx

　　　Glu

　　　Gln

　　Pro

　　Gly

　　Ala

　　Cys

　　Val

　　Met
　　I　le

　　Leu

　　Tyr

　　Phe
　　Ly．　s

　　His

　　Arg

　　Trp

Tota1
Cal．　mass

43）a

（22）

（34）

（55）

（21）

（52）

（45）

（　4）

（32）

（11）

（27）

（34）

（13）

（13）

（27）

（15）

（15）

（　4）

414
45，　013

）67（

）
）
）

2
J
n
∠
3

4
7
－
0
0

（
（
（

）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）

（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（

741
80，　493
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灘 　　　　　　　　　　　　　　　　　サ　　　　　　　　　　　　ヨ　　な　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　お

二二二二灘羅灘鑛難’鵬1難灘i懸購難難難難響



TABLE　IX　e Codon　u　s　a　g　e　i　n　Y！tLl？glpb　r　i　o　A　B　E－1　I　D　H－1．

Firs七 Second Th　ird
U C A G

U

C

A

G

Pheユユ

Phe　O
Leu　14

Leu　4

LeuユO
Leu　ユ
Leu　ユ

Leu　3

Ile　21

11e　7
11e　8
Me七！5

Va　1

Va　1

Va　1

Va　1

！
0
∩
）
－
↓
バ
7

1
⊥
　
り
⊥

Ser
Ser
Ser
Ser

Pro
Pro
Pro
Pro

Thr
Thr
Thr
Thr

Ala
Ala
Ala
Ala

4
ム
∩
）
O
O
2
J

Tyrユ3
Tyr　ユ

Ter皿O
Ter皿1

10　His
ユ　His

6　Gln
3　Gln

7
－
（
6
’
4
3
Q
／
4
／
0
！
0

　
　
ユ

、
4
「
⊥
つ
⊥
∩
）

　
　
！

Asn　！4

Asn　5
Lys　24

Lys　5

Asp　19

Asp　5
Glu　24

Glu　3

Cys　4
Cys　1
Ter皿O
Trp　6

Arg　2
Arg　2
Arg　3
Arg　O

Ser　6
Ser　1
Arg　4
Arg　O

Gly　24
Gly　10

Gly　3
Gly　2

Tota（　numbev　o　f　codons　＝　41S

Peycentage　of　A　or　T　for　third　（etter　＝　74・7／ty’e
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灘

7ABLE　X　． Codon　usage　irユ　▽ibrio　ABE－1　工DH。工1．

Firs七 Second Th　ird
し
∫ C へ G

U

C

・
へ

G

Pheユ8
Phe　6
Leu　40

Leu　5

Leuユ3
Leu　O
Leu　5
Leu　2

Ile　31

11e　9
11e　3
Me七2ユ

Val
Vaユ

Yal
Ya　1

2
　
1
⊥

Ser　ユ7　　Tyr　ユ2

Ser　O　Tyr　7
Ser　ユ7　　Term　ユ

Ser’　2　Term　O

Pro
Pro
Pro
Pro

Cys
Cys
Ter皿
Trp

ユユ　　His　ユ2　　Arg

　3　His　2　Arg
15　Gln　24　Arg
　2　Gln　4　Arg

Thr　20

Thr　7
Thrユ3
Thr　8

Ala　35
Aユaユユ

Ala　27
Ala　！7

Asn　ユ9　　Ser

Asn　ユ3　　Ser

Lys　36　Arg
Lys　ユ2　　Arg

Asp
Asp
Glu
Glu

つ
⊥
／
0
！
0
門
0

4
2
」
ー
ム

4
∩
）
∩
）
門
0

2
」
2
」
つ
⊥
∩
）

ユ

Gly　32

GlyユO
GIy　2
Gly　2

π
u
C
A
G

Tota（　number　o　f　codons　＝　742

Peγ℃en七〇9e　of　A　bγ・　T　foγ・　thiγ・d （ettey　＝　74．8，90

難1
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　LEGENDS　TO　FIGURES

　Fig．　！．　　Effects　of　buffer　and　pH　on　t二he　stabilit二ies　Of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t

　Vibrio　ABE－1　IDH　isozymes．

　　　　　　Ceユユーfree　ext二ract二　〇f　Vibrio　ABE－l　was　dilut二ed　　wit；h

　IOO　mtvl　of　three　different　buffer　systems　of　various　pHs

　for　　工D日一1　（A），　or　wit；h　t二he　same　buffers　containing　　lOO

　mM　NaCユ　and　lO　mM　2－mercaptoethanol　except二　for　pOtassium

　phosphat二e　　for　IDH－1工　（B），　and　incubat二ed　at　40C．　　　　Pro－

　tein　　cOncentratiOns　of　IDH－I　and　－II　were　20　pg／mユ　　and

　46．7　　ノ」g／ml，　respecti▽ely。　　　After　incubat二ion　for　24　　h，

　the　　remaining　act：ivities　of　t二he　IDH　isozymes　were　　mea－

sured　　under　　standard　　condit二ion．　　　（O－O），　　pot：assium

phosphate，　（△一△），　HEPES一・NaOH；　（ローロ），　Tris－HCユ．

Fig．　2．　Elution　profile　of　butyl－Toyopearl　650bvl　column

of　1！Llr－122！gb　r　i　o　A　B　E－1　i　D　H　i　s　o　z　ymes．

　　　　　Experimental　details　were　as　described　in　the　text．

　（O－O）’　IDH一工　activity，　（●一●），　IDH－II　　activit二y，

（一一一一）’　　absorbance　　at　　280　　nm，　　（一〇一・一’）’　　　（NH4）2SO4

concent二ration．

Fig．　　3．　　　　Elution　profiユe　from　chromat：ography　　in　　the

purificat二ion　of　Vibrio　ABE－1　工DH－1．

　　　　　After　　t二he　complete　separation　of　▽ibrio　ABE－l　　IDH

isozymes　r　IDH－1　was　purified　through　DEAE－Toyopearl　650M

colurnn　（A），　Procion　Red　Sepharose　CL－6B　column　（B），　and

HPLC　on　TSK　gel　DEAE－5PW　coiumn　（C）．　Details　were　as

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i
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in　t二he　text．　　　（●一●），　activity，　（一一一一），　absorbance　　aヒ

280　　nrn，　（一・一・一一），　saユt　concent二rat二ions　indicat二ed　　in　　（A），

（B）t　or　（C）．

Fig．　　4．　　　Elut二ion　prOfiユe　from　chromat二〇graphy　　in

purification　of　Vibrio　ABE一一1　IDH一一II．

　　　　　　After　the　cornplete　separation　of

　isozymes，　IDH－rl　was　purified　through

coユumn　　（A），　　DEAE－Sephadex　A－50　column

Toyopearl　650M　column　（C）．　Details

　text．　（e－e），　activity；　（一一一一），

　（一一‘一一．一），　salt　concentrations　indicated　j

　（C）．　In　（C），　the　colurnn　was　washed

isocitrat二e　　at　arrow　（1），　and　with　l50　mM

（2）．

Fig．　5．　Polyacrylamide　gel

lsozymes．

　　　　　Eiectrophoresis　was　performed　under

（A）　or　denaturing　（B）　condition．　（A），

fied　　工DH　isozymes　was　loaded　on　each

ID｝｛・一1，　lane　4・一6，　IDH一コ口．　　　Lane　l　and　4

prot二ein，　and’1ane　2，　3，　5，　and　6　were

rnatic　acrivity．　Lane　2　and　s　were

and　lane　3　and　6　were　for　3　h　in　the

（B），　Lane　1　and　5　were　i　，1．ig　of　marker

＝Lows：　　phosphoryユase　　b　（97。4　kDa），

genase　（55．4　kDa）r　lactate

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ii

　　　　　　hydrOxylapatit二e

　　　　　（B），

　　　　were

absorbance

　　　　in　（A）

　　　　　with

　　　　　　　NaCl　at　arrow

　　　　　　　　　　　　　　the

Vibrio　ABE－1　IDH

　　　　　　　and　DEAE－

　　　　　　as　in　the

　　　　　　　at　280　nmフ

　　　　　　，　（B），　or

　　　　　　　4　mM　DL一

electrophoresis　of　the　IDH

　　　　　　　　　　　　　non－denaturing

　　　　　　　　　　　　iO　pg　of　puri－

　　　　　　　　　lane．　　　：Lane　　ユー3；

　　　　　　　　　　　were　stained　for

　　　　　　　　　stained・for　enzy－

　　　　　　　　incubated　for　i　hr

　　　　　　　　staining　solution．

　　　　　　　　　　protein　　as　　foユー

　　　　　　　　glutamate　dehydro－

dehydrogenase　（36．5　kDa），
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trypsin　inhibitor　（20．1　kDa）．　Lane　2；　IDH－1　（20

ユane　3；　IDH。一1　（20刃9）　Plus　IDH－1工　（20　ノユ9）’　ユane　4；

1工　（20　》ユg）．

Fig。　6．　　Molecular　weight二determinat二ion　of　Vibrio

IDH　isozymes　by　gel　fiユt二rat：ion．

　　　　　The　purified　IDH　isozymes　were　applied　t二〇　a

of　Sephadex　G一一200　（superfine）　（1　×　36．5　cm）　at　a

rate　　of　　O．7　ml／h．　　The　molecular　weight二s　of　　the

isozymes　were　determined　from　the　relationship　between

t二he　　elution　vOlumes　and　t：he　molecular　weight二s　of

dard　prot二eins．　　Standard　proteins　used　were　as　foユlows：

aldolase　　（158　　kDa），　aユ．bumin　（68　　kDa），　　o▽albumin

kDa）r　chyrnotrypsinogen　A　（25　kDa）i　cytochrorne　c

kDa）．

Fig。　　7．　　　　Isoeiectric　　focusing　of　　Vibrio　　ABE・一1　　工DH

　　pg），

　　IDH－

1

　ABE－1

COユumn

　　fユow

　　　IDH

stan一

　　　（45

（i2．5

isozyrnes．

　　　　　Experiment；al　　detaiユs　were　as　described　　in　　”MATE－

R1ALS　AND　tvlETHODS”．　Lane　i，　IDH－r　（30，ug）；　Zane　2，

IDH－II　　（30ノユg）フ　lane　3，　marker　prot二eins　having　　the　　pI

values　indicat二ed　on　the　right．

Fig・　　8・　　　NH2－t二erminal　amino　acid　sequences　　of　　Vibrio

ABE－1　IDH　isozymes．

　　　　　Purified　rDH－1　（20　nmol）　and　rDH－Ir　（i　nmol）　were

subjected　to　automated　Edman　degradation　with　Beckrnan

liquid－phase　sequenceri　type　890－C，　and　Applied　Biosys－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　iii
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’
．
斧

terns　477A　gas－phase　protein　sequencert　respectively．

Identificat二ion　　of　t二he　PTH　amino　acids　were　carried　　out

by　HPLC　with　a　TSK　gel　ODS－80Tm　reverse－phase　column

（the　f。rmer），。r　by　an。n－1ine　PTH　analyzer　m。deユ’ P20A

（Appユied　Biosyst：ems）　（the　lat二t：er）．

Fig．　9．

Vibrio　ABE－1

　　　　　Wells

respectively．

anti－IDH一工一lgG　and

Ouchterユony　double　immunodiffusion　　test　　of

　工DH　isozymes．

1　and　II　contained　purified　IDH－1　and　一IIt

　　　　Welユs　　ユabeユed　Abl　and　　Abl工　　cont：ained

　　　　　　ant：i一工DH－II－lgG，　respectively．

Fig．　iO．　lmmunotitration　of

with　an　antiserum　raised

（B）．

　　　　　A　iOO　pl　aliquot　of

1．0　unit／ml　or　IDH－II，　O．45

phosphate　buffer　（Buffer　A

containing　　ユ　mM　EDTA　was

antiserum　diluted　as　indicated

A　containing　25　g　（v／v）　prej

incubation　　　at二　　150C　　fOr　　6

centrifuged　at　8，000　X　g　for　10

enzyme　　activit二y　in　the

（O－O），　IDH－Z；　（e－e），　IDH－rl

iv

Vibrio

agaユnsし　IDH一工

ABE－1　IDH　isozymes

　　　　（A）　　or　　工DH－II

　　each　purified　isozyme　　（工D｝｛一1，

　　　　　　　　units／ml）　in　potassium

　　　　　　　described　in　the　text）

　　mixed　with　an　equai　volume　of

　　　　　　　in　the　figure　wit二h　Buffer

preユmmune　rabbit　serum．　　　　Aft二er

　　　　　　　hr　the　　mixt二ures　　were

　　　　　　　　minr　then　the　remaining

supernatant　was　measured．

　　　　　　　．
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Fig・　ll・　　ThermOst二abiユit二y　of　Vibrio　ABE。l　IDH　iso2：ymes．

　　　　　IDH－1　　（52・2　　刃9／mユ）　　and　ID日一1工　　（42．0　　，ロ9／m：L）　　in

pot二assium　　phosphate　（pH　7．5）”cont二aining　250　mM　NaC！，　　2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
mM　　MgC12’　　and　！　mM　dit二hiot二hreit：ol　　were　　incubaヒed　　at二

　（O－O），　42．50C；　（△一△　），　450C；　（　ローロ），　47．50C∫　（▽＿▽

）’50。C；（・一・），20。C；（▲一▲），25。C；（窟一・），27．5。C；

（V－v），　300C．　The　rernaining　activities　were　assayed

immediately　　aft二er　　wit二hdrawa：L　（each　20　ul）　　at二　desired

time．　　　（A），　IDH一工フ　（B），　工DH一工工．

Fig．　　ユ2．　　　Effect　of　mono▽alent二cation　on　　act二ivit：y　　of

▽ibriO　ABE一ユ　エDH　’

　　　　　　A

　7・5）　cont二aエnlng

　threit二〇ユ

　taining

　NεCユ．．

　tion　was

エフ　（B），

KCユ；　（▲一▲

Fig．　i3

ABE－！　rDH　iSozvmes　for

　　　　　The　　p日　vaユue　of

8．0　at　various

by　the　matrix　method

METHODS”．　Each　Krn

quadruplicate　assays．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　v

　　　　　　　　　　isozymes．

20　u！　of　each　isozyme　in　potassiurR　phosphate　（pH

　　　”　250剛NaCl’2rn．itv［MgCユ2，　and！mM　diti。一

　　was　added　to　assay　mixt：ure　（t二〇tal　2　m二L）　con。

　　indicated　monovalent　cations　instead　of　250　mM

　Accordingiy，　2。5　mM　NaCユ　in　a　final　　concentra一一

　carried　o▽er　in　t二he　assay　mixt二ure．　　（A），　工DH－

IDH－II．　（O－O），LiCi；（e－e），NaCl；（A－A），

　　　）’NH4Cユ・

．　　　Effect二　〇f　temperat：ure　on　Km　▽aユue　of　　Vibrio

　　　　　　　DL－isocitrat二e　（A）　and　NADP÷　（B）．

　　　　　　「eaction　mixture　was　adゴusted　ヒo

temperaヒures・　　≦墨　vaユue　was　　determined

　　　　　　as　described　　in　　”MATER工ALS　　AND

　　　　vaiue　was　expressed　as　average　of

　　　　　　　（o－o），　rDH－r；　（e－e），　IDH－lx．
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　Fig．　ユ4．

　temperature　of

　　　　　　Vmax　value

　expressed　as

　（O－O），　工DH－1ラ

Fig．　工5．

nuc二Leotide　　used

ABE－1　工DH　“

　　　　　Rr　Y，　H，　Dr

G，　not　C　and　j

Fig．　！6．

1　IDH　isozvme

　　　　　Vibrio

Arrhenius

　　Vibrio

　restriction

　by　i　g　agarose

ユane）．

hybridization

DNA　probe

Molecular　weight

kiユobases）　of　（A）

Fig。　ユ7．

Y－2tL！211“2．sb　2r　i　o　I　D　H　i　s　o　z　yme

　　　　　　was　determined

　　　　　the　average

　　　　　　（e一　e）

　　　Sequence

　　　　　　　for

lsozymes．

　　　　　　and　工　：represent二　purine，

　　　inosine，　respectively．

Genomic　southern　hybridizat二ion　of　▽ibrio

　　　genes．

　　ABE－！　chromosomal　DNA　was

　　end。nucユeases　as　indicated，　then

　　　　　　ge二L　electrophoresis　（3．24

After　blotting　onto　a　nylon

　　　　was　perforrned　using　5’一ユ．abeユed

　for　　icd一・工　　（A）　and　　t二hat　　for

　　PユOヒOf▽maX　valUeS　aし　variOUS

　ABE－1　：［DH　isozymes．

　　　　　　　　　　by　the　mat：rix　method　　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の
　　　　　　。f　quadruplicate　aSsays．

　　，　：rDH一工1．

　o：f　t二he　　synthet：ic　　oユigodeoxyribo－

probing　t二he　cユOned　DNAs　for　　Vibrio

pyrimidine，　not

digested

　　　　　separated

　Jag　DNA

　　　　membrane，

　　　　synthetic

　icd－Tr　（B＞．

一EBA

hヒ・－凸W

deta

reP
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Fig。　18・　　Nucleotide　sequence　of　Vibrio　ABE－l　icd　genes

and　their　f二Lanking　regions．

　　　　　NH2－t二erminal　　amino　　acid　sequences　　det二ermined　　by

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ
chemical　analysis　were　boxed．　　　Underlines　indicate　　t二he

putat二ive　　ribosome　binding　sites．　　　Two　　pOssible　　st二em－

loop　struct二ures　involved　in　the　downstream　region　of　t二he

transcript：ion　　terminat二ion　　are　　shown　　by　　two　　　arrows

poエntニエng　t二〇ward　each　ot二her．

　Fig．　i9．　Putative　transcription　terrninaton　sequences．

　　　　　The　go　values　are　一20．2　Kcal／mol　for　the　left　and

一ユ5．6　Kcaユ／mol　fOr　the　right：．

Fig．　　20．　　　　HomOユogy　　bet二ween　Vibrio

Escherichia　coli　XDH．

ABE－1　rDH－r　and

　　　　　Asterisk　　indicates　t：he　same　amino　acid，　and　dot二　a

conservative　residue．　Upper　strand；　Vibrio　ABE－1　IDH－

Ir　lower　strand；　Escherichia　coli　IDH．

Fig．　2i．

ABE－1　IDH

aquaticus

Alignment　of　amino　acid　sequences　of

isozyrnes，　EEtLg－b．che．．richia　coli　IDH，　and

Vibrio

Thermus

　　　　　Homologous

enzymes　are

isopropyimalate

　　　　　　residues

　shadowed．

vii

dehydrogenase　（IPDH）．

　observed　in　more　　than　　t二hree

寧
慧
巨
ら
冨
．
。

，
．

　
　
　
　
　
　
ロ
　
　
ヘ
　
ト
　
　

、
「
；
：
陛
」
ー
レ
、
に
に
に
『
葭
ド
．
一
．
こ
轟
ゴ
5
〆
い
r
卜
」
ド
ー
ト
｝
札
h
u

P

’
．
，
呪
い
ハ
弔
．

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
’

特
い
翁
賠
時
鐘
ト
ド
い
↑
じ
ゼ
レ

’

で
レ
三
冠
r
誇
乳
識罷
島

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
卍
．
　
　
　
昌
▼

　
　
　
　
　
　
　
　
　
」

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
r
．

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
’
　
＾
■
鼓
∴
壌
翌
が

「
轟
購
斯
議
謂
碧
　
一
町
零
　
一
弩
憂
、

㍉
．
．

、
　
ノ

「
呂

し
F
　
　
　
．
L
「
．

．
．
許

し
か照

．
斤
一
∵
．

．
　
ぜ
．

．
　
気

イ
＝
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
み
F
．

　
　
　
　
　
　
　
．
．
．
仁
「

　
　
　
　
　
　
　
　
’
プ

　
　
　
　
　
　
，
　
　
、
D
P
2
・
’
圏
・

　
　
　
　
4
・
ぢ
寮
セ
ザ
塾
ち
夢
冤
羅
軍

・
デ
睾
∴
、
蜜
遥
潔
陶
戴
ぜ
才
滞
凪
一
心
ゴ

蓼
奪
，

・
．
右向

　
く
㌃
瓦

蔽
撫
撫

　　

D
．
『
陰



M．　NMJ．m”．，．．　．一．

100
A　　　・一・＼　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　O－O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼o

（
ぐ
。
）
〉
、
4
0
一

。　　　△＼　　　　　　　　　　　　　△　　　　　　　　　　　　　　＼△

・●■■■■

〉
■　「■■■■9

△

〈 　　　　　　　　　ム@　　　ム／o△／

⊂
●　鯛■國D

ｼ○δ80

ﾃ
≡
Φ
配
6
0

B　　　　　　　　　　　　　　　　O－O　0

@　　　　　　　　　　　，グムー一△一△

@　　　　　　　　　　　／ロ＼・　　　　　　　　　　　口

△

口

0
6．0　　　　70　　　　　　　　　　　　　　　　　　8．0　　　　9．O　　　　　　　　　　　pH

Figure　1



莚

、隔　kN

難

。

（luvr／s1！un）　iKllAIPv

讐
温

（囚） ケOS乙（ケHN）

r一一”一一一一’一一er一一一一一一m一一”r一’一”一一一一一一一ri

．
一
，
一
σ
一
，
一
○
・

，

o

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●●
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／・1●i　’

　　　　　　　　　　．／・一・　●　L。／
　　　　　　　　　げの　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　　　　　●一．　　／・、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼b
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／　　：1．　　　●＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／　　　：1・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／　　　　～
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／　　　　．ノ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の　　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／　　　，・”
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／　　　！’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　／．！
　　　　　　　　　！・・・・・……・…．’γ●θ’

　　　　　　　　セ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o＿＿≦三署こ三ニニ∠一。＿．一・一．ノ．
　　　　　　　　　　　　　　’．’．．’’’”。・・・・・…．．．．．．。．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む　　　　　　　　　　　　／　　　　　　　　　　　．．．．．．．一。・…　一’　　　　＼o
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゴ
　　　　　　　　　　／　　　　　　　　　　　　’●’●噺・・…　．。．．．

　　　　　　　　　／
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら　　　　　　　　　／　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝
　　　　　　／　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　∫

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

、，，，’：、，，・：・・ u：：：：：：＝：：　：．：：：：．：：：：：・：：：：：：：・：：：：＝：：’：一＝：二二：：：二二：：：．’一

．

’

’

Q
N

負
，
骨
8
，
，
，
9
，
，
9
’

　
●
’

　
　
　
　
　
　
　
’
『
’
，
ノ
，
‘

　
　
●

　　

m
ノ
ρ

O

一．．一．．一一．一一一一一．一一一一一一一一

の
。
一

u」uO8乙ユD　eつUDq」。sq∀

m
．
［

（
こ

　　（1／

　　E

　三
　　〇

〇〉
一
　　⊂

　　0
　二
　〕
　　　ω

の．

：擁

1
還

　｝

ll　　　・
1∵

ぐ

㌻

魯
墨
黒
絶
愛
三1　・
，碁・、

　慣

備　　，
、薄・、　．’

重，審、」窓

　　　　　　　い毒乏プ　　　　一
・ご駈

部
賑、

烈　　　　　、
輔・・、

詩
轡・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　華

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　段偽藩丸，剰三尊，｝　．・＿
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＾　】

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Figure　2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　∵’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ジみご

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・三一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．・一r。　駄．1し
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ハ　　ゐノら　ぼても　　　　リ　ル　へ

翻　灘縫灘白白灘三二三三三三二二羅難懸羅難灘購套鐡灘ピ三惑



MM－NllNiiJJ，M”N，M，，ii，eN－NJ，p，．J”一・

も，レ “

10

80戸
ヒ
⊂

　
　
　
0
6

0
。
o
N
U
o

　
　
　
ノ
月
　
　
　
　
　
　
う
∠

　
　
　
0
　
　
　
　
　
∩
V

Φ
）
⊂
O
O
」
O
い
ρ
＜

し
∩
）

0

　　　取

　　1’l
　　i　一I

　　Il
　　i’　t

　　　：

　　t　：

　　1

　　ド

　　t

　　　l

　　1　　　　．
o　　　　　　　　　　　豊

一　i一　一

　t

　’

．
4
昌

．・

C1　〉（・1（

．．@1，’i！’

　　　　　　　．

！・
ど
　
　
ノ
、
－
1
一
～

一
9
ヒ
U
d
Y
㍉
．
、

　
　
　
　
！
　
　
ー
ー
、
、

－
●
一
－

！
一
一
！
／

250　．
　　！ノ

　一
一　　　　　　　　　　　　　．

（
Σ
ξ
）
こ
X

　
O

　
1
5

50

100 EluiJOoOn　Volume（t？1 400

30

　2　　E
20‘
　一ut・一・

　　ご

　e
　　＞
　ご
　　il

　弓
10　〈

o

　　i

噸　”こ
　了

h塾

　．J

　L
畷
　；

　一“K

　を

ぞ
　さ

鳶
「彗；’

誘

’　　　　j

㌧二・

B　02

∈
⊂

o
qり
。＼8

ロσ

召’

uOl
⊂

o
o
　

o
の

D
〈

‘ヨ

，

置

　／
／　　　t

／
／

　
　
　
　
　
／

　
　
　
　
　
！

　
　
　
　
　
　
／

　
　
　
　
　
　
／

　
　
　
　
　
　
　
／

　
　
　
　
　
　
　
／

　
　
　
　
　
　
　
　
！

　
　
　
　
　
　
　
　
／

　
　
　
　
　
　
　
　
　
／

　
　
　
　
．
一
・
一
－
Q
一

●
・
9
～
．
．
　
　
　
！

　
　
　
　
　
　
●
一
量
タ
ト
F
ー
ー
ー
．
　
ノ

　　　　　　　　　　　　　　　　　り

・。’

T6　／　ed・…‘・；・・一・ig，6。

　　　　　　　　　　　　　　EMio∩Vo｛ume（ml）

一

－

ノ

　　　40Σ
　　∈

　　）
　　①

　　σ
　　上

　　0
20
　　∈

　　⊇

　　の

　　o
　　ロ
　　o
　　Q－

0

200

30

　＝
　　E
20誘
　　芒

　3
　診
　主

loギ

。

下「

－
．
・
靴
・
τ
ξ
’
拶
’
（

り
　
　
　
　
　
　
　
　
ら

げ
，
曙
γ
τ
亜
7
竃
［
⊆
“
身
「
9
亡
冠

128 05

1．t

C ．
一
．
ー
ー
ー
ー
，
一
．
一
噛
一
，
一
i
…
i
i
●
一
．
ー
ー
！
一

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
一

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
〇

．
…
．
．
．
．
．
；
＝
3
二
”
．
”
．
胃
四
腸
”
昌
”
に
鱒
隷
嬬
に
隅
り
銘
”
鍔
鴛
篇 　

9
9

　
一
　
博
　
　
　
　
　
　
　
　
、
覧
9
．
．

・
…
す
鑑
難
…
拐
一

　　…　
　
一

　
　
．
一
¢
一
．
一
，
一
，
一
・
－
一
，
一
f

・

……………
・

（
一一凹……蟄凱

㎞
ロ
セ…噌…繭…●5

690

460

E
⊂
O
q
っ
N
石 　　
　
　
　
　
2

　
　
　
　
　
　
3

　
　
　
　
　
　
0

ω
）
⊂
σ
Ω
」
Q
U
り
』
く

0

o 10
　　20　30
Time　（min）

04

03

（
Σ
）
σ
X

　
　
　
O
2

Ql

o

母
肺

rstts．，

Figure　3

40

’r／

ド

　
一
＼

　
、
　
　
「

べ
　
　
．
キ

’

晶

ぎ
弼
署
摯
ら
ぐ

、
　
　
、
　
㌧

冴
　
、

「

、

、

　
　
’
　
　
も
盈
「
　
　
「

」
　
　
　
　
　
　
　
▼

　
　
F

＼
　
ち
。
　
　
竃
　
・

、

　
　
　
一

　
　
　
　
」
　
　
　
ノ

　
　
　
　
　
昌
し
　
　
　
　
　
「

あ
㌻
宮
鄭
ゴ
へ
婁
宏
卜
襲
ぐ
㌧
慧
ヴ
、
、
・
け
一

’

、噛

ぐ、

r

、

r
　
　
　
’

㌧

㌧

・

㌧

L
、

ビ
畢
塗
昏
眠
牽
べ
魯
’
ζ
糞

　
，
’

　
全

，

㌔
　
ご
，

！
r

t

（

ン
τ

ワン
、

㌧

し
ウ

へ

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
詳
　
　
｛
　
　
　
　
’

．
，
鳶
丞
禽
三
二
乳
』
難
三
冠

㍉
・
嶋
・
登
㌧
．
，
蝕
ち
ギ
番
ー
ー
・
・
争
で
写
し

　
’
．
　
’
♂
気
　
　
黄
㌦
ぜ
侮
丁
、
卿

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
色
謄
“
鞠
『
・
ピ
堅

’

ρ

L

　
　
　
　
　
　
　
　
　
ザ
　
け

　
　
　
　
　
　
・
　
－
　
九
、
　
’

　
　
　
　
　
　
　
　
｝
　
　
　
デ
‘

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
阪
”
η
㌻
汽

　
　
　
　
　
　
　
　
　
ど
　
　
　
　
ド

　　

@　
@　
･、

ﾁ
蓄

　　

@　
@　
@　
@　
@　
@勲

　　

@　

@　

ｫ
．
・
三
三

　
　
　
　
　
　
　
　
　
、
　
　
「

三
々’

気

搾ナ
W
」

路　
～
≠申酬

第
、

、
冴
2
黒

5
“
q
》

．
、
’
ヒ

タ
触
　
　
“

　
　
「
て
事

か

　
（
等

　
↓
“
’

・
’
　
　
津
も

　
、
　
　
　
誘

卜
　
4

、
£
　
「
り

謬
欺
嚇
、
瞠
げ

　
　
　
　
ノ
　
　
ぱ

　
ト
を
　
蓼
碗



NM－MlePiMJNP一，N－M”一NeN，一NNNM”，，i・．一一一一一

’

弩

亭

遂
t　　、デ

A，

●

q
一
．

●

●

●
一
　
－

、

（
o
一

’　
／
　
　
1

1
ー
ノ
ー

　
　
　
　
！

一

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
・
⊥

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
●
1
1
1
量
I
l
l
．
ー
ー

蓄
肇
葦
．
言
B
3
－
3
・
一
・
6
9
1
■
藍
‘
噛
；
含
弓
」
「

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
「
一
l
I
一
●
　
一
？
一

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
重

　
．
　
　
　
　
　
　
　
一
　
　
　
　
　
　
　
。
　
　
　
　
　
　
　
一
　
　
　
　
　
　
　
隠
　
　
．

遵
．

1

、

｝㎞
糟

oo

@
　
o
G

∈
⊂
O
q
g
N
石
　
　
∴
　
　
　
　
　
　
「
ノ

　
　
∩
）
　
　
　
　
　
∩
V

①
）
⊂
o
O
」
O
の
ρ
く

0
OQ

1

0

！

ノ

一
1
！

N

一

一

一

、鱒’　一　〇　，

一

ダ

一

一

戸

　．一

一

N
．

N

　
　
　
　
　
　
　
（
Σ
∈
）

　
　
　
　
コ

〇
一
σ
‘
O
い
O
‘
巳
ζ
」
コ
喝
い
い
O
り
O
巳

蜘
　
　
印

20

　　　　roO　300Elulion　Volume　（mO
1，00

1rjO

C
ξ
桝
言
2
＞
削
ヲ
ニ
）
＜

　　

@
℃
0
　
　
　
　
5
0

o

B　03

Ol，

1，0

　
　
つ
∈
、
の
一
・
；
）
〉
｝
ヲ
ニ
）
イ

30

@
　
　
2
0
　
　
　
－
0

　
　
0
7
　
　
　
　
　
0
1

…
O
q
っ
N
一
σ
山
と
σ
e
8
n
く

し
O

O

一
一
一
一
一
一
一

’
・

1

：　一　一

●

、

ρ
へ
．

一
一
一
一
一
一
一
ノ

（
Σ
）
σ
O
Z

「
」
　
　
　
　
　
　
つ
乙

∩
4
　
　
　
　
　
0

Ol

一“　一

。

菱
垣
ギ
｝
郵
蓄
噺
野
デ
羨
む
墨
娑
．
．
ぎ
筆
薯
ゑ
・
｛
卸
．
・
．
堂
圭
尋
禦
ぎ
工
、
滋
爆
璽
董

　
　
、

♂
乳

、
瓢

C　oif，

ζ
」
⊂

OOO
α
」
N
】
σ

　
　
　
　
5

　
　
　
　
0

　
　
　
　
0

面
）
⊂
O
O
」
O
の
ρ
く

。
為
●
．

）

1
4

（

～
1
1

薗

●
・
。
，

’

／
・

噂
へ・
へ

　
　
　
　
％

　
　
　
き

　
　
　
9
●

　
　
　
9
●

　
　
　
、

　
　
9
5
1

　
　
、
●
．

　
■
　
．

、■
　
．

）う
4
三

（

’
1

一
●
＝
i
●
．
一
●
重
．
＝
τ
．
i
ー
ー
●
・
●
i
●
9
・
ら
・
、

，
，
一
－
，
，
，
i
，
ー
ー
ー
：
i
一
蔓o

100　200E｛u（ion　Vo（ume　（mO
300

30

（咽

ﾃ
、
誓
⊂
3
ζ
〉
二
）
く

20

@
　
　
　
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
一

；’kH

の
婁
疇
絶

　
蓉
、

馬
幽
乱
勘
罫
で
拡
恥
き
畢
減
・

、
、
滋
驚

Figure　4

懇
U
狂
翫
撲
瞬
繊
．
謹
饗

馨
鰹
霧
翫
臨
騰
甥
階
警
ド

　　　　　　　　　　」
　　　L　　　　　　　　　　　　　　鼻

　　　　ガ・∴・写
　　　　　　　’」　ρ　　　＿　　　●　、、

　　　　　し　　　　　　ノ

　　、　11＝一1・　’
　　　　　　　　　「
蓼　嘉
．　　　　｝’　　　，
　　　雀・
ヒ　　　　　　　ドサ
モ　　　　　　　　　　　ド　ぐ　　ヘ　　　　　　　　　　　　　　　ビ

　　　　リ象魯・　・，
幽霧∴

　　　麺　’」

・・ @　　　｝’㌃　　．

ギ　・叡
’」「　　　　　　　　　　－　曜　　　L
l　　　　　　　　　r

　　　　　りくら　　　　ノ　　　　ゴ
　　　　　　　　　　　ウ

　　　　　ゲ
『　　　　　舜、
レ　　ボ　　　　　　リ　へげ
　ぢ　　　　　　マこ

皆　鈍∵
藩1：1・，二

侮∵鑑㍉〆
　　ら・，　∫㌧愈
　　　　　　しも　　　ダド　サ　　け　　サ　ゆ

や　　　　　　ド　　　　ギセ　ダく

一つ・へ1醗・、
　　ボ　　　ゼノ　じサ　ぷ　ドぶヨ
　け　　ヒ　ゆじ　　　の　　　
　　　ド　　　　　　セやユコ

∴欝∴訂

　　　難・一二

　　熱灘



騨騨騨鍵盤願顧■総総嗣闘顧願扁欝欝願v’

覧

nii

寸

じ
　

く
　

コ
コ
　

oつ

m
F

y
寸
ゆ
ゆ
▼

y
寸
ド
①
▼

e

．
8
・

y
ゆ
σ
o
り
▼
e

s

y
δ
N
▼9

⊆
9
」
O
▼
⑩，M，＝屋＝●

ゆ

寸

cy’）　ti

ou

〈　一

z

1

①
＞
O
▼

Figure　5

6．，ut’Xmu

一難’ |＿二二．蕪懇出山灘懇二二二二灘難灘．騨懸難難羅難灘購畿1鑛1「羅雛院



騨騨騨順闘騨馴騨鳳繊麗關嗣剛願鳳騨關F

　
　
　
　
1
0

（
寸
馨
9
×
）

5
」
d
一
コ
リ
Φ
一
〇
Σ

1

o

ダ函IDH－1

　｛ヤ1DH－II

o

o

o

12

t

Figure　6

．羅．、

’一　 @緊謳レ



”．t．．／t．t．．ttttt．tt．．．．　．．　t　．　v1t．

｝

1

　　●（曜930

のq　865
●り（845

．e　q8．15

¶顧（醒735

dti．　qos5

一（曙585

　　　　　　”””　”””’ii4．55

Figure　7

．　　’肖　　．



恩
七

3

騨關顧騨開騨懇願騨願卿罵願騨隔剛賜丁一一

●

』
》
臼O
m

邸
H
く

Φ
三
山

の
一

　
　
　
　
口
．
【
O
　
Φ
－
［
H
　
Φ
州
H

O
三
山
　
Φ
H
H
　
①
H
H
　
O
里
山

コ
H
O
α
g
◎
＜
旨
二
臼
Φ
H
H

臼
二
9
Φ
H
H
　
の
〉
日
α
の
く

H
6
＞

O
マ

O
垣
山

訥
H
O

の
N

』
二
巴

≧
O
O
F

α
o
り
く
H
め
〉
＞
H
O
Φ
H
H

ひ
旨
く
づ
①
口
臼
ω
Q
つ
臼
あ
白

口
u
o
〈
　
O
三
山
　
H
邸
〉
　
旨
Φ
Q
Q

旨
〉
白
①
嗣
H
Φ
月
H
ω
〉
口

置
∬
臼
　
三
夏
ρ
ピ
　
O
泊
山
　
①
H
H

≧
O

の
m

三
二
臼

コ
Φ
口
O
N

旨
Φ
Q
つ

Φ
H
H

　
い

α
の
く
〉
．
【
O
コ
H
U
Φ
H
H

而
H
く
コ
ω
口
而
融
く
O
泊
山

oq

沒
冝
t
H
O
α
q
q
く
Φ
H
H

口
g
o
く
α
o
凹
く
鈎
二
二

Φ
－
［
H
　
の
あ
日
　
口
の
く

旨
Φ
Q
り

正
嘉
臼

　
F

H
一
一
δ
H

H
H
一
寓
Q
H

　
H
I
寓
Q
H

H
H
一
＝
O
H

　
H
一
｝
一
Q
H

，

Figure　8

1ng

遂



waWitiWme－1一

’

Figure　9

影
掌
7 導　蹴蝦星贈禰雛騨腰慰臓鱗羅一・講難・；1、：「



o

o

o e

e

e

e

e

e

e o

o

o

・iiCi　i（

o

　Q　　
　co　　（ρ　　 寸　　 （＼1

（。1。）　人；1A1↓⊃セ6u！U112しuoと1

寸
eり

寸
＼
N

ミ
”

⊂
O
謂
コ
＝
O

　
　
　
Φ
　
＼
寸

Φ
F
＼
の

Φ
く
N

⑩
F
＞

Figure　10



’

O
N

の
【

（
ε
∈
9
）
Φ
聖
ト
額
輪
σ
』
コ
略

レ

●
－
　
　
　
　
＜
－
＜

　
　
　
　
●
－
●
－
●

口

□

　
　
　
〉

〈

。
－
○
　
　
〈

　
　
　
　
　
－
O

頃

　
　
　
　
〉□

”o
ド

　eノ。）人契くB⊃∀　6U！U！DU」eとf

りしo
O　tN
’

Figure　11

灘
一
愚



ca

ぐ

ｱミ＼

く〔

O

’

○
．
一
　
〇
っ
d

　
（
Σ
）
⊆
O
　
も
」
だ
Φ
り
⊂
0
り
↑
ぢ
の

Φ．

宦
@
　
寸
．
O
　
　
N
．
○
　
　
○
　
○
．
一
　
◎
o
．
O
　
　
Φ
d寸．

n
　
N
O
　
O

O
N

　
　
　
ピ

　
　
　
e

　
　
　
田

　
　
　
旧
．

　
　
　
U

　
　
6

0
⑩
∀

　
　
　
P

　
　
　
W
　

O
。
o
角

▼
　
　
　
　

　
　
　
ん

　
　
　
¢

O
O
F

O
鯉

Figure　12

謎・



ざ．’・一だ．

諸！刃．幽「諮

見こ∴ラ魂

．鮎鷲労＝

訟誰詳tt

：． j，，　．　．，“，　1，

聾辱l
I」“一　．tr．．1．．＝／r一．

1態汐｛

∴・雪『’

三三

顔：冠隠

搬1

灘
　　　り
腰．’

・
・
ぬ
馬
弓
．
．

’

画

、

詮
つ
㍗
臼
F

り．

Bっ

m．

寸
，
o
っ

（
T
エ
・
）
の
9

。っ

?っ

XΦ．

盾ﾁ

ト
こ

　
　
m
，
o
っ

寸
ρ
っ一

。っ，

●

／　　
●

／　
．
／

　
　
　
　
●

　
　
　
　
　
　
●

。
＼
。

＼
0

o⊃

　
♂
／
。
／
。

　
　
　
　
　
　
／

　
　
　
　
　
　
　
　
0／

一　　　　，

　
●

　
●

7
・
／
。

　
　
　
　
　
／
o／
o

ロO
N

〈

／
・
／
。

一

。／

O
N

○
ρ
っ
　
9
　
　
　
9

（
り
．
）
Φ
」
ヨ
g
Φ
α
E
Φ
↑

対⑩・・　
　
姻

O
N

Q
将

O
m

○
寸

，

Figure　13

　
勇
貌
．

繍
，



願騨懇願闘騨騨願■騨鳳縣關鳳雛願願騨騨騨　一

Temperqture　〈Oc）

18

6
　
　
　
　
　
　
ノ
鱗
．

2
■

1

10
．

む

N
，
，
，
　　　o
N
，
，
，
　　　o

e
XX
w　e

”XXNX，

o

e
’××××”N

　　　　e

o

　　o

3．2 3・3 P／T難03（・鳶 3．6

Figure　14

灘　難灘．　　　　’e　　　l．　’　　灘籔．藍・。，灘　籔∫．



p・

▼

轟

　
　
一
の
一
O
U

寓
O
O
O
一
而
H
＜

　
　
　
　
　
卜
F

H
O
O
　
H
O
O
　
鎖
白
U
　
メ
臼
O
　
H
O
臼

。
均
山
廻
H
＜
コ
H
O
α
ω
＜
臼
二
白

　
　
　
　
　
．
m
一
　
臼
O
　
メ
＜
O
　
H
臼
O

　
　
　
＝
O
O
O
I
H
而
〉
α
g
◎
＜
H
而
＞

　
　
　
　
　
　
　
　
O
寸

’

Q
＜
白
　
H
O
白
　
訥
白
く
Q
＜
白
O
＜
白

Φ
H
H
旨
£
四
一
〉
白
Φ
目
H
ω
H
H

H
O
O
　
｝
唄
白
く
　
H
O
O
　
ン
＜
O
　
H
O
O

＞
目
O
ω
H
H
あ
月
O
α
◎
q
＜
》
H
O

ン
白
臼
1
．
め
　
”

。。

?
Ｈ
－
N
＝
z
”

　
り傾

く
O
J
の
　
鱒

ヨ
。
－
N
＝
z
”

N
角

く
Z
O
　
O
H
ρ
Φ
玄
」
¢
》
q
o

①
o
⊆
Φ
コ
σ
Φ
の
　
O
唄
。
邸
。
⊆
H
E
而

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
H
H
ー
エ
Q
H

く
Z
O
　
o
州
」
①
戸
コ
⊆
》
q
q

8
¢
Φ
コ
ぴ
①
。
。
℃
ぢ
而
。
ヨ
∈
邸

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
H
一
一
δ
H

㌣
．
治
ピ
慰
、
．
ド
鉱
ド
、

Figure　．15

1馨　s　・　　．



（A）　　　　　　　（B）

　　　　　　（K　b）

　　　　　　〈　19．33レ

　　　　　　《4．25レ

　　　　　　〈3．47レレ6
　　　　6●　〈2．69レ　●鴎

　　　　　　《1．88レ

　　　　　　〈1．49レ

Figure　16



顯願剛■■騨騨顧馴願騨關關刷鳳騨隅rT．

や

P
》
∩
M

I
D
し

I
　I

Ioqx

I召。つ3

Ieqx

IHOつ3

田。つヨ

H
創
〈
〉

創

〈
〉
ぺ

1セqx

IIセS

『　　臼　　　軸　　　鞠

闇　　一　　一　　　一　　一

一　　　一　　　一　　　一　　　噂

コ』ユ
H

Ieqx

IIIpu田

AHOつヨ

　　Ieqx

網。つ3

Itiooa

IIIPU1H

IIIPU珊

Figure　17

Ieqx

］
』
属
N
．
O

O
＜
↑

O
ト
＜
　
＜
＜
ト

O
↑
＜

7
＝
〔
【
H

H
7
＝
臼

：

’

・：1鰯

濠碧．

1．1謬

．．

謔P批

難ン

．．

灘．．

∴1無1．．

．
．
ボ
　
．
「
．
．
≠
噂
．
9
、
・

．
量
ヒ
二
二
【
》
罎
蓬
・
暑
’
峯
言
詫
明
惹
釜
．
タ
蒙
｛
“
煽
翌
配
当
．
「

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
‘

覧
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
｛

」

．
H

－
」

‘

　
　
　
‘

r
h
卜
㌧
『
’
．

　
　
　
蓼
」
一
．
艦
．
唱
、
引
■
．
き
「
．
．
」
亀
㍉
」
】
，
胃
、
．
．
9
．
＝
．
ー
ワ
＝
．
層
i
－
燭
．

　
　
　
　
　
　
　
　
　
’
．
．
馳
．
．
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
畢

．
ド
．
…
．
．
二
．
．
∴
」
　
‘
．
．
．
．
：
　
．
．
ぢ
　
　
．
r
　
　
｝
．
　
　
P
　
」
．

ピ
、

乱
．

ε

閲
．
・
【
p
．
死
．
　
　
霞
．
．

．
ぞ
　
じ
r
し
猷
し
．
「
．
『
旗
「
」

1

．
．
　
っ
【

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
言
【
　
　
．
唐

し
幽
ド
r
謬
良
r
赴
ヒ
ヒ
町
髭

．
膏
　

争

．
r
．
L
凸
．
．
」
い
r
．
P
．
．
ト
」
F
．
し
し
ヴ
算
「
・
．
p



b

o　o－　〇一　〇一〇一
N　V　OV　toco　ON－　 f、．　　 ♂つ　　 r甲　　 o一噂

〇一． Z一　 〇一
ele　 叩O　 o▽トー4　◎o“t　oN

〇一・
eD　eo

Or噌
一

〇一
〇N“o面
一一．一1

〇一
pt　e
『つq
一

〇一匿

vOvv
一

〇一．o－
ev’　co　e
頃マ1リマ
ー　　　．　一

e－ON
tOピ馨．

一

。・一

Nりm　u｝
一

〇一　 〇一
マO’o▼o⑩；一〇
四　　　 ，t

〇一
m　co
“t　v
ee

プ

曜

乱
　
．

．●

’
　
．

ノ　．

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
リ
ィ
．
ト
≒
卜
∪
《
↑
イ
、
ト
↑
↑
イ
．
∪
↑
く
《
ぜ
．
《
く
∪
↑
O
《
く
↑
《
O
↑
り
《
り
O
く

　
ン。
セ
ペ
り
E
《
《
8
ぺ
↑
《
《
べ
≡
《
《
§
《
E
ト
碧
8
く
り
↑
《
《
崔
。
《
。
噌
り
＝
≡
・
§
§
。
・
。
↑
δ
・
・
§
≡
・
δ
↑
§
導
§
り
り
§
く
《
ト
リ
《
ト
↑
§
≡
ト
リ
ミ
ト
リ
註
§
く

§
仁
↑
§
イ
↑
《
↑
↑
↑
《
《
↑
《
く
8
8
く
↑
。
§
↑
《
↑
《
《
く
。
’
．
≡
↑
↑
§
。
朔
イ
ト
u
仁
ト
δ
ト
↑
↑
≡
《
《
§
δ
・
§
↑
§
≡
ト
ト
↑
長
《
く
ヒ
り
δ
ト
≡
《
藁
≡
《
≡
ト
く
ト
ト
§
レ
8
ミ

・掴

E
・
仙
・
亀
・
・
い
｝
熔
り
・
眠
・
↑
“
・
↑
婁
u
臓
8
置
・
亀
∪
塗
・
↑
㎝
ト
↑
跨
Q
ま
8
σ
《
弐
り
．
仙
＆
．
．
峯
ト
導
↑
い
り
象
く
ト
糞
意
酢

読
・
ま
｝
伯
・
乱
↑
亀
｝
N
・
・
峯
＆
・
ま
｝
．
．
｝
い
く
㍍
．
．
淳
毫
．
ト
H
．
く
頒
↑
＆
．
窺
り
ト
眠
．
配
ト
Q
細
．
↑
⑳
．
酢
四
ト
ト
舶
8
享

・國

E
り
事
姻
・
・
罫
械
↑
・
如
り
・
澤
峯
吸
－
“
・
↑
㎝
↑
り
・
．
り
↑
・
．
・
↑
“
・
ト
・
．
・
・
い
－
姻
・
り
陥
↑
・
N
↑
ト
・
．
り
↑
㏄
・
裟
織
《
享
．
け
．
↑
羨
國
8
械
｛
．
暖
い
監
獣
騨

←囚

W
姻
・
配
乱
8
鐵
ト
↑
焔
・
↑
い
乱
↑
・
o
↑
聖
り
乱
ト
・
峯
ト
・
．
8
い
｝
鵬
ト
ぬ
く
く
峯
く
仙
8
．
・
．
畿
．
ら
．
ま
．
↑
N
8
淳
．
燗
い
↑
．
り
↑
《
眠
。
く
叢
概
甜

謝
ミ
燗
8
事
・
H
・
り
・
．
・
・
い
・
亀
・
乾
・
↑
“
・
・
國
ト
↑
ζ
↑
α
｝
“
ミ
£
《
．
峯
亀
．
蕊
翫
U
↑
多
言
ト
翫
ド
㍍
．
．
華
客
邸
雛

《“
ﾜ
り
↑
司
り
ト
い
ま
・
・
國
↑
・
娼
昏
u
撃
払
り
罫
焔
桑
8
切
u
ト
・
リ
ト
・
械
ミ
賦
・
詮
・
↑
舶
・
婁
↑
眠
．
↑
悼
8
姻
．
く
切
8
姻
託
り
《
㎝
ミ
α
．
↑
属
望

トq
〟
E
ト
瞑
り
ト
ゆ
・
↑
蕊
・
・
“
8
峯
械
《
．
い
・
↑
陥
≒
い
く
《
欝
爵
．
・
毫
．
《
姻
．
↑
峯
“
∪
ト
眠
8
械
乱
↑
り
り
・
毫
δ
い
u
く
罫
．
・
．
．
峯
賦
転
《

簑
8
・
．
・
ト
“
ミ
姻
・
ト
服
り
↑
㎝
ト
↑
陥
ト
リ
謬
ま
・
ト
㎝
翫
ト
乱
・
象
↑
u
q
く
ト
逝
u
く
帳
8
峯
ト
婁
↑
い
く
↑
如
．
《
姻
ミ
郵
．
㈹
．
ト
言
為
．
．
い
ト
¢
凱
ト
下

り“

E
ト
洋
“
・
ト
“
・
ト
い
8
械
・
・
㎝
↑
り
“
・
輩
」
毫
．
↑
㎝
く
ト
鵬
u
《
峯
国
↑
り
蔀
ぺ
」
《
↑
㎝
．
《
蓼
㎝
誕
．
．
械
《
．
姻
8
憂
い
8
㎝
＆
《
ト
“
8
亭
峯

《國

g
↑
焔
8
峯
」
・
・
仙
・
・
仙
・
難
8
淳
・
甑
・
・
親
り
u
“
Q
・
峯
ト
眠
8
婁
ト
伯
．
重
く
↑
．
．
．
↑
q
ご
仙
．
↑
“
8
伯
．
窺
．
く
困
．
《
郵
ト
著
く
ト
“
8
峯
畿
．

←械p
伯
・
桑
ト
じ
・
肱
・
ら
∪
電
8
㏄
・
↑
婁
り
陣
8
皿
・
奮
仁
悼
8
婁
．
写
実
乱
ト
↑
q
8
N
↑
吋
㎝
↑
ト
侮
り
鳶
．
ト
舶
8
姻
．
《
酬
《
α
く
．
峯
↑
q
向
く

・仙
p
仙
・
↑
陥
↑
・
臨
↑
・
仙
・
㍍
・
段
・
ト
峯
↑
㎝
・
象
・
ま
・
↑
明
り
↑
ζ
イ
仙
8
胴
《
ト
伯
．
ト
窪
窪
↑
く
α
《
《
㎝
ト
読
↑
《
『
い
《
《
陣
．
麓
．
≧
く
↑
眠
8
江

奪
↑
ζ
駒
ま
Q
↑
㈹
邊
ま
．
《
裟
《
く
仙
8
闘
畷
↑
．
・
8
艀
亀
．
↑
．
u
．
享
匙
∪
ト
“
．
匙
u
り
峯
㎝
↑
郵
↑
㎝
↑
．
い
ト
ト
眠
8
㎝
8
械
ミ
棚
仁
y

・
婁
乱
・
・
“
｝
切
・
鋤
・
↑
脚
ト
ま
・
・
“
＆
・
駈
・
↑
祀
・
↑
裟
↑
．
．
．
《
魍
＆
り
鋤
．
ト
婁
↑
ゆ
8
“
8
㎝
ト
u
㎝
．
《
困
に
三
審
ト
㌫
《
く
困
↑
瀧
く
↑
㎝
多

・仙
p
姻
8
多
・
鵬
・
●
・
細
｝
い
・
匙
り
亀
↑
卜
伯
・
ト
い
↑
・
・
．
・
・
醐
乱
．
髪
↑
《
仙
．
き
↑
ぎ
ト
眠
．
《
姻
．
《
國
↑
り
仰
り
坐
く
激
．
《
㎝
｝
α
く
く
い
8
囚
ト
書
き
．

護
・
・
姻
・
・
婁
り
渓
・
・
囚
｝
郡
・
仙
・
↑
“
8
剛
・
鉱
8
伯
．
↑
｛
・
り
罪
．
姻
．
乱
乱
↑
弐
乱
翫
↑
ま
．
自
《
↑
雛
＆
．
く
囚
ト
↑
㎝
｝
三

陸
・
↑
峯
ト
籠
・
・
…
レ
ト
㎝
｝
い
｝
峯
ト
悼
“
獣
鄭
駄
ト
靴
イ
計
駄
．
↑
罫
靴
．
り
↑
＝
ン
＝
＝
・
：
・
・

，

O

辱

9

．・

．　一　一　．

Figure　18■

譜憎剛，



‘

、
◎

．
’
、

t“

・
三
三
．
ド
．

複
L
・
・
．
∵
・
「
三
障
」
「
」
㌧
．
詩
・
序
濠
浮
L
．
．
園
巳
嘘
繍
，
片
．
罫
三
三
・
簿
．
蕾
挫
．
i・．；，．『

i事境．墨

散

∫紅

擁毒

講欝
　　　コ　コ　　　　ロ　．．㌦．　．・｝，．

圃■■■■順騨■■■圏闘■■剛國■■■■■1一一一一．

▼

一一

「

●

‘

舅隙諺§．§e層§器
四　e匿　晒1。3　い‘　n

Oe　oeい101　▽り
騨噂伽。　いlg■●

n　　面

oeoo
ごつN
rり

Oe
co　”

”Ne
OOOeoり。り。●◎N・tVマ④り。りN　トn　●◎n　σ事呼
『つ　 n　 cつ　 n

o切　O　tδ
oo・一　〇　〇
〇▼　N　哩「
v　”　”

9

　　

@　
@　
@　
@　
@。

g
リ
ト
リ
。
《
ト
《
ト
く
。
ト
§
§
《
く
↑
り
ト
ト
。
↑
ト
U
《
↑
↑
卜
↑
《
《
り
り
三
ト
↑
。
↑
《
ト
リ
《
《
§
・
…
叢
《
・
嚢
ミ
。
。
§
リ
ミ
↑
善
く
《
§
《
↑
↑
べ
仁
§
§
↑
に
§
g

ト
リ
《
《
く
↑
ト
↑
ト
り
り
《
《
《
↑
《
↑
§
《
り
。
り
《
二
く
く
。
ト
く
《
《
δ
ト
《
↑
↑
り
り
。
↑
ト
リ
↑
↑
。
。
↑
く
《
ト
《
§
§
↑
§
§
8
・
。
・
↑
§
羊
葦
．
葺
《
り
ポ
《
8
菖
…
ミ
§
．
ト
。
く

《
り
U
く
ト
く
ト
↑
り
く
ト
《
仁
ト
ト
。
り
く
《
u
§
く
↑
↑
ト
ト
ト
。
ト
く
↑
E
↑
。
ト
。
↑
U
。
ト
↑
《
《
く
↑
。
《
り
・
一
言
§
・
峯
≒
ト
ィ
・
≡
…
§
ξ
“
↑
。
械
《
ト
題
．
」
氏
く
摯
0
8
㎝
。
ト

く“

潟
g
㎝
↑
↑
・
．
↑
↑
㎝
邑
ま
・
↑
焔
・
顎
口
8
峯
罫
難
り
↑
o
藷
・
く
茎
収
．
妬
u
ト
峯
．
・
．
《
峯
．
・
匙
《
き
《
N
凌
雲
．
凱
い
↑
塗

モ
。
く
膿
く
《
国
卜
・
峯
姻
8
収
・
・
記
瀞
」
・
・
匝
8
㎝
ト
u
・
．
・
・
鵬
8
ζ
・
婁
・
撃
茎
姻
層
ト
い
り
《
眠
言
い
ミ
．
・
り
↑
婁
“
．
誰
．
藁
葺
焔
．
匿
ト
曙
く

べ“

|
Q
．
・
・
い
・
㌻
↑
罪
↑
り
．
・
↑
⑳
・
《
峯
眠
－
眠
－
囚
り
・
峯
㎝
↑
・
N
仁
蓼
り
・
．
↑
q
く
寒
寒
象
↑
悼
．
ト
毒
口
8
姻
．
ト
著
く
ぎ
多
燗
．

．困

ｩ
．
臨
く
ト
罫
“
8
夢
難
《
睾
u
峯
姻
・
続
・
↑
q
駈
り
家
書
．
㏄
ト
．
撃
．
・
．
↑
．
・
8
図
り
弐
ト
↑
響
．
・
．
ト
峯
謂
《
じ
脈
．
↑
累

知
↑
U
㎝
瀞
．
い
↑
裟
↑
陥
に
眠
8
罫
い
・
↑
陥
↑
・
華
峯
↑
脚
匙
・
」
q
リ
ト
箪
峯
㎝
↑
り
伯
．
《
姻
ぺ
↑
婁
↑
頑
ま
8
“
ト
《
畑
∪
」
《
u
峯
㎎
《
《
悼
8
囚
ト
り
嘱
り
《
燭
．

イ㎝

ｩ
り
㎝
∪
《
姻
・
・
峯
陣
8
峯
㌘
∪
㏄
8
藁
・
リ
ト
↑
訴
㍗
ト
畢
多
⑳
δ
眠
．
ト
㎝
．
．
峯
倒
．
」
《
き
．
野
↑
享
㎝
↑
．
側
ミ
眠
8
燗
δ
酔
↑
㎝
く
ト
㎝
．
く
眠
．

く駕

ｭ
↑
仲
↑
・
姻
乱
桑
」
《
㌔
・
・
燗
り
↑
峯
仙
・
ト
賦
∪
ト
虻
・
↑
匝
8
響
峯
㎝
穿
り
睾
く
陣
8
罫
書
u
↑
㏄
．
↑
い
二
属
望
り
↑
ま
り
《
響
㏄
ト

．博

D
ト
い
↑
↑
N
8
焔
・
・
國
8
峯
“
・
乱
・
↑
眠
・
・
婁
乱
ト
↑
闘
ま
・
↑
駒
ま
ま
8
ま
｛
．
國
8
吸
8
．
・
り
《
娼
乱
爵
．
《
婁
仙
．
く
喋
り
↑
國
り
匙
《
堰
く
姻
．

《畑

B
ぺ
馳
8
國
ト
・
婁
細
・
ト
峯
↑
o
・
・
言
い
・
婁
・
燗
…
。
・
・
峯
ゆ
・
・
姻
8
墨
《
畑
り
婁
婁
り
Q
・
．
↑
．
Q
Q
↑
夢
合
爵
8
導
ト
ζ
．
↑
当

り一

t
．
械
く
ト
吸
u
↑
い
・
ト
濠
噌
・
裟
・
詐
・
郵
㎝
・
計
Φ
・
…
…
評
・
ご
乱
リ
ィ
ゆ
…
閑
…
㎝
．
詮
畷
ト
臨
↑
り
い
…
陰
獣
イ
．
い
乱
…

晒
　
　
　
エ
　
ノ
　
』
、
　
7

　　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

ｲ
く
↑
く
《
ト
《
べ
旨
く
く
ト
∪
8
く
凄
↑
く
δ
ミ
。
↑
り
8
。
《
く
く
↑
ミ
ε
b
仁
8
ミ
ミ

↑
イ
く
．
リ
ド
。
べ
↑
ト
。
。
。
く
。
∪
↑
り
べ
・
ぺ
↑
・
ぺ
↑
ト
。
《
ぺ
り
。
。
∪
。
べ
§
ト
リ
8
一
・
§
羅
“
ト
ト
国
・
・
N
｝
㎝
↑
・
国
」
ご
い
・
乱
↑
窺
8
㎝
早
り
く
脳
｝
峯
《
仙
．
窺
り
ぺ
姻
嘱

㌫
《
ト
鵜
8
“
・
↑
陥
↑
↑
婁
㎝
多
↑
雲
華
吸
u
ト
㎝
・
・
紹
・
ト
“
・
婁
乱
↑
・
仙
ま
．
ト
峯
仙
．
《
姻
．
《
燗
り
奪
《
國
8
峯
茎
旨
く
↑
野
ト
陥
仁
闘
《
ぺ
“
．
《
切
り

U
↑
δ
ト
ィ
《
刷
。
ト
哩
硬
∪
∪
く
。
↑
ぺ
七
§
∪
↑
り
．
封
引
ト
．
ト
ィ
《
↑
↑
↑
。
ト
U
ト
く
ト
《
↑
ト
ト
ト
り
ト
↑
ト
ィ
《
§
・
蔓
§
奏
§
ト
§
↑
§
↑
り
・
蔓
ト
↑
§
く
《
仁
ξ
δ
↑
《
§
ト
峯
．
ぎ

ト
↑
に
く
。
↑
§
≒
。
三
。
く
イ
ト
↑
り
く
δ
↑
・
。
葦
↑
り
∈
u
§
↑
ト
↑
り
・
。
↑
§
箋
↑
り
§
↑
仁
ト
ト
↑
↑
§
二

Figure　18　（Continued）

．
噛

9
、

O

じ　・

監
．



關闘願剛鳳雛騨騨閣■剛閣欝欝顯閣願騨7…　’

レ

○
＜
臼
↑
ト
臼
臼
O
届
く
臼
＜
＜
白
く
Q
O
＜

　
　
　
．
　
　
臼
く

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〈
　　　・　　　　　　　　　　　　　　　〈
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　謬

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　諺

　　　　　　　　　　　　　　・　　　　〈
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　v

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一・・c　ii！

Figure　19

　　　　　　　　ロく蹴．1’盤．　　。灘．　，・鑛層、．　　．雛灘．．。．・，

・π胤薔．・

説墨，

静
’

客



INIIJ一一J，，，i，，Nii－i一一，i，，i－iie，ii一，，．i．”・一一

1’　MTNKIIIPTTGDKITFIDGKLSVPNNPIIPYIEGDGIGYDYTPPMLKVVNA人VAKAYGGD
　　　＊　　　＊　　　　　＊　　　＊　　＊＊＊　　　　　＊＊＊　　＊＊　　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　　＊＊＊＊＊　　＊＊＊　　＊＊＊　　＊
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヒ　　　　　　　む　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

1四　MESKYYVPAqGKKITLQNGKLNVPENPIIPYIEGDGIGVDVTPAMLKVVDAAVEKAYKGE

61’

61”

RKIE：WLEVY人GEKATKMYDSETWLPEE：TLNILqEYKVSIKGPLTTPVGGGMSSLNYA　IRq
　　　　　　　　　　ら　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

＊＊＊　＊　＊　＊　紫ネ＊　＊　　　＊　　　　　＊＊＊　＊＊＊　　　　　＊＊　　＊　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　　　＊＊＊＊＊　＊＊

　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コロ　　　　　　　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　ひ　の　　　　　　　　　　ロ　　　　む　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

RKISWMEIYTGEKSTQYYGqDVWLPAETLDLIREYRYAIKGPLTTPVGGGIRSLIYYALRq

121’

121　”

MLDLYYCQRPYqWFTGYPSPVKRPSEVDMVIFRENTEDIYAGIEYKAGSDKAKSVIKFLI

　＊＊＊＊　　＊　　＊＊＊　　　　　　＊　　＊＊＊＊＊　　＊　　　　 ＊＊＊＊＊＊＊＊　　＊＊＊＊＊＊＊＊　　＊＊　　＊　　　＊　　　＊＊＊＊＊
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　つ　　　　　　　　の

ELDLYICLRPYRYYqGTPSPYKIIPELTDMYIFRENSEDIYAGIEWKADSADAE：KYIKFLR

r

181’

181”

EEMGASNIRFTE：NCGIGIKPVSKEGSQRLVRQAIqYAIDNNKDSYTLYIIKGNIMKFTEGA
＊＊＊＊　　　　＊＊＊　　＊　　＊＊＊＊＊＊＊　　＊　　＊＊　　　＊＊＊＊　　＊＊　　＊＊＊　　＊　　　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊
　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の

EEMGVKKIRFPISIICGIGIKPCSEEGTKRLYRAAIEYAIANDRDSYTLYHKGNIMKFTEGA

241’

241”

301’

301”

FKDWGYELAIEEFGASLUiGGPWCSLKNPNTGKEIIIKDVIADAMLqQVLLRPAEYSYIA

＊＊＊＊＊＊　　＊＊　　＊＊＊＊　　　＊　　　＊＊＊＊　　　　＊＊＊＊＊＊＊＊＊　　＊＊＊＊＊＊＊＊　　＊＊＊　　＊＊＊＊＊＊＊　　＊＊＊
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

FKDWGYqLAREEFGGELIDGGPWLKVKNPNTGKEIYIKDYIADAFLQqILLRPAEYDYIA

TLNLNGDYLSDALAAqYGGIGIAPGANLGDEYAYFEATIIGTAPKYAGI〈NKYNPGSYILSA
　　＊＊＊＊＊＊　　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　　＊＊＊　　＊　　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　　　＊＊＊＊＊＊　　＊＊＊＊
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

CMNLNGDYISDALAAqYGGIGIAPGANIGDECALFEATIIGTAPKYAGqDKYNPGSIILSA

．
｝
口
　
「
｝
　
●

　
　
　
　
匡
：
，

　
　
　
　
　
一
，

　
　
　
　
　
　
　
　
　
レ
，

361’

361”

EMMLRIIMGWLE－ADLLLKGMSGAIqAKTVTYDFERLMDDATLVSCSAFGDCIIDHM
＊＊＊＊＊＊＊＊＊　　＊　　＊＊＊　　　＊＊＊　　＊＊＊　　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　　＊　　＊　　　＊＊　　＊＊＊　　＊＊　　　＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

EMト｛LRIIMGWTEA八DI／IyKGMEGAINAKTVTYDFERLMDGAKLLKCSE：FGDAIIE：NM

L

Figure　20

’淳’

ﾔγ

鱗護＿灘二一．二二白鍵二二羅三二二二難懸三二二二醤醤醤謹難灘難難難鍵購灘灘灘灘鍵嚢難難籔・
罵，



騨”lv・t

』

δ
調
纒
繕
、

O
Σ
＝
蟹
彊
自
自
濱
り

詔
ヨ
白
日
乙
旨
〔
【
昼
網
島
日
〉
乞
O
．
臼
〉
の
H
＜
畠
O
｝
｛
〈
〉
巽
日
鉱
8
さ
｛

コ
リ
の
　
　
　
　
ユ
ね
　
　
　
　
　
ド
　
　
る
ノ
　
ゼ
　
あ
　
　

て
　
　
　
　
　
コ
モ
　
　
　
　
　
　
　
ロ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ほ
ゆ
ヨ
　

超
3
潟
午
駅
だ
○
潰
狸
H
吃
撰
〉
〉
〉
ら
臣
喬
の
駕
〉
白
Σ
＜
Σ
賠

8
＞
α
二
日
一
＜
O
の
舅
．
8
5
蔓
O
〈
H
．
〉
ム
諮
く
要
目
δ
α
記
苫

　
　
　
　
と
　
　
　
　
　
　
　
　
ヌ
　
　
ぢ
　
　
の
　
の
　
り
く
り
　
　
　
　
つ
り
　
　
ざ
　
っ
　
　
　
　
の
　
て
コ
け
　
げ
　

8
＞
α
葦
日
一
＜
．
ロ
。
っ
舅
e
5
…
臼
＜
H
＞
あ
解
く
富
自
〉
σ
3
Σ
医
．

頃
鉛

H
Q
O
c
q

の
総
寸
論

H
7
＝
Q
H

　
＝
Q
凸

寸
鴇
ト
蕊

寸
N
“
っ

qっ
m
創
っ

酬
一
〇
Q
，
国

H
l
＝
Q
H

H
∵
＝
Q
H

　
＝
Q
凸

“っ召「

pON
Q
O
N 州

一
〇
〇
，
国

H
⊥
さ
H

℃
〒
＝
e

u＝

p
農

州
一
〇
Q
，
国

ρ
H
－
＝
e

　
σ

Figure　21

一一一り一剛圃一　
灘



三
】
踊
」
．
尋
．
葺
～
¶
1

蕩

冠

，

凶

1
1

－
鍾
一
．
誓
講
皆
・

謙．「

1

，

t

’
曳
や

灘難灘灘灘．1講灘蟻灘灘覇灘灘i灘灘纈繍繍「…1麟．灘講灘繋囑灘灘謙購灘騨．’鱒．パ



ヒ
醒
　
　
　
4

・
　
ギ
　
「
　
伽
　
　
　
　
　
　
　
　
．
占
．
「

O
∋
嶋
　
煙
に
「
「
…

昌
　
　
　
沁
　
　
　
ω
　
　
　
轟
　
　
　
α
　
　
　
O
　
　
　
刈
　
　
　
『
　
　
　
．
ご
　
　
　
　
　
O

天
σ
q
9
《
∩
o
δ
「
∩
o
⊃
雫
。
ヨ
①
仲
∩
7
Φ
し
∩

oo@　
　
O
　
　
　
一
〇
　
　
　
コ
　
　
　
一
N
　
　
　
一
ω
　
　
　
、
　
．
　
　
ド
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
唱
「
　
　
5
』

晶
轟
　
　
晶
〇
　
　
一
〇
　
　
ぐ
　
　
　
お
　
　
　
お
　
　
　
　
　
　
　
◎
否
器
ざ
8
0
図
↓
ζ
…
X
g
要
　
．
　
　
　
ω
＼
O
o
δ
『
　
　
ロ
ロ
繭
o
o
κ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
幽
ウ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
匂

観
、
配
－
’
F
　
‘
　
　
　
層
」
．

輯ぬ

　
罰
轟
　
　
O
・
　
ド
「
　
」

歪
さ
「
釦
壼
Φ
　
　
◎
　
，
野
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
。
　
ヨ
。
。
　
　
　
　
ゴ
枯
お
三
茜

　
　
ト
　
　
　
p
，
贋
，
野
　
　
一
　
㊤
　
一
〇

ド
ー
　
－
’
一
」
．
」
I
t
凸

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
一
、
コ
，
魂
望
バ
」
浬
」
．
　
　
湯
翻
灘

　
　
　
　
．
慰
－
馨
…
懸
；

　　　：・T’　　：1’ト　t’■幽マ，
1．T一

　’　t／r’．　　t　r
‘　ttt’　’t　：7t一

±’ ｶマ1％s’

　L一
’ヤ＝’，

、


