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Abstract

We isolated histone-type basic proteins from lemna paucicostata for the first time.
Basic proteins were extracted directly with dilute mineral acids from homogenized lemna paucicostata. Amino 

acid compositions of basic protein portions adsorbed on Amberlite CG 50(at pH 6. 0) were resembled to those of 
calf thymus histones. Especially, lysine content was the greatest of the other amino acids. By chromatographic 
studies, adsorbed portions of basic protein components on carboxymethyl cellulose column (at pH 4.2) were shown 
to be homogeneous to calf thymus histones, however, the area under the individual curve was different, and 
furthermore, the containing of a non-adsorbed portion in the large extent was markedly different from calf 

thymus histones. And amino acid compositions of adsorbed portions reprented the histone-type basic propertes, 
but non-adsorbecl portions were considered as a different protein compared with the typical histone.

When calf thymus histone and protein components separated from lemna paucicostata were heated(60°C) with 
a solution of H思SO4-H2SO4, precipitates were not obtained.

요 약

''좀개구리 밥''에서 histone 型 鹽基性 蛋白質울 單離하는데 처음으로 成功했다.

鹽基性 蛋白質은 “좀개구리 빕-''의 細胞磨碎物에서 稀 鑛酸으로 抽出 分雌하였다. 그 中 Amberlite CG-汛） 에 CpH 
6.0 에서） 吸着되 는 蛋白質成分은 송아지 胸腺 histone 과 비 슷한 amino 酸組成을 보였고, 構成; 지nino 酸 殘基로 

서 는 lysine 이 特히 많았다.

Carboxymethyl cellulose 에 （pH 4. 2 에서） 吸着되 는 蛋白成分의 溶出 chromatogram 송아지 胸腺 histone 과 

비 슷했으나, 各 peak 의 比率은 相違했으며 , 特히 非吸着 成分이 相當量 含有되 어 있음도 相違했다. 또 吸着成 

分의 amino酸組成은 histone 型 鹽基性을 나타냈으나, 非吸着 成分은 典型的인 histone 과는 相異한 蛋白質임을 

確認했다.

송아지 胸腺 histone 과 "좀개구리 밥”에서 單離한 蛋白 成分들의 黃酸 存在下에서 HgSCU 와의 沈澱反應을 histone 

아닌 蛋白質과 比較 檢討한 結果, “좀개구리 밥”에서 單離한 것은 histone 型 蛋白,成分이 分明하였다.

164



VoL 8 (1964) 좀개구리밥에서의 Histone型 塩基性 蛋白質의 單離 165

1.绪 書

Histone】 이 動物의 體細胞核中 에 deoxypentose 核酸 

과의 鹽類狀 結合體로서 存在하는 鹽基性 蛋白質 임은 

거의 確定된 事實로 되어있다.

한편 植物및 微生物의 細胞核中에서 도 histone 의 抽 

出에 成功한 例를 볼 수 있으나, 現在로는 밀의胚%3 
쌀의 胚4 chlorella ellipsoidea5, 그리고 肺炎苦2等의 

몇 가지에 不過하다.

histone 의 生物學的意는 아직 不明인 黙이 많아, 

Kgene inhibitor"3 或은 “gene 冀gulator"로서 遺傳情報 

傳達機構에 關與하는 것으로 생각되고 있을 程度이다. 

따라서 植物細胞等에 있어서의 histone 의 分布狀態와 

그 特性을 안다는 것은 그의 生物學的 意義와 關聯해 

서 重要한 일일 것이 므로 개 구리 밥科에 屬하는 “좀개 구 

리밥에 對해서 이 蛋白 質의 存在與否를 調査하고자 

細胞磨碎物로 부터 直接 稀 鑛酸으로 抽出하는 方法%5 
을 써서, histone 型 鹽基性 蛋白質을 單雕 確認했으므 

로 報告하는 바이다.

2. 實驗方法 및 結果

1).  鹽基性 蛋白成分의 分離 • 精製一 本硏究에 使用 

한 “좀개구리밥은 벼논에 接息하고 있는 것을 採取해 

서 그當日 試料로 使用했으며, 蛋白成分 分離操作은 

0〜5°C 에서 實施했다.

①. 採取後 잘 씻고 물기를 뺀 試料 70g 을 모래와 

함께 mortar 中에서 50 分間 磨碎하고, 0. 2N H2SO4 100 
ml 를 加해서 다시 80 分間 磨碎했다. 3, 000 r. p. m, 

40 分間의 遠心分離로 얻어진 抽出液을 0. 05N H2SO4 
液에서 13時間 透析했다. 透析内液을 dil. KOH 로 pH 
6.0 으로 하여 0"LM acetate buffer 로서 pH 6. 0 으로 

緩衝化한 Amberlite CG一50(100 mesh) column (1. 5 X 
40cm) 에 注入했다. 다음에 pH 6.0 으로 調整한 蒸溜 

水로서 吸着 안된 成分을씻어내린 後, 鹽基性의 吸着區 

分을 0.1N HC1 로 溶出했다. 이 溶出液을 dil. LiOH 로 

pH 10 으로 하여, 3 倍容의 acetone (sp. gr. 0. 795〜 
0.798)을 加해서 20時間 一5°C 에 放置했다. 이때생긴 

沈澱을 遠心分離하여 methan이 로 씻은 後, 減壓 乾固하 

고 이 에 蒸溜水 10ml 를 加하여 可溶性 區分을 다시 減 

壓 乾固해서 蛋白成分 10mg 을 얻었다(蛋白成分 A).
(ii)，採取 後 물기 를 잘 뺀 試料 70g 을 모래와 같이 

60 分間 磨碎하여, acetone 을 써서 脫脂，脫 chlorophyll 
處理를 한것을 減壓乾固했다. 여 기 에 0.1M NaCl—0.05 
M sodium citrate 溶液 (pH 7) 200m! 를 넣고 1 分間 

激烈하게 攪拌해서 deoxypentose 核蛋白質을 抽出하여 

3,000 r. p. m. 1 時間 遠心分離 後, 그 上淸을 버 리고 

沈降物에 다시 前記 溶液 100ml 씩 을 加해서 같은 方法 

으로 2번 處理한 것 을 蒸溜水 100ml 로 씻 었 다. 이 렇 

게 處理한 磨碎物을 0. 2N H2SO4 100ml 와 1 時間餘 攪 

拌해서 鹽基性 成分을 抽出했다. 抽出液을 3, 000 r. p. m. 
1 時間 遠心分離하고 그 沈降物을 除去 後 2 倍容의 冷 

ethanol (99.5voL %)을 加해서 15 時間 一5°C 에 放置 

했던 것을 減壓 處理에 依해 ethanol 을 除去하고 dil. 

Ba(OH)2 로 中和하여 BaSd 의 沈澱을 遠心 除去했다. 

이 를 減壓 濃縮後 再次 冷 ethanol 2 倍容을 加해 2 日 

間 一5。(： 에 放置해서 생 긴 沈澱을 遠心分離로 얻어 減 

壓 乾固하여 蛋白成分 을 얻었다(蛋白成分 B).
(iii) 對照試料로서의 송아지 胸腺 histone 의 調製는 

다음과 같이 했다. 卽 Mirsky, Daly 들의 方法/ 을 

써 서 송아지 胸腺 10鬼 을 細切하여 1% citric acid 500 
ml 를 넣고 40 分間 磨碎하였다. 3,000 r.p.m. 로 20 分 

間 遠心分離 후, 上淸을 버리고 沈降物에 0.2% citric 
acid 800ml 를 加하여 20 分間 攪拌後, 細 目 綿布를 2 
重으로 깔고 걸 렀 다. 濾液을 3; 000 r. p. m. 10 分間 遠 

心分離하여 얻은 沈澱 (核) 을 0. 2% citric acid 로 씻고 

極히 細目의 綿布를 2重으로 깔고 걸렀다. 이 濾液 

(核) 을 1200 r.p.m., 5 分間 遠心分離했다.

이 와같이 해서 遠心 上淸이 透明하게 될 때 까지 3번 

되 풀이 해서 核을 씻 었 다. 그다음에 0.14M NaCl—0. 01M 
phosphate buffer (pl I 6. 8) 로 5 번 씻어, citric acid 를 

除去했다.

이 렇게 單離한 細胞核을 0. IN HC1 300ml 中에서 부 

드럽 게 1 時間 攪拌하면서 懸濁시 켜 histone 을 抽出하 

고 懸濁液의 遠心上淸을 12時間 蒸溜水에 對해 透析 

해서 鹽酸을 除去하고 얻은 透明한 溶液을 dil. NaOH 
로 pH 10 으로 하여 2 倍容의 冷 ethanol 을 加해서 24 

時間 放置後, 생긴 沈澱을 遠心分離하고 ©than이고｝ 

ether 로 充分히 씻은 것을 減壓乾固해서 histone 鹽酸鹽 

30mg 을 얻었다(對照試料 CTH).
2).  2價水銀鹽과의 反應一 蛋白成分 및 對照試

料 CTH 가 強酸 存在下에 2價의 水銀鹽과의 反應2에 

서 histone 特有의 性質을 나타내는가를 serum albumin 
및 serum 이obulin 과 比較 檢討했다. 卽 蛋白成分 A, 
B 및 CTH 各 20% 溶液 10ml 에 同容의 0. 34M HgSO4 

〜 1.88M H2SO4 溶液을 加해 60°C 에 加溫하거 나 O°C 

로 冷却해도 沈澱은 生成되지 않는데 反해서 serum 
albumin 과 serum globulin 은 같은 處理로 60°C 에서 

沈澱을 生成했다.

또 前記 抽出 蛋白成分의 各溶液을 60°C 로 加溫한 

後 2ml 의 1% NaNO2 溶液을 加하니 맑은 赤色溶液의 

Millon 反應을, serum albumin 과 serum globulin 은 赤 

色沈澱이 생겼다.
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3) 溶出 chromatography—앞서 얻은 蛋白成分 A, B 
및 CTH -f- carboxymethyl cellulose (CMC) column 을 

使用한 溶出 chromatography® 로 分別하여, 그 組成괴 

分別區分의 性質을 調査했다.

CMC(200mesh) 를 0. 5M NaOH-O. 5X1 NaCl 로, 

다음에 蒸溜水로 씻고, AcOH—0.03M NaOH
(pH 4. 2) 로 緩衝化한 것으로 L 2cm X 40cm 의 column 
을 調製하여, 試料를 前記 緩衝液에 녹여 注入했다. 

溶出은 ① 0：lM AcOH—0.03M NaOH(pH4.2) ② 

0.17M AcOH—0. 05M NaOH—0.42M NaCl (pH 4. 2), 
③ 0.01M HC1, ④ 0. 02M HC1 로 段階的으로 實施했 

다. 溶出液 區分(5mL/10min.) 中의 蛋白質量은 278n以 

에 있어서의 吸光度에 依해서 求했다.

Fig- 1, 2그리고 3에 송아지 胸腺 histone 과 蛋白 

成分 A 및 B 에 對해서 實施한 chromatography 의 結 

果를 表示하였다.

FRACTION NUMBER

Fig. 1. Chromatography of calf thymus histones on 
CM-cellulose. Calf thymus histones were adsorbed 
on CM-cellulose column (1. 2 x 40cm.) equilibrated 
with 0.1M AcOH-0. 03M NaOH buffer at pH 4. 2. 
After starting buffer elution, the Allowing stepwise 
elutions were performed: (1), 0- 1M AcOH-0. 03M 
NaOH (pH 4. 2); (2), 0.17M AcOH-0. 05M NaOH 
-0. 42M NaCl (pH4. 2); (3), 0- 01M HC1; and (4), 
0.02M HCL Flow rate: 5ml. /min. Absorbance at 
278m#.

Table. 1. Amino acid compositions of lemna histones

Fig. 2. Chromatography of protein component A isolated 
from lemna paucicostata on CM-cellulose. Experi
mental conditions are same as in Fig. 1.
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FRACTION NUMBER

Fig. 3. Chromatography of protein component B isolated 
from lemna paucicostata on CM-cellulose. Conditions 

are same as in Fig. 1.

胸腺 histone 에서 는 5 가지 peak 가 나타 났으며 , ''좀 

개구리밥”에서 얻은 蛋白成分 A의 경우는 CTH의 pi, 
P2, P3, P4 에 對應하는 蛋白成分이 量的으로는 差가 있 

으나, 大體的으로 비슷하게 나타났으며, 한편 蛋白成 

分 B 의 경 우는 CTH 의 P3, P4, P5 에 對應하는成分이 

거의 나타나지 안했다.

Johns들8은 CTH 의 P2 는 Tysine” 을 含有하는 成分 

이며, P4 는 “arginine”을 含有하는 成分이 라고 했는데 

實際 ainmo 酸 分析結果, p2 는 lysine 이 p4 는 arginine 
이 各各 豊富한 鹽基性 蛋白質임이 밝혀졌다.

and calf thymus histone.

. Leu Cys
Asp Glu Thr Ser Pro Gly Ala Vai lieu Met Try (CySH) Tyr Phe Lys His Arg basic/acidic6
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卅，+. 나' and — : determined by 균rea$ of detected spots in paper chromatogram. This two-dimensional paper 
chromatogram was obtained as follows: 1-dimensional solvent was BuOH-AcOH-H2O (4:1:5, 
vol. /vol. /vol. ) and 2•허mensional solvent was phenol-m-cresol-borate buffer (pH9. 3) (25： 
25:7, wt. /wt/, vol. ); and the paper was Whatman No. 1 (40 x 40cm.).

b). basic/acidic : total basic amino acid residues/total acidic amino acid residues. Values of total amino acid 
residues are calculated from areas of detected spots.
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thymus histone and lemnaTable 2. Amino acid compositions of pi, p2 and fraction obtained from calf 
by chromatographyhistones

Asp Glu Thr Ser Pro Gly Ala Vai Lys His Arg basic/acidi샤'

CTH P2 + + 一 — — + + + 느 + + 1 3
已 + + — + 一 + + + + + 뷰 1 3

A P2 + + — 一 + + + — 卄 4- + 1 3
s + + — — — + + + + + 卄 1 2

B Pl + 卄 + + + + + — 十 — 十 0 4

.____ _ 牛 + + — — 一 + + + 卄 + + 1 1

a) . 뉴, +, and— : determined by 그reas of detected spots in paper chromatogram.
This two-dimensional paper chromatogram was obtained as follows: 1-dimensional solvent was 
BuOH-AcOH-H2O(4：1：5, vol. /vol. /vol. ) and 2-dimensional solvent was phenol-m-cresol-borate 
buffer (pH 9. 3) (25:25:7, wt. /wt. /vol. ); and the paper was Whatman No. 1(40 X 40cm.).

b) ・ basic/acidic : total basic amino acid residues/total acidic amino acid residues. Values of total amino acid
residues are calculated from areas of detected spots.

4).  Amino 酸 分析一蛋白成分 A, B 및 CTH 各 10 
mg(但 各 蛋白成分의 落出液 區分은 1ml)씩을 再蒸溜 

定沸黙 (6N) HC1 3ml 로서 110。(3에 33時間 封管中에 

서 加水分解하여, 그分解物을 脫鹽酸하고, «-BuOH- 
AcOH-H2O (4:1:5, vol. /vol. /vol. ) 를 第 1 次元, PhOH， 
w-cresol • borate buffer (pH9. 3) (25：25：7, wt. /wt. /vol.) 
를 第 2 次元으로 한 2 次元 paper chromatography9^. 
展開하여 ninhydrin 으로 發色 同定한 結果는 Table 1 
및 Table 2와 같다.

Table 1 및 Table 2의 結果는 加水分解中 破壊損失 

이 豫想되 는 amino 酸에 對한 再確認이 實施되 어 있지 

않으며, 卄, +, —等의 表示는 檢出된 spot 의 크기 

에 依한 것인데, 이경우 出發試料가 少量인 까닭으로 

檢出 않된 amino 酸이 實際는存在할런지도 모른다 그 

리고 全 鹽基性 amino酸 (Lys, Arg, His)과 全 酸性 

amino 酸 (Asp, Glu) 과의 比도 이 들 두 group 의 amino 
酸의 spot 의 넓이의 合計에서 얻은것이다.

蛋白成分 A 및 B 와 對照 試料 CTH 와의 amin。酸 組 

成을 比較해보니 , A 는 對照試料와 大端히 비 슷해서 

典型的인 histone 組成을 갖고 있 었으며 , 全 鹽基性 걶m- 

ino 酸과 全酸性 amino 酸과의 比도 비슷했다. 그리고 

Lys 의 spot 가 構成 amino 酸中에서 가장 켰으며 , 鹽 

基性 amino 酸들은 全 amino 酸殘基의 거 의 25% 에 

達했다.

한편 B의 amino 酸 組成은 CTH 와 비 슷했으나, 鹽 

基性 酸의 含有率이 若干 떨어져, 鹽基性 amino酸/酸 

性 amino 酸의 값이 0. 7로 되 어 있 었 다.

A,B 두 蛋白成分中 pH 6.0 의 Amberlite CG-50 에 

吸着된 成分 A 는 全鹽基性 amino 酸과 全 酸性 amino 
酸과의 比가 L5 로서 CTH (1.6) 와 거의 同一 amino 
酸 組成을 갖는데 對해 , 成分 B 는 이 處理를 하지 않아, 

非鹽基性 蛋白成分이 混在해 있을 可能性도 있다. 實際 

로 前記 溶出 chromatography 分析에서 成分 B 는 pH 
4.2 에서 CMC 에 거의 吸着 않되는，成分(pi)이 제법 

含有되어 있음을 볼 수 있었다. 成分 B 의 pi 成分이 

amino 酸 分析結果, 全 鹽基性 amino 酸과 全 酸性 amino 

酸과의 比가 0.4 로 1보다. 훨씬 적 어, 非鹽基性 蛋白 

成分인 것으로 생각되 었다. 그런데 成分 B 의 P2 는 이 

比가 1.1 로서 分明히 鹽基性 成分이였다.

3.考 察

“좀개구리밥''에서 鹽基性 蛋白成分을 分離함에 있어 

서 그 細胞膜 破壊는 低溫下 mortar 中에서 모래 와 같 

이 磨碎하는 方法을 썼는데 比較的 無難했다.

細胞磨碎物에서 稀鑛酸으로 抽出한것中에는非核性 

의 鹽基性 成分도 들어 있을 것임으로, 透析으로 低分 

子 物質을 除去한 後, Amberlite CG-50 으로 pH 6. 0 에 

서 吸着되는 成分만을 모았다, histone 의 等電黙이 pH 
尚附近이 므로 이 pH 에서 沈澱되 기 쉬 운 成分으로써 

蛋白成分 A 로 삼았다. 이 蛋白成分 A 는 송아지 胸腺 

histone 과 類似한 amino 酸 組織을 보였고, 構成 amino 

酸殘基로서 는 Lys 이 特히 많았다. 그리 고 CMC 를 使 

用한 溶出 chromatography 는 對照試料의 그것과 類似 

했으며 各 peak 의 量的인 比率은 相違했다.

한편 細胞 磨碎物에서 미 리 deoxypentose 核蛋白質을 

0. 1M NaCl-0. 05M Na-citrate 溶液으로 抽出, 除去해 

버 린 다음, dil.HzSQ 로 鹽基性 蛋白質을 直接 抽出하 

여 histone 黃酸鹽이 難溶性임 을 利用해서 ethanol 添加 

로 低溫에서 沈澱되는 區分을 뫃아, 蛋白成分 B 를 얻 

었는데 그 amino 酸 組成에서 非 histone 型 蛋白質의 混 

在가 推定되 었으며 , 實際로 CMC 에 pH 4. 2 에서 吸着 

안되 는 成分이 含有되 어 있었고, 이 는 典型的인 histone 
型 蛋白質과는 다름이 判明되었다. 그러나 吸着된 成 
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分의 溶出 chromatogram 은 對照 試料의 chromatogram 

에 對應하는 peak 가 거 의 나타났으며 , 吸着成分은 分 

明히 histone 型 鹽基性 蛋白質이였다. 이 는 溶出 peak 

의 amino 酸 分析結果에 依해서 도 證明되었 다.

또 蛋白成分 A,B 및 CTH 의 1.88M H2SO4 存在下에 

서 0. 34M HgSCU 와으】 沈澱反應을 histone 아닌 蛋白質 

과 比較 調査했더니 沈澱이 생겼으나, A,B 및 CTH 는 

다 같이 沈澱形成을,볼 수 없었으므로 A,B 蛋白成分은 

histone 型 蛋白成分임 이 分明하였다.

''좀개구리 밥"에서 얻어진 鹽基性 蛋白質을 D니A 와 

의 結合體로서 純粹히 單離하는 方法을 硏究하고, 나 

아가서 이들이 細胞核成分임을 確認하는 일이 今後의 

課題가 될 것이다.
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