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3. �����	
��� 
 
 

  3.1  ����	��������������������� 

        �������	��
�����
�������	�������������	����������
�����  13 " 15 
����$� 2547 '� �.����� ��
�� �)�����	���
�')*������+�,�
�-����./��)�����	�����,������0�,1
���23����$
���������',��1�� �,�����)��������+�,�
�-���23������.���.�4�')��./��5�������������-

�6����1�����������-7����� 
 

  3.2  ����������� !��"��#�$%��� !�&������ !��"�� 

        �����89���	�'� 2������ ����)���$
���$+� ����)�������1��:���;��< $��
$
���./���3-3���
����	��-7�'�0�
� 6.82 " 8.05 ������49)�7�1��)
��� 26 " 67 ��@��:��:�-� 
���������,�
�
�3$
���
��
��2��,�,���2�2,�,<'�)���.A1��,1��� 2����2��,�,���2�2,�,<
'��)�����	�3������
 ��
��49)�7�1���$��$
���./���3-3���
���)�����	���4.�./�,����3����� 
 
�����	�� 3.1 ��3��)��������+�,�
�-�����	� �49)�7�1 ��$��$
���./���3-3��� 

�	�3�� �)���
��,�
�-��� 
�49)�7�1 
(oC) 

pH 
(pH meter) 

1. �����	��������8�
��1� �. ����� �1������� 63 7.38 
2.                 L                        
�������� 67 7.58 
3.                 L                        
�������
�2
� 54.7 7.87 
4.                 L                        '�����
�2
� 61.3 8.05 
5.                 L                        
�������	���3 46.6 7.89 
6.                 L                        
�������)1�
������

����	���3 
54.9 8.22 

7.                 L                        .�������������� 65.2 7.86 
8.                 L                         ���������	�2)� 57 7.76 
9.                 L                         .��-�����	�2)� 40.6 7.35 
10.                 L                         .�������������� 48 7.70 
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11.                 L                   )���.����� 1 ��,� 47.5 7.74 
12.                 L                   
����	����')*� 37 7.17 
13.                 L                    ����)1�'��	����')*� 26 7.50 

�'�����( : $��$
���$+��������)�3�4��)��� ��$���./� 1.0 (2���������) 
 

 3.3  �����#���������)�"�*+�,�-
�
��� 

      ���,�
�-�����)���-�����+�23�����5�����3������
 ����)���-)��-0�13 �0�� 
��)���-���
�-
, ��)���-���
�-
�����	���1� ��� 23��,�� �./�,�� ����������-���)���-P3-

1����� streak plate ����)���
+��7,� BG-11 ��
������)���-����,1�P,����)���
+�23�3���
��)���-�:��<�3�-
 2 0�13 �����)���-����./�������- 1 0�13 ��������5�,1�P,23�3�����)���
+�
�7,�3������
 ��)���-�:��< �3�-
����-�23�23����  Chrolellla sp. ���,�
�-������  13, 
Synechococcus sp. ���,�
�-������ 13 ��
���)���-����./�������-23���� Pseudanabaena sp. 
���,�
�-�����	���� 10 3���7. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

�.*	�� 3.1  ,�
�-����:��<��)���-��������5�-�23�3�
-
1�� streak plate  
 

Callela sp. Synechococcus sp. 

Pseudanabaena sp. 

10 µm 
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3.4  ��������-&���'���01'20�������
���	�)����������������	� 
      #��0
"#�� in vivo 

         ������)��1��������2:�<2��,�,��3�������� in vivo  ��
����)���- 
Synechococcus sp. ���1��������2:�<2��,�,��3������������ 0.5 (,������� 3.2) ��
� 
Pseudanabaena sp. 2�����1��������2:�<��- �6�'0���)���- Synechococcus sp. ���	����
0�13 ����	�2.'0�'�����3���,��2. 

 
�����	�� 3.2 ��3�0�13
����)���-���$���1��������2:�<2��,�,��3��������
�323����
1�� in  
                  vivo 
0�13��)���- �1��������2:�<2��,�,��3����� (nmole/min/mg.protein) 
Synechococcus sp. 0.5 
Pseudanabaena sp. - 

 
           �������	�����	�')�����
����)���-3������
��0���
�� Synechococcus 

minervae(Komarak) ���������@6�8�,�
�-�����	������+�������5�����,��� ] ��-',������
�4����@�< ����)���- Synechococcus minervae 0�13���'�,�
�-�������)���������� 2 �)��� 
3��,������� 3.3 

 
�����	�� 3.3 ��3��)�����	������+�,�
�-����������)���- S. minervae ���� 2 �)��� 

�	�3�� �)���
��,�
�-��� �49)�7�1 
(oC) 

pH 
(pH meter) 

1. �����	��������8�
��1�  �.�����   .�������������� 48 7.70 
2. L                         )���.����� 1 ��,� 47.5 7.74 

�'�����( : $��$
���$+��������)�3�4��)��� ��$���./� 1.0 
 

3.5  4��'��"'�"�0�����	��������� Synechococcus minervae ��'���   
      ��-�5�0
"
�	���(
 

        ������	���)���-����������-�'���)���7,�3�3�.�� BG-11�����P:�3�-�2�
�,�, 0, 5.9, 17, 35, 53 �1��1P����< ��� P:�3�-�2�$��<����, 0.1 P����< ��
����)���-�����
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�,1�P,�-7�0�
� lag phase '� 2 
����� )�������������
���7�0�
� log phase ��56�
����� 6 ��)���-���
�,1�P,'���)�������$
���
��
��2��,�,�7� (35 ��� 53 �1��1P����<) (�7.��� 3.2) �����,�-
��
��)���- ($�����373��������3��) ��������������$
���
��
��
��2�2,�,<'���)���7�����./�
�18,���:��<��)���- ��
���)���-����,1�P,'���)�������$
���
��
��2��,�, 5.9-17 �1��1P����< 
$�� OD.-����1��
6�� '���)�������$
���
��
��P:�3�-�2��,�,������� 5.9 �1��1P����< 
�3$�� 
OD.560 nm 23��7��43 ������� 2.3 '�
����� 8 ��
� �-���2��+,��'������������-���)���-�����$
��
�
��
��P:�3�-�2��,�,�-7���)
��� 5.9 - 17 �1��1P����< ��)���-������,1�P,���2���,�,�������-���
����-�	�$�* ���'�$
���
��
����������5'0�'������������-���)���-2
�23����)��-�3��� P3-$�� 
OD. 2��$��-������.���-��.�������� (�7.��� 3.3) ����������3����	�')�����
����)���-0�13
���2�������5,�6�2�P,����'�����@23� ���������2��������,1�P,
����)���-�����������-�'���)��
���2����P:�3�-�2��,�, (�7.��� 3.3) 
 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Days

Gr
ow

th 
(O
D.
56
0 n

m)

17 mM nitrate

35 mM nitrate

53 mM nitrate

 

 

�.*	�� 3.2  ����,1�P,
����)���- S.minervae '���)�� BG-11 �7,�3�3�.�������2��,�,  
                11.7(1.5 ����,���1,�), 35 (3.0 ����,���1,�) ��� 53 �1��1P����< (4.5 ����,���1,�)  

                $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 3 :�	� ± S.D 
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0

0.5
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th 
(O

D.
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0 n

m)

0 mM

5.9 mM

11.7 mM

17 mM

 

 

�.*	�� 3.3  ����,1�P,
����)���- S.minervae '���)�� BG-11 �7,�3�3�.�������2��,�, 0, 5.9  
                (0.5 ����,���1,�), 11.7 (1.0 ����,���1,�) ��� 17 �1��1P����< (1.5 ����,���1,�)  

                $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 3 :�	� ± S.D 
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3.6  �����-����01'20�������
���	�����������	�����$��� ��5
�),"0� 
      ����	��4��'��"'�"���!� 

        �������3���������,�� ��
�����1��������2:�<2��,�,��3������d�����
�
����./��-���)4���:��< (cell membrane) �����
����)���-0�13���'���)�������$
���
��
��P:�3�-�
2��,�, 500 2�P$�P����< ���1��������2:�<2��,�,��3�����'�
����� 1 
������3��� (�7.��� 3.6) 
:6����)���--���-7�'�0�
� lag phase (�7.��� 3.7) ����1��������2:�<�3��'�
����� 2 
�����
�3��� )�����������1��������2:�<����1��
6�����7��43'�
����� 4  (�7.��� 3.6) ��
�$
���
��
��2�
�,�,'���)���3�������- ] ,��3����3������$
���
��
����1��,�� 500 2�P$�P����< (�7.��� 
3.4) 
9����$
���
��
��2�2,�,<'���)����1��
6�������- ] ����7��43'�
����� 2 
������3���  
)����������$
���
��
��2�2,�,<�+�3����������������)���-�	�2�2,�,<2.'0�'�����,1�P, (�7.��� 
3.5)  ��������������,23�
����)���-�������������2:�<�������2�2,�,<'���)���
��
��2����1�
.����9 2 ��P�P����< (�7.��� 3.5 ��� 3.6) 3����������./�2.23�
��$
���
��
��2�2,�,<����
�'�
���-��-��������������2:�<2��,�,��3����� :6����3$����������,1h��
�� Kikuchi ��� $9� 
(1996) ����3���'�2:-�P���$�����- Synechococcus sp. strain PCC 7942 �����
�������$
��
�
��
��2�2,�,<�7�
6�� �:��<��)���-���	�2�2,�,<2.k�1,�./����.�����'���4��2:-�2�3< ���
�����4��2:-�2�3<��-��-����������� mRNA '��������$���)<���2:�<2��,�,��3����� 2�2,�,<��3��
��� ���,�

����2��,�, 

        ������1���9�����,1�P,
����)���-'���)���7,�3������
 ��
������,1�P,

����)���-�7��43'�
����� 4 �,���$
��)������
���:��<���-�����$�����373������������)���-
�,1�P,23��7��43������� 2.3 �6�)��7,���)�������$
���
��
��2��,�,���)����	�)�������,1�P,

����)���-23��,+�������'0�2��,�,)�3��3�'�����3���,��2. 
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�.*	�� 3.4  $
���
��
��2��,�,����3��'���)����������-������1��,��3�
-2��,�, 500 2�P$�P����<  

    $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 3:�	� ± S.D 
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�.*	�� 3.5  $
���
��
��2�2,�,<����.���-��.��'���)����������-�'������2��,�, 500 2�P$�P����<   

    $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 2 :�	� ± S.D 
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�.*	�� 3.6   ��3��1��������2:�<2��,�,��3�����'��,���
�� �����������-� S. minervae'���)��  
      BG-11 �7,�3�3�.�������$
���
��
��2��,�,��1��,��������� 0.5 �1��1P����<  

      $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 3 :�	� ± S.D 
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�.*	�� 3.7  ����,1�P,
����)���- S. minervae '���)�� BG-11 �7,�3�3�.�������2��,�,  
                0.5 �1��1P����<  

  $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 3 :�	� ± S.D 
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  3.7  �-	%-�����0�������������-�5������������������#�'� !���-�  
         S. minervae  

         ������3�������,1�P,
����)���-'���)�������2��,�, 0.25, 0.5  ��� 1 
�1��1P����< ��
������,1�P,
����)���-�����������-�'���)�� 0.25 �1��1P����< ���,1�P,�7��43
'�
����� 4 
������3��� )������������)���-����1���.���-����./���)���� ��3�')��)+�
����)���-
0�13���2�������5,�6�2�P,����'�����@23� :6����)���-�)����������.���1��1q���'�����	���32�
�,�,'��1���
3����23�3��
����)���-��������5'0�2��,�,���,�6�2�P,����'�����@ (Qiang et 
al.,1999) �-���2��+,������,1�P,
����)���-'����$
���
��
�� 0.25 ��� 0.5 �1��1P����< ��
����,1�P,���-�
��'���)�������2��,�, 1 �1��1P����<  :6����
������,1�P,�,1�P,
����)���-
�7��43'�
����� 6 �������$�� OD.560nm ������� 2.0 )������������)���-�+��1���.���-��� (�7.��� 3.8 
��� 3.9)  ��
���)���-�����������-�'���)�����2����2��,�, ��
��2��������,1�P,
����)���-
�����$�� OD $����,��3����3��� (2����3�
���7�) 
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�.*	�� 3.8  ����,1�P,
����)���- S. minervae '���)�� BG-11 �7,�3�3�.�������2��,�, 0.25,  

                0.5 ��� 1.0 �1��1P����< $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 3 :�	� ± S.D 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

�.*	�� 3.9  ����
����)���- S. minervae �����������-�'���)���7,������ 0, 0.25, 0.5 ��� 1  
                �1��1P����< P:�3�-�2��,�,'�
����� 6  
 
 

0 mM 
 

0.25 mM 
 

0.5 mM 
 

 1 mM 
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3.8  �����-�5� ���
.
1��0�����#�$�����-�0�0���2������������ 
      �����#�'� !���-� S. minervae 	���(:��.'-���� ; 0
"#�� 25, 30, 35 #�$       
      45 ��>��1��1��� 

        ������
�3����,1�P, ���373:��2��,�, ������.���-2�2,�,<'���)��

���:��<��)���-�7,�3�3�.�� BG-11 �����$
���
��
��P:�3�-�2��,�, 1 �1��1P����< ��� 
P:�3�-�2�$��<����, 23.8 �1��1P����<����49)�7�1 25, 30, 35 ��� 45 ��@��:��:�-� ��
��
��)���-�����5�,1�P,23�3�����43����49)�7�1 25 ��@��:��:�-� ����
���7� stationary phase ��+

6�� 
5�3�� $�� ����49)�7�1 35, 40, ��� 45 ��@��:��:�-� ,���	�3�� (�7.��� 3.10) �������������������
���373:���������	�2��,�,2.'0� P3-��)���-�����5373:��2��,�,23�3�����49)�7�1 25 ��� 35 
��@��:��:�-� ���� 2 �49)�7�1�����)���-373:��2��,�,23�2���,�,�������-�������-�	�$�* (�7.��� 
3.11) �-���2��+3���
���������2�2,�,<'���)������49)�7�1 35 ��@��:��:�-� �7��
������49)�7�1 
25 ��@��:��:�-������������./����������	����
�����2:�<2�2,�,<��3���������	����23�2��3����
�49)�7�1�7� �6��	�')����������2�2,�,<'���)��'������������-�����49�7�1�7�����
���49)�7�1,�	� 
����49)�7�1 40 ��@��:��:�-� ��)���-373:��2��,�,23��3��  ��
���� 45 ��@��:��:�-� 2�������
373:��2��,�,
����)���- (�7.��� 3.11) �����37$
���
��
��2�2,�,<�����)���-.���-�����'�
��)�� ��
��������49)�7�1��1��
6����)���-����
P�������������.���-2�2,�,<'���)����1��
6�� :6�����
�49)�7�1 35 ��@��:��:�-������.���-2�2,�,<'���)���������43'�
����� 3 
������3���)���
�����������1���3�� ��
�����49)�7�1 40 ��@��:��:�-� �����.���-2�2,�,<'���)�������- ] �,�
'�0�
� 3 
�����$
���
��
��2�2,�,<���.���-'���)�����-�
������49)�7�1 35 ��@��:��:�-� �������
����./���������2:�<2�2,�,<��3�����'���)���-�	����23�2��3�����49)�7�1�7� ] �6���13�������
2�2,�,<��-'��:��<���.���-2�2,�,<���������:��<�������$
���
��
���7� (�7.��� 3.12) ��
����
�49)�7�1 45 ��@��:��:�-�2��������.���-��.������2��,�,���2�2,�,<'���)����������-�  
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�.*	�� 3.10   ����,1�P,
����)���- S. minervae '� BG-11mdiume�����2��,�, 1 �1��1P����< 
                   ��������-���� 25, 35, 40 ��� 45 ��@��:��:�-�  

         $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 3 :�	� ±S.D  
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�.*	�� 3.11  ���373:��2��,�,
����)���- S. minervae '���)�� BG-11 �����P:�3�-�2��,�, 
                  ��1��,�� 1 �1��1P����< ��������-�����49)�7�1 25, 35, 40 ��� 45 ��@��:��:�-�  

       $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 3 :�	� ± S.D 
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�.*	�� 3.12  $
���
��
��2�2,�,<���.���-�������������������-� S. minervae '���)�� BG- 
      11 �����P:�3�-�2��,�, 1 �1��1P��< �����������-�����49)�7�1 25, 35, 40 ��� 45 ��@� 
                 �:��:�-�  

   $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 3 :�	� ± S.D 
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  3.9  ��4��'��"'#����������-�5����������� S. minervae 

        ������@6�8�$
���
����������k�,������,1�P,
����)���- S. minervae 
P3-'0�$
���
����� 120, 137, 152 ��� 452 2�P$�P;,��,��,������,�,��
1���� '���)��
�7,�3�3�.�� BG-11 �����$
���
��
��P:�3�-�2��,�,������� 1 �1��1P����< ���P:�3�-�2�
$��<����, 23.8 �1��1P����< ��
�� �������1��$
���
���������,1�P,
����)���--1����1��
6�� P3-���
$
���
�������� 120 ��� 137 2�P$�P;,��,��,������,�,��
1���� ������,1�P,
����)���- 
S.minervae 2���,�,�������-�������-�	�$�*  �������1��$
���
������./� 152 2�P$�P;,��,��
,������,�,��
1���� ����,1�P,
����)���-��+

6����� �,��������1��$
���
������./� 452 2�P$�
P;,��,��,������,�,��
1���� ��
����)���-���,1�P,23���+
�
��$
���
����� 152 2�P$�P;
,��,��,������,�,��
1���� ������
���7� stationary phase ��+
�
��P3-�
���7� stationary phase 
'�
����� 3 
������3��� (�7.��� 3.13) ��3�
�����$
���
��
��P:�3�-�2��,�,�7� �:��<23����
���������������������,1�P, ����������$
�,54��1��
6�� �����1���	��
��:��<23���+
����
���7� 
stationary phase 23���+
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�.*	�� 3.13  ����,1�P,
����)���- S.minervae ���$
���
����� 120, 137, 152 ��� 452 2�P$� 
                  P;,��,��,������,�,��
1����  

        $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 3 :�	� ± S.D 
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3.10   �������-�5� ���
.
1��0����� #�$���*����0�0���2)������ 
        &��������$��� ��������� S. minervae #������� #�$0'������ 

           ��������3�����������-���)���-����
-�����2���
-�� '���)���7,�
3�3�.�� BG-11 �����$
���
��
��P:�3�-�2��,�, 1 �1��1P����< ��� P:�3�-�2�$��<����, 0.1 P�
���<����49)�7�1 35 ��@��:��:�-� ���$
���
����� 152 2�P$�P;,��,��,������,�,��
1���� 
��
������,1�P,
����)���-���2���
-���,1�P,23���+
�
�������������-�����
-�� (�7.��� 3.14) ���
������������373:��2��,�,����
-���./������1�����:1���'���)�� :6����2.���
����373:��2�
�,�,�	�')���)���-373:��2��,�,23����-�� (�7.��� 3.15) �6����k�')������.���-2�2,�,<'���)��
�������,1�P,
����)���-0���
�������������-����2���
-�� 3���7.��� 3.16 
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�.*	�� 3.14  ����,1�P,
����)���- S. minervae �����������-�����
-�����2���
-��  

                  $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 3 :�	� ± S.D 
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�.*	�� 3.15  ���373:��2��,�,
����)���- S. minervae �����������-�����
-�����2���
-��  

                  $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 3 :�	� ± S.D 
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�.*	�� 3.16  $
���
��
��2�2,�,<���.���-'���)��
�������������-���)���- S. minervae ���   
                  ��������-�����
-�� ���2���
-��  

 $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 3 :�	� ± S.D 
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  3.11  ���>@�A��-&���'���01'20�������
���	�)��������)������� 

           ��������-���)���-'���)���7,� BG-11 �����$
���
��
��P:�3�-�2�
$��<����, 23.8  �1��1P����< ���2��,�, 1 �1��1P����<  .���')�$�� OD560nm ������� 0.07 ,��
��1��,����������-���)���-��� 14 
�� )����������')����,��3 24 0��
P�� ��+�,�
�-�����)���-�4� 
]  2 0��
P�� P3-�	�,�
�-�����)���-��)�4��)
��-�3�
-$
����+
 3,000xg ��� 10 ���� ��+�
,�����:��<��)���-������3�
-��	�.��@����0�������	���)�4��)
��-�3�
-$
����+
�����31���� 2 
$���� �	�,������)���-���23����3'�P����3�
-2�P,�����)�
 ����)���-�,������-3 �,1�
��;�;��<'�������3����� MOPS 50 �1��1P����<, pH 7.5, EDTA �
��
�� 1 �1��1P����< PMSF 1 
�1��1P����< ��� DTT 0.5 �1��1P����< �3k��')��
����� )�����������	���)�4��)
��-�3�
-
$
����+
 3,000xg ��� 20 ���� ��+���
�,������)���-�	�������-'���;�;��<���3���$����23�
�./�������3)-��   �	�������3)-�����2:�<2��,�,��3�������)��1�������� in vitro  3�
-
1��
3�3�.��
�� Nakamura ��� Ikawa (1993) ��
���1��������2:�<)������23���������� 6 
0��
P�� �1��������2:�<������� 2 ��P�P��,������,���1��1����P.�,�� ������3��'�0��
P����� 10 
)�������������1��
6���7��43'�0��
P����� 12 :6�����1�����
�����2:�<������� 3.2 ��P�P��,������,��
�1��1����P.�,�� ����1��������2:�<���3�����$�������0��
P����� 14 )�����������1��������2:�<��
��1��$������56�0��
P����� 18 �:��<���1��������2:�<��1��
6�����$����'�0��
P����� 20 ����1�����
���2:�<��$����,��3 (�7.��� 3.17) ��
���)���-���2��23�������2�����1�����
�����2:�<2��,�,��
3����� (2����3�
���7�) �����������./�������������./�.{���-)�6��'����0���	�')��:��<��)���-
����$���)<���2:�<2��,�,��3�����  ���
�3�)���������� :6������31
:< quinone pool   :6��
�0����,����� electron transport chain ������2:�<����0����P-��-7�3�
- 
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�.*	�� 3.17  ��3�����.���-��.�����2:�<2��,�,��3�����'��:��<��)���-,��3 24 0��
P����� 
                  ')����,��3 24 0��
P��  

       $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 2 :�	� ± S.D 
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  3.12  4(:�'���-������01'20�������
���	�)�������
���� 

 3.12.1  �(:��.'-	����'�$�'������	!��-&���'������01'20� 

   ������
���	�)�������
���� 

    ������	�������3)-�����2:�<2��,�,��3�������)��1�����
���2:�<����49)�7�1 30, 35, 40, 45, 50 ��� 55  ��@��:��:�-�  3�
-
1��3�3�.��
�� Nakamura 
��� Ikawa (1993) ��
���1��������2:�<2��,�,��3�����'�������3)-���	����23�3�
6���������1��
�49)�7�1')��7�
6�� ������1������7�����43����49)�7�1 45-50 ��@��:��:�-� )�����������������1��
�49)�7�1
6������1�����
�����2:�<���3�� (�7.��� 3.20) ����./�������49)�7�1�7�����1�2.�6��	�
')����2:�<���-����'�����	���� 
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�.*	�� 3.18  ����	����
�����2:�<2��,�,��3�����'�������3)-������49)�7�1,����,� 30 -55  
      $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 2 :�	� P3-'0�P.�,��.����9 9 ����'���� 

                  )��1����� 
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  3.12.2  4��'�*+���
-
���	����'�$�'������	!����������01'2 
 0�������
���	�)�������
���� 

  ������	�������3)-����)��1��������2:�<���$��$
���./���3
3���,����,� 3 " 11 P3-'0���;�;��<,��2.��� 

'�0�
� pH 3-6 '0� 0.1 P����< acetate buffer 
'�0�
� pH 7-9 '0�  0.1 P����< Tris buffer  
������ pH 10 ��� 11 '0� 0.1 P����< carbonate buffer  

)��1��������2:�<2��,�,��3�����3�
-
1��3�3�.��
�� Nakamura ��� Ikawa (1993) P3-
�	�)�3')��49)�7�1'�����	��1��������2:�<������� 45 ��@��:��:�-� :6���./��49)�7�1������2:�<��
�1������7��43 

  ���k�����3��� ��
�����2:�<2��,�,��3�����'�������3
)-�����1������7�
6�������$
���./���3-3��� ��1��
6����� 3 ����7��43����./�����-3��� '�0�
�pH 
6-10 ������$��$
���./���3-3����7��
����� �1��������2:�<����1���3���������1��$��$
���./���3-
3������ �����������./������$��$
���./���3-3�������7���� ] �	�')����2:�<���-����'�����	���� 
(�7.��� 3.21) 
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�.*	�� 3.19  �1��1��
��$
���./���3-3���,���1��������2:�<2��,�,��3�����'�������3)-�� 
       ��)
��� pH 3 -11  
       $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 2 :�	� P3-'0�P.�,��.����9 9 ����'���� 

                   )��1����� 
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3.12.3 ����� NADH, NADPH #�$ Methyl viologen ��� 
 ���01'20�������
���	� 

     ������	�������3)-�����2:�<2��,�,��3�������@6�8����')�
�1��+�,���
�� H2O(Control), NADH, NADPH ��� Methyl viologen  P3-�	�������3)-����
)��1��������2:�<3�
-
1��3�3�.��
�� Nakamura ��� Ikawa (1993)  ��
�� ����3���043
$
�$4���� 043���������,1� NADH ���1��������2:�<2��,�,��3������������ ������� 2.55 ��P�
P��,������,���1��1����P.�,�� ��
�043����3������������,1� NADPH ���1��������2:�<�3����
������� 2.46 ��P�P��,������,���1��1����P.�,�� ��
����������,1� Methyl viologen ���1�����
���2:�<2��,�,��3������7�����43��$��������� 3.06 ��P�P��,������,���1��1����P.�,�� (�7.��� 3.22) 
�������,23�
������,1� NADH  ��� NADPH ���1��������2:�<2��,�,��3�����2��,��������4��
�3������2��������,1����')��1��+�,��� �,�'���4�����������,1� Methyl viologen ��
���1�����
���2:�<��1���7�
6�� �����������./���������3���.��- C 
�����2:�<�����,	��)���
�� FAD 
��
���2:�< }{��-7��������������0����,����� quinol pool �6�2�������5����1��+�,������ NADH 
)��� NADPH ��
� Methyl viologen ����������5')��1��+�,���������2:�<23�����P3-k������ 
molybdopterin reductase 
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�.*	�� 3.20  �1��������2:�<����,1� NADH, NADPH ��� Methyl viologen �.��-����-����  
      Control (��	�)  ���2��������,1����')��1��+�,���  
      $�����23��./�$���d���-���,�
�-��� 
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      �	��
� 2 :�	� ± S.D. 
 3.13.4 ����� Succinate, Bromophenol blue #�$ Methyl  

 viologen ����-&���'���01'20�������
���	�)���� 
 ���
���� 

   ������'0� Bromophenol blue,  Succinic acid (diasodium 
salt) ��� Methyl viologen �./������������')��1��+�,���,�����2:�<P3-'0� Bromophenol blue 
0.1 �.��<�:+�,< (w/v) ���  Succinic acid ��� Methyl viologen 25 �1��1P����< ���)��1�����
���2:�<����49)�7�1 45 ��@��:��:�-�3�
-
1��3�3�.��
�� Nakamura ��� Ikawa (1993) '����
k��,��� ] 3����� 
   NaNO3    0.1 �1��1P����<   .�1��,� 100 2�P$��1,� 
  Tris-HCL pH 9.0   0.1 P����<  .�1��,� 100 2�P$��1,� 
    ���')��1��+�,������� ]   25  �1��1P����<   .�1��,�  1002�P$��1,� 
  ������3)-�����2:�<2��,�,��3�����   .�1��,� 200 2�P$��1,� 

  ��
��'�043$
�$4����2������,1����')��1��+�,������1�����
���2:�<�7��43������� 2.53 ��P�P��,������ ��
�'�����3������������,1����')��1��+�,�����
�1��������2:�<�3�����043$
�$4�P3-043���������,1� Succinic acid, Bromophenol blue ��� 
Methyl viologen ���1��������2:�< 2.28, 2.21 ��� 2.44 ��P�P��,������,���1��1����P.�,��
,���	�3�� (�7.��� 3.23) ��3�')��)+�
�����2:�<2��,�,��3�����2�������5'0��1��+�,������������
�,1�')�������k�����3��� ��
���1��������2:�<2��,�,��3������3�����-���+����- :6��2��
�,�,�������-�������-�	�$�*��������-����043$
�$4� �-���2��+,���1��������2:�<����3�����
�./���������')��1��+�,���
�3

������	�.A1�1�1-�
�����2:�<23����� ��
� Methyl viologen ��
�1��������2:�<'����$�-�������043$
�$4����������'�����3������2��������,1� Na2SO4 :6���./�
����������31
:<  Methyl viologen �����')��1��+�,���������2:�< ����)��-56����2:�<2�������5���
�1��+�,������2���-7�'��7.��31
:< Methyl viologen  
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�.*	�� 3.21  �1��������2:�<����,1� Succinate salt, Bromophenol blue ��� Methyl viologen 
      �.��-����-���� Control (��	�) ���2��������,1� ���')��1��+�,���  

     $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 2 :�	� ± S.D. 
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  3.12.5  >@�A��������� ��-&���'���01'20�������
���	� 

    ��
���������  4 0�13 ��k�-��-����1��������2:�<P3- NaN3 
�����5-��-����1��������2:�<2��,�,��3������7�����43 ������� 88.09 �.��<�:+�,< ��
� NaSCN, 
As2O3 ��� K3Fe[CN] 6 �����5-��-����1��������2:�<23� 10.92, 14.89 ��� 12.66 �.��<�:+�,< 
,���	�3�� (�7.��� 3.24) 
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�.*	�� 3.22  �1��������2:�<���57�-��-���P3- NaN3, NaSCN, As2O3 ��� K3Fe[CN]6 ���$
��      
                  �
��
�� 0.5 �1��1P����< (final concentration)  

 $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 2 :�	� ± S.D. 
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3.12.6 4�� Km #�$ Vmax ������01'20�������
���	�)�������
 
       ���� 

         ���k�����3�������)�������	�')�����
�����2:�<2��,�,��3��
���'�������3)-��2���	��./�,���'0� NADH )��� NADPH '�����	�.A1�1�1-� :6�����2:�<
�����5����1��+�,������ quinol pool  23� 3�����'�����3�������6�2��������,1����')��1��+�,���
�	�������3)-�����2:�<2��,�,��3�������@6�8�k�
��$
���
��
��
��P:�3�-�2��,�,,��
��,����+
'�����	�.A1�1�1-�
�����2:�<2��,�,��3�����'�������3)-�� P3-'0�2��,�,�
��
�� 0, 
1.52 x 10-3, 6.09 x 10-3, 2.43 x 10-2 M, 9.75 x 10-2 , 3.9 x 10-1, 7.8 x 10-1, 1.56 ��� 3.12 
�1��1P����<   )��1�����
�����2:�<2��,�,��3���������49)�7�1 45 ��@��:��:�-� 3�
-
1��
3�3�.��
�� Nakamura ��� Ikawa (1993)  

          ������; �����5)�$�� Km ��� Vmax 23� ����43,�3��� X ���
�43,�3��� Y ,���	�3�� P3-�43,�3���  X  �������  -1/Km  ���  �43,�3���  Y  �������  1/Vmax  
3������ $��  Km  ���� 0.33 �1��1P����< ��� $�� Vmax ������� 3.33  ��P�P��/����/�1��1����P.�,�� 
(�7.��� 3.25) 
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�.*	�� 3.23  k�
��$
���
��
��
��2��,�,,���1��������2:�< 
      (A) ��3� saturation curve 
��2��,�,,���1�����
�����2:�< 

       (B) Lineweaver-Burk double reciprocal plot 
            Km   = 0.33 �1��1P����< 

   Vmax = 3.33  ��P�P��/����/�1��1����P.�,�� 
 

 

(A) 

(B) 
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  3.13  ����������A����01'20�������
���	�)�������
���� 

 3.13.1  �������A����01'25
������-' glycerol  

  �.  �,1� glycerol �����)������������3���2:�<���$
���
��
�� 0, 
20 ��� 40 �.��<�:+�,< 

  ������3)-�����2��������,1� glycerol ���1��������2:�<2��,�,��
3������7�����43'�
����� 4 
������3�����$��������� 3.84 nmole/min/mg protein )������������
�3�������- ] ���������������2:�<��1�����-�����6��	�')�����	����
�����2:�<�3�� ��
����
���3)-������� glycerol �
��
�� 20 �.��<�:+�,< ��
�����1��������2:�<,�	��
��������3)-�����2���� 
glycerol  ������1������7��43'�
����� 9 
������3��� ��$��������� 1.25 nmole/min/mg 
protein �,��1��������2:�<�3��'���,�����0���
��������3)-�����2��������,1�glycerol ������
���3)-����� glycerol �
��
�� 40 �.��<�:+�,< 2�����1��������2:�< (�7.��� 3.18) �����������./������
����,1�glycerol $
���
��
���7�'�������3)-�� �	�')�������3)-����$
��)��3���
6�������
k�,������k-
���������'���
�����./�����-7�
�����2:�<�6�-��
6�� �-���2��+,�� glycerol -��
�����5���8��1��������2:�<2��,�,��3�����23����:6�������,23����������3)-�������$
��
�
��
�� glycerol 20 �.��<�:+�,< �1��������2:�<�����5�-7�23�����
��������3)-�����2�����,1� 
glycerol ��- 3������'�����3���5�32.�6�.���$
���
��
��
�� glycerol ')���$
���
��
�����
�)�����'�������8��1�����
�����2:�<  
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�.*	��  3.24  �1��������2:�<2��,�,��3�����'�������3)-��)����������,1� glycerol ����� ��� 
       $
���
��
�� 0, 20 ��� 40 �.��<�:+�,<   

       $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 2 :�	� ± S.D 
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. �,1� glycerol )���������������3���2:�<����49)�7�1 30 ��@�
�:��:�-� ��� 1 
�� ���$
���
��
�� 0, 3, 10, ��� 15 �.��<�:+�,< 

  ������3)-�����2������,1� glycerol ���1��������2:�<$���-���
�������3��� �. ��
�������3)-�������$
���
��
�� glycerol 3, 10 ��� 15 �.��<�:+�,< ��
�1��������2:�<�7��
��������3)-�����2��������,1� glycerol P3-������3)-�������$
���
��
�� 
3 ��� 10 �.��<�:+�,< ���1��������2:�<�7��43'�
����� 9 )�����������1��������3�������- ] ��
�
������3)-�������$
���
��
�� glycerol 15 �.��<�:+�,< ���1��������2:�<�7��43'�
����� 6 
�����
�3��� ����3����'�
����� 9 (�7.��� 3.19)  �����1��
6��
���1��������2:�<2��,�,��3����������
����,1� glycerol ��$
���
��
��,��� ] ����./����������,1� glycerol 0�
-'�������8�
P$����������2:�<���0�
-')�������
�����2:�<���2��,�,3�
6�� 
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�.*	�� 3.25  �1��������2:�<2��,�,��3�����'�������3)-�� ������,1� glycerol ���$
���
��
�� 0,  

     3, 10 ��� 15 �.��<�:+�,<  )������,���������3)-��2
� 1 
�� ��� 30 ��@��:��:�-� 

     $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 2 :�	� ± S.D 
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   3.13.2  �������A����01'2	���(:��.'- 4, 0, -20 #�$ -80 ��>� 
 �1��1��� 

    �����+�������3)-������49)�7�1 4, 0, -20 ��� -80 ��@�
�:��:�-� ��
��)��������+�������3)-�����2:�<2
�����49)�7�13������
 $
���-+��.���-�
$49����,1
��������� ���������-�����	�')������3�����-����2:�<)����7.�������2:�<2��
�)�����31��	�')�������3)-���7*���-�1����� (2����3�
���7�) 
 

 3.14  4��'������������01'20�������
���	�	���(:��.'- 0, 4, 30, 40,  
  50, 60 #�$ 70 ��>��1��1��� 

            �������	�������3)-�����2:�<2�,�,��3��������������49)�7�1 0, 4, 
30, 40, 50, 60 ��� 70 ��@��:��:�-� �./��
����� 30, 60 ��� 90 ���� ����	�������3)-��
3������
��,����������49)�7�1)������ 10 -15 ���� )����������)��1��������2:�<2��,�,��3�����
����49)�7�1 45 ��@��:��:�-� 3�
-
1��3�3�.��
�� Nakamura ��� Ikawa (1993)  

            ��
���1��������2:�<2��,�,��3�����'�������3)-������������49)�7�1 40 
��@��:��:�-� ��1��
6���7��
��'���4��$
�$4� (30 ��@��:��:�-�) P3-�1������7��43�-7����������� 60 
�����1���3����������� 90 ������3)-������������49)�7�1 50 ��@��:��:�-����1������7��
��'�
��4��$
�$4��d���������� 60 )�����������1��������2:�<����1���3�������������./������������
������3)-������49)�7�1 40 ��� 50 ��k�,��P$��������1.�3'���������6���13������,4�����')�
�1��+�,���'� quinol pool ������2:�< �,��������������1�2.������	�')����2:�<��1�����-����
����	���� ������3)-������������49)�7�1 0 ��� 4 ��@��:��:�-� ���1������3���0����� 
P3-������3)-������������49)�7�1 0 ��@��:��:�-� ���1�����,�	��
������49)�7�1 4 ��@��:��:�-� 
������� 2 ����2���1�����
�����2:�<��������'��49)�7�13������
��� 24 0��
P�� (2����3�
���7�) 
:6���./�2.'��1@����3�-
���������k��3������ 3.12.2 '������+����8�������3)-�����2:�<���
�49)�7�1 4, 0, -20 ��� -80 ��@��:��:�-� ��
���1��������2:�<'�������3)-��)�-2.�����
��+�������3)-��'��49)�7�13������
�����1� 24 0��
P�� ��
�����49)�7�1 60 ��� 70 ��@�
�:��:�-� ���1�����,�	�����43'�����3��� (�7.��� 3.26) ��������./�������49)�7�1���'0�'����������
���3)-���7���1�2.�6��	�')����2:�<���-��������	���� 
 
 



  
 

 

78 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

0 30 60 90 120

Times

% 
Ac

tiv
ity

control (30 degree
Celsius)
0 degree Celsius

4 degree Celsius

40 degree Celsius

50 degree Celsius

60 degree Celsius

70 degree Celsius

 
 

�.*	�� 3.26  $
����5�-�
�����2:�<'�������3)-������49)�7�1 0, 4, 30, 40, 50, 60 ��� 70  
      ��@��:��:�-�  

      $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 2 :�	� ± S.D. 
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  3.15  �����
��	��2�&��2������	!�����������01'20�������
���	� 

            ������������3)-�����3�����<���,< Triton X-100, Deoxycholate, 
Tween-20, 3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propane sulfonate (CHAPS) ��� 
Sodium dodecyl sulphate (SDS) ���$
���
��
�� 0, 1, 2, 3, 4 ��� 5 �.��<�:+�,<  ��� 1 0��
P�� 
(�
-��,��3�
��) ���
�	���33�����<���,<����������	���)��1��������2:�<2��,�,��3�����3�
-

1��3�3�.��
�� Nakamura ��� Ikawa (1993) ��
��3�����<���,< Deoxycholate, Tween-20 
���  3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propane sulfonate (CHAPS) 2����k�,��
�1��������2:�<2��,�,��3����� Triton X-100 �����5�3�1��������2:�<2��,�,��3�����23�
���-���+���� P3-�1��������2:�<2��,�,��3������3��.����9 8 �.��<�:+�,< ��
� SDS �����5
�3�1��������2:�<2��,�,��3�����23��7�����43 P3-���$
���
��
�� SDS ��� 1 �.��<�:+�,<�����5�3
�1��������2:�<2��,�,��3�����.����9 79 �.��<�:+�,<  :6������./�2.23�
�� SDS �	���-
P$�������
�����2:�<2��,�,��3�����'�������3)-�� 
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�.*	�� 3.27  k�
��3�����<���,<,���1��������2:�<2��,�,��3�����'�������3)-�� 
$�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 2 :�	� 
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3.16 �����-
 cross reaction �$�����#���-��
�������01'20������� 
 
���	�����"��5�
������01'20�������
���	�)�������
���� 

         ������'0����,1��3�,�����2:�<2��,�,��3�����
��
��
P�3���	�
.A1�1�1-� cross reaction ������2:�<2��,�,��3�����'�������3)-�������)���- S. minervae 
P3-)��3��� 1 2�����������������,1��3�,��2��,�,��3����� (primary antibody) ��� ���,1��3�
,��IgG 
�����,��-���-63,13��� alkaline phosphatase (secondary  antibody) )��3��� 2 ���
�d��� ���,1��3�,��2��,�,��3����� )��3��� 3 ����d��� ���,1��3�,�� IgG 
�����,��-���-63
,13��� alkaline phosphatase ��
�)��3��� 4 ����������,1��3�,��2��,�,��3�������� ���,1��3�
,�� IgG 
�����,��-���-63,13��� alkaline phosphatase )�����������,1������,�,
�� alkaline 
phosphatase ��
��'�)��3��� 1 56� 3 2��������.���-���
��������3)-��  �,�'�)��3��� 4 ��13
����
�  :6���./�k���������'0�substrate 
��alkaline phosphatase �	�')�����
�����,1��3�,��
2��,�,��3����� ������,1��3�,�� IgG 
�����,��-���-63,13��� alkaline phosphatase �����5
���������2:�<2��,�,��3�����23� ��������5��������� sandwich  �����5�����,23����)��3
��� 3 ���2����13��������'0� substrate 
�� alkaline phosphatase ���������������,1��3�,�� IgG 

�����,��-���-63,13��� alkaline phosphatase 2�������5���������2:�<2��,�,��3�����23�
P3-,�� ��,��������,1��3�,��2��,�,��3��������./�,�
�0�����������,1��3�,�� IgG 
��
���,��-���-63,13��� alkaline phosphatase �6��������5���23� (�7.��� 3.28)  
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�.*	�� 3.28  �����13 cross reaction ��)
������2:�<2��,�,��3�����
����)���- S. minervae  
       ������,1��3�,��2��,�,��3�����
��
��
P�3 ��3�$
���	�����
�����,1��3�,�� 
                 ���2:�<2��,�,��3�����������,1��3�,�� IgG 
�����,��-���-63,13��� alkaline  
                 phosphatase ���'0� substrate 
�� alkaline phosphatase �.��-����-�k�3�
- 
                 ����	�,�
�-��� 1, 2, 3 ��� 4 ��)-3�������3�8���� (�	��
� 2 :�	�) 
  �43��� 1 ������3)-�����2��23���� 1o ��� 2o ���,1��3� 
  �43��� 2 ������3)-���������d��� 1o  ���,1��3� 
  �43��� 3 ������3)-���������d��� 2o  ���,1��3� 
  �43��� 4 ������3)-������������ 1o ��� 2o ���,1��3� 

 

 

               1            2                    3                    4 

1                2                     3                      4 
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3.17 4��'4��.*������01'20�������
���	�)�������
��������&�� 
        )," Triton X-100 #�$ SDS 

            ������	�������3)-�����2:�<2��,�,��3�������@6�8��1��������2:�< 
)�������,1� Triton X-100  ')�23�$
���
��
�� 0, 5, 10, 15, 20 ���  25 �.��<�:+�,< �	�2.�
-��
��� 1 0��
P�� ���
����3�����<���,<����������	���)��1��������2:�<2��,�,��3�����3�
-
1��
3�3�.��
�� Nakamura ��� Ikawa (1993) ��
���1��������2:�<2��,�,��3������3�� �����
��1��$
���
��
�� Triton X- 100  ������$
���
��
�� 25 �.��<�:+�,< �	�')��1��������2:�<�3��
�)��� 50 �.��<�:+�,<
���1���������)�3 (�7.��� 3.29) 
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�.*	�� 3.29  �1��������2:�<2��,�,��3��������$
���
��
�� Triton X-100 ,����,� 0 - 25 �.��<�:+�,<   

        $�����23��./�$���d���-���,�
�-����	��
� 2 :�	� ± S.D. 
          )����������'0�������3)-�����k���������33�
- Triton X-100 ��� 25 

�.��<�:+�,< �	�������3)-����@6�8� cross reaction ������,1��3�,�����2:�<2��,�,��3�����
������,1��3�,�� IgG 
�����,��-���-63,13��� alkaline phosphatase 

         �����'0�������3)-�����2:�<���k���������33�
- SDS $
���
��
��,����,� 
1 " 5 �.��<�:+�,< ���3��������13 cross reaction ��)
������,1��3�,�����2:�<2��,�,��3��
���
��
��
P�3������2:�<2��,�,��3�����'�������3)-���0���3�-
����������3������ 3.15 
��
�����$
���
��
�� Triton X-100 ��� 25 �.��<�:+�,< ������3)-�������5��13 cross reaction 
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������,1��3�,�����2:�<2��,�,��3�����������,1��3�,�� IgG 
�����,��-���-63,13��� alkaline 
phosphatase (�7.��� 3.30) ������3������������3)-�����k���������33�
- SDS ���$
���
��
�� 
1 " 5 �.��<�:+�,< 2����13 cross reaction ��� ���,1��3�,�����2:�<2��,�,��3�����������,1��3�
,�� IgG 
�����,��-���-63,13��� alkaline phosphatase �����������./������ SDS ����	���-
P$�������
�����2:�<2��,�,��3�����'�������3)-�� (�7.��� 3.31) :6���./����),4�	�')��1�����
���2:�<2��,�,��3�����'�������3)-���3��'�k�����3������ 3.15 
 

 
 

�.*	�� 3.30 ��3�k�
�����,1���,�����,1��3�3�
-
1��3�3�.����� ELISA (�	��
� 2 :�	�) 
   �43��� 1 ������3)-���������d��� 1o  ���,1��3� 
   �43��� 2 ������3)-���������d��� 2o  ���,1��3� 
   �43��� 3 ������3)-������������ 1o ��� 2o ���,1��3� 
   �43��� 4 ������3)-��������'� 25 �.��<�:+�,< Triton X-100, 1o ��� 2o  
                           ���,1��3� 
   �43��� 5 ������3)-��������'� 5 �.��<�:+�,< SDS, 1o ��� 2o ���,1��3� 
 

 

 

 

 

 

 

1         2                 3                4                5  
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�.*	�� 3.31 ��3�k�
�����')� SDS �.��<�:+�,<,��� ] ������,1���,�����,1��3�3�
-
1�� 
      3�3�.����� ELISA (�	��
� 2 :�	�) 
   �43��� 1 ������3)-���������d��� 1o ���,1��3� 
   �43��� 2 ������3)-���������d��� 2o ���,1��3� 
   �43��� 3 ������3)-������������ 1o ��� 2o ���,1��3� 
   �43��� 4 ������3)-��������'� 1 �.��<�:+�,< SDS, 1o ��� 2o ���,1��3� 
   �43��� 5 ������3)-��������'� 2 �.��<�:+�,< SDS, 1o ��� 2o ���,1��3� 
   �43��� 6 ������3)-��������'� 3 �.��<�:+�,< SDS, 1o ��� 2o ���,1��3� 
   �43��� 7 ������3)-��������'� 4 �.��<�:+�,< SDS, 1o ��� 2o ���,1��3� 
   �43��� 8 ������3)-��������'� 5 �.��<�:+�,< SDS, 1o ��� 2o ���,1��3� 
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