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               谷 上  國 雄

 細菌の呈する玄妙不可思議なる諸現象の化學的研究に封しては先づ細菌髄 を構成する諸成分

を究明する ことが必須にして且つ基礎的なる研究事項の一・である・此種の研究は既に久しい以

前か ら時 々獲表 されてゐたが・た ぼ個々の文献としての債値を有する程 度にすぎなかつた,然

るに今を去 ること約十年米國のR・ 」.Anderson及 び其門下によつて結核菌 に關して大規模に

して且つ系統的なる研究が着手 され爾來幾多貴重なる業蹟が相踵いで獲表せ られ大いに學界の

興味を喚起し此方面の研究に拍車を加へた・帥ち此等の人 々は人型,牛 型,鳥 型等の結核菌 を

始 め所謂人癩菌及びチモテー菌等の各種病源性及び非病源性抗酸性菌を大量 に培養 して先づ菌

罷 を構成する諸成分の系統的分離を行つた・更に各成分中で も就中抗酸性菌 の生物學的性1伏に

最 も密接なる關係を有するリポイ ドに就いては精密な研究をなし・途に特異化學的性朕を有す

るのみでな く微妙な生物組織學的反慮を獲揮する特種脂肪酸の分離 に成功し更に其他 リポイ ド

に含まれ る糖類 中にも冤疫反鷹を誘起する物質の存すると云ふ頗る興味ある事實を見出してゐ

る・一般に細菌 は病源性非病源性,或 は有用性,有 害性の如何 を問はす廣 く多種類の菌に亘つ

て研究するこどを理想 とするが,實 際上にば研究材料採集に種 々の困難,障 碍が伸ふ關係か ら

其研究塁橡 の選揮範園が止むを得す制限 されるのは當然であると云へる・

 扱余等は上述の方針の下に鼠癩系抗酸性菌の化學的成分 を全般に亘つて研究せんとし先づ其

分離を企て其成績を第 一回報告として此虚に纒めて報告する次第である・抑 々鼠癩系抗酸性菌

と構するのは曾 て鼠癩菌 と考へ られたが現在では非病源性抗酸性菌の一一種と見徹 され鼠癩系抗

酸性菌帥ち鼠癩の病竈から分離培養 された一一種 の抗酸性菌 と呼ぶの を至當 とせ られてゐる・從

つて此虞に所謂鼠癩菌 と稻したの も斯檬な理由か らである・因に癩菌は人癩にせよ鼠癩にせ よ

其病源菌の培養試験は未だ成功せすたy"生 物膿よ り生物罷への傳搬自Pち動物試験のみが可能な

現歌である.特 に本菌を研究材料に選定した理由は該菌が一・般抗酸性菌の通有性として培養し

易V・こと リポ イド含有量大で細菌 リポイ ドの研究に有利なこと叉從來磯表せられた数種の類似

細菌及び其他の細菌 に就ての研究結果 と封照比較せんとする諸鮎である・菌株は長大皮膚科教

室よ り京大微生物學教室に途 られ同所に於て約三ケ年保存せ られたものであつて,此 虞にその
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分 譲 の好 意 に樹 し謝 意 を表 す 。

  實 験 の 部

 L堵 養 方 法

 菌 艦 は合 成 液 艦 培 地 を用 ひ て培 養 した ・ 其 組 成 はAndersonの 用 ひたLong無 蛋 白培 地 と

殆 ん ど同 一 で あ る が 唯 異 る貼 と して は高 債 な ア スパ ラギ ンの 代 用 に グ ル ク ミ ン酸 ソ ー ダ を選 ん

だ こ とで あ る・ この代 用 は 比 較 試 験 に よつ て菌 髄 牧 獲 上 に差 支 を及 ば さな い こ とが 認 め られ た ・

組 成 は下 記 の如 くで あつ て 尚 液 のpHは 少量 の ア ンモ ニヤ 水 を加 へ て 塵 定 の 値6.8と した ・

      蒸 溜 水       1000.9

      グ リ セ リ ン      ・・ … …      50。 ・7

      硫酸 マグネシ ウム                      1.0グ

      第 一 燐 酸 カ リ■一・・…・・                3.0〃

      炭 酸  ソ  ー  タ"・一一・-                                      3.0 〃

      グル タ ミン酸 ソーダ・…                     5.0/7

      クエ ン酸鐵 ア ンモ ン                     0.05ヶ

      クエ ン酸 ア ンモ ン                          5.0グ

・上 記 培 養 液170ccを 内 容800 ccの 滅 菌 エ レ ンマ ヰ ヤ ■・一・,フ ラス コ に 分 注 し,コ ツボ氏 消

毒 釜 に て10001時 間 の 滅 菌 を1日1回 二 日行 ぴ,之 に 菌 株 を 白金 箆 の 助 け に て 接 種 し38。 の

卿 卵 器 内 に17日 間 静 置 す ・ 菌 膜 の獲 生 ば3-4日 目頃 よ り徐 々に 始 り7-8日 目 頃 よ りは 嚢

育 頓 に 旺 盛 とな り淡 黄 色 の 摺 を有 す る膜 を形 成 す る に至 る.培 養 期 間 を虞 定 よ り長 くす れ ば 菌

膜 は次 第 に培 養 液 に て繍 閏し て途 に器 底 に沈 下 す るに至 るた め,培 養 を17日 で 打 切 つ た.此

培 養 期 聞 は結 核 菌 の5-6週 間 に比 較 すれ ば 著 し く短 く,こ の 事 實 は 一 見,菌 艦 採 集 上 に好 都

合 の 様 に思 ば れ るが 然 し結 核 菌,チ モ テ ー菌 等 に比 較 すれ ば 菌 膜 が 著 し く薄V・憾 が あ り大 量 生

産 に は 反 面 そ れ だ け手 数 が か 瓦る.

 1・ 探 集 方 法

 培 養 し た菌 は 生 菌 の 儘 先 づ 傾斜 法 に よつ て 出 來 るだ け培 養 液 と分 け,吸 引 濾 過 器 に移 し て 濾

過 し,つ い で 菌 艦 を生 理 的 食 盤 水 中 に投 じて 洗 ひ 再 び 吸 引 濾 過 し,こ の 洗 瀞 操 作 を更 に 二 回繰

返 し行 ひ,最 後 に水 に て 洗 源 す.か くし て得 た1黒潤 生菌 は 豆 腐 搾 粕 檬 の 外観 を 呈 し4000本 の

培 地 よ り集 めた 量 は 総 計10.1kg.で あつ た.

 恥 成 分 の 抽 出及 び分 離

 各 成 分 の 抽 出 及 び 分 離 は大 概 ねAndersonの 方 法 に倣 ひ 實 施 し た が 場 所 に よつ て は部 分 的IC

少 し く攣 化 を加 へ た エ ー テ ル,ア ル コー ル,ア セ トン,ク ・ ・ホ ル ム等 の 有 機 溶 媒 ば全 部 使 用
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に先ち市販品を蒸溜 した上窒素叉は炭酸瓦斯 を飽和 した ものを用ひた・叉蒸溜,濃 縮煮沸等に

際して上記 の瓦斯を通 じ酸化分解を出來 るだけ防 ぐ注意は怠 らすに梯つた.

 先づ1顯閏生菌は探集後直ちに約5倍 量のアルコール,エ ーテル混合溶媒(1:1)中 に投 じ

密栓 を施 し,時 々振温 しつX室 温暗所に5週 闇放置す・ついで吸引濾過 し,菌 髄 を2倍 量の

前記混合溶媒に再び浸 して2週 間後吸引濾過し省一・回同様の抽出操作 を繰返 して最後に同量の

エーテルに1週 間浸 し,つ いで吸引濾過し菌艦は少量のエーテルにて洗源す・か くして得た三

回分の アル コール,エ ーテル抽出液及び最後のエーテル抽出液を合 しアルコール,エ ーテル抽

出液(A)と す・菌罷は乳鉢に移 し播つて粉末とし・ 次にク・ロホルム51中 に4週 闇浸 し

濾過後再び同抽出操作 を繰返 し,こNに 二回の抽出液 を合してクロロホルム抽出液(C)を 得

た・菌罷抽出淺渣は乳鉢中にて播 リクロロホルムを氣散せしめて粉末 とな し無水燐酸,パ ラフ

/fン乾燥器中にて常温減歴『Fic乾燥 し淡黄白色の粉末940 gを 得た,之 は蛋白質,核 酸,糖

類等の菌膣諸成分の研究のため保存し菌罷抽出残査(R)と す・

 A.リ ポイ ドの検i素

 前記アル コール,エ ーテル抽出液(A)は 先づエーテルを蒸溜して後減墜下にアルコールの

大部分 を溜出すれば後に赤褐色の水暦と其上面に浮ぶ黄褐色の脂肪暦とを残す・之 を全部分液

漏斗に移しヱーテルを以て反覆抽出 し.水 暦(L)と エーテル暦 とに分けた.こ の水暦(L)は

糖類,盤 基性物質等の分離の爲め保存 し,一一・方工一テル暦は其中にエーテル不溶性物質を少な

か らす含んでゐる爲め之 を遠心分離 し,エ ーテル不溶分(P↓)を 分 けた・(P4)の 濾液を蒸稜

し蒸獲残渣 に11の エーテルを加へるに全部溶解せす不溶分 を分けて(P↓)に 合す,か くして

=一 テル不溶分 を除去 したエーテル液E口ちエーテル可溶分を含む液に41(4倍 量)の アセ ト

ンを加へ室温に於て析出する沈澱を遠心分離 しこの沈澱 を3回 アセ トンにて洗源 したるものを

アセ トン不溶分(P)と し(P)の 濾液及び洗液を合 したる ものはアセ トン可溶分 を含む,之 を

(F)と す.

 1.脂   肪

 (F)を 蒸溜 して先づ溶媒 を除き,蒸 溜淺燈にエーテル150ccを 加へて溶解 し之に600 ccの

アセ トンを加へ0。Cに 冷却すれば沈澱を析出す,之 を脂肪(FII)と し(FII)の 濾液を蒸獲 し

て淺つた残渣を脂肪(F,)と す・前者は黄褐色の硬い固髄であ り後者は褐色の軟い固艦である

何れ も悪臭 を存せす・この爾者の融鮎,窒 素,燐,を 槍査 した結果は第一表に示 された通 りで

ある.
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          '     第  一  表

    

    

     (・・～ 38-・7eI痕 跡 ・.・5  531・

 2.燐 脂 髄(フ オ ス フ ア チ ド)

 先 づ ア セ トン不 溶 分(P)を11の エ ー テ ル に溶 解 し之 に21の ア セ トン を加 へ 析 出す る沈

澱 を ・(P1)と し(P)の 濾 液 に21の ア セ トン を追 加 して得 られ る沈 澱 を(Pの とす,叉(P2)

の 濾 液 を窒 素 氣 流 中 で 蒸 溜 して得 られ る蒸 溜 残 渣 を(P:3)と す.此 等(P),(P・),(P3)の3

フ ラ クチ オ ン及 び エ ー テ ル 不 溶 分 と して,さ きに得 た(P4)フ ラ クチ オ ンに 就 い て 求 め得 た 融

窯 燐 含 有 量 牧 量 を 第 二 表 に 摘 ぐ・

                 第  二  表

       
       

       

       

       

 3.騒

 ク・・ホルム抽出液(C)を 窒素氣流中にて蒸溜し蒸溜残渣を無水燐酸 パラフィン乾燥器中

にて常温減堅下に乾燥すれば帯黄白色の硬 き固罷を得之を蝋(WI)と す,牧 量17.8 gで ある

…次に其實験成績を示す・

   南虫    黒占                 47-50。       酸    便                  14.67

   窒   素              0.11%       鹸 イヒ慣              115・1

   燐        0.13%   沃 素 債      25・25

 4.燐 脂 艦 の 精 製

 a)(P)の 精製

 工一テル.ア セ トン法によ り行ふ.巳 口ち20.5gを60-30 ccの エーテルに溶解 し・之に同

量のアセ トンを加へて沈澱せ しむ.こ の精製法を10回 連績反覆 し最後に得た沈澱は20ccの

エーテルに溶解 し氷冷アセ トン100ccに 撹搾 しなが ら注加すれば細粉歌 となつて沈澱 しこの

沈澱 を集めてPl-aと す・ その濾液を蒸獲 して得たる乾燥残渣をP・-bと し更に10回 の精製

によつて生 じた濾液を合 し蒸獲乾燥 して得たる穫渣をP1-cと す.此 等3フ ラクチオンの融鮎
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燐含有量牧量は第三表 に見る如 くである.

                 第  三  表

       
       

       

       

 b・)(Pり の精製

 (P2)44・2 gを 用 ひ・(P,)と 同様 に して 精 製 しP-a, P--b, P2-cの3フ ラ ク チ オ ンに 分 け

た.即 ち第 四 表 は夫 等 につ い て求 め た 融 購 燐 含 有 量 牧 量 を示 す・

                 第  四  表

       

       
       

       
       

       

 (P3)は 燐含有量極 めて少く燐脂罷と認め難 く從つて精製の必要な く之 を消略 した.

 c.)(P4)の 精製

 (P4)は 元來 ヱー-pテル不溶分 とて最初に析出したのであるが燐含有量大であるため燐脂艦の

フラクチオンとして取扱つた・之は冷工一テルには不溶か叉は難溶であるが,熱 工一テルには

溶解し冷却すれば再び析出する。ク・ロホルムには易溶であるがアルコール,ア セ トンは不溶

である・之 は燐脂艦と臓質との混合物であるだらうとの想定の下にこの爾者の分別を次の如 く

して試みた・

 先づエーテル不溶分 と可溶分との分離iを行つた・印ち19・2gの(P・)を30 ccエ ーテルに

煮沸溶解 して一書夜放置して析出した・沈澱を遠心分離レこの沈澱を更に4回 同様 に塵理 し冷

工一テル不溶の沈澱と冷工一テル可溶の物質に分 ける.冷 工一テル可溶性物質を含む全工一テ

ル浸出液は濃縮後氷室に放冷すれば樹一部不溶分を析出す この沈澱 は前記の冷工一テル不溶の

沈澱に合して臓(WII)と す(Wr[)の 濾液は蒸溜すれば蒸溜残渣14 gを あたへた・この中に

は燐脂艦が存在する見込の下に(P・)(P・)の 場合と同様 にエーテルアセ トン法により精製す

ること IO回 最後にP4-a P↓-bの2フ ラクチオンに分けた.從 つて(P4)はWII Pi-a P4-b

の3フ ラクチオンに分別することが出來て,第 五表に示す檬な成績が得 られた・
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                 第  五  表

       

       

       

       

 5.燐 脂罷精製結果に基 く絡 リポイ ドの綜合的吟味

 以上述べた精製操作によつてアセ トン不溶分(P)EP S粗 製燐脂罷フラクチオンは,燐 脂膿

(PI)(PII),脂 肪(FIII)及 び臓(WII)の3つ に分けることが出來ると考へられ,其 各 々は

次の読明によつて明かである.

 (pI): Pl-a P2-a及 びP4-aを 含み融窯210。 燐含有量3.3%Molisch反 庶 を強く呈 し.

一般燐脂艦に共通の親水性を示し容易に水 と乳濁液をつ くる又極 めて吸漁性であるが粉末状 と

なし得る・之は最 も純度の高い燐脂罷と考へてよい牧量18.1g・

 (Pエ1):P1-b及 びP4-bと を 含 み.融 鮎100-135・ 燐 含 有 量1.0-1.5%, Molisch反 慮 は

陽 性 で 親 水 性 あ り,容 易 に水 と乳 濁 液 を つ くる.之 は不 純 な る(PI)と 見 て 差 支 へ な い

 (FIII):Pll全 部 とP2-b, P2-c, P1-cと よ りな る;之 は殆 ん ど燐 を含 有 せ す ・ 融 瓢 も低 い ・

エ ー テ ル に可 溶 で あつ て 少量 の エ ー テル に溶 解 した る もの に ア セ トン を 加 へ る と室 温 に て も又

冷 却 すれ ば 一 暦 容 易 に沈 澱 す る ・Molisch反 慮 陰 性 親 水 性 もな く,水 と孚L濁液 をつ くらす,之

は 燐 脂艦 フ ラ クチ オ ン に 混 入 し て來 た 脂 肪 と考 へ る こ とが 出來 る・ 牧 量86.Og.

 (WII):融 勲65。 の 脆 い 固 罷 で非 吸漁 性 の粉 末 とな る・ 冷 工 一テ ル に は 不 溶,熱 工 一テ ル

に は 可 溶 で あ る 燐 を含 有 せ すMolisch反 慮 は微 弱 で 親 水 性 を 有 しな い,牧 量3.59.

 以 上 述 べ た 結 果 よ り総 リポ イ ドは次 の 如 く綜 括 し て観 察 す る こ とが 出 來 る ・

           燐脂盟{賑 甑 協,軸)

    総 ・ポ ・ 一 肪[iii、 、,、, 。.,.b, ,、.c, ,、.。)

           臆 朧
 B・ 水溶性物質の検索

 1-) 盤基性物質の分離

 アルコール,エ ーテル抽 出液(A)よ り分離したる水暦(L)に 之 と分けたエーテル暦の水

洗液を合し減歴 にて41に 濃縮 し之 に500ccの20%酪 酸鉛液を加へ生 じたる白色沈澱 を

                   (38)
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濾過 し,濾 液に硫化水素 を通 じ硫化鉛の沈{殿を除 き,つ いで減墜濃縮 して 約500ccに 至 ら

しむ・之に5%の 濃度となる檬に硫酸を加へ30%燐 タングステン酸を沈澱の起 らな くなる

まで加へる.燐 タングステン酸の所要量は約600ccで ある.沈 澱を吸引濾過 し5%硫 酸に

て よく洗灘 した後沈澱 を水酸化バ リウムを以て分解 し過剰のバ リウムは硫酸 にて定量的に除去

し・遊離盤基溶液を減墜濃縮 し最後に硫酸乾燥器中に減塁乾燥す・ こxiこ黒褐色無定形固艦

3.49を 得て,之 を盤基性物質(B)と し各成分の分離 に保存す.

 2)糖 類 の 分 離

 燐タングステン酸の沈澱の濾液は水酸化バ リウムを加へて燐 タングステン酸及び硫酸をバ リ

ウム盤として除 き過剰のバ リウムは炭酸ガス及び硫酸 を以て除き濾液を約250ccに 減墜濃縮

す・濃縮液に市販次酷酸鉛液及びアムモニヤ水(20%)を 沈澱の起 らな くなる迄加ふ・所要量

各約2000ccで ある.生 じた白色沈澱を濾過し水にて よく洗1條後沈澱を水に懸遊せ しめ硫化

水素 を通 じて分解す・硫化鉛の沈澱 を濾過 し濾液をノー リツレにて虞理 して睨色後減墜濃縮 し

最後に無水燐酸上 に常温減墜乾燥 し,こ 」に甘味ある黄褐色飴朕物質(S)約349を 得た・

 a) Trehaloseの 分離

 飴状物質(S)を 固化せん として無水アルコ"一一ルを加へて虞理 したるによく之に溶解して目

的 を果 さす よつてこのアルコ・・ル溶液を減塵濃縮 し約50ccと なし冷所に放置すれば無色菱形

柱歌結晶現 る・一・書放置 し結晶を充分析出せしめたる後吸引濾過 し結晶を95 %ア ルコールに

て洗瀞す・牧量2。19.結 晶は甘味を有 し其儘ではFehling液 を還元せす硫酸にて煮沸すれば

著明に還元作用を示すに至るPentoseのOrcin反 慮, FructoseのResorcin反 慮は共に陰性

である.結 晶を85%ア ルコールよ り一・回再結晶すれば融鮎210。 を示 しTrehaloseと の混

融試験に於て融窯降下せす.

 b)他 の糖類の分離

 Trehaloseの 結晶を析出した母液は更に減墜蒸溜ついで硫酸乾燥器中にて濃縮 し粘稠なる飴

駄物質 とし之を無水 アル コール約11中 に投入するに殆んど之に溶解す・之 に無水=一 テル約

21を 加ふれば白色紫歌の沈澱を生 じ之を吸引濾過 し沈澱をアル コール,エ ーテルにて洗溝後

速かに無水燐酸乾燥器に入れて乾燥す.か くして白色の輕 き無定形粉末5.Ogを 得 之 を糖類

(SI)と す(SI)は 極めて吸漁性に して室氣中に短時聞放置するも漁潤 して飴欺に凝 り水には

極 めて易溶である.こ の黙Trehaloseと 異る.甘 味は少しくあるもTrehaloseに は遙 に及ば

す・還元作用な く酸 にて加水分解すれば著明に現 る・叉Orcin反 慮及びResorcin反 慮共 に陰

性で ～二れ等の職はTrehaloseに 似てゐる.

                   (39)
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 (SI)を 除いた濾液は再び減墜蒸溜し最後に硫酸乾燥器中に濃縮 し再び粘鯛な る飴 歌 物 質

25.5gを 得た・之を糖類(SII)と す・

 以上述べた菌艦各成分の分離操作の概要を略記すれば第六表の如 くなる・叉第七表にては菌

艦 よ り分離 した脂肪,燐 脂罷,騒,盤 基性物質,糖 及び菌罷抽出残渣の各牧量 を一括 し,同 時

に百分率 を以て夫等の含有率 を示す・
                             ノへ
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                第  七  表

     総 リ ポ イ ド        375.19      27.76%

       脂 肪   316,6〃  23.44〃

       ∫
       燐  且旨  萱豊                      37.2〃               2.75 ゲ

       ～臆    21.3ク  1.57.

      荊」ξ        類                     32.6 7              2.41 〃

      瞳 基 性 物 質        3.47     0.25〃

      菌 燈 抽 出 残 渣         940.0〃      69.58・ノ

      総 乾燥菌燈成分            1351.19       100.00%

 術 巳 に 研 究 獲 表 せ られ た 他 の抗 酸 性菌 の 成績 と我 等 の 求 め 得 た 成 績 と を次 表(第 八表)に よ

つ て此 較 す る こ とに し よ う・

                第  八  表

  

  

  
  

  
  

  

  

 上表 を一・覧すれば本菌は総 リポイ ドの含有量に於て最 も勝れてゐることが先づ看取 される・

リポイ ドの各個の成分に就V・ては燐脂艦は左程著 しい差 を認めないが脂肪が断然多 くリポイ ド

の大部分を占め臓の含有量は遙かに劣つてゐる・糖類 も矢張 り優位を示 してゐる・之等の各成

分の詳細 に亘つては目下研究 を績行中で次報に於て護表することにする・稿 を終るに臨み本研

究に際して奨學資金を與へ られたる服部報公會に封 して厚 く謝意 を表する次第である・

                   (41)


