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 菌髄を構成する蛋白は抗髄産生其他諸般め冤疫學的現象と密接なる關係を有し・近時菌艦よ

り種々の條件下に分離せる各種蛋白に就て其抗原性の強弱或は特異性が論究せられてゐる.此
                                        臼

黙に鑑み菌膿蛋自の化學的研究を諸種の槻鮎よ り行ひ考察することは興味あること玉思ふ.本

研究は菌罷を種々のアルカリ濃度を異にする抽出剤を以て順次抽禺を行ひ抽出分離ぜる各種 フ

ラクチオンの蛋白に就て精製禄作を施 して後 其化學的性状 を以下述ぶる諸項に亘 り槍査し蛋

白相互の比較研究を試みたるものな り。

               實  験  の  部

1 粗蛋白の分離

 脂肪を分離せる鼠癩系抗酸性菌の脱脂菌鰹(化 學講演集第10輯参照)孕 用ひ先づ之に5倍 量

のm/15Na2HPO4(PH 8・3)をカロへ孚L鉢にて よく播 り.つ いで5-80の 室温で2日間振邊器上

にて振盈後.遠 心器に移して遠心分離 し・沈澱に術一回 新しき抽出剤を加へて前と同様に麗

理 し・か くして2回 に亘つて得たる淡黄線色の彊 く渥濁せる浸出液を合し氷冷下に5%酷 酸を加

へて蛋白を充分に析出せしむ.次 に此蛋白を稀アルカ リに溶解 再び酷酸添加により沈澱.此

操作を激回反復行ひたる後 最後に蛋白液 をベルケフエル ド濾過管(V又 はN)を 用ぴて濾過

し挾雑物 を除きて透明となれる濾液に酷酸を加へて析出せしめたる蛋白をAフ ラクチオンとす・

次にAの 抽出に働 得た鵜 残渣を全 く同一の抽出法により0.61・N・OH(PH約12)に て抽

出し・更に其淺渣をOJn Na OHに て抽出.以 下 03n Na OH.1n Na OH.3n Na OHと

順次抽出剤のアルカ リ濃度を増し・か くして各浸出液より得た蛋白を夫々B,C, D, E, F,と し・

最後に残つた抽出残渣をGと す.各 蛋白フラクチオンに就てN及 びP含 有量の測定を行ひ.叉

電氣泳動法に依 り等電域の値を求め其結果を第1表 に表記す・
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                 第  1 表

     蛋 ・ 樋 ・ 些 樋(%)N(剛 ・(%)瞥 磁   
一 蓋

lm/・5 N・・H・q ・g■15.2 2・・1・1-・ ・

      B ・.・1・N・・H ・1 15.・1α68 。44砿(ド ヨミ )・

    1C匝_∴_i・ ・L瓢 ・ 巨( )33巨 ・一・・      
D坐 ・・L」 廼L1・ 以 」 坐1-・

      E in " [ L5 115・6 10・03 14・1～4・(  )7

    -Fl3n 〃 1 7.8 114.O IL54 3.0～4.4
ミ    コ   へ      

 

      Gi抽 餌 残 渣 ・561且 ・}α ・61一

 上表より明かなる如 くN値 は相互間に殆んど差違を認めす之に反してP値 はA最 も多 く次第

に減少して再び最後のFに 於て著しく増加す等電域はAとFと に於てや 瓦低きも他1ま殆んど等

し,爾 牧量に就ては全膿として著 しく低 く.た 贈 が断然多いことが注目せ らる・牧量の多寡に

關しては抽出前に菌髄の受けたる破壊の歌態・或ぽ交菌艦中の脂肪,水 ・残存量の如何等菌髄

自身の状態により左右せられるものと考へられるが更に牧量の低下を來す他の原因は抽出分離

及 び濾過の困難なる操作に存するのである.然 し例へ之等の障碍に基 く損失量を充分考慮する

乏 しても・上記の方法に依 り得られる蛋白量は一般に少いことが事實のようである・叉Gフ ラ

クチオンはN,P共 に少 く.從つて蛋白に非すしてキチン様物質と見徹 さる・此物質をF蛋 白と

分離せる時の歌態は宛 も水を含みたる塞天様の外観を呈し=叉 乾燥粉末は水に浸せば著 く膨化

し抱水性彊きを認む.本 物質は菌髄の有力なる支柱質と考へられ るものであるが・かLる 性質

は細菌の水分貯藏ひいては生命維持上何等か意義を有するもの 製如 く推察せ らる・

夏 蛋白の精製

 上記各種組蚕白の中代表的なものを選び精製 を行つた.邸 ち抽出條件の最 も懸隔 り・且ρP

含有量の最 も多きA,F,爾 蛋白.及 び其中闇に位しP含有量の最 も少きD蛋 白が夫である・精製

法 はSevagが 糖(め)蛋白.核 蛋白よ り蛋白を分離する爲めに考案 したるクロ・ホルム振猛法に傲つ

た.先 づ蛋白を約50倍 量の0。05nNaOHに 溶解し.50～ も5。の水浴中に1時間熱し少量の不溶

性物質を遠心除去し.次 に酷酸を加へ 液のPHを5.6(中 性 と等電瓢との申間PH)と なし・分

液漏斗に移 し種容積のクロ・ホルムと駈o容積のアミールアルコールとを加へ15～30分 間振盤

す・この時析出せし下暦のクロ・ホルム蛋白ゲルを上暦の水溶液と分離 しクロ・ホルム蛋白ゲ

ルは之にアルコールを加へ解膠 し再び酷酸を加へて析出せしむ・か くして得た蛋白に就て更に

爾3回 同様 のクロ・ホルム塵理を反復施行す.最 後に電解質を除 くため透析装置に移して透析
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精製す.

 盃 精製蛋白の検索

a) 一般的性状

 何れも微黄色の粉末にして殊に弱アルカ リの存在に於て水に容易に溶解す・但しF蛋 白のみ

は例外にして粗製時にはアルカ リ易溶な りしも精 精後は溶解性著し く低下す.何 れの蛋白液も

熱凝固性を示さざるも酷酸を加ふれば蛋白析出し・叉アルコールにより全 く沈澱す.何 れ も硫      ヌ

安により容易に塵析され等髄 和(M%)に て殆んど大部分析出し・績 く弱飽和及び全飽和にて

析出する部分 は極微量 に過ぎす.硫 化鉛反慮は殆んす認めす從つてチスチン存するも微量なる

べし.

・ 次にN及 びPを 定量し精製前後の値を比較 し叉蛋白の恒在性挾雑物質たるグルコサミン量 を

測定せ り.其 結果を第2表 に揚 ぐ.

                  第  2 表

        蛋 白`N'(%)lP(%)1・ ル・ナ・・(%)

        1A  ・・3 1 。,、 1 。、2
                            1

          DI550.030.17

            縣  {

          ・ i 1・…  7 1 ・21

          G l -   一( )   且・5

 上表に依ればNは 精製前後の値に差蓮 を認めざるもPはAとFに 於て著しく減少す.此A蛋 白

のPが 核酸に由來するものなることは蛋白精製時にク巨・ホルム蛋白ゲルと分別せる水 暦より

得たるフラクチ茅ンに於て誰明 さる・留ち該 フラクチオンはペン トーぜ反慮を張 く呈し・叉水

解後アンモニヤ性銀液の添加によリプリン銀を析出す・省FのPに 就ては核酸を誰明せす.他 の

形態のPと 思はる玉が詳細は不明である.
                  2)

 グ ル コサ ミンの定量 はJvar Mlsso黛 法 によ り施行 す各蛋 白に於 て何れ も少量の グル コサ ミ

ンを含有す・抽 出残 渣Gに 碗て も亦蛋 白 と同一測 定條 件にて行 ひた るが其グル コサ ミン量 は蛋

白に比 して遙か に多 く更 に水解時間 を長 くすれば値 を増加すべ し.

 グ ル コサ ミンの定量

 約0.19蛋 白 を5cc撫HC1と 共 に3時 間沙il縢水 浴 中 に浸 し・つ いで違心分離 によ り不溶分 と分

ち沈澱 をn-HC1で 洗 源 し水解液及び洗 液 を合 し4n Ka OHで 嚴 密 に中和後全液量 を10ccと

す ・此液2cc(⑪ ・i-0・3皿gグ ル コサ ミン)を 有栓 試験管 にと り之 に2cc Acety亙aceto貧 を加 へ95。

水 浴 中に20分 聞保 ち.つ)・ で水冷後2cc Aldehyd試 藥 を加 へ30分 放置 後30分 以 内にLe三f。 光
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度計によ りFilter 530を 用ひ測定す・

b) 2.3特 種アミノ酸の含有量

                      3)                             4)

 チ ロヂ ン及び トリプ トプア ンをFolin-Marenzi法 に よ り.ア ルギ ニンをJorpes-Thoren法

に よ り夫 々定量せ り.其 結果 を纒 めて第3表 に掲 ぐ.

 チ ロヂ ン及 び トリプ トプア ンの定量

約0.19蛋 白 をパ イ レツクス製試験管に と り20彪N貫OH 2ccを 加 へ室氣 冷却管 を附 して煮沸水

浴 中に!8時 間 浸す・熱水解液 に7n H2 SO壬3ccを 加 へ.次 に25ccメ ス コルベ ンに移 し・0・2-

0・5g Kao重inを 加 へて 濾過す・濾液20cbを50cc遠 心 カ ツプに移 し4ccの15%Hg2 SO4液 を

滴々加へてよく混和す.3時 聞放置後沈澱を遠心分離す.チ ロヂン含有の上清液ば之 を100ccメ

スコルベ ンに入れ チ ロヂ ンの定量に當て一方 トリプ トフアンHg2 SO4の 沈 澱 は1・5%H92 SO4

10ccを 以 て洗條io分 間 放置後遠心分離 し・洗液 は再 び上 記チ ロヂ ン液 に合 し.沈 澱 ぱ術f回 同

檬に洗瀞 を反復 し.か くして得た沈澱 について トリプ トフアンの定(ナ)量を行ふ.

チ ロヂ ンの測定  前 記 チ ロヂ ン含有のioOccメ ス コルベンに7n H2 SO46ccを 加 ヘ コルベン

を5分 間沸 騰水浴 申に浸 して後・水流下 で冷却 し之 に1cc 2%Na NO2液 を加 へ よ く混和 し・2

分 後水 を以て劃線迄 充す.30分 以 内に光度計 にてFiIteτ495を 用 ひ.吸 光度 を測 定 し.既 知吸

光度 曲線 によ り濃度 を求む・

 トリプ トプア ンの測定 f              直

 遠 心 カ ツプ中の トリプ トプア ン沈澱 にnHC110ccを 加 へ沸騰水浴 中に30分 間 浸 して溶解せ

しめ.少 量 の不溶物 は顧慮 する所 な く10Dccメ ス コル ベンに濾過す・濾液に水 を加へ て約60cc

と な し.次 に飽和炭酸 ソーダ液25cc. Folin-Denis氏P地nO1試 藥5ccと を加 へ30分 放 置後2

-3cc 5%Na CN液 を加へ水 を以て劃線 まで充す .光 度 計に使用 のFilterは620に して.吸 光

度 曲線 は トリプ トプア ン濃度0・5-3・Omg%の 範 圃内で使用可能で ある・

 ア ル ギニンの定量

 約(ノ)0・19蛋臼 に2%10HC110ccを 加 へ18時 間 煮沸水解後Na OHに て 中和杢液 を100ccと

す.其 一定量(0・04〒0・98mgア ル ギニンに相 當)を 試験管 にと り水 を加 へて液量 を5,0ccと す。

氷 中に浸 して冷却後Iccの1⑪%Na OH液 とfccの 新 製 の0・02%αNaphthoi液 とを加へ

よ く混和 し再 び氷 中に貯 ふ・約1時 間後冷時に02cc Hypobromit液 を加へ(反 慮温度約4。)

手 早 く一様 に振箆 し「15秒後1cc 40彪 氷 冷尿素 液 を加 へ混和し直 ちに光度計 に移 し5分 以内に

Filter 495を 用 ひて測定 す'吸 光度 曲線 の使用範 園ぼ α8-1・6mg彪 ア ル ギニンを最 適とす,
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                 第  3  表

       

      

      
     _   

      

 定量の結果 は上表より明かなる如 くトリプ トフアン含有量は各蛋白何れも其値僅少ならす-

殊にFに 最 も多し.チ ロヂンは可成 り含まる 玉も トリプ トプアンとの含有比例を求むれば一般

蛋白に比し少き傾向あるやに見受けらる.ア ルギニンの含量は申等量にして蛋白相互の間に懸

隔を示 さす・

c)蛋 白窒素の分布歌態

 精製蛋白の窒素形態に就て検査 し第4表 に示すが如き成績を得た り・測定法はNarayanaの

ミクロ法(の)に大髄準擦せ り・以下方法の大略を記す・

 蛋白約0.レ0.159に2%HCI 10ccを 加へ還流冷却器を附して沸縢水浴中に40時 聞加熱す・

水解液中の不溶物を濾別レ 其沈澱に就てキエルグール法によりNを 求め璽酸不溶Nと す・濾液

は減墜蒸溜器に移して数回蒸溜を反復 し・可及的にHCIを 除き・コルベンの内(へ)容をメスコルベ

ンに移して水を加へて液量 を50ccと す.此 液20cc宛2回 に分けてNaOHを 加へて弱アルカ リ

性となし薩 通氣 してア扁 一ヤ亀 慧。HCI I硬 けて翻 定鳳 腕 量す・一方に於て・ルベ

ンの内容液中に析出せる微量のフミンの沈澱 を濾別し・沈澱に就て盤酸可溶申フミンNを 定量

す.2回 分のラミンの濾液 を合し減塵濃縮後約5bcと なし濃盤酸1ccを 加へ高墜釜中で130。

30分間加熱 し.冷 却後25%燐 タングステン酸液3ccを 加へ 析出せし沈澱を 一度加温溶解せし

め 次に36時 間 冷藏庫に保存後遠心分離し沈澱を氷冷稀盤酸(1:10)3ccを 以て3回反復洗灘

す.濾 液並に洗液は合 して全容を50ccと す・之について絡N及 びア ミノNを 求め・一方沈澱は

£-N・6出 ・溶解 し液 のPHを7・2と な し水 を加へて25ccと す 之蹴 硫 慰IN灘 ア ・ノNを

求め更に比色法によ リアルギニンを定量す.ア ルギニン量よリアルギニンNを 求め其%を 墜基

フラクチオンの非アミノNよ り減 じたるものをヒスチヂンの非ア ミノNと し之よリヒスチヂン

Nを 算出す.禽 リジンNは 本蛋白中のチスチンを無親 して求めアルギニンNヒ スチヂンNを 総盛

基Nよ り控除したるものを之 に當てた り.

 第4表 を一覧すれば先づ盤酸不溶Nが.Aを 除 く他の蛋白ことにFに 於て著 しく多きことが注

目さる.盤 酸可溶 中フミンは何れに於て も大差なきもアムモニヤNはDに 最 も多 く或はグルタ

ミン酸が この蛋白に最 も豊富なるやも知れすと想像さる・盤基性アミノNは 三蛋白とも総No
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         、      第  4 表

     

     

     

     
              (数字は総Nて に封する%を示す)

約%を 占め・其中アノセギ轟ンN最 も多 く・D・F・爾蛋白に於てはアルギニンにっいで ヒスチヂン

多くリジンは著しく少 くA蛋 自にあつては反封に リジン多 くヒスチヂン少し.モ ンア ミノNに

關しては其非ア ミノNが 概 して豊富にして・殊にA,F,に 蛋白に多量存する～二とが注 目せ られる・

             吃 結       論

 以上の諸成を綜合吟味して結論を求めるな らば次の如 く述べることが出來るであらう・

 菌艦を種々のアルカ リ濃度を異にする抽出剤を用ぴて分離せし蛋白は其一般的匪状・或は又

二三特種アミノ酸含有量及び窒素分析状態等 より見たる化學的成分に關しては多少量的差違は

認めらる 玉も著しき格段的旺別は認め難 し・

 絡に臨み服部報公魯より本研究に樹レ多大なる奨學資金の援助を受 けたることを附記 し・厚

く謝意を表す.
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