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                  緒   言

 細菌の化學的組成を究明することは細菌の生物肇的及び免疫墨的研究を基礎附ける意味に於

て必要欲 くべか らざる研究事項の一つである.か くの如き研究目的の下に研究封象 として枯草

菌ガ遡ばれた理由は元來本菌は自然界に廣 く分布せる卑近な非病原性菌であり,入 禮の浩化管

内にも棲息 し榮養素の分解を始め廣義の腐敗現象に關係 し入類に交渉の多い細菌である.叉 培

養が極めて容易であり爲めに研究材料と して菌膿を調達する上か ら見て も至極適當な細菌の一

種であると云ひ得る.培 養困難な細菌特に病原菌の化學的組成を解明 し,或 は叉夫 と比較検討

する意味からして もか 」る卑近な細菌を取扱ふことは必要である.若 し比較する爾者に於て類

似威分が見出され るな らば夫に關する研究は一暦容易となO又 特異成分があれば研究上更に興

味深いものとなる.

 枯草菌は液膿垢養法に從ひ培零 し乾鳳菌艦として5309を 得た,先 づ茨分の定量試験を行ひ

無機只の組成を明かにした,有 機質に就ては中性脂肪,燐 脂響,蛎,糖,核 蛋白,遊 離性核酸,

菌能蛋白,菌 痘抽出淺渣等,の 各成分を分離 し各に就て化皐的性}伏を分析検査 し,績 いて其中

の二,三 成分に就て冤叛學的槍索を試みた.

                 實 験 成 績

 1菌 膿資料の培養並に採集

           培養液として下記のブイヨンを使用した   、

          肉エキス (亜鈴印)   ・      10g

         厳 駕 灘
 此液に10%炭 酸 ソーダ液を追加 しpHを7.0に 修正 し,約180cc宛 を内容500ccの 圓錐

フラスコに分注 し陶製或はベークライト製帽子を以て蓋をなし,コ ツボ氏滅菌釜に入れて3日

間間歌滅菌を行ひ,一 夜艀卵器に納めて滅菌の完全なることを確認 した後,塞 天ブイヨン斜面
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に培養 した菌を1白 金 目宛移殖 し,5日 間37℃ の解卵器内にて培養する,取 初液面に獲育 し

た菌膜は探集 日には全部一様に器底に沈下 し沈澱の上暦は透明である.若 し不透明であるか又

は菌膜及び沈澱の状態に異常な ものを獲見 したならば雑菌の混入に依るもの として除外 した,

ついで内築を121の 大型 ビーカーに移 し,集 めた液はアルカ リ性(pH 8.6-9.0)で あるか ら

藍濃酸を加へてラクムス弱酸性にすれば分散せ る菌膿は容易に凝集 し,沈 下する.静 置後褐色

の上清液を傾潟 し,沈 澱を同様 傾濾法に依 り3回 常水にて洗瀞 し最後にシヤープルス遠心器に

掛 けて沈澱を分離 し,陶 土板に薄暦 となして塗布 し2日 間37℃ の艀卵器に入れる.か くすれば

菌脹は乾燥 して陶土板 より容易に剥離 し暗褐色の薄片 として得 られ,之 を更に硫か乾燥器中に

て減墜乾燥する,つ いで不錘鋼製ボールミルに入れ約10時 間廻薄すれば次白色の粉末 となる.

以上の操作方法に依 り培養フラスコ総敬5477本 より菌禮乾燥粉末530gを 牧獲 しナこ.

 H 菌鰹無機質の組成

 1102rngの 乾妹菌膿を次化すれば49.2mgの 次分を淺 し脚ち次分合有率は4.47%で ある・

各無機質の定量分析を行ひ次表に掲ける成績を得ナこ.

              第1表 菌膿無機質の組成 (%)

      K20    Na20    CaO    MgO    P205   SO3

      8.47       6ユ9       20.8        5。79       46.6       10。2

 上表に依れば酸根はP205が 最 も多 く次分の約牛量に達 し臨基はCaOが 断然首位を占め其

他の成分同には著 しき差違を認めない,

 孤豆 中 性 脂 肪

 1) 中性脂肪の分離

 菌禮粉末530gを51の 廣Pl瓶 に入れ之に豫め炭酸ガスを以て飽和 した95%ア ルコール,エ

ーテル等容混合液(各 溶劃は何れ も新 しく精製蒸溜 しナこものを用ふ)を 菌龍の5倍 量加へ,時

々振纒 しつx室 温下に5日 間放置する,つ いで吸引濾過 し菌騰を前回と全 く同様に溶剤を更新

して浸漬抽出すること前後3回 に及び最後に浸出液を合 して中性脂肪及び燐脂艦の分離に用ひ

一方抽出淺渣は其他の成分抽出に當てる,上 記のアルコール,エ ーテル浸出液 は炭酸ガスを通

じつ ＼先づエーテルを蒸溜 し,つ いで減璽下にアルコールを溜出すれば蒸溜淺渣 として赤褐色

油状物質が得 られる・之に少量の水を加ヘエマテルを以て抽出し,エ ーテル浸出液を3回 水洗

後無水芒硝を加へて睨水 しエーテル液を蒸溜すれば濃褐色泥状物質16.3黛 が淺 る,之 を15cc

の エーテルに溶解 し4倍 容のアセ トンを力目へ氷室に一夜放置する,生 成 した沈澱を遠心分離 し,

上沿を分ち沈澱を更に3回 アセ トンを以て洗源 し燐脂禮劃分Pと する,上 清は之 に洗液を合
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して溶媒 を蒸溜すれば後に褐色軟固禮のア セ トン可溶 中性脂肪10.969が 持 られ る・ 中性脂肪

の分析結果 は次表の如 くで ある.

                第2表 中 性 脂 肪

      P%     N%     酸  便 .  沃 素 債    鹸 化 償

      0.09         0.25          96.10         47.65          197。8

 從 來 諸種細菌か ら分 離 された 中性 脂肪 を見 るの に其酸償 が著 しく高 い ことが常で ある,本 菌

の 中性脂肪 も其例 に漏 れす高 い酸債 を示 し遊離脂酸 を多量 に含む ことを示 す.

 2) 中 性 脂肪の鹸 化

 脂肪10.689を5%ア ル コール性 カ リ150ccと 共 に逆流 冷却器下 に5時 間煮 沸 し,つ いで

アル コールの大部分 を溜 出 し淺液 にエーテルを加へて抽 出す る,エ ーテル浸 出液 を水洗,乾 燥

後,溶 媒 を蒸溜 して不鹸化物1.107gを 得 た.不 鹸化物 は褐色軟澗 伏物質で あつて,沃 素償
                         嚥

71,69,冷 アルコ7ル 不溶性物質を少量含撃,リ ーバーマン氏ステ リン呈色反鷹は陰性であの,

ヂギ トユンとも不溶性沈澱物を生 じない.            '

 次に不鹸化物を除いたアルカリ性鹸化液に2n-H2SO4約50ccを 力口へ酸性にすれば脂酸の大

部分ガ液面に濾誰する.之 を捕集 し,樹 酸性液中に溶存す る脂酸をエーテルを以て抽出 し先に

捕集 しナこ酸に加へか くの如 くして濃褐色軟固艦の外観を呈する混合脂酸7.65gを 得た.

 脂酸を抽出除去 した酸性水溶液は炭酸バ リウムを加へて硫峻を除き,更 に必要ならば少量の

硫酸を加へて液を全 く中和 した後,水 浴上にて濃縮 し灘氣を僅かに含む程度の乾燥歌態に達せ

しめ,更 に石L峻乾炊講内にて滅堅下に充分乾保する,次 に乾燥硫酸バ リウムを加へ混和 し,ソ

ツクスレー浸出器を用ひ乾妹アセ トンを以て二書夜抽出を綾行 し,ア セ トン浸出液を蒸溜すれ

ば膨 査として赤輪巳の粘稠液0.56gを 得た,之 をミクロ眞室蒸溜管に移 し蒸溜精製 し精製物

より融黒占74。のベンゾィル誘導催を得て トリベンゾイル,グ リセ リンであることを混融試験に

より確認 した.ソ ツクスレー浸出器の浸出筒内に残 された内容は之を水に分散 し水浸出液を製

した,此 液はモーリツシユ氏糖反鷹が陽性であるので鉛盤アムモニヤ法により糖の軍離を企て

たが微量の吸漁性飴状物質を得たに過ぎす精査することが出來なかつた.

 3)混 合脂肪酸 より固膣酸,液 罷酸の分離

前誠 合脂脚5・ ・ をアル・一ル3・cc l・翻 し量アルー ・唯 ・・翻 て中和 し水…cc

を添加 し,之 に熟酷酸鉛液(10%酷 酸鉛液60cc十 水40cc)を 捷搾 しっx徐 々に注加 し,暫

時放置後,難 溶性鉛臨の沈澱を吸引濾過 し,沈 澱を熟湯にて洗瀞後乾燥す る.濾 液には色素が

君在 しアルカリ性に於て赤色,酸 性に於て頁色である,醍 性水溶液をエーテルと共に振儘すれ
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ば色素 は エーラワレに移 行 して之を黄染 し,又 此 工一テル液 をアルカ リ液 と共( )に振 塗すれば水溶

液 を赤攣 す る.從 つて色素 は一種の酸性物質 と考へ られ るが微量 なるた め精査す る ことが不可

能で ある.上 記 の乾燥 した脂肪 酸鉛 盤はエーテルに封す る溶解 度の差違 に從ひ便宜上難溶,可

溶,易 溶 の3部 分 に分劃 し易溶部分 は更 に少量 の アルコール難溶部分 と多量 のアル コール可溶

部 分とに厩別 し,か くの如 くしてA,B, C,な る3種 の固膿酸 とDな る1種 の液膿酸 とを得た

操作 の大要 は次 の如 くである.

 先 づ 鉛盤 を約600ccの エーテルに分散 し,加 温すれば容易に溶 け,冷 却 すれ ばゲノし歌 に析

出す る沈澱 を遠心器に掛 けて沈澱Rと 上清Fと に分離 す る.Rは 毎 回60cc宛 の 冷 工一テ

ルを以て4回 洗瀞 し沈 澱を鉛 塵Aと し,4回 の洗液 を合 して其 中に溶存 す る鉛驕 をBと す

る.先 の上溝Fは 溶媒 を溜 出 し礎渣 にアル コール300Ccを 加 へて加温 溶解 し,冷 却 すれ ば鉛

液 を析 出す之をCと す る.Cの 濾 液 中に溶 存す る ものは冷工 一テル冷 アル コール何れ に も易

溶で あつて之を鉛盤Dと す る.鉛 鰯A及 びBは 何 れ も熟 アル コールよ り再析 出ぜ しめて精

製す る・ こ 」に於て エーテル難溶 のA,エ ーテ ル可溶 アル コール難溶のB,エ ーテル易溶 アル

コール難溶のC及 びエーテル,ア ルコール何れ に も易溶 のDの4種 の脂肪酸鉛 が得 られ た こ

とになる.各 鉛晦か ら遊離 しナこ脂酸の性歌及び牧量 を次表 に掲 げ る.

           第3表 中性脂肪よ り分離した固髄酸並に液禮酸

   脂 酸  融 瓢  中 和 償  沃 素 償  牧 量9

   固 艦 酸A  40-41。   2253   L79   L57

1 〃B (軟固骨豊) 268 .6  12.86  1.18

   〃   C     (軟固髄)      189.2      39.96       0。25

   液1騰 酸D  (液 髄)    205,7    47,29     3.48

 上 記 の分析数値就 中申和債か ら各 劃分 の主膿 を なす脂酸 を 推定 すれば,Aは パ ル ミチ ン酸

(C16)Bは ラ ウ リン酸(C12)Dは パ ル ミトオ レ イン酸(C16)及 び オ レイン雌(C18)の 加 くで

ある.最 も量 の少いCは 判然 と云ひ難い,各 成分は夫 々箪離を行つて確 讃す る積 ので ある.

 IV 燐 脂 膣の精製

 前 記の燐 脂燈劃分Pを60ccの エ ーテルに溶解 し,同 量 のアセ トンを加へて沈澱 せ しめ,遠

心分離後再び沈澱 をエ ーテルに溶解 し,ア セ トンを加へて沈澱す る,か くの如 き精製操作 を前

後10回 に 亙 り反覆施行 し,最 後 に得 た沈澱 をPIと す る.各 回0)洗 液 を全部 合 して溶媒を蒸 溜

て,残 渣 を前回の牛 容即 ち30ccの エ ーテルに溶解 し,30ccの ア セ トンを加へて沈澱 を生ぜ し

め,此 沈澱 につ いて全 く同 じ操作 を敷回反覆 して沈澱PHを 得 る, PIIの 洗 液を悉 く集 めて溶

媒を蒸溜 し残渣 を20ccの エ ーテルに溶 し,5倍 容 の氷冷 アセ トン中に注加 して析出す る沈澱 を
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PII正とする, PIHの 上清は極微量の蒸獲淺渣を脅めるに過ぎす混 入しナこ脂肪と見傲 され る.燐

脂艦各劃分の分析値及び牧量を次に表記す る.

                第4表 燐  脂  髄

    燐 脂 雛 融 ・占P% N% モ副 避 諾 ・紋 量・
     PI       194--195。    3.93    0.64        -         2.14

     P∬       194-195ユ    3.09    0.61        士         120

     PI且      189--190。    3.68    0。58        十        】.15

 此 表 よ り明か なゐ 如 く3劃 分の分析値の間に は著 しい差違 を認 めない.た ゴ之等燐脂膿の特

異鮎を指捕 すれ ばPの 含有量 は一般燐脂催 に一致 するがNが 甚だ し く少 い ことで ある・又本

燐脂膿劃分 には糖 反鷹 が殆ん ど陰性で あることか らしてグ リコ リピツ ドの存在 を否定 し得 られ

る.

 v 蝋

 1)蝋 の 分 離

 前 掲の アルコール,エ ーテルを以て腱理 した菌 膿抽 出淺 渣を炭酸 ガ スを以 て飽 和 したク ロ・

ホルム31中 に浸漬 し,時 々振揚 しつ 』5日 間光 を遮 り室温 に放置す る.ク ロ・ホル ムを濾別

し菌膿を省2回 同檬に して ク 質・ホル ム抽 出を行ひ,3回 の ク 皿 ・ホルム浸 出液 を合 して溶媒

を溜出すれ ば蒸溜残渣 と して淡黄色 セ ロフアン膜様の硬固膿19gを 得 た.之 を再び ク ロ・ホル

ムに加温溶解 し,冷 却 後微量の不溶物 を去 り,透 明濾液 にメタノールを4倍 量加へて沈澱 を析

出せ しめ,沈 澱 凄遠心分離 して乾燥すれ ば粉末 化 し難 い 白色硬 質の蝋物質17.5gを 得 た.尚 沈

澱の上清 を蒸溜 してL59の 蝋 物質 が得 られ ナこ-

 2)蝋 の 性 駄

 本 物質は,ク ロ・ホルムには冷時温時共に可溶 であるが其他 の有機溶媒 には極 めて難溶か或

は不溶で ある.即 ち熟 ベンゾール,ト ルオ ール,ア ル コール,メ タノール,四 璽化炭素等には

難溶で あり,エ ーテル,ア セ トン石 油工 一テル等 には不溶 である,分 析 した結果 を次 に禍 け る.

                第5表 蟻

   融   勲    〔α〕   鹸 化 債   P%   N%   灰 分%

    200--205。         0         124*          0.09       0.0          0.33

   ・ 号 ア1・一 唯 捌 を以て15舖 煮瓶 て僻 値であ・・

 本蝋のクロ・ホルム溶液は5-10%の 濃度に於て既に粘性を示 し宛 もコ耳ヂウム液の如き親

を呈する.此 溶液を放置 して自然蒸獲せ しめると後に不透明な,角 質様の硬 い,彊 靱な物質を

残す.又 稀薄溶液を用ぴた場合には菲薄透明なフイルムを作成することも出來 る,斯 様な性質
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は從來の天然蝋には見受けられないのであつて,此 鮎か らして或は蝋とは化肇的構威を全 く異

にしナこ一種の重合性高分子化合物ではなか らうかと推測す る.

 省又本物質が抗酸染色性であることを次の如き試瞼法により認めた.先 づ叙上の如 くして蝋

の薄膜を作 り,之 をチール氏石炭酸フクシン液に浸漬 して2-5分 間加温すると淡紅色に染 る・

次に之を5%硫 酸中に入れて脱色を試みるのに色調に攣化を來 さない.因 に此染色法は芽胞染

色に用ひられるものであつて,叉 元來枯草菌が代表的芽胞性細菌であること等を考へ合せると

本蝋は恐 らく芽胞に含まれる特種成分 ならんかと想像 され る・

 VI糖

 1)糖 の 分 離

 クロ・ホルム抽出淺渣を再び不鋸鋼製 ボールミルに納 め,延 時間80時 間廻蓉 して菌骨豊を充分

磨碑する.次 に60%メ タノール21中 に浸漬 して時 振々堂 しつ 」室温に2日 間放置後,メ タノ「

ル浸出液を濾別する.更 に同檬の抽出操作を2回 反覆施行 し,3回 の浸出液を合 して減墜蒸溜

を行ひ蒸溜残渣を硫酸乾燥器中にて減塵乾燥すれば黄福色の飴歌物質が得 られ る.牧 量34窮 之

をメタノールにて庭理すると粗粉固状罷を生 じ,夫 を濾別 した濾液は黄褐色を呈 し彊 く線色螢

光を放つてゐる.粗 粉状固髄 よ更めて200ccの 水に浸 し,酷 酸鉛液を加へ生す る少量の沈澱

物を濾過 し濾液に次酷酸鉛液及びアムモニヤ水を沈澱が生 じな くなる迄加へる.集 めナこ沈澱は

水洗後水に分散 して硫化水素を通 じ,硫 化鉛の沈澱を濾過 し,濾 液を減墜蒸溜 し淺渣をメタノ

ールを以て庭理すれば白色の細末を得る.牧 量5.19

 2)糖 の 検 索

 糖に就て行つた定量分析の結果を次に表記する.

                  第6表  糖

   融   懲    〔α〕20   酸 當 量   P%   N%   アセチールN%

   235-237c       十47.O」       621       0.16     5。58         3.4(り)8

 アセチールNはKuhn-Roth法 に依 リアセチール償を測定 しアセチールが悉 くNに 結

合 した もの と假定 して計算 した値である,測 定に先だち糖を5%硫 酸と共に2.5時 間加熱分解

し,つ いで硫酸の濃度をWenze1硫 酸 と等濃度 となし更に30分間沸騰水浴中に加温後,蒸 溜を

行つ九 表に示されたアセチールN値 は総N値 に比べ ると遙かに少いが総Nの 牛撒 よりは飴

程大である.之 は測定條件を吟味 して精測するならば或ひは総Nに 接近するのではないかと思

ふ.次 に還元力をHagedorn-Jensen法 にそ楚ひ定量すると其儘では弱い 還元性が あつて葡萄

糖 として6.7%で あるガ,5%硫 酸 と共に煮沸すると次第に増加 して2.5時 間後には大磯恒敷
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に達 し87.3%を 示す檬になる.又 アミノNをvan Slyke法 に依 り検すると其儘では誰明さ

れないが酸で水解すると現れて來る.更 に種 々の成分の槍出反慮を行つたが其成績を総括的に

述べると次の如 くである.陰 性反癒を列暴す ると沃度反鷹,フ ロ・グルチン酸及びオルチン鞭

酸による五炭糖反鷹,レ ゾルチン盤酸による果糖反慮,α・ナフトレゾルチンによるヘキシウー

質ン酸反慮,フ エニール ヒドラゾン生威によるマンノーゼ反慮,粘液酸生成によるガラク ト・一ゼ

検出試験,ニ ンヒドリン反癒等である,陽 性反慮 としてはフエニールグルコサゾンによる葡萄

糖の讃明及びアミノ糖反慮のみである.後 者は糖を水解 しアセチールアセ トンを以てアセチー

ル化 し次にエール リツヒ試験藥を作用して呈する色彩反慮である・

 以上糖 に瀾 して試みナこ検索の結果を綜合考察す るならば本物質は恐 らくア ミノ糖2分 子,葡

萄糖1分 子,不 明の糖酸1分 子 より構成せ られる四糖類であつて,其 ア ミノ糖のアミノNが ア

セチール化されてゐるであ らうと推定する.

 vH腰 蛋白及び核酸

 1)核 蛋 白の 分 離

 糖を抽出 した菌髄残燈を201の 燐酸瞳緩衝剤(pH 6.4)中 に細 く分散 し,審 を氷水中に浸

して液を低温に保ちつ 」電動掩拝器を以て5時 間蓮績的に激 しく掩拝する一夜氷室に静置後 シ

ヤープルス遠心器を用ひ浸出液と抽出残渣 とに分 け,後 者は菌艦蛋白の分離に保存する.浸 出

液は梢溺濁 してゐる爲め10%膠 歌鐵液120ccを 水を以て5倍 稀繹 して彊 く掩絆 しながら加へ

暫時静置後襲付濾紙を以て濾過する.沈 澱は2回 水洗 レ洗液を濾液に合 して得たる透明な液に

氷酷酸を加へpHを4.0-3.81こ すると白色紮状沈澱を生成する.氷 酷酸の所要量は約120cc

であつて沈澱は氷酷酸の過剰の添加によつて溶 けるか ら注意を要す る.核 蛋白の沈澱は酷酸水

を以て3回 水洗 して緩爾剤に由來する燐酸墜を充分除き,つ いでメタノール,及 びエーテルに

て庭理 して粉末にする.牧 量16.Og此 粗製核蛋白の分析値はN13.9%, P 2.8勿 である.

 2) 核蛋白より核酸及び核酸脱蛋白の分離

 Sevag法 に從つて行ふ,核 蛋白3gを0.5%無 水炭酸 ソーダ液840ccに 溶解 し,5055.の

水浴中に屡橿梓 しなが ら2時 闘放置する.液 中には不溶物を認 めない.次 に氷酷酸を加へて先

づ中和 し更に追加 してpH 5.6(中 和鮎と蛋白等電黒占との中間pH)に す る.こ Σに得ナこ稽1困濁

しナこ液を分液漏斗にとの駈容のクロ・ホルム及び1/1⑪容0)ア ミールアルコールを加へ,6時 闇

激 しく器械的に振罷する.混 合液を其儘遠心分離すると3暦 に分れ,上 暦は透明な水溶液,中

暦は白色のクロ・ホルム蛋白ゲル,下 暦は透明なクロ・ホルムか ら出來てゐる.ク ロ・ホルム

ゲル暦を上清から分取 し,分 液漏斗を用ひて2回 水洗する.水 洗液は上清に加へ苛性 ソーグに
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て中和後,300cc迄 減墜濃紬 し,再 び氷酪酸を加へてpH 5.6と し,ク{ホ ルム及びアミー

ルアルコールと共に,前 回と同様に振盤する.こ ＼に生 じた第2回 のクに・ホルム蛋白,ゲ ル

を上濤か ら分離 し第1回 のゲルに加へ一一方上清及び,ゲ ルの洗液を合 して中和後150cc迄 減

璽濃縮 しpHを 調整 してク・・ホルムによる除蛋白操作を更に1回 反覆す る.最 後に得た上

清及び洗液は合 して核酸の軍離に當てる.叉3回 の振儘によつて得たクロ・ホルム蛋白ゲルは

集めて之に4倍 容のメタノールを加へ解膠 して遠心分離する.沈 澱をメタ/一 ル及びエーテル

にて腱理すると白色粉末の核酸脱蛋白1,56gが 得 られる.一 方上記の核酸 含有液を中和後濃

縮 して約30ccと し,析 出する微量の不溶物を遠心除去 して透明液に3倍 容の氷酷酸及び2倍

容のアルコールを加へ ると核酸が沈澱する.白 色粉末で牧量は0.789で ある.此 核酸は更に1

回稀アルカリに溶解 し,少 量の不溶物を除 き,氷 酪酸及びアルコールを以て再沈澱 して精製 し

分析に供 した.其 結果を訣に記す・

               第7表 核酸及び核酸脆蛋白

              P%        N%        斗文量9 (%)

   核       甦凌          8,6          13.6           078  (26)

   核酸∬免蛋 白         0。36         14.8         1.58 (52)

 上表を見 ると核蛋白はク・・ホルム振畳法を3回 施行することに依 り可成 りの純慶を有する

核酸 と蛋白とに分別せ られ且其総牧量は約80鬼 であるこどが理解せ られ る,

 3)遊 離性核酸の軍離

 核蛋白とは無關係に即ち核蛋白沈澱の濾液か ら別個 に取出された核酸を假に遊離性核酸と名

づけてお く.之 が菌罷内で果 して最初か ら遊離状態にあつた ものか,或 は分離操作中に核蛋白

か ら遊離 した ものであるかに關 しては言明出來ない.核 蛋白の濾液に飽和硫酸銅液を淡青色の

沈澱が起 らなくなる迄注加する,こ 」に生 じた核酸銅の沈澱を遠心分離 し水洗後,轍 酸含有ア

ルr一 ルにて数回庭理 して銅鰹を分解す る.銅 を離 した核酸の沈澱を少量の稀アルカリに溶解

し,少 量の不溶分(膠1伏 鐵液に由來する水酸化鐵)を 除き上清に6倍 容の氷酷酸と2倍 容のア

ルコールとを順次に加へ核酸を充分に析出せ しめる.牧 量3.Og,此 核酸を尚1回 アルカリに

溶解,氷 酷酸,ア ルコールによる析出の精製操作を繰返 し行ひ分析に供する、  .
           唾

               第8表 遊 離 挫 核酸

     ・% ・%… 飯 雁 デ礎 シ可ボ 蒲"ン翫
     8.9       16.〇        十                十             71

輔 熱 勧骸 酸で執 ・かも緻 縞 い襯 であること繊 のぞ 惑 嚥 から

自ら明かである.糖 の反慮からすると本核酸には リボーゼ及びデスオキンリボーゼの雨者が存
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在 し,從 つて糖の種類に基いて核酸を分類する見解に從へば混合型或ひは複合型核酸であると

言ひ得 られる.先 に核蛋白か ら分別 した核酸 も亦遊離性核酸と同檬の糖反鷹を與へる.

 V皿 菌艦蛋白,及 び菌膿抽出残鐙

 1) pH 9.0手由出蛋白

 核蛋白を拙出分離 しナこ菌擬残渣を101の 水中に分散 しn-NaOHを 加へて液のpHを9.0と

なし核蛋白抽出の場合 と1司様に氷冷下に5時 聞搬イ牢後 一一液 氷室に静置する.つ1、・で遠心分離す

れば僅かに潤濁 した浸出液カミ得 られ之に15%鞭 酸を力riへてpHを4.8--5.0に すれば多耀の架

倣沈澱を析出 し,沈 澱を分離 してメタノール,エ ーテルにて庭理 して粉末 とする.

 2) n-NaOH抽 出蛋白

 前記の蛋白を分離 した抽出残渣 に101のn-NaOH を加へ同様に橿拝 して一夜氷室に放置

する,次 に氷冷 しつ 」濃盤酸を加へpH が約10,に なれば夫迄分離混雑であつ九菌催が凝集

沈下 し始める.よ つて之を遠心分離 し沈澱を2回 水洗 し,洗 液を上清に合 し,こ ＼に得た殆ん

ど透明な浸出液に稀朧酸を加へてpH 4.0に す ると極めて多量の沈澱が生成する.之 を集めメ

タノール,エ ーテルにて虚理 して粉末 とす る.

 3) 2.5n-NaOH オ[liと珪蛋白

 n-NaOH抽 出蛋 白の抽 出残渣 を毎 回31宛 の2.5 n-NaOHを 以 て反覆抽 出す る.'此 場 合 に

も殆ん ど透 明な上清 が得 られ る3回 の浸 出液 には夫 々氷冷 しつ ・濃璽酸を加へてpH約3.6に

す ると沈澱 が充分 に析 出 し過剰の酸を加 へると 一部分溶解 し去 る,沈 澱 を集 めて メタノール,

エ ーテルを以て粉末 とす る.

 4)菌 罷 抽 出 残 渣

 以上 の抽 出操作 を受 けて最後 に残つた抽 出残燈 は最 早アル カ リ被抽 出性物質 を含 ます.ア ル

カ リ液 に遭ふ と彊 く抱 水膨化す る.之 に盤酸を加 へて酸性 にす ると疎水性 に攣 じ,沈 澱粒子 が

微細 に分散 して分離 が不可能 とな る.よ つ て彊ア ルカ リ性 め儘遠心分離 して沈澱 をメタノール,

エ ーテルを以 て腕水粉末 にす る.

 次 に各種劃分 の菌盤 蛋白及 び菌膿抽 出残渣のN.P含 有 量 及び牧量 を次 に表示す る.

              第9表 菌髄蛋自及び抽出残渣

       劃   分       P%      N%      耳タこ量9

      PH 9.0抽 出蛋白      0.39      14.5       39.O

      n-NaOH  〃      0。02      149      88,9

      2.5n-NaOH 〃       0.27      13.0       11.6

      菌農抽出淺渣        1.60      5。7      42.0
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 前記の表に依れば浸出液のアルカリ濃度を順次に高 めて抽出された各劃分の蛋白相互分析値

の間には著 しい差違を示さないが抽出淺渣 とは戴然 と画別され る.此 菌艦抽出淺渣は精製すれ

ばP,N.は 更に減少する見込みであり,彊 アルカリに封 して不溶性なこと又N含 有量の少

いこと等からして一種の複雑な多糖類に麗 し細菌の支桂質を構成する物質 と見倣 してよからう

と思ふ.

 IX菌 膿 成 分 一 覧

 以上菌罷から分離 された各成分を総括 して各牧量の乾燥菌膿に封す る百分率を求めると次表

に示す如 くである.

               第10表 菌髄成分一費表

         成 分  乾髄 膿5309よ轡 腿
        申 性 脂 肪     10.9  2.0

        燐 脂 髄   4.5 0B

        蟻                           17.5      3.3

        糖                5.3   1.0

        核  蛋  白          16.0   2.0

        遊 離 性 核 酸       3.0  0.5

        PH 9.0抽出蛋白        39.0   7.3

        n-NaOH 〃            88.9    16.8

        2.5n-NaOH〃            11.6    2.2

        菌艦抽出残渣         '42.0    79

        友     分          一    4.5

        合 計 238.748.3

 上表か ら蓑に指摘される事柄は分離成分の総量が乾燥菌艦の約牟量を占めるに過ぎないこと

である.喪 失 した他の牛量が如何なる理由によつて記 したかに就ては之を分離に漏れた未知の

成分に聾せ しめるよりはむ しろその原因が大部分乾燥菌儂に淺存 してゐた水分にあるものと考

へるのが至當である.不 明の減量は特に蛋白抽出操作中に観察されたのであつて其際各抽出液

中に残留する物質があつたとしても決 して多量である筈はなく其総量を高 く見積つても乾燥菌

艦の10彩 を越 えないで らうと思ふ 若 し之が眞實であるな らば最初見掛上乾燥歌態にあつた菌

は爾40%の 含水量を有す ることになる,又 此水に就ては其大部分が容易に菌性から離脱出來な

い状態恐 らく抱水性の支柱質及び蛋白等に吸着 されナこ所謂結合水 として存在するのであ らうと

想像する.一 般に細菌は組織細胞と異 り微細 な輩凋個性として廣大な禮表面を有 し,然 かもよ

く草乞燥に耐へて生活す るものであつて生存上必要な一定量の水分を保持 し得 る機椿を具備する

のがむ しろ常然であらう.

 X冤 疫 學 的 試 験

 菌腿か ら分離 しナニ諸成分が生菌を以て冤疫 した免疫ぜ麟 に封 して試験管内抗元性を示すかど
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うか,叉 示すな らば其彊さを穣べ る目的を以て沈降反慮及び補腱結合反慮の爾冤疫反鷹 に就て

調べナこ,

 1)抗 枯草菌冤疫血清の調製

 a)細 菌 淳 灘 液

 普通寒天斜面に24時 間培養 した菌髄5白 金耳(50mg漏 菌)を 王馬璃乳鉢にとりよく磨陣 して

か ら生理的食1纏水50ccに 分散 して0.1%生 菌微細淫游液をつ くり之を免疫原としナこ.

 b)菟  疫  法

 2.0-25kgの 白色家兎5匹 を用ひ夫 々上記冤疫原を3日 の聞隔を置いて3回 耳静脹に注射 し

九 注射量 は第1回1cc第2回1,5cc第3回2ccで ある.最 後の注射 日から7日 後に於て豫

備探血に依 り高度の免疫債を確めた動物を選び頸動脈切団によつて全探用を行ぴ血 清 を分離

し56t30分 間加温 し,之 を非働性発疫血清 として以下の試験に使用 した.

 2)沈 降 反 鷹

 a)抗  原  液

 読原としては核蛋白,核 酸,核 酸脱蛋自,遊 離性核酸.pH 9.0抽 出蛋白, n-NaOH抽 出蛋

白,糖 寺を用ぴ之等を生理的食墜水に1%の 割合に溶解 した.蛋 白は何れ も生理的食盤水には

完全に溶けないか ら,少 量の苛性ソーダを添加 して透明液 として更に稀盤酸を滴下 してpHを

7.27.4に しナこ.叉 糖は酸性反慮を呈するか ら,溶 液に苛性 ソーグを少量加へ前記のpHに 調

整 した,

 b)試  験  法

 Uhlenhuth 輪環試験法に從つて施行 した.各 種抗原液を生理的食臨水を以て涯減的に稀繹

し,各 液を沈降試験管にとり前記冤疫血清を重畳 して生成する白濁環を観察 した.試 験成績の

判定は10分以内に著明に反癒するものを計,30分 以内に著明に現れるものを汁とし以下之に準

じ観察時間は室温に於て60分を限度とした.樹 封照試験 として免疫血清の代 りに正常家兎血清

を用ぴて同様の操作を行ひ陰性なることを確めた・,

 本試験の結果を次に表記する.

               第 ほ表 沈 降 反 態

       _ 抗 元 稀 繹 借 数¥:;圭880
   抗   兀          

1H   2H  'L5H   IT   2T   5T  lOT   20T  50T

  核 蛋 白 辮 畳ト 廿 什+ + + 士 士

  核 酸 醗 蛋 白 辮  井  升  +  +  +  +  一 一

  PH 9.0抽出蛋 白  卦   →十   十   十   士   一   一   L   -
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       ゴ  抗 元 '稀 繹 倍 数 ¥:181。
   抗   兀          

1H   2H   5H   IT   2T   5T  10T  20T  50T

  n-NaOH抽 出蛋白 卦   廿   +   +  士   一  一   一  -

  核 酸 一 一 一 一 、 一 一 一 一 一

  遊 離 核 酸   一   一   一   一   一   一   -   一  一

     糖 一 一 一 一 一 一 一 一 一

 上表を通覧すると核蛋白及び夫よの分離 した蛋 白は殆ん ど同 じ彊度の抗原性を示すけれ ども,

核酸には全 く抗原性のないことが認 められる.菌 禮蛋白は爾種 とも核蛋白よりは可成 り劣つて

はゐるが抗原性を現 してゐる,之 が果 して混在 してゐる核蛋白に依 るのか或は蛋白の非特異的

類屡反鷹に原因するのかは明かでない.樹 注目すべき瓢は糖に抗原性が歓如 してゐることであ

つて帥ち此糖は菌髄の特異性含水炭素でないことが理解 され る.

 3)補 龍 結 合 反 鷹            ノ

 a)豫 備 試 験

 山羊血球 を以て家兎を冤疫 して得た溶血素血清の溶血L儂,補 膿の最小溶血傾即ち絶封量,冤

疫血清及び抗原(核 蛋白,燐 脂艦1及 びfl)の 溶血阻止作用等の測定を行ひ各液の使用量を決

定 した、

i 抗原液 核蛋白はo,1%液 の5倍 稀繹が阻止下量であつて,其 牛量即ち10倍 稀繹液を用

 ひた・燐脂罷PI及 びPIIは 何れ も0.1%ア ルコール液の30倍 稀繹が阻止下量であつて60

 倍稀繹液を使用 しナこ.

ii冤 疫血清 阻止下量の牛量自IJち10倍稀繹液をとる.

iii補 罷 新鮮海狽血清の5.7倍 稀繹液o.2ccが2輩 位(2E)に 相當 しナこ.

iv 2.5% 感作山羊血-球2孚游液

 25倍稀繹溶血素血済(溶 』血債800倍)1ccを2,5%山 羊血球浮游液100ccに 加へて調整 した

b)本 試験 (Browning法)

 一列の試験管をとり先づ抗原液0.5cc宛 を入れ非働性菟疫血清0,5ccを 加へ更に補艦を2E

より始め2E宛 増量的に加へ以上をよく振猛混和 して37℃ の水浴中に時 々振鑑 しつ 」1時 間

浸漬する.つ いで2,5%感 作血球俘游液 α5ccを 加へ再び混和 し37℃ の水浴中に1時 間置

き一夜氷室に貯へ溶血反慮を観察 した.同 時に二種の封照試験を行つた,鄙 ちA)抗 原を2倍

量入れ免疫血清を加へす補膿2Eを 加へるB)免 疫血溝を2倍 量入れ抗原を加へす補禮2Eを

加へる。而 してA)B)は 何れ も完全溶血なることを確めた.本 試験の成績を次表に掲ける・

+什は完全溶血,1+は 一部溶血L,一 は完杢非溶血である。
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              第12表 補 髄 結 合 反 鷹

            補 醜 軍 位 封 照 試 験

   抗 元 ・一!蒲
   核 蛋 白 一 ± 十 十ト チ}ト 柵・ 冊

   燐 脂 髄1  一 卦 帯 帯 冊  帯   帯

    〃   II    一  什  惜  帯  措    帯     晋

 上表に依れば何れの場合にも袖禮糸芸1合反憲が高度ではないが陽性である.脚 ち之等の物質

 は袖 豊結合性抗元であることを示 してゐる.

                 総   括

        戸

1)研 究材料 として枯草菌をブイヨン培養 して乾燥菌膿530gを 探集 した.

2)乾 燥菌膿の45%を 占める無機質中にはカルシウム及び燐が断然多いことが認められる.

3) 中性脂肪を鹸化 した結果グ リセ リン及び脂酸を分離 した.不 鹸化物中にはステ リンを見

  出さなかつた.脂 酸の主なるものは分析値 より推定 してパル ミチン酸ラウリン酸パルミ

  トオ レイン酸オイレ・ン酸等である.

4)燐 脂禮の特異難 としてはPに 比較 してNの 含有量が著 しく低いことである.叉 本判分

  には糖が殆んど含まれてゐない.

5)特 種な硬質蝋物質を分離 した.本 物質は高分子化合物の通有性を示 し叉抗酸染色性を有

  してゐる-芽 胞成分であることを推論 しナこ.

6)酸 性反磨を呈す る非結晶性の糖を軍離 した.検 索の結果葡萄糖二分子,ア ミノ糖一分子,

  糖酸一分子 よりなる四糖類であることを推定 しナこ.

7)核 蛋白は脱脂菌馳をボールミルを用ひ充分磨碑 した材料をPH 6.4燐 啓1斐騨緩衝剤を以て

  抽出して良き牧量で牧得されナこ.核 蛋白か ら分離 した核酸は リボーゼ,デ スオキシリボ

  ーぜの爾種の糖反慮を與へ,從 つて複合型或は混合型核酸 と見傲 され る.

8)核 蛋白とは別個に遊離性の核酸が軍離 された.核 蛋白の核酸 と性欣は略一致 してゐる.

9)菌 禮蛋自は2.5n-NaOHで 殆ん ど悉 く抽出分離され後に淺 された菌燈抽出幾渣は一種

  の複難なN含 有多糖類に属 し,菌 騨の支柱質と考へ られる.

正0)免 疫學的試験を行ひ抗枯草菌冤疫血清に封 し沈降反慮,補 膿結合反鷹に就て菌階成分の

  試験管内抗原性を槍査 しプこ.沈 降反鷹に於ては核蛋白及び夫か ら分離 した蛋白は何れ も

  最彊度の抗原性を獲揮 し,pH 9.0抽 出蛋白, n-NaOH抽 出蛋白は之に劣るがやはり

  抗原性を示す.形 酸及ひ糖は全 く抗原性を認めない.柿 潔結合反鷹に於ては核蛋白及び
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   燐脂膿を試験に供 し何れ も反能陽性なることを確めナこ.

 本稿を欄筆するに臨んで本研究は恩師前 田教授の直接御指導の下に行はれ且つ費用の大牛は

丈務省科學研究費に依つて支辮 されナこことを附記 して此庭に深甚の謝意を表す.

         (昭和十五年十二月七日 京大化學研究所講演會に於て獲表)
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