
           明 石 ・伊 丹:二 三 細 菌 の 化 學 的 成 分

         二 三 細 菌 の 化 學 的 成 分

        研究嘱託醫學博士 明 石 修 三

        助 手    伊 丹 二 三  雄

 既に我々は枯草菌1}に 就て菌髄成分を究明したが今同績V・てアルカ リゲネス菌(B.foecalis

alcaiigenes),螢 光菌(B・Huorescens liquifaciens),納 豆菌(B, natto)に 就て前同と同檬の目

的並に方法の下に研究 を賢施し光・ これ ら細菌中納豆菌及び螢光菌は枯草菌と同様に芽胞性細

菌に屡 しアルカ リゲネス菌 は無芽胞性桿菌である.何 れ も普通 ブイ ヨンによく繁殖し液膣培養

法により比較的容易に大量の菌艦 を培養獲i得することが出來る.

            [1]ア ル カ リゲ ネ ス菌

 1.菌 髄の培養並に探集

 500ccの 三角コルベンに普通 ブイヨン80 ccを 容れ加堅滅菌後殖菌して370C 5日 間培養 し

た.張 く腐敗臭 を放ち,漏 濁せるアルカ リ性の培養液をそのま 」遠心分離せんとしたが容易に

菌膣が分離せ一気 そこで盤酸 を加へpHを 約4,0に 下げた塵菌艦は忽ち器底に凝集沈下し元.

この措置は菌髄成分の一部分が稀酸により溶出する懸念を俘つてゐるが止むを得ない臨機の手

段 として採用した.勿 論鷺酸を加へるに先だち培i養液のベルケフエル ド濾液か聰酸添加により

何等沈澱物を生 じない ことを確めた・か くして沈澱した菌髄か ら上清液 をサイホンにて除 き沈

澱に水を加へて擁搾放置後上清液を再び棄てか 」る洗灘操作 を3同 反復した.つV・ で シャープ

ルス遠心器を用ぴて菌艦を分離 し磁製平皿或は陶土板に薄 く塗 り370の 贈i卵器内に2日 間放置

すれば菌髄は菲膜 となつて容易に剥離 し之 を更に硫酸乾燥器内に乾燥後ボール ミルに入れ2日

間廻韓磨碑 し淡褐色の粉末 を得た・ 牧得量は平均100本 の培養瓶より菌艦粉末159の 割合で

あ り,総 計586gを 探集して研究費料に供した.

 2・中性脂肪及び燐脂艦の分離

 全菌髄粉末を酒精 工一テル混液(1:1)3Lに 浸漬 し時々振盗 しつ 」日光を遮断 して1週 間室

温に放置 した,か 玉る抽出操作 を浸漬液を毎同更新して3同 反復した.浸 液 を集めて減璽蒸溜

し蒸溜残渣を300ccの エーテルに溶 し30 cc宛 の水で3回 洗源した.水 洗液にはMolisch氏 糖

反慮が陰性で あつた・エーテル液を蒸溜すれば黒褐色の稚 硬V・脂肪塊を残し,これを再びエー

                   (1)



           化 學 研 究 所 講 演 集 第+三 輯

テル120ccに 溶 しアセ トン500 ccを 加 へ燐脂髄 を 沈澱せ しめ氷 室 に1夜 放 置後遠 心分離 し 粗

燐脂髄P7.7g(1.3%)を 得 た.一 方アセ トンエーテル可溶部 は溶媒 を蒸 溜 し中性脂肪10.5g

(1.8%)を 分 離 した・

 3・ 中 性脂肪 の検 索

 1)中 性 脂 肪の性歌

 外 観 は黒褐色軟固膣 呑融 鮎27～30。,酸 便154.5,沃 素 債55・9,鹸 化 債239。,PO.58%, N

O.73%で あ る.

 2)中 性 脂 肪の鹸化

 試 料109を5%酒 精 性 カ リ150ccと 共 に窒素 を通 じつ 玉5時 間水浴 上で加熱 した.酒 精 を

減屡溜出後 水100ccを 加 へ一部 化生 したエステルを分解 す るた め暫 時水浴 中に熟 し,つV・ で

エーテルにて振猛 しエーテル暦及び水暦 に分 けた.エ ーテル暦 よ り不鹸化物 として淡黄 褐色 の

軟固盟0.84g(8.4%)を 得 た.ス テ リン反鷹陰性,沃 素便126.7で あ り,ベ ンチ ン木精 と共 に

振盗 すれば色素 の大部分 はベンチン層 に淺 りカ ロチ ノイ ド色素 の存在が豫想 せ られ た.… 方水

暦 は稀硫 酸 を加へ析出浮上 する脂酸 を分 取 し更に エー テルで水暦 に淺 る脂酸 を悉 く抽 出 し}か

くして混 合脂 酸8.69(86%)を 得 た.脂 酸 を分離 した硫酸酸性水 溶液 は炭酸 バ リウ ムを加へ 硫

酸 を中和 しその ま 」蒸 護乾燥 して粉末 とな し更に ソク スレ ツ ト浸 出器 を用ひ乾 燥 アセ トンで グ

リセ リンを抽 出 した,ア セ トン浸液 を蒸獲すれば濃蜜液0.139(1,3%)を 得 た.こ れ はア ク ロ

レイン反鷹 を呈 しグ リセ リンの存在が讃 明 された.一 方混合 脂酸は鉛盤 工Fテ ル法 に よ り固髄

液艦 爾酸 に分別 し各 に就 て分析 した結果 を第1表 に表示 す.

           第1表 中性脂肪に含まれる固髄酸並に液豊酸

          外 観   融饅   中和債 沃紫債 C平 均藪  牧 量

     固豊酸  淡褐 固膿  58～61。 217.7 4.4 C】6  3.86g(38.6%)

     液韻酸  黒褐液髄  一   176,1 57,7 C20  3.669(36.6%)

 4.燐 脂 髄 の 検 索

 粗 燐脂髄Pを エーテル100ccに 溶 解 するに 工一テル不溶 分 として0.39残 つ た.こ れ は燐 を

含 ます(0.0壬%P),蝋 檬 物質で ある.一 方 工 一テル液 にはアセ トン200ccを 注加 し生 じた沈澱

Aを 濾液Bよ り分 け〕た.Aは80～40 ccの エ ーテルに溶解 しエーテル と等容の アセ トンを加へ

て沈澱 する操作 を再三 反復 して燐脂髄PIを 得 た. PIの 濾 液 をBに 合 し溶媒 を蒸 溜 し更 に工 一

テル40～20ccに 溶 し等容の アセ トンを加 へて再沈澱 する操作 を繰返 し行 ぴ燐脂膣PIIを 得 た・

Phの 濾 液 を蒸獲 して得 た残 溢 をP田 とす る.攻 に燐脂艦 各劃分 の分 析結果 を掲 げ る・

                   (2)



            明 石 ・伊 丹:ご 三 細 菌 の 化 學 的 成 分

              第2表 燐    脂    盟

    劃分   外 観    融 黙    P(%) N(%)  N:P  収量(9)

    PI  淡 褐 固 盤  170～175。  3.61  2.03  1:0.80  4.5

    pII 褐 固 督豊 165～168σ 3.43 1.97 1:0.78 2.7

    P工II  赤褐 軟固盤   65～700  1.45  1.57  1:0.92  0.5

 上 表 に よれば 各燐 脂鰹 は モ ノア ミろ モ ノ燐脂髄 と考へ られ る,又 何れ の劃分 に 就て も

Molisch氏 糖 反鷹陰性 なれば糖脂肪の存在 は否定せ られ る・

 5.蠣

 酒 精 エーテル液 で脂肪燐脂艦 を抽 出除去 した菌撹抽 出残渣 を クロ ・ホルムで庭理 したが抽出

物 僅かに0.29に 過 ぎす検 索 を省略 した.

 6.酸 性 水浸液 より分離 され る菌膿 成分(特 に糖)

 本 浸 液 には主 として糖,塞 基成分)稀 酸可溶性蛋 白,無 機成分 等が含 まれて ゐるが 各成分 の

純 粋軍離 は含 量が 多いか或 は分離 さ%易 い もの を除 蘇ては一般 に困難で ある.先 づ脆脂菌騰 を

ボドル ミルに納め約10日 聞延時間約80時 聞廻轄磨砕 し・染色鏡検により細菌髄の悉 く破騨 せ

られたことを確めた後抽出操作 を施 した.菌 燈を10Lの 酪酸水で庭理 し液のpHを4.0に 保ち

電動撹搾器をかけて籔時間激 しく擾搾する.次 に吸引濾過 して得た黄褐色液髄 を低温にて水浴

上に蒸醗 し濃縮液に三盤化酷酸 を加へ除蛋白L濾 液は石油 エーテルを以て残留せる三盤牝酷酸

を抽出除去 した後濃縮 し無水酒精を加へて分劃沈澱 を行つた.か 玉る操作により分離 したもの

は燐酸石次 を主膣 とする無機質が 殆んど大部分で他に糖と畳しき物質少量を得た.本 物質ぼ

α一ナフ トール反慮陽性,ペ ン トーゼ反鷹陰性であ り,加 水分解により始めて還元力を呈するも

のである.微 量なるため精査 を断念 した.

 7.粗 核蛋白の分離

 上述の抽出淺渣をpH 6.6の 燐酸璽緩衝液10 L中 に浸漬 し4時 間機械的に激 しく掩搾後 シヤ

ープルス遠心器 によ り抽出液を分取 し,液に膠歌鐵液 を加へ濾過すれば透明の濾液が得 られた.

之に氷酷酸を加へ核蛋白を沈澱せしめんとしたが他の菌の場合 とは異 りpHを 遙かに下げ2.4

～26に した時完全に析出した.核 蛋白の沈澱は分離後再び水に分散して重曹を添加して溶解

し更に酷酸 を加へて析出せしめた.牧 量は659で あつた.

 8.粗 核蛋白の濾液 より遊離核酸並に糖の分離

 1)糖 の分離

 粗核蛋白を濾別 した濾液は全部合せて水浴上に約1μ に迄濃縮し冷飽和硫酸銅液を加へて銅

盤を析出せ しめた.遠 心分離 した沈澱を5%臨 酸含有木精で銅が完全に除去され白色となる迄
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洗際 を反復しつV・で10%酷 酸ソーグ液を細 く分散し,よ く擁搾 した る後遠心分離する.か Σる

酷酸 ソーグ液による抽出を更に2同 反復績行 し最後に沈澱 を2%苛 性 ソーダ液に溶 し少量の不

溶物を濾去し木精 を注加して生成する沈澱を脱水後粉末化 し2.5gを 得た.本 物質はN6.4%

Pを 含ます,ペ ン トーゼ反慮陰性;グ ルコ夢 ミン反鷹は微弱であつた・還元力はそのま 玉では

現さ汝い.加 水分解 し難 く10n盤 酸を以て4時 間加熱分解した時最高還元値葡萄糖 として41・8

%を 示 した.

 6)遊 離核酸

 一方糖め洗潅に酷酸 ソーダ液を集め堅酸友び木精を加へると核酸が析出した.牧 量19,分

析値はp6.7%N14.5%で あった.

 9.粗 核蛋 白の検索(粗核蛋白割分より糖 棲酸及ひ蛋白の倉瑚)

 前掲の粗核蛋白はN14.42%, P 3.97%で あ り一一見純度の高V・製品の如 く認められ るが,以

下に述べる分離操作 を施し允結果核蛋白中に前記の糖が相當多量に含有 されてゐることが判明

した.本 操作の要領は粗核蛋白を苛性 ソーダ液に溶解しついで酷酸添加によ 夢蛋白を再沈澱せ

しむるに際し液 中に化生する酷酸 ソーダの濃度が小なる場合には核酸が蛋白と共に沈澱 して糖

のみ濾液に移 り,叉 もし酷酸 ソーグの濃度が5㌧10%に 増加すれば蛋 白のみ析出し大部分の核

酸恭液中に溶存する性質に基い允もゐである.

 1)糖 ゐ秀離

 尭づ粗核蛋 白159を2%苛 牲 ソーグ液と共に捏ね軟泥倣 となし水約180ccを 加へて溶液 と

した.30%酷 酸を加へP宜4.2に 汝し析出した沈澱を遠心分離すれば可成濁つだ上暦液が得 ら

れた.沈 澱は上述の稀 アルカリに溶解酷酸添下による沈澱操作 を倫$回 反復して行ひ4同 の操

作 こより得られた分離液 を合した。之を水浴上に蒸獲すれば溶唇する蛋白は液が濃厚 となるに

從び…欠第 て菲膜 とな り液面に出現するから之 を濾別し沈澱 は前記不溶主蛋白に合した一方濾液

の労ほ約80ccに 濃縮 した後 ク官・ホルム振盟法による除蛋 白を4同 反復施行し最後の除蛋白

濾液を30cc迄 濃縮して4%聰 酸含有木精を4倍 量加へると糖が析出した.淡 褐色務末で牧量

2.019である池0.3%N7,9%で ビウレツ ト反鷹は険性であるがペン トーゼ反懸微陽産で核酸

の微量混在が豫想された.本 糖が如何なる物質であり叉如何なる形態で菌盟 に含 まれてゐるか

に就 ては勿論豫断は出來なV・が一種のヘテロポリウーロン酸 として核酸 と同檬に蛋白と複化合

物を形成 してゐるか或は叉糖が核蛋 白と偶然溶解並に沈澱性を等し くしてゐるために爾者が同

一劃分に出現 したかの二つの解繹が可能であるが實際には恐 らく糖蛋白複合禮を推定する方が

正しV・見解ではなか らうか と思ふ.

                  (4)



           明 石 ・伊 丹:二 三 細 菌 の 化 學 的 成 分

 2)核 酸 の分離

 上 述 の酷 酸不溶沈澱 に4%苛 性 ソーダ液約50cc及 び5%酷 酸 ソーダ液150 ccを 加 へ て溶解

し更 に氷酷 酸 を加へ てpH 4.2に す れば沈澱 を生 じた.乾 燥粉末 として牧 量10.09で あつた・

これ はN1430%PO.73%を 含 み自口ち睨核酸蛋 白で ある.一 方蛋 白を分離 した濾 液は これ を

水浴上 で蒸 獲すれ ば少量の蛋 白が凝固析出す るか ら濾別 し,更 に蒸獲 をつ 璽けて約60ccと な

しpHを5・6に 調整 しク 質・ホル ム振盗 除蛋 白法 を3同 反復施行 した・ 最後 の除蛋 白濾漢 蓼水

浴上 で約20cc迄 濃 縮 しこれ に盤酸含有木精 を5倍 量加へ る と核酸 が析 出 した.牧 量は無色粉

末 として1.3gで あ つた・分析 の結果次 の通 りで ある・

                第3表 核    酸

   P(%) N(%) P:N  リボFゼ(%)  リボrゼ 核酸(%)  チ ミノーゼ核酸(%)

   8.01    15.52    1:1.94     8。39            34.1               51.7

 上 表 中 リボーゼ印 ちペ ン トーゼの定 量 は角倉氏法2)に 從 つ て行 つた 又 リボ ーゼ核酸 舅は酵母

核酸 の リポ ー ぜ含量の計算 値 を24.6%3}と し叉本核酸 中に含 まれ る μボ ーゼ核 酸 を酵母核酸 と

假 寧 して上記 の リボ ーゼ含量實測 値 よ り算 出 した.チ ミノーゼ核酸 量 はチ ミノーゼ即 ちデ スオ

キ シ リボーゼの呈 色反慮 に立脚す るDische氏 チ ミノーゼ核 酸定量怯4)に鯉 つて定量 した.以

上の成績 が示 す逓 り本 核酸 は可成 り高純度の もので あ り且っ鼠 チ フス菌核酸5》枯草薗核鯵6)と 種

類 を同 じ くして リボ ーゼ核酸,チ ミノーゼ核酸 の混合艦であ ることが判つ た.

 10.菌 髄 蛋 白の分離(n・RaOH抽 出 蛋 白)

 核 蛋 自抽 出残渣 をn-NaOH 5 Lに 浸 漬 し約4時 間激 し く擁拝 した る篠 一夜氷 室に政 罹すれ

ば全菌艦が全 く溶解 せ る ことを認めた。微 量の不溶物 を遠心分離 し透 明液 に氷 冷 しつ 製濃 豊酸

を加 へpH 4,2と な せ ば完全 に蛋 白が沈澱 した・ この沈 澱につV・て アルカ リに溶解酷酸 にて沈

澱 する操作 輩3同 反復 し最後 の沈灘 孚游練 を牛膀胱 に納めて4日 間流水 中にて透析 し木糖 エー

テル にて塵理 し134gの 粉 末 を得 た. N 13,71%で あった.

 11.菌 瞬 の友 分組 成

 乾 燥菌燈 を100。 減 厘i㌘i亙童 に達 する まで乾燥 した試料 を分析 した6・17%の 次 分量 を早出 し

た.次 分中の各成分 を定量 し%で 表ぜば次 の通 りである.

              第4表 灰 分 組 成(%)

    Na20   K20   CaO   MgO   P205   SO3   SiO2

    6.80     窪.74     12.6     3.13     49.6     3.51     3.30

   Na:焦 性 アンチモン酸盤 として沈澱し沃素滴定した,

   K:亜 硲酸 コバル ト,カリ,ソ門ダとして沈澱 し沈澱を過マンガン酸カリ液で滴定した。
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   Ca:蔭 酸鯉として沈澱し過マンガン酸カリ液を以て滴定した.

   Mg:燐 酸マグネシウム・アンモンとして沈澱しその中の燐酸を比色定量した.

   P205燐 モリブデン酸盤を化生せしめ・アミドールを選元刺として作用し獲現する青色色

      素を比色定量した.

               [∬]螢  光  菌

 1.菌 髄の培養並に探集

 前同 と略同様に施行したが探集時に多少前同と異つた所見は稀塞酸 を加へてpH 4.0に した

際菌膣が ゴム塊状に凝集 し器底に沈降せす反つて液面に浮上 した ことである.そ こで これ を金

網で抄ぴ)布 巾を用ぴて吸引濾過し,よ く水洗して充分培養液 を除V・た後磁製平皿に薄 く塗布

し2甕 夜艀卵器内に放置乾燥 し,最 後にボール ミルを用ぴ粉末 とした.探 集菌撹は乾燥量 とし

て5959で あつた.

 2,中 性脂肪及び燐脂髄の分離

 菌燈の酒精 エーテル浸液を蒸溜しエーテル可溶の混合脂肪を分離 した,エ ーテル液の水洗液

は黄色を呈したが蒸獲騰渣微量なため槍索しなかつた.混 合脂肪はエーテル ・アセ トン庭理に

よリアセ トン可溶の申性脂肪とアセ トン不溶の燐脂罷 とに分別 した.こ の際濃褐色の色素はア

セ トン不溶部に移行 した.牧 量は申性脂肪45.7g(7.7%)燐 脂禮53gで あった.

 3.中 性脂肪の検索

 1)中 性脂肪の性歌

 褐色軟固艦で融難25～29。,酸 便71.0,沃 素慣47.0,鹸 化慣188.1)PO.07% NO.28%で

ある,

 2)中 性脂肪の鹸化

 試料329を5%酒 精性カ リ300ccと 共に5時 間窒素氣流 中にて水浴上 に加熟分解した・ エ

ーテル可溶の鹸化産物 として混合脂肪酸28,89(90。0%),不 鹸化物1・35g(4・2%)を 得た又水

溶性鹸 化産物としてアセ トン可溶の濃蜜液0・23g(0.7%)を 分離 し,こ れは黒占滴反慮によリグ

リセ リンなることを誰明した.術 鹸化産物中に糖の存否をMolisch氏 反鷹及び還元反鷹によ

り槍査したが論明出來なかつた.從 つて本中性脂肪は悉 くグ リセ リツドであり糖脂肪の如きは

含 まれなV・ことが推噺せ られた,不 鹸化物は黄褐色の牛固盟であつて沃素儂84.0)ス テリン反

鷹陰性,ベ ンチン木精 を以て庭理すれば色素はベンンチン暦に残 り褐色に染めた.混 合脂肪酸

は鉛盤工一テル法により褐色の液撹酸 と淡褐色の固罷酸 とに分別せられだ.そ の性欺 は次掲の

表の示す通 りである.
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            第5表 中性脂肪に含まれる固盤酸並に液盤酸

         外 観  融 鮎  中和債 沃素償 C平 均数   牧  量

    固盟酸  淡褐 固盤  56-58  192.7  15,5   Cls  14.45 g(45.1%)

    液髄酸 褐 液 鵬  一  216.9 84.O C16 13.759(42,9%)

 4・ 燐 脂髄 の検 索

 前 記 の粗 燐脂髄 を分劃精製 するために70ccの 工一テル に溶解 し)ア セ トン100 ccを 注加 し

生 じた沈 澱 と濾液 とを分 ち沈澱 は毎 回溶媒量 を減 じつ 玉7回 再沈澱 を反復 し,最 後 に50ccの

エ ーテル に溶解 し,溶 液 を150ccの 氷 冷 アセ トンに滴下 して沈澱PIを 得 た.叉PIを 得 るた め

に出來た濾液洗 液 を全部 合 して溶媒 を蒸溜 しPIIを 得 た.脂 肪中の色素 は大部 分P置1劃 分に移

行 した・PI PHの 性 歌 は次 に掲 げ る通 りである.

              第6表 燐 脂 畳豊

    劃分  外 観  融 黙  P(%) N(%) N:P 牧量g

    PI     ～炎 褐 固 督豊    187～190。    4.11 、   2.15    1:0.86    4.1

    PII   濃褐牛固罷    42-44    2.02   0.81   1:1.12   1.2

 5.蝋 の 検 索

 酒 精 工一テルを以 て抽 出 した菌髄獲渣 は これ をク ロ・ホル ム2L宛 を以 て2同 抽 出した.分

取 した ク ロ・ホル ム浸 液 を蒸溜 し蒸溜淺渣 を25ccの エ ーテルに溶解 し微量 の不溶分 を除 きア

セ トン200cc中 に注 加 し一夜 放置後遠心分離 して沈澱WIを 分 離 し上清液 は溶媒 を蒸溜 して残

渣WIIを 得 たWiは 冷 工 一テルに梢 灘 溶 であるが温 めると易溶で ある.次 にWI WIIの 性 欺 を

表 示 す る・

               第7表 ク ロ、ホルム抽出成分

    劃分    外 観     融 識    P(%) N(%)   N:P   」険量9

    WI  褐 固 盟  182～185。  3.76  2.18  1:0.76  1.68

    WII  褐 牛固膿    一    〇.98  -   -   0.72

 W1は 冷 工一テルに梢 君難 溶 なるた め 酒精 工一テルに溶 けす ク ロ・ホル ム抽 出成分 として 現

れ た もので あるが本 物質 はP,Nの 含 量カゾ 推 して蝋 とする よ りも寧 ろ燐 脂髄 と見倣すのが妥

當 と思 はれ る.よ つ て後 出の菌禮 成分 一覧表 には燐脂罷牧 量の中 に算 入す ることに した.

 6。 酸 性水浸液 よ り分離 される菌髄成分(糖)

 ア ル カ リゲネ ス菌 の場合 と同檬 に虚理 したが糖或 はそれ に類似 する物質 を酒精分劃沈澱法並

にア ムモ ニヤ鉛 塵法 の何れ に よつて も分離 する ことに成功 しなかつ た,最 初菌禮 を探集 するに

あた り便宜 的手段 と して鷹酸 を以て庭 置 したが若 し菌禮 成分 の或 部分が菌髄 か ら溶出する懸念

あ りとすれば,そ れ は酸 性水浸液 に現れる成分特 に糖及び無機質 である ことは論 する まで もな

                   (7)
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V・.然 し果 して糖を菌膣探集時に喪失したか或は元來本菌の糖含有量が微量なるため軍離出來

なかつたかに就ては實誰を侯たねば断言出來ない.
           0

 7.核 蛋 白 の 検 索

 1)核 蛋 白の分離

 分 離法 は前同 と全 く同一で ある.総 牧量409淡 褐 色粉末でN13.1%P2.9%で あ る.

 2)核 蛋 白 より核酸の分離

 219の 核 蛋 白を乳 鉢に と りn-HaOH 100 ccを 加 へ よ く捏 ねて粘稠 液 とな しこれ に5%酷 酸

ソーダ液 を200cc加 へつ いで50%酷 酸 を注加 しpH 4.4に すれ ば大量 の蛋 白が析 出した.之 を

遠心分離 し沈澱 は酪酸 水 を以て2同 洗際 し分離液 に洗液 を合 し水浴上 に灘縮 した.こ の時熱 凝

固蛋 白が 少量析 出 したか ら之 を濾別 し濾液に苛性 ソーグ液 を加 へ てpH 5.6に な し,濃 縮 を績

けた.液 量 を120ccと な し これに1/4容 の ク ロ・ホル ムと1/10容 の ア ミールアル コール とを加

へ1時 間激 し く振盗擁拝 し,つV・ で遠心 分離 しク ロ・ホル ム蛋 白ゲルの沈澱 と上 暦液 とに分 け

上暦液 は更に3同 同檬 のク ロ ・ホル ム振盈法 を繰返 し實施 した.か くして除蛋 白された上暦液

は これ を水浴上 に濃縮 して約30ccに して5倍 量 の4%聰 酸 含有木 精 を加へ る と核酸が析 出 し

た.牧 量3.09で あ つた.

 一方 ク ロ ・ホル ム蛋 白ゲルは全部 集 めて114容 の木精 を加へ て解 膠 し分離 した蛋 白を最初 に

酷酸で析 出せ しめた大量の蛋 白に合 し之 を核酸脱蛋 白 とした.該 蛋 白はPO.64%,N14,53%,

牧 量179で あ つた.

 3)核 酸 の分析

                第8表 核    酸

    P(%)  N(%)   P:N リボーゼ(%)」 ボPゼ 核酸(%) チ ミノーゼ核酸(%)

     9.30    14,55    1:1.56    7.69         31.2          39.6

 8.菌 髄 蛋 白の分離

 1)pH 5.0抽 出蛋 白

 核 蛋 白抽 出残渣 を水5Lに 分 散 しn-NaOHを 加 へてpH 9.0と し4時 間i麗拝 後遠 心分離 し

た.暗 褐色梢 ミ不透明 な上暦液 に氷酷酸 を加 へてpH 4.0に す れ ば蛋 白が 多量沈澱 した.沈 澱 は

酷酸 水で洗液 に燐反鷹 がな くなるまで洗 條 したる後3回 再沈澱 を反 復 し最後 に アルカ リに溶 解

し膀胱 内にて3日 間透析 を行 ぴしか る後粉末 としたN14,0%牧 量253g.

 2)2.5n-NaOH抽 出蛋 白

 上 記蛋 白の抽出淺渣 は爾少量存 しこれ を10%NaOHに 浸 漬 すれ ば悉 く溶解 した.部 ちアル
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カ リ不溶 の菌髄 成分が存 しない ことが判つた.浸 液を氷冷下 に濃 臨酸で 中和 し更にpH 2.8に

す れ ば沈澱 を析 出 した.3同 再 沈澱 を行つ てか ら乾燥粉末 とした.N12.9%牧 量20・9.

 9.菌 髄 の茨分組成

 菌 艦 の次分 含量 は5.02%で あ りその組成 を次 に表記す.

              第9表 灰 分 組 成(%)

    Na20   K20   CaO   MgO   P205   SO3   SiO2

    5.37     3.22     8.10     4.74     54.4     3.07     10.2

               [III]納 豆 菌

 1.菌 饅の培養並に採集

 培養條件は全 く前者と同様である細菌の繁殖したる培養液は特有の芳香 を有し若 し僅かで も

悪臭 を放つ ものがあれば雑菌の混入を指示する謹左であつて遺棄 した。菌燈の遠心分離はその

ま 」では思はしくなV・ので盤酸を加へpH 4.0と なし凝集沈下せしめて探集した.牧 獲 した菌

艦総量は乾燥粉末 として504gで あった.

 2・中性脂肪及び燐脂髄の分離

 菌髄の酒精工一テル抽出成分として14・69を 得た.そ の中9.09(2・0%)は 申性脂肪であり淺

り5.69(1.1%)は 粗燐脂髄であつた.尚 これ ら脂肪を分離した水溶液及び洗源液に就ては糖反

慮が陰性であつた・

 3.中 性脂肪の検索`

 1)中 性脂肪の性歌

 他の細菌脂肪 と異 り濃褐色液燈である.酸 償90.2,鹸 化債221.9,沃 素便57・4である・

 2)中 性脂肪の鹸化

 試料89を5%酒 精性カリ100ccと 共に窒素を通 じつ 瓦5時 聞加熱して鹸化した・分解塵物

として混合脂肪酸5・859(73・1%),不 鹸化物m59(13・1%)及 びグ リセ 】}ンを主髄 とする無水

アセ トン可溶の濃蜜液0.539(6.6%)を 得た.伺 鹸化産物中には糖を諦明出來なかつた.不 鹸

化物含量は他菌に比 し著 し く多V・.濃 禍色軟固鰹で沃索慣126,ス テ 夏ン反鷹陰性であつ箆・

これをベンチン木精 と共に振盗すればベンチン層は濃褐色に染つた.

 3)混 合脂肪酸 を固膣酸液髄酸に分別

 本混合脂肪酸は枯草菌に於て経験 した如 く鉛塵工Pテ ル法 を軍濁に適用出來なかった.何 と

なれば鉛璽の加温工一テル溶液を冷却すれば鉛塞の一部はゲル状に析出し且つ この沈澱は多少
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冷 工一テルに溶解す る性歌 を示 した.よ つ て枯草菌 に於 て述 べた通 り酒精法,ヱ ーテル法 を併

用 して次 の四種 の鉛 盤 を分 けた.帥 ち,

 A)エ ー テル及び酒精 に不溶の鉛 璽,B)酒 精 不溶 冷 工一テル難 溶温 工一テル可 溶 に して冷

却 すれば ゲル状 に析 出す る鉛盤,C)酒 精 不溶,冷 工一テル易溶の鉛聰, D)冷 エ ーテル,冷

酒精何れ に も易溶の鉛塞,こ れ ら各鉛 盤 よ り得 た遊離脂酸 の性歌 を次表 に掲 げ る.

           第10表 中牲脂肪に含まれる固盟酸並に液盟酸

     劃分   外 観   融 蕪  中和慣  沃素償  C平 均数  歌量g

     A  黄白固黙  27～29。  251  3.47  C】4   0.64

      B  禍 固 艦  24～25  274  18.40  C12   0.65

     C   褐 牛固i貼   一    262   28.63   C12_14   1.78

     D  褐 液 盟  一  272 38.32  C12  1.90

   上表 より明かな蓮 り脂酸の大牛が液盟或は低融黙のものであ り,こ のことは本菌の中性

   脂肪 が液状を呈 してゐることに一致 してゐる.

 3.燐 脂 髄 の 検 索

 燐 脂髄 は分別沈澱 に より3劃 分 に別 けた、先づ エーテル15ccに 溶 解 しア セ トン30 ccを 注加

す る分別 法 を3回 反 復 して沈 澱 と可溶部分 とに別 け後者 よ り得 た燐脂艦 をPIIIと した.叉 沈澱

の方は25cc宛 の 無水酒精で2回 加温冷却虚理 を施 して得た酒精 不溶劃 分 をPIと し酒精可溶劃

分 をPI【 と した.各 燐脂盟 の性 歌 を次表 に示 す.

              第11表    燐     月旨     畳豊

    劃分  外 観  融 識 P(%) N(%) N:P 牧量g

     PI    淡褐 固膿   186-189   5.02   2.81   1:0.82   1.4

    PH   褐 軟固豊   165-168  4.39  2.55  1:0.77  2.8

     Plu   濃褐固髄   150-154  4.71  2,31  1:0,92  1.3

 4,蝋

 ク ロ ・ホルム浸液 よ り分離 された物質は0.1gの 僅 少 に過 ぎす槍 索 を沿 略 した.

 5.酸 性 水 浸液 よ り分離 され る菌髄 成分(糖)

 脱脂 菌髄 を再 びボ ール ミルに移 し約80時 間 廻韓磨檸 した る後酷酸水10Lに 浸 漬 しそ のpH

を4.0と な し電動擁搾 後濾過 し淡黄色の濾液 を低 温蒸獲 した・ 濃縮 の進 むに從 ぴ次 第 に液面 に

蛋 白膜の生 成せ られ るの を認 めた蒸 獲乾固 した る後 少量 の水 にて激同抽 出 し抽 出液 を濃縮後木

精 を液量の3倍 加へ た.生 成 した沈澱 は蛋 白,無 機質主 として燐 酸石次で あ り之 を濾別 した濾

液 を濃縮 後再び木精 を3倍 量注加濾過 しか 玉る木精 による沈澱 を5同 反 復 して行 ひ75%木 精

に不溶性 の物質 を可及 的に除 き 最後 に10倍 量 の無水酒精 を加へ て生 じた る 沈澱 を集 め少量 の

                   (10)
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水に溶 し10倍 量の酒精注加による再沈澱を数同反復 して精製 した.牧 量2.09本 物質は酸性反

鷹を呈 し)水 に易溶 N7・6%還 元性はそのま玉では微弱であるが,5%硫 酸による2時 間加

熱により最高還元値葡萄糖 として32.7%,を 示 した。ペントーゼ反憲グルコサミン反鷹は共に

陰性であつた.

 6.核 蛋 白 の 検 索

 1)核 蛋白の分離

 銑述の方法に從 ぴ抽出分離 した.牧 量は159で 前記爾細菌に比較すれば著 しく少かつた.分

析の結果P2.31%N15,7%で あった.

 2)核 蛋白より核酸の分離

 螢光菌の場合と全 く同檬に施行 した.10g核 蛋白より核酸1.3g核 酸脆蛋 白8・Ogを 分離 し

た.核 酸 を分析した結果 を示すと次表の通 りである.

                第12表  核    酸

   P(%) 'N(%)  P:N リボーゼ(%)リ ボーゼ核酸(%)チ ミノーゼ核酸(%)

    8.8       15.35       1:1.74       19.56         79.5            27.36

 7.菌 艦 蛋 白の分離

 1)n-NaOH抽 出蛋 白

 n-NaOH 5 Lに 菌 髄 を浸 漬撹俘 し,分 離 したる浸液 に氷 冷下 に濃臨酸 を加 へpH 4.0に て析 出

す る沈澱 を集 め更 に3同 再沈澱 を繰返 した る後乾燥粉末 とした.N13.8%,牧 量92 g.

 2)2.5n・NaOH抽 出 蛋 白

 上 記の抽 出淺渣 を2.5n-NaOH 2 Lに 浸 漬撹拝 した.そ のまNで は淺存 する不溶物 が膠欺化

して遠心 分離 が不能で あつ たが氷 冷下に氷酷酸 を弱 アル カ リ性 とな る迄加へ る と分離が容易 と

な つた.そ こで遠 心分離 し透 明濾液 に醸酸 を追加 して蛋 白 を沈澱 せ しめた,N13。7%,牧 量

139.

 3) 80%酷 酸 手由出蛋 白・                        F

 上 記 の抽 出痩 渣 を80瀦 酸 に浸漬 し 遠心分離 して得た る浸 液に水 を 大 量加へ る と蛋 白を析出

した.N12.0%牧 量109.

 8,菌 膿 抽 出 残 渣

 以 上述 べ來つた 各抽 出操作 を施す も尚不溶部分 として残 つた 菌艦 成分 を 抽 萬淺渣 とした.

N10,25%,牧 量519,ビ ウ レツ ト反鷹 を行へば不溶の物質のみが紫色 に染 ることを認 めた-

本 物質 は濃 アル カ リには不溶で あるが濃硫酸 には室温にて溶 解 し水 にて稀羅 すれば再び析出し

                   (11)
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この黒占キチン質の性1伏に類似 してゐ る.

 9.菌 髄 の荻分組成

 菌 鰹次分 含量は5.78%で,衣 分組成 を槍査 し潅結果 は次 の通 りで ある.

              第13表 灰 分 組 成(%)

       Na20  K20  CaO  MgO  P205  SO3  SiOヱ

       10.1     2.30     20.7     3。64     41.6      2.58      3.56

             [IV]菌 髄成分 の綜括 的考 察

 以上叙述 した三種細菌の各成分はこれを次に掲げる一・覧表に綜括 して通覧するこ とが 出 來

る・敷字は何れ も牧量 を劣数で表したものである,省 比較参考のために既に獲表 した枯草菌の

成績を併記する.

                第13表 菌膿成分一賢表

        成  分   アルカリゲネス菌 螢光菌   納豆菌   枯草菌

       中 性 脂 肪   1.8   7.7  2.0  2.0

       燐 脂 盤  1.3  1.2  L1  0.8

         蝋       0,0      0.1    0.0    3.3

         糖          僅微        僅微       0.4      1.0

       核  蛋  白    11.[(恒糖含有) 6.7    3.0    2.0

       遊 離 核 酸   0.叙但糖含有)0   0   0.5

       菌 畳豊 蛋  白.      22.9          47.2       22.8       26.3

       菌盤抽田残渣    0       0     10.1    7.9

       灰 分6.2 5.05。8≦ 。5

         計           43.7          67.9       45.5       48.3

 上表を通覧考按するならば,勲 性脂肪は箭光菌の約8%を 例外 として他は何れ も約2%で あ

る.細 菌の脂肪含有量は培養基の組成により少なか らす影饗 されること偉既知の事實であるが

若 し同一條件下に培養 された菌相互間に含有量に著 しV・差違が存する場合には菌の特性に基 く

差違と判断して間違はなか らうと思ふ・ステリンは何れの場合にも見出せなかつた.燐 脂盟は

各菌を通 じて ユ%内 外であつて大差を認めない.蝋 に關しては特記すべきものはな くた 雪さき

に枯草菌より多量に分離せ られた特異な蝋物質が或は芽胞の特有成分ではなか らうか との想定

の下に枯草菌と同様に芽胞を有する螢光菌及び納豆菌を槍索するにあた り類似物質に遭遇 しは

しまいかとの期待がかけられたのであるが結果は全 くこれに反 した・然 し反面 これ によつて問

題の蝋が枯草菌特有の物質であることが立諦 されたのである.糖 に就ては酷酸水浸液より得 ら

れる糖はた 貸納豆菌に於て少量分離されたのみである既述の通 砂本劃分成分 を獲得するには菌
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盟探集にあた り可及的に酸塵理 を濫ける必要があるのではないかと思ふ.尤 もアルカ リゲネス

菌に於ては中性燐酸盤水浸液に糖が核蛋白及び核酸等 と共に見出されたのは特別な例 で あ つ

た.ア ルカリゲネス菌の核蛋白含有量はたとぴ混在する糖を差引V・て屯各菌 中最大であり螢光

菌はこれにりいで多V・・廟謂遊離核酸邸ち核蛋白濾液 よ砂銅盤 として得 られる核酸は枯草菌で

は多量見出されたが本同はた でアルカリゲネス菌に少量 しかも糖 を絆つて分離 され た に過 ぎ

ぬ・菌盟蛋 自は螢光菌 に特 に多 く他の菌では大差がなV・.ア ルカ リ可溶のこれ らの蛋白の他に

酷酸水浸液に移行した酷酸可溶の蛋自が存 したがあま り大量でないため蛋白牧量に算入しなか

つた.菌 髄の主膣 をなず蛋 白含量の動揺は菌罷試料の乾燥朕態邸ち水分め多寡により大V・に左

右されることは論を倹た汝いが螢光菌 と他菌 との間に認められ る差違が軍にか ような理由のみ

によづて読明し難 く他に原因があるものと思ふ.抽 出残渣 として納豆菌 より可成 り大量分離さ

れたが とれは枯草菌 より得た ものと略類似の物質であらう.これに關聯してアルカリゲネス菌,

螢光菌,は 枯草菌納豆菌等 とことな りその脱脂菌禮がアルカ リに悉 く溶解する菌種であると云

ひ樽る,友 券に就ては含量は略等しV・が各成分は相當差違が認められる,然 し無機質の過牛量

め燐酸石友である黒占に於ては何れ も一致した成績を示してゐる.

             [V]菌 艦 蛋 自ア ミノ酸の槍 索

 近來悪性腫瘍蛋白にd一ア ミノ酸が構成分 として含まれてゐることがKδgi7}に より主張せら

れ叉それに引績いてd一 ペブチッドを分解するd一 ペプチダFゼ が瘍腫患者血清及び或種細菌髄

に見出され るに及び蛋白ア ミノ酸の所屡系が注目を惹 く所 となつた.こ れ らの事實に鑑み菌盟

蛋白ア ミノ酸の所麗系決定 は當然槍討せらるべき問題である・我々はアルカリゲネス菌及び螢

光菌 より分離 したる蛋白を用ひ酸加水分解によリアミノ酸を軍離し精製品に就て比旋光を測定

した.ア ミノ酸の輩離並に精製操作 は可成 り煩雑であり且つ定量的分離に至つては伺更熟練を

必要 とす る.我 々は簡軍のため各ア ミノ酸の牧量を度外覗し專 ら純品を得て本研究の趣旨に副

ふ ことに努 めた.軍 離 にはブタノール抽出法及び銅臨法を併用した.以 下實験操作の大要及び

實瞼歳績を略蓮す るに止める.

 1)蛋 白の加水分解及びブタノール抽出

 螢光菌蛋白60gプ ルヵ リゲネス菌蛋白80 gを 夫々別個に4倍 量の25%硫 酸 と共に60時 間

煮沸分解 した(加 熟時間30時 間では不充分であつた)。化生したフミン質(2.5～69)を 濾別し液

の硫酸をバ リツ トを以て定量的に除き)滅 墜下に適量にまで濃縮し一夜放置すればチロヂンが

析出した.チ ロヂンの濾液は術1同 濃縮後放置してチロデンを充分に析出せ しめた.次 で濾液
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を自働循環浸出装置に移 してブタノールを以て50時 間蓮績抽出し,抽出液 と抽出獲液 とに二大

別 した.

 2)ブ タノール抽出淺液の虞理

 燐 タングステン酸を以てヂアミノ酸劃分(沈 澱)と ヂカルボン酸劃分(濾 液)と に分別 した・

 a)ヂ ア ミノ酸劃分:沈 澱を常法によリバ リツトを以て盧理 して遊離ア ミノ酸液 となし次

に硝酸銀バ リット法 によりpH 7.0～7.4に 於て生成するヒスチジン銀の沈澱 を分離 して沈澱を

硫化水素で分解 し更に硫酸水銀を加へてヒスチジンを再沈澱 し夫 よ り遊離 ヒスチジンを得た,

さきにヒスチジン銀沈澱 を濾別 した濾液はバ リツ トを追加 してpH 13～ユ4に於てアルギニン

銀を沈澱せしめた.こ の沈澱を硫化水素で分解し,更 にフラビアン酸を加へてアルギニンフラ

ビアナー トに攣化し後者 より遊離アルギニンを得た.リ ジンの分離はアルギニン銀沈澱の濾液

に硫化水素 を通 じ更に硫酸を加へて過剰の銀及びバ リヅ トを除 き次に燐 タングステン酸 を加へ

て リジンを再沈澱 し後者を リジンピクラー トに攣 じそれよ り遊離 リジンを取得 した.

 b)ヂ カルボン酸劃分:先 づ液中の硫酸及び燐 タングステン酸をバ リッ トを以て除き次に

バ リウム盤酒精法によリヂカルボン酸を分離 しそれから得茨遊離ヂカルボン酸の濃厚水溶液に

鷺酸ガスを飽和し氷室1こ放置して析出したグルタミン酸盤の結晶を分離 した.濾 液は水酸化鉛

を以て璽酸の大部分 を除 き炭酸銅 と共に煮沸してアスパラギ ン酸 を銅璽 として析出せ しめ銅盤

を硫化水素で分解 して遊離アスパラギン酸を得た.

 3)ブ タノール抽出液の虚理

 ブタノールを蒸溜し残渣を無水酒精で抽出し酒精可溶のプロリン劃分を分離 した.酒 精不溶

のア ミノ酸混合物はこれ を炭酸銅 と共に煮沸して銅璽に攣 じ,蒸 襲乾固後再びその水抽出液に

炭酸銅を加へて煮沸しか 玉る操作 を反復 してアミノ酸を完全に銅聰に攣ぜ しめ,最 後に水溶性

銅塵及び水不溶性銅塵に別けた.

 の 水不溶性銅鷺:銅 鷺を硫化水素で分解して得た液 を蒸獲 し先づ析出する ロイチン,イ

ソロイチン結晶の混合物を分取した.濾 液は水酸化亜鉛と共に反復煮沸して完全に亜鉛鷺 に攣

じ蒸獲乾固後水にて抽出し水溶性並に水不溶性亜鉛鷺を得た.水 不溶性亜鉛盤よ り遊離 したア

ミノ酸は ロイチン,イ ソロイチン結晶に合せそれを再び銅臨に誘き木精不溶性並に可溶性銅盤

に分 ち前者より得たアミノ酸をロイチン後者より得た ものをイソロイチンとした.又 一方水溶

性亜鉛璽 より得たアミノ酸をフェニ}ル アラニンとした.

 b)水 溶性銅購: 充分加熟乾燥したる銅盤を木精を以て抽出し木精不溶性重に可溶性銅璽

に分別 した.
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  i)木 精不溶性銅盤:遊 離ア ミノ酸とした後力一バメー ト法によリグ リチンを分離 し濾液

は再び銅臨となし分別結晶法により最 も水に易溶の銅塵劃分よリアラニンを取得した.

 ii)木 精可溶性銅鷺:遊 離アミノ酸となし更に亜鉛塞に攣 じ加熟乾燥後無水酒糟にて抽出

した・酒精可溶の ものは極微量で殆んど全部酒精不溶性亜鉛臨であつた從つてオキシバ リンは

存 しなV・ものと見徹 した.酒 精不溶性璽は遊離アミノ酸 となしバ リンを得た.

 c)プ ロリン劃分:本 劃分は水易溶性の濃蜜液 として得 られた.こ れに就 てピクラー ト生

成によるプロリンの軍離 を再三方法を攣へて試みたが遽に特有のピクラー トを分離することに

成功しなかつた.

 4)ア ミノ酸の比旋光測定

 以 上の如 くして軍離 した各種アミノ酸は夫々適當な溶媒より反復再結晶して純化 した.最 も

純度の高い結晶を用ぴ次表に掲げた條件の下に換言すれば液の濃度並 に溶媒の種類 を丈献値に

記載 された ものと同一にして比旋光を測定し丈献値 と比較 した.

             第ユ4表 菌盟蛋白のアミノ酸の比旋光

    ・・ノ酸・鱒 捲旋光測難 楼 薔 。瘤 。撃瑠 碁光菌 働 畑 直
   ア ラ 晶 ソ 水9 十2.7十2.5十2.7

   バ   リ   ン  20%盤 酸   3     +26.6   +27.1  +28.8

    ロ ィ チ ン ク 丁 3  +15.3 十15.3 十15.4

   イ ソ ロ イ チ ン  ク  4   十30.1  十31.8 十37.4

   ア ス パ ラ ギ ン 酸 10%盤 酸  4   千24.3  十24.S 十25.7

   グ ル タ ミ ン 酸  9%盤 酸   5     十30.7   十30.5  十3L7

   チ  ロ  ヂ  ン  21%璽 酸   4     -8.15   -8.05  -8.48

    フエ ニールアラ昌ン 水2.5 -14.6-13.4-35.1

    ヒ ス チ ジ ン 水3 -37。5-38.3-39.7

    ア ル ギ ニ ン 20%1謹 酸 3   十25.5  ↓25.6 十25.7

    リ ヂ ン 水3 十14.4十14.2十14.6

    グ リ チ ン ー  一  一  一  一

 上 表 を通観 すれ ば フヱニールア ラニン)イ ソロィチンを除 く他 のア ミノ酸 は何れ も實側値 と

文 献値 とが よ く一致 し明か に天然系 の1ア ミノ酸で あることが判 る.こ の爾 ア ミノ酸 は再三異

る方法 で精製 を試 みたが その都 度多少値 の動揺す ることを認 めた が上記の値以上に文献値 に接

近 せ しめるこ とが出來 なか つた.一 方Nの 分析 を行 ひその純度 を槍査 して見 る とフエ ニール

ア ラニンはN10.22%(理 論 値N8.49%),イ ソ ロイチ ンはN11.10%(理 論 値N10.69%)を 與

へ明 かにN含 有量 の大 な るア ミノ酸 との混合物で ある ことが指摘 された.既 述の如 くこの爾
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ア ミノ酸 は共 に水不溶性銅盤 として ロイチン と同一劃分 に現れ たので あるが もしこの劃分 か ら

バ リンが完全 に除去 され てゐない と夫が フエニールア ラニン及び イ ソロイチンに混 入 して その

純輝軍離 を困離 な らしめる可能性 が充分 にあ りこの繭ア ミノ酸 の比旋光 が文献値 に背 違す る原

因 となるで あ らうことが容 易に察知せ られ る.力 戦 る理 由に基 きフエ ニール ア ラニン及 び イ ソ

ロイチ ンも他 のア ミノ酸 と同様 に1系 に屡 す るもの と推 論 して間違 なか らうと考へ る.グ ル タ

ミン酸 は悪性 腫瘍蛋 白に於て問題の中心窯 となつた ア ミノ酸で あ り本研 究 に於 て も特 に興 味 を

以 て注意 して探 索 したが全 く1系 に屡す ることが確認 され た・

 本 研究業績 は過去 一 ケ年 に亙 り前 田研究室 に於て學 げ られ た もので あ り)之 に濁 し文部雀科

學研究費が下附せ られ た.

         (昭和十六年十二月六日 京 大化學研究所講演會 に於て獲表)
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