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1 序 言

免疫化学最近の発展の一つの大きな原因をなす細

菌成分の研究は先づ特異性多糖類の分離によつて始

められた.し かしながら,そ の特異性多糖類の一つ

に属する各種病原性細菌の表面構成物質は重要生物

学的反応物質或いはGram染 色反応物質として認め

られながらも化学的には研究はあまり進んでいない.

細菌菌体表面構成物質 として重要なものはPolysac

charide-Polypeptide-Lipid-複 合体であつてその免疫

学的性状1)荷 電性2)等 よ り菌体表面を構成する物質

である事が同定されている.而 も,こ の物質は菌体

表面の物理化学的構造にも重要な関係を有 し(第2

編)生 理化学方面よりもRibo核 酸類似の反応体と

して適応酵素産生,菌 体外毒素産生にも重要性を保

有している(第5編).此 等 の研究を通 じて 私は

Antigen compeete及 びRibo核 酸並びに此等と関連

して, Desoxyribo核 酸の化学的性状に興 味 をお ぼ

え,此 等物質の精製方法,分 光化学的性状或は他の

純化学的研究をなし,以 下述べる様な諸知見を得る

事が出来た.

2 所 謂Antigen Completeの 精 製 に就

2 Ⅰ　 Gram陰 性 菌 よ りAntigen Completeを

精 製 す る方 法

Boivin1)の 方法を基本とせるもの で, Gram陰 性

菌としてはS57S型, R型, S58S型, R型S63に

就いて精製 したものであるが,此 処にはS58S型 菌

の場合を述べる.集 落の性状,自 然凝集性,重 金属

反応等によつて充分S型 菌である事を確めたS58S

型菌 を少な くとも10代 規則正 しく37℃ 20時 間培養

を繰 り返 して使用する.斯 かるS58S型 菌 の37℃
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20時間培養のものを掻き集め,生 理的食塩水に浮遊

せ しめ.. 4000r. p. m. 30分 遠心沈澱3回 洗滌し,培 養

基等の異物を除去した後,秤 量す(25gr).こ れ に

あらかじめ5℃ に冷却せるN/2CCl3COOHを10倍 量

(250cc)加 へ 直ちに氷室に保存する.此 の間屡 々

よ く振盪攪拌する.

48時 間後氷室より取 り出しなるべ く速やかに4000

r. p. m遠 心 沈澱し,残 渣菌体 と抽出上清とに分け,

上清を牛腸膜にて流水に対 して透析 し,Clの 定 性

反応を試み,Clの 透析された事を確 めて後,蒸 溜

水にて12時 間透析する(計 約60時 間)該 透析内容液

を遠心沈澱し,沈 澱物を除去後37℃ 附近で低温濃

縮 しその量を50ccと す.之 に純Alcohol 150ccを

攪拌注加 し, 5時 間氷室に静止後, 3000r. p. m. 20分

遠心沈澱 し,白 色沈澱物と上清に分離,沈 澱物を蒸

溜水40ccに 攪拌 しながら溶かす.此 れを24時 間氷

室に屡々振盪 しつつ,保 存する.不 溶解物を2000

r. p. m. 5分 遠心沈澱にて分離 し,上 清に120cc.の

純Alcoholを 加える.以 上のAlcohol沈 澱 蒸溜水

溶解の操作を3回 繰返 して精製 し,最 後に得る白色

沈 澱 物 を 純Alcoholに て2回, Acetonに て2回,

遠 心 沈 澱 洗 滌 し,直 ち に 減 圧 乾 燥 し白 色物 質 を得 る.

菌 体25grよ り収 量230mgで あ る.本 物 質 は本 編

の 以 下 述 べ る様 な 実 験 でPolysaccharide-Polypeptide-

Lipidの 複 合 体(以 下P. P. L体 と記 す)で あ り,

核 酸 は 含 ま ない 事 が確 め られ た.

2 Ⅱ　 Gram陽 性 菌 よ りAntigen Completeを

精製する方法

Gram陰 性 菌と異つてGram陽 性菌(Staphyloco

 ccus aureus寺 島株友びF. D. A株)で はBoivin方

法を基本とした方法で,純 粋なP. P. L体 は得られ

ない.得 られた物質は多少吸湿性のある褐白色物質

であつて,精 製途中にも, Gram陰 性菌の場合に見

られなかつた性質 として屡々器壁に吸着し,分 子量

も後に述べる様にGram陰 性菌の倍近い値であり,

Mgの 定性反応陽性,生 理化学的性状に於てもGram

陰性菌よりの ものは数 γ/10mg菌 量で 強い 適応酵

素活性能を有するのに本物質には全然その働 きが認

め られなかつた.抑 々, Gram陽 性菌ではその菌体

表面にRibo-核 酸-Mg-蛋 白質が存するのはBarthol

mew. Umbreit (1944)3に よつてGram染 色 と関

連 して明らかにせ られた所である.従 つてGram陽

性 菌の菌体表面に存在するPolysaccharide-複 合体が

Gram陰 性菌の場合と異つた結 合状態に於て存在す

る事は凝問の余地がな く,両 菌に於ける相違は当然

Ribo核 酸 と関係がある事が想想され,精 製操作に

用い られる方法がN/2 CCl3COOH低 温抽出である事

から,益 々その予想を深めたのであつて,両 者の相

違を分光化学的に検索した結果(8)明 らかにGr

am陽 性菌では2600Aに 強い吸収を認めGram陰

性菌よりのAntigen Completeに は斯かる吸収を認

めなかつた.此 等の結果より次に述べるような精製

方 法 でGram陽 性 菌 よ りCCl3COOH低 温 抽 出で 得

られ る物 質 がRibo核 酸-Mg-Polysacchride-Polypep

tide-Lipide複 合 体(以 下R. P. P. L体 と記 す)で

あ る事 を 確 め,同 時 に これ よ りGram陰 性 菌 よ り

得 た も の と同 じ性 状 の 物 質 を 得 る事 に成 功 した.

生体膠質複合系に就いて系統的研究をな している

Prezylecki4)に よれば生体膠質複合系 の結合には共

有結合,イ オン結合,水 素結合,非 極性原子因によ

る凝集等があるがそれは適当な方法により判定する

事が出来 る.例 さば非特異性有機溶媒により分割さ

れる時は非極性原子因による凝集であり,塩 の作用

で容易に解離 されるものはイオン結合と推定 され,

それ等の方 法の外,pHの 変 化,容 積の変化,電 気

透析,電 気泳動等によつて分割 しない場合は共有結

合と考へられ る.こ のような原理に従つてRibo核

酸 とPolysaccharide複 合体との結合の種類を確め,

その程度をも知る意味を兼ねて系統的に種々の方法

を用いて分離を試みたのである.

先づ第一に用いた方法,pHを 変 化させ沈澱を分

別せんとする試みは不成功に終つた.次 にFelton5)

が肺炎菌多糖類とその抗体との沈澱物より特異的多

糖類除去に用いた非水溶性多糖類Ca塩 及びSr塩

の方法である.即 ちGram陽 性 菌より2.Ⅰ の方法

により得られた物質を極 く少量の蒸溜水にCa(OH)2

を少量加へて溶解せ しめ,少 量のNa2HPO4を 加へ

る.次 にCaCl2を30%の 割 合に溶解した飽和Ca(OH)2

水溶液をPH 9.0に な るまで加へ, 1時 間室温放置

後遠心沈澱により白色沈澱を分離する.こ の時得ら

れる白色沈澱はPolysaccharide-複 合体のCa塩 であ

つて核酸は含まないが,他 の分析 よ り予 想 される

Polysaccharide-複 合体の約1/5量 にも満たない程度

の収量しか得 られなかつた.次 にこの操作の途中で

Ca(OH)2飽 和水溶液を加える際, 1/5量 の純Alco

holを 加える操作を行つてみたが,矢 張 りRibo-核

酸 を含まない白色物質が得 られ,そ の収量には殆ど

増加が認められなかつた.尚,こ の操作中上清中の

分光化学的検索によれば, 2600Aの 吸光係数は殆ん

ど不変であつた.次 に塩類を用いる方法として単に
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10%CaCl2を1/10量 加へpHを8.0に 修 正し後純

Alcohol 1/5量 を加へ この操作を繰 り返す方法を行

つたが,こ れによつても満足すべき収量がなかつた.

因みにpH 8.0修 正を行つたのは所謂Sevag法 に

よる核蛋白質より核酸 を分別 す る場合に核酸と蛋

白質のイオン結合の部分がpH 8.0に 於て容易に分

別される事にならたものである.尚,電 気氷動法は

その荷電性より成功する可態性が薄いので試みなか

つた.

以上の結果はGram陽 性菌の核酸-Polysaccharide

複合体には塩の作用によつて容易に分別される核酸

-Polysaccharideの 結合がイオン性である部 分が極

めて少 く約1/5量 で ある事を示す ものと思はれる.

残部は主として共有結合であり,他 の色 々の結合を

なしているものと想像される.

次に3で 述べるような方法で膵臓 よ り調整 した

Ribonucleaseを 働かしめて, Ribo核 酸 を消 化せ し

める方法を試みた.即 ち2.1と 同滌件のGram陽

性菌(65gr)よ り同方法にて褐白色物質(280mg)

を精製 しその100mgを50cc. IM醋 酸 ソーダ水溶

液に溶解し,更 にこれに10mgのRibonucleaseを

加へ5℃ の氷室に数日間屡 々振盪攪拌 して保存する.

この間,時 々,次法に従つて溶解性燐酸を定量しその

平衡に達するまで氷室中に置 く.即 ち該液1cc.に

氷醋酸10cc.を 加えてよ く混和し, 5分 後濾過し,濾

液の所謂溶解性燐をIversen6)の 方法により滴定定

量をなす.本 方法によると最高の溶解性燐量は該試

料Pの82%に 達 した.尚,こ れより後pHを7.7に

修正 し, 40℃ に3時 間放置後の液を以てRibonuc

reaee消 化完了液とした.か くして得 られ た消化液

よりRibonucleaseな る蛋白質とPolysaccharide-Co

mplexと に分別するのであるが, Polysaccharide-Co

mplexがBiuret反 応 が弱陽性であり, Trypsinで

その中のPolypeptideの 部分が消化されるという相

当高分子の蛋白質としての性質を もつので,普 通最

も簡単で屡,用 い られ るChloroform-Amylalcohol

除 蛋白によるRibonucleaseの 除去 は用いられ難い,

上記消化液40cc.に 純 アル コール120cc.を 加 えて,

氷室に3時 間放置後,遠 心沈澱にて白色沈澱部と上

清に分離する.こ の場合上記のような器壁に吸着す

る性質は極 く弱 くなつている.こ の白色沈澱物を湿

性乾固のまま秤量 し,そ の10倍 量のN/2 CCl3COOH

を加え, 24時 間氷室に於て抽出する.こ れを遠心沈

澱 し,沈 渣をすて上清を流水に対して透析する.以

下2.1に 於て述べたと同様の方法にて精製を繰 り

返 して白色物質を得る.収 量は出発物質100mgに .

対 して60mgで ある.因 みに本物質は 核酸を 含ま

ず.分 子量 もGram陰 性菌よりのものとほぼ同程度

であ り,そ の他の性状 もGram陰 性菌よりのものと

一致 し適応酵素活性化能 も強力である(後 述).

以上 によりGram陽 性菌表面 にはGram陰 性 菌

と同様のPolysaccharide-複 合体があるが,こ れRibo-

核酸-Mgと 結 合状態にあり,そ の結合状態は一部分

イオン結合をなし,他 の大部分は共有結合をなして

いるのではないか と思われる.

これらGram陽 陰性菌よりの操作を簡 単 に表示

すると第一表の様になる.

3 Ribonucleaseの 精製並びに物理的,化

学的性状に就て

RibonucleaseはGram陽 性 菌 よ りAntigen Co

mpleteを 精 製 す る事 とDesoxyribo核 酸 を 調 製 す

る事 を 目 的 と して 調 整 した もの で あ る.精 製 の基 本

と して 用 い た もの はKunitz7)の 方 法 で あ るが,単

にRibonucleaseの み を 目標 と し た た め,酸 抽 出の

方 法 を 用 い ず 次 法 の よ う に した.

屠殺直後の新鮮な豚膵臓より出来るだけ脂肪組織

等 を除去した後重量を測定 し(1kg),磨 砕後蒸溜水

を1l. Chloroform 15cc.を 加えて室温 に屡 々振盪

して放置する事12時 間後40℃ の恒温槽に48時 間放

置すると最上層褐黄色抽 出液,中 層組織消化片,下

層Chloroformの 如 く三層に別れる.こ れをBuchner

の濾 斗により吸引濾過 し,褐 黄色の濾 液を 煮沸 水

100℃ に3分 間煮沸後,再 び濾過すると褐黄色の濾

液が得られる.こ の濾液1l.に 対 して硫酸安問140

grを 加 えて, 0.8飽 和硫酸安問となし,冷 暗所に48

時間放置すると沈澱が得 られる.こ の上部透明液を

「サイフオン」により除去 し,後 残部を遠心沈澱に

より除去すると約1gr.の 沈澱を得る事が出来る.

これを半乾固状態のまま,そ の5grに 対 し25ccの

蒸 溜水を加えて溶解せ しめ, 5NのNaOHを 用い

てpH 4.8に 調 整する(標 準pH液 に対 してMethyl 

redを 指示薬とする).よ く攪拌しなが ら飽 和硫 酸

安問液25cc.を 加 え濾過する.清 澄な濾液を1N硫

酸を用いてpH 4.2 (Methyl red)に 修 正し,そ の

100cc.に 対 し66cc.飽 和硫酸安問液を攪拌しつつ加

え,冷 暗所に48時 間放置し,沈 澱物を濾別す る.以

上の0.6飽 和 硫酸安問液溶解0.8飽 和硫酸安問沈澱

の操作を更に3回 繰 り返 し,最 後の沈澱物約1grを

蒸溜水10cc.に 溶解せ しめ,流 水に対 して硫酸のな
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くなるまで常法のように透析し,更 に12時 間蒸溜水

に対 して透析する.透 析液を遠心沈澱によりその上

清のみをとり, 5℃ に冷却 し,そ の1.1倍 量の同じ

く5℃ に冷却 した95% Alcoholを 使 用して沈澱物

を3回 洗滌する.こ れを塩化カルシュームによりデ

シケータ中にて乾燥せ しめる.収 量 は0.8grで あ

る操作を簡単に表示すると第2表 のようである.

第 一 表　 細 菌 よ り所 謂Antigen Completeを 精 製 す る方 法

(適応 酵素活性化能:数 γ/per 10mg菌 量にて有効分子量15万,核 酸を含まず)

精製 したRibonucleaseの 物 理的及び化学 的性状

は第3表 のようであつて,分 子量は約15万 である.

尚作用至適温度は62℃,作 用至適pHは7.5で あ

る.

4 細 菌 々 体 よ りRibo-核 酸(R. N. A.)及 び

Desoxyribo-核 酸(D. N. A.)を 精 製 す る

方 法 並 び に化 学 的 性 状 に 就 て

細 菌 菌 体 表 面 物 質 で あ るAntigcn Completeに 強

い 適応 酵 素 活 性 化態 が 存 在 す る事 を発 見 して か ら,

当 然斯 か るPolysaccharide-Complexの 適 応 酵 素活

性 化反 応 体 と して の 意 義 をR. N. A.若 し くはD. N. A

と比 較 す る事 に よ つ て 知 り,更 に適 応 酵 素 の 実 態9)

を 比 判 す る事 の た め にR. N. A.及 びD. N. A.を

精 製 す る事 は 是 非 必 要 で あ つ た.参 考 に した文 献は

Spiegelman10) Avery. Mc Carty. Mc leord11)須 田9)
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で あ る.

第 二 表　 Ribonucleaseの 製 法

第 三 表　 精 製Ribonucleaseの 物 理 的 及 び

化 学 的 性 状

a) Kjehldahl法 に依 る

b) Iversen法6)に 依 る

c) Formol滴 定 法 に よ る

d) 分 光 化 学 的 定 量 方 法(Holiday8)に 依 る

先づR. N. A.及 びD. N. A.出 来 る限り純粋に取

り出すためには菌体を破壊する事が必要である.使

用細菌がStaphylococcus aureus(寺 島株)S57, S

58, S63で あつたため,凍 結融法,胆 汁による方法,

Desoxychol酸 による方法は全部不成功であり,そ の

他にAntiforminを 使 用して抗元性物質を単離して

いる例があるのに鑑み,本 法も行つて見たがR. N. 

A.又 はD. N. A.が 破壊される為に不適 当であつ

た.超 音波破壊法は装置の都合上試みる事が出来な

かつた.最 後にAutolysisに 依 る方法を考察し,可

成 り満足すべき結果 が得 られ,こ れにSpiegelman

の重曹水抽 出法を併用 して,次 法の如 く成功した.

先づR. N. A.の 場合より述べると2と 同 じ条件の

下に培養して来た菌体25grを 使用 し,こ れを遠心

沈澱により3回 生理的食塩水で洗滌する.こ れと同

量(25cc.)の 硫 酸マグネシウム,食 塩水(即 ちM/

1000MgSO4及 びW/10Naclを 含む水溶液)を 加え, 

37℃ 24時 間屡 々振盪しつつ保存 する.次 に同組織

の硫酸マグネシウム,食 塩水74cc.を 加え,こ れに

重曹をM/10に な るように加え, 37℃ 3時 間振盪

液を4000r. p. mに て1時 間半乃至2時 間遠心沈澱

し菌体残渣 と上清とに分離 し(以上は無菌的に行う),
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この褐黄色上清にその1/3量Chloroformと1/10量

Amylalcholを 加 えて充分振盪 して遠 心沈 澱(2000

r. p. m. 5分)す ると上層は核酸を含む清澄 な褐黄

色液中層は蛋白質ゲル,下 層はChloroformの3層

に分ける.こ の三部を分離し,最 上層を同様の方法

にて除蛋白を繰 り返す事数回にて中層の蛋白質ゲル

の部が認められな くなる.各 回の蛋白質ゲルの部を

同様に除蛋白し,こ れの上層を先の上層と合 して,

その2倍 量の純Alcohol加 え5時 間氷室に保存し,

出来た白色沈澱を遠心沈澱にて分離 し,こ の白色沈

澱を40cc.の 水に溶解 し,氷 室に24時 間保存する.

遠心沈澱により不溶解物を除去 し,そ の上清に2倍

量のAlcoholを 加える.以 上の操作を更に2回 繰返

し,最 後の白色沈澱物に5℃ に冷却せる10倍 量の

N/2 CCl3COOHを 加 え,屡 々振盪 して48時 間氷室に

保存する.温 度を高 くとも10℃ 以上には昇らせな

いように注意して,出 来るだけ速やかに遠心沈澱し

上清を流水に対してCl'の な くるなまで透析する.

透析液を遠心沈澱により不溶解物を除いて,不 要の

Polysaccharideを 除 去する為に次の方法を行ふ.即

ち,透 析液に少量のCa(OH)2を 加 え,更 にNa2

HPO4を 加 える.次 にCaCl2を30%に 含 む飽和Ca

(OH)2をPH 9.0に な るまで加え更 に1/10量 の95

% Alcoholを 加 え,氷 室に1時 間放置 し,遠 心沈澱

により白色沈澱物を得る.操 作を更 に3回 繰り返 し,

最 後の上清を中和後,透 析する.透 析内液に2倍 量

の純Alcoholを 加 え,よ く振盪 して氷室に5時 間保

存 し,白 色沈澱物を遠心沈澱により分離 し,少 量の

水に溶か し,氷 室24時 間後,更 に一回Alcohol沈 澱

を繰り返 し,最 後の白色沈澱物をAlocholで2回 洗

滌 し低温減圧乾操すると白色粉末 を得 る.収 量は

0.5grで あつて,分 光写真により2600Aに 強い吸

収を認めN:Pの 此 は重量で約1.7:1で あ る.

D. N. A.を 精 製 す る 目的 の た め に は先 づ 最 初 の 抽

出液MgSO4の 代 りに 「クエ ン酸 ソー ダ 」M/10の

もの と使 用 し,更 にM/2CCl3COOH抽 出の 場 合 抽 出

され な い部 分 を 蒸 溜 水 に溶 か しAlcohol沈 澱 に 進 む

か, N/2 CCl3COOHの 代 り にRibonucleaseを2の

よ うに して 作 用せ しめ 後Chloroform-Amylalcohol除

蛋 白1回 後, Ca(OH)2-CaCl2-Alcohol法 を 繰 り返 し

て 精 製 す る.菌 体25grよ り収量 は0.1grで あ つ て,

矢 張 り分 光 写 真 によ り2600Aに 強 い 吸 収 を 認 め そ

の 吸 収係 数 はRibo核 酸 の 場 合 よ り も強 くN:Pの

重 量 比 は 約1.63:1で あ る.こ れ らの 外 にZnCl2に

依 る精 製 を も試 み,や や 満 足 す べ く而 も簡 単 で あ る

事 を 知 つ たが,こ こ に は表 の み と して 省 略 す る.

以上の操作を表示すると次のようになる(第4表

及び第5表).

第 四 表　 菌 体 よ りR. N. A.及 びD. N. A.の 分 離 方 法

(其の1)
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第 五 表　 菌体 よ りD. N. A.及 びR. N. A.を 分 離 す る方 法.

(其の2)
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以上得られたD. N. A.及 びR. N. A.の 物理的及び化学的性状を一括すると第六表の様になる.

第 六 表　 D. N. A.及 びR. N. A.の 物 理 的 及 び 化 学 的 性 状
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5 所謂Atntigen Completeを 各成分に

分離する方法並びにその物理的及び化

学的性状に就て

ここに記載する実験 は,所 謂Antigen Complete

を各構成分に分離 し,そ れがPolysaccharide, Pol

peptide及 びLipidよ り成る事を明らかにし,特 に

生物学的性状の1つ の特性である適応酵素活性化反

応体としての能力或いは免疫元性が何の程度の簡単

な物質まで保持 されるかを明らかにした実験として

興味があるものと思われる.参 考にした のはMor

gan及 びPartridge12)が 赤痢菌の体内毒素の精製に

使用した方法である.

精製されたAntigen Competeを 中性Formamid

中に溶解し, 5時 間室温に放置する.し かる後,こ

れに充分量のEtherを 加 えて充分振盪し,分 液 「ロ

ー ト」に依 りEtherを 除 く.こ れの操作 を3回 繰

り返 して,Ether可 溶性のLipidを 除 きEtherよ

りは別に減圧濃縮を繰 り返 してLipidを 精製する.

残部を分画(Ⅰ)と し,こ れに蟻酸を加え所謂蟻酸々

性Formamydと し,こ れを室温放置5時 間 後(不

完全解離)10% CaCl2 1/10量95% Alcohol 1/5量 を

加え,氷 室静置5時 間後,生 ずる白色沈澱を遠心沈

澱により集め,残 部を分画(Ⅱ)と し,こ の白色沈澱

を10% Na2HPO4水 溶液により誘出を2回 試み,誘

出液を初め流水,次 いで再溜水を使用して透析 し,

後5倍 量純Alcoholに よ る沈澱,蒸 溜水溶解により

精製,最 後の白色沈澱を純Alcohol 2回, Aceton 2

回洗滌し,減 圧濃縮により乾燥,白 色粉末を得る.

分画(Ⅱ)は 一部分は直ちに透析後3量 倍Alcohol沈

澱法に依り乾燥粉末とし分画(Ⅱ)の 残部は更に酸酸

性Formamidに よ り充分時間を分けて, CaCl2 Alco

hol後 若 しくは燐 タングステン酸20%に 加 えた濾液

を透析 した液がFehling液 を還元 しな くなるまで放

置する.即 ち,完 全解離完了後, 10% Cacl2 1/10量

95% Alcohol 1/5量 によりPolysaccharideをCa塩

として沈澱せ しめ,以 下Na2HPO誘 出Alcohol沈

澱,蒸 溜水溶解,透 析 に よ りPolysaccharide濃 縮

によりFormamidを 除 き数回後減圧乾燥せしめる.

即 ちPolypeptideでBiuret反 応 微弱陽性, Millon

反応 陽性である.次 に同様にして 作つた分 画(Ⅱ)

よ りTrypsin消 化法によりPolysaccharideを 得 る

事が出来る.即 ち分画(Ⅱ)の 白色粉末 を0.1NH4

OH-NH4Cl水 溶 液 に溶か し, 10mg精 製Trypsin

及び少量のTymolを 加えて, 37℃ 1時 間後Chlo

roform-Amylalcohol除 蛋 白2回 後 これ を流 水 後,蒸

溜水 に対 して 透 析 す る.こ れ に純Alcohol 5倍 量 を

加 え,氷 室5時 間 後,沈 澱 を 分 離 し,蒸 溜 水 溶 解 を

3回 繰 り返 し,最 後 の 白色 沈 澱 物 を 常 法 の よ う に

Aloohol, Aceton洗 滌 に よ り乾 燥 粉 末Polysaccharide

を 得 る.次 にAntigen Conpleteよ り同様 にTrypsin

消 化 法 に よ り分 画(Ⅲ),即 ちPolysaccharide-Lipid

複 合 体 を 得 る.こ の分 画(Ⅲ)よ り中性Formamid法

に依 り,同 様 に してPolsaccharide及 びLipidを 得

る事 が 出 来 る.次 にAntigen Completeよ りPhenol

の 中 に溶 解 す る事 に よ つ てPolypeptideとPolysac

charideに 分 離 す る事 を試 み た.即 ちAntigen Co

mpleteのPolysaccbaride-Polypeptide-Complexを50% 

Phenolに 溶 か しこれ を室 温24時 間 後,こ れ を 透析

す る と初 め蛋 白濁 を呈 して い た の が 澄 明 液 とな る.

この 透 析 液 にCaCl2. Alcohol法 でPolysaccharide

を 除 去 し,後 再 び これ を 透 析 し,減 圧 濃 縮 に よ つて

Polypeptideを 得 る. Formamid法 に よ つ て得 られ

たPolypeptideをPolypeptide Ⅰと して,こ のPh

enolよ りの もの をPolypeptide Ⅱ とす る.最 後 に

Poly-peptide Ⅰは 透 析 性 で あ る と い は れ るが12)内 外

液 のN測 定 に よ り透 析 しな い とい う結 果 を得 た 事 を

附 記 す る.

以上の分別過程を簡単に略記すると第7表 の様に

な る.

この 成 績 を 見 る と,適 応 酵 素 活 性 化 反 応 体 と して

の 性 状 と免 疫 元 性 或 ひ は抗Antigen Complete血 清

との沈 澱 性 とが 殆 ど全 く一 致 して い る.而 も,An

tigen Completeよ りLipidを 除 い た も の の 方 が

Antigen Completeよ り適 応 酵 素 活 性 化 能 が 強 く,

こ の事 を(第4編)で 述 べ る 活性SH基 との 関係 が

あ り興 味 深 い(第5編 参 照).

更 に これ らの 操 作 をS57S型 菌 の外 にS58S型 菌,

Staphyloccus aureus寺 島 株 及 びStaphylococcus au

reus F. A. D.株 に就 て も行 ひ,そ の 他 に 種 々の定

性 反 応 定 量 反応 を 行 つ た 成 績 は 第8表 の よ う で あ

る.

第8表 の 成 績 によ り各 菌 種 間 に於 け る化 学 的 性状

を 比 較 して み る と, Gram陰 性,陽 性 菌 で著 る し く

異 る点 はGram陰 性 菌 と 較 べ てGram陽 性 菌 で は

Polysaccharide部 分 が 少 く, Polypeptide Ⅰ が 多 く,

又Lipidが 多 い 事 で あ る.又Polysacharideで はN

及 びPが 比 較 的 多 く,そ のPolypeptid Ⅰ は分 子 量

が 大 き く, Tyroein. Tryptophane及 びHistidinが

少 い. Lipidで は不 飽 和 酸 が 陽性 菌 に 多 く,こ れ は
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従来Gram陽 性 菌 表 面 に 不 飽 和 酸 が 多 い と い う 報

告15)と 一 致 す る もの で あ る.陽 性 菌 間 で はF. A. D

株 の方 が 寺 島株 よ り もPolysaccharide少 く, Poly

peptide Ⅰが 多 い外 は差 異 が な く,又 陰 性 菌 間 で は

差異 が な い. Polytaccharide Ⅰ及 び Ⅱ を 見 る と分 子

量 はPolypeptide Ⅱが やや 小 さ くNは Ⅱ の 方 が や や

多い事 が 解 る.

第 七 表　 Antigen Completeを 各 成 分 に 分 離 す る方 法(S57S型 菌)

6 細菌表面物質の糖類成分に就て

6, 1 酸水解に依り生ずる還元値の消長に就て

久志本16)氏が澱粉に就て行つたと同様の方法で細

菌表面構成物質多糖類の還元値の酸水解による消長

とその理想的酸水解は如何になさるべきかを知る目

的で,本 実験を行つたのである.使 用酸としては主

として硫酸を,ま た塩酸をも使用 し,酸 水解温度は

100℃,還 元値の測定はMicro-Berstrand法17)に 依

つた.試 料はS58S型 菌 の表面物質である.

(1) 酸濃度 と還元値の消長

1.5cc.の4mg/cc試 料液 とそれに各濃度の酸1.5

cc.とを試験管に分注 し,振 盪混和後100℃ の 温浴

中に浸し,夫 々一定の水解時間(5, 10, 15, 30, 60及

び120分)後,冷 却NaOHに て中円後, Micro-Bers

trand法 に依 り還元値を測定する.成 績は第9表 の

通 りである.こ の表に依つて判定される事を完全酸
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水解水解に依 り生ずる還元値は42.5%で あつて,理

想酸水解用酸濃度はこの場合2N～3N H2SO4で

あ ると思われ5N H2SO4で は既に分解糖還元糖の

分解が起るものと思はれる.

第 八 表　 各 種 細 菌Antigen Completeの

化 学 的 性 状

a) Holiday8)の 分光 化 学 的 定 量 方 法 で 次 式 に 依 る

M=1.0 E305-0.092 E280

M2=6.21 E280-0.288 E305

b) Jopes13)の 方 法 に よ る

c) 粘 度 測 定 法 に 依 る

d) 三 浦14)の 方 法 に 依 る

第 九 表　 細 菌 表 面 構 成 物 質Antigen Complete

の 酸 水 解　 (S58S型)

(2) 各 種 細 菌Antigen Completeの 酸 水解 還 元 値

S58S型 菌 の 外, S57S型 菌, Staphylococcus au

reus寺 島株 及 びStaphylococcus aureus F. A. D.株

のP. P. L.体 の2N-H2SO4を 用 い た 酸 水 解2時 間

後 のglucoseと して の還 元 値 は 次 の 様 で あ る.即 ち

S58S型 菌 は42.5% S57S型 菌 は40.3%寺 島 株30.8

% F. A. D.株27.5%で あ る.

6, 2 糖類成分の種類に就て

酸性溶液に於ける単糖及びUron酸 の呈色反応,

即 ちこれのFurfurol誘 導体がそれぞれPhenol誘

導 体と有色化合物を作り,糖 類の種類に依つてその

色彩及び吸収帯の位置を18)異にする事を利用し,各

種細菌のP. P. L.体 の成分を分光化学的 に検索 し

た.尚2, 3の 結晶法をも試みた.試 料 はすべて

2N-H2SO4. 2時 間加水分解物である.

(1) 糖 類 に共 通 の反 応(α-naphthol反 応)19)

Moliach-Udransky法 を 用 い た もの で はS57S型

菌, S58S型 菌, Staphyloccus aureus寺 島 株, 

Staphylococcus aureus F. A. D.株 のP. P. L.体 は,

何 れ もKetose. Ardose反 応 共 陽性 で あ るが 前2者

はKetose反 応 が 弱 い.

(2) Pentoseの 呈 色 反 応

Pentoseの 反 応 と して 用 い た の はResorcin反 応

(Rosenthaler20))及 びAnilin反 応(Schiff法21)

で あ る. Resorcin反 応 は 常 法 の如 く行 つ た もの で あ

つ て, 12% HCl溜 出液10cc.に 濃 塩 酸(35%) 10

cc.を 加 え これ に 少 量 のResorinを 加 え 沸 盪 浴 中 に

数 分 間 加 熱 す る と色 素 沈澱(紫 色)を 生 ず る.こ れ

を 濾 別,水 洗 し た後,氷 醋 酸 に 溶 か し,そ の上 澄液

の 吸 収 分 光 写 真 を 撮 影 す る. S57S型 菌, S58S型

菌 の 場 合 には6340A 5870A 5020Aに 明 瞭 な 吸 収

を 認 め るが, staphylococcusのP. P. L.体 で はAr

abionoseが 存 在 す る もの と思 は れ る18) Anilin反 応

もS57S型, S58S型 の場 合 の み 赤 色 反 応 を 与 え, 

5200Aに 吸 収 を 認 め る事 が 出 来 た.

(3) Methyl pentoseの 反 応18)

塩 酸 応(Widste-Toleus法)及 びAceton反 応(R

osenthaler法20))を 試 み た.塩 酸 反 応 はMethyl 

pentoseに 特 異 の 反 応 で あ る とい わ れ, S57, S58

S型 菌 の み に 陽 性 で あ りAceton反 応 も 同 様 で あ

る.
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(4) Ketoseの 呈 色反 応22)

この 内行 つ た の はPinoffの 試 験 法 で,試 料 を

Alcohol-H2SO4液(濃 硫 酸75cc.と96%ア ル コール

20cc.) 10cc.に 加 え, 100℃ に 加 熱 す る とKetose

が あれ ば2, 3分 以 内 に濃 紫 色 とな る.こ の 反 応 は

Staphylococcusよ りのP. P. L.体 の方 が 強 い 結 果

を得 た.

(5) α-Xyloseの 定 性23)

試 料0.03grと 蒸 溜 水1cc.と 炭 酸 ガ ド ミユ ー ム

0.1grと 臭 素 水2～3滴 を 小 試 験 管 に 容 れ 静 か に温

浴 中 に温 め,コ ル ク栓 を して24時 間 放 置 した 後 最 小

蒸 発 皿 に移 して 臭 素 を 蒸 発 せ しめ,濾 過 後蒸 溜 水 に

て 洗滌,洗 滌 液 と濾 液 を 蒸 発乾 固,こ れ に955 Al

cohol 1cc.を 加 え 室 温 に 放 置3～4時 間 後 結 晶 を 検

鏡 す る. α-Xyloseが あ れ ば 特 有 の ボ ー ト状Cadmium 

Xylonohromideの 結 果 を生 ず る.本 定 性 反 応 に よ り

対照 と したXylose結 晶 と一 致 す る結 晶 は何 れ のP. 

P. L.体 に も認 め られ な か つ た.

(6) α-Glucose及 び α-Glucuronの 酸 の定 性23)

試 料0.5grを 小 さい 磁 性 皿 に入 れ.こ れ に2.5cc.

硝酸(比 重1.14)を 加 え 化 合物 を絶 えず 攪拌 しな が

ら,沸 煮 温 浴 で濃 縮 す る.こ れ に10cc.の 蒸 溜 水

を 加え,約1cc.に な る迄 蒸 発 せ しめ,こ れ に2cc.

の蒸 溜 水 を加 へ炭 酸 加里(粉 末)を リ トマ ス試 験 紙

に対 してAlkali性 に液 が な る ま で加 へ,次 い で 醋

酸 で酸 性 と して24時 間放 置 後,結 晶 の有 無 を 確 め,

若 し出来 て い な けれ ば,更 に除 々 に濃 縮 す る.こ こ

に見 られ る針 状 結 晶 は酸 性 砂 糖 酸 加 里 の 結 晶 で あ る.

試料 少 量 に つ き融 点 は確 め得 な か つ た.こ の方 法 に

よ り何 れ の菌 のP. P. L.体 に も本 結 晶 を 認 め る事

が 出来 た.

(7) Galactoseの 定 性

(6)の 場 合 に針 状 結 晶 の 外 に 粘 度 酸 の 棒 状 結 晶 を

各 々のP. P. L.体 に 於 て も認 め る事 が 出来 た.

第10表 の結 果 を 見 る とKetoseとArdoseの 含 量

で はStaphylococcusの 方 がKetoseに 富 む事 が 想像

され,又Pentose及 びMethyl pentoseはStaphlo

coccusのP. P. L.体 に は欠 如 す る も の の よ うで あ

る.

7 細菌表面構成物質の分子量測定及び分子

形態に就て

既 に 第2編 に於 てgram陽 性 菌 のR. P. P. L.複

合体,P. P. L.体 及 びgram陰 性 菌 のP. P. L.体 に

就て,そ の誘電スペ クトルよりその軸 化を 計算 し

gram陽 性菌ではP. P. L.体 がR. P. P. L.体 の倍近

い軸化を有する等の結論を得る事が出来た.本 項で

は更にPolysaccharide部 及 びPolypeptide部 を も合

せてこれ等の滲透圧測定,粘 度測定等より得 られた

結果を綜合 して論ずる事にする.

第 十 表　 各種 細 菌 のAntigen Completeの

糖 類 成 分

先 づ 滲 透 圧 測 定 法 はWeber及 びStover24)型 の

装 置 を 自作 し,半 透 膜 はCollodionで あ つ て,溶 媒

はPolysaccharideはPH 3.2, polypeptideはpH 

5.6, Antitigen Complete はPH 3.6～40. Ribo核 酸

Antigen ConpleteはpH 3.1のM/5 Na2HPO4-M/10

拘 椽 酸 緩 衝 液 を 使 用 し,外 挿 法 に よ り,次 式 を使 用

して 分 子 量 を求 め た.

但 しPは 渣透圧,Cは 溶液1lの 溶媒のgr数 で

ある.

次 に粘度測定よりの物理恒数は次の方法で得られ

た ものである.粘 度測定にはOswaldの 粘度計を使

用 し,恒 数kmの 測定には次のStaudingerの 式を

使用 した.恒 数kmの 算 出はその妥当性よりPol

yascchrideの み に就いて行つた.

但 し,分 子量をM,比 例恒数をkm. 1l中 の溶質

の瓦数をCと する.

次 にPolypeptide, P. P. L.体, R. P. P. L.体 複
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合体に就いてはPolson25)の 実験式を使用してその

軸比を求めた.即 ち

但しGは 単位体積中の溶質容積b/aは 廻転楕円

体の短軸対長軸の比である.

以上の方法に依つて得られた各物理恒数の結果は

第11表 のようにな る.先 づPolysaccharideに 就 い

て見ると粘度測定より算出されたkm恒 数はCell

ulose-澱 粉 よりも非常に小さ く本Polysaccharide分

子が非常に分枝 したものと考え られ る.分 子 量 は

Gram陽 性菌よりのものはGram陰 性菌 よりのもの

に較べて小さく,こ れと同様 にkm恒 数 もGram

陽性菌よりのものの方が小 さい.次 にPolypeptide 

Ⅰで はその軸比を見 ると大体1:3前 後であつて普

通のものとあまり異なつていないが, Polypeptide Ⅱ

は1:8以 上 であつて,同 じPolypeptideで あるが

Polypeptide Ⅱ は変性蛋白の場合に非常よ く似てい

る.こ の点に関してはPolarogramに 依 る研究と一

緒に後程詳論する(第4編). P. P. L.体 及びR. P. 

P. L.体 では分子量が後者が2倍 以上,軸 比は後者

が半分位という値が得られ,透 電スペ クトルによる

値と粘度による値は極めてよく一致している.P. P. 

L.体 はgram陰 性 菌のよりのものの方が軸比が大

きい.こ れ らの結果より非常に長い絲状分子と思わ

れる. Polysaccharideが.Polypeptide Ⅰ と結合する

(而 も大体1分 子と考えられる)こ とによつてその

結合物P. P. L.体 が比較的短い分子として 存在す

るとい う結論を得る事が出来るが,こ の構成に関し

ては不明といわねばならぬ.

第十一表　 細菌表面構成物質の物理的恒数
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8 細菌表面構成物質の分光化学的研究

本測定に使用した分光器は島津製作所製QM60型

水晶分光写真器である.

8 Ⅰ　Ribo核 酸-Antigen Complete複 合 体 の

分 光 化 学 的 研 究

Gram陽 性 菌 のP. P. L.体 はRibo核 酸 が分 子 結

合を な して 複 合体 と して存 す る事 を見 出 し得 た最 初

の根拠 は その 分光 化学 的研 究 で あ る.抑 々核 酸 の 紫

外吸 収 曲線 に就 て はMarshleuski. Heyroth及 びLo

ofbourow26) Casperson27)等 多 くあ る が, Caspersonの

結果 を見 て見 る とThymo燐 酸 ソー ダ,酵 母 核 酸 及

び肺 臓Pentose-polynucleotide共 に 極 め て 強 い 紫 外

吸収性 を 示 し,何 れ も2800A附 近 よ り以 上 に於 て

吸収を増 加 し, 2600A附 近 に於 て最 大 値 を と り,

これよ り以下 に於 て 次 第 に減 少 し, 2280A附 近 よ り

再 び増加 す る事 を示 して い る.次 にP. P. L.体 中 に

はPolypeptideが 存 在 す るか ら.蛋 白質 の 紫 外 吸 収

曲線 にも注 意 す る必 要 が あ る.こ れ に 関 して もDh

ere28) Ley & Arends29) Baker & Davidson30) Caspe

rson27) Haliday8).近 藤 及 び 秦31)等 多 くの 研 究 が あ

る.こ れ らの 結 果 を 見 る と,核 酸 は そ のPurin及

びPyrimidine基 に 基 く所 の 著 る しい 特殊 吸 収性 を 示

し,蛋 白質 もそ の 含 有 す るAmino酸 の 種 類 に よ り

可成 り著 る しい 特殊 吸 収 を 示 す も の で あ る が,そ

の程 度 は遙 か に後 者 が 低 い,殊 に 蛋 白質 にて は 著 明

吸収 を起 すAmino酸 は 多 くと も5～7%に す ぎず,

核酸 で はPurin及 びPyrimidine基 は35～40%で

あるか ら,そ の 差 は 著 しい訳 で あ る.

Caspersonの 結果をみると, 2600Aに 於 て10%核

酸はその紫外線の90%, 1%核 酸 に於ても19%を 吸

収し,こ れに対してAlbuminは25%溶 液 が1%核

酸と同程度の吸収である.さ てgram陽 性 菌より得

られたR. P. P. L.複 合体とgram陰 性菌より同様

の方法で得られたP. P. L.体 との紫外線吸収曲線は

第1図 のようになる.R. P. P. L.体 は同濃度のgram

陰性菌のP. P. L.体 の比較して 極めて著 るしい吸

光系数を有し,而 もその曲線は従来核酸系の吸収曲

線といはれるものと殆どよ く一致 している.即 ち, 

2630Aに 極めて高い一つの吸収の山を示 し2800Aに

もこれよりも著るしく低い他の吸収の山が存在して

いる.こ れに反して同濃度のP. P. L.体 は2806A

に極めて低い吸収極大を示 している. R. P. P. L.複

合体にRibonucleaseを 働せて得られたgram陽 性菌

のP. P. L.体 では吸収度は著 しく低 くなつて居 り, 

2800Aに1つ の極大を示すのみとな り,そ の程度も

ほぼgram陰 性 菌 のP. P. L.体 に 一 致 して い る事

が解る.次 にこれ ら両菌のP. P. L.体 は何れも普通

め蛋白質に見 られ るような特殊吸収でな く, 3800～

2860Aに 於 ける山よりも紫外部に何等の 極 小点を

示 していない.こ れらの結果 よ りgram陰 性菌の

P. P. L.体 と同様の方法でgram陽 性 菌より得 られ

る物質は核酸を含み,そ の核 酸はRibonucleaseで

特異的に分解されることよりRibo核 酸がある事が

結論出来る.尚P. P. L.体 の吸収曲線は次に述べる

Polypeptideの 吸収曲線と著しい関係がある.

第 一 図　 Ribo核 酸-Mg-Polypeptide-Polysaccharide

-Lipid複 合 体

(R. P. P. L), Polysaccharide-Polypeptide

-Lipid複 合 体

(P. P. L)の 紫 外 吸 収 曲 線

8Ⅱ　 Antigen Complete並 び に そ のpolype

ptideの 分 光化 学 的 研 究

Antigen Complete (P. P. L体)自 体 の 紫 外 吸収 曲

線は上述のようにその特殊吸収を欠いでいるように

思はれる.し かるにこのP. P. L.体 の示す2800～

2860Aに 於 ける山はそのPolypeptideに もとづ く

ものである.即 ち,P. P. L.体 よ り得 られたPoly

peptide Ⅰの紫外吸収曲線は第2図 のようになる.

これとP. P. L.体(第1図)と 比較すると2800～

2860Aの 吸収の山は,こ れよりPolysaccharide及

びLipidを と る事によつて殆どその位 置 を変化せ

ずに特殊吸収の極大となつてい る事 が解 る.逆 に

Polypeptide ⅠとPolysaccharideを 一 諸に溶解せ し

めて12時 間後に分光写真をとると明らかに再現性を
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有てしいる(第 三図).次 に同じP. P. L.体 より得

たPolypeptide (Ⅱ)の 紫外曲線は第4図 の よ うで

あつて極大及び極小吸収の波長はわず かに変化 し

ているが.そ の吸収系数は相当変化 して い る.こ

のPolypetide Ⅰ及びⅡの吸収曲線の相違が 如何な

る機転によるものであるかを知るため, Polypeptide 

Ι及びⅡを0.2N NaOHに 溶解し, 2時 間 後, 50

時 間後紫外吸収曲線を撮影 してPolypeptide Ⅰ及び

ⅡのNaOH変 性 の態度を検索した.結 果は第5図

のようにPolypeptite ΙはNaOH変 性 によつて著

しく影響を受け, Polypeptide Ⅱ に近 くなる事を示

している.こ の事は前7で 述べた分子軸比と著るし

い関係がありPolypeptide ⅡはPolypeptide Ⅰの変

性型であるといえるといえる.次 にPolypeptide Ⅱ

はPolypeptide Ⅰ と同様にPolysaccnarideを 混ず

る事により再現性があるか否かを知るため,両 者を

同時に溶解して12時 間後撮影するも, peptide Ⅰ+

polysaccharideの 時 のような再現性はな く殆どpol

ypeptide Ⅱ 自体と相違 しない(第6図).最 後に各

菌種間のpolypeptide Ⅰはその極大吸収波長が多少

相違 しているが, Polypeptide Ⅱ では大体殆ど一致

している.こ れは複合蛋白質の変性の問題と軌を1

に しているものと思われる.

第二 図　 Polypeptide Ⅰ の 紫 外 吸 収 曲 線

第 三 図　 Polypeptide Ⅰ とPolysaccharideを 混

合 した 時 の 紫 外 吸 収 曲 線(再 現 性)

第 四図　 Polypeptide Ⅰ及 び Ⅱの 紫 外 吸 収 曲 線

9 細菌表面構成物質の有する蛋白Peptide

結合部活性化能に就て

9 Ⅰ　 Antigen Complete及 び そ の 成 分Poly

petide Ⅰ, Ⅱ のPeptide結 合 部 の 活 性 度 に就 て

第 五 図　 S57SのPolypeptide ⅠのNaOH

変 性 時 の紫 外 吸光 曲 線

蛋白質のPeptide結 合部の活性化の直接の証明法
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は荒谷32)の 炭 酸 ソー ダ を 用 い たBiuret反 応 の 出 現

曲線 とPulfrichのStep-photometerで 測 定 す る方

法を用 い た.即 ち,検 液3cc.に1% Na2CO3 1cc.

を加 え,更 に1%硫 酸銅0.15cc.を 入 れ, S57の

Filterを 用 い て反 応 後,時 間 を追 つ て そ の 吸 光 系 数

を決 定 した.先 づ, P. P. L.体 及 び そ の 成 分Polype

ptide Ⅰ並 び にPolypeptide Ⅱ のPolypeptide結 合

部 の活性 度 を比 較 す る た め にP. P. L.体1.4%, 

Polypeptide Ⅰ及 び Ⅱは0.2%の もの を 使 用 して 実 験

した.結 果 は 第7図 の よ うで あ る.こ の 結 果 よ り見

る とPolypeptide Ⅱ は Ⅰよ り も著 し く反 応 出現 時 間

が 促進 し吸 光 系 数 も大 き く明 らか にPeptide結 合 部

が 活性 化 して い る事 が解 る.即 ち変 性 蛋 白 と未 変 性

蛋 白の 場 合 に似 て い る.次 に1.4% P. P. L.体 で は

Polypeptide Ⅰ よ り も吸光 系 数低 く,出 現 時 間 は反

対 に速 くな る. P. P. L. 体 に 含 ま れ るPolypeptide

が約30%前 後 で あ るか ら, 0.2% Polypeptideで は

1.4% P. P. L.体 中 に含 まれ るPolypeptideの 濃 度

よ り も稀 薄 で あ るか ら1.4% P. P. L.体 の 吸 光 系 数

が低 い の は濃 度 に よ る もの と考 え られず, P. P. L.

体 中 に あ るPolypeptide結 合 部 の 相 違 に よ る も の,

即 ちPolypeptideにPolysaccharide結 合 部 の 相 違 に

よ る もの,即 ちPolypeptideにPolysaccharideが

結 合 して い るた め, Biuret反 応 の反 応 す べ きPeptide

結 合部 の反応 性 が阻 害 され て い る もの と思 わ れ る.

使 用 したの はS57S型 菌 よ りの もの で あ る.

第六 図　 polpeptide Ⅱ とPolysaccharideを 混

合 した 時 の 紫 外 吸 収 曲 線(非 再 現)

第七図　細菌表面構成物値のPolypeptide

結合部の活性度(S57S)

第 八 図　 各 種 細 菌Polypeptide ⅠのPolypeptide

結 合 部 の 活性 度

次 に各 種 細 菌 のPolypeptide Ⅰに 就 て その0.2%

検 液 を 用い て 同 様 の実 験 を試 み た.そ の 結 果 第8図

に見 られ る様 にStaphylococus aureus寺 島株 とF . 

A. D.株 では殆ど一致 し, S57S型 菌 及びS58型 菌

でも殆ど一致 しているが,こ こに使用したgram陰

性菌,陽 性菌間では相当異つている.即 ち,他 の物

理的並びに化学的性状では可成 り似た性質のある両

菌種のPolypeptide Ⅰが そのPolypeptide部 分の活

性度では相当異な り, gram陽 性菌よりのものの方が

いちじるしく小さい.こ の理由は色 々と考えられる

が各種蛋白質間のPeptide部 分 の活性度の相違に対

しての荒谷氏32)の仮説に従 うと次のように考え られ

る.寺 島教授等93)に よ ると,球 状蛋白質のPeptide

鎖には次のようなB型 部とE型 部がある. E型 では

Peptide結 合部分がむき出しになつているに反 し, 

B型 ではPeptide結 合のCOと 他 のそれのNHの

間に水素結合があつて互に閉鎖しているためにB型

はE型 のものより活性度がある筈である.従 つて,

この説に従つて上の場合を説明す るとgram陽 性 菌
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のPolypeptide Ⅰ の方 がB型 の構 造 に 富 み, gram

陰 性 菌 のPolypeptide Ⅰ に はB型 構 造 が 多 い と いふ

事 が 出 来 る.

9 Ⅱ　Antigen Completeの 蛋 白質Peptideの

結合部の活性化能に就て

細菌の毒素が蛋白の変性を起す酵素,即 ち,De

naturaseと しての作用があるのではないかという事

は仮説的に従来いはれて来た所であり34)35)又予想出

来 る所である.其 処で,細 菌表面構成物質P. P. L.

体 にそのような作用があるか否かを知 るため, Pe

ptide結 合部活性度測定法により次のような実験を

試みた.

0.5% Albumie水 溶 液3cc.に 各 種細 菌 のP. P. L.

体 の0.5%液0.1cc. 0.5cc. 1.0cc.及 び 蒸 溜 水0.9cc. 

0.5cc. 0.ccを 加 え て後,そ れ ぞ れ30分, 60分, 120

分 に て 反 応 液 と し て1% Na2CO3 1cc及 び1%燐

酸 銅0.15ccを 使 用 して,時 間 的 に 吸光 系 数 を 測 定

した.第9図 に示 す様 に 結 果 はP. P. L体 の 量 が 多

い 程 卵Albuminのpeptide結 合部 の 活 性 度 が 増 加

し,時 間 的 に もや や 増 加 す る様 で あ るが,こ の 結 果

の 機 構 は 明 瞭 で な い が, P. P. L体 は 明 らか に 蛋 白

質Peptide結 合部 活 性 化 能 を 有 し,而 も時 間 的 にや

や 増 加 す る所 を み る と そ の 作 用能 に は 酵 素 的 な 因 子

が 相 当 あ る もの と思 われ る.

次にPolypeptide Ⅰの0.5%液 を同様な条件で働

かせてみると第10図 の様にやはり活性化能を有 して

いるが,こ の場合時間的な増加は殆 どな く, 30分, 

60分, 120分 の曲線が一致 してしまい,酵 素 的な因

子が認められない.次 にPolysaccharideに はこの

様な現象は全然認められなかつた.

以上の知見は次の2点 で極めて重要であると思わ

れる.第1に この様なP. P. L体 の蛋白質peptide

結 合部活性化能が免疫元性 と一致 している点である.

これをpaulingが 抗体の生成機構の証明として試験

管内で抗体を作り得たという報告36)と関連して考え

てみると,実 に興味が深いものと考 え られ る. P. 

P. L体 の この性質が適応酵素活性化反応体としての

性質と一致している点である.即 ち,適 応酵素活性

化反応体として蛋白質peptide結 合部活性化能が重

要な位置を占めるものと思われる.

第 九 図　 P. P. L.体 のEgg Albuminに

対 す る変 性 作 用(S57S)

第 十 図　 Polypeptide ⅠのEgg Albuminに

対 す る変性 作 用(S57S)

10 結 論

以上の実験を要約してみると次の様な結論を得る

事ができる.

1) Gram陰 性 菌 よ りはCCl3COOH低 温 抽 出法 に

よつ て 純 粋 のAntigen Complete (Polysaccharide-

Polypeptide-Lipid複 合 体)を 得 る こ とが で き る.

2) Gram陽 性 菌 で はCCl3COOH低 温 抽 出法 で純

粋 のP. PL体 は 得 る事 が で きず 得 られ るの はRibo

核 酸-Mg-Dolysaccharide-Polypeptide-Lipid複 合 体 で

あ る.

3) Gram陽 性 菌 よ りのRibo核 酸-Mg-Polysacc

haride-Polypeptide-Lipid複 合 体 のRibo核 酸Mgは

イ オ ン性 結 合 部1/5,残 部 は 主 と して 共 有 結 合の 形

で残 余 の 複 合 体 と結 合 して い る もの と考 え られ る.

4) Ribo核 酸-Mg-Polysaccharide-Polypeptide-Lipid
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複合体より純粋のP. P. L体 を得る方法 を考案 し

た.

5) Ribonucleaseを 自己 の方 法 に よ つて 精 製 し,

その物 理 的 化学 的 性 状 を 測 定 した.

6) 菌 体 よ りDesoxyribo核 酸 及 びRibo核 酸 を

精製 す る方 法 を 考 案 し,そ の 物 理 的 化 学 的 性 状 を 測

定 した.

7) 各 種 細 菌 のP. P. L体 よ りそ の 成 分Polysacc

haride及 びPolydeptide Ⅰ, Ⅱ並 び にLipidを 分 離

し,そ の化学 的 性 状 を 測 定 し,次 の 結 果 を 得 た.

Gram陰 性 菌 に 比 較 してgram陽 性 菌 で はPolysa

ccharideが 少 く, Polypeptideが 多 く,又Lipidも

多 く,又 そ のPolypeptide Ⅰ は 陽 性 菌 の 方 が 分 子 量

大 き く, Tyrosin, Tryptohane, Histidinが 少 い.

又陽性 の もの は不 飽 和 酸 が 多 い.何 れ の 菌 種 で も

Polypeptide Ⅰ よ りPolypeptide Ⅱ の 方 が 分 子 量 小

さ くNに 富 む,又 これ 等 物 質 の 有 す る適 応 酵 素 活性

化能 と免 疫 元 性 とが 一致 す る.

8) 糖 類 成 分 中 特 異 な 点 と して 次 の 結 果 を 得 た.

Gram陽 性 菌 に はPentose及 びMethylpentoseが

ないがGram陰 性 菌 に は 存 し, Ketoseは 両 種 菌 に

あるがGram陽 性 菌 に 多 い.両 種 菌 にXyloseは な

い.

9) 各 種 細 菌 のP. P. L体 及 び そ の成 分 の分 子量,

軸比, Km恒 数 等 を 測 定 し,そ の分 子 形 態 に つ い て

論 じた.特 に 重要 な 事 と して 一 般 にPolypeptide Ⅰ

よ り もPolypeptide Ⅱ は 著 しい 軸 比 を 有 す る点 と

P. P. L体 はGram陰 性 菌 の 方 が 大 きい 軸 比 を有 す

る点 を見 出 した.

10) Ribo核 酸-Mg-Polysaccharide-Polypeptide-Lipid

複 合 体 の 紫 外 吸収 曲 線 を 測 定 した.

11) Polysaccharide-Polypeptide-Lipid複 合 体, Pol

ysaccharide-Polypeptide-複 合体, Polypeptide Ⅰ及 び

Ⅱ の 紫 外 吸 収 曲線 を測 定 した 結 果, Polypeptide Ⅱ

はPolypeptide ⅠのNaOH変 性 型 に近 く,又Po

lypeptide Ⅰ+Polysaccharideの 混 和 物 はPolysacch

aride-Polypeptideの 吸 収 曲 線 へ の 再 現 性 を 有 す る

が,こ れ に 反 してPolypeptide Ⅱ+Polysaccharide

の 混 合物 に は か か る事 が な い事,又Polypeptide Ⅰ

は 各 菌 種 間 で 吸収 曲 線 が 相 違 す るがPolypeptide Ⅱ

で は 異 らな い 事 を見 出 した.

12) P. P. L体 に 含 ま れ る時 のPolypeptideと 分 離

したPolypeptide Ⅰ 及 び Ⅱで は そのPeptide結 合

部 活 性 度 が 異 り,こ の順 に大 きい事 を 見 出 した.

13) P. P. L体 の 蛋 白質peptide結 合部 活性 化能 を

見 出 した.

終 りに臨み,ご 指導とご校閲をいただいた村上教

授に深甚の謝意を表す.尚,分 光器の使用を許され

た本学精神科林教授及びphotometerを 御借与下 さ

つた本学法医教室遠藤教授並びに実験の補助を願つ

た奥野孝世助手に感謝する.

本研究は文部省科学研究費の補助の下に行なつた

事を併記する.

概要は第3回 日本細菌学会中四国地方支部会総会

にて発表した.
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Studies on surface structures of the bacterial cell

Report 111. Chemical studies on surface substances of the 

bacterial cell.

Kazumi Taguchi, M. D.

Department of Bacteriogy, Okayama University Medical School

Surface substances of the bacterial cell which would have biological and immunological 

activities were studied with aid of purification process, chemical analysis, spectrochemical 

procedures, viscosimetory, dielectric spectrometory, osmotic manometory and other physico
chemical procedures.

Purified substance from Gram positive bacterial cell by trichlor-acetic acid method was 

determined to be the mixture of ribonucleic acid-Mg and polysaccharde-polypeptide-lipid. 

Mixture was consisted of ion-binding in one-fifth and its molecular weight was ca. 400,000 

with axis ratio of 1:2. By acting with ribonuclease this mixture was purified into poly

saccharide-polypeptide-lipid compound which, to date, had been difficult to purify from Gram 

positive bacterial cell.
Purified polysaccharide-polypeptide-lipid compound from Gram negative bacterial cell using 

trichlor-acetic acid method was also studies revealing molecular weight of ca. 150,000 and 

twice longer axis ratio than ribonucleic acid mixture. Thus, it was considered that parallel 

coexistence of two molecules of ribonucleic acid-Mg and one molecule of polysaccharide poly

peptide-lipid compound was clarified.
Polysacchardie-polypeptide-lipid compound was further purified into polysaccharide-poly

peptide 1 (PP 1), polysaccharide-polypeptide 11 (PP 11) and lipid. From measuring molecular 
weight, km constant, axis ratio etc, it was found that PP 1 had more elongated molecular 

form than PP 11 and that relationship between PP 1 and PP 11 was identical with that 

between non-denaturated protein and denaturated protein.


