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　　　　　　　　　緒　　　　言

著者らは，納言菌の分類的位置や生理的性質や利用性

などについて，より深い知見をうる目的で該菌の性状に

関する検討を行なっているが，ききに該菌の合成培地や

半合成培地の培養液申に核酸ないし核蛋白が現われるこ

とを知り，これらは主として，溶菌によって菌体から放
　　　　　　　　　　　　　　（2）（5）
出されるものであろうと推論した。その後この考えをた

しかめるための一法として，菌体の核蛋白を，菌を磨砕

して弱アルヵリで抽出して採り出し，その性状をしらべ

たところ，このものが培養液申に現われるものと酷似し

ていることを知り，ききの考え方がより確からしいこと

を認めた．以下にその実験の概要を報告する．

　　　　　　　実　験　と　考　察

　使用菌株　　市販納豆より分離した保存株で既報（2）に

使用したものを納豆を通して再分離して用いた．その菌

学的性状は第／表のようで，沢村（6）の記載に類似してい

る．

　培地　　下記のA液：B液：5：1の混合液（半合成

培地）を用いた。

　A液（合成培地）：NaH－G1utamate／Og，Glycerin

209，G1ucose59，KH2p040．59，K2HP040，59，M

gS04・7H200．59，FeS04・アH2012．5mg，Biotin0．01

mg，水道水11，10％アンモニヤ水でPH7．2～7．4に調整。

　B液（大豆煮熟汁）：大豆609を300榊2の水道水に1夜

浸漬し，液をすて㌧新しい300棚の水道水を注ぎ静かに

3時間煮熟，その間蒸留水で蒸発を補う．煮熟後煮汀を

傾斜して採り，60～70榊1の蒸留水を加えて煮熟10分後

煮汁を去ることをくり返して煮汁合計300棚グをうる．こ．、、

れを10％アンモニヤ水でPH7．2～ア．4に調整してろ過．

　培養　　／2容三角フラスコに上述の培地／00〃ずつを

分注し（表面積：液容量：1・5韓）・亨㍗cに静置培養し

て，菌が溶菌を起すよりもや㌧前の時期（28時間培養）
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の菌体を試料とした．培地は菌の繁殖に伴ない数時間後

に一度酸性側に動いてからアルヵリ性に向う．静置条件

は，菌体を集める操作が容易なので採用した．

　核蛋白の抽出　　上述のように培養して繁殖生成した

菌膜を，培養液を煩斜し去り，氷冷蒸留水を注いで（以

下の処理はすべて氷冷状態で操作）洗いつ㌧とり出して

蒸留水に懸濁し，これを高速遠沈し蒸留水を加えて懸濁

遠沈洗浄を2回反復してのち，沈澱菌体を一／G4ガラス

フィルター上に移し，アセトンで3回，エーテルで2回

洗浄し，真空デシケーターで乾燥して乾燥菌体をえた．

この乾燥菌体59を乳鉢中に0．11V－NaOH50肋2に分散

懸濁し，カラス粉末39を加え約／時間磨砕し，さらに

50刎1の0．1W－NaOHを加えて分散溶出し，これを高速

遠沈（12，000r．丘肌，／0分間）して上澄液を採り，沈

澱は0・／ぺ二Nag耳20棚た分散懸濁遠沈することを2回

くり表して溶出上澄液を採り，上澄液を合わせて，これ

に／1トHαを加えて0，251V濃度にし，生ずる白色沈澱

を高速遠沈（／2，000r．P．m一，／0分間）して集め，この沈

澱を0．1！V－NaO宜に一たん溶解して，わずかの不溶物

を高速遠沈除去し，溶液を再び／ぺ一HC1で0，251V－Hα

濃度として生ずる白濁沈澱を高速遠沈して採り，蒸留水

で1回，50％酒精で3回，酒精一エーテル（3：／）で

3回，エーテルで2回それぞれ遠沈洗浄してのち真空デ

シケrターで乾燥して白色粉末の調製品をえた・この抽

出物を以下の分析に供した．収量は培地12より乾燥菌

体約59を，これから白色粉末約／50mgを得た．

　抽出試料（菌体内核蛋自）の性状　　上述のようにし

て得た抽出白色粉末試料についての実験結果をまとめ，

さきに検討した培養ろ液にあらわれる核蛋白（3）と比較す

ると第2表のようである．すなわち，・

　紫外吸収スペクトル：試料の5mg％一0．11〉LNaOH

溶液の紫外吸収は第／図のようであった．この測定は

／仰ごとに行ない，比較としてN．B．C．製のRNA標

品の2．5mg％r0．11VLNaOH溶液を測定した．スペク

トルは260仰に最大を持ち典型的な核酸の吸収特性を

示していて・ろ液g核蛋白とほゾ同様な様相を表わして

いる．
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　核酸組成：DNAは試料の0．／！V－NaOH溶液（／00mg

％付近）をジフェニールァミン試薬により，発色／0分後

の6／0刎μの吸収度を測りN．B．C．製のDNA標品につ

いて作製した検量曲線から算出し，RNAは同じく0．／！V

－NaOH溶液（20mg％付近）をオルシンー塩化第二鉄

法で675榊μの吸収度を測りN．B．C．製のRNA標品につ

いて作製した検量曲線から算出した．結果は抽出試料に

よって多少の差畢がありDNA13．25～／5．38払　RNA

10．02～／2．50％でDNAの多いことが特徴的である．こ

れらの値を培養ろ液の核蛋白と比べると菌体の抽出試料

はDNA含量がや㌧少なくRNA含量が多い。菌体の核

蛋白のRNA含量は菌の生育時期によってかなり変化す

るといわれ（’），値がつかみ難いが，上の結果から、菌体

抽出試料と培養ろ液の核酸組成は類似しており，菌体核

蛋白が菌の溶菌の頃に，や㌧分解してRNA含量のかな

り少ないものとなって培養ろ液申に現われてくるものと

解釈する。

　塩基組成：試料50．2mgを6！V－HC15棚（約／％溶

液）申で120◎Cに20時間水解レ申和後活性炭で脱色して

東洋ろ紙No52にn－ButOH　Forlm1c　H20＝4／1vo1

で展開してしらべた．展開ろ紙の濃度分布を260仰の吸

収度で測定（分光光度計ろ紙泳動付属装置で移動距離2

mmごとに）した結果は第2図のようである．グァニン

（Rf0．／3），シトーシン（0．26），アデニン（0．33），ウ

ラシル（O．39），チミン（0．56）を検出した．チミンは

水解申に分解して低い値を示しているものと考えられる

が，この菌体内核蛋白の塩基組成は培養ろ液の核蛋白の

それの様相と一致している。

　アミノ酸組成：上記水解液を東洋ろ紙No．52に展開

してニンヒドリンで発色して定性定量した．展開剤は一

次元にn－ButOH：Formic：H20＝41／：1vo1を，

二次元にpheno1H20：／7　2vo1（NH31％）を用

第／表使用菌株の微生物学的性状

形態（肉汁）

運　動　性
胞　　　　子

染　色　性

分子状酸素
肉　　　　汁

ペプトン水

肉汁膠扁平

肉汁膠斜面

肉汁膠穿剃

肉汁寒天扁平
および同斜面

馬れいしょ

牛　　　　乳

硫化水素
インドール

アセトイン
ガ　　　　　ス

アンモニヤ
硝酸塩還元

澱粉水解
マンナン分解

脂肪水解

使　　　　　用　　　　　菌 株

O－8～1－Ox1．8～2．6μ，桿状，両端部円，糸状連鎖多い

ある，活ぱつ

だ円形，主として端部的

グラム陽性

通性好気性

臼（帯淡黄褐）色の乾燥粉状の小餓ある強固な被膜を形成，はじめ
濁，被膜形成後は膜直下のみや㌧濁でほかは清澄

被膜の色は白色に近い．ほか同上

はじめに粘性滑面光沢性小滴状の集落を生らこれがやがて表面の
光沢を失い白色の小搬膜を生じうすくひろがる．この表面は白色（
帯淡黄褐）乾燥粉状小搬．液化　縁羽毛．

粘質透明隆起の集落を生じてのち，扁平にひろがった被膜となり表
面は白色（帯淡黄褐）乾燥粉状唇裂縁辺不劃然．液化．

接種線に沿い繁殖しすみやかにろう斗状に液化，のち層状に液化し
表面に被膜．

それぞれ膠扁平，膠斜面に類似．十分繁殖ののち，乾燥粉状小餓の
被膜が湿潤光沢性を帯び菌苔液化の様相を呈する．

白色（帯淡褐）有駄表面や㌧光沢あり，菌苔曇面粘質強い．培地
軟化や㌧水解．

凝固してのちペプトン化，アルカリ性化

発生しない

形成しない

生成する

発生レない

生成する

す　　る

す　　る

す　　る

す　　る

肋6．榊材o　SAWAMURA

1×3～4μ，ほか同左

あ　　る

だ円形，主として申央的

同　　左

同　　左

ほゾ同左

ほゾ同左

ほゴ同左

扁平，唇裂，淡褐色乾燥粉状
組織．申央に小点多．生長速

接種線に沿いすみやかに液化

灰白，有餓

凝固後アルカリ性を呈し溶解

同　　左

同　　左

同　　左

同　　左

同　　左

同　　左
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第2表 納豆菌の菌体内核蛋白の性状

菌体内の核蛋白試料 培養ろ液の核
蛋白（比較）

定性反応

溶解性

吸収スペ
クトル

DNA
RNA
全P

塩基

アミノ酸

ニンヒドリン反応・弱陽性；ビ

ューレ㌧ト反応・強陽性；ザン

トプロテイン反応，アダムキー

ビッツ氏反応，坂口氏反応・極

弱陽性；工一ルリッヒ氏反応・

弱陽性；ミロン氏反応，ジフェ

ニールアミン反応，オルシン反

応・極強陽性

水，弱酸，有機溶媒類に不溶；

弱アルカリに可溶，無機または

有機の弱酸性（PH3～2）で沈

澱

λ舳免260榊μ，

λ〃ガ物233～237〃2μ

／3．25～／5．38％

10．02～12．50％

ア．8％

アデニン，シトーシン，グアニ

ン，チミン，ウラシル

グリシン（0．83％），アラニン

（1．25），バリン※（メチオニン）

（／．08），ロイシン（1．17），セリ

ン（0－53），アスパラギン酸

（0．87），スレオニン※（O．33），

グルタミン酸（2．00），プロリン

（0．93），　フェニールアラニン

（0．80），リジン（0．92），ヒスチ

ジン（十），シスチン（ジアミノ

ピメリン酸）（十），アルギニン※

（0．23），チロシン※（十）。

同．左

同　左

　260
235～24

16．67％

6．94％

8．5％

同　左

吸

収

度

0．8

0．6　　　　o

0．4

O．2

0．0

　　　§．抽出試料

　　　6　　　副伽2

ooooo

　♂・0

RNAlN．B．C

　25〃加4

0・㊥、

㌔釣
　♂⑧⑧
　　○鴫⑧♂
　　　○噛

同左ただ

し，※印

は欠

いた．定量は該当発色スポット部を切って75％酒精で溶

出し7／5仰の吸収度をグルタミン酸の検量曲線で算出し

た．グリシンほか14種のアミノ酸を検出定量したが，培

養ろ液の核蛋白のアミノ酸組成と比べると，菌体内試料

で検出したバリン（またはメヂオニン），スレオニン，

アルギニン，チロシンなどは培養ろ液の核蛋白では検出

されていない。したがって，菌体内の核蛋白は蛋白部分

も，培養ろ液申に溶出する際にはや㌧分解されて，ある

いは液申に放出された後にや㌧分解されて，アミノ酸組

成のや㌧少ないものとなって行くものと観察される．こ

のことは，試料の全燐量が菌体内試料の値よりも培養ろ

　　　230‘　240　醐　　260　270　280　290　300
　　　　　　　　　彼　長　　（mμ1

第1図　抽出試料とRNA標品との紫外吸収スペクトル
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第2図　納豆菌菌体核蛋白の塩基組成

液試料の値のほうが高いことからもうなずかれる．

　以上のように納豆菌の菌体内核蛋白は，一般定性反応

をはじめ核酸成分の組成や塩基組成やアミノ酸組成等の

諸点で，培養ろ液に見いだされた核蛋白ときわめて類似

した性状を示しており，核酸組成やアミノ酸組成などか

らみて，菌体内核蛋白のわずかに分解したものが培養ろ

液申に放出されて存在しているものと考えられる．

　この菌の溶菌やそれに伴う核蛋白の溶出現象をさらに

解明するために，菌体内核蛋白の生育中における量的質

的の変化を今後に検討したい．
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　　　　　　　　　摘　　　　要

　納豆菌の菌体内核蛋白を，菌を磨砕しアルカリで抽出

して調製し，核酸組成，塩基組成，アミノ酸組成その他

の化学的性状を検討した．

　抽出試料は，核酸特有の紫外吸収スペクトルを示し，

DNA13～／5％，RNA／0～12％を含み，アデニン，シ

トーソノ，クアニン，チミノ，ウラソル等を塩基組成と

し，グリシンほか／4種のアミノ酸を生ずる核蛋白であっ

た．

　この菌体内核蛋白と，さきに検討したこの菌の培養ろ

液に存在する核蛋白とはきわめて類似した性状を有し，

菌体内核蛋白がわずかに分解した状態で培養液申に存在

しているものと認めた。
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　The　present　paper　dea1s　w1th　the　chemlca1propert1es　of　the　po1ynucleot1de　m　the　vegetat1▽e

cel1of　natt6－bacter1a　as　we1I　as　the1r　re1at1on　to　th．e　prev1ous1y　mv・est1gated．p〇五ynucleot1de　m　the

cu1tura1工11trate　of　the　same　organ1sm

　The　preparati▽e　procedure　of　the　po1ynuc1eotid．e　was　as　fo11ows－　The　d－ried，yegetative　ce11s

from　cu1tura1f1u1ds　were　homogen1zed　and　extracted1m　a　mortar1n　the　presence　of　g1ass

powder　and．01炸NaO巳so1n　The　centr1fuged　extracts　were　acld．1f1ed．by　the　ad．d，1t1on　of

1炸HCl　to025N　concentrat1on　y1e1d．1ng　wh1te　preclp1tate　The　prec1p1tate　were　then　centr1fuged．

and－washed－w1th　so1vents　and，dr1ed．m　yacuum　des1ccator1五1tre　of　cu1tura1f1u1d．s　y1e1ded．about

5g　of　d－ried．ce11s　and－about150mg　of　d．ried．Preparation．

　The　preparat1on　was　wh1te　amorphous　powd．er　and．9ave　the　u1tra　v1o1et　spectrum　character1st1c

to　nUc1e1c　ac1ds　and　conta1ned13＿15％of　DNA　andユO＿12％of　RNA

　The　hydro1ysate　of　the　p－epa1at1on　was　obseryed　to　conta1n　f1ye　kmd－s　of　bases　and．f1fteen

kmds　of　am1no　ac1d－s

　The　po1ynucleot1d．e1n　the　cu1tura1f1u1d，s　of　nattδ一bacter1a　seems　to　be　s11ght1y　decomposed－

po1ynuc1eotエde　m　the　yegetat1▽e　ce11s　at　the　growth　stage　pr1or　to　the　phase　of1ys1s




