
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

（三 崎，堀 ， 寺本） Baeitlus　Polyngxaユ 變株の 生 成 する Bacterial　Polygeccharideの研 究 （第 3 報） （311 ）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 文　　　　　 献

1） JOSEPH 　G ．　H。，　HAVIGHORsT 　C．　R．： Food　Eng り 24， 87 （1952）。　　 2）KERTESZ 　Z．　L ：
‘‘The　Pectic

Subgta皿 ces
”5工1 （1951）．　　　 3） HINToN 　C．　L ： Ibid， 234．　　 4）CP ．　・P．　F．．　tW　： Ibid

， 485．　　 5）Ibid

470．　　 6）Ibid　511．　　 7） Ibid
，
512 。　　 8）Ibid

，
162。　　 9）GRAHAM 　R ．　P．

，
　SHEPHERD 　A ．　D ．： Agr ．

Food 　Chem ．，1，993 （1953）．　　 10）BAKER 　G．　L．： Food　Ind．， 6， 305 （1934）．11）鹽 入 ，．萩漁 食 研 報告，

S，197 （1953）．　　 12） WALLERSTEIN 　L．： U ．　S．　Pat．2， 0〔旧 ， 999 （1935）
¶　　 （昭和 29 ， 5， 10受理 ）

BaCillus　PolPtmyxa　1　pa株 の 生成す る Bac七eria1

polyg．　accharide の 研 究 （第 3報） 構成糖 の 確認
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　一般に B3cter三al　polysaccharide の 樗成糖 として は葡萄糖，ガ ラ ぞト ース ， マ ン ノ ーズ，グ ル ク ロ ン 酸 及び

ア ミ ノ 糖が擧げ られ るが
1）最近 の 報告り 3） で は ラ ム ノ 尸ゼ も溝成糖 と して 存在ナる こ とが 認 め られ て い る．

　前 報 に於 て は 乳 糖
1）・の を利用 して 粘度の 大 きい polysaccharide を生 成す る細菌を見出 しそ の 培養條件及 び菌

學 性 質 に つ い て 報告 しf．r．こ の 醸酵液 よ り苛性 ソ ーダを 含む ア ル コ ール に よ り分離 して 得た粗製物質は 未だ窒素

分等 少量の 不 純物 を含 む もの で あ りそ の 精裂に つ い て は後報 で 述べ る事と して 本報 で は 先 ず既の 粗製物質に つ い

て 加永分解を行い → 投化學分析及び
Y
〈・r−　・〈・e− ・ク 卩 マ トグ ラ フ イに よ リア ル ドヘ キ ソーズ （葡萄糖 ）及 び メ チ ル ・

ペ ン ト ース （フ コ 冖ズ ）の 2 種 の 還 元 糖 を確 認 した ．同 時 に 含有 され る カ ル シ ウ ム が或 る種 の 有機酸鹽 と して 存 在

す るや否や も臉討した の で これ ら の 結果 に つ い て 報告す る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　實驗及び 實驗結 果

　 1．？ olysaccharide の 跼製

　防報 と同様に 約 5 ％の 局方乳 繪 ，酵撮抽出液 （2 ％ 叉 は 0．5％ 濃度 ）， 0．05％ ア ス ベ ラ ギ ン 酸 ソ ー鷏 0．05％

KH ！PO4 ，0．03％ MgSO4 ・7H20 ， 0．05％ KC1 よ り成る培養液 100　ml を 500　ml 容振盪 フ ラ ス コ に夫 々 分 注 し

て 接種 と同 時 に沈降性炭酸 カ ル シ ウ ム を加 え る．inoculum と し て は B．　PolymPtxa　var．　lactoviscosusを 1 ％

乳 糖 を含む 肉汁 ペ プ ト ソ 培 養 （pH 　7．O） に 24時 間 培養せ る もの を用い た ．　 polysaccharide 生産の た め に は 30℃

で 振盪培養 し邇元力の 完全 に 滑失す るま で 培養を續 けた （所要 日數約 7E 間）．醸酵液 に ア ル コ ール を 加え て 2｛〕

％ 濃度 と な し 3000r ．p ．m で 30分遠 心分離 し可 及的 に菌體及び殘存カ ル シ ウ ム を除 きその 雌 液を 2 ％苛性 ソ ー

ダ を含む90％ ア ル コ ール 2．5容中に 注加攪拌 して ゴ ム 状沈澱 を得 る．こ れ を ア ル コ ール 及 び 工 冖テ ル で跣つ た後

鹽化 カ ル シ ウ ム 上常褞で乾燥した もの を試料 と して 用 い た．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　噛
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 斯 くして 得た粗製物質の

　　　　　　　lable 　I．　Properties　of 　crude 　Polysaccharide
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 水分，荻 分，窒素 分 及 び 加

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 水分解後の 還元力を測定 し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 た 結 果 は Table 　I に 示 す．

ash ％
water

　　％ total
　　　　　　　Ca ％
ash ％

　　　tota 置

nitrogen ％

reducing 　power
after 　hydrolysis ％
　　　（as 　giucose）

・ Rm 。1・ A … 　 ．62 ・4．ZZ　 4．971 ・．SS
・・m ・1・ B ’

・・… ユ2・854 ・951 ・・2・

49．956
．8

艇 Sヨ mple 　A 　was 　obtained 　in　O，5％ yeast−extract 　 mediu 皿 ，　and 　B 　in

　 2．0％　yeast
・
extract 　 medium ．　 Bo 亀h　 samples 　 were 　isolated

　 with 　 means 　of 　pouring 　c 旺lture一伍 tra 亡e　i玳 02 ．5　 vo1 ．　of

　 90％　ethanol 　 containing 　2．0％ NaOH ．

但 し水分測定 は 105℃ に て

乾燥後秤 量 し， 窒 素 分 は

Selni ・micrtrKjeldahl 法 1こ

依 り，茨分 ‘ま磁製ノレ ツボ 中

に て 灼熱す る事 に よ り定蚤

した．

又 こ の 荻分殘渣を鹽 酸 に溶解後蓚酸 法 に よ リ カ ル シ ウ ム を 定量 した．還元力 の 測定 に は試料 150〜200mg を

li　m1 の 2N 轍 と共に sea 夏兮d　tube 中に て 100℃ t4 時 間顔水分解鋒 BERT 聯 村D 洗に て 定量 し葡萄糖 と して 算
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出した．

　そ の 結果は Table 　1 に 示 す 如 くで あ b．水分 11・−r2％ で夊全友分 は か し シ ウ ム が炭酸 カ ル
“
− VA と して測定

され と考 え る と良 く
一

致す る．加水分解 に 依 る還 元 力 は葡萄糖 と して 約50− 55％を 示すが絶乾量に對 して は55〜

60％ となつ た．窒素量 ほ 用い た培地 の 窒素源 （酵母液） の 濃度に依り 署し く異 るが 酵母液 の 濃度を大 に する と

polygaccharide 試 料 中 の 窒 i観 も増加 す る事 よ り菌髓蛋 白…苔くは酵母液 中 の 窒素分が試料 の 粘稠性 と も顧聯 し

て 混在して い る もの と翫 られ る．獪本物質は カ ・・シ ウ ム を含有す る事 よ り C ・
・P・1ysac・ba・id・ と假稱す る・

　 【．（］a ・polysaccharide 構成糖 の 確認

　polysaccharide の 構成糖 を確認す る た め に は そ の 加水分解物 に就 て 行われ る べ きで あ るが 本實驗に 用 い た 試

試料 （Ca−polysaccharide） 10．14　g

　　蒸溜水 300m ！中 で 加熱膨潤

　　　　　　↓
　　　Ca 當 量 の 蓚酸添加

　　　　　　 ↓　（10m 重n 加 熱）

　　　　遽 心分 誰 （300r ．P ．m ．30min ）

　　　 ＿ 」
　　　↓　　　　　　　　　 ↓

　 PPt ．
（蓚酸 カ ル シ ウ ム ）

　　上層液
　　　 1
2N 硫酸 50m1 添 加

　　　 1
　5hr 。加水分解
　　　 1
　　 濾遏
　　　 1
灘 濃 縮 （100ml）
　　　 「

n 尸テ ル 渡 出（55℃ ，30hr．）
　　　　　　　 1

　　　　　 1
　　　　水 溶 部
　　　　　 ［
BaCOs に よ b 定 量的 に

　　硫酸 を中和

　　　　　 「

　　　　嘩
　　磯離齢 檢出）

　　　↓
エ ーテ ル

．
可溶部

（酸 の 檢出 ）

・wa（t　Table 　1 よ り明か な如 くカ ル シ ウ ム を含 む た め に先ず

カ ル シ ウ ム に 當量 の 蓚酸 を加えて 可及的 に之を除去 した．

盤酸 に 依 る加永分解で は分解過程 中に 生成單糖が更に分解

され る こ とが認 め られた の で 硫 酸 に 依 り加 水分 解した．獵

還元 糖 の 外 に有機酸 の 存在す る可 能性もあ るの で 次の 如 き

操 作 を行 つ た．

　即 ち試料（水分11．8％，カ ル シ ウ ム 0．43gを含む）10．14g

を蒸溜水 300m1 中に 加黙膨潤 させ 更 に48時聞振盪を行い

均
一

な粘調液 と した 後含 有 カ ル シ ウ ム に 當量 の 蓚酸を含む

水溶液を加え 湯煎上 で 加熱 （IQIi＞） し た後 3000　r．p ．m で

30分遠心分離 して 蓚酸 カ ル シ ウ ム を除く．上暦液 に 2N一硫

酸 50ml を加 え　refi 　ux 下沸騰水中で 5 時 聞 加 水分解 した 後

濾過して フ ミ ン 駄物質を除去 し濾液 を 37℃ で 滅壓濃縮 して

約100m1 とな し55℃ で 30時間 工 冖テ ル 濃 出す る （エ ーテ ル

區分 は 酸 の 檢 出に 用い る）．水 溶部 の 硫酸 を炭酸 バ リウ ム

で定量的に 中和 し更 に 30m ！に ま で 濃縮 しこ れ に 炭酸 カ ル

シ ウ ム を 加えた後濾液を活性炭で脱色後減壓濃縮 して 乾洞

に 近 い シ ラ ッ プ 7 ．22g を得 た．

　〔糖 の 確認檢 出〕

　上 述の シ ラ ッ プ を 30ml の 温水に とか しそ の 一都 を探 り

こ れ に ア ル コ ール を加えて 60％濃慶 と し 1週間放 置する も グ ル 」ン 酸 カ ル シ ウ ム 篳 の 結晶 の析 出 を 認 め ず又 β一

naphthol 反應 も陰性 で あつ た の で hexonic　 acid の 存在は 認 め られない ．殘 りの 水溶液に就 て 呈色反鷹，ク

卩 マ トグ ラ フ イ冖，及 び醸酵試驗に 依 ら構成單糖 の 確認 を行 つ た．

　 A ．呈色反應の

　溶液は MO ” SCH 　and 　URANSKY の e −tiaphthol反隲 に よ り紫色の リ ン グ を生す 

　 （i） ペ ン ト r−　X と して の 反應

　　　BIAL の orcin 反廱 ：（
一
）

　　　NEUMANN 　 orcin の 反隱 ； （
一
）

　　　WHEELER 　and 　TOLLENs の phloroglucin 反應 ： （一）

　Gi）　 ケ トース と し て の 反應

　　　SELWANOFF 反應 ： （一）

　　　ROSENTHALER 反隲 ： （一）

　 （iiD　 ア ル ドヘ キ ソ 尸ス と して の 反應

　　　特有なる 呈色反廱 なきた め 糖 酸，粘液 酸反臘及 び酵母醗 酵試驗に 依 り確認 （後述 ）

　（iv） ウ 卩 ン 酸 として の 反應

　　　naphthoresolucin 反應 ： （
一
）

　（V ）　メ チ ル ペ
γ ト b ス と して の 瓦隙
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　　　ROSENTHALER 反應 （ア セ ト ン 反應 ： （＋ ）

　　　WIDTSOE 　and 　TOLLENS 反隱 ； （＋ ）

　　　大島 and 　TOLLENS 反應 ： （十）

　　　MAQUENNE 反應 ： （十 ）

　（vi ）　 ア ミ ノ 糖 と して の 反隲

　　　ELsoN 　and 　MORGAN （1933 ，
1934）7） の pdimethylaminobenzaldehyde に 依 る呈 色反 應 陰性

　B ，
‘ぐ 尸べ 尸・ク 卩 マ トグ ラ フ イ卩｝こ よ る鰡

　Ca −polysaccharide の 加永分 解液 を炭酸 丿｛ リ ウ ム で 中和後豫備的に
’ぐ 一ベ ー・ク ロ マ ト グ ラ フ ィーを行 つ た 所

鮮明 な ＝ つ の ス ボ ツ トを得 た の で 更 に上 詑 の 囎 を した シ ラ ツ プ に就 て 行 つ た，

　展開鮒： （A ）n −butanol 一醋酸
一

水 の 混合液 （4 ： 1 ：2 ）の 上暦部．

　　　　 （B） エ タ ノ P ル
ー メ タ ノ 尸ル

ー水 （45 ；45 ：10） の 混合液
8）．

　呈色殉1： PARTRIDGE （1949）9）の hyd τogen 　 anil ｛nphthalate を用 い た ．但 し phthalic　acid の 代 り｝：　Phtha−

　　　　　lia　acid 　anhydride 　1．66g ，蒸溜 ア ニ リ ン 0．93g を100m1 の 水飽和 プ タ ノ ・一ル に溶 か した 新鮮な液を

　　　　　用い た．

　展開方 法 ：60cm　x 　60cm の 東洋濾紙 No．50 の 下端近 く同
一
線 上 に 等間隔 に 原點 を と り標 準 糖 と共 に一

…突元 上 昇

　　　　　法 で一齊展開を行 つ た．　　 　
’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ぺ ”パ F’． ク ロ マ ト グ ラ ム 上 の

　　 lable 　I工．　 Rf　values 　of　 standard 　 sugars 　 and 　hydrolysate

　　 filterpaper： Toy （］．Roshi　K ．　K ．　No，50（Temp ．　about 　15℃ ）　　　 Rf 値は Table 　II の 如 くな る・

丶 ．・丶 　 de 鴨 ！oper
　 　 　 　 な

　 ， ug 。 ，s

’’”一一＿
＿

lactose91ucosega

置actosge

xyiosearabinose

sorboserhamnose

hydrolysate

bUtanol　　　4
acetic 　acid 　l

water 　　　 2

0．160

．27〜O．30

0．26〜02，9

0．330

．310

．310

．45− O．46

0．270

．44〔イ）．45

（

hydrolysate
after 　yeast　fe「ment ）1・・45

ethanol 　　 45
methano1 　 45　　coloration

water 　 　　 10

e ．280

．520

．500

．570

．550

．530

．66

O．51−−O．52

0。65〜0．67

｝・・65−一… 67

yellow・brown

　 brown

　 　 　 〃

redish ・violet

　 　 　 〃

　 brown
　 brown

brown

〃

〃

行 5 とヘ キ ソース 部分の ス ボ ツ トは完全 に 淌失 し メチ ル ・ペ ン トース の ス ボ ツ ト の み顯われ た （Tab 工e 　II）．

の 事 實 よ り ヘ キ ゾ ーズ と して 葡萄糖 が 確 認 され た．

　C ．葡萄糖 の 確認

　 ク 卩 マ トグ ラ フ イーの 結果 よ りヘ キ ソ 冖ス の 存在 を知 りこれが酵母に依 り醸酵され る事を知つ たが 2礪 の 糖 を

單離す る 事 は 困難で あつ た の で シ ラ ッ プ に つ い て 粘液酸 及 び糖 酸生 成試驗 を 行 つ た ．

　粘液酸反應 ： シ ラ ツ ブ 約 500mg に 硝酸 （sp ．gl ．18）50mI を加え湯煎上で 加熱 し 絶 容まで 濃縮．こ れを
一・聲夜

放置す る も結晶の 析出を認 め ず更に 濃縮す る も粘液酸 の 結晶を認 め なか つ たの で ガ ラ ク 1・　一ス　e：存在 しない ．

　糖 酸 反 隱 ； 上 記 の 液 を砂 利 駄に な る蓬膿 縮 した後 水 10m 正を 加 え再 び 濃縮 ．こ の 躁 作 を2回繰 返 え して 砂 利 状 と

な し之 に 少量 の 水を 加 え て 溶解した 後炭酸 カ リ ウ A を り ト マ ス に對 して ア ル カ リ 性 に な る蓬加え…知q醋酸酸性 と

し一・夜放 置 す る と酸性糖 酸 カ リ特有の 歪 方 形 の 面 を有す る針状結晶の 生成 を認 め た の で葡萄糖 の 存在 を確詔 した ．

　 D ．フ コ ーズ の 確認

　上逑 の ク ロ マ トグ ラ フ ィー及び呈色反隱よ り メ チ ル ・ペ ン トース の 存在を認 め た が次に シ ラ ツ フ
’
の 中90％ ア ル

コ ー儿 可 溶區分 に つ い て phenylosazone 生成試驗 を行 つ た．即 ち糖約500m1 を含む ア ル コ ール 可性區分 と phe −

nylhyd 獄 zin 鹽灘 ．1．Og 及び 結晶性醜酸 ソ ーダ 1．5g を 水10mI と共 ｝こ湯煎上 で 30分加熱す る と osazone の 析　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　．

　以 上 の 結果 よ り加水分解物中に

2毬の 還元糖が含 まれ Rf の 高 い ス

ボ ツ トは ラ A ノ ーズ に 近 い 値 を 示

すもの で あ り塁色反應の 結果 と比

ぺ て メ チ ル ・ベ
ン b 尸ス な る こ と

は 明か で あ る （標準糖 と して フ コ

ーズ は 入手出來なか つ た）．51　Rf

の 低 い 部分 （0．27in 　 solvent 　 A，

0．51−−0．52in 　s
’
olvent 　B）　‘ま 麟 有

糖3ζは ガ ヲ ク ト ’ズ と考 え られ る

が 加水分解液 に つ い て ガ ラ ク ト 尸

ズ 非 醸 酵 性 の パ ン 酵 母 を作用させ

た後同樣に ク 卩 マ ト グ ラ フ イ尸を

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 こ
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（314 ） （三 崎，堀 ，寺本 ） BaciUus 　tolypt）fxa 　1　N 泓 の 生 威 す る Brcterivl　Polysaceharide の 研 究 　（第 3 報 ）

出 を認めた ．これ を 濾過後 よ く水洗 した 後 ベ ン ゼ ン で 着色油脂駄物質 を除 き水 よ り再 結晶 し これ を熱水 で 數 回處

理後殘渣を ピ リ ヂ ン に とか し次に こ の ピ リヂ ン 溶液に20％の 水を加えて 生戯する結晶を濾別 しア ル コ ール よ り再

結晶した ．顯 微 鏡 に よ り こ の osazone は 明か に glucosazone と異 りそ の 融點 は 177℃一・178℃ （捕正せ ず） で

あつ た， 又別に シ ラ ッ プ を酵母に よ り醸酵 させ て 葡萄 糖 を除 い た 後同 蝶 に 調 製 した osazone も M ．　P ，177℃〜

178℃ を示 した．こ れは フ コ
ーズの osazone （177℃〜178℃ ）

10）に 一
致 し ラ ム ノ ーズ の それ （M ．P　191℃ 冫

10）とは明

か に 異る．

獪標準の フ ・ 一ズ は 入手出來なか つ た の で魍融 試驗 に 行 い 得なか つ た 力似 上 の 結果 よ り P・lysaccharide 中に

存在す る メ チ ル 。ペ ン ト 冖ス 1ま 7 コ 尸ズ （galactomethylose ）な る事を確認 した．

　 頁．カル シ ウム の 存在 に 就 て

　先 に 逋 べ た 如 く加水分解後 に エ ーi ル 渥 出を行い そ の 水暦部に つ い て 糖誘導酸 （ウ 卩 ン 酸，グ ル ＝ ン 酸等 ）を

檢出し得なか つ た．それ故 polysaccharide に含 まれ る カ ル シ ウ ム は acidic 　pOlysaccharide の 如 き結合 に 依 る

もの とは 考え られ ない ．

　一方加水分解前 に カ ル シ ウ ム を 除 く目的 で そ れ に 當量 の 蓚酸 を 加 え遠 心 分離 （…殉00．r ．p．m30 分）に よ り蓚酸

カ ル シ ウ ム の 滉澱 を除い たが上暦液は猶酸性を示 した が この 酸 は 工 一テ ル 浸出に 依 リエ ・・一テ ）L部 へ 移動するこ と

が確認 され た．エ ーテ ル 膚よ リ エ ーテ ル を除去す る と少量の 柱状結晶が析出した の で これ を水 に 穃解 して 特有の

檢 出反 憑 及 び ペ ーベ ー・ク ロ マ ト グ ラ フ イ冖に よ り唯 一の 酸 と して 蓚酸 を 確認 した ．

　加えた蓚酸 と各 フ ラ ク シ ヨ ン に於て 回收 された蓚酸 の 重量闔係 は 1able置の 如 くな る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 こ の 結果 よ り加 え られ
　　　　　　　1able　HI．　 The 　 weight 　balance　of 　 oxalic 　 acid

　　　　　　　　　　　　during　hydrolysis　treatment 　　　　
・
　　　　　　 た蓚酸 （1282mg ）の 中蓚

fraction 1飜 1。， 。X嬲 1量臨 。）

oxalic 　 acid 　 added （Ca ．　 equiv ） 1282

Caっ xalate 　preciptated 　by　 ce ロ trifロ ge．
　　　　　　　（oxalic 　 acid ）

acidity 　of 　super 皿 atant 　after 　 centrif ロge
鱒

acidity 　 of 　 ether 　fraction終

0．00940

．0077

962

（661）

刪

 

　　　 NASkili 　equivalent 　was 　calculated 　by　1！10　NaOH 　titration ．

の 80％は ヱ ーテ ル 部 へ 移行す るが こ の 酸 の 全 て が 蓚酸 で あ る點 よ り エ ーテ ル 眉に 於 て 確認 され た蓚酸 は明か に添

加 された蓚酸 の
一

部 で あ る．

　從 つ て 以 上 の 結果 よ リ カ ル シ ウ ム と結合す る もの と考 え られ た 何等 の 有機酸 も確認出來 なか つ た の で ヵ ル シ ウ

ム は他 の 結合型式で polysaccharide 中 に導入 され て い る もの と考 え られ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 考察及び 要約

　（1｝醸酵液よ り苛性 ソ ーダ を含む ア ル コ ール に 依つ て 分離 され た Ca−polysaccharide の 加水分解物か らそ の

構成糖 と して 葡萄糖 及 び フ ゴーズ （galactomethylose ） の 存 在 を確 認 した．從來 メ チ ル 。ペ ン ト ース を含む

po！ysaccharide は 主 と して 植 物 粘液 又 は 動 物 組織 中に 存 在す る もの と考 え られ て い たが最近 bacterial　 poly−

saccharide 中に もメ チル ・ペ ン ト ース の 1穂 た る ラ ム ノ P ズの 存在 が 報告 され て い る
2）ゆ．而 し 7 コ ーズ の 存在

に 就て は 未だ報告に 接 せ ず こ の 事 は 淡素源 と して 比較的代謝 され難 い 乳 糖 の 利用 と關聯 し て 興昧 あ る事實 で あ る

が 乳 纏 よ り斯くの 如 き complex 　polysaccharide の 生 成機樗に就 て は 明か で ない ．

　｛2） 粗製 の polysaccharide 中に は相當量 の 窒素分 を含有す るが ア ミ ノ 糖 の 存在 は 認 め られず夊培地中の 窒 素

源 の 濃度に 比 例 して 窒素分が増加す る事寳よ り培地中の ア ル コ ール 不 溶の 窒素物 か 又 は菌體蛋 白 の 夾雜に 依 る も

の と考え られ る。

　（3） 本實瞼で 用い た 試料 （Ca・polysacchride ）は恒に約 5 ％ の カ ル シ T7 　A を含有するが 加水分解物 よ り何 等 の

有機酸 も確 認出來 な か つ たが稀鹽酸 に依 り Ca−free とする場 合に は 著 く料1度の 低 下 す る こ とが 認 め られ る の で

婁 ル
亨ウ ム 1言單なる夾雜物とt．ti9えられず雌 μ外 の 形tt　polysaccharidg年結合す る ちの と母われ るの で 之1；

酸 カ ル シ ウ ム と して 661

nlg が回收 され るが PDIy・

saccharide の 水 溶液の

粘性 の ため に蓚酸 の 全量

は 5着全 に蓚 酸 カ ル シ ウ ム

と して 遶心分離 に 依 わ除

去 されない ．上暦液中に

殘存す る酸 （0．094當量 ）
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（乙 崎，足立，堀 ，寺本）B ・・illw・ ∫め 塀 ・ 1 臠榔 准 威 す る Baet ・・i・I　P ・正y・a・ ch ・・id・ の lii
’
il究 （第 4 輸 （315 ）

就 て は 更に考察 した い ．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ，

　本 研 究 の 一部 は 夊部省科 學 研 究 費 に 仰 い だ ，　　　　　　、　　　 （昭和 28年 4 月 日本農藝牝學會で 騫演）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 女 　 　 　 　 　 献
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緒 言

　前報
1）で は著者笹 の Polysaccharideの 構成糖 と して 葡萄糖，フ コ ーズ の 二 櫨 の 還元糖 の 存在 を明か に した が

粗製物質中には 摘相當量 の窒 素物 の 含有 され る事 を認 め た．一般に Bacteria正 polysaccharide を純粹な形 で 得

る事 は極め て 困難 で あ り特に菌體成 分 と して polysaccharide に 結 合す る か 3ぐは 夾難す る 窒 素物 の 除去 に つ い て

は 從 來 よ り種 々 の 方 法 が試みられて い る がSTACEY （1943）攣 ）に依る と完全 なる 除蛋 白 に 際 して は 或 程 度poIys 脚

ccharide の 分解は 靆けられない とい われ る。

　除蛋白の 方 法 と して 擧げられ る もの は SEVAGE （1934）3） に 依 る ク Pt ・ホ ル ム ーア ミ ル ァ ル コ ＿ル 抽出法 ， ク

卩 ・ ホ ル ム ープ タ ノ 冖ル 抽 出法 〔STACEY 　1948）〕4）に依る もの か 叉 は mild な酸 麹 後 に ペ プ シ ン ，　 ト リ プ シ

ン 等
5） を溺い て 蛋 白質 を水可 溶性 に した 衝綏衝液 よ りの 電氣透析，超遠心法及 び分別瀧澱法 に よ り精製され て い

る様 で ある．一方著者等 の Crude 　Ca・polysaccharide の 加 水分解物 よ りカ ル シ ウ ム と結合 して い る と考えられ

た 何 等 の 有機酸 も確認 出來なか つ た の で カ ル シ ウ ム は 他 の 形で polysaccharide と結合 され て い る もの と推定 さ

れ る．從つ て 本 報 で は Ca・polysaccharide よ リカ ル シ ウ ム を除き之に SEVAGE 法 等 を應用 し て不 純物 とし て の

窒 素分を 可及的 に 除去 し比 較的純度 の 高 い Ca−free　polysaccharide を得 る べ くR 驗 を行つ た の で そ の 結果 を 報

告す る．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　劉欟汲 び賢驗結果

　 1
』
、Polysaccharide の精製

　試料 と して の crude 　Ca・polysa（ charide 　lま前報 の 方法に 從つ て 調製 し た もの で あ る （Tab ！e　1）．

　 A ．SEvAGE 法 に 依 る Ca −Polysaccharide の 精製 〔Ca−P．　Ss〕．

　Crude　Ca・polysaccharide　6．35g を蒸溜氷7000　m1 に 常濃 で徐 ・it　l＝ 溶解せ しめ こ れ を500　m1 容 フ ラ ス コ 3 本 に

分注 し 夫 々 に イソ ア ミ ル ア ル コ ール 20　ir，1
，

ク 卩 ・ホ ル ム 50　ml を 加え16時 間振盪 し た 後3000　r．　p．　m で 4〔＞v50 分

遠心 分離 し上 勵 疲を集め 更 に之 に ク 卩 ロ ホ ル ム 及 び イ ソ ア ミ ル ア ル コ ール を加 え再 び振盪す る．そ の 後同樣 に し

て こ の 躁 作を數囿繰返 して 上暦液 を 集め 40℃ で 減壓濃縮 し 200m1 と な し一夜冷藏後遠心 分離 を行い 上暦液 を 600

ml の 96％ エ タ ノ ール 中に 注加麗拌して凋
・毛状白色洗澱を得た ，こ れをエタ ノ ール ，工冖テ ル で 順次洗滌eq　CaClt

上 で 乾 燥 し 白 色無定形物質 3．313gを得 た ．

　 B ．Ca．free　polysaccharide の 糟製　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　Crude 　Ca・polysacchar 三de を得 る た め に ‘ま稀鹽酸 の 添加 に よ り カ ル シ ウ ム を水溶性…の CaCi2 とな した 後透折

及 び イオ ン 交換樹脂に 俵 り無機物 を除き更 に SEVAGE 法 叉 は pepsin 　digestion準に よ り精興し糧

　！1！Cru ．dg　9・｛rg ・ P・lysacc．hg，・id叫 R 鋼 の 騨璽
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