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細菌毒素の本態に関ナる生化率的研究

ヂアテヲア毒素の純fととそごの組成

伊藤fI主哉

く北海道大皐獣欝皐部生仕事教室〉

I.諸 言

Ciostridium tetani， Cl. botulinu11l， Cl. welchii， Co-

rynebacteriulll diphtheriae主主が1;'i主の体内や土ii地中広

分泌するいわゆる掠外毒素科二毒性の刻?{!{なもの注

白祭界に例がないa 純ヂフテリア毒素に換算Lて

0.3 rで体主 10kgの完走が死んだ拶Ijさえある。1)

とれら毒素に闘し究明さるべき主要な黙は

a. 純粋分離とその化事構匙の決定

b. 毒性，抗原性と椅迂よとのrMiJ係

c. l;'i主生体に到するLU接の作JIj

d. 元生の依存と機構等であろう。

最近破傷風毒素/')Botulinus A毒素3)むが結

IilI蛋({として，又 BotulinusB憲議{未結MtftJも

殆ど純粋な蛋白の形で符られ，それぞれの分子量

立約67，000，2)900，000，3)つ()0，0005ノと報去された。

ヂフテリア毒采の純化法，先fEATO~{j)によって

式みられ， 1937年 PAPPENIfEIMERわが純安部~

98%のもの， 1950 年 AG~江iえめが 98-..99%のもの

又 1952:'.1三 LEPり"'vV/.γ〉が胎ど純綜とjどもわれるも

のを報ヒているが現在合結fill化に江成功していな

1./)0 

著者法電気泳動的にも定量的袈祇沈降反!主及

び寒天ヂル中の抗原抗捧反感に於ても純梓な扶態

に本毒素を分離し同誌にして得た toxoidとのi昔H亡

率n成の比較を1:rtみた{一部玩報)010)11)均

11.材料

a. 現在.最も強力な毒素産生株とされている

CorynehacteTium diphtheriae P. ，九T.No. 8 TりRONTO

株を'1二肉 papainj古化法及び、肉汁を主とするま詩地

に13)340C， 9日間培養後菌体を除去したきII毒素液

(Lf 90"" 100 u/cc，正常モルモツトに宝J'Lて M.L.D

事(-10.0001cc). 

b. 同様なまIL毒素液に 0.5%の割合に formalin

を加えて pH8.0， 37
0

Cに 1Jj 1m静置し toxoid化
Lたもの1)吟 (Lf90--100 u/cc 成家兎におし 2~3cc

で無毒)。

111. 純弘

;tli毒素波及び、toxod液それぞれ 1(JlI量 10lに

まifl1t.1)に従って 50g/dlのZnC12液 100ccを少量づ

っ11ijJJI1Lよく与えって草い沈澱を得，翌日蒸水です豆

復傾しゃし遠心して沈澱を集品 40%Na2HPO.j を

100 cc.加え pH8.0， 37
0

Cで溶かし新に生宇る燐隈

豆鈴の沈澱を除き濃赤拝j色の上清訂正じ水にますし，

72 hrs.透析し(毒素主oxoidの牧量共に殆ど 100%

純度約35%;Photo. a ....一以上細谷法1)による}号た

にとのな主に pH8.0の鎧手11続安液を加え出飽和と

し生宇、る沈i殺を除きさらに飽和硫安液を主Jtえ (50

%飽和頃から濁与始める)()O鬼飽和と L沈i殿を集

ゐて水に溶かしさらに 2(斗との駿析を反復した

後毒素液の場合卓ちに碕措黙を減:1111して pH4.1と

L，生一言、る沈i般を集め水を:JmえN/10NaOHで pH
11とL， 不i容部を除きさらにとの操作を 2-..3(ii) 

茨復LpH4.1 の上涜がJrr~色になったら沈澱を低

溢で員定乾燥し赤桜色無定形粉末0.4gを符・た(合

水量 17，..，.，19%)。

toxoidの場合躍rr後透析Lて電解買を除いた
後 pH4.6とし沈澱を集め pH11の不i容部を除き，

との操作を反復し粉末約0.35gを符た。

かくして得た毒素toxoid1 gの Lfはそれぞれ

約 370，000u及び、 350，000u (無水物換算)で牧量ほ

約 15%であった。
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IV.毒力

a. 純化毒素

0.5 rngを滅菌生現食謹水 10cc.に溶かし， そ

れの 0.2，0.02， 0.002， 0.0002， 0.00002 cc. 担 í~~ At:を

体重280g内外の正常モルモツト 1詳 5頭づっに

それぞれ皮内注射してその生死を調べた。

純毒?言=(r) 生死 死亡するまでの弓童文
10 P己
1 Jt 
0.1 安己

0.01 P己
0.001 生養

持品~Ní'に necroSlS を生宇、る。

ら. 純化 toxoid

1 

1 

2 

2 

0.1%液 1cc・づっを連続 3f1 1m 2.5~3.0 kgの
正常家兎にj之内注射したが何ら礎化なく 3週間後

1.6 cc.を干l}注射した庭局所にアレルギー的な護赤

を認めただけで、あった (toxoid量合計4.6毘 g)。

従来の報台15)に基づけば本純毒のモルモツト

に封する1¥1.L. D.は0.027rである。

V~ 電気涼動

(将来iR谷法によって符たi農紘毒素， (b)純化毒

素， (c)純化toxoidそれぞれ 0.1gをTiseliusの援

街液 (0.0021¥t1 NaH2P04 & 0.033 lVI Na2HP04; pH 

8.0，μ0.1)に溶かしI弓絞街波に封し 72hrs.透析後

不溶部を除雪 Tiseliusの装置(長IJlPセル使JlJ)によ

り 4
0

C で誤It~.:.を行った。 (a) は多分菌体蛋n と忠わ

れる易説度の高いもの， albumin， alpha-， beta-，及

び、 gamma-globu日nの各蜂を示した (Photo.a)のに

反して告)と (c)はそれぞれ草ーな峰 (Photo.b & 

c)を示し，本泳主主後{tf二に於て注電気泳動的に結梓

であることを認、めた。 易主主安から定めると beta-

globulinに握手する。

VI. 定量的禁獄沈捧反麗

それぞれ 7.75mgの耗毒 (Lf2，300 u)及び、 to-

xoid (Lf 2，200 u)を少量の生食に完全に溶かし，と

れらに高力演ヂフテ手テ菟疲話血清から精製Lた

pse吋oglobulin液 (Lf3，600 u/cc.，蛋白 72.3mg/cc. 

主にbeta2-g1obulinからなり全蛋白中 49.8%が抗毒

素である (Photo.d))をそれぞれ1象め Ramonの方

法で求めた中平n:lr1::it基金 0.64cc. (N 7.39 mg)或は
0.611 cc・(N7.04 mg)加え{全体の N量 8.39及び

7.94 mg) 40
0

Cに一夜静置し， 4E呉結合沈j殿を完
結させ，遠心して集めよく決議Lた後 Kjeldahl誌

により N長:をよjミめ各々 4.69及び 4.49mgを符，

7象め求めた純抗原毒m~の N即ち 3.68 及rK 3.52mg 

(1 Lfが 0.0016mg16ろを減じ純毒素，toxoid 1 Lf 

の N主主算出し，何れも 0.00044mgを得た。とれ

ば PAPPENITEIlVIER，7)WADS¥VORTU t>!t;，L1) PILLE-

MER b~>;18) が高純度のもので

る。

さらに特呉幸裂結J宣;合沈i澱殴を分離Lた後の←上t主詰清!号;の N
呈をぷ主必うf与宇々 3.7玲O及びぴ、3.4必5mgを符

主清号に p戸se叩udゐogloぬbu叫tlini詰液f夜ミ中の非抗毒素宗4蛋r'什，f 1以2ユL外の Nぜ
T宍:物が全2怒?宝;末なかつたととをえ示ミLている。

VII. ゲル中の抗原抗体反麗

故近蛍1:'1 の純粋'I~主を禅i~ る方法としてゲソレ中

の抗原抗体反感を利用するととが OUDIN，19)Ou-

CI ITERLONy20)等により提唱され，その優秀性が

1¥1UNOZ & BECKER，21) POPE，22) BOWEN2~) 干主によ

り詮i持されている。著;者もとの方法を式みた。

清潔な中験験管に Pho主o.dの pseudoglobul血

液[)cc. (Lf 18，000 u)を入れ精製三りくを約 3%カ11え

て (pH7.羽田め，その上に 3髭の:L(J~i夜 5 cc.を京

ねて国め，さらに純毒40mg (Lf ca. 15，000 u)を生

定3cc.に溶かした液を注:JmL， l'飛車i的に宅ililに2
~3選lHl置いた庭，毒素，抗毒素が中段の寒天!昔

に漸毛穴娯古文結合し，忠良の通り均ーな白部本uを生
じた。まmr与法によりitE結したfil毒の喝-合雑多な異
系の生成主見た。

IIX. 純化物と抗毒素の特異

結合物の電気涼勤

純毒 toxoid夜に各中手l1i止法量の抗毒素j夜

(Photo. d)を加え生ヒた結合沈i段を集め充分洗rs長

後少量の稀 NaO廷に溶かし pH8.0の燐.酸E義援街

液におし 72hrs.透析後 (V)とi弓採に測定し，との

ものが電気泳動的に均立なととを知った。 (Photo.

e & f)。
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さらにとの結合物に-，H版“purepepsin"から
精製した pepsinを結合蛋白の 1%力11えpH4.4，3iCC

1G hrs.作Jljさせ吸メiH習をiI jいて醇率二を除去，透析

後filj絞にililJ.'ιし， ととに竣存する蛋11のえ部分が
r-globulinであ争(photo.g & h) tl~J このものにつき

Ramonの Hocculationtestをit'えみた結果これはj

Photo. a. Electrophoretic pattern of Diphtherial 
Toxin uncompletely turified 
according to Ho知 Yl¥l)

Lf 2，100 u/cc. 
Toxic ProteinjTotal Protein = ca. 0.3ラ

F=4 Volts/sec. t=2 hr・S.

Ascending pattern 

Photo. b. Pure diphtherial Toxin 

Lf ca. 370，00つu/g
Protein 0.53ア~ in phosphate buffer 

F = 4.3 Volts'sec. t = 2 hr3. 

←u=2.8>¥ 10-5cmゴ/Volt/sec.

Ascend. patt. Des:!end. patt. 

部分が分割まiA;J、抗主主(1Lfが 0.000g.......，0.0012mg. 

N)であり，去京， toxoid はpepsinによ担分解さ

れ去されているととを):Ilった。 これほ本毒素が

protcaseによ与容易に依i主されるとの桜台吟及び

とのような1)獄iH小抗毒素 (lVI.W. 98，000......， 113，000， 

易動度から判断すると γglobulin)を生宇、るとの哉

Photo. c. Pure diphtherial Toxoid 

Lf ca. 3ラO，OOOu/g
Protein 0.7ラ%in phosphate buffer 

F = 4.5 Volts/sec. t= 3 hrs. 
-u = 3.1 X 10-5 cm2/Volt/sec. 

Ascend. patt. Descened. patt. 

Photo. d. Purified pseudoglobulin from hyper-

immunized diphtherial equine Herum 

Ascend， patt. Descend. patt. 

Pure diphtherial Toxin-Antitoxin 
Flocculation in Agar Gel 

台ヨ;')2(;声明S)に一致する。

IX. 純他物の紫外線吸政

純毒 toxoidをpH9.0の生会に N1 mgJcc.の

濃度に溶かL，Hilgerの装芭により各 2cc.の紫

外線部吸牧スベクトルを指影し，吸牧rl己記長を得た

(Fig. 1)。
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雨者共蛋白分子中の tyrosine-，phe可 lalanine-，

tryptophane-残基の二;五結合に起因する波長2，800

A 間近に於ける吸牧の極大を認めたが，同言者~H誌に

量的な去呉は殆ど認められなかった。

X. 純{名物の性朕

毒素 toxoid 

夫前温度(pH7.5に於ける)C 55---570 55--57G 

凝固温度( 4/ ) C 58--600 58_600 

等 電畠ii pH4.1 pH4.6 

Photo. e. Diphtherial Toxin-Anti主oxinFlockes 
dissolved with NaOH at pH 12. 

Protein 1 .36μin phosphate buffer (pH8.0.μ=0.1) 

F = 4.3 Volts/sec. t = hrs. 
-u = 40x 1O-5cm2fVoltfsec. 

Ascend. patt. Descend. patt. 

Fig. 1. Ultra-violet ray absorption curves of pure 

diptherial Toxin and Toxoid. 

--0-ーイ:>- Tox1n 

ーーメァーラ<.-一 宮oxo1d

込

， 
2 

王

o 
2.200 2.1与00 2，600 2，800 九OCQ ~， 200 ラ.400

〆'

WavGlength ( i ) 

Photo. f. Diphtherial Toxoid・AntitoxinFl∞kes 
dissolved with NaOH at pH 12 

Protein 0.76% in phosphate buffer (as above) 
F = 4.4 Volts/sec. t = 3 hrs. 
-u = 3.7 X 1O-5cm2/Volt/sec. 

Ascend. patt. Descend. patt. 

Photo. g. DiphtheriaI Toxin-Antitoxin Flockes 
digested with pepsin. 

Protein 0.58μin phosphate buffer (pH 8ムμ=0.0
F = 4.1 Volts/sec. t = 1 J ，700 sec. 
-u = 1.2 X 10-5cm2fVolt/sec. 

and 
=4.2X グ

Ascend. patt. Descend. patt. 

Photo. h. Diphtherial Toxoid-Antitoxin 
Flockes digested with pepsin. 

Protein 0.63が inphosphate bu在er
(asabove) 

F = 4.2 Volts:ゐec. t=九000sec. 
-u = 1.5 X 1O-5cm2/Volt/sec. 

Ascend. patt. Descend. patt. 

XI. 純化物の組成(無水物)%

毒素 Toxoid 

Total N 15.6 16.3 

Amino N 0.897 0.29 
4 

Amino NjTotal N 5.75 1.80 

Sulphur 1.4 1.2 
. 
Phosphorus ca. 0.1 ca. 0.1 

Reducing Sugar 0.266 0.19 
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Fat & Fatty Acids 

Ash 

1ron号令

R.N.A. or D.N.A.*持

Porphyrin S 

三二ι主:-1-:
すすこづ民

4.55 

0.1 

ca. 0.01 

条五CNSを用いる微量比色法による O

Toxoid 

2.95 

0.06 

ca. 0.005 

掛 Brachtの pyroninへmethylgreen染色による 0
5割高室々性でエーテル抽/11後比企法による。

XII. 緯毒のN分布

純毒fnf;JK物0.2g (N 0.0312 g)に 36必HC12cc.

を加えてlshrs.煮沸して完全に加水分解した後，

減計三でitミ新iLVan Slyke訟によって主主tLた。

06 

Hurnin-N 2.3 

Arnide-N 5.7 

Arginine-N 4.7 

Cystine-N 2.9 

Histidine-N 2.2 

Lysine-N 6.7 

lVlonoamino-N 53.0 

Mono-non-arn ino~ N G.3 

Total 83.8 

XIIV. 純化物の蛋畠異色反患

毒素 Toxoid 

Biuret rεaこtion -Ht +tt 

Xanthoprotein " ++十 十H

lVlll.L( )1';'s " Ht 

ADAMKIEWlCZ's " 十十 十十

NEUIL¥むElミーまlf()})F's" +十 十十

LIEBERMANN's " +十 十十

SAKAGUCI n's " 掛 ttt 

PAULf's " ttt 廿十

Sulphur " +t十 4け

N a -ni troprusside " 

p-Chinone " +十 十十

Ninhydrine " 十持 tt十

:¥1( )L1SCII's " 十社 村十

NESSLER'S " ÷ 十

構成アミノ伎の paperchrornatographyでは見

出さtLない tryptophaneが雨11-に認められ，純化毒
素に時1t設な tyrosineが toxoidには見られない。

XIV. 純化物の HCl加水分解渡の

paper chromatography 

純度90--9596の毒素及び forrnalin-toxoidの

HCl -jJII水分解i賓の paperchrornatographyに閥Lて

法不完全ながら ¥VυIWOD29)等の報去がある。

i苦茸;主主{U守，佐々木と共に純毒，toxoidの加水
分解液について二弐元chrornatographyを反復した。

加水分解 (a)純毒 15mgに 1N. HC120 倍

立を加え 20hrs.煮沸Lて全毒素Nの 3396がアミ

ノ被になるまで分解L，(b)純毒 15rngに6N.耳Cl

20信長主力11え72hrs.煮沸して完全にアミノ授に

までヨ汗詳し， {c) ;ÍI~ toxoid 15 mg に 1N. HC120 1吾

荒を力!1え 20hrs. 京沸して完全に主1l7K分館~L ，それ 8

ぞれについて京洋諸紙 No.50 (40 x 40 cm)をJIjい

n-butanol : CH3CO 0ヨ:H:lO=9: 1:7及びphenol

: H;:O=4: 1をi御装として上昇誌によって 23"Cで

24 hrs.及び 40hrs.二弐元の展開を行い ninhydrine

溶液を吹きつけて禁色させた。

(a)では tyrosine，lysine， proline， cystine， aspartic 

acid， leucine， phenylalanine守;の spotsだけが'認、めら

れた。

(b)ではi引かに異なる 20和のアミノ按の spots

Eこ認め(去、ig.2)，(りでは tyrosineだけが全然認めら

れなかった。又 (b)よりも arginine，proline， cystine 

等のそれが微少のようであり (Fig.3)， それ以外

にほi弱者JHJにイlすら禿異を認めることが出来なかっ

7こ。

XV.考案

口、上の結果から本プレパレートほ現在の蛋白

zt化事，免疫・撃に於て純弊な蛋白質ど1，1j鶴される。
とれらの性白は他の研究者が和々の正i株，土庁地，

精製法によって{IJ(;ζ精製毒素 toxoi品のそれによ

く一致するととから本毒素江限定された唯一和艇

の蚕自立であると考えられる。

入1m等がヂフテ Fアにかかった際，体に猛威

主与えうのは生きている菌自体ではなく，菌が分泌
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Fig. 2. Chroma主ogramof pure diphth倍以

toxin-HCI-hydrolysate 

15応終蕊w

16 
量圃薗
l 戸さ

I之

s議

5 

Lf 

4 

司-B比OH，CH3COO月，ぬG

準

‘ー

研 !)t 

Fig. 3. Chromatogram of pure diphtherial 

toxoid-HCI-bydrolysate 

13 

I今

章、
s 

b 

"l¥-弘ι011雪乙HsCOOti，H~O 

マ撃

事
議
Ori'l. 
foi，，-'も

Amino acids in Figure 2 and 3. 
No. Amino acid 

Aspartic acid 
4 Glutamic acid 
7 Lysine 
10 Histidine 
13 現ethionine
16 Phenylalanine 
19 Tyrosine 

No. 

2 Cystine 
ラ Serine
8 Threohine 
11 OxyproIine 
14 Va1ine 
17 Leucine 
20 Arginine 

する毒素であるとと及び、toxoidはほぼ同ヒ抗原J性

を有しながら猛毒性のないことは府知の通与であ

る{無論全然無毒とは云えないが)。

生物皐的にほとのように賓に明白な芸異のあ

る毒素 toxoidが共に“生きている"菌体を離れ
7ζ“物弐"蛋白質でるるからにはその猛毒性のよ
って来たる本体雨者間の子主質的な桔這は“物質の

世界"即ち物語1，化・撃的に究明由来る筈である。

本毒素の分子量は約75ρ00と報告されてい

No. 

3 ~-e-Diaminopime1ic a;)Id 
6 Glycine 
9 Alanine 
] 2 Aminobutyric acid (a or r) 
iラ Proline
] 8 Isoleucine 

る 21i)純 toxoid1 Lfの N量が毒素のそれと幾らむ
こと均 toxoid化に捺して分子の車合も解離も見

られぬこと均等からtoxoidの分J子長もやはりi弓程
度のものと考えられる c

toxoidの等電話はやや高い pHにあ担且つ毒

素よりも沈i較し難いととは toxoid-1とに捺L毒素分
子表面の敵性原子園や疎水性原子園に鑓北が記。
たことを示している。

PILLEMER等18)も報じている通与士oxoidに於
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ては全Nの占める%が高いd とれば1n~ N質構成

分の減少離股によるものと考えられる。

PAPPENIIEIMER3())も報じている通り， toxoid 

化に際してアミノ Nの約 1/3への減少を認めた。

とれほ毒素分子表面の遊離アミノ基が毒性と普i接

な額保を有すると云う一般の見解を裏書する。

Sの%は蛇毒， さそちの毒素等と異なって特

に多く誌なく然も s-s孟二SH系が毒性に関係L
ているとほ忠われない。

P辻僅かで‘破傷民3.)や BotulinusA毒素32)に

大体一致L本毒素も同誌核蛋白ではないと怠われ

る。

脂質ほ Lauricacidとcapricacidが主のようで

(未確認)純化物をテーテル・アルコールで切とu号す
ると抗既往が減弱するととからとれら!自立法草な

る宍雑物と辻考えられない。

0.1%の無機成分中その約 10%の Feを見tHL 

た。培地の Fe量と本毒素の産生， porphyrinの治

長，さらにmiD増績との出に寝な闘係のあるとと
は!羽生時の通与で PAPPENIIELMER竿蛇は本毒素が

本菌々訟の porphyrin-Fe-蛋白恐らく Feを合右す

る重要な呼吸酵素の蛋白部分であ与，さらにその

porphyrin-F e-蛋白は cytochromebであると主張し

いてる a とれには異読めもあるが，兎に角純化物

tこれを見出したととは本問題究明に一歩接近し

たものでるる。 1M高純度毒素中のれについては，
肢に PAPPENIIEIMER等が見ているととを最近

lVIEYERI fOF?5)が著者に惇えているが，勿論均22
辻純化物についてではない。

MILLONの反窓により純毒に明瞭な tyrosine

が toxoid~L見られないととは toxoid {ヒ ~L より毒

素分子中の tyrosine残基のOH基も礎化を受けて

いるととを示し紫外線吸牧スベクトル分析の結

果は二重結合が礎化を受けていないととを示す。

WりlWOD守;2勺土構成アミノ散として各 13及

び 11額を検出したが， 著者-等は各20及び、 19和

を検出L，向主主ili:WORK36)がヂフテリア菌，各種

結核菌に見出Lた α-e-diaminopimelicacidらしい

ものを認めた。

さらに最も詑nすべきは毒素の方が加水分解
され難く，然も最初の段肝?に限定された積類のア

ミノ酸だけば遊離 Lて来るとと及び WOIWOD

等2めの報す=る通f)toxoidが tyrosineを訣く事でる

る。

現在まで1亡結晶性体外毒素の構成アミノ般と

して BUHLER等均が BotulinusA 毒素K18程

合計 115.73%)を， DUNN等31)が絞{芸員毒素に 13

種(合計-79.06%) :を報じている。それらの特徴は

普通の蛋白と誌逆に leucineより isoleucine，glu-

tamic acidよ争 asparticacid (或い注 asparagine)の

%が高いととだけで特に毒性原子園と云うよう友

ものは見られぬ。

高純度ヂフテリア毒素についてはさきに PA-

PPENHEIMER7周〉が全N16.0%及びlysine5.3， his-

tidine 2.4， arginine 3.8， tyrosine 9.5， tryptophane 1.4 

合計22.4%と云う不完全な報告をLているに過ぎ

ぬ。

賓に物凄い毒性を1IHiぇ，然も桜めて壊われ易

い本毒素の現わが猛毒性の本誌を分子の如何なる

締法記求めたらよいのであろうか?そとに何ら特

別の補訣談を見出し得ない。 BUIILER~;a2) は有毒

蛋自のあち符る異常性と Lて

1. 分子の極性の異常

2. アミノ黙の構成，配舛，或いは分子杢掠

の立捧幾何撃的担{立の異蛍

3. 異常 peptide結合の存在

4. 現在の分析の精度で寸土設見不能の微量異

常，毒性諒子医!の存在

5. 異常に大い分子量{伊jえば BotulinusA毒

素)等をあげている。

毒素， toxoid I告の会異は分子全体にわたるも

ので、ないばかりか，構造の主にLた患で・極く{望か

( 1 1掠の i;汗I~主基について童文 A 程度)と芯われる。
P APPEN 1 IEIMER 1fi)が符た摩擦比 (f/fo= 1.22)か

らも毒素分子表面H乙特に凸凹があるとほ忠われ

ぬ。

毒素は pH7.5--9.5で誌も安定であるが3--壬

間近， 11隣近では短日中に， 2以下， 12以上では

急激に政壊され又熱，光線，酸素，振盈 protease

等に封Lても弱く forma1inの他 jod，diazo化合物，

H202， HN02， ascorbic acidその他により容易に毒

性をうたう c
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AGNER8)は或る未知の透過性物質(粗毒液，

pepton，その抱に存す)の存在で peroxidaseとH!102

により又著者等37)t主tyrosinaseにより toxoid化が

起るととを認めている。とれは分子表面の tyrosine

浅基中の活性日原子も毒性に闘採するととを示

す。

FRENCH等38)その也記よれば toxoid化に於

げるような鋒件の下ですま一般に蛋白とおrmalinと

の聞の反底には複雑な二弐反症を倖うものである。

PAPPENHEI班ER時は精製毒に keteneを過す

と容易に toxoid化 (acetylation)が起り遊離NH2基

が字減するととを認め，とればlysine残基の ε-N百2

基との反感によるものと解L，更に tyrosine浅基

の OH基も acetyl化され抗毒素との結合能を夫う

と述べlysinev e-NH2基と毒性の主役としている

が著者の成績で辻 tyrosine:境基が主役と判断-され

る。

BROWN39) によれば tyrosineに formalinを作

用させると加水分解に安定で司遊離の NH2基を訣

きninhydrine反臨陰性の物質が形成される。

tyrosine自体明かにj民毒で毒素分子でほとれ

が異常な扶態ι存在するものと解する也はない。
WOIWOD等29)は tyrosineの NH2基が peptide

結合以外の何かformalinf'C作用L易い形に存する

と云う。

兎に角 tyrosneや特定建基の一部が分子表面i

かその附近に不安定な扶態で存するととが特る。

とれ段 terminalgroupの測定で明かになろう。

NEURATI r40)等に従って分子を組長い棒扶遜

梓結凶体とした PAPPENHEI予ilER 者~29) の測定によ

ると aニ 34A，ら=152Aとなる o

分子中アミノ被{残基)の平均1¥11.W.を 120

とすると分子は約 600柄のアミノ酸から成るとと

になり，表面に 130偶設ぴ得る各である。 tyrosine

残基が最も日性な異常な形として Fig.4)う主 5

のように存在すると板足すると tyrosine(9.5%)1)30) 

の分子敷設約40仰で表面の約 30怒を占め， とれ

に基づく遊離NH2-N捻分子全Nの 4.7%になる。

賞j朗自立法毒素 toxoid存 5.75，1.80% (PAPPENHE-

I班EIえによれば 6.1，1.9%)で toxoid{とに際し tyro-

slneの遊離 NH2基がなくなるとすると分子全 N

に封Lて約4%の NH2-Nを失うととになり toxoid

化の質調j値によく一致する。

ドfij41)は

とのような

特殊な形の

残基が幾つ

カミネ11になっ

て動物組織

の必要訣く

べからざる

許|宝物質，

(拐jえばiL'
下:"jg. <4-

臓の cytochrome系33)の母体に竪く結合Lてしま

いその生成を阻止するのではないだろうかと云う J

tyrosineが卒よ毒素の毒性に密接な樹係を有す

るととを米Hl42)が摘草な合成培地に於ける毒素産

生龍の研究らも UJjかにしている。何れにせよ tyro-

Slne残基が特殊vm.性なHJ¥態ι{j三L，然も分子全
体との者接な相互樹採に基づいて強烈な毒性の主

役を捨うに至るものと推察される。

tyrosl況が下!同の如く水妥結合を形成すると

とに関Lては GRAMl¥1ER等43)の報告がるる。

命全般にわたって絢

二::>-O:"H 勺-
H 

谷l)H)LANDSTEfN壬浪，45)iL

j二戸八木戸曾良FS1、E-

PIIENSON，49) HAUIミりWlTZ，5!l) l¥lARRACK，51) VAN 

HEVNINGEN，52) GlミABAR，53)l¥lAVER，fl5) C託ANCE

& SMITH55)細谷56)等の著を参考にした。，

XVl.総括

Corynebacterium diphtheriae P.仔7.N o. 8 TORON-

1.'0株の崎芸誌;夜から毒素註びに toxoidをほぼ純

粋の形に得てその性政幸n.成を比較し，手(V黙をこUJj
白に Lた。

1. 本毒素;工事異量の Feを合む beta-globulin

でるる。

2. 毒素と toxoidの結成上の著しい椙異は，

tyrosine残基の有無， NH雪-N量，及び、等電話の5えそ

にるる。

3. 毒素の車1I.成アミノ授として 21椋存在す

る。
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BIOCHEMICAL STUDIES ON THE BACTERIAL TOXINS. 

1. ON  THE PURIFICATION AND NATURE OF 

DIPHTHEまIALTOXIN. 

T. ITo 

(From the Lαboratory of Veterinαηα'wmistry， Faculty ofれお行犯αry

M edicine， H okkαido U仇iveγsity，Sαppoγ0， .fcαpαn.) 

Although many reports have described highly purified diphtherial toxin， there is no information about 

the immunologicaIlyand electrophoreticaIly homogeneous preparations. 

We have 0もtainedthe culture filtrates (Lf 90--100 ujcc)， consIsting of beef extract and beef digested 

with papain， inoculated with Corynebacterium diththeriae Park ，有1i1IiamsNo. 8 TORONTO. And have obta-

ined 0.4 g of protein from each 10 litre of the filtrates， by repeated fractionating precipitation with between 

50--60劣 saturationof ammonium sulfate， further precipi主ationwith acetic acid at pH 4.1， resolution with 

weak alkali at pH 11， dialyzing against distilled water， and finally drying in cold vacuum. 

The preparation， a light brownish powder， contains approximately 370，000 Lf units per g， and 0.00044 mg 

nitrogen per Lf. And 0.001 rくM.L.D.く0.01r (for guinea pigs) was found. 

It behaves as a single protein in the Tiseliu's electrophoresis cell and RAMON's quantitative flocculation 

test and antigen-antibody reaction in agar-gel. 

Chemical analyses of the preparation showed that it is an iron-containing beta-globulin. 

The pure toxin and formalin-toxoid were compared with by protein color reactI"ons， ultraviolet ray 

absorption test， and two dimendional paper chromatography with hydrochloric acid hydrolysates. 

Trytophane， aspartic acid， cystine，α-e-diaminipimelic acid glutamic acid， seri~e ， glycine， lysine， 

threonine， alanine， histidine， oxyproline，αor r-aminobutyric acid， methionine， valine， pro1ine， phenylalanine， 

leucine， isoleucine， tyrosine， and arginine were found in the pure toxin. 

The essential difference between the toxin and formalin-toxoid was found on the presence or absence 

of tyrosine residues in the molecules. 

Some possible structure concerning the molecules of the主oxinand toxoid was suggested. 


