
1325

グリセリン抽出による肝Ribo一核酸の分離試験
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　Rlbo一撃：酸の分離精製法に関しては　LeveDe

），B北u　nユnn　2），　Ciarke＆Schryver　3），　Kerr＆

Seraidarian　4），：Lorin95），等；幾多の学者による

報告があることは周知の如くである6）．しかし

Ribo一核酸は甚だしく不安定なる高分子化合体

であるため，これが生体よりの分離試験におい

ては純粋化を図れば自然の朕態を保持し難く，

叉変性を起させないような綾和な分離操作では

爽雑物が混入して来るという具合で，この困難

性を克服すべくなお核酸の精製分離の研究が続

けられているという現状である．

　最：近当研究室において核酸の性歌に関しての

検討が行われている中に，

　1）酵母核酸ソーダ自体がグリセリンに常温

でも易溶であり，而も

　2）この核酸ソーダーグリセリン溶液を100。

Cに2時間加熱しても依然として核酸効果を

呈する性能を保有している，

　という二つの注目すべき事実が観察された．

私等はこの事は核酸の分離精製に利用し得ると

なし，直ちに肝臓を対象としてグリセリン抽出

による核酸の分離試験に移った．そして種々考

査研究の結果，途に極めて高純度のRibo一核酸

を分離し得ることを確めたので，とりあえず現

在迄の成果を報告する次第である．

実　験　の　部

1肝臓よりのグリセリン抽出による：Ribo一核酸の分離

　グリセリン抽出によるRibo一核酸の分離実験

は

　a）肝臓の乾燥粉末に対しグリセリンを加え，

蛋白の熱凝固を計ると同時に，核酸をソーダ塩

の散態でグリセリンに移行せしめる，

　b）グリセリン抽出液からアルコールによつ

’て抽出物（粗核酸）を沈澱せしめる，

　c）粗核酸に対’し混在する蛋白性物質を除去

する目的でpH：4・2での精製操作を加うる，

　ことの三つを骨子として行われた．今その全

分離過程について記すれば次の如くである．

　1）肝臓の乾燥粉末化：

　屠殺直後の牛肝臓約3009をH：omogenizer

にて粥1伏となし，アルコール500ccを加えて
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15時間氷室に放置した後，濾紙で濾過して沈澱

物を捕取する．次いでこのアルコール沈澱に対

しエーテル処置を施してから乾燥する．

　2）肝臓粉末に対するグリセリンによる抽出

　　　操作：

　前記の乾燥粉末に対しグリセリン400ccを少

量宛加えて泥1伏となし，泥液がラクムス申性に

なるように10％Na2CO3の少量を加える，次

いでこの泥液を30。C，1時聞加熱した後，更

に5分聞100。Cに加熱する．

　3）グリセリン抽出液の処置：

　冷後（0。C）先ずガーゼによる粗大物の除去

を行ってから遠心沈澱を行い，ここに得た瀾濁

液に2倍量の冷アルコールを加え，遠心によっ

て沈澱物を分取する．

　4）沈澱物に対する精製操作：

　沈澱物に生理的食塩水150ccを加え，10％

：Na2CO3にてpH　6．8～7．0とした後，遠心に

よって不溶物を除去する．ここに得た上清液

（淡隅色）に対し1％HCIを加えpH：4．2とす

（この時相当多量の沈澱を生起する）．暫時静置

の後に，先ず遠心沈澱，次いで濾紙濾過によっ

て透明なる濾液を得ここにおいて濾液に対し

て3倍量のアルコールを添加した後，遠心によ

って沈澱物を捕取する．沈澱物を10％Na　2Co3

にて中和しながらi蒸溜水50ccに溶解せしめ，

一旦濾過した後，濾液のpHを1％HC1をも
って4．2とす．生起した沈澱を濾過によって除

去する．濾液（微黄色透明）に3倍：量のアルコ

ールを加え．て生起する沈澱を遠心によって分離

し，この沈澱に対しアルコールによる洗源2

回，エーテルによる洗源1回の操作を施して，

眞室乾燥器中に納める．

　牧量は112mg，純白色無晶形粉末，水に不

溶なるもアルカリの追加によって容易に溶解す

る．

　因に第1表は以上の分離過程を表示したもの

である．

　　　　　第1表　グリセリン抽出による牛肝臓よりのRibo一核酸分離

　　牛肝臓300g　Ilomogenizerにて粥状となす
　　　　　　　　　　匿
　　　アルコール500cc，15時聞氷室に保存
　　　　　　　　　　認過

l　　　　　　Ll
濾液　　　　　　　　　　沈澱
　　　　　　　　　　ロ
　　　　　エーテルにて洗浮後乾燥
　　　　　　　　　　禽
　　グリセリン400ccを加え，10％Na2CO3でラクムス申性とす
　　　　　　　　　　圖
　　　30。C，1時間加温後100。Cで5分間加熱
　　　　　　　　　　1冷却

　　　　　　　　　　　ガーゼにて濾過
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　　　　　　　　　　　饗
10％：Na2CO3にてPH＝6．8～7．0としながら，生理的食塩水150ccに溶解
　　　　　　　　　　　爵
　　　　　　　　　　遠心
　　　　　　　　　　　L＿
　I　　　　　　　　　　　l
沈澱　　　　　　　　　　　上清
　　　　　　　　　　　　　置
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沈澱　　　　　　　　　　　　　上清
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　i　　　　　　　　　　　　　　　l
沈澱　　　　　　　　　　　　　　　　濾液
　　　　　　　　　　　　　　　　　国
　　　　　　　　　　　　　3倍量：アルコール添加
　　　　　　　　　　　　　　　　　欄
　　　　　　　　　　　　　　　　遠心
　　　　　　　　　　　　　　　　　曼
　　　　　　　　　　　　一　　　　1
　　　　　　　　　　　沈澱　　　　　　　　上清
　　　　　　　　　　　　臼
　　　10％Na2CO3にてpH＝7・0としながら，蒸溜水50ccに溶解

　　　　　　　　　　　濾過
　　　　　　　　　　　　■
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肝Ribo一核酸1121ng

II肝：Ribo一核：酸標品の定性試験

　前記の分離試験で得られた肝Ribo一核酸標品

と　Merck製酵母核酸（対照）とについて，

夫々の1％中性水溶液におけるOrcin反応，

Feulgen反応，蛋白反応の有無三目如何を試験

した所，第2表の如き成績が得られた．

　即ちこの実験成績から肝　Ribo一核酸標品が

その純度において極めて高く，たとえこれに

DNA及び蛋白質が混在しているとしてもその

量は極微であろうことが知られよう．
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第2表　肝Ribo一核酸と酵母核酸との定性試験

反　　応

検標品被

1％肝Ribo一
核酸ソーダ水
溶液　（中性）

1％酵母核酸
ソーダ水溶液

（中　性）

Orcin

反応

柵

柵

：Feulgen

反応

蛋白の検：出試験

：BiUret

反応

Tetrabronlo＿栗
phenolphthalein
ethyl　ester反応

〔註〕　柵，柵一陽性反応における呈色度を示す

　　　　　一＝陰性
　　　　　張　Egg－albu皿inはTetrabromophenolphthalein　ethyl　ester反応に対し

　　　　　　0・00ユ％迄陽性反応を示した

III肝Ribo一核酸三品についての核酸効果試験

　核酸効果（即ち溶連菌のStreptolysi11－S産出

を増強せしめる効果）7）・8）の有無強弱はRibo一

核酸の変性度を探知するための有力な標識であ

って，同じくRibo一核酸であっても，その製法

の如何によって核酸効果を呈する性能に著しい

差違が生じて来ることは，既に細谷，江上9）等甚

によって明示されたところである．

　然らば叙上の分離法によって得た肝Ribo一核

酸標野の核酸効果を呈する性能はどうであろう

か．この間の浩息を知るべく肝Ribo一核酸と酵

母核酸“Merck”の両温品について核酸効果の

比較実験を行った．

　第3表はその成績を示したものであって，こ

れによってグリセリン抽出法による時は変性を

　第；3表　肝Ribo一核酸と酵母核酸との核酸効果比較実験

1％肝Ribo一核酸加ブイオソ（PH＝7・6）4cc，1％酵母核酸加ブイオン

（pH＝7・6）4ccと普通ブイオン4ccの3つの培地に対し，溶連菌“S”株

のブイオン24時聞培養の1白金耳宛を接種，37。Cに30時間培養し，それら

の遠心上清液について型の如く倍数稀釈法による溶血力の比較実験を行5・
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〔註〕柵一完全溶血；柵，十b十，士一不完全溶血；一＝非溶血

米　核酸を得る場合：Baumann法2）や：Levene法1）のよ汚に精製過程申にアルカリ性になる

　　製法で得られた酵母核酸は無効であるに対し、アルカリ性になる過程のないClark＆
　　Schryver法3）による時は強力なる核酸効果を呈する核酸が牧得される．
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来たすような恐れが少なく，核酸効果発揮能に

おいてよくMerck製酵母核酸のそれに匹敵し

得るRibo一核酸標品が牧得され得ることが知ら

れよう．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結

　本論丈では肝臓を対象として行ったグリセリ

ン抽出によるRibo一核酸の分離試験の成績につ

いて記載した．勿論この分離方法にはなお改

良，工夫を加えるべき余地があろうし，叉臓器

　語

を異にした場合には夫々に応じて適当な処置を

考えるべきであろう：事はいうまでもない．これ

らの事については更に今後の研究に待つことと

する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　文
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