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                    Introduction 

   The fact that organs of various plants, such as seeds of Ricinus  corn-

munis, contain a certain substance which agglutinate or hemolyze erythrocytes 

is well known by several authors (1, 2, 3,  4)  . On the agglutinating sub-

stance many investigations were performed and in general it is considered to 

be ricin itself. In this institute R.  Furihata(5 has obtained the results that 

the agglutinating substance is different from the hemolyzing  substance and 

that the former is different from globulin or slightly from albumin. But 

there is no chemical experiment on the  hemolyzing substance in Ricinus 

communis and its chemical nature is entirely unknown, so far as I  know.(4) 

Recently K.  Kusunoki(6) has experimented on this problem and obtained the 

results that the hemolyzing substance can be extracted from Ricinus  corn-

munis in weak alkaline solution and precipitated in acid reaction. However, 

in detail the other properties have not yet been made clear. In this experi-

ment I attempted to know the chemical properties of the  :hemolyzing  sub 

stance and obtained the following results.

                   Experimental 

   For the hemolyzing test 0.5 ml. of the preparation of castor bean is 

diluted with the physiological saline solution to 2, 4, 8, 16, 32, 64 and 128 

times, and to each 0.5 ml. of  these diluted solutions 0.5 ml. of 3 per cent 

suspension of sheep erythrocytes is added. After an incubation for one hour 

and a half at 37°, the degrees of hemolysis are examined. In recording  the
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T’：results，　cases　w－here　no　hemolysis　occurred　are　designated　by　（一），　and　cases

…f・・皿P1・t・． ^m・粒sis　by㈱）．・鴨ile．f・・．i㈱瓢・qiate　，eq§es．the　sig簸s．（±）・

　．e．斗・：．〉　．a取（玉L．（軒）．．aτ合．．門hSed．．1．’a6c《）rding．tb．；th合・』：≦貰ad6：1．of．］域さ皿◎1シ・＄三＄；　’．

亙．Preparation　of癒e　hemOlysi皿g　s琶bsta簸ce　from

　　　　　　　　　　　　　　Rici鍛US　COm韓U簸is．

　　　　Castor　beans　were　frecd　from　shelgs　and　pressed　with　a　pressmashine　to

i．remove　rough　oil　（signed　as　A）．　To　the　residue　（sigited　as　B）　was　added

’physiologicag　saline　solution　five　times　the　volume　at　pH．　8．e　and　the　mix一

狽浮窒?@was　shaked　for　several　hQ蟹s．　：．By　磁tratio聡　癒e　supernatant　liqui（至

（signed　as　C）　was　separated　from　the　water　insoluble　portion　（signed　as　D）．

The　soXution　（C）　w’as　acidified　to　pE［．　4．4　with　acettc　acid　and　the　precipitate，

there　fOrmedi，　was　collected　by　filtration．　The　precipitate　formed　iit　acid

reaction　was　signed　as　E　and　the　supernatant　liquid　as　F．　And　this　precipi－

tate　（E）　lwas　dissolved　again　in　physio］ogical　saline　solution　at　pH．　8．e．

These　procedures　above　noeed　were　repeated　tkree　times．　Finally　the　Pre一

・　eipitate　was　suspended’ 奄氏@a　srnall　amount　of　distilled　water　and　was　dialysed・

．in　a　collodiurn　sack　iit　rwnning　water　to　remove　acetic　acid．　The　precipitate・

曲iCh　de▽eloped　at癒e　end　O至diaiySatiOn．waS　COlleCteδby　Ce箆trifugatiOn　and

dried　i簸▽aCU磁at出e　temperatUre　nOt　exceedihg　40。．　The曲ite　SUbStanCe

Csigned　as　G）　was　obtained　by　this　procedure．　Also　the　portions’　such　as　E

and　F　were　dia！ysed　to　remove　acetic　acid．

　　　　The　hemolyzing　power　was　tested　with　every　portion　ebtained　as　above．’

In　the　test　ef　rbugh　oil　（A），　it　whxas　einulsified　by　addition　of　pkysiolegicaE

s2’gine　soiution　30　times　the　volu－me　to　its’　alcoholic　solution．　After　20’

mi駐罐es　at出e　rGOnl　temperatufe出e　emulsiO豆was　subm量tted究。旋e　hem◎一

．iyzing　test

　　　．．The　results　were　as　follows．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［［’abge’　’N．

Herriolyzin．　g　test　wieh　each　Pordons　of　castor　bean．

x．．．

（A　）

（B　）

（c　）

（D　）

（E　）

Number　of
　　＄heep

1
9
μ

q
且
9
臼

1
2
1
2
1
9
臼

（F　） 1
2

（G）
4
i
ワ
一

　　ti聾es
2・　・4

’Degree　of　diautions

8　　　　16　　　含2　　．　64 128

惜 惜 十

惜 惜 帯

M十 一謄

H十

目
帯 十

　　　As　can　be　seen　frorri　these　resugts，　the　hemolyzing　substance　is　contained’

三n出eresidue並an　inactive　form，曲ich　is　obtal簸ed　by　removingぬe　rough

eil　from　castor　bean．　The　hemolyzing　sgbstance　is　soluble　in　weak　alkaline

solution　and　precipitated　in　acid　reaction．　The　intensity　of　the　herr］elyzing

夢Gwer　Of出e　preCipitate．　in　aCid　reaCtion　inCreaSed　by　Kepeating癒e　prOCed蟹e

which　removes　the　impurity　from　C　solution　by　fiitration．

　　　　　　　　亙L　Some　chemical　pr◎perties　Of　the血emolyzi聡g　substance．

（1）　王）rOtei取reaCtiO且S　Of　the　Whte　SUbSta簸Ce

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ウ　　　髄ewhite　substance（G）．・btained　i簸the　preceding　experi”ment　was　dis－

s・五ved　at磁e　c・ncentrati・n・f・簸e　per． モ?�伯ﾜ鍛physi・1・gicai　sa11ne　s・1腫ti・n．

　　　Protei皿reactio簸s　were　tested　on　this　soiution　arad戯e　following　results

were　Obtained．

　　　Biuret・，　xanthoprotein－a葺d　Millon’s　reactまons　were　all　pos｛tive，　but

H．◎pkins－Coleラs　reaction　remained配gative・The　precipitate　was　formed　from

癒es◎1頗on　at　the　heat　of　S9。，　a亀sat繊ation　with　a血mO垣漁sulfate　and的

addition　Of　alcoh◎1，　suifosalicylic　acid，　mercuXy　chloride，　三）icric　acid　◎r　Of

銀瓠cacid．

（2）　Effect　of　heat　upon　the　activity　of　the　herriolYzing　substance；
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　　　To　know　whether　the　activity　Qf　the，　hemolyzing　substance　is　destroyed

わ亜・・t・・n・t・t五e鋼P…夢・ts61・伽・f．伽曲目t…S・b・卿e　i・phy・i・一

］ogica］　sagine　’ 唐盾撃浮狽奄盾氏@was　heated　at　leeO　in　the　various　react　ions　such　as

pH　5．6，　7．0　or　8．a．一res．pectively・　for　30　rninutes．　After．whicb．．the　each　solution

was　neutralyzed　and　their　hemolyzing　p’owers　were　tested；

　　　Th・・鱒嘩・W・・earf・互1・W・・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tab且e．　亙夏．

　　　　　　　He’molyzing　test　with塩e　wh三te　substance　heated　at　1000垣

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・various　pff・．

x　　za．．

×［

Heated　at　pH．　516

Number　of
　　she母P

3
4
｛

互｛eated　at　p亙｛．7．0 3
4

　　　　　　　Degree・　of　dilution

　　ti聾es

2　4　8・　X6　32　64 128

＋
十

掛
．惜

惜 ±

ffeated　at　pH．　3．0 3
4

冊 什

　　　Frogn　the　abbve　res．ult　we　know　that　the　hemolyzing　activisy　of　the

white　substance　is　stab1e　against．　the　heat　especial］y　in　neutral・・　and　weak

al．kaline　reaction．

（3）　Effect　oE　the　protease　upon　the　white　sttbstance．

　　　丑αnthe　fact出at　the　h6m◎呈yzing　s曲stance　was．stable　againSt．癒曲eat，

三tca聡be鎌ggested　that　t臨距emoly乞ing．　s曲stahce　was　6ther出an　lprOtein．

TG．Confirm色at　the．　hemOlyZi㎎SuもS七anCe’WaS　O出er　than　pr6tein，磁e　wllite

substance　was　digested　with　proteinase　and　the　effect　of　it　upon　the　hemo－

lyzing　actiyity　was　observed．．

　　　As　proteina　se，　trypsin　and　pepsin　were　used．　Trypsin　was　prepared　from

pig’s　pancreas　tissue　by　Willstatter’s　method　and　purified　until　no　’more

glycolytig　nor　Xipolyti’c　action．was．　obse’rved．　As　pepsi’n，　the　preparation　of

Sqnkyo　was．　us’ed　o．fter　purificatibn　as　in　the　case　oi”　trypsin．　The　actions　of

both　enzymes　against　agbumin　were　ascertained　before　the　experiment．　One

mL．・f　2．per　cent　S・1uti・n・f　the　wh三te＄ゆS瞬ce　waS　miXe．d　With　l　ml・・f

1　per　cent　sg］ution　of　trypsin　or　pepsin　at　pH’．　8．b　or　1．．8　tespectively　and

diges．ted　at　370　for　3　hours．　After　which　ehe　mixtures　were　heated　at　700

fQr　3／e　rpinutes　to．inactivate　the　enzyme　and　then　peutr．　alizea．．　As　．　a　control

test　the　enzyme　inactivated　by　heating　was　used’　in　the　saine　way　a．s．　abo．ve．．

The　hemolyzing　power　was　examined　with　those　digested　solutions’　and　the

follo誌zing　re＄副t＄were◎b章aiぬξ…d。．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table・　III．

　　　　Hemolyzing　test　with　the　white　sisbstance　treated　with　protein’a’se・

ttt．

_し

x．x 一．．．

x
Number　Of

of　sheep　．

　　　　　　　Degree　of　d．llution．

　　ti瓢es

2　4　8　16　32　64 128

Digested　wtt’h　tryp－
sin 5

6

群． 什
惜

帯

什

十

Digested　with　pepsin

Treated　vvTith　the
heated　trypsin　（as
control）

Trea－ted　w・ith　the・’

heated　pepsin　（as
control）

5
戸
○

5
6
F
D
ρ
0

帯 什

什
可 用 海 賦

副
帯 惟

惜．

柵 E

　　　　As　can　be　seen　from　the　results，　no　effect　was　observed　on出e　hemolyz。・

ing　power　by　the　treatment　with　trypsin　or　pepsin．

（4）　Effect　of　ether　upon　the　activity　of　the　white　substance．

　　　　1　found　from　the　above　experiments　that　the　hemolyzing　substance　was

other　than．　protein．　ln　this　experiment　the　white　smbstance　was　extracted’

wit，h　ether　in　Soxlet’s　apParattis　cempletely　and　it　was　examined　into　which．

fraction，　ether　soluble　or　insQluble　one，　the　active　subst．nmce　moved．　The

ether　was　evaporated　from　each　fraction　at．　370，　and　from　the　ether　soluble

fraction　was　obtained　the　sticky　matter．　With　the　both　f．ractions　the　hemo－

lyzing　power　was　tested．　The　ether　insolub］e　fraction　was　dissolved　lr，　i

physiological　saline　solution　at　the　concentration　of　one　per　cent．　The　ether’

soluble　fraction　was　d’issolved　in・　s．　small　amount　of　alcohol　and　was　emu，lsifiedi．

by　addition　of　physiological　saline　soltttion　30　tixr］es　the　vo！ume．

　　　　The　results　were’indlcated’　in　the　table　gV．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　亙V．

Hemolyzing　test　with　the　ether　soluble　and　inq．oluble　fractions　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　the　white　substance．

　　　　　　　　　xxx　x．
’s．

Nunユber　of
　　sheep

Ether　Soluble　ftac－
tio鼠．

L

7
n
b

s

E．t’！ier　insoluble一・f／　a¢一　1

ti6n　i　　　　　　　　　　　　　　　　　J

ヴ
幽
8

　　　　　　　　Degree／　ef　di／lut　ion．

times．

　2　4・　8　16　32　64’ 128

什
．粁ト

辮　　帯
什　’十ト
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　　　　It　：，　s　made　clear　from　this　experiment　that　the　hemolyzing　substance　is

solublg．f．in　ether　and　can　be　extracted　completely　in　the　ether　soluble　fraction．

n（5）．E£fect　ox”　acetone　upon　the　activity　of　the　white　substance．

　　　　The　keriiolyzing　stibstance　is．soguble　in　et・heri一　ls　it　also　soluble　in　ace－

tone？　ln　this　experiment　1　treated　the　white　substance　with　acetone　instead

of　e’ther．　．　The　．substance　was　extracted　with　acetone　completely　in　Soxlet’s

appa’ratusJ　and　with　the　both　fractiQns，　acetone　soluble　or　insoluble　one，　the

hemolyzin’g　power　was　tested．

　　　　The．　results　were　follews．

　　　　”　Table　V．
　　　　　Hemolyzing　test　wi’th　the　acetone　seluble　and　insoluble　fractions　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　癒ew短te　substa皿ce．

Number　of　l

　　sheep

　　　　　　　Degree　of　dilution
times

2　4　8　16　32　64 128’

Acetone　soluble
fraction

Ace’狽盾獅?f @insoluble
fraction

9
0

　
り
ユ

角 岩
惜 粧

冊
冊

十

9
⑪
　
1

　　　　The　ii”一emol・yzing　substance　i’s　also　soluble　in　acetene　andi　t．．erefore　it　is

censidered　that　the　substance　bel’ongs　to　the　lipid　other　than　tlte　phospho一

’iip．id．　1　f’otmd　al・so　by　the　similar　exPeriment　Nvith　chlorofor1rn　instead　of

aeetone　that　the　hemolyzing　subs＋．ance’　was　extracted　c6mplei　ely　ir　the

chlbroform　sol’（　ble　fraction．

．（6）E登ect・一i　the晦aSe　up・n噸むem・lyzing　SUbStance・

　　　　It　h．fi．s　be．come　c？ear　that　the　hemolyzing　subst4nce　is　cther．　then　prctein

and　pa－obably　of　lipid　nature．　So　in．　this　experiment　1　attempted　to，　know

曲et盤er　the　activまty　Of　the祓ite　s“bstance三s　des管◎yed　by　the　lipase　action

or　r　ct．

　　　　1．ipase　Nvas　prepared　from　pig’s　pancreas　tissue　by　Willsttitter．7s　precedure

：一md．　puri’fi　ed　carefully．　Tlie　activ：，ty　of　the　lipase　was　confirmed　1）y　the

．解ゆq．｝・ゆTra曲e’s　Staiagm・皿eter“s圭且g　Tributylen　bef◎re癒s　experi－

ment．　One　‘ml．　ot　2　per　cent　soltEtion　of　t’ite　white　substance　was　mi’xed　wjth

lmL　of　l　per　ce叢so三脚icn　o憂晦ase　a総digested　at　37。　for　2　hours　at　pH

8・0・Aft豊r晦．ch　t童e醗ixture　was逃eated　at　100。　f・r　3伽i磁tes　t・畑ctivate

the’！・ib　pase’．　一As’a　contrbl　test　the　enzyme　sogution，　w’fiich　was　inactivated

pTexriously　ib“y　kiteating，　was　used　as　above．　Tke　hemolyziitg　test　was　perform一

β“◇日雀6whi乏e　s題bstance　dig骨sted「wl癖the．IIP恥9．
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The　result　was　as　follows．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　V亙．

　　He拠◎lyzing　test　with　the曲ite　s腫bs鵬ce　digested　wi由晦ase．

x　　　xx x

li”’1

Number　ef
　　sheep

　　　　　　　亙）egree　of　di互utiGコ1

t五灘es

2　4　8　16　3．9．　64 ユ28

the　white　substance
digested　with　lipase 1

2
1
1

土

contrel　test
ー
ワ
】

写
⊥
－ 惜

帯 十
±

　　　　As　indicated　in　the　tabXe　VI，　no　reduetion　of　the　he．molyzing　activity　can

be　seen　1）y　the　digestion　with　the　lipase．　lt　is　sttggested　frGm．　”Lk．is　experi一

：エn艦that出e　hemolyzing鎌bSta箪ce　doeS箪ot　exiSt　in出e　fo欝of　an　eSter

ef　fatty　acid　and　alcohol．　’　’

（7）　一　Nitrogen　content　and　・iodine　mamber　in　the　hexnolyzing　substance．

　　　The　light　yellovvT　substance　x，’，Tas　obtained　by　drying　tlae　ether　selai，YL）le　frac一’

．t沁n　of　the曲ite　substance．　The　iod量ne　number　ar．d　the　tOta呈鑑rogen　c瞭

』tent　of徳is　yell◎w　s／gbstance　were　dete難i簸ed　by　H：a難s’s　me出od　and　micro

Kje！dahl’s　method　respectively．　1＋．’s　iodine　nu．m・uber　’was　82．0　and　it　centain－

ed，◎n　dry　weight　basis，　O．1G6　per　cent　nitroge藁。　Then　it　was　exami鵬d　w藍at

’一翌魔≠刀@the　ef　ect　of　b－ydrogena　tion　on　the　hemaolyzing　substa，nce．’

　　　　The　ethereal　extract　of　the　wk－ite　substance　was　evaporat’ed’av－d　the

residue　was’dissolxred　iit　h・et　alcokoE　at　the　concent－rLa．一tien’ 潤ff　2　per　cent．　Tfo．e

li－ydrogen　gas，　which　was　pu．rified　by　bubbling　throengh’　9“　per　centt　mercury

chloride　solutien，　2　per　cent　po’bv’cqLssittm　per．rrtan．cr．a．nate　solution　an．id　5　per　cent

sodiygm　sulfate　solwti－n」n，　was　passed　for　2　hours　through　the　alcoholic　so；，　ntion，

warmed　in　the　water　bath　at　400，　of　the　hemogyziitg　subStance，’which　was

lfl．ydr・　ogenated　un．der　tTne　ex，一istep－ce　oLf　t．he，　p］atiniirn　bgack一　as　sa　catalyzer．　A1’ter

癒sprGced礁e，出e　alc◎翻ic　sol・at三。簸was無ered　and癒e懸τate　was　evapo一

■aもed　t◎dry簸ess．　Tセ窺s，　t蚤e　iodi豊e丑u欝ber　of　t｝亙e　e血erea亙extract　ofセ｝le　w蝕ite

substan・ce　decreased　to　2．35．　With　thi・s　reduced　sub’b”tance　the　hemolyzin，g　tvest

was　car・ried　out．



2．P．　（116） 盈ikio　FUR五．HATA No．　2’

　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　Vlg．

Hemolyzing　test　w1th　the　hydrogenatedi　substance．

Nuipber　OS／．

　　sheep
i
」

　　　　　　　Degree　of　dilution
tlmes

2　4　8　16　32　64 128
i
一

hydrogenated
substance

control　（non　hydro－
ge．nated　substance）

3
4
1
1
3
4
1
1

＋
十

十

　　　We　know　from　this　results　that　the　”nemolyzing　substance　loses　its　activity’

by　hydrogenation　almost　completely・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　c⑰醜¢賊s豊曝

　　　The　hemolyzing　substance　contained　in　Ricinus　communis　was　isolated

and　tested　about　its　chemicag　properties．

　　　1）肪e垂emolyzing　s曲stance　is　centained　in　an豆nactive　form三n　the．．

　　　　　residue　of　castor　beans　vLTI｝ere　the　rough　oil　was　removed　by　pressing．

　　　　　The　active　substa．nce　can　be　extracted　from　the　residue　with　the

　　　　　physiological　sa｝ine　solution　at　pE［．　8．5　and　precipitated　from　its　alkaline．

　　　　　solution　by　acidification．

　　　2）　The　hernolyzing　substance　is　stable　against　the　heat　of　leOO，　especial－

　　　　　ly　in　neutral　or　weak　alkaline　reaction．

　　　3）　T－he　activity　of　the　hemolyzing　substance　is　not　redueed　by　digestion

　　　　　with　proteinase．

　　　4）　The　hemolyzi・ng　substance　is　solub］e　in　ether，　acetene　or　chioroform．

　　　5）　The　activity　of　the　1iemolyzing　substance　is　not　reduced　by　aigestion．

　　　　　wi癒亘ipa＄e．

　　　　6）　Tlae　iodine　number　of　the　hemolyzing　substance　obtained　by　me　is’

　　　　　82．g　and　by　hydrogenatioit　loses　its　actlvity．　Et　contains　O．106　per　cent

　　　　　ef　nitrogen．

　　　　From　these　preperties　g　can　consider　that　the　hernolyzing　sttbstance　con一一

tained　in　castor　beans　is　a　free　einsaturated　fatty　acid．

　　　　1　wish　‘L’o　expre＄s　my　sincerest　thanks　to　Prof．　S．　Ftajimu，ra　for　his　kindl

advice　and　encouragement　in　carrying　out　this　experiment．
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