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Studies on the Germination Mechanism of Bacillus subtilis PCI 219 Spores 

Part III. Relation between the Germination and the Binding 

of Alkaline Metals and Methylene Blue by the Spore

By Hachiro MURAKAMI

Department of Agronomy, Faculty of Agriculture University of Miyazaki

The mechanism of stimulation of alkaline metals on the germination of the spore of 

B. subtilis PCI 219 induced by L-alanine was studied.

It was suggested that there were more than one binding site available to methylene 

blue (MB) on the spore and one of them (site I) was competed for binding with K+ or 

Na+. Association constants for K+, Na+ and MB to the site I were calculated as follows : 

kx=160, kNa=300 and kMB=5.4•~106. Total number of the site I on a spore were found 

to be 2.6•~107.

In the absence of MB, the germination velocity was closely related to the amount of 

metal ions bound to the site I, but in the presence of MB the germination rate was 

affected by the amount of both cations and MB bound to the site I ; the former stimulated 

the germination and the latter inhibited.

Results obtained showed that what was effective on the germination, was not 

intrinsic cations of the spore but bound cations from the external solution and suggested 

that the site I was negative group of the spore. (Received May 10, 1971)

緒 言

Aldertonら(1,2)に よれ ば,胞 子 はカーボキシル基を

もった一種の イオ ン交換体で ある。そ してRodeら(3)は,

アル カ リ土類金属 イオ ンと胞子 との結合,お よびそれが

発芽に及ぼす効果につい て報 告 している。胞子へ のカチ

オ ン結合が,内 層に まで溶質の透 過を許す イオ ン交換樹

脂の機 能に よる ものか,あ るいは表層における物 理的 な

あ るい は化学的 な結合に よるものかあき らかでない.ま

た アル カ リ金属 イオ ンは,著 しい発芽促進効果 をもって

い る(4)が,そ れが カル シウムイオ ンなどのよ うに,胞 子

と結合す ることに よって発揮 され るか否か もあきらか で

な い。

本報では,カ リウムお よびナ トリウムと胞子 との結合

を メチ レン青 との競合結合の形で とらえて検討 し,さ ら

にそれが発芽 に及ぼす影響について報告す る。

実験林料および方法

胞子 の調製法　 既報(4)に従って培養,調 製 したが,

生育中に結合 したexchangeable cationを 除去す るた

めにH-spore化(5,14)し た のち, 10mg spore/mlの 懸濁

液 として4℃ に貯蔵 した。 また使 用に先立 って,脱 イオ

ン水(以 下の実験では,す べ て脱 イオ ン水を用いた)で

1回 洗浄 した。

色素の選定および精製 　 メチ レン青(以 下MBと 略

称)は 塩基性色素で,溶 液 では陽 イオ ンに解 離 し胞 子
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に よく結合 され,燐 酸緩衝 液中では強 く発 芽 を 阻 害 す

る(6)そ れゆえ,ア ル カ リ金属イオ ンと競合結合 して,

その発芽効果を阻害す ることが推測され る。 さらに未発

芽胞子に よる 生理的選元 を うけ ない(6)。以上 の理 由に

よって,本 報ではMBを 使用 した。そ の精製 は市販品

(Merck)を 最初 水で,つ いで酒精溶液 から再結 した。

色素の結 合量灘定法　 溶媒(水 あるいは燐酸緩衝液)

とMB水 溶液を混和 したのち,胞 子懸濁液を加えて(終

濃度0.2mg spore/ml)速 やかに 分散 させ,経 時的にそ

の一 部を とり3000rpm, 20分 間遠沈 した 上澄の色素濃

度 を660mμ で吸光度を 測定 し, MBの 標準曲線か ら非

結 合色素 濃度を求め,初 濃度 との差か ら結合量を計 算 し

た。測定温度は,室 温(13～18℃)で あ った。なお,使 用

した器具はすべてガ ラス製 であったが,そ の吸着に よる

誤差は無視 しうる ものであった。吸光度測定には,日 立

101分 光光度計(セ ルは10mm)を 用いた。

カ リウムおよびナ トリウムの結合量の測定法　 色素

の場合 と同様に,結 合処理前後の懸濁液中の濃度の差か

ら結合量 を 求 め た が,懸 濁液の胞子濃度は5mg/mlと

した。なお,定 量には 日立製, FPF 2型 焔光光度計を用

いた 。

結果および考察

I. MBの 結合

i.燐 酸 緩衝液 の濃度 と結合量:こ とな った濃度の

燐 酸緩衝 液(KH2PO4+Na2HPO4, pH

7.17)中 での胞子 のMB結 合量をみ る

と(Fig. 1),緩 衝液の濃度が高 くな る

に従 って結合量 は低下 した。MBの 胞

子への結合は,他 の有機 イオ ンの蛋 白

質への結合 と同様に,胞 子蛋 白質の陰

性基 との結合が主体 となってい ると考

え られ る(78).従 って燐酸塩 の阻 害作

用は,そ の カチ オ ンがMBと 競合的

に結合す るためであろ う(8～11)しか し

高濃度の緩衝液中では,結 合量 がほぼ

一定にな ることか ら,別 の形態 の結合

があ ると推定 される。

ii.結 合点:6.7×10-4 M燐 酸 緩

衝液(pH 7.17, NaとKの 合計濃度は

1.13×10-3M)中 で胞子に結合す るMB

の量を測定 した結果(Table I)お よび

Fig. 1. Relation between Methylene Blue 

Binding by the Spore and the Concen

tration of Phosphate Buffer.

The binding reactions were carried out 

in various concentrations of phosphate 

buffer (pH 7.17) for 30 minutes at room 

temperature.

Concn. of dye: 12•~10-6 M, Concn. of 

spore: 0.2mg/ml.

6.9×10-3Mな らび に2.9×10-2Mの 燐 酸緩 衝 液 中 で の

測 定値 か ら, 1/Aお よび1/γ を 求 め 両 者 の 関 係 をFig. 2

に示 した 。 こ こ でAは 結 合 処 理 液 中 の 遊 離MBの 濃度

(mole/l), γは 結 合 したMB(mole/l)/胞 子(moleft)と す

Table I. Binding of Methylene Blue by the Spore

(a)

: Cations of phosphate buffer, K+ :2•~10-4M, Na+: 9.3•~10-4
M.

(b): Assuming a spore cell to be a protein molecule, the spore 
concentration was calculated, 0.2mg spore/ml=3•~1011 spore 
cells/6.023•~1028(M)+5•~10-13(M).

(c): Spore (M)/bound methylene blue (M).
(d): 1/free methylene blue (M).
(e): Calculated from the equation, ƒÁ=nkaA/(1+kaA+kbB).



第11号, 11月 〕 Bacillus subtitis PCI 219の 胞 子 の発 芽 機 構 に 関 す る研 究(第3報) 515

Fig. 2. Reciprocal Plot of Methylene Blue 

Binding by the Spore (I).

The binding reactions were carried out in 

6.7•~10-4 M phosphate buffer for 30 minutes 

(curve I) and for 5 hours (curve II), in 6. 7•~

10-3M for 30 minutes (curve III) and in 2.9

•~10-2M for 30 minutes (curve IV).

Concn. of spore: 0.2 mg/ml.

る。 た だ し胞 子 の 濃 度 は 細 胞1個 を 蛋 白 質1分 子 と同様

に取 り扱 い, 1mg spore=1.5×109 cellと し て 計 算 し

た。 従 って,ア は胞 子細 胞1個 に結 合 す るMBイ オ ン,

あ るい は 分 子 の 平 均 数 で あ る。 今胞 子 の結 合点 が隣 りの

結 合 点 の 影 響 を うけ な い とす れ ば,各 点 のMBに 対 す る

親 和 力 は 同 一 で あ る は ず で あ り,(1)式 が成 立 す る(7b,8)。

 1/r=1/nkaA+1/n (1)

た だ しnは 胞 子1個 あ た りの総 結 合 点 の平 均 数, kaは

MBと の結 合 定 数 とす る 。

Fig. 2の 直 線 部 を 外 挿 して 得 られ る1/Aの 切 片 は,

 1/n,直 線 の 勾 配 は1/n×k'aに 相 当す る(70,11)。 た だ し

k'αはMBの 見 か け の 結 合 定 数 とす る。 結 合 処 理30分 で

は, MBの 低 濃 度域(3.2-12.0×10-6M)で は 直線 とな り

それ を 外 挿 してn=2.6×107,k´ α=4×105が 得 られ た 。

す な わ ち,こ れ ら直 線 関 係 を 与 え る結 合 は, MBに ごたい

す る親 和 力 の 等 しい 同 種 の 結 合 点(こ れ ら の 結 合 点 を

site Iと 総 称 す る)と の 間 で 成 立 して い る。 しか し高濃

度 のMBで は, 1/γ が 直 線 の 下 方 に そ れ て い る の で,親

和 力 の よ り低 いsiteと の 結 合 が 加 わ って い る こ とが 推

定 され る(11,12)。 結 合 処 理5時 間 で は,低 濃 度 域 で も 直

線 関 係が 失わ れ る の で,第2のsiteと の 結 合 が 生 じて

い る と考 え ら れ る 。 カ チ オ ン濃 度1.13×10-2Mお よび

5.0×10-2Mの 燐 酸 緩 衝 液 中 で は,低 濃 度 のMBで も30

分 処 理 です でに 直 線 関係 が失 わ れ た 。

つ ぎに 曲 線I, IIIお よびIVに お い て, MBの 低 濃 度

域 では 燐 酸 緩 衝 液 の濃 度 が高 い ほ ど γ/Aが 小,す なわ ち

MBに たい す る結 合 容 量 が 低 い こ とが 認 め られ た 。 これ

はsite Iの 一 部 が,カ チ オ ンに よ って 占有 さ れ て い る

た め で あ る と考 え られ る。 従 ってFig. 1で 述 ぺ た 燐 酸

緩 衝 液 の カチ オ ンがMBと 競 合 す るsiteは,こ のsite

 Iで あ る こ とに な る。

II.カ チ オ ン の結 合

アル カ リ金属 イ オ ンが 発 芽 を 促 進す る(4)の は,そ れ が

胞 子 と結 合 す る結 果 で あ る との 推 測 を確 か め るた め に,

次 の実 験 を 行 な った。

i. K+お よびNa+の 結 合 定 数:燐 酸1カ リ+水 酸

化 カ リお よび燐 酸1ナ ト リウム+水 酸 化 ナ ト リウム緩 衝

液(い ず れ もpH 7.17,カ チ オ ン濃 度:3.75×10-4Mお

よび4.4×10-4M)中 で胞 子 と 結 合 す るK+お よびNa+

の量 を 測 定 した結 果(Table II)に よる と,処 理30分 間

ではNa+の 方 が 結 合 量は 多 か った 。 ま たK+の 結 合 量

は,処 理 時 間 の延 長 に 従 って 増 加 した 。

次 に 種 々の濃 度 のMBを 含む 燐 酸1カ リ+水 酸化 カ リ

緩 衝 液 中 でMBの 結 合 量 を 測 定 して, 1/γ と1/Aの 関係

を 求 め た と ころ(Fig. 3),処 理30分 ま では 直 線 とな っ

た 。 そ してそ の結 合 量 は,処 理5分 間 の 場 合 に比 較 して

Table II. Binding of Potassium and Sodium(a) 

by the Spore

(a): After the spore (50mg) was suspended in 

the phosphate buffer(b) (10ml) for indicated 

times at room temperature, the suspensions 

were centrifuged. The supernatant was as

sayed for the content of potassium or sodium.

(b): The suspension medium was composed of 

KH2•PO4+KOH or NaH2PO4+NaOH and re

gulated the pH value to 7.17.

(c): Association constant was calculated from the, 

equation, k=[bound cation (mole/l)]/[free 

cation (mole/l)]•~[number of free binding 

sites (mole/l)].
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Fig. 3. Reciprocal Plot of Methylene Blue 
Binding by the Spore (II).

The reactions were carried out in KH2PO4 
KOH buffer for 5 minutes (curve 1), 30 min
utes (curve II) and 5 hours (curve III).

Concn. of spore: 0.2mg/ml.

示 し,そ の 計 算 に あ た っ て はkKとkNaの 加 重 平 均 値

270{(120×3+300×14)/17}を 用 い る こと と した 。そ し

てNa+とK+を 総 称 して,カ チ オ ン と し て 記述 す る こ

と と した 。

ii.カ チ オ ンの 結 合 量 と発 芽:種 々の 濃 度 の燐 酸 緩

衝 液 中 に30分 間 胞 子 を 懸 濁 し て,カ チ オ ン結 合 処 理 を

行 な った 。 この とき の結 合 量 は,競 合 す る 他 の カチ オ ン

が 存 在 しな い の で,次 式 に よ って 計 算 され る 。

S=〔 結 合 した カチ オ ン(mole/l)/

〔胞 子(mole/l)=nkbB/(1+kbB)

こ こで, kbは カ チ オ ン と胞 子 のsite Iと の 結 合 定 数

と し, Bは 遊 離 の カチ オ ン濃 度 で あ るが,近 似 的 に 初 濃

度 を 用 い た 。 処 理 が 終 っ た の ち, 9×10-8Mに な る よ う

にL-ア ラニ ン結 晶を 加 え て 溶 解 さ せ た の ち, 37℃ に

incubateし, 10～15分 ご とに 懸 濁 液 の0. D. (600mμ)

を 測 定 し,そ の値 が始 発 時 の1/2に ま で低 下 す る に要 す

る 時 間(t)を グ ラ フに よ って 求 め た 。 結 果 をFig. 4に

示 した が, Sの 増 加 は カ チ オ ンの低 濃 度域 で は直 線 的 で

あ るが,高 濃 度域 では 増 加速 度 は低 下 し,曲 線は 結 合 容

か な り増 加 した が,処 理時 間 を5時 間 に 延 長 して もそ の

増 加 は わ ず か で あ り,さ らに 第2のsiteと の 結 合 が加

わ る こ とが,曲 線 の 形 状か ら推 定 され た 。 従 って,処 理

時 間30分 で 結 合 平 衡 に 達 した と近 似 的 に 見 な し うる と

考 え られ るの で,以 下 の 実 験 では 結 合 処 理 時 間 は30分

と した 。K+お よびNa+の 結 合 量 も, site Iに た い して

は30分 で平 衡 に 達 し,そ れ以 後 の増 加 は 第2のsiteと

の結 合(10)と 見 な した 。Fig. 2と 同様 に,直 線 部 を外 挿

してn=3×107が 得 られ た,従 って,次 式 に よ ってK+,

 Na+の 結 合 定 数kK, kNaが 求 め られ る。

kK=〔 結 合 したK+(mole/l)〕/

〔遊 離 のK+〕 〔遊 離 状態 のsite)　 (2)

た だ し,〔site]=胞 子 濃 度 ×n/6.023×1023=3.75×10.4

mole/lで あ る 。か く し てkK=160, kNa=300が 得 られ

た 。 ア ル カ リ金 属 が 蛋 白質 に結 合 す る とい う確 実 な 証 拠

は な い とい わ れ た(7d)が, Lewisら(10)は 筋 肉 ミオ シ ン

がK+お よびNa+と 結 合 す る こ と を報 告 してい る。 本

実 験 の 値 はLewisら のkK=800±210, kNa=1600±500

に 比 して低 か った 。

以 下 に述 べ る実 験 は,主 と し てpH 7.17の 燐 酸緩 衝

液(KH2PO2g+Na2HPO4)中 で 行 なわ れ た が,そ の とき の

胞 子 に た い す るK+とNa+の 結 合 量 は 両 者 の 合 計 量 で

Fig. 4. Relation between Cation Binding by 

the Spore and the Germination Velocity.

After the binding reactions were carried 

out in various concentrations of phosphate 

buffer (pH 7.17) for 30 minutes at room tem

perature, aliquots of the suspensions were 

fortified with L-alanine and then incubated 

at 37•Ž. The incubating suspensions were 

measured for the 0. D. (600 ma) at intervals 

of 10 or 15 minutes and the times required 

for the 50 per cent reduction in O. D. were 

determined graphically.

-•œ- S (bound cation
, calculated),

-•~- 1/t (t: time required for the 50 

per cent reduction in O. D.).
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量(2.6×107)に 収束する。次に1/tの 変化をみ ると, S

と同様な 曲線をえが き, Sが2.4×107以 上の 胞子 では

一定値を示 した これ らの結果か ら
,胞 子の発芽初速 度

は,懸 濁液の カチ オ ン濃度 の影響を うけ る とす る よ り

も,胞 子の カチオ ン結合量に支配 される とす る方が,よ

り適確な表現であ ると考え られ る。

次に,カ チオ ン結合量 と発 芽率(dark sporeの 生成

率)と の関係を,低 濃度域の カチオ ン溶液で しらべた結

果(Fig. 5)に よる と, Sが2.46×107ま ではその増加に

応 じて発芽速度が増大 し,ま たSが1.13×107ま では2

時間以内にほ とん ど完全に発芽 したが,そ れ以下 では4

時間後で も発芽 は不 完全であ った。 しか し,さ らに12

時間のincubationに よ り完全に発芽 した。次に カチオ

ンが全 く存在 しない とぎ は, dark sporeの 生成はほ と

ん ど認め られ なか った。胞 子は多量 のカル シウムを含ん

でいるが(5,14),上記の結果 は発芽 に有効な作用 をす るの

は懸濁液中の カチオ ンであ って,体 内のカチオ ンは発芽

を促進す る作 用を もたない と推定 され る。そ して胞子の

heterogeneity(13)は,カ チオ ンの結合において も考え ら

れる ところで,低 濃 度カチオ ンの懸濁液中 でも一部の胞

子は発芽 し,そ の発芽 によって溶離 した カル シウムな ど

のカチ オ ンが,未 発芽胞子 の発芽を促進す るもの と考え

られ る。

Fig. 5. Relation between Cation Binding by 

the Spore and the Germination Rate.

The spore was treated similarly as in Fig. 4 

and after 1•`4 hours incubation, per cent of 

germination (dark spores per cent) was deter

mined. Figures represented the number of 

cations (S) bound by the spore.

III. MBと カ チ オ ンの競 合 的 結 合 と 発芽 との 関 係

i.結 合 量 の計 算:種 々の 濃 度 のMBを 含 む 燐 酸 緩

衝 液(PH 7.17,カ チ オ ン濃度 は1.13×10-3 M, 1.13×

10-2Mお よ び5.0×10-2 M)中 で のMB結 合 量 を 測 定

し,そ れ か ら計 算 したsite Iと のMBお よび カチ オ ン

の 結 合 量 をFig. 6A～6Cに 示 した 。計 算 式 は 次 の とお

りで あ る(8,10).

γ=〔結 合MB〕/〔 胞 子 〕=nkaA/1/(1+kαA+kbB)(3)

S=〔 結 合 カチ オ ン〕/〔胞 子 〕

=nkbB/(1+kαA+kbB)　 (4)

ここ でk´ α(=4×105)の 代 りにkα を 用 い た が,そ の

理 由 は次 の とお りで あ る.す なわ ちk´ αは 次 式(5)を 満

足 させ る も ので,競 合す る カチ オ ンの 影 響が 考 慮 され て

い な い。

γ=nk´ αA/(1+k´ αA)　 (5)

そ こで, Table Iに お け る測 定 値Aお よび γ,な らび

にそ れ か ら グ ラフ 的に 求 め られ たn(=2.6×107),お よ

びIIのiのkbの 値 を式(3)に 代 入 して, kaの 平 均 値 と

して(5.4±02)×105が 求 め られ た(た だ しMBの 初 濃

度16×10-6M以 上 に 対 す る計 算 値 は 除外 した)｡こ の値

は 低 濃 度 域 のMBの 結 合が,競 合 結 合 を示 す 式(3)に よ

く適 合 す る こ とを示 す も の で,事 実kα=5.4×105と し

て計 算 した 結 合量 と実 測 値 とが,き わ め て よ く一 致 した

(Fig. 6A)。 ま たMB初 濃度 が16×10.6M以 上 に な る

と,式(6)(10)に 従 って他 の種 類 のsiteと の 結 合量 が い

ち じ る し くあ らわ れ て く る。

γ=γ1+γ2=kα1An1/(1+kα1A+kb1B)

+kα2An2/(1+kα2A+kb2B)　 (6)

た だ し各記 号 は, site Iと 第2のsiteに た いす る定

数 とす る。Fig. 6Bお よ び6Cで は カチ オ ンの 濃度 が高

い の で, site Iに たい す る カチ オ ン の 結 合 量 が 大 と な

り,反 対 にMBの 結 合 量 は 減 少 す る 。そ の結 果, MBは

低 濃 度 で もsite I以 外 のsiteと 結 合 す る こ とに な る。

上 記 の結 合 処 理30分 後 の懸 濁 液 に, 9×10-3Mに な る

よ うにL-ア ラ ニ ン結 晶 を 加 え, 40℃ に2時 間incubate

した ときの 発 芽 率(dark spore生 成 率)を 測 定 した 。 カ

チ オ ン濃 度1.13×10-3Mの 燐 酸緩 衝 液 中(Fig. 6A)で

は,カ チ オ ンの 結 合 量 は 少 な く,発 芽 率 はMBの 結 合 量

に強 く支 配 され る こ とが 認 め られ た 。 カチ オ ン濃 度 が 高

い と(Fig. 6B, 6C)カ チ オ ンの結 合 量 が 多 くな り,発

芽 に 対 して 強 く影 響す る こ と が み ら れ た 。 ま たMBの

阻 害 作 用 は, site Iに た いす る結 合 に よ って お こ る こ と
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Fig. 6. Relation between the Germination and 

Binding of Methylene Blue and Cations 

by the Spore.

Reaction systems were consisted of phos

phate buffer containing various concentra

tions of methylene blue and 0. 2mg spore per 

ml. The bound methylene blue and the ger

mination were determined similarly as in 

Table I and Fig. 5.

Concentration of phosphate buffer: 6.7•~10-4 

M (Fig. 6A), 6.7•~10-3M (Fig. 6B), and 2.9

•~10-2 M (Fig. 6C).

-•›- methylene blue bound by site I
,

-•œ- total bound methylene blue
,

-•~- cation bound (calculated)
,

-¥-•¢-¥- germination (%).

は,始 発濃 度40×10-3Mに お け る 全 結合 量 は ほ ぼ 等 し

い に もかか わ らず,発 芽 率 の 相 違 が 大 き い こ とか ら推 定

され る 。

次 に カチ オ ンの 結 合 点 は, site I以 外 に は ない か とい

う問 題 が 残 る 。tris (hydroxymethyl) aminomethane

な ど の有 機 塩 基 も,カ チ オ ン と同 様 な発 芽 誘 起 効 果 を も

つ こ と(4)は,こ れ ら陽 イ オ ンに 共通 な形 の 結 合 に よ っ

て,そ の効 果 が 発 揮 さ れ る とす る の が 妥 当で あ ろ う。

K+は 筋 肉 ミオ シ ン との 結 合 で,-COO-･･･H3+N-+K+=

-COO-…K+…H2N-+H+な る結 合,す な わ ち 水 素 結 合 の

位 置 を キ レー ト結 合 でH+と 競 合 す る 形 が推 測 され(10),

また 高 分 子 の 有 機 イ オ ンでは,フ ァンデ ル ワ ール ス カ に

よる 結 合 も生 ず る で あ ろ う。 しか し,こ れ らの イ オ ンに

共 通 した 結 合 は,胞 子 の陰 性 基 と の間 の 静 電 的 結 合 で あ

る 。そ れ ゆ え,陽 イ オ ンの 発 芽 に た いす る促進 効果 は,

 site Iへ の静電的結合に よって,発 現す るものと考え ら

れ る。

摘 要

細菌胞子 の レ アラニ ンに よ る発芽を促進す るアル カ

リ金属 の作用機構をあ きらかにす るために,胞 子への結

合量 と発芽 との関係を しらべた。燐酸緩衝液中 でメチ レ

ン青(MB)の 胞子への結合状態か ら,胞 子 の結合点には

少 なくとも2種 あ ることが推定せ られ,そ の うちMBの

結合にたい してK+お よびNa+が 競 合する結合点(site

 I)に ついて検討 した。site IとK+, Na+お よびMBと

の結合定数 として160, 300お よび5.4×106,胞 子1個

あた りの結合点数 として2.6×107が 得 られた。K+お よ

びNa+の 結合量 と発芽速度の 間 に は,密 接な 関連が見

出された。 また,発 芽 を強 く阻害 するMBの 存在下 での
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発芽 をみ る と,カ チオ ン結合 による促進作用が, MBの

結合 量に応 じた阻害を うける ことがわ かった。これ らの

事 実は,胞 子の レ アラニ ンに よる発芽 を促進す るもの

は,外 部か ら結合 した カチオ ンであ り,細 胞 内に含 まれ

るCaな どは効果がない ことを 示 している。そ して,そ

の結 合点は胞子の陰性基であ って,カ チオ ンはそれ と静

電的な結合をする ことが推定 された。

終 りに臨み,有 益な御助言をいただいた本学教授 中津

誠一郎博士,お よび アル カ リ金属の一部を定量 していた
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