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ス ト レ プトリ ジ ン
ー

S 形成 に及ぼすリボ核酸の影響に つ い て

金沢大学医学部薬理学教室 ( 主任 : 正 印 達教授)

林 義 則

(昭和5 7年 7 月2 4 日受付)

ブラ ウ ン 細胞破壊器に よ っ て えら れ る ス トレ プ トリ ジ ン S ( st r e pt o l y si n S , S L S) 産生溶連菌の 無

細胞抽出液 ( c ell f r e e e x t r a ct , C F E ) の 中の 溶血物質 (i n t r a c ell u l a r h e m ol y si n , I C H ) は菌を リボ核酸

の rib o n u cl e a s e
-

r e Si s t a n t f r a c ti o n ( R N a s e c o r e) 加培地中で培養 する と S LS 産生が増加す るの に 逆

相関してIC H は減少 して い た .
C F E を R N a s e c o r e と共に B e m h e i m e r

,

s b a s al m e d i u m 中で 37
0

C に静

置す ると, I C H の m o i e ty が R N a s e c o r e に 移行結合す る とさ れ てい る 如く, R N a s e c o r e - I C H を形成

し溶血活性も約5 倍増強 した.
こ の溶血活性増強は C F E の遠心沈澱物 を加 える ことで さらに 高まっ た .

R N a s e

c o r e
-

I C H はカ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー およ び熱安定性 に 関する実験で は S L S と似た性状を示 し,I C H と

異な っ て い た . また , I C H に は全く 影響 を与 えな い ヒ アル ロ ニ ダ ー ゼや α - アミ ラ ー ゼ に よ っ て R N a s e c o r e

- I C H の 溶血清性 は S LS と同様 に 減弱 したが ,
バ リ ダ ー ゼ

, キモ トリ プ シ ン や トリ プ シ ン に よ っ てI C H と

同様な影響 をう けた . 予 め 37
0

C の加温 処理 を行 っ て溶血活性が消失 した C F E に R N a s e c o r e と A T P を加

えて 37
0

C 下に お くと 再び溶血活性が み ら れ, あ らた に I C H が つ く られ た も の と想定さ れ た . 以上 の こ とか

ら菌体内で合成
･ 貯蔵され た IC H は細胞壁介在 の もと で R N a s e c o r e と結合 し溶血 活性の 強 い 熟安定性の

S LS を産生する と共 に , R N a s e c o r e は これ ら の 過程 を促進す る と考 えら れた .

K e y w o r d s H e m ol y tic st r e p t o c o c ci , I n t r a c ell u la r h e m oly si n ,

S t r e p t oly si n S , R N A

A 群溶連菌の 溶血 毒素h e m o l y si n に つ い ては菌体外溶

血毒素と菌体内溶血毒素に 大別され て い る が
,
こ れ に

属しない 溶血毒素も報告され て い る . ま た , 溶血 毒素

はその性状に よ っ て 酸素 に 安定なス トレ プ トリジ ンーS

(s tr e p t oly si n S , 以 下 S L S と略) と酸 素に 不安定 な

スト レプ トリ ジ ン 0 ( st r e p t ol y s in 0 , 以 下 S L O と略)

に分けられてい る
. 菌体外溶血毒素の S L S に つ い ては

,

1940 年 O k a m o t o l ) が リ ボ核酸 を培地 に 加 える こ と で

SL S が著しく増産 する と い う ｢核酸効果( R N A 岬eff e c

t) ｣ を発見して 以来研究 は急速 に 進展 し た が
,
リボ核酸

による増産 機構 に つ い て は今日ま で 全く不 明 の ま まで

ある
.

叫 方
, 菌体内溶血毒素に 関す る研究も数多く あ

り
, 菌体内溶血毒素 (i n t r a c ell ul a r h e m o l y si n , 以下

IC H と略) に 対す るリ ボ核酸な どの 影響 に つ い て も検

討され
, 菌体内溶血毒素に つ い て は次第に 明ら か に さ

れ つ つ あるが 尚不明 の 点が 多く , こと に S L S とI C H な

らび に その 他 の 溶血毒素と の 関係, お よび この 際に お

ける リ ボ核酸 の意義な どに つ い ては 全く不 明で あ る .

本論文 は こ れ らの 点を明 らか に する た め溶連薗の 無細

胞抽出液 を用 い て 実験 を行な い , 核酸効果に お ける リ

ボ核酸の 意義 に つ い て検討 を行 っ た .

材料お よ び方法

1 . 溶連菌株

教室保存の A 群清適薗S u 株( A T C C 2 1 0 60 , t y p e 3 ,

S L S お よび S L O を産生. 以下単に S u 薗と略記) お よ

び C 20 3 U 株(t y p e 3 , S L O の み を産生, 以下 C 20 3 U

菌と略記) を使用 した . 両薗の 継代培養に は普通肉汁

ブイ ヨ ン (p H 7 . 2) を用 い た .

2 . 3 % 酵母 エ キ ス 培地

Eff e ct of Rib o n u cl ei c A cid o n S t r e p t o ly sin S F o r m a ti o n ･ Y o sh i n o ri H a y a s hi , D e p a r
-

t m e nt of P h a r m a c ol o g y , S ch o ol of M ed ici n e , K a n a z a w a U n i v e r sit y ･
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S a k u r ai ら
2)の 方法 に よ っ て作製 した . す な わ ち, ビ

ー ル 酵母 エ キ ス P 2 G ( エ ビ オ ス 薬品工業 K .K ) 3 0 g を

蒸潜水 1 , 0 0 0 m l に溶解 し, p H を草性ソ
ー ダ液に て 7 ･ 4

に 調製 した の ち, 10 0
0

C に 6 0 分 間加熱 し, 折紙 に て炉

過 した炉液の p H を再調整後更 に 1 00
0

C 3 0 分間加熱 し

3 回折過 を行っ てか ら 500 m l 宛 に 分注滅菌 した . 培地

は実験 の つ ど作製 した .

3 . 前培養培地

3 % 酵母 エ キス 培地 25 m l に普通肉汁ブイ ヨン 25 m l

を加えて滅菌 した も の を前培養培地 と して用 い た .

4 . 培養方法

前培養培地 50 m l に S u 菌ま た は C 20 3 U 菌 の 普通

肉汁ブイ ヨ ン培養液1 m l を接種 し, 3 7
D

C で 1 8 時間培

養し たも の を3 % 酵母 エ キ ス 培 地500
■
m l に 接 種 し

,

3 7
0

C で 2 4 時間静置培養した .

5 . 溶連菌の無細胞抽出液 ( c e11 f r e e e x t r a c t , 以

下 C F E と略) の 作製

Sh oi n の 方法
3) に よ っ て C F E を作製 した｡ す なわ ち,

倶試菌の 3 % 酵母 エ キス培 養液 500 m l を低温下で遠心

し
,
沈澱 した 生菌体を冷生食水で 2 回 洗源 した の ち20

m l の冷蒸溜水 に 浮遊 した.
こ の 浮遊液 を細胞破壊用 ガ

ラ ス 瓶( ブ ラ ウ ン社製, 容 量50 m l) に い れ , こ れ に ガ

ラ ス 粒 ( ブ ラウ ン社製, 直径 0 . 10 ～ 0 . 1 1 m m ) 3 0 g を

加 えてセ Jレホモ ジナイ ザ
ー ( ブ ラ ウ ン社製) に て炭酸

ガ ス噴霧下で 4
,
00 0 r p m 2 分間2 回計4 分間 ホモ ジナ

イ ズし た .
つ い で ホ モ ジネ

ー

ト液 を ガラ ス 炉過半 G 2

で炉過 し, ガ ラ ス 粒を除い た 炉液 を遠心 (50 0 × g , 1 5

分間) して えた上 浦液 を C F E と して 用 い た . こ の C F E

を遠心 (20 , 0 0 0 × g , 2 q 分間) して えた上 清液 を C F E

-

S
,
沈澱物 を C F E

- P と した .
C F E - P は冷蒸溜水で

洗練した の ち適量な蒸溜水 に 浮遊 して実験 に 用 い た .

6 . リボ核酸の 分画標品 ( rib o n u cl e a s e T r e Si st a n t

f r a c ti o n , 以下 R N a s e c o r e と 略)

B e r n h ei m e r & R o d b a r
･

t
4)
の 変法 に よ り R N a s e c o r e

を作製し た . す なわ ち, 酵母リ ボ核酸( メ ル ク社) 10 0

g を蒸溜水750 m l に 溶解し, 炭酸ソ
ー ダ液で p H を 7 ･8

に調製したの ち更に 蒸溜水 を加えて全量 を1 , 0 0 0 m l と

した .
これ に リ ボヌ ク レ ア

ー ズ( 5 回結晶, N B C o) 1 00

m g を加 えて室温に pI i 7 .4 から 7 ･6 に保ちながら 24 時

間静置 した .
つ い で同溶液に 酪酸ソ ー ダ10 0 g を加 えて

溶解 したの ち99 % エ タ ノ
ー ル 7 4 0 m l を加 え, 生じた沈

澱 を遠心 に よ り集め, エ タ ノ
ー ル で 洗源後乾燥 したも

の を R N a o e c o r e と して 実験 に 用 い た .

7 . R N a s e c o r e の 分画標品

0 . 1 M リ ン 酸緩衝液 ( p H 7 . 0) 処理 D E A E
- セ ル ロ

ー ズ カラ ム ( 2 × 9 c m ) に 1 0 % R N a s e c o r e 水溶液1

m l を吸着させ た の ち, 各種濃度の 塩化ナ トリ ウ ム
ー

リ

ン酸緩衝液 に て 階段的に 溶出 を行 っ た . 塩化ナトリウ

ム O ･4 M , 0 ･ 5 M
,
0 ･6 M な らび に 1 ･ O M 液 にて溶出

した 溶出液を蒸溜水に 対 し透析後凍結乾燥を行い, そ

れ ぞれ の 分画標晶 を 0 .4 M
,
0 ･ 5 M

,
0 ･ 6 M お よび1 .O

M R N a s e c o r e と し た .

8 . 酵 素

ト リ プ シ ン (2 . 0 0 0 u ni t/ g , 和光純薬工業 K K) , パ

パ イ ン(和光純薬工業 K K ) , バ リダ
ー

ゼ( L e d e rl e J ap a n

L T D ) , α
P

キ モ トリ プ シ ン( B o v i n e P a n c r e a s
,
P - L

B i o ch e m i c al s , I n c) , ナ ガ ー ゼ( N a g a s e , B i o c h e mi c al

L T D ) , プ ロ ナ ー ゼ P ( 科研化学 K K) お よび α -

アミ

ラ
ー

ゼ (和光純薬工業 K K ) を リ ン酸緩衝液 (p H 7 .Q)

に 0 . 1 % に 溶解 した 液を 実験 に 用 い た .
ヒアル ロ ニ ダ ー

ゼ(1 0 0 T R V / A m p , 天 野製薬 K K ) は 10 0 T R U を0 . 4

m l の リ ン酸緩衝液 に 溶解 し て実験 に 用 い た .

9 . B e rn h ei m e r
,

s B a s al M ed i u m

B e rn h ei m e r
,

s B a s al M ed i u m
5) ( B B M と略記) は

マ ル ト
ー

ズ 67 5 m g , 2 0 % リ ン酸≠カ リ ウム 液(苛性ソ

ー

ダ液に て p H を7 . 0 に 調整) 6 m l , 2 % 硫酸マ グネ

シ ウム 液12 m l を蒸潜水 66 m l に 溶解 した もの で ある

が , 本実験で は マ ル ト ー ス 6 7 5 m g , 2 0 % リ ン 酸- カリ

ウム 液 6 m l お よ び 2 % 硫酸 マ グネシ ウム 液 12 m l を蒸

潜水 24 m l に 加 え た 2 倍濃縮 B B M ( × 2 B B M と略

記) も用 い た .

1 0 . S L S 標 品

1 % R N a s e c o r e 加普通 肉汁ブイ ヨ ン培地に S u 菌を

接種 し て 37
0

C で 3 0 時間 培養 し, 同培 養上 清液より

S h o i n
6) の 方法 に よ っ て S t r e p t ol y si n S A - Ⅰ (S L S A

-

Ⅰ と略記) 標 品を分離 し実験 に 用 い た .

1 1 . 静菌法 に よ る S L S 産生試験

3 % 酵母 エ キス 培地培養S u 菌を集菌洗練後, 培養液

の 1/ 20 容量の 0 . 1 % R N a s e c o r e - B B M に浮遊させ,

同浮遊液 を 37
0

C で 静置 し, 2 時間後に 同浮遊液を遠心

し て えた上 清液を静菌法に よる S LS 液と して実験に用

い た .

12 . 溶血試験

被検液 の 生食水に よ る 1 m l 宛の 倍 下稀釈液列を作

製 し, こ れ に 1 m l の 3 % 人 血 球浮遊液を加えて37
0

C 2

時間静置後, 被検液の 溶血力価を 50 % 溶血 削
封H U

＼

)

で 表示 した . 本 実験 で は一日r
一 般 に C F E l m l またはC F E

- S l m l に 対す る H U で表示 した .

成 績

1 . 菌体内洛血物質IC H に 関す る実験

3 % 酵母 エ キス 培地( Y E 培地) 50 0 m l
で培養したS u

菌よ り作製した C F E お よびこれ を遠心 し
た上清液(C F E

-

S ) な らびに沈澱物 の 浮遊液( C F E r P ‥C
F E lO m l よ

モ

.
..
二

二

･‥

篭
徽
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ス ト レ プ ト リ ジ ン
ー

S 形成 に 及ぼ す リ ボ核酸の 影響 に つ い て

りの沈殿物を 10
m l の蒸溜水に 浮遊させ たも の) に つ い

ての溶血試験成績は表 1 の 如く C
F E は同液中に存在す

るICIi のた
め1

,
8 5 6 Ii U / m l と最も溶血 活性が強く,

っいで C F E - S (1 ,
4 0 8 H U / m l) , C F E - P (1 8 0 H U /

m l) の膜であり, I C H は C
F E - S に 存在 す る こ と がみ

とめられた .
S L S 産生能 を有しない C 2 0 3 U 菌の C F E ,

c F E
- S およ びC F E - P に は い ずれも 溶血活性 をみ と

めなか っ た .

2 . 培地付加 R N a s e c o r e のI C H に 対す る影響

R N a s e c o r e を予め 1 % と 0 ･ 2 % に 付加 して お い た

Y E 培地で S u 菌 を培養す る と, 表 2 に 示 し た如く そ
の

培養上清液 に は S LS 産生 に よる 強
い 溶血活性 が み ら

れ, R N a s e c o r e l % 付 加 で は 非添加 (対 照) の 約

机 000 倍 ル 2 % 付加で は約 8 ,0 0 0 倍の溶血 活性が認め

られた. しか し , これ ら菌の IC H の 溶血活性 は R N a s e

c o r e の濃度と逆相関 して, 0 ･2 % 付加で は対照の 約 1/

2 , 1 % 付加では 1/ 7 と減少 して い た .
こ の培養実験で

の成績に 対し, Y E 培地 2 , 0 0 0 m l で培養 した S u 薗 を4

T a bl e l . T e s t f o r h e m ol y ti c a c ti vit y of C F E ,
C F E ･S a n d C F E-P

S o u r c e of C F E
*
H e m oly ti c a c ti vity ( H U†/mi ) of

C F E C F E ･S
* *
C F E ･ P

輌

G r o u p A st r e p t o c o c ci

S u str ai n (S u c o c ci)

G r o u p A st r e pt o c o c ci

C 2(】3 U

1
,
8 5 6 1

,
4 0 8 1 8 0

0 0 0

†O n e h e m ol y ti c u nit ( 1 rI U ) i s th e a m o u n t of

h e m ol y si n c a u si n g 5 O % h e m ol y si s o f 3 % h u m a n
e r yth r o c yt e s u s p e n si o n u n d e r th e s ta t e d c o n d i

-

ti o Il .
*
C F E : C ell f r e e e x t r a c t of s tr e p t o c o c ci h o m ()-
g e ni z ed b y B r a u n

'

s c e ll h o m o g e ni z e r .
* *
C F E -S : S u p e rp a t a n t of lO m l o f C F E

榊

C F E- P : P r e c I Pit a t e o f l O m l of C F E ; C F E-P
W a S StlS p e n d e d i n lO m l of d i still e d w a t e r in th i s
e X p e r l m e n t .

5 6 3

等分 し,
一

部は その ま ま C F E を作製 し, 残 り 3 部の S u

菌 を0 . 1 % R N a s e c o r e
-

B B M に 浮遊させ て静菌状態

下で の S LS 産生実験を 1 回 , 3 回 お よ び 5 回行 っ た の

ちそれ ぞれの 菌体か ら作製した C F E の溶血試験成績お

よび各 S L S 産生 実験での上 清液の溶血試験成績は表 3

に 示 した如くである.
S L S 産生 は静菌状態での産生実

験回数が増加す る に と もな い 減少 し, 上清液の 溶血活

性は 1 回目 の 64 5 H U / m l か ら 3 回 の S L S 産生試験 で

約1/ 3 に 減少し たが , 3 回 目以後は左程の減少は な く

3 回目 と 5 回目 で はほ ぼ同 じで あ っ た .
こ れ に 対 し,

産生実験 を行 な わ なか っ た菌, な ら び に 1 臥 3 回 お よ

び 5 回S LS 産生実験を行 っ た菌の IC H の 溶血活性 に

は差は全くみ ら れ ず, S L S 塵生 0 回の薗と 5 回の 薗と

で もIC H 溶血活性 は同じ であり, I C B は静粛状態での

S L S 産生 によ り影響 をうけ なか っ た .

3 . R N a s e c o r e の I C H 溶血活性 に 及 ぼす影響

低湿下で S u 菌 C F E (2 , 8 0 0 H U / m l) 1 容量に 10 %

R N a s e c o r e 液 0 . 2 容量お よ び × 2 B B M 液 0 . 8 容量

を加え て 37
0

C に イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン した混合液から 定

時的に 混合液を採取 して行 っ た溶血試験の 成績 を図1

に 示 した .

R N a s e c o r e を加え ない( C F E l 容量+ ×2 B B M 液

1 容量) で は静置時間の 経過と共に 溶血活性は急速に

低下 し, 3 0 分で は1/ 2 8 の 10 5 H U / m l に , 6 0 分で 1/ 3 5 0

の 8 H U / m l に 減弱 し, 2 時間で は溶血活性 は完全に 消

失 した.
こ れ に 対 し( C F E + R N a s e c o r e 十 ×2 B B M )

で は 0 分で溶血活性は す で に 4 , 8 0 0 H U / m l と増強し,

以 後時間の経過 と共に 増強 して 30 分か ら 60 分 に か け

て最高とな り, R N a s e c o r e 付加前の 約 6 倍の 1 7 , 92 0

H U / m l とな っ た .
6 0 分以 後で は溶血活性 の低下が みら

れた が
,
しか しそ の 減弱度 は僅か で あり, 5 時間後で

も その 溶血活性 は 6 , 2 4 0 H U / m l と R N a s e c o r e 付加

前 の C F E の 2 .2 倍 , 付 加 直後 の 1 . 3 倍 で あ っ た .

T a bl e 2 . T e s t f o r h e m oly tic a c ti vi ty o f s u p e r n a t a n t o f b r o th c u lt u r e a n d
I C H

*

of h e m ol y ti c s tr e p t o c o c ci s tr ai n (S u c o c c i)

.i u m in w hi c h
r e c ulti v at e d

H e m ol yti c a c ti vi ty ( H U / m l) of

S u p e r
･

n a t a n t of I C H of S u c o c ci g r o w n

c u ltu r e i n c u lt u r e m e d i u m

K tr a C t b r o th く 2 Ⅰ
,9 2 0

さ C (■) r e * *一人3 %
C t b r o th

8 ｣.
)6 4 8 96

: O r e ▼3 %
C t b r o th

3 8
,
9 12 27 6

*

I C H : I n t r a c e 11 u l a r h e m ol y s in
* *

R N a s e c o r e : R i b o n u cl e a s e r e si st a n t f r a c ti o n of R N A

C ult u r e m e d
S t l C O C Ci w e

3 % Y e a s t e x

0
.2 % R N a s e
Y e a st e x tr a c

1 % R N a s e c
Y e a st e x tr a
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( C F E + R N a s e c o r e + × 2 B B M ) 混合液中の R N a s e

c o r e 濃度を色 々か え て行っ た溶血試験の成績は表 4 に

示 した如く , R N a s e c o r e 濃度が 0 . 5 % で は溶血活性の

増強経過は 1 % と同様で あ っ た が ,
イ ン キ ュ ベ

ー シ ョ

ン 時間が 0 分, 3 0 分お よ び60 分の い ずれ に お い て もそ

の溶血活性 は 1 % 濃度の溶血活性よ り低 か っ た . 作用

濃度が 0 . 2 % およ び0 . 1 % で は両者は似た溶血活性の変

化を示 し, R N a s e c o r e 付加直後 ( 0 分) で は混合液

の 溶血活性 は( C F E 十 × 2 B B M ) 液 よ り強い か同等で

あっ たが , 3 7
0

C に イ ン キ ュ ベ
ー 卜す る と時間の経過と

共 に減少 し,6 0 分で は R N a s e c o r e 濃度0 ･ 2 % で 1/ 1 ･2

に
, 濃 度 0 . 1 % で は 1/ 3 . 1 に 減 少 し, そ の 減 弱度 は

R N a s e c o r e が 低濃度ほ ど強 か っ た . こ れ に 対 して

R N a s e c o r e 非添加 の ( C F E + × 2 B B M ) の溶血活性

減弱度は さら に 急で 60 分で溶血活性は ほとん ど消失し

た.

R N a s e c o r e を D E A E
- セ ) L/ ロ ー ズカ ラム クロ マ トグ

ラ ム で 分画溶出 した各分画標品お よ び末処置 R N a s e

c o r e を 1 % の 濃 度に ( C F E l 容量 + × 2 B B M l 容

量) 液に 加 えて 37
0

C で 6 0 分間イ ン キ エ ペ ー 卜 して行 っ

た溶血 試験 の成績 は表5 に 示 した 如く, C F E の 1 , 3 4 4

H U / m l よ り溶血活性 が増強 した の は 0 ･ 6 M R N a s e

c o r e およ び 1 . O M R N a s e c o r e の み で, 0 . 5 M R N a s e

c o r e では溶血 活性は認め られ たが C F E に 比べ て 1/ 4 . 2

と弱く, その他の 分画標品で も溶血活性増強作用 は弱

く
, 末処置 R N a s e c o r e の 1/ 4 な い し1/ 5 で あっ た .

4 . R N a s e c o r e のI C H 溶血活性増強作用 に及 ぼす

B e rn h ei m e r
7

s B a s al M e d i u m の 影響

R N a s e c o r e の I C H 溶血活性増強 に 関す る実験で の

B e r n h ei m e r
,

s B a s a l M e d i u m ( B B M ) の組成 は, リ

ン酸 - カ リ ウム , 硫酸 マ グネ シ ウ ム , マ ル ト
ー

ス お よ

び蒸溜水であ り, これ ら各組成分の影響 に つ い て 試験

した . す なわ ち( C F E l 容量+ 1 0 % R N a s e c o r e o .2 容

量) に完全 ×2 B B M (対照) お よ び 1 組成分または2

組成分 を除 い た 不完全組成 B B M を 0 ･ 8 容 量加えて

37
0

C に イ ン キ エ ペ
ー 卜 し

, 定時的 に被検液を採取し溶

血試験 を行 っ た . そ の成績は表 6 に 示 した如くである
.

( C F E + R N a s e c o r e 十 生食水) で は 30 分で若干溶

血活性は増強 し,6 0 分 では 0 分時の 1/ 1 ･5 に低下した.

こ れ に対 し
,
(C F E + R N a s e c o r e + B B M またはその

成分) で は 60 分で 30 分 と同等ま た はさ ら に増強した

の は完全組成 の B B M , ( リ ン 酸
一

カ リ ウム + 硫酸マ グ

ネ シ ウム) , ( マ ル ト ー ス + リ ン 酸 一

カ リ ウム) あるい

は リ ン酸 一 カ リ ウ ム を含む 4 被検液で, そ の 増強度も

工n 亡 u b a t i ⊂爪 t l m e o f a m i x t u r e ( m i n u t e s )

ニ ー-･･-- ｣ A m i x t n r e o f C F E a n d R N a
s e 亡O r e a rl d x 2 - B B 出

-
_

-
_
→ 且 m i x t q r e o f C F E a n d 】く2

- B B M

Fi g . 1 . C h a n g e o f h e
m ol yti c a c ti v it y of

a m i x t u r e

o f C F E a n d R N a s e c o r e

T a b l e 3 . T e st f o r h e m oly ti c a c ti vi ty o f I C H of S u c o c c i af t e r s t r e pt o ly si n S

p r o d u c ti o n i n r e sti n g c ell s y s t e m

N u m b e r of ti m e s of H e m ol yti c a c ti vity ( H U / m l) o f

S tr e p t Ol y s in S

p r o d u c tl O n
s u p e r n a t a n t I C H

0 1
, 7 72

ロ 645 2
,
0 48

3 19 2 1
,
8 4 3

5 1 6 2 1
,
8 6 7

S u c o c ci h a r v e s t e d f r o m 3 % y e a s t e x tr a c t b r ot h w e r e s u s p e n d e d in 1/2 0 v o l u m e of

O .1 % R N a s e c o r e ･ B B M a n d i n c u b a t e d a t 3 7
0

C . A f t e r 2 h o u r i n c u b a ti o n
,
th e s u s

-

p e n si o n w a s c e n t rif u g e d a n d th e s u p e r n a t a n t w a s u s e d f o r h e m ol yti c a c t
i vi ty t e s t ･

T h e s e di m e n t e d c o c ci w e r e u s ed f u r th e r m b r e 3 a n d 5 ti m e s f o r st r e pt oly si n S p r o-
d u cti o n i n r e s ti n g c ell s y st e rn a S th e a b o v e .
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ー

S 形成 に 及ぼ す リ ボ核酸の 影響に つ い て

BB M > (
マ ル ト ス 十 リ ン酸

【 カ リ ウ ム) > リ ン酸
一

ヵリウム > ( リ ン酸
一 カ リウ ム 十 硫酸 マ グネ シ ウ ム)

であり, これ ら に は リ
ン 酸 一

カ リ ウム が 共通 して み ら

れた .

これ に 対しリ ン酸
- カ リ ウム を含 ま な い 他の被

検液では 30 分で若干の溶血活性増強
をみ たが

,
6 0 分で

はい ずれも 0 分時よ り溶血力は低下 した ･

5 . C F E
- S お よ び C F E - P に関す る溶血力試験

c F E を遠心 して えた上 清液 C F E - S お よびその沈澱

物C F E
- P の 浮遊液( C F E l O m l よ りの 遠心沈澱物 を

1 m l の蒸溜水に 浮遊さ せ た もの) を用い て ( C F E l

客室+ 10 % R N a s e c o r e O
･ 2 容 量 + × 2 B B M O ･ 8 容
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壷) , ( C F E
-

S l 容量 十10% R N a s e c o r e O ･ 2 容量+ ×

2 B B M O . 8 容量) , ( C F E
-

P O . 2 容量+ 蒸潜水 0 ･ 8 容

出 + 1 0 % R N a s e c o r e O . 2 容量十 ×2 B B M O ･8 容量)

お よ び (C F E -

S l 容 量 十C F E
-

P O . 2 容 量 + 10 %

R N a s e c o r e O . 2 容量+ × 2 B B M O .6 容量) な ら び に

そ れぞ れ の混合液に R N a s e c o r e の代 り に蒸潜水を加

えた 4 混合液 (総数8 混合液) を用意し, そ れぞ れ を

37
｡

C 6 0 分間イ ン キ ュ ベ ー 卜して行 っ た 溶 血試験 の成

績は表 7 に 示 した如 くで ある. す なわ ち, 0 分時で は

C F E - S に は C F E の 1/1 . 3 の 溶血活性を, C F E
- P に

は 1/1 0
～

1/ 1 5 の溶血活性 をみと めたの は先の実験と同

T a bl e 4 . R el a ti o n b et w e e n c o n c e n t r a ti o n of R N a s e c o r e a n d

h e m ol yti c a c ti v ity o f I C H

C o n c e n tr a ti o n

of R N a s e c o r e

H e m ol y ti c a cti vit y ( H U / m l)

I n c u b a ti o n ti m e

i n a m i x t u r e
*

O m i n 3 0 m i n 6 0 m i n

0 % 2 , 8 8 0 1 5 0 1 0

0 .
1 % 2

,
8 8 0 1

,
36 0 9 2 8

0 . 2 % 3 ,3 6 0 3
,
0 40 2 , 7 0 0

0 . 5 % 4
,
80 0 8 , 7 60 1 0 . 5 6 0

1 . 0 % 4
,
6 40 1 1

,
2 00 1 2

,
2 8 8

*

A mi Ⅹt u r e Of 2 m l of C F E , 0 .4 m l of R N a s e c o r e s ol u ti o n a n d l .6 m l of x 2
- B B M

…

w a s in c u b a te d a t 3 7
0

C f o r st a t ed ti m e
,
a n d th e n thi s m i x t u r e w a s t e s te d f o r h e m o ･

l y ti c a c ti v ity .
* *
Ⅹ2 - B B M : T h e c o m p o siti o n of x 2

- B B M i s O .76 5 g of m alt o s e , 6 m l of 2 0 % K H 2 -

P O . ( a dj u st e d t o p H 7 .O w ith N a O H ) , 1 2 m l o f 2 % M gS O 4
･ 7 H 2 0 a n d 2 4 m l o f di s til -

1 ed w a t e r .

T a bl e 5 . E ff e c t of D E A E - C ell ul o s e f r a c ti o n s of R N a s e c o r e o n h e m ol yti c

a c ti vity of I C H

F r a c ti o n s of

R N a s e c o r e
H e m ol yti c a c ti vit y ( H U / m l)

0 .4 M 2 0

0 .5 M 3 2 0

0 .6 M 2
. 1 76

1 .O M 1
,
7 2 8

O ri gi n al

R N a s e c o r e
8 , 7 0 4

C F E a l o n e
* 1

,
3 4 4

R N a s e c o r e s o lu ti o n ァa s a p pli e d o n D E A E
-

C e11 ul o s e c ol u m n a n d s te p wi s e el u ti o n

W a S a C C O m Pli sh e d u s l n g V a ri o u s c o n c e n tr a ti o n o f N a C I s ol u ti o n . E a c h el u a te w a s

li o p hili z e d af t e r d i al y s e a g ai n st di s till e d w a t e r . F r a c ti o n O .4 M w a s f r a c ti o n el u t e d

b y O ･4 M N a C l ･0 ･l M ph o s p h a t e b uff e r ( p H 7 ･0) ･ A mi Ⅹt uてe Of l m l of C F E , 0 ･2 r n l of
l O % f r a c ti o n of R N a s e c o r e a n d O .8 m l of x 2 - B B M w a s l n C u b a te d a t 3 7

O

C f o r 2

h o u r s a n d th e n thi s mi x t u r e w a s t e st e d f o r h e m oI ytl C a Ctit y .
*

C F E w a s k e p t u n d e r th e c old wi th o u t R N a s e c o r e o r its f r a c ti o n f o r 2 h o u r s .
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T a b l e 6 . I n 触 e n c e of B B M
*

o n e n h a n c e m e n t eff e c t of R N a s e c o r e o n h e m ol y ti c a cti vity o f I C H

H e m ol yti c a c ti v ity ( H U // m l)
M ed i u r n l n W h l C h R N a s e c o r e a n d I n c u b ati o n ti m e

C F E w e r e m i x e d
O m i n 3 0 m i n 6 0 m i n

B B M 2
,
2 2 0 5

,
12 0 7

,
0 4 0

B B M
d e丘ci e n t in

M alt o s e 2 , 0 16 4 ,0 16 3
,
5 2 0

K H 2 P O 4 2
,
12 8 2

,
4 48 1 ,9 5 2

M g S O 4 1
,
銅0 4 .

01 6 5
,
6 0 0

K H 2P O 4 a n d M gS O 4 1
,
6 0 0 1

,
6 0 0 1

, 0 80

M alt o s e a n d M gS O 4 1
.
7 9 2 3 ,

2 0 0 3
,
6 80

M al t o s e a n d K H 2 P O 4 1 , 6 8 0 1
,
92 0 1

†
2 4 0

P h y si ol o gi c al s ali n e 1
,
6 4 8 2

,
0 00 1

I
13 0

A m i x t u r e ｡f l .O m l ｡f C F E , 0 .2 m l o f lO % R N a s e c o r e a n d O ･8 m l o f m ed i u m w a s i n c u b a t e d a t 37
0

C f or

s ta te d ti m e
,
a n d th e n thi s m i x t u r e w a s t e st e d f o r h e m ol yti c a c ti vit y ･

b B M : B e r nl 1 ei m e r
,

s b a s al m e di u m

T a bl e 7 . E ff e c t of R N a s e c o r e o n h e m o l yti c a cti vit y o f C
F E

,
C F E -S a n d C F E - P

C F E C F E -S

C o m p o siti o n o f a m i x t u r e ( m l)

c F E- P
* 圭濫s e 義元

C O r e

0

0

1

1

0

0

(

U

八

U

<

U

n
U

0

0

0

(

U

O

O

l

1

0

0

1

1

2

2

2

2

ハ

U

O

O

<

U

O

(

U

ハ
U

O

2

2

2

2

ハ
リ

O

O

O

O

O

O

O

8

8

8

0
0

8

8

8

6

0

0

0

0

0

0

0

0

2

2

0

8

0

0

0

ハ

リ

1

0

0

0

H e m ol y ti c a c ti vity ( H U /
/

m l)
of a m i x t u r e i n c u b a te d f o r

O m iIl . 6 0 m i n .

1
,
85 6 く10

3 , 5 8 4 10
.
7 52

1
,
4 0 8 < 111

1
,
4 8 0 9 ,7 28

18 0 く1()

< 10 16 0

1
,
0 56 < 1(〕

4
,
0 9 6 18

,
43 2

*
C F E -P : C F E - P of l O m l of C F E w a s s u s p e n d e d i n l m l of d i still e d w a

te r i n th i s e x p e ri m e n t ･

T a b l e 8 . E ff e c t of tr y p a n bl u e o n h e m ol y ti c a c ti vit y o f I C H , R N a s e c o
r e

-I C H a n d s t r e pt o ly si n S

M a t e ri al s

I n th e p r e s e n c e ( + ) o r th e
a b s e n c e ト) of t r y p a n b l u e H e m ol y ti c a cti v lty

I C H

十 O H U /
/

11 1l

2
,
8 0 0 H U / In l

R N a s e c o r e -I C H
*

十 O H U
.
/
′血1

1 2
,
00 0 H U /

/
血

S t r e pt ol y si n S A
一Ⅰ

+ O H U / m l

｢----
㌦ ~･~■~~~~′一■

13
,
4 4 0 H U / m g / m l

*
A m i x tu r e of l mi o f C F E -S

,
0 .2 m l o f l O % R N a s e c o r e a n d O ･8 m l of x 2

- B B M w a s i n c u b a t ed a t 3 7
O

C

f o r 6 0 m i n u t e s a n d th e m i x t u r e w a s u s e d a s R N a s e c o r e
-I C H .



ス ト レ プ トリ ジ ン
ー

S 形成 に 及 ぼ す リボ核酸の影響 に つ い て

様であ っ た が, 3 7
0

C 6 0 分で これ らの溶血 活性は C F E と

同様に消失し, ( C F E
-

S + C F E
-

P ) の 混合液に おい て

も同じ成績であっ た -
こ れ に 対 し, R N a s e c o r e を加

ぇた混合液で は( C F E
-

P + R N a s e c o r e + × 2 B B M )

のみが0 分時で は 10 H U 以 下であ っ た が , 他の混合液

ではいずれ も 0 分時 に お い て も R N a s e c o r e を加 えた

ことで溶血活性は増加 し, 特 に( C F E
-

S + C F E
-

P +

R N a s e c o r e +
× 2 B B M ) での 増加 は著明で , R N a s e

c ｡r e 非添加の約4 倍の 溶血 活性であっ た . 3 7
0

C で 6 0 分

間のイ ン キ ュ ベ
ー

シ ョ ン に よ り, R N a s e c o r e 添加混

合液は (C F E - P + R N a s e c o r e) を含 め てす べ て溶血

活性は更に増強 した.
こ の う ち増加度の最も高か っ た

のは (C F E + R N a s e c o r e + × 2 B B M ) 液で あり溶血

活性の最も強か っ たの は( C F E
-

S + C F E - P + R N a s e

c o r e + × 2 B B M ) 液 の 18 , 4 3 2 H U / m l で ( C F E +

R N a s e c o r e + × 2 B B M ) の 1 . 7 倍で あっ た . こ れ ら

の成凄から R N a s e c o r e の 添加 に よ り既存 のIC H と異

なっ た溶血物質 ( 以下 R N a s e c o r e , I C H と称す) が

生じたと考えられ た .

6 . I C H , R N a s e c o r e - I C H お よび S L S の 比較試

験

(CF E
-

S l 容量 + 1 0 % R N a s e c o r e O . 2 容量 + × 2

B B M O .8 容量) を37
0

C で 6 0 分イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し

て調製した R N a s e c o r e
-

I C H (1 2
,
5 0 0 H U / mi ) と

IC H と して C F E - S (2 , 8 0 0 H U / m l) お よぴ S L S A
-

I 液(13 ,4 4 0 H U / m l) ま た は静菌法 に よ る S LS 溶液

(7 ,6 80 H U / m l) に つ い て 下記 の如き比較試験 を行 っ

た.

1 ) トリバ ン プル ー の 溶血桔抗作用 に 関して の 比較

試験

IC H
,
R N a s e c o r e - I C H お よ び S L S A -

Ⅰの 倍下

稀釈液列各2 列 を用 意 し, 1 列 に は 3 % 人 血球浮遊液

を
, 他の1 列に は トリ バ ン プル ー

を予め 0 . 1 % に 加えて

567

お い た 3 % 人血球浮遊液を加 えて行 っ た比較試験の成

績 は表8 の 如く , トリ バ ン プ ル ー の存在に よ っ て IC H ,

R N a s e c o r e
-

I C H お よ び S L S A
-

Ⅰの溶血は い ずれ

も完全に 抑制さ れ た .

2 ) 熱安定性 に 関す る試験

I C H
,
R N a s e c o r e

-

I C H お よ び S L S A
一

Ⅰの 各溶

液を 37
0

C に 静置 して 30 分 , 6 0 分お よ び2 時間後 に そ

れ ぞれ 溶液 を採取 して行 っ た溶血試験の成績 を図2 に

示 した .
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｡
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,
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■
†

A m i x t u r e of 2 m l o f i n a cti v a t ed C F E
,
0 .4 m l of lO % R N a s e c o r e a n d l .6 m l o f x 2 - B B M w a s i n c u b a t e d

at 37
0
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…

十
,
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R N a s e c o r e
- I C H お よび S L S A - Ⅰ は37

0

C で は 時

間の経過 と共に 溶血活性 は若干減弱す る.
が, R N a s e

c ｡ r e
-

I C H で は 30 分で 94 % , 6 0 分で 83 % , 2 時間で

54 % (6 , 37 0 H U / m l) の 溶血括性 を保持 して お り, S L S

A - Ⅰで は 30 分で 93 % , 60 分 で 79 % , 2 時間で 74 %

(9
,
9 2 0 H U / m l) の溶血活性を保持 し, 両者 は似た経

過 を示 した .
こ れ に対しIC H の溶血活性は 37

0

C で急激

に 減弱 し30 分で 4 % の 10 5 ⅡU / m l に , 6 0 分で 0 ･ 2 %

～ 0 % に減 謁し, 2 時間で は完全 に 溶血瀞性を喪失し

た. 3 7
0

C で 6 0 分間静置して溶血 活性が消失 した C F E に

型の 如く R N a s e c o r e お よび × 2 B B M を加 え, こ れ

に 更 に A T P を10 m g/ m l に 加 えて 37
0

C で 静置す ると

30 分で 19 2 H U / m l , 6 0 分で 1 , 0 2 4 H U / m l の 溶血活性

をみ とめ た .
.A T P を加え な い C F E 十R N a s e c o r e で は

表9 に 示 した如く 30 分お よ び 60 分で 弱い 溶血 をみ と

めた が 50 % 溶血単位(甘U ) を算定する こ と は で き なか

っ た .
I C H , R N a s e c o r e - I C H お よび S L S A - Ⅰを

18
｡

C で静置すると 60 分間でI C H は26 % の 730 H U / m l

に
,
S L S で は 77 % の 10 , 3 1 0 H U / m l に 減 弱 し, 特 に

I C H で は そ の減弱度 は著明 であ っ た が ,
R N a s e c o r e

-

I C H で は溶血活性 は か え っ て 増 強 して い た . ま た ,

4 5
｡

C 30 分で はIC B は完 全に 溶血活性 を喪失 し たが ,

R N a s e c o r e
- I C H で は 約 50 % の 5 , 9 7 6 H U / m l の 溶

血力価 を保持 して い た .

3 ) D E A E セ ル ロ ー ズ カ ラム タ ロ マ ト に よ る比較試

験

I C H
,
R N a s e c o r e

- I C H お よ び静菌法に よ る S L S

液各 1 m l をそ れ ぞれ 0 .1 M リ ン酸緩衝液 ( p H 7 ･ 0)

で処理 した D E A E
- セ ル ロ ー ズカ ラ ム ( 1 ×2 ･ 5 c m )

T
-
-
-
1

=
T

E
＼
D

巴

お

睾
ヨ
○
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分

霊
仁

名
1

8
霊
d
0

7

6

5

4

3

2

1

0 0 . 1 0 . 2 0 . 3 0 ･ 4 0 ･ 5 0 ･ 6 0 ･ 7 0 ･ 8 0 ･ 9 1 ･ O

Fi g , 3 . D E A E c ell u l o s e c ol u m n c h r o
m a t o g r a ph y

of I C H

に吸着さ せた の ち, 3 ･ O m l の 各種濃度( O M ～ 1 .O M )

の 塩化ナ トリ ウムー0 ･ 1 M リ ン酸緩衝液 3 m l により段

階的 に 溶出さ せ, 各溶出液 に つ い て溶血活性比較試験

お よ び O D 2 6 0 n m で の 吸収度を測定 した. なお この実

験操作 は全て低温下で行 っ た .

i ) I C H

溶血活性 は図3 に 示 した 如く塩化ナ トリウム 濃度が

0 . 1 M か ら 0 . 6 M までの 各溶出液にみ られたが
, 0 .2 M

溶 出液が 最も 強力で 97 H U / m l (同分画溶出の総溶血

力価 : 29 1 H U ) と IC H の 溶血活性の 16 % が0 .2 M 溶

出液 に み られ た .

つ い で 0 . 3 M 溶 出液の 54 H U/ m l(絶

溶血力価 160 H U ) , 0 . 4 M 溶出液の 44 H U/ m l (総

血力価 133 H U ) , 0 . 1 M 溶出液 の 18 H U/ m I (総溶血

力価 54 H U ) , 0 . 5 M 溶出液の 1 H U/ m l (総溶血力価

4 H U) の順 に溶血 活性 がみ ら れ ル 6 M 溶出液では溶

血 は認 め られ たが 1 H U / m l 以下 で あ っ た .
これら分画

溶出液 の総溶血力価 はI C H (1 , 8 0 0 H U ) の 3 5% であっ

た .

O D 2 6 0 n m で の 吸光度測定成績か ら, C F E の
一

部は

吸着 され な か っ た が , 大部分は 吸着 され ており, 溶出

液 の O D 2 6 0 n m 吸収値 は0 . 1 M か ら漸次低まって0 .4

M で谷 とな りつ い で高 ま っ て 0 . 5 M で ピ ー クを示し,

0 . 6 M 以 後減少 し吸収曲線と溶血括性曲線とは
一 致し

な か っ た .

ii) R N a s e▲C O r e
- I C H

溶血活性が み られ た 溶出液は図4 に 示 した如く塩化

ナ トリ ウム 濃度が 0 . 3 M か ら 0 . 7 M まで であ っ た .
こ

の う ち 0 . 4 M
,
0 .5 M お よ び 0 . 6 M 溶出液で溶血活性

は強 く, それ ぞれ の溶出液の H U / m l お よび総溶血力価
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は158 H U / m l と 47
4 H U

,
4 3 7 H U / m l と 1 ･ 3 72 H U ･

65 H U / m l と 20 7 H U お よ び 0 ･7 M で の 4 H U / m l と

13 H U で,
0 ･ 5 M 溶出液の溶血活性が最も強か っ た ･

また こ れ ら の 溶 出液 の 総溶血 力価 は 2 , 0 5 3 日U で

R N a s e C O r e
- I C H の 4

･
9 4 0 H U の 4 2 % で あ っ た ･

0 ･ 3

M
,
0 . 8 M , 0 ･9 M お よ び 1 ･ O M 溶出液 で は溶血活性

は弱く何れ も 1 H U/ m l 以下 で あ っ た . 溶 出液 の O D

260 n m 吸収値は , 0 ･ 1 M 溶出液 で 1 ･7 で あり , 溶媒濃

度が高く なる に つ れ て 大 き く な り 0 ･ 5 M 溶出液で は

11 .36 と最高値 を示 し, 以後 O D 2 6 0 n m 吸収値は 小さ

くなり, 1 . O M 溶出液 で は 0 ･ 3 2 で あ っ た .
R N a s e c o r e

TI C H で はIC H と異な り, 溶血清性曲線 と O D 2 6 0 n m

疲収曲線は よく相関 して い た .

R N a s e c o r e を予め透析 し, D E A E セ ル ロ
ー ズカ ラ

ムク ロ マ トグラ フ ィ
ー に おい て

,
塩化ナ トリ ウム 0 . 6 M

で溶出し た0 . 6 M R N a s e c o r e と C F E - S と で調製 し

た0 . 6 M R N a s e c o r e
- I C H (1 , 3 4 4 H U / m l) の カラ

ムク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー は図5 に示 した如 く, 溶血 活性

は0 .5 帆 0 .6 M
,
0 . 7 M お よ び 0 .8 M 溶出液に あ り,

最高は0 . 6 M 溶出液の 120 E U / m l(同分画の 総溶血力

価: 24 0 H U ) , つ い で 0 .7 M 溶出液 の 60 H U/ m l (総

溶血力価: 12 0 H U ) , 0 . 5 M 溶出液の 10 H U/ m l(総溶

血力価: 20 H U ) の 順で , こ れ ら 4 溶出液 の 総溶血力価

は0 .6 M R N a s e c o r e
-

I C H の 総溶血力価の 31 % で あ
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っ た . O D 2 6 0 n m 吸収値 は 0 .5 M
,
0 . 6 M , 0 . 7 M お よ

び 0 . 8 M 溶 出液 に 強く み られ
, 特 に 0 . 6 M お よび0 . 7

M 溶 出液で高 く それ ぞ れ 34 およ び 29 で あり溶血活性

曲線 とよ く 一 致 して い た
.

iii) S L S

静菌法に よ り作製 した S L S 液(7
,
6 8 0 H U / m l) を透

析 したの ち カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー

を行 っ た成績 は

図6 に 示 した如く で ある. す なわ ち
, 溶血活性 は 0 , 1 M

か ら 0 . 3 M 溶出液に は全く み られ ず, 0 . 4 M 溶出液か

らみられ, 0 .4 M 溶出液で 95 H U/ m l(総溶血 力価 : 28 5

H U ) , 0 . 5 M , 0 . 6 M
,
0 .7 M

,
0 . 8 M

,
0 . 9 M お よ び

1 . O M 溶出液の 溶血活性お よ び総溶血力価 は それ ぞれ

1
,
3 5 0 H U / m l と 4

,
0 47 H U

,
4 3 0 H U / m l と 1 ,

2 9 2 H U

,
7 4 H U / m l と22 3 H U , 3 4 H U / m l と 104 H U

,
1 0 H U /

m l と 30 H U お よ び 6 H U/ m l と 17 H U であり, これ

ら の 各溶出液 に よ る総溶血力価 は 5 , 9 9 7 H U で , S L S

液の 78 % で あ っ た .

O D 26 0 n m 吸収値は 0 . 1 M 溶出液で 0 .1 1 6 であり,

溶媒の 濃度が 高く な る に つ れ て吸収値も増加 し, 0 . 5 M

溶出液で最高の 0 .7 を示 し , 以 後溶媒洩度が高くな る

に つ れ て吸収値は減少 して 0 . 6 M で 0 .4 弛 0 . 8 M で

0 . 1 2 8
,
1 . O M で 0 . 0 7 で あっ た .

4 ) I C H
,
R N a s e c o r e - I C H お よ び S L S の溶血括

性 に 及ぼ す各種酵素の比較影響試験

( C F E ま た は S L S A - Ⅰ溶液 1 m l + 0 .1 % 酵素溶液

0 . 2 m l + 蒸溜水 0 . 8 m l) および( R N a s e c o r e - I C H l .8
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mi + 0 . 1 % 酵素溶液0 ･ 2 m l) の 被検混合液 を 18
0

C で 6 0

分 間静置 したの ち, こ れ ら に つ い て 溶血試験
を行っ た ･

な お , 酵素溶液の かわ り に 0 ･ 1 M リ ン幣緩衝液 ( p H

7 . 0) 0 . 2 m l を加 え, 同様の 処置 を行っ た も の を対照と

した . 溶血試験 の成績は表 10 に 示 した如 くで ある･ な

ぉ, ( R N a s e c o r e
- I C H + 酵素溶液) の溶血単位 は C F E

- S l m l 当りの 50 % 溶血単位 に 換算 して表示 した ･

酵素溶液 を加 えな い I C E の溶血活性 は 18
0

C 6 0 分間

で 1
,
7 4 1 H U / m l から約 1/ 4 の 45 4 H U / m l に減 弱し,

トリプ シ ン , バ リ ダ
ー

ゼ , ヒ ア ル ロ
ニ ダ ー ゼお よび α

一

ア ミ ラ
ー ゼ を加 えた もの で は 60 分で溶血活性 の 減弱

をみ た が, その溶血活性 の減弱度は対照の溶血活性
の

減弱度と ほ ぼ同 じで あり , 酵素 に よる影響
と はみ られ

な か っ た .
これ に対 し キモ トリ プ シ ン を加 えた もの で

は 60 分で 溶血活性は 108 H U / m l と対照の約 1/ 4 とな

り
,
キ モ ト リプ シ ン に よ る影響が み られ た ･

パ パ イ ン ,

ナ ガ
ー ゼ お よびプ ロ ナ ー ゼに よ っ てI C H の溶血活性は

強く減弱 し, 特 にプ ロ ナ
ー ゼ で は溶血活性は完全 に 失

活 し, ナ ガ
ー

ゼ で は 1/1 0 0 に , パ パ イ ン で は 1/9 に 減

弱した .

R N a s e c ｡ r e
一

I C H で は , 対照液 は 60 分で溶血 活性

の減弱が全く み られ ずイ ン キ エ
ペ ー ト前 と 同 じ5 , 6 32

H U / m l で あっ た .
トリ プ シ ン , バ リ ダ

ー ゼお よび ア ル

ロ ニ ダ ー ゼ に よっ て R N a s e c o r e
- I C H の溶血活性 は

対照に比 して それ ぞ れ 1/ 1 ･ 5
,
1/ 1 ･1 5 お よび 1/ 1 ･2 7 と

僅か で あっ た が減少 し, キ モ トリ プ シ ン に よ っ て は 1/

2 . 2 に 減弱 した .

パ パ イ ン , ナ ガ
ー ゼ

,
プ ロ ナ

ー ゼ お よ

び α
一

ア ミラ
ー ゼ に よ っ て は対 照の 1/ 1 9 , 1/1 4 0 , 1/2 2

ぉ よび1/ 1 1 と強く減弱し これ らの 酵素に よ る影響が大

き か っ た .

S L S A
-

Ⅰ液 (13 ,
44 0 H U / m l) は 18

Q

C 6 0 分の処置

で も溶血活性 は14 , 4 2 7 H U / m l と減弱 はみ られず
, ト

リプ ト シ ン に よ っ て も全 く影響さ れ なか っ た が, ヒア

ル ロ ニ ダ ー

ゼ に より 1/ 1 . 2 の 1 2
,
0 0 0 H U / m l に減弱し

た .
バ リ ダ ー ゼ お よび α

-

ア ミラ
ー

ゼ に よ っ て1/2 と1/

6 に 減弱 し, パ パ イ ン , キモ トリ プ シ ン , ナガ
ー

ゼおよ

び プ ロ ナ
ー ゼ に よ っ ては著明に 影響さ れ, 対照 の1/28 ,

1/ 15 , 1 /4 0 お よび 1/ 2 9 4 に減弱し た .

考 察

溶連菌の 菌体外溶血物質は M a r m o r ek に より始めて

189 5 年 に 報 告 さ れ, つ い で, W el d に よ り W eld
,

s

T o x i n
7)
が 発表 さ れ, さ ら に T o d d

8)
に よ り溶血性物質に

は酸素 に 不安定 な S t r e p t ol y si n O と 酸素 に 安定な

S t r e p t ol y si n S (S L S) の 二 種類が ある こ とが明 らかに

され た .
S L S に つ い て は

,
1 9 40 年 O k a m o t o l)が酵母リ

ボ核酸 を溶連薗培地 に 加 える こ とで S LS が著しく増産

す る と い う
,
い わ ゆ る

｢ 核酸効果 R N A e ff e ct｣ を発見

し
,
こ れ に つ い て 岡 本 ら

9 ･10)
, B e rn h ei m e r ら

4 ･ ln
,

K o y a m a ら
1 2) およ び H o s o y a ら

1 3)
ら は多くの研究を行

な い S L S 産生 に影響 を及ぼ す種 々 の 条件 ･ 因子など
,

な ら び に S L S お よび R N A の生物
･

理
･ 化学的性状な

どに つ い て 多く の知見 を発表 した .
また, H e rb e r t ら

14)

は菌液に 血清 タ ン パ ク分画 を加 え る と溶血性物質が産

生 す る こ と を発表 し, 別 に Gi n sb u r g ら
1 5

t
1 6
憬 菌液に

T w e e n 4 0
,
6 0 お よ び80 な どの d et e r g e n t s が存在する

と溶血性物質が産生す る こ と を報告し, こ れをStr ep to
.

1 y si n D と名付 けた .

T a bl e lO . E ff e c t of v a ri o u s e n z y m e s o n h e m ol yti c a c
ti vi ty of I C H , R N a s e c o

r e-I C H a n d s tr e p t oly si n
S

E n z y m e s

H e m ol y ti c a cti vit y ( H U / m l)

I C H R N a s e c o r e
-I C H S t r e p to l y s in S A

-Ⅰ

T r y p s l n
3 8 4 3

,
71 2 1 4

,
0 0 0

P a p a l n
52 2 9 6 47 8

V a rid a s e 4 19 4
,
85 6 7 ,

40 0

C h y m o tr y p s in
1 0 8 2 , 5 6 0 四

N a g a s e
5 4 0 3 6(

.
)

P r o n a s e 0 2 5 6 4 9

H y al u r o nid a s e 57 6 4
,
42 9 1 2 ,0 2 2

α
･ A m yl a s e

5 1 5 4 9 6 2
,
40 5

N o n e
* 4 5 4 5 ,

6 3 2 14 , 42 7

N o n e
* * 1

,
7 4 1 5

,
4 4 0 13

,
3 40

E a c h h e m ol y si n w a s i n c u b a t e d w ith v a ri o u s e n z y m e s ( e
a c h O ･1 m g/ m l) f o r 6 0 m i n u t e s a t 1 8

0

C ･

鷲 a ch h e m ol y si n w a s モ
n C u b a t e d w ith o u t e n z ym e f o r 6 0 m i n u t e s a t 18

Q

C ･

*

鷲 a ch h e m o ly sl n W a S l n C u b a t e d w ith o u t e
n z y m e f o r 6 0 m in u t e s a

t O
O

C ･



ス トレ プ トリ ジ ン
ー

S 形成 に及ぼす リ ボ核酸の 影響 に つ い て

菌体内溶血物質に
つ い ては S c h w a b

1 7)
が 1 95 6 年菌体

を超音波で破壊 した上清液
に 溶血性物質が存在 す る こ

とを見出し, こ れ を
i n t r a c ell u l a r h e m o l y si n (I C H )

と名付け, その他に Gi n sb u r g ら
1 5)
は溶連薗と赤血球 を

混合接触させると溶血が
お こる こと を報告しこれ を c ell

b o u n d h e m ol y si n (C B H ) と名付 けた ･
こ の ように 溶

連菌の溶血怪物質 は複雑 に 分類され
る に 至 っ たが

,
こ

れら各溶血性物質間の関係 に つ い て は全く不明で あ っ

た.

つ い で
,
無細胞抽出液 ( C F E) に 対す る 核酸, タ

ンパクならびに d et e r g e n t な どの影響に つ いて研究が行

ゎれ, M a r u y a m a ら
1 8)
,
K o s hi m u r a ら

1 9)
,
T a k e t o ら

2 0)

ぉよびC al a n d a ri
2 1)ら はそれ ぞれの 方法 に よ っ て菌体を

破壊･処理 してえ た C F E に R N A 標品を 加え て試験管

内で溶血性物質の 産生実験 を行っ た ･
こ れ ら の 実験か

らC F E 中のIC H の m oi e ty が R N A , 血清タ ン
パ ク分

画や･d et e r g e n t s な どの c a r Ti e r に 移行結合す る こ と に

ょりそ れ ぞれ の 溶血性物質 R N A
-

I C H や S t r e p t o
-

1y si n D が形成さ れ,
こ れ ら形成さ れ た溶血性物質の性

掛まそ の C a r ri e r に よ っ て 定 ま る も の で あ り, ま た

c a r ri e r と結合 した m o i e t y は他の c a r ri e r に 移行 す る

ことが明らか に され , 各溶血性物質間の 関係 に つ い て

若干明ら か に さ れ ると 共に, R N A L I C H と S L S は非

常に類似してい る こと も 実証 され た . 本論文に お い て

もカラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

な どの実験か らも 同様の

成績がえられ てい る .
し か し

,
R N A 一I C H に つ い て は

管内での C F E と R N A の 実験 であ り, I C H と菌体外

R N A 或い はS L S と の 関係 に つ い て は ほと ん ど触れ ら

れてい なか っ た
.
これ に つ い て本論文で は, 増殖培地

中に R N a s e c o r e を加 えると培地中に は著 しい S L S の

増産がお こ る が, 同時 に I C H は減少 し, I C H と培地

R N a s e c o r e の濃度 と は負の相関関係 に ある成顔 をえ

た
.
これはIC H が菌体外に 産出さ れ培地中の R N a s e

C O r e と結合して S L S を形成する こ と を示唆す るもの と

考えられた
.
こ れ に 対 し静菌法に よる S L S 産生実験で

IC上Ⅰに変化が みら れな か っ たの は
, 菌体 内IC H に比 し

て産生され たS LS が非常に 少な い ため と 解され た . ま

た , R N a s e c o r e - I C H はI C H に 比 し て温度 に対 して

より安定であり
,
また溶血活性も強い が, I C H と R N a s e

C O r e を作用さ せ て R N a s e c o r e - I C H を調製する時,

これに C F E の 遠心沈澱 物 (細胞壁な ど) を 加 える と

R N a s e c o r e - I C H の 溶血活性 がさ ら に 増加 した.
この

ことは細胞壁な どが 何ら か の 作用 をも つ こ と を示 唆す

るもの であり, 生菌体 に よ り産生 され る S L S が 管内で

形成され た R N a s e c o r e - I C H の 溶血活性 よ り強力で

あるこ とも説明で きる
. ま た , I C H が細 胞壁 を通 して

菌体外に 産生さ れ ると き
, -

一

部が細胞壁 に ある こ と も

考えられ
, これ が Gi n sb u r g の い う c ell b o u n d h e m o

一
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l y si n と 考えられ る . C al a n d a r ら
22)は最近超遠心器 を用

い てI C H は m e n b r an e に 局在す る と してお り, こ れ ら

に つ い て は更に 検討が必要で あ る .

C F E に R N a s e c o r e を加 えな い で 温度処理す る と

I C H の失活 で C F E の溶血性は消失す るが
,
こ の C F E

に R N a s e c o r e を加 える と溶血活性が再び認め ら れ,

こ れ に A T P を加える と溶血力の再生が さらに 高まる こ

とは , C F E に はIC H の ほ か に これ を合成する系か前駆

物質があ り, 合成 また は前駆物質の変換に は エ ネ ル ギ

ー

･ を必要と す る も ので あり, ま た , この 合成系ま た は

前駆物質 は温度 に 対し てI C H よ り安定であると考え ら

れた . しか し , R N a s e c o r e が合成系を刺激促進 す る

のか
, 或い は 前駆物質と して溶血性 を発揮する の か は

全く不明 で あり, さら に実験が必要である.

以上の 成績 か ら岡本に よる核酸効果 は菌体内で の合

成系 → I C H → 細胞壁 を介して R N a s e c o r e との結合 →

S L S 生成が想定さ れ, R N a s e c o r e に よ っ て こ の反応

が さ ら に 促進 され ると 考え られ た . 従っ て単 に R N a s e

C O r e とI C H を管内で反 応させ た R N a s e c o r e -

I C H と

生菌体 に よ り産生さ れ たS L S とでは 一

部はカラ ム ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ー

,
t r y p a n b l u e の 影響, 涛血様式な どの

如く類似 した性状が み られ る が
,

一

部で は溶血活性や

酵素に よる影響実験の如きちが い が みら れ たの は 当然

と考え られ た .
す なわ ち

, 各酵素に よる 実験で バ リタ

ー ゼ
, キモ トリプ シ ン , トリプ シ ン に 対して R N a s e c o r e

- I C H は S L S よりもI C H と似た成績を示 し, パ パイ ン ,

ヒ アル ロ ニ ダ ー

ゼお よび α
-

ア ミラ ー ゼに 対して R N a s e

C O r
･

e - I C H は S L S と似 た成績を示 してい る . この こ と

は R N a s e c o r e - I C H は S L S とI C H の 中間に 位置す

る こ と を意味 す る も の で あ り S L S はIC H と R N a s e

C O r e の 単な る m oi e t y の 移行･ 結合に よ るもので はな い

と考え られ た .
こ れ ら に つ い てさ ら に 検討が 必要で あ

る .

結 論

核酸効果に お ける リボ核酸およ びS L S と 菌体内溶血

物質(I C Il) の 関係 を明らか に す るた め, 溶連菌の無細

胞抽出液 ( C F E) を用 い て 実験 を行い 次の 如き成績 を

えた .

1 ) S L S 産生溶連菌 S u 株の C F E に はI C H に よる強

い 溶血 活性 が み られ ,I C H とS L S 産生と は逆相関関係

を示 し, R N a s e c o r e に よ り S L S を多量に 産生 した S u

菌のI C H 溶血活性は低下し てい た .

2 ) C F E を R N a s e c o r e で処理 した R N a s e c o r e -

I C H は易熱性の IC H に 比 して耐熱性となり, 溶血活性

も増強して い た .
こ の 溶血 活性増強は C F E の 遠心沈澱

物の 存在 に よ っ て 更に 強めら れた
.
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3 ) I C H , R N a s e c o r e
-

I C H お よび S L S の溶血作

用 は トリ バ ン プ ル
ー に よ っ て共 に 抑制 さ れた ･

4 ) D E A E セ ル ロ
ー ズカ ラ ム ク ロ マ トに よ る実験で

は R N a s e c o r e
-

I C H と S L S は似た 態度を示 し, 溶血

活性 と O D 2 6 0 n m 吸収値 は相関 して
い た ･

5 ) R N a s e c o r e
-

I C H は トリ プ シ ン ,
バ リ ダ ー ゼ ,

キモ トリ プシ ン に よっ てI C H
と同 じ影響 をう け, α マ

ミ ラ ー ゼ , ヒ ア ル ロ ニ ダ
ー ゼ

,
パ パ イ ン に よ っ て S L S

と 同様な 影響 をうけ た .
こ れ ら の成績か ら R N a s e c o r e

- 1 C H はIC H と S L S との 中間 に ある も
の と考 え られ

た
.

5 ) 加熱に より失活 した C F E を R N a s e c
o r e と A T P

で処理 す ると溶血惰性が再び認 め られ た ･

以上の成績か ら S LS 産生溶連菌体内で合成
さ れ

!
貯

蔵さ れ たI C H が 細胞壁の介在
で R N a s e c o r e と結合

し, S L S と して 菌体外 に 産生さ れ, ま
た R N a s e c o r e

は こ れ ら の過程を促進す る も の と考 えら れ た ･

構を終る に臨 み , 緒始 御懇篤 な御指 導 と御校閲を賜
わ りま

した恩師正印達教授 に 衷心 より深甚
な謝 意を表します ･
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