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A 珊容血性連鎖球菌 の 菌体内溶血毒素とス トレ プトリジ ン ー S と

の 相 互 関係 に 関す る 研 究

金沢 大学医学部薬理 学講座 住 任 二正 印 達教掛

岩 上 栄
く平成 1 年 1 月30 日 受付1

A 群溶血性連鎖球菌 S u 株 くS u 副 の 菌体内溶血毒素 くin t r a c ell ul a r h e m ol y si n
，
I C 印 と 菌体外

溶血毒素 ス ト レ プ トリ ジン
ー

S くst r e pt o l y si n S
，
S L S 川 棚 互関係 に つ い て 検討 を行っ た ． リ ボ核酸分画

標 晶 くrib o n u cl e a s e ． r e si s t a n t f r a c ti o n o f R N A
，

C O r e， を 1 ％に 加 え た 3 ％酵 母 エ キ ス 培地 くy e a s t

e x t r a C t m e d i u m
，
Y E 培 卿 で S u 薗 を培養す る と

， 培養上 清液 に は多量の S L S が産 出され る が
， 培

養 S u 菌の I C H は
，

C O r e を附加 しな い Y E 培地で 培養 し， 少量の S L S 産 出 を した S u 薗の IC H に

比 べ て 明ら か に 減少 し てい た ■ しか し
，
S L S を 多量 に 産出 した S u 蘭を新鮮なY E 培地 で 培養す ると 培

養薗の S L S 産出能は 元 に 復 し I C H も元 に 復 して い た ． こ の 事か ら S L S と IC H は負の 相関関係に あ
り

，
ま た

， 菌体内 に は溶血 毒素 ， ま た は
，
1 C H の 合成 系が ある こ とが 示 唆さ れ た ． S u 薗無細胞抽 出

削 c ell ．f r e e e x t r a c t
， C F E 津 の 1C H に よる 溶血 活性 は C F E を37

0

C に 加温す る と溶血 活性 を喪失し た

が ，
C F E に c o r e を附加 して同処理 す る と溶血 活性 は逆 に 増強 さ れ た ． しか し

，
予め 失活 し た C F E

に c o r e を 附加 して 同処理 を して も溶血活性 の 増強 は認め ら れな か っ た ■ この 時 c o r e と共 に アデ ノ シ ン
一 三 －

リ ン 酸を加 えて処理 す る と 著 しい 溶血 活性 の増強が 認め られ た ． こ の こと は ，
ペ ニ シ リ ン に よ っ

て 失活 した C F E に お い て も認 め られ た ． また ，
こ れ ら の こ と は

，
C F E を超遠J い 15 0

，
00 0 x G

，
6 0 分J し

て得ら れ た沈 殿物 に お い て 見ら れ ， 合成 系が あ る事が 確か め られ た ．

K e y w o rd s h e m oly ti c st r e p t o c o c c u s
，

1y si n － S
，

C ell －f r e e e x t r a c t

in t r a c ell ul a r h e m oly s l n
，

S t r e p t O －

溶血性連鎖球菌 く溶適 齢 の 酸素 に 安定 な 溶 血 毒 素

として は
， リ ボ核 酸に よ っ て菌体外に 大量に 増産 さ れ

るス トレ プ トリ ジ ンーS くst r e pt o l y si n S ， S L S l
l，

， 及 び

細胞結合溶血 毒素 くc e ll －b o u n d h e m ol y si nJ
2

や ス ト レ

プトリ ジ ン ー D くs tr e pt ol y si n DJ
3，
の ほ か 菌体 内溶血 毒

素 伽tr a c ell u l a r h e m o l y s in
，
I C 印 が知 ら れ て い る ．

これ ら各溶血毒 素 に つ い て の 比 較検 討 は 多く の 人 に

よ っ て行わ れ て い るが
， 各 溶 血 毒 素 間 の 相 互 関 係 ，

特に S L S と I C H と の 相 互 関 係 に つ い て は 殆 ど検
討が 行 わ れ て お ら ず 全 く と 言 っ て い い 程 不 明 で

ある ． K o sh i m u r a ら
刃

は 溶連 菌 の 抗 腰 瘍 性 に つ い

て の 実 験 で
， 溶 連 菌 の 無 細 胞 抽 出 液 くc elトf r e e

e x t r a c t
，

C F El に 溶 血 清 衡 即 ち IC H を 認 め
，

こ

れ に 就 い て 林
5－
が そ の 性状 に つ い て 検 討 を行 っ た

こ とか ら ， 本論文で は S L S と IC H との 相互 関係 に つ

い て実験 を行 っ た ． ま た
， 菌体内溶血 物質が合成さ れ

る 事が示 唆さ れ て い る こ とか ら 菌体内溶血 物質合成系

に 関し て 実験 を行う と共 に
， 培養 さ れ た溶 連菌 を 玩

ui tr o で ペ ニ シ リ ン G 存在下で 温度処理 する と S L S 塵

生が認め ら れ な く なる こ と か ら
，
工C H 並 び に その 合成

A b b r e vi a ti o n s こ A T P
，

a d e n o sin t rip h o s p h a t e ニ B B M
，

B e r n h ei m e r
，

s b a s al m e d i u 町
C F E

，
C ell．f r e e e x t r a c t 3 C O r e

，
リ ボ 核酸分画標 勘 H U

，
h e m oly tic u nit ニ S L S

，
S t r e P t Oly si n S 三

S u 菌
， 溶血性連鎖球菌 S u 勘 Y E 培地 ， y e a St e X t r a Ct m e di u 町 生食水 ， 生理食塩水 i 溶連

菌
， 溶血性連鎖球菌
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系 に 対す る ペ ニ シ リ ン の 影 響 に つ い て も 検 討 を 行 っ

た ．

材料 お よ び方法

I
． 溶連菌棟

教室保存の A 群溶連 菌 S u 株 くA T C C 2 1 0 6 0
，
t y p e 3

，

S u l削 を使 用し た ． S u 菌の 継代培養 に は普通肉汁ブ

イ ヨ ン くp B 7 ． 2I を用 い た 一

II ． 3 ％酵 母 エ キ ス 培 地 くy e a s t e x t r a c t m e d i u m
，

Y E 培地I

S a k u r ai ら
6，

の 方法 に よ っ て 作製 し た ． 即 ち ，
ビ ー

ル 酵母 エ キ ス くエ ビオ スン P 2 G 周 日 麦 軌 東京 ト3 0

g を蒸留水 1
，
0 0 0 m l に溶解 し た後

，
1 0 0

0

C に6 0 分 間加

熱 し
，

その 波液の p H を 再調整後更 に1 00
0

C 6 0 分 間加

熱 して か ら 3 回濾過 を行 い
，
得 られ た 濾液 を1 00

0

C 3 0

分 3 日 間
，
間 欠滅菌 した ■

m ． 前培養 培地

Y E 培地25 m l に 普通肉汁ブ イ ヨ ン25 m l を 加 えた も

の を前培養培地と して用 い た ■

l V ． ア デ ノ シ ン 一 三 － リ ン 酸 くa d e n o si n t ri p h o s
q

pll a t e
，
A T P I

和光純薬 く大阪l の A T P を 用い た ． A T P は 蒸留水

に 溶解 し p H を7 ． 0 に 調整 して 用い た ．

V ．
S n 菌の 培養

前培養培地 50 m l に S u 薗の 普通 肉汁 ブイ ヨ ン 培養

液 1 m l を接種 して37
0

C で1 8 時間培養 した も の を Y E

培地 500 m l に 接種 し て
，
3 7

0

C で2 4 時間静置培養 し た －

V l ． S ll 菌 の C F E の 作 製

S h o i n
n

の 方法に よ っ て C F E を作 製 し た ． 即 ち
，

S u 菌 の Y E 培地培養液 500 m l を低 温下で遠心 し
，
沈

殿 し た生菌体 を冷生理 食塩 水 く生食 水1 で 2 回 洗 浄 し

た後 ，
2 0 m l の 蒸留水に 浮遊 し た ．

つ い で こ の S u 菌浮

遊 液 を細 胞破 壊用 ガ ラ ス 瓶 く容量 5 0 m ll くB ■ B r a u n
，

T a bl e l ． H e m ol y ti c a c ti vi ty o f c ul tu r e

m e di u m w ith diff e r e n t c o n c e n t r a ti o n s

上

F R G l に 入 れ ，
こ れ に ガ ラ ス 粒 く直径0 ■ 1 0

ル

0 ． 1 1 m 叫

30 g を加 え て セ ル ホモ ジナ イ ザ
ー

くB ．
B r a u n いこ て炭

酸 ガ ス 噴霧下 で 4
，
0 0 0 r p m 2 分間2 回計 4 分間処理 し

た ． つ い で ホモ ジ ネ ー ト液 をガ ラ ス 濾過器 G 2 で濾過

し
，

ガ ラ ス 粒 を除 い た 濾液 を低 温 下 で 遠心 く1 5
，
00 0

x G
，
1 5 分間1 し

，
分離 した 上 清液 くC F 即 を作製した ．

I C H は こ れ まで の 報告か ら C F E に 存在 し
，
C F E の溶

血性 は IC H に よ る こ と が 示 さ れ て い る こ と か ら
，

C F E を IC H と し て実験 に用 い た ． さ ら に
，
C F E l 容

量 を超遠 心 く150 ，
00 0 x G

，
6 0 分 間1 し て 得 た 上 浦液を

C F E － S
， 沈殿 物 を 1 容 量の 蒸留水 に浮 遊 さ せ た 液を

C F E － P と し た ．

刊l ． リ ボ 核 酸 分 両 棲 晶 くrib o n n cl e a ぷe
－

r e Si st a nt

f r a c ti o n
，

C O r el

B e r n h ei m e r ら
8I
の 変 法に よ り c o r e を作製 した ． 即

ち
，

酵 母 リ ボ ヌ ク レ イ ン 酸 ナ ト リ ウ ム くM e r k
，

D a r m st a d t
，
F R G l l O O g を 蒸留水 800 m l に 溶解し

， 炭

酸 ソ ー ダ ー 液 で p H を7 ． 6 に 調整 した後 ，
更 に蒸留水

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 ゼ く5 回結剥 く和光純 剰 100 m g を加 え て室温で

p B を7 ．4 か ら7 ， 6 に 調 整 しなが ら24 時 間放置 した ． つ

い で 同溶液 に 酢酸 ソ ー ダ 10 0 g を加 え て溶解 した 後，

9 9 ％ エ タ ノ ー ル 7 4 0 m l を加 え
，
生 じた 沈殿を遠心によ

り集 め エ タ ノ ー ル で 2 回
，

エ チ ル エ ー テ ル で 1 回洗浄

し た後 c o r e と し て実験 に 用 い た ．

叩 ． B e r n h ei m e r の 基礎 液 くB e r n b ei m e r
，

s b a s al

m e di 廿 m
，
B B M I

B e r n h ei m e r に よ っ て報告 さ れ た如 く ，
マ ル ト ー ス

6 7 5 m g ，
2 0 ％リ ン酸 － カ リ ウ ム 液 く苛性 ソ ー ダ ー

液に

て p H を7 ． 0 に調 勤 6 m l
，
2 0 ％硫酸 マ グネ シ ウム液

12 m l を蒸留水66 m l に 溶解 した も の を B B M と して用

い た ． ま た
， 同量 の マ ル ト

ー ス
，

リ ン酸
－

カ リウ ム液

及び 硫酸 マ グネ シ ウム 液 を蒸留水 2 4 m l に 溶解 したも

s u p e r n a t a n t a n d C F E o f S u c o c c u s i n Y E

o f c o r e

C o n c e n tr a ti o n く％l of c o r e
H e m ol y ti c a c ti v it y くH U J

，
m ll

a d d e d t o Y E m e d i u m c ul t u r e s u p e r n a t a n t

2

5

0

0

．

ハ
リ

n
U

l

1 6

3
，
2 3 2

8
，
9 6 0

1 2
，
8 0 0

1
，
5 56

4 48

2 2 5

1 0 2

A f t e r S u c o c c u s i n 50 0 m l of e a c h c ul t u r e m e d i u m w a s i n c u b a t e d a t 3 7 C f o r 2 4 h r
，

th e s u p e r n a t a n t of c u lt u r e w a s u s ed f o r h e m o l y ti c t e s t a n d s e d i m e n te d c ell s
，

af t e r

w a sh i n g w i th p h y si o l o gi c al s ali n e
，

W e r e d i s r u p t e d w it h B r a u n

，

s c ell h o m o g e n i z e r t o

p r e p a r e c elトf r e e e x t r a ct くC F El － T h e C F E w a s u s e d f o r h e m ol y ti c t e s t ．



A 群溶血 性連鎖球菌の 菌体内溶血毒素

のを X 2 B B M と して用 い た ．

正 ． 静菌法 に よ る S L S 産 生実験

Y E 培地 1 容量で37
0

C
，
2 0 時間培養 し た S u 菌を冷

生食水で 3 回洗浄後 ，
1ノ20 容量 の B B M に 浮遊 させ

．

これに 同量の 0 ． 2 ％ c o r e ． B B M を加 え て37
O

C
，

2 時間

静置後遠心 し
，

上 清液に つ い て溶血試験 を行 っ た ．

X ． S n 菌の ペ ニ シ リ ン処理 実験

培養液の 1ノ20容 量の ペ ニ シ リ ン 含有 B B M に 浮遊さ

せた S tl 菌液 を37
0

C
，
2 0 分 ， 引き続 い て45

0

C
，
3 0 分 の

加温処理 を行 っ た ． な お
，

ペ ニ シ リ ン は明 治製菓 く東

刹 の 結晶ペ ニ シ リ ン ー

G カリ ウム く20 x l O
4

U ノバ イ ア

叫 を用い た ．

刀 ． 溶血 試験

被検液の 生食水に よ る 1 m l 宛の 2 倍 段階 希釈液 列

を作製し ，
こ れ に 馬脱 繊維血液 く日本 バ イ オ テ ス ト

，

国分寺1 よ り作製 した 3 ％血 球浮遊 液 1 m l 宛 て を加 え

て3アC で 2 時間静置後
，
各液 の 溶血 の 有無強弱 を判定

した後 ， 被検液 の 溶血 力価 を50 ％溶 血単 位くh e m ol y ti c

u n it
，
H U J で表示 し た ．

軋 超音波処理

不活性 化 し た C F E の 超遠 心沈殿 物 浮遊 液 くC F E －

PI に r c o r e ＋ A T P J を附加 して溶血 再生 処 理 を行 っ

たもの に
，
超音波発振 器 U O 3 0 0 F S く国際電気 ， 東京I

を用い
，
共振周波数26 K H z で1 5 分間の超音 波処理 を

低温下で行 っ た ．

成 績

1 ． S L S 産生量と IC H 量と の 関係 に つ い て の 実験

S u 菌 を0 ．2 ％
，
0 ． 5 ％及 び1 ． 0 ％－

C O r e 附加 Y E 培地

及び Y E 培地の 各500 m l で24 時間培養 した培養上 清液

の溶血 力価並 び に 各培養液で培 養 し た S u 菌 の C F E

1 7 7

の 溶血 活性値 は表 1 に 示 した 如 く で あ る ． 即 ち
，

C O r e を Y E 培養液 に 加 える 事で培養上 清液の 溶血 活

性は c o r e 附加濃度が増加 す る に つ れ て増強 く0 ．2 ％ 附

加で 200倍 ，
0 ． 5 ％附加で56 0 倍 ， 1 ． 0 ％附加 で800 倍ン し

た が
，
此 等 の 菌 よ り C F E の 溶 血活性 は 逆 に 減少 し

C O r e 非 附加 Y E 培地培養菌に 比 べ0 ． 2 ％で1 J
I

3 ， 0 ． 5 ％

で1ノ7 ， 1 ． 0 ％で1 ハ5 で あ っ た ． しか し
．
1 ．0 ％－

C O r e 附

加 Y E 培地 で培養 した S u 薗液 を新鮮 な1 ． 0 ％ －

C O r e 附

加 Y E 培地 に 植薗 して培 養す る と
，
上 清液の 溶血活 性

は1 3
，
2 0 0 H U ノm l と原菌と 同程 度に S L S を産生 し

，
新

鮮な Y E 培地 で 培養す る と培養菌の C F E の溶血 活性

は 1
，
6 0 0 H U J

I

m l と c o r e 附加 Y E 培地 培養 以前 の

S u 菌に 復 し て い た ． S u 蘭を1 ． 0 ％ ．

c o r e 附加 Y E 培地

で 各時間培養 した培養液の 溶血 活性 ，
並 び に

， 各時間

培養 した 菌に よ る静薗状態で の S L S 産生実験 で の 溶

血 成績 は表 2 に 示 した 如く であ る ． 即 ち
，
培養時間が

12 ， 18
，
2 4及 び48 時間で の 培養液の 溶血活性比 は 1 こ

1 ． 5 ニ1 ． 68 ニ 1 ． 8 9 と培養時間が長く な る 程溶血 活性 は

強く な る の に 反 し
，
静 菌状態 で の 溶血 清性比 は 1 ニ

0 ． 5 こ0 ． 3 6 こ0 ． 1 と S L S 産生は 減少して お り
， 培 養 上

清の 溶血 活性 が 強 い ほ ど静菌 状態 で の 溶血 活性 は 弱

く
， 両者 は逆相 関の 関係 で あ っ た ．

2 ．
ペ ニ シ リ ン 処理 S u 薗の 1C H に 関す る実験

Y E 培地培養 の S u 薗 をペ ニ シ リ ン G 含有 B B M に

浮遊 させ て37
0

C
，
2 0 分

， 続い て 45
0

C
，

3 0 分 の処 置 を

行 っ た ペ ニ シ リ ン 処理 S u 菌 に よ る 静菌 状態下 で の

S L S 産生 は全 く認 めら れ なか っ た が
，

ペ ニ シ リ ン 処

理 S u 菌の C F E の 溶血 活性は
， 表 3 に 示 した如 く

，
附

加ペ ニ シ リ ン が高濃度な ほ ど溶血活性 は弱く ，
ペ ニ シ

リ ン作用 濃度 10 x l O
4
U l m l で は2 12 H U l m l と対照 処

理 薗 くべ ニ シ リ ン 作用 濃度O Ul m り の 4 3 8 H U l m l の

T a b l e 2 ． R el a ti o n b et w e e n h e m ol y ti c a c ti vi ty a n d in c u b a ti o n p e ri o d of S u c o c c u s

i n l ％ c o r e － Y E m e di u m
ホ

I n c u b a ti o n p e ri o d

くh rl of S u c o c c u s i n

l ％ c o r e
－ Y E m e d i u m

H e m o l y ti c a c ti v it y くH U J
l
m ll

C u l t u r e s u p e r n a t a n t R e s ti n g c ell s y s t e m

2

0
0

4

8

1

1

2

4

1 2
，
4 8 0

1 8
，
8 1 6

2 0 ，9 9 2

2 3 ，6 8 0

1 8
，
1 7 6

9 ，3 4 4

6
．5 9 2

L 8 5 6

A f t e r S u c o c c u s w a s i n c u b a t e d f o r e a c h p e ri o d a t 3 7 C i n l ％ c o r e － Y E m e d i u m
，
th e

C ult u r e w a s c e n t rif u g e d ． T h e s u p e r n at a n t w a s u s e d f o r h e m o ly ti c t e s t
，

a n d th e

S e d i m e n t e d c ell s w e r e s u s p e n d e d i n B B M c o n t ai n i n g O ．1 ％ c o r e く0 ．1 ％ c o r e－B B M l ．

C ell s u s p e n si o n w a s i n c u b a t e d a t 37 てニf o r 2 h r a c c o rd i n g t o th e m e th o d o f r e s ti n g

C ell s y s te m ． T h e n
，
th e s tl P e r n a t a n t W a S u S e d f o r h e m bl y ti c t e s t ．

串
Y E m e d i u m s11 p pl e m e n t e d w i th l％ c o r e ．



1 7 8

1ノ2 で あ っ た ．

3 ．
ペ ニ シ リ ン処 理 S u 菌 C F E の溶血 物質 合成 に

関す る 実験

Y E 培地 で培養 し た S u 菌 をペ ニ シ リ ン 含有 B B M

に 浮遊 させ て37
D

C ， 2 0 分 ， 続い て45
0

C ， 3 0 分の 温度処

理 を行 っ た処理 S u 薗 の C F E に つ い て行 っ た c o r e な

上

ら び に A T P に よ る溶血活性増強実験の 成績は 表3 に

示 した 如く で ある 一 即 ち
， 無処 理 S u 薗 の C F E 榊

照 C F El と 2 ％ c o r e
－ B B M と の 混 合液 は 37

0

C で6 0分

置く と溶血活性 は2 ． 3 倍 上 昇 し
，

こ の 混合 液 に A Tp

く5 0 m gノm 11 を加 え る と溶血活性 は12 ． 8 倍 と さ らに 上昇

し た ． こ れ に 対 し ペ ニ シ リ ン 2 ． 7 X l O
4

U ノm l お よび10

T a b l e 3 ． H e m o l y ti c a c ti vi t y o f C F E
，

r C F E ＋ c o r e J ，
an d r C F E ＋ c o r e ＋A T P J

p r e p a r e d f r o m S u c o c c u s tr e a t e d w ith d iff e r e n t c o n c e n t r a ti o n s o f p e n i cilli n i n

B B M

C o n c e n tr a ti o n くUノmll o f

p e n i cilli n f o r t r e a t m e n t

o f S u c o c c u s i n B B M

H e m ol y ti c a c ti v it y くE U J
l
m ll

C F E ＋ c o r e C F E ＋ c o r e 十A T P

0

2 ． 7 X l O
－1

1 0 X l O
d

8

8

ワ
ー

3

0

1

4

3

2

1
，
0 2 4 5

，
61 2

9 8 8 2
，
88 8

6 1 4 1
，
0 9 6

S u c o c c u s c ell s
，

a f t e r c ul ti v a ti o n i n Y E－m e d i u m
，

W e r e S u S p e n d e d i n B B M c o n t ai ni n g

p e n i cilli n o f v a ri o u s c o n c e n tr a ti o n s
，
i n c u b a t e d a t 3 7 C f o r 2 0 m i n a n d th e n a t 4 5 C

f 。r 3 0 m i n ． F r o m thi s tr e a t e d c ell s C F E w a s p r e p a r e d
，

a n d a p a r t o f th e C F E w a s

u s e d i m m e d i a t el y f o r h e m o l y ti c t e s t － A m i x t u r e o f l v ol u m e of C F E a n d l v o l u m e

o f 2 ％ c o r e
－

X 2 B B M くC F E ＋ c o r el o r a m i x t u r e of l v ol u m e o f C F E a n d l v o l u m e o f

2 ％ c o r e
－ B B M c o n t ai ni n g A T Pく50 m gノm llくC F E ＋ c o r e ＋A T PI w a s i n c u b a te d a t 3 7 C －

A f t e r i n c u b a tio n o f 6 0 m i n ，
h e m ol yti c a c ti v it y w a s m e a s u r ed ．

3 00 1 0 2 0

T i m e o f i n c u b a ti o n くm i n l

Fi g ． 1 ． C h a n g e o f h e m o l y ti c a c ti vi t y o f I C H b y

tr e a t m e n t w ith p e n i ci11i n － G

C F E w a s i n c u b a t e d a t 3 7
0

C f o r st a t e d ti m e

w i th くO I o r w i th o u t く書1 p e n i cilli n
－ G く2 x lO

4

U l m 11 a n d th e n h e m ol y ti c a c ti vi t y w a s

m e a s u r e d a n d e x p r e s s ed a s p e r c e n t c a l c u l a t e d

b y th e f oll o w i n g f o r m u l a こ H U of I C H t l H U

o f I C H o x l O O く工C H t
，

I C H i n c u b a t e d f o r t

m i n w ith o r w ith o u t p e n i cilli n ニ I C H
，
I C H o

i n c u b a t e d f o r O m i n w ith o r w i th o u t p e ni －

Cilli n l ．

3 7 4 5 5 0 6 0

1 n c u b a ti o n t e m p e r at u r e ぐCI

F i g ． 2 ． C h a n g e o f h e m ol y ti c a c ti v it y of I C H b y

t r e a t m e n t w i th v a ri o u s t e m p e r a t u r e s ．

I C H w a s i n c u b a t e d a t v a ri o u s t e m p e r a tu r e S

f o r 3 0 m i n ． H e m o l yti c a cti v it y w a s e x p r e s s ed

a s p e r c e n t c al c u l a t e d b y th e f oll o w i n g f o r m u
－

1 a こ H U of I C H c ノH U o o f I C H X l OO く1C H c
，

I C H i n c u b a t e d a t C t e m p e r a t u r e i I C H o ，
I C H

i n c u b a t e d a t O
O

C ．
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x l O
4

Uノm l を混合液に 加 えて 温 度処 理 し た S u 菌 の

CF E く2 ． 7 C F E 及び10 C F E l の 溶血 活 性 は 3 08 H U l

m l 及び 21 2 H U l m l と 対照 C F E に 比 べ て 弱 か っ た

が，
これ らに C O r eT B B M

，
更 に A T P を加 え る 事 で

2 ．7 C F E の 溶血活性 は3 ■ 2 倍
，

並 び に9 ． 3 倍 に 増強 し ，

10 C F E で は2 ． 9 倍 と5 ． 2 倍 に増 強 し た ． c o r e 及 び

A T P に よ っ て溶血活性 は
， 対照 C F E に 比 べ て増 強度

は弱い が
， 増強す る こ と が認 め られ た ■

4 ． C F E に 対す る温 度 ，
ペ ニ シ リ ン 及び c o r e の 影

響

C F E l 容量と x 2 B B M l 容量 の 混 合 液 く78 0 H U J
I

皿り を37
0

C で静置 す る と
，
図 1 に示 した 如く ， 時間 の

経過と共に 溶血活性 は減弱 し， 3 0 分 で1 ハ0 に
，
6 0 分 で

はく 4 H U ノm l と な っ た ． ま た ， 混合液 を各温度 で30

分間静置す る と
，
図 2 に 示 した 如く ，

4 5
0

C
，
3 0 分間で

溶血活性は完全 に 消失 し
，
C F E 中の 溶 血毒 素 は 温度

に不安定な こ とが 示 され た ． 混合液に べ ニ シ リ ン G を

2 X l O
4
Uノm l 加 えて 37

0

C に 静置 す る と 溶血 活性 の 滅

弱は更に 著 しく
，
図 1 に示 した 如く

．
37

0

C ， 2 0 分で 6

H Uノm l と約1 ハ2 5 に 減弱 した ． し か し ， 混 合 液 に

c o r e を1 ％に 附加 して 3 r C に6 0 分置 い て も 溶 血活性

は減弱せ ず ， 却 っ て 表 4 に 示 し た 如 く増 加 し た ． 但

し
， 増強さ れた 溶血 活性は C F E が得 られ たS u 菌の 培

養条件 に よ っ て 異 な り ， 培 養時 に S L S 産生 を 多 く

行 っ た S u 菌の C F E と c o r e の 混合液の音容血 清性は 弱

か っ た ．

5 ． 非活性化 C F E の 溶血 物質合成 に 対す る c o r e 及

び A T P の 影響

Y E 培地培養 S u 菌の C F E く1 ，
5 5 6 H Uノm ll l 容量

に20 ％ c o r e 溶液0 ．2 容量及び x 2 B B M O ， 8 容量 を加 え

た混 合液 を37
0

C に6 0分間静置す る と混 合液 の 溶血 活性

は
， 表 4 に 示 した 如く ，

C F E 値 に して 3 ，
7 4 0 H Uノm l

と著 し く増強 して い た ． しか し
，
C F E を4 5

0

C に 30 分間

加熱 して非活性化 くく 4 H U l m ll した液 に C O r e 及 び

X 2 B B M を加 え て上 記の 如く37
0

C
，
6 0 分間静置 して も

表 5 に 示 した如 く
，
溶血活性 は殆 ど認 め られ ず

，
5 0 ％

溶血 単位は算 出で き なか っ た ． しか し
，

C F E と c o r e

及 び B B M の 混合液 に A T P lO m gl m l を加 え て処理

す る と
， 混合液の 溶血活性 は

， 表6 の 如く
，
C F E に し

て 1
，
0 2 4 H U ノm l の 溶血活性が認 め られ た ． こ の 事よ

り r C F E ＋ c o r e ＋ x 2 B B M J 混合液 に A T P を p H

7 ．0 に 調整 し て
， 各種濃度 に 加 えて37

0

C に 6 0 分間静 置

T a bl e 4 ． R el a ti o n b e t w e e n h e m ol y ti c a c ti vi ty of C F E a n d c ul t u r e m ed i u m of S u

C O C C u S

C u lt u r e m e di u m u s e d

f o r c u lti v a ti o n o f

S u c o c c u s

H e m ol yti c a c ti vi ty くH Ul m ll o f C F E

i n c u b a t ed w i th 2 ％ c o r e
一

又2 B B M a t 3 7 C

f o r

O m i n 6 0 m i n

Y E

O ．2 ％ c o r e－Y E

l ．0 ％ c o r e－Y E

C ell－f r e e e x t r a c t くC F 即 w a s p r e p a r ed f r o m S u c o c c u s c ul ti v a t e d i n v a ri o u s c ult u r e

m e d i a ． O n e v ol u m e of C F E w a s m i x e d w ith l v o l u m e o f 2 ％ c o r e－X 2 B B M
，

a n d th e

m i x t u r e w a s i n c u b a t e d a t 3 7 C ． A f t e r i n c u b a ti o n
，

th e m i x t u r e w a s u s e d f o r

h e m ol y ti c t e s t ．

T a b l e 5 ． E ff e c t o f c o r e o n h e m o l y ti c a c ti v ity o f i n a cti v a t ed C F E

H e m ol y ti c a c ti vit y o f th e m i x t u r e

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

Of a m i x t u r e くm i nl
D il u ti o n of C F E

1 ニ1 0 1 ニ2 0 1 こ4 0 1 ニ8 0 1 ニ1 6 0 1 こ3 2 0

0 － －

．

6 0 士 ＋ 十 ＋

Af t e r C F E w a s i n a c ti v a t e d b y i n c u b a ti n g a t 4 5 C f o r 3 0 mi n
，

1 v o l u m e o f

i n a c ti v a te d C F E w a s m i x e d w i th l v o l u m e of 2 ％ c o r e－X 2 B B M ． T h e m i x t u r e w a s

u s e d f o r h e m ol y ti c t e s t af t e r i n c u b a ti o n a t 3 7 C ．

ホ ー

， n O h e m ol y si s こ 士
， p a r ti a l h e m o l y si s i ＋

，
C O m pl et e h e m ol y si s ．



1 8 0
山

石

す る と
，

その 溶血 活性 は ，
A T P 附加 に よ り 著 し く 増

強 し
，

その 増強 は A T P の 濃度 に相関 し て い た ■ しか

し
，
A T P の 作 用 濃度が 80 m gノm l で は 50 m gl m l 附加

時の 溶血活性 値と ほ ぼ 同 じで あ っ た ．

6 ． 非活性化 C F E の溶血物質合成 に 及 ぼ す B B M

の 影響

加熱処理 く37
0

C ． 6 0 分間いこよ り溶血 活性 を失漬せ し

め た C F E l 容量に20 ％ c o r e 溶 液0 ． 2 容量
，

A T P 5 0

m gJ m l 及 び x 2 B B M O ． 8 容量 を附加 して37
0

C に 静 置す

る と
，

そ の 溶血 活性 が 著 し く 増 強さ れ た こ と か ら ，

x 2 B B M の 各成分の溶血 物質合成 系 に 対す る 影響 に つ

い て 実験 を行 っ た ． 即 ち
，

X 2 B B M よ り各成分の マ ル

ト
ー ス

，
リ ン 酸 － カ リ ウ ム お よ び 硫酸 マ グ ネ シ ウ ム を

除い た 基礎液 を x 2 B B M の 代 わ り に 用 い て
， 前記 の実

験 を行 っ た ． そ の成績は 表 7 に 示 し た如 く ，
リ ン酸－

カ リ ウ ム を 除い た各基礎液 で は共通 して溶 血物 質合成

の 増強は他 の 成 分を 除い た基礎液 に 比 べ て 低下 して い

T a bl e 6 ． E ff e c t of A T P o n h e r n o l y ti c

a c ti vi ty o f a m i x t u r e o f i n a c ti v a t e d C F E
，

c o r e a n d B

C o n c e n t r a ti o n H e m ol yti c a c ti v i ty

くm gノm ll of A T P くH U l m ll of th e

i n a m i x t u r e m i x t u r e

O

1 0

3 0

5 0

8 0

く16 0

1
，
0 2 4

1
，
9 2 5

3 ，9 9 4

4
，
2 1 0

A T P w a s a d d e d i n v a ri o u s c o c e n t r a ti o n s t o

a m i 又 tu r e O f i n a c ti v a t e d C F E ，
C O r e a n d

B B M
，

a n d th e n i n c u b a t e d a t 3 7 C f o r 6 0

rn i n ． T h e m i x t u r e w a s u s e d f o r h e m ol y ti c

t e st ，

上

た ．

7 ． ペ ニ シ リ ン 処理 C F E の 溶血 物質合成 に 関する

実験

S u 菌の C F E に ペ ニ シ リ ン を 附加 して37
O

C に2 0 一 も

3 0 分静置す る と
，

C F E の溶血活性 が 殆 ど失 わ れ た こ

と か ら
，

C F E に ペ ニ シ リ ン G を 附加 く2 ． 7 x l O
4

U l

m り して ，
3 7

0

c ，
3 0 分 の 処 理 に よ り 非 活性 化 し た

C F E に C O r e ま た は r c o r e ＋ A T P J を附加 して 溶血活

性 の 再生の 有無 ． 強弱 に つ い て 行 っ た 実験成績 は表8

に 示 した 如 く であ る ． 非活性化 され た C F E の 溶血活

性 は c o r e ま た は r c o r e ＋ A T P J の 附加に よ り再び認

め ら れ
，

そ の 増強度は ペ ニ シ リ ン を附加 せ ずに 非晴性

化 した C F E よ り ペ ニ シ リ ン を附加 して 非情性化した

T a bl e 7 ． E ff e c t of B B M o n h e m ol y ti c

a c ti vi ty o f a m i x t u r e o f i n a c ti v a t e d C F E

a n d c o r e

M e d i u m a d d e d t o i n a c t ト

v a t e d C F E くく 4 H U ノm ll

w ith c o r e a n d A T P

H e m o l y ti c a c
－

ti v it y くE U J
，

m ll
of a m i x tu r e

又 2 B B M

x 2 B B M d efi c i e n t i n

M a lt o s e

M g S O ．1

K H 2 P O ，1

M alt o s e ＋ M g S O J

M alt o s e ＋ K H 2P O J

M g S O 4 ＋ K H 2 P O －1

P h y si o l o gi c al s ali n e

7 78

7 0 1

6 5 6

1 8 9

48 9

2 4 2

2 2 3

2 2 8

C F E w a s i n a c ti v a t e d b y i n c u b a ti o n a t 37 てニ

f o r 60 m i n ． A m i x t u r e o f l v o l u m e of

i n a c ti v a t e d C F E
，

0 ．2 v ol u m e of 2 0 ％ c o r e

s ol u ti o n c o n t ai n i n g A T Pく50 m gl m ll a n d O ．8

v ol u m e o f B B M ，
B B M d efi ci e n t i n c o m

－

p o n e n t o r p h y si o l o gi c al s ali n e w a s i n c u b a t e d

a t 3 7 C f o r 6 0 m i n
，

a n d th e m i x t u r e w a s

u s e d f o r h e m ol yti c t e s t ．

T a b l e 8 ． E ff e c t o f p e n i c illi n o n h e m o l y ti c a c ti vi ty i n h e m ol y si n
－

S y n th e tic s y s t e m o f

C F E

H e m o l y ti c a c ti vi t y くH U ノm ll

認諾鵠霊
it y 琵琵琶攣苧計 穿空曹譜真吾恵

一

二i n

p e n i cilli n t r e a t m e n t o r w i th o u t く－1 p e nq
i cilli n c o r e c o r e ＋ A T P

9 1 2 卜つ 52 1
，
3 7 8 3

，
3 9 2

く＋つ 11 6 3 4 2
，
6 2 2

c F E w a s i n c 。b a t ed w ith 。 r W ith o u t p e ni cilli n く2 ．7 x l O
．1

H Uノm ll a t 3 7 C f o r 3 0 m i n
l

a n d th e n i n c u b a t e d w ith 2 ％ c o r e o r 2 ％ c o r e c o n t ai n i n g A T P く50 m gJ
，
m ll a t 3 7 C f o r

6 0 m i n ． T h e s e C F E s w e r e u s e d f o r h e m ol yti c t e s t －



A 群溶血 性連鎖球菌の 菌体内溶血毒 素 181

C F E に お い て強く ， 特 に r c o r e ＋ A T PJ を 附加 し た

CF E に お い て 著明 に 認 め ら れ た ．

8 ． C F E 超遠心沈殿 物の 溶血 物質 合成 に 関す る実

験

C F E の 超遠心 に よ る 上 清液 くC F E － Sl 並 び に
，
沈殿

物浮遊液くC F E － Pl を45
0

C
，
3 0 分の 温度処 劉 こ よ り不活

性化 した液 に C O r e ま た は r c o r e ＋ 各種 濃度の A T PJ

を附加 して37
0

C
，
6 0 分静置し た液 に つ い て 行 っ た溶血

実験成績 は表 9 に 示 した 如く で あ る ． 即 ち
，
C F E －S に

つ い て は
， 単 に C O r e を附加 し ても 溶血活性は 認 め ら

れず，
ま た

，
A T P も50 m gl m l 以上 附加 して初 め て溶

血活性 が認 め ら れ た が
，

増強度 は C F E － P に 比 べ て

か なり低か っ た ． こ れ に 対 し
，

C F E － P で は単 に c o r e

を附加 して も溶血 活性 は認 め られ
，

A T P を 附加す る

ことで 更に 強い 溶 血 活 性が 認 め られ た ． 特 に ， A T P

5 0 m gノm l で 最も強 い 溶血 活性が認 め ら れ た ． 不 活性

化した C F E － P に 前記 の 如く c o r e ま た は r c o r e ＋

A T P J を附加 して潜血 活性再生 処理 を行 っ た後 ， 各混

合液 を 2 分 して 一 部 は溶血試験 を
，

一

部 は こ れ に 超 音

波処理 を行 っ て か ら溶血試験 を行 っ た実験成績 は表10

に 示 し た如く で あ る ． 不 活性化 C F E －P は c o r e ま た は

r c o r e ＋ A T P J 附加 に よ り
， 溶血 惰性が 増強さ れ る こ

と は前記の 如く で あ るが
，

これ ら処理 混合液を 更に 超

音波処理 す る こ と で 全て の 処理 液の 溶血活性 は 更に 増

強され た ．

考 案

酸素 に 安定 で リ ボ核酸 に よ り増産され る溶連 蘭菌体

外溶 血 毒 素 S L S に つ い て は ， O k a m o t o ら
1，10 削

，

B e r n h ei m e r
糾 2，

，
K o y a m a

l 糾
お よ び H o s o y a ら

1 51
に

よ っ て リ ボ核酸と共 に その 生物 ．

理
■ 化学的性状 な ど

に つ い て 多 く の 知 見が 発 表 さ れ れ て い る ．

一

方 ，

G i n s b u r g
2，
は T w e e n 4 0

，
6 0 及 び8 0 な どの 還 元 剤 に

よ っ て溶血物質 ス トレ プ トリ ジ ン ー

D が 形成 さ れ る こ

T a bl e 9 ． E ff e c t o f A T P o n h e m ol y ti c a c ti v ity o f C F E－S a n d C F E － P 。f C F E

M a t e r i al

H e m ol y ti c a cti v it y

くH Uノm ll o f m a t e ri al

b ef o r e a n d af t e r

i n a c ti v a ti o n

H e m o l y ti c a c ti vit y くH Uノm ll o f

i n a c ti v a t e d m a t e ri al a f te r i n c u
－

b a ti o nA a t 3 7 C f o r 60 m i n wi th

l ％ c o r e a n d A T P くm gノm ll of

B ef o r e A f t e r o 3 0 5 0 8 0

C F E－S 5 －7 7 5 く4 く4 く4 7 9 3 93 7

C F E－P I I 4 0 3 く4 7 8 3 2
，
6 6 2 3

，
3 7 9 3 ，0 9 2

C F E w a s c e n trif u g e d a t 1 5 0 ，0 0 0 x G f o r 6 0 m i n ． T h e n s u p e r n at a n t くC F E －S l a n d

苧
u S p e n ti o n of p r e ci pi t a t e くC F E－PI w e r e u s e d f o r h e m o l y ti c t e s t b ef o r e a n d af t e r

l n a C ti v a ti o n b y i n c u b a ti o n a t 4 5 C f o r 3 0 m i n ． T o i n a c ti v a t e d C F E －S o r C F E － P
W e r e a d d e d c o r e i n th e c o n c e n t r a ti o n of l ％ a n d A T P o f v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s ，

a n d e a c h m i x t u r e w a s u s e d f o r h e m ol y ti c t e s t af t e r i n c u b a ti o n a t 3 7 C f o r 6 0 mi n ．

T a bl e 10 ． E ff e c t o f s o n i c a ti o n o n h e m o ly ti c a c ti vi ty o f i n a c ti v a te d C F E － P

T r e a t m e n t d o n e

t o i n a c ti v a t e d

C F E－P

H e m ol yti c a c ti v ity

of i n a cti v a t e d C F E －

P a ft e r t r e a t m e n t

H e m o l y ti c a c ti v ity くH Uノm り
of i n a c ti v a t e d C F E－P i n c u－
b a t e d a t 3 7 C f o r 6 0 m i n w ith

C O r e a n d A T P くm gJ r n1l of

0 3 0 5 0 8 0

N o n e く 4 1
，
20 8 2

，
3 9 6 3 膏45 2

，
7 6 5

S o n i c a ti o n 8 2 ，0 48 4 ，7 1 0 5
，
5 2 9 3

，
6 2 5

C F E－P w a s i n a c ti v a t e d b y i n c u b a ti o n a t 4 5 C f o r 3 0 mi n
，

a n d O ．5 v ol u m e of

i n a c ti v a t e d C F E－P w a s s o ni c a t e d i n th e c o n d iti o n o f 2 6 K H z f o r 15 m i n ． T h e

O th e r i n a c ti v a t e d C F E－P w a s n o t s o n i c a t e d ． T o th e s o ni c a t e d C F E －P o r th e

n o n －

S O n i c a t e d C F E－P w e r e a d d e d c o r e i n th e c o n c e n tr a ti o n o f l ％ a n d A T P of

V a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s
， T h e s e m i x t u r e w e r e i n c u b a t e d a t 3 7 C f o r 6 0 m i n a n d th e n

u s e d f o r h e m o l y ti c t e s t ．
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と を報告 して い る ． こ れ に 対 し
，

M a r u y a m a ら
1 81

，

K o s hi m u r a ら
4，

，
T a k e t o ら

l 糾 9J

，
C al a n d a r ら

桝 51

s b o i n
刷

及 び姫野
17，

は それ ぞ れ の 方法 に よ っ て 王C H を

調整 し
，

そ の 性状 に つ い て も報 告 して い る ．
こ れ ら の

報 告で は工C H と S L S に は共通 した性状 もか な り み ら

れ る が
，
温度 に 対す る安定性及 び酵素 に 対す る反応 に

はか な り の 遠 い が 認 め ら れ る ． こ れ ら の こ とか ら
，

I C H の 成分が リ ボ核酸ま た は
，

C O r e や還元 剤 な ど の

担体 に 移行 ． 結合 し ， 担体 の 種類 に よ っ て S L S や ス

リ レ プ ト リ ジ ン ー

D に な る と考 え られ て お り
，
性状の

違い は担体の 種類 に よ る と考 え ら れ て い る ■ ま た
，

S 。 菌 を c o r e 附加 Y E 培地 で培 養 し S L S が 著 しく 増

産 され る と 同薗の IC H が S L S 産生量 に 逆相関 して減

少す る こ と も 林
引 に よ っ て報告 さ れ て い る が

， 本実験

に於 い ても S L S 産出量と I C H は 負の 相関 関係 に あ

り
，

C O r e 附加 Y E 培地で の培 養時間と I C H も 負の 相

関関係 に あ り ， また c o r e 附加 Y E 培地培養 S u 菌 に

ょ る静薗法で の S L S 産 出実験 に お い て も 同様 な こ と

が認 め られ
，
I C H が c o r e と結合 し S L S と な っ て 菌

体外 に 産出 され る こ と が確認 さ れ た ■ しか し ， 高濃度

の C O r e を附加 して も ，
ま た培 養時間を 長く して も

．

I C H が ゼ ロ に な らな い こ とや 1C H の 含有量が 減少 し

た S u 菌 を新鮮 な培地で培養 す る と 同菌の I C H の 含

有量 は元 に も どり ，
C O r e に よ っ て S L S が 再 び増産さ

れ る事 は S u 菌体 内で IC H が 合成 さ れ る もの と 考 え

られ る ． し か し
，

こ の こ と は I C H も 合 成系 も 共 に

C F E に あ っ て 両者 の 分離 は困難で あ る 為 ，
こ れ ま で

合成系の 証明は 困難 で あ っ た が 工C H は温 度 に 不安 定

で あり ， 合成系 に は A T P が 有効 な こ とが 認 め られ ，

こ れ に つ い て の い ろい ろ な実験 か ら C F E に はIC H と

は別に 1 C H 合成系が あ る こ とが 本論文 に お い て 実証

さ れた ． ま た
，
S u 薗 を ペ ニ シ リ ン 処理 す る と S L S 産

出が抑制 され る こ と は ，
O k a m o t o ら

10，

に よ っ て 既 に

報告さ れい る が 処理 に 用 い られ た ペ ニ シ リ ン が高濃度

な程，
王C H は減少 して お り

，

ペ ニ シ リ ン 無処 理 S u 菌

の C F E に べ ニ シ リ ン を附加 して 温度処理 す る と ， 附

加せ ず に 処理 した C F E に 比 べ て 溶血活性 の減少 は よ

り著 し い こ と は
，
本論文 に お い て も姫野

川
と 同様 な成

績 を得 て い る ． こ の ペ ニ シ リ ン 処 理 C F E に C O r e を附

加 して処理 す る と溶血活 性は増 強さ れ る が ，
ペ ニ シ リ

ン 無処理 C F E の約11 2 で あ る ． しか し，
C O r e と 共 に

A T P を附加す る と溶血 活性 は更 に 増強 され
，

そ の 程

度は ペ ニ シ リ ン 処理 の 有無 に 拘 らず両者 は ほ ぼ同 じで

あ っ た ． こ の こ と は
，
I C H が c o r e と結合 して 菌体 外

に 産出さ れ る こ と ， 並 び に 王C H は ペ ニ シ リ ン に よ っ

て影響さ れ る が
，
1 C H 合成系 は

，
ペ ニ シ リ ン に よ っ て

上

影響 さ れ な い 事 を示 す も の で あ り ．
I C H と そ の 合成系

は別 の も の で ある こ と を 示 す も の で あ る 一 こ の ことか

ら ペ ニ シ リ ン の I C H に 対す る作用点 に つ い て は
， 更

に 検 討 を要 す る も の と 考 え ら れ る ． C F E を 超遠心

く150 ，
0 0 0 x G ， 6 0 別 に か けて 得 られ る 沈殿物 の浮遊液

に C 。r e 及び A T P を附加す る と 強い 溶血活性が 認め

られ る こ と は
，

リポ ゾ
ー ム が 溶血物質の 合成系に 関係

あ る こ と を示 す も の で あり ，
また

，
こ れ ら の混 合液に

超音 波を か け た 時に 最も 強い 溶血活性 が認 め られ る こ

と は
， 超音波処理 に よ っ て 溶血物 質ある い は 合成系が

リ ボ ゾ ー

ム よ り遊離 して く るた め と 考 え られ る ． こ の

こ と は
，
C al a n d a r

2 0，21，
か C F E に 超音波 をか け ると溶血

活性 の 増強が 認め られ る と した報 告と よ く
一

致す るも

の で あ り ， 更 に 検討が 必要で あ る ．

結 論

S u 菌並 び に C O r e に よ っ て S L S を増産さ せ た S u

菌の C F E を 用 い て菌体外溶血 毒素 S L S と 菌体内溶血

毒素 工C B の 相互 関係 に つ い て実験 を行 い
， 次 の如き

結論 を得 た ．

1 ． S L S 産 出量 と 工C H と は 負 の 関 係 に あ り
，

S L S 産 出量が 多い と菌体内の I C H 量 は減少 する ． し

か し ，
S L S を増産せ し めた S u 菌 を再 び新鮮な 培地で

培養 す る と
， 菌体内 I C H は も と に 復 し

，
S L S 産出能

も も と に 復 した ． 此等 の 事 よ り S L S は c o r e 等の 担体

と I C H が 結合 し て産出さ れ る も の と考 え ら れ
，
王C E

は 菌体内の 合 成系 に よ っ て 合成 さ れ る こ と が示 唆され

た ．

2 ． 温度 処 理 に よ り 溶 血 活 性 を 失 っ た C F E に

c 。 r e 及 び A T P を附加 す る こ とで 溶血 活 性 が 強く認

め られ た事 か ら
，
溶血物質合成系が ある こ とが 確認さ

れ た ．

3 ． 1 C H は温度 に 対 し不安定 で あ っ た が
，
そ の 合成

系 は よ り安定 で あっ た ． また
，
I C H は ペ ニ シ リ ン によ

り
，

よ り早 く溶血 活性 を喪失 した が ，
工C H 合成系はペ

ニ シ リ ン に よ っ て影 響さ れ な か っ た ■

4 ． I C H 合成系 は C F E を超遠心 く150 ，
0 0 0 x G

，
60

剣 し た沈殿物 に あ る こ とが 認め ら れ
，
沈殿物浮遊液

に C O r e 及 び A T P を附加 して 超音波 をか けた 時に ，

最 も 強い 溶血物質 の 合成が 認 め られ た 一
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91

，
56 1 －5 7 3

け98 21 ．

6 I S a k u r ai
，

Y ．
，

T s11 k a g o s hi
，

S ．
，

S a t o h
，

H ．
，

A kib a
，

T ．
，
S ll 郡山i

，
S ． 及 T a k a g a k i

，
Y

． こ T u m o r

in hib it in g eff e ct o f a s t r e p t o c o c c a l p r e p a r a ti o n

くNS C － B l 1 6 2 0 9J ． C a n c e r C h e m o th e r ． R e p ．
，

P a rt l
，

5 6
，
9 ．1 7 く19 7 21 ．

り S h oi n
，
S ． ニ S t u d i e s o n th e a n ti c a n c e r f a ct e r

くsl f r o m g r o u p A s t r e p t o c o c ci P a rt l
． I s ol a ti o n a n d

fr a cti o n a ti o n o f c ell ．f r e e e x t r a c t f r o m st r e p t o l y si n

S －f o r m i n g st r e p t o c o c ci ． G a n n
，
6 7

，
6 6 1 －6 6 7 く1 9 7 6J ．

8 I B e r n h ei m e r
， A ． W ． 鹿 R o b a r t

，
M ． こ T h e

eff e c t o f n u c l ei c a cid s a n d of c a r b o h y d r a t e s o n

th e f r o m a ti o n o f s t r e p t ol y si n ． J ． E x p ． M e d ．
，
8 8

，

14 9 ．1 6 8 く19 4 軋

9 I B e rn h ei m e r
，
A ． W ． ニ F o r m a ti o n o f a b a c t e ri －

al t o x i n くst r e pt o l y si n SI b y r e s ti n g c ell s ． J ． E x p ．

M ed ．
，
90 ， 3 7 3 －3 9 2 く19 瑚 ．

101 0 k a m o t o
，
H ．

， S h o i n
，
S ．

，
K o s hi m u r a

，
S ． 8 E S

hi m i z u
，
R

． こ S t u di e s o n th e a n ti c a n c e r a n d st r e p
－

t ol y si n S －f o r m i n g a c ti v iti e s o f h e m o l y ti c s tr e pt o
－

C O C Ci
． J p n ． J ． M i c r o b i ol ．

，
l l ， 32 3 －3 3 6 く19 6 71 ．

1 1I O k a m o t o ， 且
，
S b oi n

，
S ．

，
E o s b i m u r a

，
S ． こ

S tr e pt o l y si n S － f o r m i n g a n d a n tit u m o u r a c ti viti e s

1 8 3

O f g r o u p A st r e p t o c o c ci ． I n J ． J elj a s z e w i c z

8 E W a d st r o m くe d s ．J ，
B a c t e ri al T o x i n s a n d C e11

M e m b r a n e s
，

1 s t ed －
， p2 5 9

－ 28 9
，

A c a d e mi c P r e s s
，

L o n s o n
，
1 9 7 8 ．

1 2I B e r n h ei m e r ， A ． W ． ニ S t r e o p t ol y si n s a n d th ei r

i n hi bit o r s ． h M ， M c C a rt y くe d ．L S t r e p t o c o c c al

I n f e c ti o n s
， P1 9

－3 8
，

U n i v e r sit y P r e s s ， N e w Y o r k
，

1 9 5 4 ．

1 3I 瓦o y a m a
，
J ．

， S o k a w a
，

Y
，

鹿 E g a m i
，

F ． こ

C h e m i c al n a t u r e a n d bi o s y n th e si s o f s t r e pt o l y si n

S ． B i o c h e m ． Z ．
，
3 3 8

，
2 0 6 －2 1 6 く1 96 31 ．

川 堤o y a m a ， J ■ 三 B i o c h e m i c al s t u d i e s o n s t r e p t o －

1 y si n S ． IV －
P r o p e r ti e s o f th e oli g o

．

ri b o n u cl e o tid e

p o rti o n ． J ． B i o ch e m ．
，
5 6 ， 3 5 5 －3 6 0 く19 641 ．

瑚 H o 銅 y a
， S り H a y a sh i

，
T ．

，
H o m m a

，
Y ．

，

E g a m i
，
F －

，
S h i m o m u r a

，
M 及 Y a gi ，

V ． 三 S t u d i e s

O n th e h e m ol y si n o f h e m ol y ti c st r e p t o c o c ci P a rt

II ． T h e h e m ol y si n o b t ai n e d b y s h a k i n g a mi x t u r e

O f h e m o ly ti c s t r e pt o c o c c i w ith n u cl ei c a cid

S O l u ti o n － J p r l ． J ■ E x p ． M e d ．
，
2 0

，
2 5 ．3 6 く19 4 91 ．

岬 M a r 叩 a m a
，

Y
り S q g a i

，
S ． 鹿 E g a m i

，
F ． ニ

F o r m a ti o n o f st r e pt o l y si n S b y st r e p t o c o c c al

p r ot o pl a s ts ． N a t u r e
，
1 84

，
8 3 2 －8 3 3 く19 5 9I ．

1 7一 姫野 洋 一

こ 溶連薗溶血 毒素 に 及 ぼす ペ ニ シ リ ン

の影響 に つ い て ． 十全医会誌 ，
92 ， 4 恥 4 7 4 く19 8 3I ．

1 81 T a k e t o
，

A ． 鹿 T a k e t o
，

Y ． ニ B i o c h e mi c al

S t u d i e s in st r e pt ol y s in S f r o m a ti o n ． I ． S t r e p t ol y si n

S f r o m a ti o n i n c ell f r e e s y s t e m ． J ． Bi o c h e m
．
，
5 6

，

5 5 2 － 56 1 く19 6 7I ．

1 9I T a k et o
，

A ． 鹿 T a k e t o
，

Y ． こ B i o c h e m i c al

S t u di e s o n st r e p t o ly si n S f o r m a ti o n ． III ． I n t r a c ell u
．

1 a r st r e p t ol y si n ． J ． B i o c h e m ．

，
5 7

，
78 7 － 79 2 く1 9 6 51 ．

2 0J C al a n d r a
，
G ． B ． 皮 O gi n s k y ，

E ． L ． こ C ell ul a r

S tr e pt O ly si n S ．

r el a t ed h e m ol y si n s o f g r o u p A

S tr e pt O C O C C u S C 2 0 3 S ． I n f e ct ． I m m u n ．
，

1 2
，

13 － 2 8

く1 97 51 ．

2 1J C al a n d r a
，
G ． B ． 皮 C ol e

，
R ． M

． こ M e m b r a n e

a n d c y t o pl a s m i c l o c a ti o n of st r e p t ol y si n S

p r e c u r s o r ． I n f e c t ． I m m u n ．
，
3 1

，
3 8 6 －3 90 く19 8 1J ．

2 2I C al a n d r a
，

G ． B ． 二 R el a ti o n s hi p of c ell u l a r

p o t e n ti a l h e m ol y s l n i n g r o u p A s tr e pt o c o c ci t o

e x tr a c ell u l a r s tr e pt o l y si n S ． I n f e c t
，
I m m u n ．

，
1 3

，

81 3 －81 7 く19 7 61 ．

2 3I C al a n d r a
，

G ． B ． こ E ff e c t of d e t e r g e n t s o n

St r e p t Ol y si n S p r e c u r s o r ． I n f e c t ． I m m u n ．
，

2 9
，

3 0 6 －31 0 く19 8 01 ．



1 8 4 岩 上

瑚 C al a n d r a
，
G ．

B
．
鹿 W h it t

，
R ． S ．

三 A c tiv a ti o n

o f st r e p t ol y si n S － r el a t e d c e11 u l a r p o t e n ti al h e m o
－

1 y si n b y g ri n d i n g w ith gl a s s b e a d s －J ． C li n ． M i c r o
－

b i o l ．
，
3 3

，
3 2 6 ．3 2 8 く1g 8 11 ．

2 5J T h e o d o r e
，
T ． S ． 鹿 C al a n d r a

，
G ． B － こ S tr e p

．

t o l y si n S a c ti v a ti o n b y li p o t ei ch o i c a cid ． I n f e c t ．

I m m u n ．
，
3 3

，
3 2 6 － 3 2 8 く1 9 811 ．

c o r r el ati o n of I n t r a － a n d E x t r
－ C ell ul a r H e m oly 扇n s o f lI e m ol y ti c S t r e p t o c o c c u s

s u st r ai n S a k a e I w a k a mi
，

D e p a r t m e n t of P h a r m a c ol o g y ， S c h o ol of M e dici n e ，

K a n a z a w a U n iv e r si ty ，
K a n a z a w a 9 2 0 － J ． J u z e n M e d ． S o c ．

，
9 8 ， 1 7 5 － 1 8 4 t 1 9 8 9J

K e y w o r d s h e m o l y tic str e p t o c o c c u s
，
i n tr a c e11 u la r h e m ol y si n ， S tr e p t Ol y si n S

，
C el トf r e e

e x tr a c t

A b s t r a ．c t

c o r r el a ti o n of i n t r a c ell u l a r h e m o l y si n くI C H ， a n d e x t r a c ell u l a r h e m ol y si n ， St r e p t O ly si n S

くS L Sl ， Of h e m ol y ti c s tr e p t o c o c c u s S u st r ai n くS u c o c c u sI w a s st u d i e d － W h e n S u c o c c u s w a s

c ul t u r e d i n 3 ％ y e a st e x tr a c t m e d i u m くY E m e d i u m l c o n t ai n i n g ri b o n u cl e a s e
－

r e Si s ta n t

f r a c ti o n of R N A くc o rel ， a l a r g e a m o u n t o f S L S w a s p r o d u c e d ． T h e a m o u n t o f I C H of

c ell s f r o m th e c ul t u r e ， h o w e v e r
，

W a S d i s ti n c tl y l e s s th a n th a t of c ell s f r o m c u l t u r e i n Y E

m e d i u m w ith o u t c o r e ， i n w h ic h t h e o r g a n i s m p r o d u c e d a s m a ll a m o u n t o f S L S － W h e n S u

c o cc u s c u l t u r e i n Y E m e di u m c o n ta i n i n g c o r e w a s tr a n sf e r r e d i n t o f r e s h Y E m e d i u m

w i th o u t c o r e a n d i n c u b a t e d ， th e a m o u n t o f S L S a n d I C H o f t hi s c u l t u r e w e r e th e s a m e as

th o s e of o r lg l n al S u c o c c u s c u l t u r e i n Y E m e d i u m w ith o u t c o r e ， i n d i c a ti n g t h a t I C H a n d

s L S a r e i n r e v e r se c o r r el a ti o n a n d th a t I C H w a s s y n th e si z e d i n tr a c ell ul a r y ． H e m ol y tlC

a c ti v ity of I C H i n c ell
－f r e e e x t r a ct くC F E， w a s e n h a n c e d r e m a r k a b l y b y i n c u b a ti n g C F E i n

th e p r e s e n c e o f c o r e a t 3 7 C
，

b u t i t w a s i n a c ti v a t e d b y i n c u b a ti n g C F E i n th e a b s e n c e o f

c o r e a t 3 7 C ． H e m o l y ti c a c ti v i ty o f i n a c ti v a t e d I C H w a s n o t r e c o v e r e d o r e n h a n c e d b y

i n c u b a ti n g t h e C F E i n th e p r e s e n c e o f c o r e ． H o w e v e r
，

h e m o l y ti c a c ti v i t y o f i n a cti v at e d

I C H w a s r e m a r k a b l y e n h a n c e d b y i n c u b a ti n g th e C F E i n t h e p r e s e n c e o f A T P a n d c o r e ．

T h e r e c o v e r y of h e m ol y ti c a c ti v i ty w a s al s o o b s e r v e d i n p e n i ci11i n
－i n a c ti v a t e d I C H ． I n

a d d i ti o n
，

th is r e c o v e r y p h e n o m e n o n o f I C H o c c u r r e d i n p r e c i p lta t e S O f C F E b y

ul t r a c e n t rif u g a ti o n く1 5 0
，
0 0 0 X G ，

6 0 m i nl －


