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溶連菌溶血毒素に及 ぼす ペ ニ シ リ ン 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)

姫 野 洋
( 昭 和58 年 4 月 9 日 受付)

溶連菌S u 株(S u 菌) を ペ ニ シ リ ン G と共に 37
0

C , つ い で 45
0

C に イ ン キ エ ペ ー 卜す る と
, 同菌の ス

ト レ プ トリ ジ ン S (S t r e pt ol y si n S , S L S ) 産生能が完全 に 抑制さ れ, 制が ん能が増強さ れ る . この こ と か

ら , S L S 産生能, S L S の 溶血活性 な らび に S u 菌体 を破壊 して えら れ る無細胞抽出液の 上 浦液( C F E- S)

に み ら れ る菌体内溶血毒素 (I n t r a c e11 ul a r h e m ol y si n , I C H ) に 対 す る ペ ニ シ リ ン G の 影響に つ い て検討

が 行わ れ た .
S u 菌の生食水浮遊液に ペ ニ シ リ ン G ( 作用演度 1 ×10 5 U / m l) を加え て 37

0

C に 5 0 分間静置

す る と, 同処理菌の S LS 産生 は完全に 抑制さ れ, ま たI C H の活性も 低下 して い た . また , ペ ニ シ リ ン 非処

理 S u 菌か らの I C H をペ ニ シ リ ン G と共 に 静置す る とI C H の活性は 急速 に 低下 し, こ の減弱度 は ペ ニ シ

リ ン G の 濃度が 高い ほ ど強か っ た .
こ の ペ ニ シ リ ン G に よ る抑制作 用 は, ア ン ピシ リ ン , セ フ ァ リ ジン お

よ び セ フ ォ タ キ シ ム に よ っ て も み と め られ た . C F E
-

S を さ ら に 遠心 (15 ×1 0 4 g , 6 0 分) して え られ る上 清

液中に み ら れ るIC H も ,
C F E - S 中のI C H と 同様ペ ニ シ リ ン G に よ っ て 不 活性化さ れ た .

こ れ に 対し
,

S L S お よ びIC H と R N A の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ抵抗性画分 ( c o r e) を作用 さ せ て形成 したI C H - C O r e C O m -

pl e x の 溶血活性 は, ペ ニ シ リ ン G に よ っ て全く影響 を受 けな か っ た .

ペ ニ シ リ ン G 処理 IC H に C O r e を加

えて 37
0

C に 静置す る と ペ ニ シ リ ン G 処理 に よ っ て減弱 して い た活性 は約4 倍増強さ れ
, 新 た に 溶血物質が

形成 され た と考 えら れ た . c o r e とペ ニ シ リ ン G の混液 に I C H を加 えて 3 7
0

C に 静置す る と, ペ ニ シ リ ン G

を加 えずに c o r e と I C H を作用 させ た の と 同様 に 溶血 活性 は増強さ れ た .
こ れ らの こ と か ら

,
ペ ニ シ リ ン G

はI C H を不活性化す るが , 菌体外溶血毒素と して の S L S お よ びI C H -

C O r e C O m pl e x を不 活化 しな い こと

と , S L S な らび に I C H- C O r e C O m pl e x とI C H と は化学的に異 なる もの で ある こと が 明ら か に さ れ た .

K e y w o rd s H e m ol y ti c st r e p t o c o c ci , I n t r a c ellu l a r h e m ol y s in ,

S t r e p t oly si n S , P e n icilli n

ス トレ プ トリ ジ ン S (S t r e p t o l y si n S , 以下 S L S と

略記) 産生能 を有 す る抗が ん性溶連菌 S u 株 をペ ニ シ

リ ン G 加 B e r n h ei m e r
,

s b a s a l m ed i u m
l) に 浮遊さ せ て

加温処理 す ると, 処理 菌の抗が ん活性は増強 す るの に

対 し
,
菌増殖性 と共に S LS 産生 も消失ま た は著 しく減

弱する こ とが 岡本 ら
2) 3) に よ っ て報告 され て い る .

こ の

実験 で の B e r n h ei m e r
,

s b a s al m e d i u m の組成 お よ び

浮遊液の種類 な らび に 温度処理条件 な どの S L S 産生

能 お よび 抗が ん能に 及 ぼす 影響に つ い て はく わ しく検

討報告さ れ て い る が, ペ ニ シ リ ン G の S L S 産生 に 対

す る抑制的影響, 殊に その 作用機序 に つ い て は ほ と ん

どふ れ られ て い ない .

一 方
, 溶連 薗の 溶血毒素 は菌体外 に 産生さ れ る溶血

毒素 と菌体内 に み ら れ る 菌体内溶血毒素 (I n t r a ･

I nfl u e n c e of P e n i cillin u p o n H e m ol y si n of

c ell ul a r h e m ol y si n ,I C H と 略記) と に 大別さ れ, 菌体

外溶血毒素 に つ い て は 19 38 年 O k a m o t o
4)が リ ボ核酸

加ブ イ ヨ ン血液寒天培地で溶連菌 S u 株 を培養する と

大量 の S L S が 産生 す る こと , す な わ ち核酸効果を見出

し て 以 来 S LS に つ い て の 数 多く の 研 究が 国外国内よ

り発表さ れ て い る .
こ れ に 対 しICI1 8) に つ い ての 報告

は少な か っ た が , 実験方法の 進歩 に と も な い , 近年に

な っ て 幾 つ か の 知見
9) を み る に 至 っ た

.
しか し

,
S L S と

I C Il の 関係 に つ い て は 不明 の 点が 多く , 最近林
10) はi n

v it r o で I C Il に リ ボ核酸の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ抵抗性画

分 R N a s e c o r e を 作用 させ た I C H - R N a s e c o r e c o m
▲

pl e x の 理 化学的性状が S L S と 類似 して い る こ と を報

告 し, 両者の 関係 は漸 く明らや
ゝに な っ て き て い る ･

こ

れ ら の こ とか ら本実験 で は ペゝシ リ ン G の S L S 産生

H e m ol y ti c S t r e p t o c o c ci . Y oi c h i H i m e n o ,

I) e p a rt m e n t of P h a r m a c o lo g y , S c h o ol of M e di ci n e , K a n a z a w a U ni v e rsit y .



溶連菌溶血毒素 に 及ぼ す ペ ニ シ リ ン の 影響

に 対す る影響 の 作用機序を明 らか に す る た め, I C H ,

S L S お よ びI C I十 R N a s e c o r e c o m pl e x に 対す る ペ ニ

シリ ン G の 影響 に つ い て検討 を行 っ た .

材料お よ び方 法

1 . 溶連菌株

実験 に は 教室保存 の 抗 が ん 性 A 群 溶連菌 S u 株

(A T C C 21 0 6 0 , t y p e 3 , S L S お よ び ス ト レ プ トリ ジ ン

0 を産生, 以下単 に S u 菌と 略記) を使用 し た｡ S u 菌

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 (以 下 Y E 培地と 略記)

S a k u r ai ら
1 1)
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 薬品工業株式会社) 30

g を蒸留水1 , 0 0 0 m l に 溶解 し, p H を苛性ソ
ー ダ液 に

て7 . 4 に 調整し たの ち, 10 0
0

C に 6 0 分間加熱 し
,
そ の

炉液の p H を再調整後更 に 100
0

C 6 0 分間加熱 してか ら

3 回折過 を行い , え られ た 炉液 を 500 m l 宛 に 分注し,

100
0

C 3 0 分間滅菌 した . 培地 は実験 の つ ど作製 した.

3 . 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 え滅

菌し たもの を前培養培地と して 用 い た .

4 . S u 薗の 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 , 3 7
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
.

5 . S u 薗の 無細胞抽出液 ( c e11 f r e e e x tr a c t
, 以下

C F E と 略記) の 作製

Sh oi n
1 2) の 方法 に よ っ て C F E を作製 し た . す な わ

ち, S u 菌の Y E 培地培養液500 m l を低温下で遠心 し,

沈澱 した生菌体 を冷生 理食塩水 (以 下生食水と略記)

で2 回洗浄 した の ち
,
2 0 m l の 蒸留水 に 浮遊 した.

つ い

で こ の S u 薗浮遊液 を細胞破壊用 ガ ラ ス 瓶 ( ブ ラ ウ ン

社製, 容 壷 50 m l) に 入 れ
,
こ れ に ガ ラ ス 粒 (直 径

0 ･ 10 ～ 0 ･ 1 1 m m
,
ブ ラ ウ ン社製) 30 g を加 えて セ ル ホ

モ ジナイ ザ
ー

( ブラ ウ ン 社製) に て炭酸 ガ ス 噴霧下 で

4 , 仙O 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 炉過器 G 2 で 炉過 し
,
ガ

ラ ス粒を除 い た炉液 を低温下 で 遠心､( 15 , 0 0 0 × g , 1 5 分

間) し
, 分離 した上 清液 を C F ETS , 沈澱物 を C F E

-

P と

した. I C H は こ れ ま で の 報告
10) か ら C F E - S に 存在 し,

C F E -

S の 溶血 性はI C H に よる こ とが 示 され て い る こ

とか ら
, C F E

-

S をI C H と し て実験 に 用 い た .

6 1 リ ボ 核 酸分画標 晶 ( Rib o n u cl e a s e - r e Si s t a n t

f r a c ti o n
,
以 下 R N a s e c o r e ま た は c o r e と 略

記) の 調製

B e r n h ei m e r & R o d b a rt
1 3) の 変 法 に よ り R N a s e

4 61

C O r e を作製 した . す なわ ち
, 酵母リ ボ メ タ レ イ ン 酸ナ

トリ ウ ム (メ ル ク社製) 10 0 g を蒸留水 800 m l に 溶解

し
, 炭酸 ソ ー

ダ液で p H を 7 . 6 に 調整 したの ち
,
更 に蒸

留水 を加 えて 全量 を 1
,
00 0 m l と した

.
こ れ に リボ ヌ ク

レ ア
ー

ゼ ( 5 回結 鼠 N B C o ) 1 0 0 m g を加 えて 室温で

p E を 7 ･4 か ら 7 ･ 6 に 調整 しなが ら 24 時間静置 した.

つ い で 同容液に 酪酸ソ ー

ダ 10 0 g を加 え て溶解 し たの

ち, 9 9 % エ タ ノ ー ル 74 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 2 臥 エ チ ル エ
ー

テ ル で 1

回洗浄 した の ち R N a s e c o r e と して 実験 に用 い た .

7 ･ I C H
-

C O r e C O m pl e x の作製

I C H と して の C F E
-

S l 容量に 2 % R N a s e c o r e 生

食水 1 容量 を加 えた 混合液を 37
q

C で 6 0 分間静置 した

も の をI C H
-

C O r e C O m pl e x と し て用い た .
I C H

-

C O r e

C O m pl e x の 溶血 力 は C F E -

S l m l 当り の 溶血力 に 換

算 して 50 % 溶血単位 ( H U / m l) で表示 した .

8 .
ペ ニ シ リ ン 標品

ベ ン ジル ペ ニ シ リ ン カ リ ウム と して 結晶 ペ ニ シ リ ン

G カ リ ウム (20 ×10 4 U / v i a l , 明治製薮, 以下単に ペ F

シ リ ン G と略記) ア ン ピシ リ ン 末( ブリ ス トル 社) , セ

フ ァ ロ リ ジ ン と して セ ボ ラ ン (鳥居薬品) お よ びセ フ

ァタ キ シ ム ナ ト リウ ム と して セ フ ァ タ ック ス ( 中外製

薬) を用 い た
. 実験 に は蒸留水 また は生食水 で 適当な

濃度に溶解 した も の を用 い た .

9 ･ B e rn h ei m e r
'

s b a s al m e d i u m
l) ( 以下単 に B B M

と略記)

B e m h ei m e r に よ っ て 報 告さ れ た 如く, マ ル ト ー ズ

67 5 m g , 2 0 % リ ン 酸
一

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 へ 液2 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
.

1 0 . S L S 標晶

1 % R N a s e c o r e 加普通肉汁 ブイ ヨ ン 培地 1 ,0 0 0

m l に S u 薗を接種 して 37
0

C で 3 0 時間培養 した の ち,

遠心 に よ り上 清液を分離 し
,
こ れ よ り S h oi n

14)
の 方法

に よ っ て S L S を分離 した . す な わ ち上帝液1 , 0 0 0 m l

に 2 8 % ア ン モ ニ ア 水50 m l を加 え て 生 じた 沈澱 物 を

遠心 に よ っ て 除去 した の ち
,
上 清液の p上Ⅰを酪酸 に よ

っ て 7 ･ 0 に 調整 し, つ い で冷 94 % エ タ ノ ー ル 62 0 m l

を加 え, 生 じた沈澱物を エ タ ノ ー ル に て 2 回洗浄 した

の ち
, 乾燥 し たも の を ATI S t r e p t ol y si n ( 以 下単 に A

-I S L S と略記) と し て実験 に 用 い た
.

1 1 . 静薗法 に よ る S LS 産生実験

Y E 培地培養 S u 菌を遠心 に よ り集薗洗浄後培養液

の 1/ 1 0 容量の 生食水ま た は B B M に 浮遊 させ
,
こ れ に

等量 の 0 ･ 2 % R N a s e c o r e 加 B B M 液 を 加 え て 37
0

C

に 静置 して 2 時間後 に 菌浮遊液を冷却
, 遠心 し, え ら



4 6 2

れ た上 清液に つ い て溶血試験 を行 っ た .

1 2 . 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 3 % 人 血 球浮遊液 1 m l 宛を加 えて 37
0

C 2

時間静置後, 各液の 溶血の 有無強弱 を判定 した の ち,

被検液の 溶血力価 を50 % 溶血単位 ( H e m ol y ti c u ni t ,

以下 H ロ と略) で表示 した .

成 績

1 .
ペ ニ シ リ ン処 理 S u 菌 の S L S 産 生 お よ びI C H

に 関す る実験

S u 菌の 20 時間 Y E 培地 培養液2 , 5 0 0 m l か ら 遠心

(6
,
00 0 r p m , 20 分間) に よ っ て 分離 した生菌体 を冷生

食水に て洗浄 したの ち生菌体 を 5 等分 し, それ ぞ れ を

25 皿1 ず つ の a . 生食水, b . ペ ニ シ リ ン G 含 有生食水

( 2 ×10
4
U / m l) , C . B B M

,
d .
ペ ニ シ リ ン G 含有 B B M

( 2 ×1 0 4 U / m l) お よ び e . 生食水の 5 液に 浮遊 させ ,

それ ぞ れ a 菌液, b 薗液, C 薗液, d 薗液, お よ び e 菌

液と した .
こ のう ち a 菌液, b 薗汲, C 菌液お よび d 菌

液の 4 薗液 に つ い て は 37
0

C に 2 0 分間の 静置 に つ づ い

て 45
0

C に 3 0 分間静置 し, e 菌液 に つ い て は 0
0

C で 50

分間静置 して 対照薗液 と した .

つ い で各 25 m l の 処置

液を 2 m l と 23 m l と に 分け, そ れ ぞ れ を遠心 して 菌体

を分離洗浄 し た の ち 2 m l の処 理 菌液 よ り の 菌体 は 4

m l の 0 . 1 % R N a s e c o r e B B M 液 に 浮遊 させ て , 静止

薗法 に より 37
0

C で 2 時間静置 した後 ,
そ の上 清液に つ

い て溶血 力試験 を行 っ て S LS 産生 の有無強弱 を判定

した
. 処 理 菌液の 23 m l か ら分離洗浄 し た 菌体 は 20

m l の 蒸留水 に 浮遊 させ た の ち 実験方法で記 し た 如く

野

に して 菌体 を破壊 して C F E- S を作製 し, こ れ に つ い

て 溶血試験 を行 っ た .
こ れ ら の 成績は 表1 に 示 し た如

くで ある .
す な わ ち

,
処理 菌 に よ る S L S 産 生実験 で は

,

生食水 に 浮遊 し, 0
0

C 下 で 50 分間静置 した 対照菌の 産

生 S L S 力価 は 20 , 00 0 H U / m l で あ る の に 対 し, 浮遊

液 が生 食水 で , ペ ニ シ リ ン を附加 せ ずに 加温処理 を行

っ た a 菌の S L S 産生 は 著 しく 減弱 し, 対照菌の 1/10

で あ っ た .
こ れ に 対 し, 浮遊液が B B M で ある c 薗で

は S L S 産生の 減弱は み られ ず
,
対照と ほ ぼ同 じで あ っ

た .
こ れ ら生食水お よ び B B M の 浮遊液 に ペ ニ シリ ン

G を 2 ×10
4
U / m l 濃度 に 付加 し て 処 置 し た b 菌なら

び に d 菌 で は 両者と も S L S 産生 は著 しく 減弱し, こ

と に b 菌で は S L S 産生 は完全 に 抑制 さ れ て い た . ま

た各処理 菌よ り作製 した C F E- S に つ い て の 溶血力価

は
,
対照 菌で は1 ,

6 0 0 H U / m l で あ り , a , b , C およ び

d の 各処理 薗 の C F E 溶血 力価 も 対照菌の そ れ と ほぼ

同 じで あ っ た .

Y E 培 地培養液 1 , 5 0 0 m l よ り 前記 と 同様 に し て分

離 し 3 等 分し た S u 菌を , そ れぞ れ 25 m l の 生食水, ペ

ニ シ リ ン G 含有生 食水 ( 1 ×10
5
U / m l) お よ び ペ ニ シ

リ ン G 含有生食水(10 ×1 0
4
U / m l) の 3 液に 浮遊さ せ

,

そ れ ぞ れ を C
一 薗 , P 2一菌お よ び P lO- 薗 と 命名 して

37
0

C に 5 0 分間静置 した の ち ,
各菌 に つ い て の静菌法に

よ る S LS 産生実験お よ び C F E -

S 作製 を行い , これ に

つ い て前記 と同様 に し て溶血試験 を行 っ た .
これらの

成績 は表 2 に 示 した如 く で ある .

静菌法に よる S L S 産生実験で は, CM 菌 で は先の実

験 と ほ ぼ 同 じ 16 , 30 0 H U / m l の 溶 血 力価 を示 し たの

に 対 し, ペ ニ シ リ ン G 2 ×1 0
4
U / m l 含有生 食水浮遊液

T a bl e l . H e m ol y ti c a c ti vi ty of s t r e pt o l y si n S (S L S) a n d i n t r a c ell u l a r h e m ol y si n (I C H ) o f p e ni cilli n -

tr e a t e d h e m ol yti c s t r e pt o c o c ci (S u c o c ci)

M e di a i n w hi c h S u c o c ci w e r e s u s p e n d e d T r e a t m e n t of S u

C O C C l

S u S p e n Si o n

H e m o l yti c a c ti v ity ( H U
'

/ m l)

B a s a l m e di um

P r e s e n c e ( + ) o r
a b s e n c e ( 丁) of

瑠盟喘訝
ia

S L S p r o d u c e d b y I C H of

t r e a t e d S u c o c ci i n tr e a t e d

r e s ti n g c ell s y st e m S u c o c ci

P h y si o l o gl C a l

S a li n e (P S)

十

I n c u b a ti o n a t 3 7
0

C

f o r 2 0 m i n

f o1l o w e d b y i n c u b a
-

ti o n a t 4 5
0

C f o r 3 0

m l n

0 1
,
48 0

12 8 1
,
3 2 8

B e r n h ei m e r
'

s b a s a l

m ed i u m (B B M )

十 1 6 1
,
24 8

1 8 , 0 00 1 , 55
ト

5
H

P S
I n c u b a ti o n a t O ℃
f o r 5 0 m in

2 0
,
0 00 1

,
60 0

*
H U : H e m ol yti c un it

S u c o c ci w e r e s u s p e n d ed i n b a s al m e di u m w ith o r wi th o u t p e ni cilli n a n d i n c u b a t e d a t 3 7
0

C f o r 2 0 m i n

f oll o w e d b y i n c u b a ti o n a t 4 5
0

C f o r 3 0 m i n ･ A ft e r th e t r e a t m e n t , O n e p a rt O f t r e a t e d S u c o c ci w er e

u s ed f o r S L S f o r m a ti o n i n r e sti n g c e11 s y st e m , i . e . , S u c o c ci w e r e s u s p e n d e d i n O .2 % rib o n u cl e a s e 十r e SI S
-

t a n t f r a c ti o n of R N A (R N a s e c o r e) 一 B B M a n d i n c u b a te d a t 3 7
q

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

-

t a n t o f S u c o c ci s u s p e n si o n w a s t e s t e d f o r h e m ol yti c a c ti vi t y o f S L S p r o d u c e d i n s u s p e n si o n . T h e r e s t

O f tr e a t e d S u c o c ci w e r e h o m o g e ni写ed a n d s u p e r n a t a n t (c ell fr e e e x t r a c t -S , C F E -S) of h o m o g e n a t e w a s

t e st e d f o r h e m ol yti c a c ti vi t y of I C H . H e m ol yti c a c ti vi t y w a s e x p r e s s e d a s H U / m l o f C F E
-S ･
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T a b le 2 . H e m ol y ti c a c ti v ity o f S L S a n d I C H of S u c o c ci t r e a te d w ith v a ri o u s c o n c e n tr a ti o n s of

p e n i cilli n G

4 6 3

C o n c e n t r a ti o n o f p e ni cilli n

G i n P S i n w hi c h S u c o c ci

w e r e s u s p e n d e d

T r e a t m e n t o f S u

C O C Ci s u s p e n si o n

H e m ol yti o a c ti v ity ( H U / m l)

S L S p r o d u c e d b y t r e a t e d S u I C H o f tr e a t e d
C O C Ci i n r e sti n g c e11 s ys te m S u c o c ci

2 × 1 0 4 U / m l
I n c u b a ti o n a t 3 7

0

C
f o r 5 0 m i n

8
,
0 0 0 1 , 3 0 0

1 0 × 10
4
U / m l 0 8 0 0

O U / m l
I n c u b a ti o n a t O

O

C
f o r 5 0 m i n

1 6
,
3 8 4 1

,
6 0 0

S u c o c c! w e r e s u s p e n d ed i n P S c o n t ai ni n g p e ni cilli n G an d i n c u b a t e d a t 3 7
0

C f o r m in . T h e t r e a t e d

S u c o c c I W e r e u S e d f o r e x p e ri m e n t s o f S L S p r o d u c ti o n i n r e s ti n g c e ll s y s t e m a n d f o r p r e p a ri n g C F E
-S .

T a bl e 3 . I n n u e n c e of p e n i ci11i n G u p o n h e m ol yti c a c ti vit y of I C H

M e di a w ith w hi ch I C H w a s T i m e of i n c u b a ti o n a t H e m ol yti c a c ti vit y o f I C H

m i x e d 3 7
0

C ( m i n) (H U / m l)

P S

0 1
.
66 4

1 0 55 3

2 0 40 3

3 0 6 8

P S c o n t ai n i n g p e ni cilli n G

0 1
,
23 5

10 8 8

(4 ×10 4 U / m l) 2 0 1 9

3 0 0

I C H w a s i n c u b a t e d a t 3 7
Q

C f o r st a t e d ti m e w ith o r w ith o u t p e ni cilli n G . A ft e r i n c u b a ti o n
,
I C H w a s

t e s te d f o r h e m ol y ti c a c ti vit y .

中で 処理 さ れ た P 2一菌 の産生 S L S 溶血 力価 は 8
,
0 00

H U / m l で , 先の 実験 と異 な りS L S 産 生能 を有 して い

たが
,
C一薗の 1/ 2 で あ っ た . こ れ に 対 し ペ ニ シ リ ン

G l O X l O
4
U / m l 付加生食水で 処理 した P lOT 菌で は溶

血力価 は0 と S L S 塵生 を全く み と め な か っ た .
C F E -

S の 溶血 力価 に 関 して は, K一菌で は 1 , 6 0 0 H U / m l で

あ り
,
P 2一菌 で は 1 ,

3 00 H U / m l と 37
0

c に つ づ い て

45
0

C の 加温 処理 を行 っ た a
,
b
,
C
,
d お よ び e 薗の そ れ

とほぼ同じで あ っ たが , P. 1 0 菌の C F E
-

S の 溶血 力価

は80 0 H U / m l と 減弱し, C一菌の 約 1/ 2 で あ っ た .

2 ･ I C H に 対 する ペ ニ シ リ ン G の 影 響

(C F E - S l 容量 + ペ ニ シ リ ン G 加 生食水1 容崖)

( ペ ニ シ リ ン作用 濃度 2 ×10 4 U / m l) と ( C F EL S l 容

量十生食水 1 容量) の 2 液を作製 し, 3 7
0

C に 静置 して

定時的に 液 を採取 して 行 っ た溶血 試験 の 成績 は表3 お

よび図1 に 示 し た如く で あ る( な お 溶血力価 は C F E-S

の 稀釈倍数に 換算 して 示 した) . C F E
-

S
一 生食水液は温

度に不安定 で 37
0

C 下で は 10 分間で 1/ 3 に , 2 0 分間で

1/ 4 に
, 3 0 分間で 1/ 2 5 と 時間の 経過 と共 に 溶血活性 は

減弱失活 した .
これ に 対 しペ ニ シ リ ン G を 2 ×10 4 U /

m l に付加 した( C F E - S + ペ ニ シ リ ン G 加生食水) で は

ペ ニ シ リ ン G を加 えた だ け (0 分時) で す で に 若干の

減少 を示 し, さ ら に 時間の経過と共 に溶血 力価は急激

に 減弱 し, そ の 減弱度 は C F ETS
一 生食水 に比 べ て さ ら

に 急で 1 0 分で 1/ 2 0 に 減弱し, 3 0 分 で は溶血 括性 は ほ

と ん ど認め ら れ な か っ た .

3 . I C H- C O r e C O m pl e x お よ び S L S に 対 す る ペ ニ

シ リ ン G の 影響

実験方法 で 記 し た如 く に し て 作製 し たI C H -

C O r e

C O m Pl e x 液(2 ,
1 5 0 H U / m l) お よ び A-I S L S 液(1 ,

50 0

H U / m l) を用 意 し, こ れ に 等量の 生食水あ る い はペ ニ

シ リ ン G 含有生食水(4 ×10 4 U / m l) を加 えて 37
O

C に 静

置 し, 2 0 分後 に 涛血 試験 を行 っ た . その 成績 は表 4 お

よび 図2 に 示 した 如く で ある . す な わ ち対照と し て行

っ た IC H は ペ ニ シ リ ン G を加 え, 3 7
0

C に 2 0 分処理 す

る こ と で溶血活性が消失す る の は先の実験と同様 であ

っ た が , I C H
-

C O r e C O m pl e x およ び A
-

I S L S で は
,

ペ ニ シ リ ン G を付加 して も しな く ても 37
0

C 20 分 の処
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T i m e o f i n c 豆b a t i o n ( m l n )

F i g . 1 . C h a n g e i n h e m o l yti c a c ti vi ty o f I C H b y

t r e a t m e n t o f p e ni cilli n G .

I C H w a s i n c u b a t e d a t 37
0

C f o r s t a t e d ti m e w ith

o r w ith o u t p e n i cilli n G a n d h e m o
l y ti c a cti v ity

w a s t e st ed a n d e x p r e s s e d a s p e r c e n t c al c ul a t e d

b y th e f oll o w i n g f o r m ul a :

H U o f I C H t

H U of I C H ｡
× 1 0 0

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

w it h o r wi th o u t p e n i cilli n G

I C H ｡ : I C H i n c u b a t e d f o r O m i n

w ith o u t p e n i ci11i n G

● - … - ● I C H i n c u b a t e d w i th p e ni c illi n G

= I C H in c u b a t e d w ith o u t p e n i cilli n G

野

埋 で は 両者の 溶血活性に は変化 はみ ら れ ず, 処理 前と

ほ ぼ同 じ で あ っ た .

4 . ペ ニ シ リ ン G の 抑制作用 に お ける 濃度 の 影響

各種濃度の ペ ニ シ リ ン G 加 生 食水液 ( 2 ×10
4
U /

m l
,
4 ×1 0

4
U / m l お よ び 2 ×10

5
U / m l) を用 意 し, I C H

,

I C H - C O r e C O m Pl e x お よ び A-I S L S 液 に それ ぞれ等

出 の 各濃度 の ペ ニ シ リ ン G 生食水液 を加 え て37
0

C に

2 0 分間静置 して お こ な っ た 溶血 試験 の成績 は表5 お

よ び図 3 , 図4 に 示 し た如く で あ る . す な わ ち, I C H は

ペ ニ シ リ ン G を加 えず に 3アC に 静置す る だ け で その

溶血活性 は減弱 し, 10 分間で 1/ 3 に 減弱 (表 3 および

図 1 参照) す る が, こ れ に ペ ニ シ リ ン G を加 える こと

で その 減弱度は は さ ら に 高ま り, また , そ の 減弱度も

付加 した ペ ニ シ リ ン G 濃度が 高い は ど強ま り, 作用濃

度 1 × 10
4
U / m l で は 10 分 で 1/ 4 に , 2 0 分で 1/6 0 に ,

5 × 10
4
U / m l お よ び10 ×10

4
U / m l で は 10 分で溶血活

性を み と め な か っ た .
こ れ に 対 して I C H -

C O r e C O m
-

pl e x と , A
-I S L S の 両者 は互 い に 似 た反 応 を示 し, A

-I S L S で は ペ ニ シ リ ン G の 作用 濃度が 10 ×10
4
U / m l

で も37
0

C 2 0 分で溶血活性の 減弱を み と めな か っ た.

5 . ペ ニ シ リ ン G の 抑制作用に 対 す る温度の影響

C F E
-

S 3 m l に ペ ニ シ リ ン G 生食水(4 ×10
4
U / m l)

3 m l を加 え た液 を 3 等分 し, それ ぞ れ を 0
0

C , 20
0

C なら

び に 37
0

C に 静置 し て 20 分後に 各処 埋 掛 こつ い て溶血

活性 を行 っ た 成績 は表 6 に 示 した如 くで ある. すなわ

ち, 0
0

C 下 に 静置す る と溶血活性の 低下 は全く みと めら

れ ず, 3 7
0

C 下で はほ と ん ど溶血活性 は消失 して い た.

T a bl e 4 . I n 触 e n c e o f p e ni cilli n G u p o n h e m ol yti c a c ti v it y o
f I C H -

C O r e C O m Pl e x
*
a n d S L S

M a t e ri al s

P r e s e n c e ( + ) o r a b s e n c e

( - ) of p e ni ci11i n G i n m e di a

(2 ×1 0
4 U / m l)

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

( m i n)

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

I C H ･

C O r e C O m pl e x

+

0

1 0

20

2 . 0 0 0

1
,
9 0 0

1
,
8 7 0

0

1 0

2 0

2
,
0 0 0

1
,
9 5 0

2
,
1 0 0

SI -S

+

田
10

2 0

1
,
6 0 0

1 , 5 5 0

1
,
5 7 0

0

1 0

2 0

1 , 6 0 0

1
,
5 0 0

1
,
5 7 0

* I C H ･ C O r e C O m pl e x w a s p r e p a r e d a s f oll o w s ; 5 m l of C
F E -S w a s m i x ed w ith 5 m l of 2 % R N a s e

c o r e s ol u ti o n a n d i n c d b a t e d a t 37
0

C f o r 6 0 m i n .

I C H -

C O r e C O m pl e x o r S L S w a s i n c u b at ed a t 37
｡

C f o r st a t e d ti m e w i th o r w ith o u t p e n i cilli n G a n d t e s t e
d

f o r h e m ol yti c a c ti vi t y .



溶連菌溶血毒素 に 及 ぼ す ペ ニ シ リ ン の影響

一 -
- ■ ■ 一 一 -

- -
_ -

■ - ･
-●

0

(

巴

h
■

{

A
J

}

○

巾

U

J

}

h
l

O

∈
む
出

( 工C H
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1 0 2 0

T i m e o f i n c l 血 a t i o n ( m i n )

F i g ･ 2 ･ C h a n g e s i n h e m ol y ti c a c ti v it y of S L S a n d I C H
-

C O r e C O m pl e x b y tr e a t m e n t w ith

p e ni cilli n G

S L S o r I C H - C O r e C O m pl e x w a s i n c u b a t ed a t 3 7
D

C f o r st a t e d ti m e w ith o r wi th o u t p e n i cilli n

G a n d h e m ol yti c a cti vi ty w a s e x p r e s s e d a s p e r c e n t c a l c ul a t e d b y th e f oll o w l n g f o r m ul a :

H U o f S L S t ､ . . ^ ^
H U o f l C H

-

C O r e
×1 0 0

C O m pl e x t
H U o f S L S ｡

' ､
⊥ V U

H U of I C H
-

C O r e c o m pl e x ｡
×1 0 0

S L S 【 a n d I C H- C O r e C O m pl e x t : H e m o l y si n i n c u b a t ed f o r t m i n w ith o r w ith o u t p e n i cilli n
G

S L S o a n d I C H- C O r e C O m pl e x o : H e m ol y si n i n c u b a t e d f o r O m i n w ith o u t p e ni cilli n G
壬 ニ ● H e m o l y si n i n c u b a t ed w i th p e n i cilli n G

●
一
- - ● H e m o l y si n in c u b a t ed wi th o w t p e n i cilli n G

T a bl e 5 ･ I n fl u e n c e of v a ri o u s c o n c e n tr a ti o n o f p e n i cilli n G u p o n h e m ol yti c a c ti v ity of I C H q

･

C O r e

C O m Pl e x a n d S L S
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M a t e ri al s
C o n c e n tr a ti o n of

p e ni c illi n G i n m ed i a

( U / m l)

H e m ol yti c a cti v ity ( H U / m l)

T i m e of i n c u b a ti o n ( m i n)

0 1 0 2 0 3 0

I C H

0 1
,
40 0 4 4 8 33 6 5 6

1 × 1 0
4

1 ,2 3 5 1 5 0 6 0 3 0

2 × 1 0
4

1
,
12 0 9 0 2 0 1 0

5 × 1 0
4

1
,
0 5 0 1 0 0 0

1 0 × 1 0
4

1 , 0 5 0 0 0 0

I C H- C O r e C O m pl e x

0 2
,
0 0 0 2

,
0 0 0 2 , 1 0 0 2

.
0 2 0

2 × 1 0
4

2 , 0 0 0 2
,
0 0 0 2

,
0 0 0 2

.
1 00

1 0 × 1 0
4

2
,
0 0 0 1 , 9 5 0 1

,
9 0 0 1

,
8 60

S L S

0 1 , 6 0 0 1
,
6 2 0 1

,
5 8 0 1

,
5 50

2 × 1 0
4

1
,
6 0 0 1

,
6 0 0 1

,
5 8 0 1

,
5 50

1 0 ×1 0
4

1
,
6 0 0 1

,
5 5 0 1 , 5 0 0 1

,
5 00

T o e a c h s ol u ti o n o f I C H
･
I C H ･

C O r e C O m pl e x a n d S L S w e r e a d d ed v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n of p e n i cilli n
G ･ T h e mi Ⅹt u r e W a S i n c u b a t e d a t 3 7

｡

C f o r s t a t e d ti m e ･ A ft e r i n c u b a ti o n
,
th e s ol u ti o n w a s t e s t ed f o r

h e m ol yti c a c ti vit y .
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T i m e o f i n c u b a t i o n ( m i n )

F i g . 3 . C h a n g e i n h e m ol yti c a c ti v it y of I C H b y

t r e a t m e n t w it h v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n o f p e ni
･

Ci11i n G

I C H w a s i n c u b a t e d a t 3 7
0

C f o r s t a t e d ti m e w ith

V a ri o u s c o n c e n t r a ti o n o f p e n i ci11i n G , a n d h e m o
-

1 y ti c a c ti v i ty w a s e x p r e s s e d a s p e r c e n t .

●
… - -

● O U / m l o f p e n i cilli n G

G ニ 0 1 ×1 0
4

U / m l o f p e ni cilli n G

●
一 一 - ･ - ● 2 ×1 0 4 u / m l o f p e ni cilIi n G

言r-
ニ ∵一● 5 ×1 0

4

u / m l o f p e ni ci11i n G

ニ = ニ = ㌢
一 一 よ ご!

0

(

巴

h
}

T

A
J

J
U

巾

U

T

■

h
T

O

E
U

ロ

(エC H - C O r e c O m P l e x )

1 0 2 0 3 0

野

2 0
0

C で は 0
0

C 処理 液と 3 7
0

C 処理 液の 中間を示 し, 対照

液の 1/ 4 に 減弱 し
,
処理 温度 に よる 影響が み とめられ

た .

6 . C F E- S の 超遠心 上 清液 に 対 す る ペ ニ シ リ ン G

の 影響

C F E
-

S を さ らに 遠心 (15 ×10 4 g , 6 0 分) して えられ

る上 清液 C F E - S S に つ い て , C F E
- S で 行 っ たと同じ

よう に して ペ ニ シ リ ン G の 影響を検討 した . すな わち

C F EMS S l 容量 に 各種濃度の ペ ニ シ リ ン G 加生食水

1 容量 を加 え て, 3 7
0

C に 2 0 分間静置 し たの ち, それぞ

れ に つ い て溶血 試験 を行 っ た . そ の 成績 は表 7 , 図5 に

示 した如 くで ある . C F E- S をさ ら に 遠心す る こ とで
,

そ の 溶血 力 は若干低下 す るが , 溶血活性 は遠心上清液

に み と め られ
,
C F E- S S の溶血 活性 も 37

0

C 処理 に より

減弱 す る が, そ の 減 弱度 は C F E… S に 比 し て 弱く
,

3 7
O

C 20 分で は C F E - S の 溶血 活性が 1/ 4 に 減弱 したの

に 対 し, C F E
M

S S で は約 2/ 5 で あ っ た .
ま た

,
C F E- S S

に ペ ニ シ リ ン G を 加 え る と, C F E
-

S S の 溶血活性は

C F E - S と異 な っ て ペ ニ シ リ ン G を加 え た だ け (0 分

時) で低下す る こ と はな か っ た .

ペ ニ シ リ ン G を加え

て 37
0

C 処理 す る と, ペ ニ シ リ ン G を加 えずに 処理した

C F E-S S に 比 べ て 減弱度 は強か っ た が ,
こ の 減弱度は

C F E
-

S の 時 と同様 に ペ ニ シ リ ン G の 濃度 と相関し,

= = ご ∵ = J h r L r ､

( S 工J S )

= = =
｣ =

= = ~ ~
-

●

1 0

で1 m e o f l n c u b a t土 o n ( m 土n )

Fi g . 4 . C h a n g e i n h e m ol y ti c a c ti v it y o f S L S a n d I C H
-

C O r e C O m pl e x b y t r e a t m e n t w i th

V a ri o u s c o n c e n t r a ti o n o f p e n i cilli n G

S L S a n d I C H -

C O r e C O m pl e x w e r e 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 ith o r w ith o u t

p e n i cilli n G , a n d h e m ol y ti c a cti v it y w a s e x p r e s s e d a s p e r c e n t .

● - - - - -

● O U / m l o f p e n i cilli n G

● - ･ - ･ - ● 2 ×1 0
4
U / m l o f p e ni cilli n G

き ∵ ● 1 0 ×1 0
4
U / m l o f p e ni ci11i n G

30
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T a b l e 6 . E ff e c t of t e m p e r a t u r e o n i n a c ti v a ti o n of I C H b y p e ni ci11i n G

4 6 7

M a t e ri a l
T e m p e r a t u r e a t th a t th e
m i x t u r e w a s i n c u b a t e d

H e m ol yti c a cti v ity of I C H ( H U / m l)

T i m e of i n c u b a ti o n ( m i n)
0 2 0

M i x t u r e of I C H a n d

p e ni cilli n G

0
0

C 1 , 1 1 4 1 , 01 0

2 0
0

C 1
,
1 0 0 4 61

3 7
0

C 1
,
0 8 0 0

A m i x tu r e of I C H a n d p e ni cilli n G w a s i n c u b a t ed a t v a ri o u s t e m p e r a t u r e f o r 2 0 m i n , a n d h e m ol yti c

a cti v ity w a s t e s t e d .

T a bl e 7 . I n fl u e n c e of p e n i cilli n G u p o n I C H o f C F E ･S S
*

M a t: e ri a l
C o n c e n t r a ti o n o f p e ni cilli n
G i n th e mi x t u r e (U / m l)

H e m ol y ti c a cti v ity o f I C H (H U / m l)

T i m e of i n c u b a ti o n ( mi n)
0 2 0

M i x t u r e o f C F E -S S

0 53 0 2 0 0

1 × 1 0
4

5 2 0 1 3 2

a n d p e ni cilli n G 2 × 1 0
4

5 3 0 8 0

5 × 10
4

5 3 0 2

*
C F E - S S ‥ T h e s u p e r n a t a n t o b t a in e d b y c e n t rif u g a ti o n o f C F E -S a t 1 5 × 1 0 4 g f o r 60 mi n .
I C H of C F E -S S w a s m i x e d wi th v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n o f p e ni cilli n G a n d i n c u b a t e d a t 3 7

｡

C f o r 2 0
m i n ･ A ft e r i n c u b a ti o n

,
h e m o ly ti c a c ti vi ty w a s t e st e d .

0

;
)

h

■

T

A

T

■

0

帽

U

T

}

舎
0
∈

り

E

2 0

T l m e o f 土n c u b a 七l o n ( m 土 n l

Fi g ･ 5 ･ C h a n g e in h e m ol y ti c a c ti vi ty o f I C H o f

C F E- S S b y t r e a t m e n t w it h p e n i cill in G
I C H o f C F E- S S w a s i n c u b a t e d a t 3 7

0

C f o r 2 0

mi n w ith v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n of p e n i cilli n

G a n d h e m ol y ti c a c ti vi ty w a s e x p r e s sd d a s

P e r C e n t C al c ul a t e d b y th e f oll o w i n g f o r m u l a :

H U o f I C H t of C F E- S S
H U o f I C H ｡ O f C F E- S S

× 1 0 0

I C H t : I C H o f C F E
-

S S i n c u b a t e d f o r 2 0 m i n wi th

O r W ith o u t p e n i c illi n G

I C H
｡
: I C H o f C F E- S S i n c u b a t e d f o r O m i n

W ith o u t p e ni cilli n G

-
- ∴ 一

嶋 O U / mi o f p e ni cilli n G

O ‥ 〇 1 × 1 0
4
U / m l o f p e ni cilli n G

● ･
-

｢
- ･ 嶋

● 2 × 1 0
4
U / m l o f p e n i cilli n G

● ∵ ● 5 × 1 0
4
U / m l o f p e n i cilli n G

作用濃度が 1 ×10
4

U / m l で は 37
¢

C 2 0 分で 2/ 5 に , 2 ×

1 0
4

U / m l で は 1/ 4 に ,
5 × 1 0

4
U / m l で は溶血 活性 は完

全に消失した. しか し
,
こ の 減弱度は , C F E- S で はペ

ニ シ リ ン G が 1 × 10 4 U / m l で は 1/ 2 0 に , 2 ×1 0 4 U / m l

で は1/ 5 0 とな る(図 1 参照) の に 比 べ て C F E
-

S S の 減

弱魔の 方が遥か に 弱か っ た .

7 . I C H 合成 系に 対す るペ ニ シ リ ン G の 影響

まず, (C F E- S l 容量 + 4 ×1 0
4
U / m l ペ ニ シ リ ン G

生食水1 容量) と ( C F E- S l 容量 + 生食水 1 容量) の

2 液 を用 意 し, こ れ を37
0

C にイ ン キ ュ ベ
ー

卜 して所定

の時間 (t) に 溶液 を採取 した もの を P C
- t 分間前処理

C F E お よ び C - t 分 間 前処 理 C F E
-

S と し て R N a s e



4 6 8 姫 野

T a bl e 8 . E fE e c t o f R N a s e c o r e o n h e m ol yti c a c ti vi ty of p e n i cill in G -

p r e tr e a t e d C F E
-S

M a t e ri a l s

P r e t r e a t m e n t
H e m ol yti c a c ti vit y of p r e

一

t r e a t e d C F E ･S ( H U / m l)

H e m o l yti c a c ti vit y of p r e r

t r e a t e d C F E - S i n c-u b a t e d
W ith R N
.
a s e c o r e ( H U/ m l)T i m e of i n c u b a ti o n ( m i n)

M i x t u r e o f C F E ･S
田 883 3

,
3 2 8

a n d pe n i ci11i n G

(2 ×1 0 4 U / m l)
1 0 1 1 6 4 1 6

2 0 3 5 1 4 0

M i x tu r e of C F E -S

a n d P S

0 1
, 1 4 2 2･ , 9 4 4

1 0 2 7 6 8 3 0

2 0 1 6 3 4 4 8

C F E ･S 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 wi th o r w i th o u t p e n i cilli n G ･ T h is p r et r e a t ed C F E
-S w a s

m i x ed wi th 2 % R N a s e c o r e s ol uti o n i n r a ti o o f l t o l i n v ol u m e a n d
,
aft e r i n c u b a ti o n a t 3 7

0

C f o r 6 0
mi n th e mi Ⅹt u r e W a S t e St e d f o r h e m ol yti c a c ti vi ty . T h e h e m ol yti c a c ti vit y w a s e x p r e s s e d a s H U / m l
of C F E ･S .

0

(

空

合
T

A
T

}

0

巾

U

T

■
h
T

O

∈
¢

H

T i m e o f p r e i n c u b a t i o n ( m i n)
Fi g ･ 6 ･ C h a n g e s i n h e m o l yti c a c ti v it y e n h a n c e d b y R N a s e c o r e of p e ni cilli n - P r e tr e a t e d I C H
I C H p r ei n c u b at e d a t 3 7

O

C f o r s t a t e d ti m e w ith o r w i th o u t p e ni ci11i n G w a s m i x ed w ith 2 %
R N a s e c o r e s ol u ti o n i n r a ti o o f l t o l i n v ol u m e a n d i n c u b a t e d a t 3 7

0

C f o r 6 0 m i n . T h e n
,

h e m ol y ti c a c ti ui ty w a s t e s t e d a n d e x p r e s s e d 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 rI n ul a :

H U o f P C t

H U o f P C ｡
o r 話語 ×100 ( - - - - 川 ¶ )

O f P C t- C o r e
▲一_
H U o f C t

-

C o r e

面i 血
O r

召 両 C ｡- C o r e
×1 0 0 ( 告 二 = = =

---
-

--
-
一 書)

P C t o r C t : I C H p r ei n c u b a t ed w i th (P C) o r wi th o u t ( C) p e n i cilli n G f o r t mi n u t e s

P C ｡ O r C ｡ : I C H p r ei n c u b a t ed f o r O m i n w ith o r w i th o u t p e ni ci11i n G

P C t- C o r e o r C t
-

C o r e : P C t o r C . i n c u b a t e d w i th R N a s e c o r e

P C ｡- C o r e o r C ｡｣ C o r e : P C ｡ O r C ｡ i n c u b a t e d w ith R N a s e c o r e
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c o r e に よ る溶血力増強試験を行 っ た . す なわ ち, 前処

理 C F E
-

S l 容量 に 2 % R N a s e c o r e 生食水1 容量 を

加えて 37
0

C に 6 0 分間静置後溶血試験 を行い ,
各溶液

の溶血力価 を次の如く と した .

P C- t 分間前処理 C F E の 溶血 力価 : H U- P C t

C
-

t 分間前処理 C F E の 溶血 力価 : H U
-

C t

P C
-

t 分間前処理 C F E-S の R N a s e c o r e

に よる 増強溶血力価 : H U-P C t- C o r e

C
- t 分間前処理 C F E-S の R N a s e c o r e

に よる 増強溶血力価 : H Uq C 卜 C o r e

t : イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン時間 (分)

これ ら の 成績 は表 8 お よ び 図 6 に 示 した 如く で あ

る
.
な お溶血力価 は C F E-S の 稀釈倍数に 換算 して 表

示した . す な わ ち, C F E
q S は 前処理 で ペ ニ シ リ ン G が

存在する と否 と に か か わ らず, そ の 溶血活性 は減弱す

る が
,
C- t 分間前処理 C F E- S で は t = 0 分間に 比 して

10 分間で 1/ 4 に , 2 0 分間で 1/ 7 に 減弱す る の に 対 し,

ペ ニ シ リ ン G を加 え た P CL t 分間前処理 C F E- S で は

10 分間で1/ 8 に , 2 0 分間で 1/ 2 5 と よ り急激 に 減弱 し

た こと は先の 実験と同様 であ っ た .

溶血力増強試験 で , 前処理 C F E
q

S に R N a s e c o r e

を加 えてイ ン キ エ ペ ー

ト する と, 前処 理 時に ペ ニ シ リ

ン G が あ っ て もな く て も溶血 力は増強 した.
これ ら の

個々 の 溶血 力価 は表8 に 示 した如く で あり, 前処理 時

間が長けれ ば長い ほ ど増強溶血力価は減弱し てい た .

ま た
,
P C 前処理 C F E-S と C 前処理 C F E -

S と を比較

すると
,
図6 に 示 し た如 く, P C 前処理 の 方が C 前処理

よ り増強溶血力 は弱か っ た . また , H U
-

C 卜 C o r e/ H U

- C t 比 は , t = 0 分間で 2 .5 8
,
t = 1 0 分間 で 2 .9 6 , t = 2 0

分間で 2 . 72 と ほぼ
一

定 し てお り, 同様 な 関係 は ペ ニ シ

リン G を用 い て行 っ た H Un P C 卜 C o r e/ H U T P C t 比 に

於て も み ら れ
,
t = 0 分間 で 3 .7 7

, t = 1 0 分間で 3 .5 9 ,

t = 2 0 分間で 4 . 0 と ほぼ-｢
一

定の 値 を示 した が , 増強比

はペ ニ シ リ ン G を加 え て 前処理 し た C F E-S の 方に 高

い傾向が み られ た
.

ま た
,
R N a s e c o r e に よ る増強溶血力価間の 比較 に

お い て
,
H U- C t- C o r e/ H U- C o - C o r e 比 で t = 10 分間

で は 1/ 3
,
t = 2 0 分間で は 1/ 7 と増強溶血力価比 は滅 弱

して い るが
,
こ れ は H U- C t/ H U- C o 比 の t = 10 分 間

で 1/4
,
t = 2 0 分間で 1/ 7 と 両者 は図 7 に 示 した 如く よ

く似た減弱傾向を示 し て い た .
こ れ と 同様 な こ と は

,

ペ ニ シ リ ン G を加 え て前処理 した C F E -S に お い て も

みら れ, H t トP C 卜C o r e/ H U -

P C o¶C o r e 比 で , t = 10 分

間で 1/ 8 , t = 2 0 分間で 1/1 6 と 減弱 し てお り , こ れ に 対

する H U - P C t/ H U p

P C o 比 で はt = 1 0 分間 で 1/8 , 2 0

分間で 1/ 2 5 と 両者 は似た減弱傾向図7 を示 して い た
.

8 ･ I C H に 対 す る R N a s e c o r e と ペ ニ シ リ ン G の
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1 0

でエm e o f p
r e l n c u b a t 土o n ( m 土n )

2 0

F i g . 7 . R a t e o f e n h a n c e m e n t of h e m o l yti c a c ti v it y

O f p e n i cilli n p r e t r e a t ed l C H b y R N a s e c o r e

I C H p r ei n c u b a t ed w ith o r wi th o u t p e n i cilli n G

W a S i n c u b a t e d w ith R N a s e c o r e . H e m ol ytic

a c ti v it y o f p r ei n c u b a t e d l C H w a s t e st e d b e f o r e

a n d a ft e r i n c u b a ti o n w ith R N a s e c o r e . E n h a n c e ･

m e n t o f h e m ol y ti c a c ti v it y w a s e x p r e s s e d a s

P e r C e n t C a l c u l a t ed b y th e f o1l o wi n g f o r m u l a .

H U o f P C t- C o r e
___
H U o f C t

- C o r e
∵

O r
H 腑 tH U o f P C t

× 1 00

匹迄2 辺 I C H p r e!
n c u b a t e d wi th o u t p e n i cilli n G

亡二二] I C H p r e l n C u b a t e d w ith p e n i cill in G

作用 に 関す る 実験

4 % R N a s e c o r e B B M 液0 . 5 m l とペ ニ シ リ ン G -

B B M 液( 8 ×10 4 U / mi ) 0 . 5 m l を予 め混和 して お い た

液 に C F E- S l m l を加 えて , 3 7
0

C に 2 0 分間静置 した後

溶血力試験 を行 っ た . な お こ の 他 に , (C F E -

S l m l + 2

% R N a s e c o r e- B B M 液 1 m l)
,
( C F E - S l m l + B B M

液1 m l) お よび ( C F E - S l m l + ペ ニ シ リ ン G 加 B B M

液1 m l) ( ペ ニ シ リ ン G 作用濃度2 ×10 4 U / m l) の 3 液

を用 意 し, 上 記 と同 じよう に 37
0

C 2 0 分間静置 して 溶血

力試験 を行 っ た
.
その 成績 は表9 に 示 した 如く で ある .

す なわ ち
,
ペ ニ シ リ ン G と R N a s e c o r e の 混 合液 に

C F E-S を加 えた直後 で は ( C F E- S + B B M ) の 1
,
6 0 0

H U / m l に 比 べ て 溶 血力 は若干増加 し て い る が
,

3 7
0

C 2 0 分後 で は( C F E- S + B B M ) が おお い に 減弱 して

い るの に 対 し
,
( R N a s e c o r e + ペ ニ シ リ ン G + C F E -

S) で は混合直後の 1 , 8 0 0 H U / m l の 約7 倍と な っ て い

た
. 同時に 行 っ た( C F E- S + R N a s e c o r e) で は

,
2 0 分

後 に は直後 の 2
,
4 0 0 H U / m l の 約5 . 5 倍と上昇 して 観

り, 何れ も R N a s e c o r e に よる増強作用が み と め られ ,

ペ ニ シ リ ン G と R N a $ e C O r e が 同時 に 作用 液 に 存在

す る時に は ペ ニ シ リ ン G は
,
R N a s e c o r e に よ る C F E

- S の 溶血力増強作用 に 何ら の影響 も与 え な い こ と が
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T a bl e 9 . C o m p a r a ti v e e x p e ri m e n t s o n c o m p e titi o n b e t w e e n R N a s e c o r e a n d p e ni cilli n G f o r I C H

M i x t u r e H e m ol yti c a cti v ity

T i m e of i n c u b a ti o n o f m i x t u r e

0 2 0
M e di u m I M e di u m II

1 0 %
.

R N a s e c o r e O .2 m l

P

漆豊島/ m l) 0 ･2 m l

P S O .2 m l

C F E -S l m l 1 , 8 0 0 1 2
,
5 4 9

C F E ･S l .O m l

1 0 % R N a s e c o r e O .2 m l

P S O .8 m l 2
,
4 0 0 1 3 , 1 5 2

C F E ･S l .O m l

P e ni cilli n G O .2 m l

P S O .8 m l 1
,
5 0 0 0

C F E ･S l .O m l P S l .O m l 1 , 6 00 4 0 0

A ft e r M e di u m I a n d Ⅱ h a d b e e n p r e p a r e d u n d e r th e c old , t W O m e d i a w e r e m i x ed a n d i n c u b a te d a t

3 7
0

C f o r 2 0 m i n . T h e n
,
th e h e m o l yti c a c tiv ity of th e m i x t u r e w a s t e s t ed .

T a b l e l O . I n且u e n c e of p e ni cill in e s u p o n h e m ol yti c a c ti vit y o f I C H

P e ni ci11i n e s
T i m e of i n c u b a ti o n H e m ol y ti c a c ti vit y of I C H

( m i n) ( H U / m l)

A m pi cilli n

0 1 , 3 0 0

2 0 1 0

C e ph a ri di n e
0 1 , 2 0 0

2 0 8

C ef o t a x i m n a t ri u m
0 1

,
1 5 0

2 0 7

P e n i cilli n G
0 1

,
0 0 0

2 0 1 0

N o n e
0 1

,
2 16

2 0 1 0 8

P e n i cilli n e s w e r e a d d e d t o I C H i n th e c o n c e n tr a ti o n o f l O m g/ m l a n d i n c u b a t ed a t 3 7
0

C f o r

2 0 m i n . H e rn Ol y ti c a c ti v ity w a s t e st e d b e f o r e a n d a f te r i n c u b a ti o n .

み と め られ た . 因 に C F E- S に ペ ニ シ リ ン G を作 用 さ

せ た 試験液, お よ び こ の ペ ニ シ リ ン G 処 理 をう けた

C F E
-

S に R N a s e c o r e を作用 さ せ た試験液, な らび に

C F E
-

S を あらか じめ R N a s e c o r e で処理 した も の, す

な わ ちI C H -

C O r e C O m Pl e x に ペ
ニ シ リ ン G を作用 さ

せ た試験液の結果 はそ れ ぞれ 表 3 , 表 7 , お よ び表4

に 示 し た 如 く で あ る.
こ れ か ら も み ら れ る 如 く,

R N a s e c o r e が存在 しな けれ ばペ ニ シ リ ン G の影響が

強く み られ ,
R N a s e c o r e が 既 に 或い は同時に 存在す

れ ばペ ニ シ リ ン G の影響 は ほ と ん どみ と め ら れ な い

成績 が得 られ た .

9 . その 他の ペ ニ シ リ ン の 影響 に 関す る 実験

ペ ニ シ リ ン G カ リ ウ ム 以 外の 薬剤と して , ア ン ピシ

リ ン , セ フ ァ ロ リ ジ ン ( セ ボ ラ ン) お よ びセ フ ォ タ キ

シ ナ トリ ウ ム ( セ フ ォ タ ッ ク ス) を用 い てI C E に 対す

る影響に つ い て実験 を行 っ た .
C F E- S l m l に 各薬品

の 20 m g/ m l 含有生食水 1 m l を加 え て 37
0

C 20 分間静

置後溶血試験 を行 っ た 実験の 成績 は表10 に 示 した . な

お ペ ニ シ リ ン G の 作用 濃度 は 2 ×1 0
4
U / m l で あ っ た

が
, 質量に 換算 して 表示 した . その 結果 , ペ ニ シ リン

非 添加 C F E -S の 溶 血 力 は 37
0

C 2 0 分 で 9/ 1 0 0 に 減少

し
,
この 減少度は ペ ニ シ リ ン G の 付加 に よ りさら に顔
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著と な っ たが , ア ン ピ シ リ ン , セ フ ァ
ロ リ ジ ン

,
お よ

びセ フ ォ キ シ ム ナ ト リ ウ ム も ペ ニ シ リ ン G と 同じ よ

う に C F E- S の 溶血力 を減少さ せ, ま た そ の 抑制程度

もペ ニ シ リ ン G と ほ ぼ同程度 で あ っ た .

考 察

抗が ん性 で S LS 産 生能 を有す る溶連菌 S u 株 (S u

菌) をペ ニ シ リ ン G 含有 (2 ･ 7 ×1 0
4
U / m l) B B M に 浮

遊さ せて 3 γC 2 0 分つ い で 4 5
0

C 3 0 分の 加温処理 を行う

と, 処理 菌の抗が ん性 は著 しく高 ま るの に 反し, 菌増

殖性と S LS 産生能が 消失 また は著 し く減弱 す る こ と

が岡本ら
2〉3) に よ っ て 報向さ れ て い る . こ の 中で は温度

処理 の条帆 B B M の組成成分の影 響, な ら び に ペ ニ シ

リ ン G の 濃度に よ る 影響 な ど に つ い て は詳 し く 述 べ

られて い る が ,
ペ ニ シ リ ン G の S L S 産生 に 対す る 抑

制的作用 に つ い て の 説明 は ほと ん どな され て い な い .

S L S 産生に つ い て は, 1 9 3 8 年, 岡 本
4)が リ ボ核酸 に よ

るS L S 増産現象(核 酸効果) を発見 して以来, S L S の

研究は お お い に 進展 し国内国外よ り数多く の成果が発

表
4) - 7)9)
さ れ てい る .

一 九 1 95 6 年 S c h w a b 8) は , 菌体 を

超音波で破壊 した 上 清掛こ溶血性物質が存在 す る こ と

を見出し, こ れ に 菌体内溶血物質(I n t r a c ell u l a r h e m o -

1y si n , I C H ) と名付 けた . しか し , 菌体 を破壊 す る方

法, 条件な どが充分で な か っ た た め, その後何人 か の

研究者に よ り実験
1 5)1 6 )
が 行わ れ たが

,
I C Ii の 溶血 活性

は何れ も弱く, 研究 を遂行す る上 で の 大き な 支障 と な

っ てい たが
, 林

1 0) は菌体を破壊す る の に B r a u n
,

s c ell

h o m o g e n i z e r を利用 す る こ と で 高活性の IC H を得,

これ を用 い てI C H , I C H- C O r e C O m pl e x お よ び S L S

の 比較実験 を行 い , I C Il と S L S の 関係 を明 ら か に す

ると共に IC H の 合成系が あ る こ と を示 唆 した .

本研究 に お い て 菌体 を加温処 理 す る際, 単 に PS S に

浮遊させ て処理 す る と処 理 菌の 静薗法で の S L S 産生

は著しく減弱し
,
B B M に 浮遊 して処 理 す る と S L S 産

生は非処理菌と同等ま た は, よ り強 く なる こ と
,
な ら

び に ペ ニ シ リ ン G を 2 ×10
4
U / m l に P S S , ま た は

B B M に 加 えて処理 す る と S LS 産生が 共に 消失, ま た

は減弱する こ と は 岡本 ら
2)3) の 成績 と 同

一

で あ っ たが ,

これら処理 菌の IC H 溶血活性 に は, 処理 時に お け る ペ

ニ シ リ ン G ( 2 ×1 0 4 U / m l) お よ び浮遊液の 種類 に よ る

影矧まみ られ な か っ た
.
しか し

,
ペ ニ シ リ ン G の 作用

濃度を10 × 1 0 4 U / m l と し
,
P S S 中で 37

0

C 5 0 分処理 す

る と同処理 菌の S L S 産生 が 消失 す る と 共 に I C H も

1/ 2 に 減弱し
, 高濃度 に べ ニ シ リ ン G が作用 す る こ と

でIC H も影響を受 け る こ とが 実証 され た .
この こ と か

らIC壬1 に ペ ニ シ リ ン G を直接作用 す る 実験 を行 っ た

の で あ るが
,
I C H 自体 は温度に 対 して 不安定 で 37

0

C 30

分で容易 に 失活す るが , I C H に ペ ニ シ リ ン G を加 える

こ と で その 失活は よ り急激と な り, ま た , こ の失括 は

ペ ニ シ リ ン G の作用 濃度 と相関 して 濃度 が高 い ほ ど

失済も急激であ っ た .
これ に 対 し, I C H に R N a s e c o r e

を作用 さ せ た IC H -

C O r e C O m pl e x お よ び培養液中 か

ら核酸効果 に よ っ て増産 ･ 分離 した S L S で は , これ ら

に べ ニ シ リ ン G を加え て処理 し ても, また , ペ ニ シ リ

ン G の作 用 濃度 を高く して も 共 に 自然失活以上の失

括 は み と め ら れ な か っ た .
こ の こ と はI C H とI C H

-

C O r e C O m pl e x な ら び に S L S と は化学的に異な る こ と

を意味す る も の で あ ろう .

I C Il に ペ ニ シ リ ン G を加え て温度処理 す る際, ペ ニ

シ リ ン G を加え た直後 に I C H の 活性 が低下 した の は

ペ ニ シ リ ン G の親和性 の強 い こ と を 示 す も の と考 え

らj･L る . しか し, I C H
-

C O r e C O m pl e x に
ペ ニ シ リ ン G

を作用 させ て も ,
そ の抑制作用 が み と めら れ ぬ こ と,

なら び に ( ペ ニ シ リ ン G + R N a s e c o r e) の混液 に I C H

を加え て もI C H 溶血活性 の減弱, 低下が み られ ず, 却

っ て溶血活性が増大す る こ と が観察され た が, これ は

ペ ニ シ リ ン G と R N a s e c o r e のI C H に 対する親和性

が R N a s e c o r e の方が よ り 大で あ るた めと, I C H +

R N a s e c o r e → I C H -

C O r e C O m pl e x の反応が さ ら に

促進 した た め と考 えら れ た .

近年
,
ペ ニ シ リ ン感受性菌に は pl a s m i c m e m b r a n e

な どに ペ ニ シ リ ン結合タ ン パ ク
1 7)

～ 1 9)
p e n i cilli n b i n d

･

in g p r o t ei n が 存 し, ペ ニ シ リ ン G は こ れ と結合す る

こ とが 報告さ れ て い る . ま た
,
C al a n d a r

2 0) 2 1】
は , I C H

は 原 形質 よ り も pl a s m i c m e m b r a n e ま た は p e ri
･

pl a s m i c m e rn b r a n e に 存在 す ると報告 して い る .
これ

らの こ と か ら C F E- S をさ ら に 遠心 ( 15 ×1 0
4

g , 6 0 分

間) して 各 m e m b r a n e を除 い た上清液 ( C F E -

S S ) に

つ い て 実験 を行い ,
そ の結果, I C H は上 清液 に ある こ

と を実証 し
,
こ の C F E

-

S S に 対 しペ ニ シ リ ン G が 依

然と し て抑制的 に作 用す る こ と を実証 した.
こ の こ と

か ら , ペ ニ シ リ ン G は p e n i cili n b i n d i n g p r o t ei n と は

ま た異 っ た作用 点をI C H に 持つ と考 えら れ, ペ ニ シ リ

ン G の 新 たな 生物活性 を見出し たも の と言え よう . し

か し , C F E
-

S S に 各種濃度の ペ ニ シ リ ン G を加 え ると

濃度の 高低 に か か わ ら ず, 0 分時の 溶血 活性は全て同

一

であ り
,
こ れ に 対 し, C F E -

S で はペ ニ シ リ ン G が 高

濃度 の 場合 ほ どペ ニ シ リ ン G を加 え るだ け で 溶 血 活

性 の 低下が起 こ る こ と は, 何 らか の意味でIC H が 関係

し て い る と 考え られ る .

菌体内に はI C H の ほか にI C H の合成系が存在す る

こ と は己 に林
1 0) に よ っ て 示唆 され てお り, I C H と IC H

合成系の 温度 に よ る安定性 の違 い も報告 さ れ て い る

が , 今 回の 実験 に お い て は ペ ニ シ リ ン G 処 理 に よ る
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C F E
-

S の 溶血力減弱は H U- P C t/ H U - P C o か ら , t
=

1 0 分で 1/ 8 , t = 20 分で 1/ 2 5 で あ り ,
一

方ペ ニ シ リ ン

G 処理 C F E -

S の R N a s e c o r e に よ る増強溶血力価に

お い て は H U
-

P C t
-

C o r e / H U - P C o
-

C o r e か ら t
= 1 0

分 で 1/8 , t = 2 0 分で 1/1 6 と な っ て お り, 両者は似た 値

を示 して い る . こ の こ と は ペ ニ シ リ ン G を加 え ずに 温

度処 理 し た C F E -

S の H U
- C t/ H U - C o と H U

-

C t
-

C o r e/ H U - C o q C o r e の 間 に 於 て も 同様 な関係が み ら

れ る . こ の こ と と
,
H U

-

C 卜C o r e/ H U
-

C t お よび H U
-

P C t
-

C o r e/ H U ･P C t の 値が 常 に 一 定 で あ る こ と と を考

えれ ば, I C H とI C H 合成系 と は異 な っ た も の と して

も極め て類似 して い ると考 え られ る .

I C H に 対す る抑制的作用 は ペ ニ シ リ ン G の ほか, そ

の 抑制度 の遠い は ある に して も, ア ン ビシ リ ン , セ フ

ァ ロ リ ジン
,
お よ びセ フ ォ タ キ シ ム ナ トリ ウ ム に も み

と め られ る こ とは
, 化学構造 と相関性がある と考 えら

れ るが ,
これ に つ い て はさ らに 多く の ペ ニ シ リ ン , お

よ びその他 の抗生物質 に つ い て検討 する 必要が あ ると

考 え られ る .

結 論

抗が ん性で S L S 産生溶連薗 S u 株 (S u 薗) を ペ ニ シ

リ ン G 加生食水に浮遊さ せ て加温処理 を行 う と S u 薗

の S L S 産 生が 消失 す る こ と か ら, ペ ニ シ リ ン G の

S L S 産生な らび に S u 菌の 溶血毒素 に 対す る 影響 に つ

い て実験 を行い , 次 の 如き 結果 を得た .

1 . ペ ニ シ リ ン G (作用濃度 2 ×10
4
U / m l) を生食水

に 加 え S u 菌 を処理 す る と, 同菌の S L S 産生は完全 に

抑制さ れ たが , 同処理 菌の 菌体内溶血毒素(IC H ) 活性

は影響 を受 けな か っ た . し か し
,
ペ ニ シ リ ン G の 作用

浪度 を 10 ×10
4
U / m l とす る と IC H の 溶血活性 は減弱

した
.

2 . I C H に 直接ペ ニ シ リ ン G を作用 さ せ る とI CIi

の活性 は急速 に 減弱し, こ の 減弱は ペ ニ シ リ ン G の 作

用 濃度が高 い ほ ど強か っ た .

3 . I C H に R N A の リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ抵抗性画分

( R N a s e c o r e) を作用 させ た IC H - C O r e C O m pl e x

お よび, S L S の溶血活性 は ペ ニ シ リ ン G に よ っ て 影響

さ れな か っ た .

4 .
ペ ニ シ リ ン G で 前 処理 した C F E- S を R N a s e

C O r e とイ ン キ エ ペ
ー

卜す ると溶血力は増強 した が, 非

処理 C F E -

S の と比 較 して溶血力価 は弱 く, I C H 合成

系も ペ ニ シ リ ン の 影響 を受 ける こ と が認 めら れ た .

5 .
ペ ニ シ リ ン G 以 外 の ペ ニ シ リ ン に お い て も, 溶

血活性 に対 して抑制的作用が み と め られ た .

稿を終 る に臨 み , 終始御 懇篤 な御指導 と御校 閲 を賜 わり

野

まし た恩 師正印連教授 に 衷心より深甚 な謝 意を表 しま す
.
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A ft er I C H w a s a d d e d t o a m i x t u r e o f c o r e a n d p e ni c nli n
G a n d i n c u b at e d , t h e h e m o l y ti c a cti vit y

w a s e n h a n c e d a s m u c h a s t h e a cti v it y o f I C H w a s e n h an
C e d b y i n c u b at i o n w it h c o r e i n t h e

a b s e n c e o f p e n i cilli n G . T h e s e r e s u lt s s u g g e s t t h a t p e n i cilli n G i n a c ti v a t e s I C H b u t d o e s n ot d o

e x t r a c ell ul a r h e m o l y si n S L S a n d I C H
-

C O r e C O m P l e x , a n d t h at I C H is c h e m i c al 1 y d i
f f e r e n t f r o m

S L S a n d I C H
-

C O r e C O m P l e x .


