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S㌧repもolysin－Sのカリウム塩溶液中における

　　　　　耐熱現象についての知見補遺
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　　　　西　　部　　行　　雄
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　さきにBernheimer　1）はKC1或いはKH2PO4の水

溶液中でStreptolysin－Sが50。C，30！の処置にも耐

え得る事を観察し，：K＋にばStreptolysin－Sの熱非

働化を防禦する効果があると報告したが，この研究

は，最近当教室の正印等2・3，4）によって開発された

Ag＋のStreptolysin－Sに対する特異的完全耐熱化効

果に関する知見と共来1に，Streptolysin－Sの精製分離

の改善，並びに本質追求への利用性に関連せしめて甚

だ重視すべきものであるに拘らず，未だBernheimer

の研究に対する追証が齎らされるに至っていないとい

った現状である．そこで私はBernheimerの報告内容

を検討した結果，同氏による考査範囲では未だ以って

K＋によるStreptolysin－Sの耐熱現象の普遍嘘を肯定

するには尚甚だ不充分であるとの見解に到達したの

で，ここに改めてこの問題に対し諸他の方面から考査

し，其の知見の拡大深化を計るに至った訳である．以

下其の成績を報告する．

　1．1－N－F－Streptolysin－S面出における実験

　本項の実験に使用した精製Streptolysin－S（以下

St－Sとも略記す）標品は何れも溶連菌（S一株）の1

％酵母核酸加ブイヨン30時間培養液より正印2）の記

載に準じて分離した1－N－F－Fractions（溶血限界濃度

が，1：6，400，000並びに1：12，800，000の二標品）

である．

　処で1－N－F－Streptolysin－S　Fractjonには

　a）活性St－Sの外に非活性化されたSt－S，酵母核

酸（其の他ポリペプチード或いは蛋白性物質の微量）

が混在6・7）している事，及び

　b）SトSの化学的本質の問題は尚未解決で，これに

は核酸説8》，蛋白説9），核蛋白体説9・10）などがあり，

しかもその何れにも否定し難い6）ものがあること，

は已に度々論述されているのであるが，今回研究の目

的に関連して，ここに1－N－F－St－S　Ffactionは其の

分離過程から観じて，少くともここに混在する酵母核

酸（St－SがPolynucleotide性であるとする時は本毒

素も亦）はSodium　libonucleateの状態にあるとい

う事を特に註記して置く必要があろう．

1）St－Sの各種塩類溶液中における37。C下での

　噛癖化状況の追跡

　先ず：K＋の存在において果してSt－Sの熱非働化に

対する防禦的効果を期待し得るであろうかについて考

査した．

　実　験　方　法

　a）精製SレS：
　1－N－F－St－S　Fraction　〔溶血限界濃度（M．H．C．）＝

1＝6Mill．〕

　b）塩類溶液＝

　0．85％NaC1水溶液，1．5％KNO3水溶液，2．2％

K：H2PO4水溶液（K2HPO4でpH　7．0としたもの），

及び燐酸緩衝一リンゲル液〔M／15KH：2PO4－M／15

Na2HPO4緩衝液（pH　7・2）の1容量に対しNaC1

0．85％，CaC120．02％，　KC10．02％，　NaHCO30．01

％組成のリンゲル液4容量を加えたもの〕め4つの塩

類（等張＊2）溶液を調製．

　c）St－S原液：

　各塩類の等張溶液を以って1一：N－F－St－Sの千倍（1：

1，000）稀釈液10ml宛を調製す．別にSt－Sを1孟

工，000濃度に蒸溜水に溶解したもの10m1を用意す．

　判血清にはStreptolysin－Sの熱非働化を防禦する性能があるとは宝達5）の報告する処であるが，血清の存在

はStreptolysin－Sの分離精製での著しい障害となるので，今回の研究における趣旨に合せない訳である．

　＊2供試塩類の等張濃度は，その氷点降下度よりの計算値11），或いは先人12・13）の生理的実験の結果を参考とし

たものである．
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　d）実験術式：

　以上5つのSt－S原液を同時に37。Cの艀卵血中に

納め，夫4から逐時的に（直後，30分，1時間，2時

聞，4時間，8時間，24時間後）0．5m1宛を分取して

溶血力試験に附す．

　e）溶血力試験：

　先ず型の如く0．85％食塩水を以って1％家兎赤血

球（4回食：塩水で洗熊）浮游液を調製用意す．

　分取した各面霊液については，其の0．85％食塩水

による倍下稀釈液（各管の内容は1m1）を調製し，こ

れに1％赤血球浮游液1m1宛を加え，よく振ってか

ら37。Cの艀卵器中に2時間納めた後，更に22時間氷

室中に静置せしあてから，溶血の強弱・有無如何を判

読記入す．

　因に以下特別に註記しない限り，単に溶血力試験に

附すとあるは1％家兎赤血球浮游液の調製はもとより

被悪液の倍下稀釈も0。85％食塩水を以ってするとい

った具合に凡て0．85％NaClをメジウムとする方式

によった事を意味す．

　実　験　成　績

　表1はその成績を示したものである．

即ち前表では先ず

　a）St－Sの0．85％食塩水溶液を”37。qに静置せし

めた実験列1では原液を調製した直後では1・640万

迄溶血が起っているが，30分後に至ると已に溶血力に

おいて％程度（MH．C．一1：320万）の低下力iあり，以

後時間の経過と共に溶血力の低下度が益々著しくなっ

て，1時間後には砥（M．H．C．一1d60万），　2時間後

には旅～16（MH．C＝1＝40、80万），4時間以後では

1＝20万液で殆んど溶血が起っていない，これに対し

　b）St－Sの1．5％KNO3水溶液を37。Cに静置せ

しめた実験列皿では30分後では全く溶血力（M．H．C．一

1：640万）に減弱がなく，1時間後（M．H・C．＝1：320

～640万）に至って漸く溶血力に低下の兆が現われ，

前記0・85％：NaC1における実験で已に1：20万が殆

んど無効となった4時間後でも，尚M．：H．C．一1：160

万の溶血力を保持しており，以後たとひ時間の経過と

共に溶血力の低下が進むとはいえ24時間後でもM．H．

C．・＝1・40万の力価が保たれているゴ

　c）St－Sの2・2％KH2PO4水溶液についての実験

列皿では，時間の経過に伴う溶血力低下の関係は前記

b）のKNO3水溶液におけるそれと大体軌を一つに

しているが，a）のNaC1水溶液中におけるとは格段

の差がある，しかも

　d）St－Sの蒸溜水溶液についての成績は食塩水溶

液におけるそれと同様である．

という具合にKNO3並びにK：H2PO4の水溶液中では

St－Sの37。C下における非働化の進行が，　NaC1水

溶液或いは単なる蒸溜水中におけるよりも遙に緩慢で

ある事に注目すべきである．しかして燐酸緩衝一リン

ゲル液についての実験列IVではSt－Sの37。C下にお

ける非働化経過はKH2PO4に類似しているが，本紀

ジウムの組成が：KH2PO4，：Na2HPO4，　NaCl，　CaCI2，

KC1，　NaHCO3よりなっているのであるから，熱愛七

化緩慢の原因が何れに存するかは判断に苦しむのであ

るが，上述の成績に鑑みて少くともKH2PO4及び

KCIの存することの意義は否定し得ない処であろう，

尚別にSt－S　1：100，000液を原液として行った実験

でも，其の成績はSt－S　1：i，000液を原液とした場

合と大体同様であった．

2）各種のNaもri胚m一，　K：alium一並びに

　　M：agnesinm一塩類における実験

　1）の実験では専ら：KNO3，：KH2PO4及びNaClの

3塩類についてのみ，それらのSt－Sの37。C下非働

化に及ぼす影響が考査されたのであるが，然らばSt－S

の熱非働化に対する防禦的効果は果してKalium塩

に通有のものであろうか．本実験はこの間の消息を知

るべく行ったものである．

　実　験　方　法

a）精1製St－S　：

　1－N－F－St－S　Fraction〔M．H．C．≒3，200，000〕を使用

　す．

b）供試塩類：

　i）ナトリウム塩：NaC1，　NaBr，　NaNO3，　Na2SO4，

　　Na2S203．

　ii）カリウム塩：KC1，　KBr，　KNO2，　KNO3，　K2so4，

　　KJ，　KSCN，　KH2PO4．

　iii）マグネシウム塩＝MgCI2，　MgSo4．

　これら各塩類についてはその等張水溶液を調製す．

c）St－S原液：

　供試塩類の等張水溶液を以って1－N－F…St－Sの1：

　100，000液を10m1調製す．

d）実験術式・

　前記　1）実験の成績で明かな様に，塩類のSt－S

　に対する耐熱効果の有無如何は37。C下で4時間静

　心したものについての溶血力試験で判別し得られる

　事に鑑み，本実験は専らこの条件下で考査を進める

　こととした．即ち被検St－S原液10mlから5m1

　を分取し，これを直ちに氷水中に静置せしめると共

　に，残りの5mlを37。Cの浴槽申に浸す．かくて

　4時間後にこの両者について同時に溶血力試験を行



298 西 部

　つた．

　実験成績
　表皿はナトリウム塩5種，カリウム塩8種及びマグ

ネシウム塩2種の夫々について，St－Sの熱烈暗面に

対する影響関係を37。C，4時闘の条件下で考査して

得た成績を総括展示したものである．

　即ちナトリウム塩類における実験にあっては陰イ

オンの方がCl一たるとBr，　NO3一，　SOベー或いは

S203｝たるとを不問，何れも37。C，4時間の静置で

St－Sのし200，000液が已に溶血作用を呈しなくなっ

ており，同様の成績は亦MgC12並びにMgSO4を以

っての実験でも得られているに対し，Kalium塩類に

おける実験では大いに趣の異る処があって，KC1，

KBf，　K：NO2，　K：：NO3，：K2SO4，　KJ，　KSCN，　KH2PO4の

何れの水溶液中でもSレS溶血力における減弱度が低

く，37。C下4時間静置後も尚M．H．C．コi・80・》160万

の力価を保持していることを見る．

　即ち本実験では少くとも

1）St－Sに対する耐熱化効果はK：alium塩類に通有性

　のものであって，：Na一塩，　Mg一塩＊は無効性である

　事，従って

2）：Kalium塩の存在下でSt－Sが熱非働化に対し抗

　し得る事にはK：＋の方に重要な意義があり，陰イオ

　ンの方は無関係性である事

の証明がもたらされているといえよう．そしてこの事

は亦，彼の血清がSt－Sの熱非働化に対し防禦効果5）

を呈することについて，血清中に存在するK＋の影響

性の無視し得ないことを推想せしめるものである．

　因に，虚血の実験ではSt－S原液を調製した塩類が

NaC置たるとKNO3たるとの如何を不問，凡て0．85

％NaC1をメジウムとしての溶血力試験が行われたの

であるが，この場合溶血力試験のメジウムとして等張

Kalium塩溶液を用いてもその溶血成績は，等張食塩

水をメジウムとした場合に対比して，殆んど差異する

処がない事は表山提示の如くである．そして面これら

一連の実験は何れも

　（A）St－S標品の被検無機塩溶液における37QC，

4時間の処置→

　（B）Na＋又はK＋含有の等張メジウム中37。C，

2時間incubationの条件での溶血試験→

　（C）溶血成績の判読

なる三過程を経て行われている事に留意するならば，

その間のKalium塩類におけるSt－Sの耐熱化成績

は専ら（A）過程で起つた：K＋の対St－S作用の反

映であると解し得よう．

3）St－Sの耐熱現象におけるK＋の濃度的関係

　以上K＋によるSt－Sの耐熱現象についての実験で

は何れも被検塩類の等張液を以ってSt－Sの原液が調

製されたのであるが，この度はKC1を選んで，その

SレS原液における濃度関係からの考査が行われた．

　即ち表IVはその成績を示したものであるが，ここに

St－S原液におけるKC1の濃度が0．1％，0．5％，1．1

％（等張），或いは5％の何れの場合にあっても37。C，

4時間の処置に対する耐熱成績は同一であってその

間に差異するところが無いに対し，：KC1を含まない

St－S原液（即ちSt－S水溶液）にあっては37。C，4

時間の処置で高度に溶血力低下が起っているという

所見は，少くともSt－Sの耐熱化にはK＋の存在が必

要である．然したとひK＋の濃度を大ならしめたとし

ても，これに対応して耐熱化効果の増大を期待し得な

い事を教示しているものといえよう．

4）K＋存在下St－Sの耐熱現象の温度的関係

　BernheimerはK＋によるSt・Sの耐熱実験で，専

ら温度条件を50。Cと定め，この温度で30！，60！及

びi20！で処置することによる溶血力の変化状況を試

験するという方法を採用しているが，K＋によるSt－S

の耐熱現象は温度的には如何なる程度迄これを証し得

るであろうか．この問題に対して吟味を加えた．

　実　験　方　法

　1－N－F－St－S　Fractionカ〉ら

　a）1．1％KGIを以って1：50，000　St－S溶液20ml

及び

　b）蒸溜水を以って1；50，000St－S溶液20m1

の二つを調製し，夫々を原液として0。Cに保存す．

次いで各原液から2ml宛を分取したものについて夫

々20。C，30！；37。C，30！；600C，30ノ及び100。C，

30！の処置を施した二列を用意す．かくて両列につい

て一斉に溶血力試験を行う．

　実　験成績
　即ち表Vはその成績を示したものであるが，これに

よってK：＋のSt－Sに対する耐熱化能は高々60。C，30

分迄を限度とし，100。Cの加熱に対しては到底抗し得

べくもないものである事を知る．

IL　Na＋を兜町に除去したSt－S標品における実験

1－N－F－St－S　Fractionには，　St－S以外に尚多量の

　崇Bemheimer　1）はPotassium　ionに比しては微弱であるがAmmonium，　Magnesium，及びBafium　ions
にもSt－S熱非働化防禦の効があると述べているが．
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RNA－Naが混在していることは已述の如くである．

従って1－N－F－St－S標品を使用して行われた前項の諸

実験では，その何れにあっても，たとひ微量であると

はいえ原液にはR：NA－Na（St－Sの本質が核酸性であ

るとすれば本毒素にあっても亦同様）に由来する：Na＋

が混在するものについてSt－SのK＋存在下に．おける

耐熱性が考査されたといううらみがある訳である．こ

の事に鑑みて本項ではNa＋’を完全に除去したSt　S標

品（Na＋一free　St－S標品）についてそのK＋のみの存

在下における耐熱性如何が考査された．

　実　験　方　法

1）INa＋一free　St－S標晶の調製：

　1－N－F－St－S　Fraction　（M．H．G－1：640～1，200万）

　300mgを蒸溜水30m1に溶解，氷冷下に8％HCI

　10滴を加え，生起した白色沈澱を直に冷却遠心に附

　す．次いで沈澱に対し1回30ml宛の氷冷アルコー

　ルを以ってする洗瀞操作を3回施した後，エーテル

　処置を一回行って真空乾燥に附す．

　収量280mg．白色無晶形粉末，水に不溶，アルヵ

　リ可溶，Cl一反応陰性，　M温．C．＝1：640万

　　　　　　　　Table　VIa

Preparation　of　Na－free　streptolysin－S　sample

300mg　of　a　purified　streptolysin－S　sample

（1一：N－F－Fraction；M．　H．　C．＝1：6～12　Mi1L）

was　dissolved　in　30ml　of　cold　distilled　water

　　　　passed．　through

Filter　paper

　　　　十10drops　of　8％HC1

　　豊
Centrifuged（at　O。C）

　　　1

Supernatant

（discarded）

　　墓
Precipitate

　　　washed　with　30ml　of
　　　cold　alcohol　three　times，

　　　and　then，　after　treating

　　　with　ether，　dried　in

　　　vaCUO
　　豊

White　amorphous　powder

（M．H．　C．二1：6Mi11；

gave　negative　test　for　C1一）

2）St－S原液の調製：

　Na＋一free　St－S標品5mg「を山前し，これに0．01

　％K：2CO35滴を加え乍ら供試Kalium塩の等張液

　5mlに溶解せしめ，この溶液から更に同一K：alium

　塩の等張液を以ってNa＋一free　St－Sの1：100，000

液を調製す．

　Kalium：塩として．はKNO3，　K：2SO4，　KC1，　KSCN，

　KBr及びKJの6種を供用す。

　別に同様な方法によってNa＋一free　St－S標品を

　0．01％Na2CO3（5滴）と0．85％NaClを以って

　溶解した1＝100，000液を調製す．

3）耐熱性試験の術式＝

　1項の2）に準ず．

　実験成績
　表V［bの成績と工項の2）における1－N－F－St－S標

記を使用した実験成績とを対比照合すると，両者はそ

の耐熱成績において軌を一つにしている処がある事が

看取されよう．そしてここにはじめてKalium塩溶

液中でSt－Sが或る程度の耐熱性を示す現象は溶媒中

に単にSt－SとK＋が共在していることだけで起り，

他のカチオンを全然必要としないものであると断じ得

る事となった訳である．

　Bernheimerはその論著においてK＋によるSt－S

の安定化現象はSt－Sを取り扱う場合，或いは本毒素

の分離精製実験に際し利用し得るだろうと述べている

が，この見解は私の今回の実験成績に徴しても理論的

には先ず支持されてよい訳である，

　然らばK：＋一効果の利用面についての具体的なもの

は如何という事になるが，これには差当り

1）St－Sを蒸溜水又は食塩水に溶解する代りにKCI溶

　液に溶解する方が長期保存上有利であろう事，

2）St－Sの分離精製実験ではその酸沈澱物に対する溶

　解過程で：Na2CO3よりもK2CO3を選んだ方が合理

　的であろう事

などが考えられよう．

　処で，今St－Sの本質がPolyribonucleotide性で

あるという見解6・8）に立って，今回実験の各成績を

綜合考察すると，カリウム溶液中でSt－Sが熱心働化

に対し泊る程度の安定性を示す現象の発現には

1）St£は核酸の燐酸部分における塩形成（Na一或い

　はK一塩）は無関係であろう，然し

2）St－SがK＋含有メジウム中に溶存するというSt－S

　－K＋系においては，K＋がS卜S分子における有

　機的構成部（Base，　Ribose）に対し影響（化学的交

　換反応，或いはChelate結合化成によるか）して

　本毒素をして何らか特異な状態をとらしめる事に関

　歯しているだろう

ことが血目されるのであって，これは彼の酵素反応過

程において無機カチオン　（Mg＋＋，　Ca＋＋，　Mn＋＋，
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Co＋＋，　Zn＋＋，　K：＋等）が重要なる意義を有する事に

考え合わせて14），特に註記に値する処であろうか．

III．　Ag－Streptol　ysin－S－Complexの耐熱1性

　　に及ぼすK＋の影響についての検討

　Ag＋のSt－Sに対する耐熱効果は100。C，数時間

の処置にも耐え得る程顕著である事は已に正印2），山

本3），有沢4）等によって実証報告せられた処である．

そして前項1及び1［のSt－Sにおける実験成績に鑑み

ても，ここに当然Ag－St－S℃omplexについてはそ

の耐熱性がK＋の存在下で如何なる影響を蒙るかの問

題が提起して来た訳である．

　即ち表粗は1－N－F－St－S　Fraction〔M．H．C．＝1：12，・

800，000〕から正印記載2）の方法によって調製した

Ag－St－S－Complex〔M．H．C．＝1：12，800，000〕標晶を

使用して，こめ問題に対し吟味を加えた成績である．

今本表における

a）St－Sは1・1％K：CI中100。C，30！の処置で溶血

　力を消失している．

b）Ag－Stお一Complexにあっては蒸溜水中100。C，30！

　の処置でも殆んど溶血力に減弱が招来されていな

　い．

c）Ag－St－S－Complexは1．1％KC1中　100。C，30！

　の処置で其の溶血力に軽度ながら（％程度）減弱が

　起っている

という所見に注目するならば，少くともK＋はAg－

St－S－Complexの耐熱性に対し却って減弱的に影響す

る処があると断じ得るであろう．勿論その原因につい

ては加熱によって，KCIにおけるC1一とAg－St－S－

ComplexにおけるAgとの間に交換反応が或る程度

起ってSt－Sが游離して来る事によると解すべきであ

ろう．

綜括並びに結論

1．1－N－F－Streptolysin－S標品における実験で

a）KNO3溶液，　KH2PO4溶液及び燐酸緩衝一リンゲ

　ル液中ではSt－Sの37。C下における非働化の進行

　は，NaCl溶液並びに蒸溜水中に．おけるよりも遙か

　に緩慢である事．

b）KC1，　KBr，　KNO？，　K：NO3，　K2SO4，KIJ，　KSCN及び

　KH2PO4等のK：alium塩類は何れもSt－Sに対し

　耐熱化効果を示すに対し，NaC1，　NaBr，　Na：NO3，

　Na2SO4及びNaゴS203等の：Natfium塩類，並びに

　MgC12及びMgSO4は全く無効性である事．

c）：Kalium塩のSt－Sに対する耐熱化能は高々60。C，

　30ノ迄を限度とし，100。Cの加熱に対しては到底建

部

　し食べくもない事．

d）St－S・の耐熱化には：Kalium塩：の存在が必要であ

　る，然したとひ：Kalium塩の濃度（0．1％→5％）を

　大ならしめたとしても，これに相応して耐熱化効果

　の増大を期待し得ない事

が実証された．

皿・：Na＋を完全に除去したSt－S標晶における実験

　1－N－F－St－S二品には相当量のRNA一塩が混在し

ている処から，この1－N－F－St－S標品に対しHC1処

理法を施して：Na＋を含まないSt－S下品がi凋製され

た．そしてこれが純粋なる：Kalium塩：類（KC1，　KBr，

K：NO3，　K：2SO4，：KJ，　KISCN）中での耐熱性如何が吟味

せられ，その結果としてKalium塩溶液中でStLSが

由る程度の耐熱性を示す現象は溶媒中に単に．StrSと

K＋が共存していることだけで起り，他のカチオンを

全然必要としないものである事が明らかとなった．

　斯くて今回実験の成果として，ここ．にSt－Sに対す

る耐熱化効果はKalium塩類に通有性のものであり，

従ってKalium塩の存在下でSt－Sが熱演働化に対

し或程度抗し得る事にはK＋の方が重要であり，陰イ

オンの方は無関係性である事が明示され，更にこの

K＋一効果の包蔵する意義として

a）この効果は，たとひ軽度であるとはいえ，St－Sの

　分離精製法の改善に役立つだろう事，及び

b）St－SがPolyribonucleotide性であるという見解

　に立つ時，K＋存在下におけるS卜Sの耐熱現象の

　発現にはSトS核酸の燐酸部における塩形成は無関

　係で，むしろSt－S分子の有機的構成部（Base，

　Ribose）に対するK＋の影響性が関与しているだろ

　う事

の二つが推定されて来た訳である．

　皿．Ag－St－S－Complexの耐熱性σ00。C，30分）に

及ぼすKトの影響についての吟味で，K：alium塩の存

在下ではAg－St－S－Comlexはその耐熱性において幾

分減殺的影響を蒙るという結果が得られた．

二三するに当り正印　達博士の御教導を感謝します．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　It　was　reported　by　Bernheimer　in　1950　that　K＋ions　have　a　property　to　prevent　strepto－

lysin－S　from　thermal　inactivation　carried　out　at　50。C．　However，　potassium　salts　employed

in　his　work　were　con丘ned　to　KCI　and　KH2PO4．

　　The　purpose　of　this　paper　is　to　re－investigate　and　extend　the　Bernheimer’s丘nding．

　　The　principals　of　the　present　work　are　as　follows：

　　1）In　the　experiments，　in　which　the　solution　of　streptolysin－S（puri費ed　streptolysin－S

samples　having　M．H．C．　of　1：6～10　Mi11．）in　potassium　salt　to　be　tested　was　placed　at　37。C，

and　then　examined　by　following　the　hemolytic　activity　at　various　intervals　of　time，　it　was

found　that　KCI，　KBr，　KNO2，　KNO3，　K2SO4，　KJ，：KSCN　and　KH2PO4，　were　all　effective　in

protecting　streptolysin－S　from　thermal　inactivation，　whereas　NaCl，　NaBr，　NaNO3，　Na2SO4，

Na2S203，　MgCI2　and　MgSO4，　all　failed　to　prevent　thermal　inactivation．

　　2）　The　thermo－stabilizing　effect　of　K＋could　not　be　expected　in　the　experiment，　in　which

theもolution　of　streptolysin－S　in　potassium　salt　was　placed　at　te事nperature　higher　than　600C

for　30　minutes．

　　3）In　the　experiment，　in　which　the　solution　of　Ag－streptolysin－S－complex（M．　B：．C．＝

1110MilL）in　KCI　was　heated　at　100。C　for　30　minutes，　there　was　apPreceiable　loss　Qf　the

hemolytic　acitivity，　while　the　aqueous　solution　of　Ag－streptolysin－S－complex　maintained　its

activity　after　heating　at　100。C　for　30　minutes．

　　4）　Some　discussions　were　held　on　the　possible　mechanism　of　the　thermal　stal）ilization

effect　of　K＋on　streptolysin－S．

’
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Hemolysis test : In testing hemolytic activity, O,85% NaCl solution was used as the medium,

  unless otherwise stated; i.e., lml of 1% washed rabbit's red cell suspension

  (in O.85% NaCl) was added to each of lml of the graduated solutions of St'S

  to be examined. The tubes were placed in an incubator at 370C for 2 hours･

  Reading taken after standing overnight in an ice box.

  Ilff== Complete hemolysis; ･H+, -, +, ±== partial hemolysis; -= no hemolysis･

.
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                              Table ll
Effect of Na+, K+ and Mg" on stability of streptolysin-S at 370C

Preparati'on of original St-S solution :

  a) 10mg orC a purified St-S sample was dissolved in 10ml of isotonic solution of

    salt to be examined, the concentration of the St-S sample was thus 1: 1,OOO.

 b) To O.lml of the 1: 1,OOO St-S solution was added 9.9ml of isotonic solution

    of the same salt, thus giving 1: 100,OOO St-S solution.

Kind of salts used
for preparing the
original St-S solution
    (in per cent)

NaCl (O,85%)

NaBr (2.0%)
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KCI (1.1%)
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KH2POg (2.2%)
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X CI : 200,OOO) indicates no hemolysis even in a concentration of St--S 1 : 200,OOO

                       Table III
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Experiment on thermo-stability

  Table IV

of streptolysin-S at various KCI concentrations

Per cen

KCI in

1OO,OOO

solution

of

1:

st--s

  o%
(Control)

O.1%

O.5%

1.1%

5%

'f

Hemolysis

      test

The
solution

was placed

for 4 hours at xx
 ooc

370C

 ooc

370C

 ooc

370C

 ooc

370C

 ooc

370C

Dilution of St-S

ooo "
oocu

--

pt

ww

+
-}

･Htl

-}

IHI

IHI

HII

tltl

-

ooo "oow

}t

v.i

Hll

-tf

-}

-
-l

-l
･l-fhl･

-ll

-

ooo h
ooco

--

v-t

-l

Hff

･l-l-l･

-lt

.}.l.l.

fftl

-

ooo -ooo ".--l

--

.--i

･IHI-l-

･l-l-l･

+

-
+
･Ihl-l-

+
llll

H
-
+

ooo "ooov
 -co

t-

..--i

'lrl'

k
-

-
-
-

-

ooo h
oov "to

--

..-l

+

+

+

+

+

ooo -ooco
 hcu
-
t-

-

ooo "
ooo "
nou

--

"

ooo -
oocu
 -.---

n
t-

-

-

-
-

-

"
-

Comparative thermo-stability

         of streptolysin-S

   Table V
experiment carried

and KCI solution of

out with aqueous

 streptolysin-S

solution

Original

solution

of st-s

20ml of 1.1%
KCI--solution
containing a
St-S concen-
tration of
1 : 50,OOO

20ml of dis-
tilled water
contain of a
St-S concen-
tration of
t : 50,OOO

Hemolysis

Temperature
of water--bath
in which 2ml
of original sol-
ution was placed
for 30 minutes

test

 ooc
200C

370C

600c

10oOc

 ooc
200C

370C

600C

1000c

Dilution of st-s

ooo "
oocu

--

-

ooo h
oov

t-

-
m+
･ltet

IH}

-

-il

･Hll

lllt

-

ooo "
ooco

--

.--l

III}

:tttt'

･l"l

1"+

･l-l-l･

･IHIkl-

±

+Hf

IM

-

1 +H

 -+

-

ooo hooo "
-

te

..-l

l-l-l･

rl-lkli

H

lff

･l-l-t･

±

ooo hooov
 -co

--

-

-
-
-

ooo h
oow A
o

--

"
+
+
±

-
-
+

ooo h
ooco
 -ou
ti

-t

...l

1

pt

ooo "
ooo "
nov

--

"

ooo "oocu
 -
Hwo

--

M

-
k

-

-



Streptolysin-S a mu x, ,k I･th 305

                          Table VIb
Experiment on the behavior of streptolysin-S in entirely Na+-free but

K+･-containing medium against thermal inactivation carried out at 370C

Preparation of original St-S solution

  l) 5mg of Na'+-free St-S sample was firstly dissolved in 5ml of isotonic

    solution of a potassium salt to be examined by adding 5 drops of O.Ol%

    K2C03, and this solution was further diluted with the isotonic solution

    of the same potassium salt to give a dilution of the St--S sample 1: 100,OOO.

  2) 5mg of Na+-free St-S sample was dissolved in 5ml of O.85% NaCl by

    adding 5 drops of O.Ol% Na2C03, and this solution was further diluted

    with O.85% NaCl to give a concentration of the St-S sample 1 : 100,OOO.

Kind of salts used for
preparing the original
solution of Na+-･free
St-S sample
(in per cent)

KN03 (1.5%)
K,SOlj (2.6%)

KCI (1.1%)

KSCN (1.5%)
KBr (1.8%)

KJ (2.5%)

NaCl (O.85%)

Minimum hemolytic concentration
after placing for 4 hours at

 ooc
(control)

1:

1:

1:

1:

1:

1:

6,400,OOO

6,400,OOO

6,400,OOO

6,400,OOO

6,400,OOO

6,400,OOO

1: 6,400,OOO

370C

1:

1:
1:
1:

1:
1:

1,600,OOO

 800,OOO

1,600,OOO

3,200,OOO

1,600,OOO

1,600,OOO

(1 : 200,OOO)

Experiment on the heat-stability

 Ag-St-S-complex was prepared

 Table VII

of Ag-streptolysin-S--complex in KCI solution

according to the method described by Shoin.

Original

solution

Hemolysis test

Treatment
    of
    eriginal
      solution

Dilution of Ag-St-S-Complex or St--S
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