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ABSTRACT   

Thein且uenceofribonucleaseonthepartiallypuri五edsamplesofstreptolysin－Swasstudied  
in an effort tolearn something of the purity ofthe sample and the chemicalnature of the  

toxin．   

Throughout the experiments，I－N－Ⅰしstreptolysin－S－frat：tions，Which were allprepared  

according to the method described by Shoin，Were uSed．Ribonuclease employed was a  

purified sample from beef pancreas．  

誉如恒＿1）▼印しむL‡一世㌣’s∴  

1）When phosphate－bufferedsolution（pH7．6）ofトN－F－StrePtOlysin－S・－fraction（トN－IL  

SトS）with an addition of rib〇nuClease was allowed to stand at230C for15hours，there  

occurred a与らdecreasein the hemolytic activity．   

The same was the casein the controlexperiment，in whichトN－F－St－S，dissoIved simply  

in phosphate buffer（pH7．6），WaSincubatedat230C for15hours．  

It may therefore be said that the occurrence of a slight degree ofinactivationin this  

course of the experiments could conceivably be attributed to the experimentalconditions，  

and streptolysin－Sitself was not affected，atal1，by ribonuclease．   

2）Onaddition of HCl－SOlution，there occurredonlyalittle precipitation（R）in the ribo－  

nuclease digestion solution ofトN－F－SトS，Whereas alarge amount of鮎ky precipitation  

occurred（C）in theトN－F－St－S solution of the controlexperiment．   

3）The yield of R－PreCipitate and that of C－PreCipitate were72mg（corresponding to  

72％of the quantity ofトN－F－SトS originallyused）and16mg（16％），reSpeCtively，indi－  

cating thatトN－F－SトS was contaminated with alarge amount of ribonuclease－SenSitive  

RNA，Which had been added to the culture broth．   

The R－PreCipitate was tested toexhibit hemolyticactivity up toa dilution ofl：40Millリ  

while the C－PreCipitate onlyl：5Mill．The R－preCipitate was therefore2timesas activeas  

the motherトN－F－SトS．  

It may now be said that，from the ribonuclease－digestion solution ofトN－F－St－S，the  

activity wascarrieddownalmostcompletelywith theHCl－PreCipitate・   
BothR－andC－PreCipitates gave positive physicaland chemicaltestsfor polyribonucleo－  

tide，but negative tests for protein．   

The ultraviolet absorption curve of R－and C－PreCipitates was quite similar to that of  
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yeast　ribonucleic　acid．

　Thus，　the　sign茄cance　of　the　data　obtained　in　the　present　study　lies　in　the　following

polnts：

　a）It　was　calculated　that　of　the　I＿N－F－St－S，　at　least，70　per　cent　is　ribonuclease－sensitive

and　nor卜active　RNA．

　b）Apolyribonucleotide　of　ribonuclease－resistant　form　seems　to　be　an　essential　part　of

streptolysin－S　molecule．

　c）The　treating　with　ribonuclease　would　be　useful　steps　in　the　puri丘cation　process　of

streptolysi11－S，　although　a　little　portion　of　the　toxin　may　concomitantly　undergo　loss　of

activity　under　the　experimental　conditions　other　than　the　presence　of　ribonuclease．

緒

　リボ核酸（RNA）による溶連菌の溶血毒増産現象

が発見1）されたことで，現在我々がStreptolysin－S

並びにR：NAの生物学的性状に関して有する知識は

著しく豊富2）・3），4）となって来たことは周知の如くで

ある，しかし本毒素の本質如何という問題になると，

何分Streptolysin－Sは未だ結晶状態で把握されるに

至らず，従って所謂精製Streptolysin－S標品を対象

として，その化学的並びに物理的性状を精査すること

によって間接的に本毒素の化学的構成を推定するより

外に方途がないという困難性のために，各研究者の見

解は核酸説5），蛋白説6），或いは核蛋白説6）・7）と分

れ，しかもその何れにも否定し難い2）・りものがある

言

といつた現状である．即ち，本毒素の本質解明には更

に解析的考査を進め歩一歩と核心にせまることが要求

されているわけであるが，私はこの間に処して，精製

Streptolysin－S　目凹として　1－N－F－Streptolysin－S－

Fraction　8）を選び，そのRibonuclease（RNase）に対

する態度の方面から考査を進めたところ，精製Strep・

tolysin－S標品の純度，本毒素の本質並びに精製法の

問題に関連せしめて甚だ興味ある成績を得たので，こ

こに報告することとする．

　因みにStreptolysin－SがRNaseの影響を受けな

いないことに対しては既にBemheimer　6）並びに細谷

9）・10）によって指摘されているところである．

実　験　方　法

　1）精製Streptolysin－S標野：

　溶連菌（S一株）の1％酵母核酸加ブイヨン培養より

正印のアルコール分参法8）によって分離精製した

1－N－F－Streptolysin－S－Fraction来（以下精製St－Sと

も略記す）で，試験管内溶血限界濃i度が1：10Miu．

のものと1：20Mill．のものの二標晶を供試す．

　何れも類白色無法形粉末で，水に易溶，恥辱沈澱

性，Orcinol一反応強陽性，　Dische一及びFeulgen一反

応は共に陰性，1％水溶液ではNinhydfin一反応は微

に陽性である．なおこれ迄も色々と論議5）β）された

ように本画品はその分離過程から考えても，少なくと

もこれに酵母核酸とSトSの笹塚化したもの等が混在

しているとするのが当然である．

　2）Ribonuclease（RNase）：

　牛膵臓よりの粗酵素標品10mgを蒸溜水1ccに溶

解したもの（即ち1％RNase液）を用意す．

　3）実験術式：

　被検　1－N－F－Streptolysin－S－Fraction　200　mgを

M／15燐酸緩衝液（pH＝7．6）18ccに溶解したものを

2分した2本の試験管を用意し，氷即下で一方には1

％RNase液1ccを加え，他方には蒸溜水1ccを加

える．ここに得られた耳管即ち，

　R一管：1％RNase加13100精製St－S溶液10cc
及び

　C一管＝1：100精製St－S溶液10cc（対照）に対

し並行的に順次，次の如き処置を行う：

　先ずRNaseの作用を蒙らない時の溶血力価を測定

すべく両管から0．1cc宛を分取した後，両管（内容は

それぞれ9．9ccとなる）を23。C切米の君門器内に

納める，23。C下に静置せしめること15時間，第2回

＊1－N－F－St－Sは岡本等の1β1－Fraction　11）・12）1こ該当す．

来米RNase活性の至適温度は大体60～70。Cといわれているが，この温度下ではSt－Sの熱中働化が甚だ

　　しいので，23。Cを選んだわけである．
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目の溶血力測定用として0．正cc宛を分取した後，両

手（内容はそれぞれ9．8ccとなる）を氷冷せしめて，

16％HC10・2cc宛を加う（この時直に白色架状の沈

澱を生起するが混濁度においてR管くC管である）．

氷冷下に置くこと5分～この間に両管を三二して内

容を等分混和せしめて第3回目の溶血力測定用として

0。1cc宛を分取す一両管の内容をそれぞれ遠心（4，

000r．　P．　m．，8min．　at　O。C）によって上清液と沈澱に

分離す．

　沈澱に対しては98％冷アルコール30cc宛をもつて

する洗瀞操作を2回施し，更に冷エーテル30ccによ

る処置を施した後，減圧乾燥器内に納める．かくして

得られた微灰白色粉状の二三品について，その収量，

溶血力，理・化学的性状の考査を行う．上清液は放棄

す．

実　験成績

　第1表及び第皿表はそれぞれ溶血限界濃度＝1：20

Mi11・の1一：N－F－St－S－Fractionを対象とした場合の実

験過程とその間に行われたSt－Sに対する溶血力試験

の成績を示したものである．

　以下各過程のデータに対し順を追って批判的に検討

を加えることとする．

　（1）先ず氷冷下で1：100精製St－S　gcc（pH＝

7．6）に対し1％R：Nase液1ccを加えた直後のRl一

二では溶血限界濃度＝1・20Mi11．の力価であり，

このR1一液を23。C下に15時間静置したR2一液では

その溶血力が1／2に低下（即ち1；10Mi11．）してい

ることが看取されるが，この過程における力価の半減

はアルカリ性（pH－7．6）及び温熱下（23。C）の非二化

に関係して起つたもので，St－S自体に対するR：Nase

の影響によるものでないことは，対照の1：100精製

St－S液（pH＝7．6）即ちC2一液においてもC1一液に

対して，同じく力価の半減（1：10Mill．）が起ってい

ることに徴しても明白である．

　又，R2一並びにC2一液に対しそれぞれHC1が加え

られたR3一並びにC3一液にあっては，その何れもが

溶血限界濃度＝1：5～10Mi11．であることから，こ

の場合の溶血力の低下はHC1によるSt－Sの非働化

に帰すべきであって，この間にSt－S自体がRNase

によって有害な影響を蒙ったと考えられる余地はない

わけである．

　以上はR1→R3及びC1→C3迄の過程に対して単に

溶血力の方面からのみの考察を加えたのであるが，以

下はその内容的方面についての考察である．

　先ずR1→R3迄の過程，及びC1→C3迄の過程に関

しては次のように考えられよう：

　（a）当初1一：N－F－St－Sに含まれていたSt－Sは少な

くともその半量が非働化されており，そしてこれには

両過程を通じて共通の条件，即ちアルカリ，温度，

：HC1が原因となっておるが，　RNaseは全く関与して

いない．

　（b）R3一液とC3一液とでは，その溶血力試験の成

績が同一（1・：5～10Mi11．）であることから，それぞ

れ（9．9cc）に活性状態で存在するSt－Sの絶対量は同

等である．

　（c）R1→R3迄の過程でHC1可溶性となった物質が

ある．そしてこれはSt－Sとは無関係で，元来1－N－

F－St－Sに混在していたRNAのRNaseによる解体

産物，即ちmononucleotides，であると考えられる．

　（d）ところで，一般にRNA標品にあってはこれに

R：Nase－sensitiveのもの以外になおRNase－resistant

のものが含まれているとされており13）・14）・15）・16）・17）

又，既に註記したようにトN－F－St－SにはR：NAの

外に二二化されたSt－Sも混在しているだろうこども

否定出来ないところであるから，今これらの事情をも

考慮に入れてR3一並びにC3一液の内容を推定すると

　R3一液：活性St－S，非働化St－S，　Mononucleotides

　　（及びなお残存しているRNase－sensitive　RNA），

　　RNase－resistant　RNA，　RNase

　C3一液（対照）：活性St－S，非働化St－S，　RNase－

　　sensitive　RNA，　RNase－resistant　RNA

　の如くなろう．そしてこの両液に対しH：Cl沈澱に

よる分離操作が加えられるならば，少なくともR3一液

からはMononucleotidesが徐去された劃分が収得さ

れるべきである．

　かく観じ来って，R3一液からHC1沈澱によって分

離されたR4－Fraction，及びC3一液からHC1沈澱に

よって分離されたC4－Fractionとについての比較溶血

試験の成績に及ぶと，そこには大いに趣の異ったもの

があることに留意されよう．

　即ち，R仁Fractionは溶血限界濃度＝1：20～40

Mi11．で，その溶血発揮力においてC4－Fraction（1；
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5～10Mi11．）に4～8倍しているという所見は

　1）R1→R3一液の過程ではC1→C3一液の過程とは

異った異変が招来されている．そして

　2）これにはR一系とC一系の両三二間における相

違条件として唯一のものであるRNaseの存・否が関

連している

ことを示唆している点で甚だ重要視すべきものといえ

よう．

　（∬）次にいよいよR4－Fractio皿とC4－Fractionと

に関してであるが，今第皿表から看取される成績，即

ち溶血力においてR4－Fraction（1・20～40　Mill．）は

C4－Fraction（1：5～10Mi11．）に4～8倍し，その代

り収量において前者（16mg）は後者（72　mg）の％程

度であり，しかも両者は何れもPolyribonucleotides

として鑑識されたという関係から推察し得るところを

述べれば次の如くである：

　（a）R4－FractionとC4－Ffactionとの収量：差（即ち

72mg－16mg＝56　mg）はC4－Fractionに含有される

RNase－sensitive　polynucleotide量に該当する．従っ

てC4－Fractionではその％程度がRNase－sensitive

RNAで，残りの％は活性St－S，非二化St－S，　RNase

－resistant　RNAよりなると見られる．

　而してC3一液とC4－Fractionとが溶血成績におい

て同様（1：5～10Mi11．）であることはC3一液におけ

る内容（活性St－S，非忌違St－S，　RNase－sensitive

RNA，　RNase－resistant　R：NA）カまそのままの比率関係

でHC1沈澱したものがC4－Fractionであることを教示

しており，かくて更にさかのぼって原料1－N－F－St－S

でも亦，その％相当量迄がRNase－sensitive　RNAで

あったと推算され得るわけである．

　（b）R3一液の内容からHC1沈澱によってMono・

nucleotidesが殆んど除去されたものがR4－Fraction

であり，これは活性St－S，非働化St－S，　RNase－

resistant　RNA〔及び微量のMononucleGtides，残存

しているRNase－sensitive　RNA及びRNase〕からな

ると考えられる．而してC4－FractionとR4－Fraction

’との溶血力比が1：4～8であることからR4はC4よ

りも単に溶血力という点から見れば，4～8倍も高い

精度のSレS標品であるといい得る．

　（c）1－N－F－St－Sに対するR：Nase処置液からHC1

沈澱によって分離されたR4－Fractionは，その溶血

力において原料1－N－F－St－Sよりも勝っているのであ

るが，もしR1→R4の過程でアルカリ，温熱並びに

HC1によるSt－Sの非二化が起らなかったならば，

R4－Fractionの溶血力は更に強力であるべき筈である．

　（d）かく論じ来って，R4－Fractionが依然として

Polyribonucleotideとしての理・化学的性状を示して

おり，しかも原試料の1－N－F－SレSと異り，蛋白反応

が陰性であるという成績に着目するならば，ここに自

らSt－S分子では少なくともRibonuclease－resistant

polyfibonucleotideが重要な構成部をなしているもの

であろうとの考えが起って来るところである．

　以上は溶血限界濃度＝1：20Mi11．の1－N－F－St－S

標品について行ったRNase処置実験の成績であるが，

同様関係の成績は又溶血限界濃度一1・10MilLの

1－N－F－St－S標品を対象としたRNaseをもつてする

消化実験においても得られた．

　とにかく，今回実験の成績は1－N－F－St－Sは少なく

ともSt－SとRNAとの混合物である．そしてRNase

によってRNAの方は純酵素的反応で解体されたが，

SトSの方は分解されずに残った，とはいえこの間に

S卜Sの方では実験過程における純理・化学的影響の

ために失活したものがあったとして理解し得るところ

であろう．

　ところで，今ひるがえって蛋白質といい核酸といっ

ても，その何れもが複雑を極めた構成質であり，これ

が研究部面ではその本質の問題に対しては極めて慎重

控え目な態度をとる心要があることに想到するなら

ば，今回実験の意義はStreptolysin－S問題に対しそ

の分離・精製の度を更に進め得べき新方途を見出した

点と，Streptolysin－SとRNase－resistant－polyribo・

mcleotideとの間には本毒素の本質問題に関連して切

り離して考え得ないものがあるというデータを提供し

た点に求むべきであって，これだけの成績からはもと

より，一方的に本毒素の構成に蛋白二部分がないとい

う可能性を完全に否定すべきでないといった方が寧ろ

穏当であろうか．

　なおBernheimer　18）及び細谷9）によって，　RNAに

対しRNaseを作用せしめた溶液から分離したRNase

－fesistant　polynucleotide（即ちBemheimer等の所

謂AF）が溶連菌のSt一・S産出を増強せしめる効果に

おいて原核酸に優越しているものがあることが実証さ

れており，又他方杉山19）によって，熱非働化St－S

は酵母核酸よりもSt－S増産効果において勝っている

と報告されていることは，何れも今回実験の成果に照

応するものとして，ここに注記に値するものがあると

いえようか．
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総括並びに結論

　既述の諸事項に基き今回実験の成果を要約せば次の

如くである．

　（1）従来　トN－F－Streptolysin－S－Fraction　には

Streptolysin－S以外になおR：NAも含まれているだろ

うと推想されながらも，これに対する明確な実証が齎

されていなかった．ところが1－N－F－Streptolysin－S－

FractionがRNaseによって内容的に果して如何なる

異変を来すかについて詳細に追究され，その結果とし

てここに初めてRNAの混在することが証明され，し

かもその含量は％にも及ぶと推算されるに至った．

　（2）1－N－F－Streptolysin－S－Fractionに対し

RNaseを燐酸緩衝液（pH＝7．6）中で23。C下，15時

間作用せしめた後，HCI沈澱の操作を加えるという

方式で，

　a）混在するRNase－sensitive　RNAはHGl非沈

澱性の解重合体（Mononucleotides）に分解されるが，

Streptolysin－Sの方はRNaseの影響を全く蒙ること

がない．

　b）而して遠心分離によって　RNA　の解重合体

（Moaonucleotides）は上清液に残存するに対しStre・

ptolysin－Sの方はHCI沈澱性のRNase－resistant

Fractionの方へ収集される．

　ことが明示された．

　（3）　これ迄のS重reptolysin－Sの核酸説では，本

毒素は本質的にPolyaucleotide構成の核酸属であろ

う位にしか考え得られないという状態であったが，上

述のRNase－resistant　Fractionの理・化学的性状に

ついての検討で，本劃分はPolyribonucleotide性

で，蛋白反応陰性であるという成績が得られ，ここに

Streptolysin－S分子では少なくともRNase－resistant

polyribonucleotideが重要な構成部をなしているだろ

うという一歩進んだところ迄論考し得るに至った．

　（4）1一］N－F－Streptolysin－S－Ffactionに対する

RNase処置は混在するRNase－sensitive　RNAを除

去する上に有要なる手段である．しかしこの場合

Streptolysin－SはたとえR：Naseには全く影響されな

くとも，実験条件（pH，温度，　HCI処置）の関係で本

毒素の方を終始安全に保持するというが如きことは期

待出来ず，回る程度Streptolysin－Sに失活するもの

があるこζは免れない．

　（5）要するに本研究によってStreptolysin－Sの

精製分離並びにその本質に関する研究に新方途が拓け

て来たわけである．
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                         Table I

 Experiment for Separating Ribonuclease-resistant Fraction from

Ribonuclease-digested Solution of Purified Streptolysin-S Preparation

      200 mg of I-N--F-streptolysin--S-fraction was dissolved

      in 18 cc of Ml15 phosphate buffer, pH 7,6

                            g
                    Net

                   9 cc

1mg RNase in1cc
                  +
of distilled water

  Rl-Solution-M,H,C. = 1 : 20 ,480

Placed at 230C for 15

hours

   R2-Solution-M,H.C.

After cooling at OOC, O.2

cc of 16% HCI was
added, and then placed

at OOC for 5 minutes

 R3-Solution-M.H.C. ==

Centrifuged at 4,OOO

r.p,m, for 8 minutes at

ooc

=1:10

,eoo

,240,OOO

1:5,120,OOOtv1O,240,OOO

    ･
Supernatant

    ;
discarded After washing

alcohol 2 times

once, dried in

          v
        Precipitate

  with 98%

  and ether

 vacuum
          v
       R4- Fraction

                   w
                   9 cc

1 cc of distilled water +

  Cl-Solution " M,H,C. = = 1 : 20 , 48o

Placed at 230C for 15

hours

   2

After cooling at OOC, O.2

cc of`16% HCI was
added, and then placed

at OOC for 5 minutes

Centrifuged at 4,OOO

r.p.m. for 8 minutes at

ooc

C -Solution-,bM.H.C, =1 :

C"Solution.M.H.C. == 1 : 5

,ooo

1O,24O,OOO

,12O,OOO･v1O,

    ･
Supernatant

    ･
discarded

           ut

After washing with 98%

alcohol 2 times and ether

once, dried in vacuum

240,OOO

Remarks :

   v
Precipitate

"

Greyish--white, amorphous

substance

Yield : 16mg (16%)

MH. C. == 1 : 20,480,OOO

                         l

In the hemolysis test experiment with Ri-,

as Cr, C2- and C;,-solutions, O.lcc was
solutions.

M.H.C.== Minimum hemolytic concentration,
of the I---Nh-F--streptolysin-S-fraction.

                      [ 56 ]

Cg･-Fraction

Greyish-white, amorphous

substance

Yield : 72mg (72%)

M. H. c. == 1 : s,12o,oooe･v

            10,240,OOO

R2- and R3-Solutions, as well

 removed from each of the

as judged on a weight basis
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　　　　　　　　　Table　∬

Showing　the　Result　of　Hemolysis　Test　Experiment

　　　with　the　Samples　siglli且ed　in　Table　I

Sample

5
響

蕊

§8，

h。＝コ

Rl

C1

R2

C2

R3

C3

R4

C4

Dillltion　ofトN－F－stfeptolysin－S　fraction

8
『
呂

二

十1冊

柵

柵

柵

柵
冊冊

冊
・冊

8
0＾

辱

二

冊冊

柵

柵

南

幌

亭

亭

冊

8
0“

富

二

冊

柵

三

論

柵

柵

柵

柵

8
『

8
一

二

冊

柵

冊

柵

冊

子

＼

柵

柵

8
『
自
σり

二

甜

柵

柵
｛i冊

｛冊

亭

亭

柵

8
『
等

⑩

一

｛柵

柵

｛冊

モ用

品

冊

子
｛冊｝

8
『

9
触
一

一

天

骨

冊

柵

鼎

柵

十

手｝

柵

8
『

8
陀
凶

一

陣

柵

柵

柵

鼎

8
『
爲

瓢
ゆ

二

柵

柵

十

十

冊

十

8
『
寒

触

9

一

十

十

±

±

±

8
R
雷

瓢
呂

二

十

十

十

8
『

8
Φ晒

等

こ二

±

8
R
呂

島
田

二

Remarks：・冊indicates　complete　hemolysis；柵，十十，十，±indicate　partial

　　　　hemolysis；一indicates　no　hemolysis． ’

第皿表　R4一及びC4－Fractionの収量，溶血力，理・化学的性状の比較

Fraction

収 量

溶血限界濃度

R4

16mg

q
1

1：20，480，000～40，960，000

72mg

1：5，120，000～10，240，000

（1－N－F－St－S）

（100mg）

（1：20，480，000）

理

●

化

学

的

性

状

何れも遊離状態のPolyribonucleotideとして鑑別された，即ち

形 状

溶 解 性

Orcinol反応

Feulgen反応

微灰白色無晶形粉末
アルコール，エーテルに不溶
水に不溶であろがNa2CO3に
よる中和で容易に溶解

柵

Dische反応

：Nillhydrin反応
（1％水溶液における）

Tetrabromopheno1・
phthalein　ethyl　ester

による蛋白検出反応
（1％水溶液における）

微灰白色
無晶形粉末

アルコール，エ
ーテルに不溶
水に両州

柵

紫外線吸収スペクトル

±

酵母核酸曹達のそれと同様（図1参照のこと）
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σ8

σ6

o
霜
呂（耳

蔓

山

Q2

o

氏9・IAbs。牌。n　spe疏r¢

＼RNA－Nα

C4．一Fm，ctεort

R4－Frα、ctし。孔

Eにcksαmpしeし鳳dlし濡し。孔

　of　l：3qoOOαt　pH　70

220 240　　　　　260　　　　　280

　　Wαveしe性gt腕，解

300

L
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