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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ABSTRACT

　　Some　data　concerning　the　influence　of　enzymes　on　streptolysin－S　were　presented　by

Bernheimer　in　1949，　and　by　Egami　et　al．　in　1949．　　　　　　　　　r

　　The　purpose　of　the　present　study　was　to　extend　our　knowledge　in　this　line　of　the

prohk坦．．　The　data　obtained　in　our　study　may　be　summarized　as　follows：

　　1）None　of　the　following　enzymes，　under　the　experimental　conditions　employed，　was　found

to　be　effective　in　causing　a　significant　degree　of　inactivation　of　streptolysin－S　：　trypsin，

pepsin，　lipase，　varidase，　riboηuclease　and　hyaluronidase．

　　2）Streptolysin－S　was　inactivated　byα一amylase．　Inactivation　of　the　toxill　by　snake　venom

occurred　only　when　serum　was　present，　Papain　was　effective　in　causing　the　inactivation　of

the　toxin　in　the　presence　of　cysteine．

　　As　in　the　cases　of　experiments　made　by　previous　investigators　above－mentioned，　the

results　of　this　paper　were　also　very　disappointing　in　that　they　failed　to　provide　convincing

evidence　as　to　the　chemical　nature　of　streptolysin－S．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒

　Streptolysin－Sに対する酵素の影響関係如何に関し
　　　　　　　　　　　　　　　　　　も

ては，これ迄Bernheimer　1）によるRibonuclease，

Desoxyribonuclease，　Lysozyme，　Hyaluronidase，

Nucleophosphatase，　Trypsin，　Chymotrypsin，　Papain，

Cathepsin及びFicinをもつての実験と，細谷等2）・

3）による　Ribonuclease，　Nucleophosphatase及び

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験

1）　精製SITeptolysin－S　：

溶連菌（S一株）の1％酵母核酸加ブイヨン30時間培

　　　言

Chymotrypsinをもつての考査との二つの報告がある

のみである．即ち本研究は，Streptolysin－Sではその

本質或いは帰属が未だに明確を欠いている現状4），5）

であることに鑑み，本毒素の諸種酵素に対する態度に

ついての知見を更に拡大追補するの目的をもつて行わ

れたものである．

方　法

治液より正印6）の記載によって分離精製した1－N－F－

Streptolysin－S－Ffaction（溶血限界濃度一1：25，600，
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000）を使用す．その（以下単にSt－Sとも略記す）蒸

溜水による1・400並びに1：1，000液を原液とす．

　2）供試酵素：

　　a）Pepsin（和光純薬工業）

　　b）Trypsin（GrUble）

　　c）Papain　（Merck）

　　d）α一Amylase（石津製薬）

　　e）Lipase（石津製薬）

　　f）Ribonuclease（ミノファーゲン製薬）

　　g）Hyaluronidase（塩野義）

　　h）Varidase（Lederle一武田）

　　i）台湾ハブ毒（塩野義研究所田中兼太郎博士より

　　　分譲されたもの）

の9種（VaridaseはStreptokinaseとDesoxyri・

bonucleaseよりなるといわれるので都合10種）を使

用す．この内，今回新たにそのS卜Sに対する影響性

が考査されたものはPepsin，α一Amylase，　Lipase，

Streptokinase，台湾ハブ毒（以下これをSnake－venom

と略記）の5種である．なおPapainについては

Cysteineの存・否，及びSnake－venomについては

血清の存・否の両条件下での考査が行われた，

　3）実験術式：

　酵素作用のメヂウムとしては，Snake－venomにお

ける実験には0．85％NaCl溶液を，その他の酵素に

おいてはそれぞれ至適したPH：の緩衝液を選んだ（第

1及び第∬表参照）．而して　incubation　の条件は

Snake－venomでは37。C下で1時間，その他の酵素

ではすべて23。C下で1時間とした．

　例えばTrypsinの場合について述べれば，それぞ

れ

　a）〔1：1，000S卜S液1cc十1＝9，000　Trypsin　in

　　M／15phosphate　buffer（pH・＝8．0）9cc〕

　b）〔1＝1，000St－S液　1　cc十M／15　phosphate

　　buffer（pH－8．0）9cc〕（即ち対照）

なる内容を有する2本の試験管を用意し，両者を同時

に23。Cの浴槽中に1時間静置せしめる．次いで10分

間氷冷せしめてから両液について溶血力の比較試験を

行うといった具合である．なおPapainのみは難溶性

であったので乳鉢中で微粉化し当該緩衝液に懸濁せし

めたものを酵素液とした．

　4）溶血力試験＝

　従来当教室で慣用している方法に準ずる．即ち被検

液の0．85％食塩水による2倍宛の倍下稀釈液各1cc

に対し1％家兎赤血球浮游液（脱線維血液を3回食塩

水で洗出したもの）1cc宛を加え，よく振盤した後

37。Cの艀卵器中に納める．而して2時間後に一旦成

績を読み，更に22時間氷室に静置せしめたものについ

て再び溶血の有無・強弱を確かめる．

実　験成績

　第工表は台湾ハブ毒のSt－Sに対する影響性につい

ての実験成績であるが，ここでは先ず第4奥目の〔Sレ

S＋Snake－ve皿om＋血清〕にあってはSt－Sの溶血力

が％2程度に減弱していることが注目されよう．而し

て第3管目の〔St－S十Snake－venom〕では，対照たる

第1管目の〔St－Sのみ〕及び第2青目の〔St－S十血清〕

に対比して殆んど溶血力の低下が起っていないことに

徴して，上述第4品目における溶血力の低下は正に

Snake－venom　の特異的酵素的作用性に基いてSt－S

．の非働化（即ち分子の破壊）が起つたことの顕現であ

ると断じ得よう．

　次に第訓諭はTrypsin，　Pepsin，蕊一Amylase，　Upase，

Varidase，　Ribonuclease及びHyaluronidaseにおけ

る実験成績を総括して展示したものである．

　即ち以上の成績に基いて各酵素をそれぞれSt－Sに

対し破壊的であると判ぜられたものと然らざるものと

に分別すると次の如くである．

　　破　壊　的　　　　非破壊的（無影響のもの）

　Snake－veuom　　　　　Trypsin，　Varidase

　Papain（十Cysteine）　Pepsin，　Ribolluclease

　α一Amylase　　　　　Lipase，　Hyaluronidase

　　　　　　　　　　　Papain（Cysteineを含まず）

　ところで，先に細谷2）・3）並びにBernheimer　1）に

よって行われたSt－Sに対する酵素の影響性の実験に

徴しても，蛋白体或いは核酸の何れをもってStrepto・

　lysin－Sの本質とすべきか判じ兼ねるような成績が

1得られているのであるが，然らば今回実験の成績はこ

れをSt－Sの本質或いは活性基の問題に関連せしめて

果してどうであろうか．

　このことに関しては，第三表提示のように例え細

谷，Bernheimer等の成績を参考にしたとしても，

　i）α一Amylaseをもつての実験で，その作用濃度に

比例してSt－Sの非動化が招来されていることは糖質

がSt－S構成の上に関与しているのでないかを思わし

【60】



Streptolysin－Sに対する諸種酵素の影響性について 147

めるものがある．

　ii）St－SがPaPain（Cysteine加）並びにChymo・

trypsinで影響されることは，本毒素の本質が蛋白

性でないかを思わしめるも，Trypsin及びPepsinが

無影響であることに対しての説明に困難性がある．

　iii）St－SがSnake－venom（即ちDiphosphoeste・

rase）並びに：Nucleophosphataseによって影響（細

谷）される点はPolynucleot五de性を示唆しているよ

うでもあるが，他方にはRibonucleaseは全く無影響

性である．

　など，その間に甚だ明確を欠くものがあり，本毒素

は或いは蛋白（乃至はPolypeptide）・核酸・糖質の

三成分（或いはそれ以上）を含む極めて複雑な構成体

であるかも知れないという新たな推論さえも可能であ

るといった具合である．

結

　1）Streptolysin－Sに対しSnake－venom（血清存在

下で），Papain（Cysteine存在下で）及びα一Amylase

は非働化的に影響する．

語

　2）Trypsi11，　Pepsi11，　Lipase，　Varidase，　Ribonu・

clease及びHyaluronidaseは何れもStreptolysin－S

に対しては全く無影響である．
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Effect

       Table
of Snake-Venom

I

on Streptolysin--S

Test-tube No.

clS

2
'iii

.x.

fi

<

1 : 400 streptolysin-S
(I-N-F--fraction)
solution

O.85% NaCl solution

1 : 2 rabbit's serum

l
1

1 : 200
solution

snake--venom

Further treatment of
each mixture

1

2 cc

3 cc

.

.

2

2 cc

2 cc

1 cc

.

3

2 cc

1 cc

.

2 cc

4

2 cc

.

1 cc

2 cc

The
for 1

content
 hour,

 of

was

          rteach test-tube, after standing at
titrated for hemolytic activity

          i

370C

Result of hemolysis test

mt
q
.Hca

hNo
-AOts
op

or
o
q

.ori

g
"ri

Q

1: sa,ooo

1: 1OO,OOO

1: 2oo,eoo

1: 400,OOO

1: 800,OOO

1: l,600,OOO

1: 3,200,OOO

1: 6,400,OOO

1: 12,800,OOO

1: 25,600,OOO

1: 51,200,OOO

        J

Control

Minimum hemolytic
   concentration

lltl

'

IH+

+H+

iElt

-{f

-+

-+

,lklklL

-

+

1 : 25,600,OOO

IHf

lfft

lfft

rm

-}

-+

l"t

+

-

+

1 : 25,600,OOO

ww

IH+

-l

+H+

-+

+"}

-

-

+

±

1 : 12,800,OOO
t-v25,600,OOO

INI

IHf

-

-

+

1 : 800,OOO

Remarks : Streptolysin--S (I-N--F-fraction), rabbit's serum and snake-venom were

  all diluted with O.85% NaCl solution. 1 cc of 1% rabbit's red cell
  suspension was added to 1 ce of each of the diluted mixture. The
  tubes were then incubated at 370C for 2 hours. Reading was taken
  after standing for 22 hours in an ice--box.

  -'l== Complete hemolysis; H+, -H･, +, ±=: Partial hemolysis; ---== No

j

hemolysis,
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Showing

             Table

the Summarized Data

 of Various Enzymes

I[

concerned with the

on Streptolysin-S

lnfluence

As
o"be
 .Qx
m

!

II

m

IV

'S,T

vr

vr

ve

(s

z
o
As
'
1

2

1

2

1

2

3

4

5

6

1

2

3

4

1

2

1

2

1

2

1

2

9 cc of

added

 each of the

to 1cc of 1:

solutions stated below was

 1,OOO streptolysin--S

M/15 phosphate buffer, pH 8.0
)

1 : 9,OOO trypsin in Ml15 phosphate buffer, pH 8.0

Glysin-HCI buffer, pH 2.0

1 : 9,OOO pepsin in glycin-HCI buffer, pH 8.0

Ml15 phosphate buffer, pH 7.0

1 : 9,OOO papaln in Ml15 phosphate buffer, pH 7.0

1 : 900 cysteine in M!15 phosphate buffer, pH 7.0

1 : 900,OOO
containing 1

papain in
 : 90,OOO

Ml15 phosphate
cysteine

buffer, pH 7.0,

,1 : 90,OOO
containing

    t-papam ln
1 : 9,OOO

Ml15 phosphate
cysteine

buffer, pH 7,O,

1 : 9,OOO
containing

papain in M!15 phosphate
l ; 900 cysteine

buffer, pH 7.0,

M,/ 15 phosphate buffer, pH 7.0
'

1 : 900,OOO ct-amylase in M/15 phosphate buffer, pH 7.0

1 : 90,OOO ct-amylase in Ml15 phosphate buffer, pH 7.0

1 : 9,OOO ct-amylase in M!15 phosphate buffer, pH 7.0

M/15 phosphate buffer, pH 7.0

1 : 9,OOO lipase in M/15 phosphate buffer, pH 7,O

Minimum X
hemolytic

concentration

1

1 : 25,600,OOO

1 : 25,600,OOO

1 : 12,800,OOO

1 : 12,soe,ooo

1 : 25,600,OOO

1 : 25,600,OOO

1 : 25,600,OOO

1 : 6,400,OOO

1 : 1,600,OOO

1: 400,OOO

1 : 25,600,OOO

1 : 12,800,OOO

1 : 6,400,OOO

1 : 3,200,OOO

1 : 25,600,OOO

1 : 25,600,OOO

M/15 phosphate buffer, pH 7.0

(

1 : 9,OOO varidase in M/15 phosphate buffer, pH 7.0

M!15 phosphate buffer, pfi 7.6

1 : 9,OOO ribonuclease in M/i5 phosphate buffer, pH 7,6

M/2O acetate buffer, pH 5.2

1 : 9,OOO hyaluronidase in M/20 acetate buffer, pH 5.2

1 : 25,600,OOO

1 : 25,600,OOO

1 : 25,600,OOO

1 : 25,600,OOO

1 : 25,600,OOO

1 : 25,600,OOO

Grade of
reduction
in hemolytic
activity

1

1

1/2

112

1

1

1'

l/4

1/16

1/64

1

1/2

t/4

118

1

1

1

1

1

1

1

1

The
for

 content of each test-tube,

hemolytic activity.

after standing at 230C
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Effect of Various

Table IIf

Enzymes on Streptolysin-S

× Author
   Enzymes SXxsxs

Pepsin

Trypsin

Chymotrypsin

Papain

Papain+Cysteine

Cathepsin

Ficin

ct-Amylase

Lipase

Ribonuclease

Desoxyribonuclease

Varidase
(Desoxyribonuclease
+ Streptokinase)

Lysozyme

Hyaluronidase

Nucleophosphatase

Snake-venom

Hosoya et al.
f

.

.

･

.

.

･

.

.

.

o

.

.

.

.

･

.

Bernheimer

.

o

･

o

,

,

･

.

.

o

o

･

o

o

o

･

Kon-i et al.

o

o

･

o

,

.

.

,

o

o

.

o

.

o

.

･

i ==

o=
-=

lnactivation

No inactivation

Not examined
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