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核酸による溶血性連鎖状球菌の溶血毒

　　　　　　増産現象に関する研究

第16報　高度純化のRibo一核酸のStreptolysin　S

　　　　　　　増産効果についての実験
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　最近当研究所の清水1）はAg－RNA－Complexを介

する核酸の精製法なる研究に従事中，市販酵母核酸標

品に対しSevagのchloroform－ge1法2）並びにAg－

RNA－Complexを介する精製法を夫々反覆施行して純

度の異なる一連のRNA標品を調製したが，；著者等

はこれらの各RNA標品についてStreptolysin　S増

産効果を比較検討することで，これ迄3）核酸による溶

連菌の溶血毒増産現象に関する研究部面米で欠けてい

たRNA二品の純度とそのStreptolysin　S増産に対

する効果性という問題に対する解答が得られるとして

本研究に着手した訳である，

予備的事項

　先ず清水1）のAg－RNA－Comp五exを介する核酸の

精製法についての研究成績から本研究に関係ある化学

的事項を摘記し，これが生物学的活性の問題に関連し

て来る点を述べることとする．

　即ち第1表はAg－R：NA－Complexを介する核酸三

品の精製過程を示したものであって，本法の原理は核

酸盗品に対し一旦これをAg－RNA－Complekに化せ

しめた後，アンモニヤーアルカリ性下で飽和食塩水を

加えてH2Sを通ずると，脱銀されてRNAの再生が

起ると同時に化生するコロイド状Ag2Sによって不純

物が吸着除去されるにあるという．

　而して第2表は同氏が市販酵母核酸ソーダ“Merck”

米これまでの研究では，たとえば，岡本3＞・4）等はもつばら市販酵母核酸を，細谷，江上5）等は市販酵母核

　酸と自家調製RNA標品を，又Bernheimer　6）等は市販酵母核酸の外にSevag法で精製したが純度につ

　いて明記していないRNA標品を使用しているといった具合である．
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楽を試料として選び，これに対し1）前記Ag－Complex

を介する精製法を1回，2回，3回及び4回と順次適

用して，その都度得られたAg－1，　Ag－2，　Ag－3及び

Ag－4なる4つの精製RNA－Na丁丁と，2）連続し

てSevag法によるChloroform－amylalcoho1振盈操

作を施すこと3回，6回，9回及び12回に及んで得た

S－3，S－6，　S－9及びS－12の製精RNA－Na三品につ

いて，夫々の10％米来水溶液の1滴宛を濾紙上に1列

に滴下せしめ，風乾した後，：Ninhydrin反応を試験し

て得た成績を示したものであって，今回著者等が行っ

たStreptolysin　S（以下St－Sとも略記）産出実験で

は本表における全部の標品が供与されたのである．

　ところで第2表で只1回のAg－RNA－Complexを

介する精製法を施行するだけで，Sevag法を連続して

9回施行した場合にも匹敵する程に純化されたRNA

標品が得られている所見は，精製法の効率という点か

ら極めて重視すべきものであるが，他方Sevag法で

は9回以後及びAg－RNA－Complexを介する精製法

では1回以後，たとえ精製操作を反覆しても，Nin・

hydrin反応が完全に消失するに至らず依然として微

陽性（±）の状態を保持している所見は，現下核酸の

生物学的活性の研究分野で，

　a）Avery等が肺炎双球菌で証明したDesoxyribo一

　核酸をもつて型転換因子（Type　transforming

　agent）とする研究に対しても，　Mirsky　7），8＞・9）等

　が指摘しているように型転換がDNA標品に微量

　に混在している蛋白質によるものでないかといって

　いる，

　b）Frick　lo）がDNAにはSevag法で除去し得な

　い輩固結合のアミノ酸があると報じている，

　c）Dounce　11＞，　Borsook　12）等が蛋白合成と核酸との

　関係でRNAには化学的に結合したアミノ酸（或

　いはPolypeptide）があり得ることを示している，

といった具合に核酸分子における構成成分としての蛋

白性物質の存在に関する思潮が漸次拾頭しつつある現

状にかんがみて，亦見逃すべからざるものといえよ

う．しからばAg－1→4，　S－3及び4の各標品におけ

るNinhydrin反応微陽性物質が果して核酸の構成蛋

白，混在物の何れであろうか．このことに関して清

水1）は水解物のペーパー・クロマト実験，Adenine，

AdenosineからのGlycine化生の実験等をも行って

得た成績を綜合考察して，“勿論この成績から直ちに

RNA分子における輩固結合のアミノ酸の存在を否定

し得る訳のものでもなく，又RNAに果して構成分

としてのアミノ酸があるか否かのつきつめた問題は，

現在核酸の化学的並びに遺伝生化学的研究が当面して

いる諸難問題に直接関連して来るという極めて重大な

る意義を有するのであるから，早計に論断すべきでな

く今後の研究にまっとした方が寧ろ穏当といえよう”

と述べ，その所論は甚だ慎重である．けだしRNAと

いい，DNAといい共に複雑なる高分子化合体である

上に未だ何れも結晶化されるに至っておらず，亦これ

が核酸の真摯であるというものが把握されていない現

状としては又已むを得ないことであろう．しかし今回

実験の性質上，ここに特に注記する必要のあること

は，現在Sevag等のchlorofofm－ge1法が核酸標品

に対する最も効果的な除蛋白法であるとして広く利用

されていることから叙上Ag－2→4並びにS－12標号は

少なくとも核酸四品に対する精製技術が現下到達して

いる限りでの最高度の純化状態のものであると断じて

一向支障がないということである．

1）供試RNA標品：

Streptolysin　S増産効果の実験

実　験　方　法

a）市販酵母核酸ソーダ“Merck’・．

b）Ag－RNA－Complexを介して精製したAg－1，

　Ag－2，　Ag－3及びAg－4の4精製RNA－Na標
　　品．

c）Sevag法で精製したS－3，　S「3，　S－g及びS－12

　　の4精製RNA－Na標品．

各標置の10％水溶液（ラクムス中性）2ccを調製し，

100。C，30！の処置を行ったものを夫々原液として

用意．

米市販酵母核酸標品（Merck製，キリンビール会社製，　Fisher　Scienti丘。　Co．製）は何れも10％水溶液で著

　明に：Ninhydrin反応陽性である．

米米各標本の10％水溶液状態でのN量nhydrin反応試験では原試料とS－3のみが陽陸で他はすべて陰性．

【36】



核酸による溶血性連鎖状球菌の溶血毒増産現象に関する研究 123

2）培養並びに溶血試験：

　当研究室慣用3）・4）の1％核酸加ブイヨン培養法に

準じた．即ち先ず普通ブイヨン（pH：7・6）100ccから

次の如く〔普通ブイヨン4・5cc十二検RNA標晶の

10％原液0．5cc〕なる組成の培養液9本と，〔普通ブ

イヨン4．5cc＋滅菌食塩水0・5cc〕の1本を用意す

る．

　1）1％市販酵母核酸力9ブイヨン（pH　7・6）5cc

　2）1％Ag－1加ブイヨン（pH　7．6）5cc

　3）1％Ag－2加ブイヨン（pH　7．6）5cc

　4）1％Ag－3加ブイヨン（pH　7．6）5cc

　5）1％Ag－4加ブイヨン（pH　7・6）5cc

　6）1％S－3加ブイヨン（pH　7・6）5cc

　7）1％S－6加ブイヨン（pH　7・6）5cc

　8）1％S－9加ブイヨン（pH　7・6）5cc

　9）1％S－12加ブイヨン（pH　7・6）5cc

　10）ブイヨン（pH　7．6）5cc

次いで三管に対し一斉に溶連菌（S一株）の24時間ブイ

ヨン培養液の1滴宛を接種した後，37。Cの艀卵器に

納める．培養30時間の後，遠心沈澱によって各培養液

の上清液を得．かくて10種の遠心上清液について同時

に型の如く3）・4）倍下稀釈法による溶血試験を行う．

実　験成績

　第3表に示したようにAg－1，　Ag－2，　Ag－3，　Ag－4

及びS－3，S－6，　S－9，　S－12の各精製RNA二品並びに

原試料たる市販酵母核酸標品は何れもSt－S増産に対

する効果性においては同様であって，その間に何ら差

異するところがないという成績が得られた．就中，注

目すべきは最高限度純化のAg－3→4及びS－12の各

RNA標語が何れも依然として強力なSt－S増産効果

を呈していることであって，これはSt－S増産効果が

Ribo一当産巽北に随撫して来ている微量物質によるも

のでないかという疑問を解消し，これがRibo一核酸自

体の特性であることを肯定せしめるに足るものとい

えよう．即ち今回実験の意義は先に伊藤13ノ，Bern・

heimer　6）の水解物についての考査成績から間接的に

“酵母核酸標品の存在下で起る溶連菌溶血毒素Sの増

産現象は該核酸自体の性能の顕現に外ならない，即ち

換言すれば特定のPolynucleotide構成を有する核酸

自体にこそSt－S増産効果を呈する性能が潜在してい

る”と推断されたことに対し，更に直接，Ribo一核酸

標晶の純化という方面からの考証を齎らした点にある

といえよう．

結

　市販酵母核酸二品に対しSevagのchloroform－geI

精製法或いは清水のAg－RNA－Complexを介する精

製法を繰り返して行ってもStreptolysin　S増産効果

語

には認むべき何らの異変（増強或いは減弱）も招来さ

れず，両法によって夫々工高限度迄純化されたRibo一

核酸二品は依然強力効果性であることが実証された．
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　　　　　　第1表Ag－RNA－Complexを介するRNA標品の精製過程・

1％Ag－RNA－Complex水溶液100cc
　　　　　先ず5％アンモニア水1ccを加えてから，飽和食塩水20ccを加える

H2S　gasを常温下で15分間通ずる

　　遠心（4，000r．p．m．，15！）

↓

↓

1

「黒褐色
沈　澱（放棄）

　　　豊
　　上清液（無色透明）
　　　↓95％AI・・h・12・・ccを加えてから観

　　沈澱
　　　↓蒸留1・・ccに癬

　　セロファン嚢に納め室温下で24時間蒸溜水中で透析
　　　↓

　　膜内液の遠心上清液を濾紙で濾過
　　　↓95％AI・・h・13・・ccと蝿の酉昔酸ソーダを加える

　　遠　心
　　　↓

　　沈澱
　　　↓Al・・h・1…h・・で洗鰍，減圧下で乾燥

白色無晶形粉末（牧量：0．75g）

第2表Sevag法によって精製したRNA標野とAg－R：NA－Complexを介して

　　　　精製したR：NA標品とについてあNinhydrin反応比較試験

Sevag法による精製実験

全品（略記号）

酵母核酸ソーダ“メルク”

kj　1

同病

縫
議
灘の函

鐵露

3回施して得た二品
　　　（S－3）

6回施して得た標晶
　　　（S－6）

9回施して得た標品
　　　（S－9）

12回施して得た標品
　　　（S－12）

］Nlinhydfin

反　応

柵

十

±

±

Ag－RNA－Complexを介する精製実験

Ninhydrin
　反　応

標晶（略記号）

冊

±

±

±

酵母核酸ソーダ“メルク”

±

1回で得た下品
　　（Ag　1）

2回で得た四品
　　（Ag－2）

3回で得た標品
　　（Ag－3）

4回で得た標品
　　（Ag－4）

譜識聴
》c轄

隷
動
磯
離
　　竃

来各標品の10％水溶液の1滴宛を濾紙上に，1列に滴下せしめ，風乾の後，Ninhydrin反応を試験し

　た．而して酵母核酸ソーダ“メルク”におけるNinhydrin反応陽性度を便宜上柵で示した．
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第3表　各RNA標品についてのSt－S増産効果の比較実験

　　　　（溶血試験：37。C，2時間目の判読成績）

培　　養　　液　　の　　種

上清液の稀釈倍数
　　　8　8
類　　N　寸

ニ　ニ

8　8　8　8　8　8　8
αつ

Q爲碁量奏署
轟　二　∴　ニ　ニ　ニ　畠

8
瓢
容

＝

州

8
曳
ぎ

『

一1

1％醐灘・メルク・加ブイ・ン培劃i冊1副副矧副冊 朴 十
一一

P一

1％Ag－1加ブイヨン培養

P％Ag－2加ブイヨン培養

P％Ag73加ブイヨン培養

P％Ag－4加ブイヨン培養

冊鼎柵・鼎 柵柵冊柵 冊｛柵鼎柵 鼎柵冊柵

柵L
�ｩ・鼎

冊柵柵冊 粁甘粁什 十十十十

一＝一 一嘲剛剛 剛一＝

1％S－3加ブイヨン培養

1％S－6加ブイヨン培養

1％S－9加ブイヨン培養

1％S－12加ブイヨン培養

柵

柵

柵

柵

鼎　柵｝　柵　柵＿辮　十十

柵　柵　柵　柵　　柵　十十

柵　冊　柵　柵　十什　柵

柵　冊　冊　冊　 卦｝　柵

十　　　　一　一

十　　一　一　一

十　　　　一　一

十　一　一　一

　一＿＿上清液の稀釈倍数
　　　　　、　…一～＿～　　　　　　　　　1：2

培養液　～～一
1：4　1：8 1　：　16　　1　：32 1364 1d28

普通ブイヨン培養 1柵1冊i冊1硝一1引
柵＝完全溶血；柵，什，十＝不完全溶血；一漏非溶血．
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