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Sbizue MAEKAWA 1957 Studies on S七reptolysin-S. The Infiuence of K-Ion and pH on 

the Formation of Streptolysin by Resting Cells. Low Ternpel'αture Sawnae， Seγ. B， 15. 
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Streptolysin唱の研究

静止歯による毒素産生に及ぼす K イオンと pHの影響について*

前川静枝

(低滋科学研究所医学部門)

。昌利回年6月受理下

まえがき

五11I IÏJ の的体外毒京の jB~生は，一般にその分裂P創造の過程において代謝産物として分泌され

るか，またはi語体の崩壊により培地1-11に溶仕iされるかの何れかによるものと考えわかている

が脊j主悶々 {本主，;liif'動性潟j血yi'fにi手続させて振並立することによって得られる Weldの hemo-

toxin1
、
.2)は， iIJ体内にある毒素が血清によって抽出されてきたものと考えられた。またこれと

は別に岡本 (193911三)及びその一門の「核酸の溶述的溶lUl毒素増産現象Jについての興味ある

業結ト1めがもとになって，細谷，江上ら同ーlR)(1948 i:f'.)によって溶述箇々体と核酸溶液を接触

させるだけで作り出される強力な溶血毒素が見出され，その生成機構は菌体のもつ酵素が核酸

に作用して毒素が合成されるものと考えられた。これらの毒素は何れも Streptolysjn~S19).20) に
参事

同するものであることが証明されている o この核酸と溶足li菌々体によって産生される Strepto-

lysin-Sについては，その後， r~'d本21) Bernheimer20)及びその他の学者によってjG試航認され，

~に進んで Bernheimer22) によって詳述的静止[弘枝酸， maltose (又は glucosamine)，POq， 

K及び Mgイオンだけで毒素が産生されることが明らかにされた。

著者はとの毒素の産生機構を考究するために， まずさきの Bernheimer22)によって報告さ

れた存京底生の条件を詳細に検討した結果，毒素1宝生に関与する医i子の濃度関係においてより

適当な条件を見出すこ之が出米たと同時に， 特にKイコf:/の毒素産生i乙及ぼすjがき干について

興味ある知見をねたのでこれらのj点結を報告する。

実験材料並びに方法

1) m'止的: 牛i血液斜回寒天に累代培技した A f，~ì容述!泊 S.8 除を百通ブイヨン(牛心

泣Ui液， polypeptone 1%， NaCl 0.5%)に36
0

C7-8時間ii討をし，述心分離により的体を集め，

燐酸級位j液力iJ食ii1水 (MβO燐駿緩衝液十Mj12.9NaCl， pH 7.0)で2回洗滅後， 同溶液又は pH

7.0 に調製した蒸溜水に浮泌さぜて用いた。
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96 前JlI静校

2) 9ボ核酸 (RNA): Clarke & Schryver法23)によって抽出された酵母核酸を 1N
NaOHでOOC30分処理し， その acetoll30%沈澱を更に RNaseで 370C4時間分j詳して再び

acetoll 30%で沈澱させた割分間刈(A30R10)を用い， 燐酸綾街液加食塩水又は蒸溜水で溶解し

Tこ。

3) 溶血毒素産生、の方法: ~n} 1と菌 ~:jq佐液， RNA (A30R初，)， maltose， NaH2PO.h KCl， 

MgS04・7H20の混合溶液 (pH7.0に調製)からなっている毒素産生の反応液を0.5me宛小試験

管に分注し， 370C恒温槽中で illcubateし，反応時間20，40， 60， 80， 100， 120分に夫々試験

管を取り出し反応を停止させるために直ちに凍結させ， f容凪l力価測定の直前に速心により菌体

を除いた。

4) 容血毒素力価測定法: 反応上清液は O.5me宛の倍数稀釈を行い， ~f量の 3% 家

兎血球浮波浪(生理的食塩水で3回洗糠jを加え 370C恒温槽で2時間反応させた。 f容血単位を

求めるために， 部分j容i立Lを示す試験管を速心して 50%i容血を挟む 2管のj二清を蒸潟水で:.4倍

に怖釈し， 581mμ波長の吸光度を分光々度計()島津)で測定した。この測定値から 50%溶血の

I政光度を示す反応上清の稀釈倍数をグラブの上で求めて， この数値を溶血単位/0.5meとした。

5) pHの測定 pH測定に供し得る試料が微量であるために，東洋泌紙pH試験紙に

よる測定泌を採用した。標準色表との比較操作の条件を揃えるために試料の温度を一定にし一

定の盤光燈の下・で2種以上の pH試験紙を用いて比色した。

6) 語体内のKイオシ量の測定 3rcに一定時間反応させた毒素産生溶液は反応修
了後直ちに8，000r.p.m. 20分室温で遠心分離を行い，上清は溶血単位測定のために凍結保存し，

菌体は _20~_40C 低温室内で，もとの反応液の 6 倍量の OOC の蒸溜水(脱イオシ)で 3 回遠心
種事

j先i憶を行なった。洗務箇体は蒸溜水でもとの反応時の濃度にもどし，この菌体浮世ー液について

焔光分光々度計 (Lange)を用いて Kイオシ濃度を測定した。

実験成績

1. 毒素産生条件の検討

1. 菌体 毒素ii室生には若いl音義の百J体が必要であるという報告1)，めがあるが，発

育Jt)jとの関係の詳細な研究は行なわれていない。著者は占bll罰に用うる曲イ木の培技時間と毒素

直生能力との関係を見るために， 3.511寺間， 8時間， 16.5時間培養のl遺体から前}Jと凶を作り比濁

により菌濃度をほぼー定にして，図 1に記載した反応条件で毒素産生を調べた。結果は，対数

増鏑j自の初期にあたっている 3.5時間の菌体の毒素産生能は， 対数増殖期の後期である 8時間

及び定常期の終りにあたっている 16.5時間のそれよりも遥かに低いという事実が認められた

(悶 1)。

次に，反応時の菌体の濃度と毒素産生との関係をみるために，同機な条件で反応時菌濃度

を次の 3段階にして実験を行なった。即ち， (1)ブイヨシ培養30me分の菌体を3meの反応液

に浮i放させた場合 (10:1)， (2)ブイヨン培主主15me分の菌体を3me反応液に浮瀞させた場合
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RNA と毒素産生との関係をみるために，その濃度な 5μg/m~， 20 μg/m~ ， 

40μg/ma， 100μg!maの4段階にして

関 3lz:.記載した条件で毒素産生を調べ

た。 その結果は， RNA 濃度の増}JUと

共に毒素力制tiが上昇し，その間に直線

的な比例関係が成立している。

この関係が一般の酵素反応にみら

れる基質とその生成物との関係と問機

であることから， RNAが毒索生成の

法質ーになっていることがうかがわれ

る。この様な関係はこの毒素J室生に関

与する他の悶子にはみられなかった。
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図L ~書体の発育j坊と毒素産生能との関係

培養時間 3.5時間， 8時間， 16.5時間の菌体は
3回洗樵後rc.燐酸緩衝液加食様水(pH7_0)奇
用いて約20mg/merc.浮遊させたものを菌液
とした。
反応液:菌液 0.75mlZ， RNA (200μg/me) 
0.15 mlZ， 0.05 M maltose 0.15 mlZ， 0.02 M 
" MgS04 0.15 mlZ. 0.5 M KCl 0.3 me， (全量
I.5ml)。
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図2. 反応液中の菌濃度と毒素産主主との関係

8時間場菱商休で反応時l1!ii濃度 10:1 (1)， 5: 1 (2¥， 
2.5: 1 (3)。 反応液: 図!と問じ。

(5: 1)， (3)プイヨシ培養7.5ma分の悶体を 3ma

反応液に浮世fJさせた場合(2.5:1¥。その結果は阿2

に示歩通り，菌濃度の憎加と共に毒素J~i~生の速度

が僧加するという関係が認められ，この関係は一

般の酵素反応にみられる酵素の量と反応生成物の

〆関係と問機である。
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図3. RNA 濃度とi!f!生会れた毒素単位との関係

反応液:菌液(8時間培養， 20: 1，緩衝液)0.75 m!Z，' RNA (59 3. Maltose 毒素産生に
tig/mlZ， 200μg/mff" 400μg/mlZ， 1，000μg/mlZ) 0.15 mff" 0.05 M 
rpaltose 0.15 mff" 0.02 M MgS04 0・15mlZ， 0.5 M KCl 0.3 mlZ， maltoseが力訴として重要な悶子であ

(全長 l.5me)。図中の数値は議素康生の反応時間を示す。 ることは Bernheimerも記殺している



98 前川静枝

が，著者の穂々な maltose濃度での毒素産生の実

験においてもそのことが確認された。その結果は

図 4に示す通りであるが， この条i'1二においては，

0.005 M附近に至適濃度があり， これ以上の濃度

はむしろ阻害的に作用することがわかった。

4. 無機イオン 静止留と RNAによる

毒素産生には上最j~ の maltose の他に PO"， K， Mg 

の各イオシの存ギEが必要であると Bernheimer

によって報告され， PO"イ才シと K イオシを

KH2P04として，MgイオンはMgS04・7H20とし

て添加している c しかしながら，これらの各イオ

シの濃度と毒素産生との関係を検討するためには，

PO"イオシと Kイオシを別々の塩として与えるこ

とがのぞましい。そこで著者は P04はNaH2P04と

して Kは KClとして与えて， Mgは Bernheimer

と同様に MgS04・7H20として与えたc 各イオシ

の毒素産生のための至適濃度を検討ーしてみると，

Mg については図5の結果からわかるように0.002

MII付近にあり PO"については図 6に示すように

O.03Mでありこれより濃度をF迫力liすることにより
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図5. Mg80.j濃度と毒素産生との関係

反応液: 菌液 (8時間培養， 20; 1，緩衝液)0.75 
me， RNA(200μgfme) 0.15mi， 0.05M maltose 
0.15me.， M宮80;(区|中l乙示したi限度の 10約)0.15 
me， 0.5 M KCI 0.3 me， (全盛 1.5mL)。
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図4. Maltose濃度と毒素康生との関係

反応液: 菌液 (8時間培養， 20; 1，緩衝液)0.75 
me， RNA (200μgfme) 0.15me， maltose (図*
K示した泌皮の 10侍)0.15 me， 0.02 M Mg80， 
0.15 me.， 0.5 M KCI 0.3 me， (全盛 1.5me)。
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図6. NaH~PO~ 濃度と'JjJ素生産との関係

反応液:商液 (8時間培i後 50;1，蒸溜水)0.6 
me， RNA(200μgfme) 0.3 me， 0.05 M maltose 
0.3 mi， 0.01 M Mg80" 0.6 me， NaH2PO， (図中
K7Ji;した淡JJiの 10倍)0.3 me.， 0.3 M KCl 0.3 
mi，蒸溜水0.6me，(全母3.0me'o 10% NaOH 
でpH7.0 F::調製。
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顕著に存素産生の祖害があらわれて来る。ど

ころがKの有効濃度は前2者に比して遥かに

高いことは|玄17 の結果からうかがわれ O.l~

O.4Mで最高の溶血毒素を産生している。

このように毒素産生に対する夫々のイオ

シの至適な濃度は著しく呉なっていることか

ら， PO~ イオンと K イオンを 1 つの塩の形で

添加することは不適当と忠、われる。 Kイオ γ

はイ也の司オシより著しく高い濃度を必要とす

ることは，その毒素産生に関与する意義が他

のイオジと異なっていることを暗示している。

小括並びに考按

以上の実験結果から， ¥11'11::]請と RNAに
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図7 KCI濃度と毒素康生との関係
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反応液: 菌液 (8時間培養， 20: 1，緩衝液)0.75 
ml， RNA(200μg/m~) 0.15 m.Z， 0.05 M maltose 

0.1"5 m1'-， 0.02 M MgSo.j 0.15 m1'-， KCI (図中l乙示
した濃度の日倍)0.3m1'-， (全量 I.5m~)。よる毒素産生のためには， maltose，と P04，K，

Mgの各イオシが必要であることが追試確認され，更に夫々の有効濃度が明らかにされた。し

かしながら，この条件は静止閣による毒素産生のために必要にして且つ充分なものではないこ

とが想像される。例えば，著者の他の実験からI担体のi光線回数を更に重ねることは毒素産生能

を低下させ，また，短時間反応させて未だ充分に古ー素産生の活性を保持していると忠、われる間

体を，新しいメヂクムに移すことによりその毒素産生能が著しく低下するという事実もあるの

で，以上の因子の{也に未だ解明されていない微量の悶子が，毒素産生に関与していると考える

べきであろう。

11. 毒素産生に及ぼすKイオンと pHの影響

1. 毒素産生における Kイオンの必須性について

この若手:索産生における KClの効果I'IKCl以外の KaliumJ誌によって示されるかどうか，

iたKイオシ以外の 1価の陽イオシである N民又は Naの恥化物によっても示され得るかど

うかを検討した。その結果は表 1に示す通りで Kを含む塩績の場合には著明な毒素1宝生が

KCl KBr・

表1 K-塩， NH4-坂， Na-'右足の毒素産生効果の比較

(ー)塩類

反応時淡皮 (M)I 

溶血毒素単位/05m1'-1

0.2 

320 

0.2 

402 

KN03 i阿川 NH4CI

ぽ29

NaCl 

0.2 

308 

反応液: 菌液 (7時間培養， 50: 1，蒸溜水)0.6 me， RNA(200μg/mtt) 0.3 mi， 0.05 M maltose 0.3 m1'-， 
O心1M MgSO~ 0.6 m~， 0.3 M NaH~P04 0.3 mtt， KCI， KBJ:， KN03， KH2P04， NRjCl， N乱.cl叉は蒸溜
水(表中l己示した濃度の5倍)0.6mi，蒸溜水 0.3mi， (全盛 3.0m~) 10ガNaOHで pH7.0K調製。
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みられるが， NH4Cl， NaClの場合には

これらの地類を1Jllえなかった対照例と

殆んど変りない低い値を示した。この

成績は KClの効果がその K イオシに

起!羽するもので，他の防イオ γにょっ 溶

血3仰

車
ておまかえられないことを示してい

る。この表において KH2P04の場合の 位

溶血力価が他のKiEt.に比して著しく侭 200 

いのは，この濃度ではP04の毒素産生

の阻害によるものであることは先にあ

げた実験結果から明らかである。

2. 有効なK濃度においてみられ

る毒素産生の抑制現象について
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図9. 議京産生過程l己及ぱす KCli限度の彩練 (2)

曲線(1) 反応液:菌液(図8と同じ)0.6mll， RNA 
(400μgjmZ) 0.3 m!l， 0.05 M mal tose 0.3 ml， 0.01 M 

MgS04 0.6 m!l， 0.3 M NaH~POl 0.3 mム O.5MKCl 
0.3m!l， 蒸溜水0，6mil，(全泣3，0mt)o 1O~;; NaOHで
pH7.0 に調製。

曲線 (2)(3) 反応液; 上述の反応液から務潟水母除

いて 20 分， 40 分ro~誌践生反応後に 2M KCl O，6ml加
え再び pH7，0K調製。

~lí; ~;)~・ 1主生の経過を時間的に観察すると 反応液:菌液 (7時間i嘗養， 50: 1，蒸溜水)0.6mll， RNA 
(25Qpgjmlll 0.3 ml， 0心5Mmaltose 0.3 me.， 0.01 M MgSO. 

t:m 8 (1)に示すように，反応の初期にみ
0，6 m!l， 0.3 M N aH~P04 0.3 me， 0.3 M KCl 0.3 m!l， 蒸溜

られる毒素j室生の係めてjEい!時期と， 水0.6mL，(全盛3，0ml)o 10μNaOHでpH7.0K調製。

これに続いてくる急激な55奈佐生の時期と，その後の急激な毒素Iェドイ色の低下の時期の 3つに分

けられる。これを仮りに抑制矧，産生J1J]及び減退!切となづけた。しかしながら KCl政改をO，03M

迄下げた喝合は悶 8(2)のように， t可Jf!jIJJ明があ

らわれないで直ちに産生WJに入り充分な毒素

単位に達しないで減退!日1に移行する。この抑

;j;ij期のみられない毒素産生の反応の途中で，

KCl濃度を増加させると図9に示すように，

KCl 添加の直後から抑制矧-r~ あらわれて，そ

の後に再び庭生JlJJに移行することが観祭され

た。このことから，抑制問は KClìl;~肢に問迎

してあらわれる現象であることがわかる。

この抑制j切の発現はKCliて特呉的なもの

20 40 60時閉14} |ω 120 140 であるかを検討するために， KClと閉じ濃度

，噌¥， ι、

之、ノ、、
人:....v:¥
、ミ~.'、、
;:，: 
~ ， 
もが'， 

l∞十/

。 20 40 60 80 
時間(責)

120 140 160 100 

図8.ro索産生過程に及lます KCl濃度の影響(!l

(O.4M)のKBr，KNO:;， NH4Cl， NaClを用い

て事索産生の絞過を観察したら後2者のよう

にKイオンを含まぬ晦知を用いるときは， j~~ 

f主に必須な K イオ γ を KCl の形で抑制 j~J の

あらわれない濃度 (O.03M)だけ加えて実駄を

行なった。 その結果は|ヌ110，11に示す沼り

で何れの均合も抑制現象があらわれるが，
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?ごとちの若ß~ijif生経過のi七 il茨

反応液:菌液 (7時間地袋， 50: 1， ?j~溜水)0.6

m.l， RNA (250μg/mil) O.3mi， 0.05 M maltose 
0.3 mil. 0.01 M MgSO.j 0.6 mil. 0.3 M NaH2P04 
0.3 mil， 0.15 M， 2 M KCI (叉は 2M KBr， KN03) 
0.6mil，蒸溜水 0.3mil，(会;泣3.0mil)o 10% NaOH 
でpH7.0K調製。
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函11. KCI， NH.Cl， NaCl (0.4 M)を
用いたときの毒素産生経過の比絞.

反応液: 菌液(1ZI1Oと同じ)0.6 me， RNA (250 
μg/mil) 0.3 me， 0.05 M maltose 0.3 m!l， 0.01 M 
MgSul 0.6 me" 0.3 M NaH2P04 0.3 mι0.3M 
KCIO.3mil， 蒸溜水(又は 2M KCI， NH1Cl， 
NaCI) 0.6 mil， (全:lJ13.0m~)o 10Jb NaOHでpH
7.0 I己競製。

KBr， KN03， NaClでは夫々 Br，N03， Naの産生i明における毒素産生の阻害があらわれて，

最高進???単位は KClのときの単位まで迷しなかった。たど NH，.Clの場合のみは KClの場合と

令く同様fょ毒素康生11[1線をえがき毒素単位はむしろ KClの場 a合をJ:9Bる。

以上の結果から， この KClによる抑Hiljt!羽の発現¥1:， その Kィォ γによるものであるが，

NH.jCl又は NaClの場合にもあらわれるという

ことから，この現匁は Kイオシに特異的なJ見守と 7.0 

ではないことがわかった。

3. 憲素産生経過に及{ますpHの影響につ v
H 

いて

著者は実験の目的から先に述べたような非

綬術溶液を反応液とじて用いているために，反

応過程中に maltoseの代制定物によって次第に

酸震が増強し， pHn 7.0から徐々に自主性1¥¥IJに移

行する(この代表的な似!な[:gj12に掲げた)。そこ

で反応経過中の pHの変化と毒素出生との関係

bβ 

6.0 

¥¥ 

\.O L-ム一一~一一ーー・一一一一」一一_A一一一一』ーー}
日 ?O 00 60 80 日 170 140 loO 

国間 (m

図12. m~民政生経過ヰ!の pH の変化

反応淡: 図8(KCIO.4M)と同じ。



校

を詳細に検討するために，次のように条件を変えて実験を行なった。

(1) 予め|笥体と maltoseを一定時間反Fりさせておいて，一定の pHに述した時に RNAを

加えて毒素1室生を行なわせてみた。その結果は悶 13に示すように， Preincubationしたものは

抑制j鳴が短縮又は消失し，毒素1室生11I1線の山が在方に移行することがわかった。

(2) 蘭濃度を増加して maltoseの分併を促進させた場合の毒素産生の様相は， 図 14に示

すように，抑制期は著明に短縮され早く産生期があらわれ早く減退j墳に移行することがわかっ
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図14. 菌濃度哨加による議素
産主主経過及びpHの変化

曲線(1) 反応液: 菌液(了時間結養， 50: 1， 
蒸溜水)0.6 mit， RNA (250μgjm!l) 0.3 m!l， 0.05 
M maltose 0.3 m!l， 0.01 M MgS04 0.6 mil， 0.3 
M NaH~PO.j 0.3 mit， 2 M KCl 0.6 m!l， 蒸溜水
0.3mil， (全量 3.0mil)o 10% NaOHでpH7.0K 
調製。

曲線(2) 反応液: 菌液 (7時間培養，

蒸溜水)0.6m~ 他は上述と同じ。

170 

200: 1， 

100 40 20 40 60 . 80 
時間[古)

図13. Preincubation による毒素
産生経過及びpHの変化

曲線(1) 反応液: 磁波 (7時間培養， 50: 1， 
蒸溜水)0.6 mit， RNA (400μgjmil) 0.3 m!l， 0.05 
M maltose 0.3 m!l， 0.01 M MgSO. 0.6 mil， 0.3 
M N aH2PO.j 0.3 mil， 2 M KCI 0.6 m!l. 蒸潟水
O.3mil， (全長3.0millo 10% NaOHでpH7.0に
調製。

曲線(2)，(3) 上述の反応液から RNAを除て40
分(2)，80分(3)Preincubation後KRNA添加。

120 100 20 

反応開始時の pHを5.4， 5.9， 7.0， 7.8， 8.8に夫々修正しておいて毒素産生の反応を

行なわせてみた結果は， 悶 15に示す通り，標準の条件 (pH7.0)より酸性側 (pH5.9)で反応を

開始させた場合は産生期が早くあらわれて且つ早く減退期に移行し，アノレカリ側 (pH7.8)で反

応を開始させた場合は，これと反対に抑制j泌が延長し産生期のあらわれるのが遅れることがわ

しかして pH5.4又は 8.8から反応を開始させた場合は蘭休の活性が全く阻害される

(3) 

カミ0f，.こ。

ために， pHの変動も殆んYなく毒素産生も少仕かった。

以上の実験成績を通覧すると，何れの場合も抑llilJ期から産生期に移行する点fl:pH 6.0-5.8 

にあり，産生l明から減退期に移行する点~t. pH 5.5-5.4にあるということから， 毒素産生の各
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図15. 反応開始時の pHの相違

i己よる毒素rA生経過の比較

反応波: 菌液 (7時間格養， 50: 1，蒸溜水)0.6 

m1.， RNA (250μg/m~) 0.3 mi， 0.05 M maltose 
0.3 mi， 0.01 M Mg80. 0.6 mi， 0.3 M NaH2PO~ 
0.3 m~ ， 2 M KCl 0.6 m~，蒸溜水 0.3me ， (全抵

3.0m2)o 10μNaOHで pH5.4， 5.9， 7.0， 7.8， 

8.8 t乙調製。
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図16. ìlj ;;t im生経過FI~ (KCl 0.4， 0.03 M) 

の磁体内 K[止の変動

曲線(1) 反応液: 磁波 (7時間的主主， 50: 1，蒸

溜水)0‘6 mi， RNA (250 11g/mi) 0.3 mi， 0.05 M 
maltose 0.3 mi， 0.01 M M呂，80.10.6 me， 0.3 M 
NaH2PO， 0.3 mi， 2 M KCl 0.6 me， 蒸溜水 0.3
me(全盛3.0me)o 10% NaOHで pH7.0p::，誠製。

曲線(2)，(3) 反応液 0.15MKCl 0.6me， 他

は上述と同じ。 図中の1111線は務J位毒素単位，ji'1

線は磁体内 Ki立。

103 

phaseの発現は反応経過rf:'の pHの変化に関係あることがLifJらかである。 この条f件|ド二における奇

芸芽索;ミ:住生の至i巡直 pHlは工 6.0~5.8 の1非lド主デ汁t;常i

においては:抑口印1¥¥備制制i甘伊同i引司IlJ現免怒匁とによつて司毒3守索ミの産と生色がみられないのでで、あつて， ii¥li¥iij現{4.とのない KCI濃度の

低い条件においてはこれより lニI"f" I:に近い pH でも毒素I主生がみられることから 1'.Çの 7ii: 奈川[~A'.

の歪:i@pH はもっと広い範囲にあることはIIJ}ちかである。

4. 毒素産生経過中における蘭体内Kイオン量について

育会索1主生過程における Kイオシの影響を考察する一つの手がかりとして，反応経過中のI宮

体内 Kイオシ畏を測定してみた。

その結果はメヂクム中の KCl濃度を変えた実験において KCIO.4M の条件では1ミ116(1)，

17 (1)， 18に示すように，菌体内の K イオシ呈は， 抑制期には徐々に憎かlし産生!自に移行する

とその増加iの速度爪惜し減退問にはその皇が減少することが認められる。 KCIO.03Mの条れ=で

は関 16(2)， (3)に示すように，反応初期から著しい速度でI泣(休内 Kイオメが増加し，その註日

O.4Mの条件の時よりも遥かに向い値に速し，減i旦rYHこ移行すれば再び急速に減少するという

駅味ある結果がねられた。次に反応開始時のメヂワムの pHを変えた実駄において pH6.0で
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毒素康生経過中 (KCIO.4M)の

蔚体内 K廷の変動

反応液: 菌液(図 16と同じ)0.6 mi， RNA (250 
μg!mlf，) 0.3 mll， 0.05 M maltose 0.3 me， 0.01 M 
MgS04 0.6 mll， 0.3 M NaH2P04 0.3 mll， 2 M KCl 
0.6m2，蒸溜水0.3me(全盆3.0me)o10% NaOH 
でpH7.0I己調製。
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図18.

毒素産生を開始させた場合には，毒素産生曲線

において産生期が早くあらわれると共に的体内

Kイオシ畳の増加も， pH7.0で反応、を開始させ

た時の産生期にみられる菌体内 Kイオシ畳の増加と同じような速度で初めから現われるとい

うことがわかった。

60 
時間前)

図17. 毒素E室生経過中(反応開始時の
pH6.0， 7.0)の菌体内 K;匿の変動

反応液: 菌液(図 16と同じ)0.6 ms， RNA (250 
μglmll) 0.3 mi， 0.5 M maltose 0.3 mll， 0.01 M 
MgS04 0.6 ms， 0.3 M NaH2P04 0.3 mll， 2 M 

KelO.6ms，蒸潟水0.3mll，(全量3.0ms)o10% 
NaOHでpH6.0，7.0 I乙調製。 図中の曲線は溶

血議素単位，頭線lま菌体内 K量。
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10 

このように，毒素窓生曲線と菌体内 Kイオシ量の変動の曲線とはほぼ平行的な関係にあ

ることは興味ある事実であるが，毒素1也生の強さと菌休内 Kイオシ量の聞には直後の関係がみ

られないことは，先に述べたように，メヂクムcl:rの Kイオシ濃度の低い毒素1室生の不充分な条

件の方が，反って濃度の高い充分な毒素産生の条件よりも菌休内の Kイオシ量は遥かに高い

イ症にまで述することからも明らかである。

国17，18において反応時間O分の間体内Kイオシ監が20分の時より高い値を示している

のは，乙の実験伊uにおいては反応開始前のメジクムの温度を ODCに保っていたので低温による

吸着のための増加であると考えられ， 図16の場合には反応前のメジワムの温度を低温に保た

なかったのでこの現象はみられなか、っすこと考えるべきで怠ろう。

総括並びに考按

溶述菌静止白、iとRNAによる Streptolysinδ 産生に関与する必要な臥|子については，

に Bernheimerによって検討され，力源として maltose(又は glucosamine)が必要である他に

Po.h K， Mgなる無機イオシが欠くべからざるものであることが報告されているので，著者は
その報告にもとづいて吏にこれらの各悶子の適当な法度関係について検討した結果，うもに述べ

すで
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たようにー層高い毒素を産生する条件を見出し得たが，この条件においての毒素産生の過程に

は抑制期，産生j明，減退j羽の明らかにi三別できる 3つの phaseが存在することがわかったし

第 1の抑制期は実験の示す通り，メヂヲム中の Kイオンの高い濃度において現われるもの

でありその濃度が低いときにはみられないから， Kイ71':/濃度に関述する現象であることは明

らかである。しかしながら，毒素産生経過中の菌体内のKイオシ置を測定した成績からみて，

産生却に移行するまでにKイオシが菌体内に移動してメヂクム中の濃度が著しく減少したとは

忠われないので，この現象はメヂクム中の Kイオ γ濃度だけではなく実験の示す通りメヂクム

のpHによって左右される悶子と関必しておこる現象と考ーえなければならないが，その因子に

ついては未だ究明されていない。

tf12の産生期に移行すると，さきの抑制現象は全くとれて毒素産生の述度は急激に増し，

抑制期のない KCl濃度の低い条件にみられる産生速度よりむしろ迷い速度で毒紫単位が上昇

し，且つ達する最高i毒素単位も必ず上廻っている。このことから，抑制期が適応酵素生成の陪

の初期の lagphaseの意義のように次の段階の毒素産生期の反応に必要な現象であるようにも

考えられるが，この phaseを短縮又は消失させるような条件を与-えても!童生期の毒素産生の速

度及び迷する最高値に大きな差異牟はみられなかったので，直按毒素!宝生の反応に必要な phase

ではないと考えられる。そこで， KCl濃度の高い条件においては抑制期と無関係に高い毒素産

生がみられる原因を考えると， KCl濃度の低い毒素I宝生の不充分な条件にNH4Clを高濃度

(O.4M)に加えると KCl高濃度 (O.4M)の条件にみられるような高い毒素産生があることから，

この効果は Bernheimerの報告Eめにある KイオシやNH4イオ γによる Streptolysin-Sの熱

安定化の現象で説明することが出来ょう。

第3の減退期の発現は，メヂヲム中のこの毒素産生に関与する各因子がこの時期になると

欠之して来ることによってあらわれるのではなくメヂワムの pHが5.5-5.4に述して菌体の活

性が阻害されることによって生ずる現象であって，このメヂヲムでは毒素を安定に保つには不

充分であるから毒素産生が停止すると，作られた毒素が破壊されるという現象が大きくあらわ

れ毒素単位は次第に低下する。著者の用いた条件は非経緯j溶液で反応を行なわせているために

pHの変化がはげしくあらわれて，産生期から減退期への移行が急、激であるのは当然である。

議 ~{~11i~生経過中の菌体内の K イオジ量を測定した結果，若手京産生山線とほぼ平行関係を示

すという興味あるさ5・実があるが， メヂワムから RNAを除いて毒殺産生を行なわせない均合の

菌体内のKイオシ量の変動は RNAを加えて古:京産生を行なわせたi場合と同様な様相を示すこ

とから，菌体とメヂクム聞のKイオシの移動は毒索f室生に直接結びついた現象ではなく単に菌

体の活性と平行してあらわれる現象と考えられる。また，メヂヲム中のKイオシ濃度の商いH守

の的体内への Kイオシの移動が濃度が低い時よりも反って少ないということは， このKイオ

ンの移動l土単なる物理的なものではなく，もっと生物J学的な要系Aを含んでいることを示してい

る。
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むすび

1. 溶述菌静止世iとRNAによるj容血毒素産生の Bernheimerの条件を追試線認し， この

毒素産生に必要なi玉i子の夫々有効濃度について検討を加えた。

2. 有効なK濃度を!日い?と条件においては，この毒素!主生の経過は抑制tJJJ，産生期，減退

期の明らかに区別出来る 3つの phaseを含んでいることがわかった。

3. 組々の実験結果から， メヂワム中の Kィォ γ濃度と pHがこれらの phaseに影響を

5・える主なる悶子であり，しかも両者の);~ $jb~~ ~'íこは相互に関述があることがわかった。

4. r岩体内の Kイオジ量の変動のrl11線と毒素産生L1li線とはほぼ平行的な関係にあるが， ftfi 

体の Kイオン註そのものと存お単位との削には一定の関係はなく，また RNAを除いた反応系

においても閉じような変動を示すので，的体とメヂワムの flJj の K イオシの移動と f与す~I主生とは

直接の関係はないものと考えられる。

5. メヂクム中の K イオ γは，毒素合成の反応に関与する必~J'i な因子としての役割と!主生

された Streptolysin-Sを熱に対して安定化する役割との 2つがあり， IlU者としての Kイ:tγ

はPO.jイオン，Mgイオーシと同様に微量でその効果を示すが後;者としての Kイオ γは高濃度に

おいて始めてその効果があらわれる。著者の条j'¥:においてみられる毒京産生の地強の効果は主

に後者によるものと考えられる。

稿を終るに臨み極々御教示を!弱った名大理学部江上教J受， 1.判1校11日を賜った，J;H.jIニ教投sltひに

終始御懇篤なる御指導を戴いた林助教授にj字く御礼申上げ，また焔光分光々度計の使用に関し

て御配慮を戴いた青木教J受並びに核酸試料を絢1分与下さいました名大理学部問中3虫学士に感謝

いTこします。
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Resume 

Bernheimer's results that the resting streptococcal cells could produce the streptolysin司S

by incubating them with RNA solution in the presence of maltose， KH2P01 and MgSO" 

were confirmed. On c10se examination it was found that the optimum concentration of 

K-ion for the streptolysin-S formation was much higher than that of POrion， which led 

to the improvement of the streptolysin-S-forming system by the use of the mixture of 

KCl and NaH2P04 in substitution for KH2P01 
The process of streptolysin formation occurring in the modified system with higher 

concentration of KCl proved to consist of three distinguishable phases: initial inhibiting 

phase， producing phase， and reducing phase. The manifestation and duration of these 

phases were influenced by the concentration of K-ion and the pH of the reaction medium， 

the influenses exerted by these being dependent on each other 

An interesting fact was observed that the curve of the fluctuation of K明ionconcen-

tration in the streptococcal cells， plotted against the reaction time， cameout almost 

par叫lelto the curve of the streptolysin-S formation. But the result that the behavior 

of fluctuation of K-ion 'concentration in the cells in the reaction system exc1uding RNA， 

in which no streptolysinδwas formea， was not far differ官1tfrom that in the complete， 

streptolysin-forming reaction system and that the hemolytic unit of streptolysin formed 

was not directly proportional to the quantity of K-ions in the cells led to the conception 

that the streptolysin formation ot the resting streptococcal cells in the reaction system 
is not directly related to the transport of K-ions to those cells. 

It was further found that K-ions in this reaction system play the double parts of an 

indispensable participator in the course of synthesis of streptolysin-S， and of a stabilizer 

of streptolysin form己d. The K-Ions showed their stabilizing e妊ectonly at higher concen-

trations. It is， therefore， to be supposed that the formation of higher titer of streptolysin-S 

in the modified system is mainly caused by the stabilizing effect of K-ions. 


