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論 文 内 容 要 旨

序 論

変異原 の活性 を抑 制す る物質 、いわゆ る抗 変異原物質 に関す る研究 は、故 賀 田

恒夫博士 らによ って始 め られ 、食品中や天 然物 中か ら種々の抗変異原物質 が単離

され 、その作用様式 の違 いか ら、変異原不 活性化物質 であるdesmutagenと 細胞 内

の突然変異 のプ ロセスその ものを抑 制す るbio-antimutagenの2つ のタ イプに分 け

られ ることが示 されているa)。 この うちdesmutagenの 変異原不活性化 の機構 につ

いては 、化学的修飾 、酵素的修飾 、高分子化 合物 による吸着お よび代謝 活性化 の

阻害等が知 られ ているが 、bio-antimutagenの 作用機構 に関 してはDNA修 復 、

DNA複 製等の面か ら種 々の アプ ローチが な され ているものの 、突然変異 の生成

過程その ものが完全 に解 明 され ていな いため、不明な点が数多 く残 され ている。

一方、過酸化脂質の変異原性 に関 しては 、 ヒ ドロペルオキ シ ド及 び その二次分

解産物 であ るマ ロ ンジアルデ ヒ ド等 に弱 い変異原性が在 ることが報告 され ている

が 、抗 変異原性 に関する研究はほ とん ど行われて いない。 しか しなが ら、過酸化

脂質 は多数 の物質の混合物 であ ることか ら、抗変異原物質 が存在 し、本来の変異

原性 を修飾 してい る可能性 も十分に考え られ る。

本研 究では、大腸菌の紫外線 誘発突然変異に対す る脂肪酸過酸化物 の作用 につ

いて検 討を行 い、脂肪 酸過酸化物 が抗 変異原性(bio-antimロtagen活 性)を 示 すこ

とを初 めて明 らかに した。また、抗 変異原物質 の同定 も行 い、脂肪 酸過酸化 物 中

の α,β 一不 飽和 アルデ ヒ ド類が抗変異原性を示す こと、及 び これ らの アル デ ヒ ド

の 中でア クロ レイ ンが、最 も強い抗 変異原性 を示す こ とをみいだ した。 さらに 、

アク ロレイ ンの関連化合物 について抗変 異原 活性 を調べ 、抗変異原性 に必要 な化

学構造 を明 らかに した。また、ア クロレイ ンの抗変異原性発現の メカニ ズムを明

か にするために、SOS応 答 とDNA修 復 の両面か ら検討を加え た。

第一章 脂肪酸過酸化物の抗変異原性

本 論 文 を通 じて使 用 した大 腸 菌及 び サル モ ネ ラ菌 の 菌株 と 、そ の 遺 伝 的特 性 を

a'T .Kada,ToxicologyForum>6>580-589(1983).
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Table1に 示 した 。大 腸 菌(WP2)は 、37℃ で 一 晩 培 養 した もの を 用 い 、1/15Mリ

ン酸 緩 衝 液 で 洗 浄 後 、desmutagen等 に よ る分解 を 考 慮 す る必 要 の な い変 異 原 であ

る紫 外 線 を 用 い て 、 変異 原 処理(殺 菌灯 を用 い2.9J/m2/sの 条 件 で照 射)を 行 った 。

処理 後 、菌 を検 体 で あ る リノ ール 酸 自動 酸化 物 と混 合 し、 突然 変 異検 出用 プ レー

ト上 に広 げ培 養 を行 い 、変 異 体数 と生 菌数 よ り抗 変 異 原 性 の有 無 を検 討 したP。

そ の結 果 、 リノ ール 酸 自動 酸 化 物 の添 加 に伴 い 、生 菌数 の大 き な 減少 な しに 変 異

体 の数 に 顕 著 な減 少 が 見 られ 、 リノ ール 酸 自動 酸 化 物 が抗 変 異 原 性 を持 つ こ とが

示 され た(Table2)。 同様 の結 果 は 、オ レイ ン酸 自動 酸 化物 を 用 い た系 で も得

られ た(Table3)。 この 結 果 は 、抗 変 異 原 性 が リノ ール 酸 過 酸 化 物 に 特 異 的 な 性

質 で な い こ と を示 して い る 。 ま た 、 リノ ール 酸 の 過 酸化 物 価 と抗 変 異 原 性 との 関

連 を検 討 した結 果 、 リノ ール 酸 その もの は抗 変 異 原 性 を示 さず 、過 酸 化 物 価 の 上

昇 の 後 、抗 変 異 原 性 が 現 れて くる こ とを 明 らか に した(Fig.1)1)。

次 に 、 脂 肪 酸 過 酸 化 物 の 抗 変 異 原 性 に対 す るs-9Mix(代 謝 活 性 化 酵素+補 酵 素

類)の 作 用 に つ いて 検 討 した2)。 そ の結 果 、 紫外 線 照射 した大 腸 菌(WP2)を 用

い た系(Table4)、 及 び2一(2-furyl)一3一(5-nitro-2-furyl)acrylamide(AF2)

処 理 を した サ ル モ ネ ラ菌(TA98)を 用 い た系(Table5)の いず れ の 場 合 も、 リノ ー

ル 酸 過 酸 化 物 中の 抗 変 異 原 性 がs-9Mixの 添 加 に よ って 減少 す る こ とが 明 か とな っ

た 。脂 肪 酸 過 酸化 物 の 変 異 原 性 の検 出 には 、s-9Mixの 添加 が 必 要 な こ とが報 告 さ

れ て い る が 、 この結 果 に よ り、s-9Mixの 使 用 につ い て 変異 原 の 代 謝 活 性 化 とい う

作 用 に加 え 、共 存 す る抗 変 異 原性 の 減 少 に よ る変 異 原 性 の 顕在 化 とい う作 用 も考

慮 す る必 要 が あ る こ とを 示 した 。

本 研 究 は 、脂 肪 酸 過 酸 化物 に抗 変 異 原性 が あ る こ とを 初 め て 明 か に した もの で

あ る 。 ま た 、s-9Mixの 作 用 につ いて 、変 異 原 の 代 謝 活 性 化 に加 え抗 変 異 原 性 の 減

少 も考 慮 すべ きで あ る こ とを 新 た に 示 した 。

第二章 アクロ レイ ン関連化 合物 の抗変異原性

脂肪酸過 酸化物 中の抗変異原性 を短期 間で得 るため、空気 を送 りなが ら リノ ー

ル酸を加熱 し強制的に過酸化物 を作 成 し、得 られた揮発性の分解産物 につ いて、

抗変異原性 を測定 した3)。 その結果 、脂肪酸過酸化物 の揮発性 分解産物 中に抗 変
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異 原 物 質 が 存在 す る こ とを 明 か に した(Table6)。 さ らに 、揮 発 性 成 分 を ガ ス ク

ロマ トグ ラ フ ィ ーで分 析 し、主 要 成 分 を 同 定 した 。Fig.2に そ の 結 果 を示 す 。 こ

れ らの 主 要 成 分 の うち ア ク ロ レイ ン、2一 ヘ キ セ ナ ール 、2一 ヘ プ テ ナ ール 、

2一 ノネ ナ ール 、及 び2,4一 デ カ ジエ ナ ール が 抗変 異 原性 を 示 した(Table7)。

これ らの 化 合 物 はす べ て α,β 一不 飽 和 ア ル デ ヒ ド類 であ り、 化 学 構 造 の 最 も簡 単

な ア ク ロ レイ ンが 最 も強 い抗 変 異 原 性 を 示 した3)。

次 に 、 ア ク ロ レイ ンの 関連 化 合 物10種 類 につ い て化 学 構 造 と抗 変 異 原 性 の 関

係 を検 討 した(Table8)4)。 そ の 結 果 、不 飽 和 ア ル デ ヒ ドで あ るア ク ロ レイ ン と

不 飽和 ケ トンで あ る メ チル ビニ ル ケ トンに強 い抗 変異 原 性 が 観 察 され た 。 ア ク ロ

レイ ンの3一 ア ル キ ル 置 換 体 で あ る ク ロ トンア ル デ ヒ ド、2一 ヘ キ セ ナ ール 、及

び共 役 二 重結 合 を 持 つ2,4一 デ カ ジエ ナ ール で は抗 変 異 原 性 が弱 ま った 。3一 フ

ェニ ル 置換 体 で あ る シ ン ナ ムア ル デ ヒ ドでは 抗 変 異 原 性 が さ ら に弱 ま っ た 。 ま た 、.

不 飽 和 酸 、不 飽和 ア ル コ ール 、不 飽 和 エ ステ ル 及 び飽 和 ア ル デ ヒ ドにつ い て は 、

ほ とん ど抗 変 異 原 性 が 観 察 され な か っ た 。以 上 の 結 果 よ り、 α,β 一不 飽 和 カ ル ボ

ニ ル 基 が 抗 変 異 原 性 に深 く関連 して い る こ とを 明 か に した4)。

第 三章 ア クロ レイ ンの抗変異原性の微生物遺伝学的解 析

紫 外 線 誘 発 突 然 変 異 の 生 成 メ カニ ズ ム は 、完 全 に 明か に され て は い な い が 、

recA-lexA遺 伝 子 の 制 御 下 にあ るSOS応 答 の 発 現 と深 い 関連 の あ る こ とが 知 られ

て い る 。 そ こで 、SOS応 答 よ りumuDC遺 伝 子b)の 発 現 と λプ ロ フ ァ ー ジの 誘 発 を

選 び 、 ア ク ロ レイ ンの抗 変 異原 性 との 関連 を検 討 した5)。umuDC遺 伝子 は 突 然 変

異 の 生 成 に 直 接 関与 す る こ とが知 られ て お り、そ の3'側 を β 一ガ ラ ク トシ ダ ー

ゼの 構 造 遺 伝 子 と連 結 したプ ラ ス ミ ドpSK1002を 用 い て 、遺 伝 子 の 発 現 量 を容 易 に

測 定 す る こ とが 可 能 で あ る。 そ こで 、 この プ ラス ミ ドを大 腸 菌WP2株 に組 込 み 、

WP2/pSK1002を 作 成 し、umuDC遺 伝 子 の 発 現 に対 す るア ク ロ レイ ンの 作 用 を 検 討 し

b)璽
,UV-non-mutableの 略 号,こ の遺 伝子 に 変 異 が起 こ る と突 然 変 異 が起 こ.ら

な ぐな る こ とか ら名 付 け られ た 。umuDC遺 伝 子 の 産 物 はrecA遺 伝 子 の産 物 と共 に

D「NAポ リメ ラ ーゼ に働 き 、DNA複:製 の精 度 を 下 げ る こ とが 知 られ て い る 。
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た。その結 果 、Fig.3に 見 られ るよ うにア クロ レイ ンはumuDC遺 伝子の発現 を抑

制 した。また 、 もう一つのSOS応 答であ る λプロフ ァージの紫外線誘発 による

溶菌現象(OD66。 の減少)も ア クロレイ ンは抑制 した(Fig.4)。 さ らに、'これ ら

SOS応 答 の抑 制 と変異 の生成過程 との関連 を調べ るため、変異頻度 の増加 に対

す るア ク ロレイ ンの作用 について検 討 した5)。 その結 果、ア クロ レイ ンは変 異体

の総数を減少 させ る こと、及 び変 異頻度 の増加 は、ア クロレイ ンの有 無にかかわ

らず 、約2時 間で終 了す る ことが示 された(Fig.5)。 アク ロレイ ンによる

SOS応 答の抑制は2時 間以内で もは っき り見 られることか ら(Fig.3,Fig.4)、

ア クロ レイ ンの存在下で は、変異頻度の増加す る期 間を通 じてSOS応 答の抑 制

が起 こってい ることを明 かに した。この事実は 、アク ロレイ ンに よるSOS応 答

の抑制 が、抗 変異原性の発現 に関与 して いることを示す ものであ る。

次 に、DNA修 復 に関 して野生株であ るWP2と 、DNAの 除去修復欠損株 であ る

WP2s及 びZA159の3株 を用 いて、DNA修 復 とア クロレイ ンの抗変異原性 との 関連

につ いて検 討をお こな った6)。 その結果 、紫外線 照射後の大腸 菌を30℃ で培養

した場合 、野 生株 に対 してア クロ レイ ンは抗 変異原性を示 したが 、除去修復 欠損

株 には抗変異原性 を示 さなか った(Table9)。 一方 、40℃ で培養 した場合 は、

野生株 において抗 変異原性が増加す る とともに、除去修復欠損株 において も抗変

異原性が観察 されるよ うにな った(Table10)。 この温度依 存性 の現象 を さら

に解析す るため、 ヒー トシ ョック応 答を制御 してい るrpoH遺 伝子 に変異 を持 つ

rpoH15遺 伝子 を、WP2及 びZA159に 導入 したAI10及 びAI11株 を作成 し、アク ロレイ

ンの抗変異原性 につ いて検討 を行 った6)。 その結 果、 ヒー トシ ョック応答が抑 制

されてい る場合 、紫外線 照射後30℃ で培養 した除去修復欠損株(AII1)に おい

て も、抗変異原性 は観察 され た(Table11)。 以 上の結果か ら、ア クロ レイ ンの抗

変異原性 には 、少 な くと も除去修復:依存性 と非依存性 の二つの機構が 関与す るこ

と、及 び除去修復非依存性の機構は 、培養 温度や ヒー トシ ョック応答 と関連 して

いる ことを明 らか に した。

本研 究は 、SOS応 答の抑制が抗変異原性 の発現 に関与 してい ることを示す と

ともに、抗 変異原性 と培養温度及 び ヒー トシ ョック応答 との関係 を初めて明 らか

に した ものであ る。
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結 論

本研 穽はく紫外線 誘発 突然変異 に対す る脂肪酸過酸化物 の作用 について検 討を

行 い、脂肪 酸過 酸化物が抗変異原性 を持つ ことを初めて明 らか に した ものであ る。

また、s-9Mixが 脂肪 酸過酸化物 中の抗変異原性を減少 させる ことを示 し、s-9

澁xの 作用 と して抗変異原性の減少 も考慮 する必要 があることを指摘 した。

次 に、脂肪酸過酸化物 の抗変異原物質 につ いて同定 を行 い、揮発性成分 中の

α,β 一不 飽和 アルデ ヒ ド類 が抗 変異原性 を示す こと、及び これ らの不 飽和 アルデ

ヒ ドの 中で ア クロレイ ンが最 も強 い抗変異原性 を持つ こと等を見 いだ した。さ ら

に 、ア クロ レイ ンの 関連化合物 につ いてその抗変異原性を検 討 し、 α,β ⊥不 飽和

カルボニル化合物が強い抗変異原性を持つ こと、及び アクPレ イ ンの3一 アル キ

ル置換 は抗変異原性を減少 させ ること等を明 らかに した。

一 方、ア クロ レイ ンの抗変異原性 の発現機構につ いて微 生物遺 伝学的解 析を行

い、突然変異の生成 に直接関与 す るumuDC遺 伝子 の発現 や λプ ロフ ァージの誘発 等

のSOS応 答をア クロ レインが抑 制す ることを示 した。また、DNAの 除去修復

欠損株 を用いて 、抗変異原性 が培養 温度に依存 してい ることを見いだ し、ヒー ト

ショ ック応答が抗変 異原 性に関与 してい ることを初めて明 らか に した。
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Table1. Bacterialstrains

Strain 轟larker (Phage) /Plasmid

E.coliB/r

WP2

WP2s

ZA159

Cli571

AIIO

AI11

秤P2/pSKlOO2・

E.coliK-12

×4110

S.typhimurium

TA98

trpE56ma1B-1510n一 _11sulAl

asWP2,butuvrAl55

asWP2,buto(uvrBchl)

asWP2,butrecA56

asWP2,butrpoH15

asZA159,butrpoH15

asWP2,but/pSK1002umuDC'一lacZ'

proAorBstr(λ)

rfaa(galchlbiouvrB)/pK61101
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Table2。EFF蒼cτ50FAu丁ox!D!zEDLコNouコcAc1Dづ
(P.0..V.冨1.482meq/kg)ONCεLLVIA81乙rrY

ANDUVMu丁 《Cε醍 瓢 脳 £ ごo"WP2

Table3・ 三アFEqΣOFAu了ox:DI2εDOuミ 竃cAc1D

(P.0。V.詣690meqlkg)ONC£Lしv脳 別しrrY

ANDUVM乳 πAGENお 熔INaω'～WP2

AmountoC

autoxidizcd

IIROICICACId

(鵬9/P璽ate)

V…ablccdls

pcrp量aξc
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Table4.EFFEαsoF.S.9MIxoNANTIMuτAGεNIc

ACTIVITYOFAUTOXIDIZEDLINOLEICAC[D(AOLA)

INUVINDUCEDMUTAGENFSISOF

E.colrB/cWP2

Trp*revertants/plate

Tab旦e6

Treatment

EFFECTSOFTHEWATER-SOLUBLEFRACTIONFROM

VOLATILEPRODUCTSONCELLVIABILITYANDUV

MU'fAGENESISINE.coliB/rWP2

+UV 一UV

AOLAOmg

AOLAsm;

AOLASmg+S-9Mix200ｵl

AOLASmg+S-9Mix400Ed

AOLASmg十S-9Mix600ｵI

AOLA5Ing十S-9Mix800μ1

1,153

10i
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Table7

EFFECTSOFACROLEIN,2-HEXENAL,2-HEPTENAL,

2-NONENALAND2,4-DECADIENALONCELLVIABILI-

TYANDUVMUTAGENESISIN」aco〃B/rWP2

Trp'colonies/plate

Table8.EFFEcTsoFAcRoLεlN-RELAτ εDcoMPouNDs

o寅CELLvlA肌1τYANDUVMuTAGENEsls

lメ εco'fBlrWP2
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Tableg

EFFECTSOFACROLEINONVIABLECELLSANDTrp+SiUTANTCELLS

WHENUV-IRRADIATEDCELLSWEREINCUBATEDAT30ｰC

WP2 WP2s(uvrAl55) ZA159CauvrB)

Acrolein

μ9/P工ate

a

4.b

9

18

C5匹IbMFc

124767619

123174141

.121726 .0

1114440

Cb{6iF

154784509

150630420

139655471

138660478

CM

162863

169752

161?32

1:42?21

atF

533

445

455

508

Thenumberofspontaneousmutantsperplatewas

2forWP2sand4forZA159.

"Numberofcolonies/plate .

bNumberofmutantcolonies/plate .

`Mutationfrequency(numberofmutantcells/10ｰ

4forWP2,

viablecells).
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"T
able10

EFFECTSOFACROLEINONVIABLECELLS-ANDTrp*6(UTANTCELLS

THENUV-IRRADIATEDCELLSWEREINCUBATEDAT40ｰC

WP2 WP2s(uvrA155) ZA159(auvrB)

Acroユein

ug/Alate

O

4.5

9

18

Cｰ

T27

123

105

93

西{b

533

95

36

13

MF6

420

77

34

14

C

145

109

93

88

61

206

104

46

30

6fF

142

95

49

34

C

157

152

132

112

bi

353

165

110

44

MF

225

109

83

39

Thenumberofspontaneousmutantsperplatewas

lforWP2sand3forZA159.

ｰNumberofcolonies/plate .

bNumberofmutantcolonies/plate .

`6iutationfrequency(numberofmutantcells/108

3forgV'P2,

viablecells).
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Tablell

EFFECTSOFACROLEINONVIABLE-CELLSANDTrp+MUTANTCELLS

WHENUV-IRRADIATEDrpoH15STRAINSWEREINCUBATEDAT30ｰC

AI10(型 唖) AI11(4 .uvrB・ 二幽)

Acrolein

ug/plate

O

4.5

9

18

C亀 盟b

115241

11130

12013

87.6

biF`

419

54

22

14

C

108

96

8与

72

6f

珍28

83

70

50

6iF

422.

173

165

139

Thenumberofspontaneous皿utantsperpla㌻eΨas

6forAlll.

`Numberofcolonies/plate
.

・N・m瞬 ・fmutant .・・ユ。・ies/P1・t・.

。MUtationfrequency(nu田berofmutantcells/108

「

5forAI10and

viablecells).
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論 文 審 査 の 要 旨

抗変異康物質は,変 異原の活性を抑制する作用を持つ物質である。過酸化物質の変異原性に関

してはヒドロペルオキシド及びその二次分解産吻に弱い変異原性があることが知られているが,

抗変異原性に関する研究はほとんど行われていない。

本研究は脂肪酸過酸化物カミ抗変異原性を示すことをは じめて明らかにし,抗 変異原物質はα,

β一不飽和アルデと ド類が抗変異原性を示すことをつきとめ,そ のうちアクロレィンが最も強い

抗変異原性を示すことを見出した1さ らに,ア クロレインの抗変異原性発現のメカニズムにっい

て,SOS応 答とDNA修 復の両面から詳細な検討を加えたものである。

本研究は大腸菌とサルモネラ菌を用いた。変異原にはdesmutagen等 による分解を考慮する必

要のない変異原である紫外線を用いた。 リノール酸の自動酸化物が抗変異原性を示すことを見出

した。 リノール酸のみならずオレイン酸などの脂肪酸の過酸化物中に抗変異物質が現れることを

明らかに した。さらに,代 謝活性化酵素と補酵素類の混合物であるs-9Mixの 使用により,

変異原の代謝活性化に加え抗変異原性の減少も考慮すべきであることを示 した。

脂肪酸過酸化物中の抗変異原性物質の構造活性相関を検討 した結果,α,β 一不飽和 カルボニ

ル基をもつものが抗変異原性を示すことを明らかにした。さらに,抗 変異原性は最も構造の簡単

なアクロレインが最強であることを明らかにした。

アクロレインの抗変異性のメカニズムを探 るために微生物遺伝学的解析を加えた。紫外線誘発

突然変の生成 メカニズムに関与するrecA-lexA遺 伝子の制御下にあるSOS応 答の発現 とのかか

わ りをumuDC遺 伝子の発現とλプロファージの誘発め点から検討を加えた。 アク百レインに よ

るSOS応 答の抑制が抗変異性に関与 していることを示 した。さらに,DNAの 除去修復欠損株を

用いて検討を行ったところ,除 去修復欠損株は抗変異原性を示さないことを示した。ところが,

40℃で培養した場合に,除 去修復欠損株においても抗変異性を示すことを見出した。この温度依

存性を解析した結果,ア クロレインの抗変異原性には,す くなくとも除去修復依存性と非依存性

の二つの機構が関与すること,そ して除去修復非依存性の機構は温度やヒートショック応答 と関

連 していることを初めて明らかにしたものである。

以上の結果,審 査員一同本研究者に博士(農 学)の 学位を授与するに価するものと認定 した。
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