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成果報告

は じめに

今ま でに食品をは じめとする天然素材か ら多

子の検索が試み られ､ テルペ ンやタ ンニ ン類な

成分が突然変異抑制作用を有 している こ とが明

ンバク 質性の 因子は全 く 見いだされて いなか っ

物の代謝産物､ 特に放線菌の代謝産物中には､

種多様な変異抑制因

どの多種多様な植物

ら か に な っ たが､ 夕

た｡ と こ ろ が､ 微生

制癌物質や抗菌物質､

タ ンパク分解酵素阻書物質な ど様々 な生理活性物質が見いだされて

いるが､ その多 く はペプチドタイプやタ ンパク質性物質である｡ こ

のよ う な背景で､ ペプチド性､ タ ンパク質性変異抑制因子a)検索を

目 的に､高分子透過性という特性を持つ大腸菌の変異株を検定菌と

してさ らに検索を行い､新しいタ ンパク質性変異抑制腐子が存在す
'ゝJ~一

る こ とが推定された｡

そ こ で､ 本研究では､ まず､ こ の因子の単離

を明 らかにする こ とを第一の 目 標とする｡ さ ら

株や S 0 S 修復機能欠損株な ど様々 な大腸菌の

物質の持つ変異抑制機構を明 らかにする と と も

研究室で確立 している培養細胞系を も用 いて､

異抑制因子の作用 メ カニズムを明 らかにする こ

る｡ さ ら に､ こ の タ ンパク 質性変異抑制因子の

物のみな らずほ乳動物におけ る こ う したタ ンパ

の存在について検索 し､ 細胞の変異やがん化と

らかにする こ とを 目 的に本研究を行っ た｡

研究計画･方法

スクリ ーニ ングのためのバイ オア ッ セイ に用

大腸菌､ 特に高分子透過性の性質を持つE.coll'

であるB.subtilis NIGl125株を用いた｡ さ らに､

離･精製 と と も に変異抑制機構の解明･のため に
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･精製を行い､ 構造

に､ 除去修復能欠損

変異株を用 いて こ の

に､ 最近､
.申請者の

こ の タ ンパク 質性変

と を第二の 目 的 とす

抗体を作製 し､ 微生

ク 質性変異抑制因子

の 関連性について明

いた検定菌 と しては､

MP-1株 と共に枯草菌

変異抑制因子の単

は除去修復欠損株で



あ るW P 2 s 株も含めて検討を行っ た｡

変異抑制因子の単離･精製は､ 各種カ ラ ムク ロ マト グラ フ ィ
ー と

共に分取用 H P L C を含めた大量分離･精製手段を用 いて､ 先に述

べたよ う な微生物によ る評価系を用 いた変異抑制活性を指標に行わ

れた｡ ま た､ 単離された変異抑制因子の構造解析は､ 600 MHzINMR

や FAB-MS, FT-IR な どの最新の機器分析を用 い られた｡ さ ら に､ 各

種プロテアーゼによる特異的な加水分解によ り 得られたア ミ ノ 酸を

は じめ とする各種フ ラ グメ ント の構造解析も 同時に行う こ と によ り

全構造の決定が行われた｡

ま た､ 当研究室では､ 組織傷普に伴い生ずる変性タ ンパク質に関

する有機化学的研究及び高感度分析法の開発によ る変性タ ンパク質

の微量検出に多 く の経験を持ち､ ペプチドやタ ンパク質に対する抗

体作製について も熟練 している｡ そこ で､ こ の経験を応用 した免疫

化学的手法を用いた変異抑制因子の分析､ 特に､ 単離･精製された

活性物質に対するポリク ローナル抗体の作製を試みる｡ 得 られた抗

体を用 い､ 個体間あ る いは組織間での変異抑制因子の細胞内分布を

明確に し､ 細胞の変異･がん化との関連性について検索する こ と も､

本研究の大き な 目 的であ る｡

従来の研究経過

高分子透過性の変異株の大腸菌､ E.coli MP-1と共に枯草菌であ

る B･subtl.ll's NIGl125株を検定菌と して､ 293 種類の放線菌の代謝

物の変異抑制活性を検討した結果､最も強い活性を示 した SfI-epto

l

myces SP AJ 9455 株に着 目 した｡ タ ンク 培養法用 いて300リ ッ タ
ー

という 大量培養を行って得られた培養液液を濃縮 し､ 数段階のカ ラ

ムク ロマト グラ フ ィ ーを行っ て予備精製を行っ た後､ 大腸菌､ E.co

ll' MP-1株と..共にWP2s株を用いた変異抑制活性を指標に分取用H P L

C を含めた大量分離･精製手段を用いて単一物質と推定されるBA-1､

BA-2と命名 した 2 種類の変異抑制因子を単離･精製する こ とができ

た｡ その う ち､ BA-2について は､ 機器分析の結果､ 図 - 1に示 さ れ

た よ う な構造であ る こ とが明 らかに され､ 変異抑制機構について も

検討されて詳細が報告されている｡

と こ ろが､ BA-1と命名 された活性物質について は､ 100マイク ロ グ
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ラ ム と いう 微量 しか得る こ とができ なか っ た｡ そ こ で､ まず､ 電気

泳動を用 いての分析を行っ.た と こ ろ､ 図- 2 に示すよ う に､ 分子量

7000-1.0000と推定される結果を得た｡ と こ ろが､ 各種機器分析を行

っ た と こ ろ､ こ の物質はま だ完全に純粋ではな く､ 不純物を含む と

推定さ れたの で､ さ ら に単離･精製を試み る こ と と な っ た｡

ス
CH -CH3 CH2

J I
H3C- NH- CH- CONH-CH -COOH

図-1 B A-2の稚遭
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本研究での成果

今回は､タンク培養法ではなく振とう培養法を用いたバッチ法を

用いるこ とと した｡まず､培養条件についても再検討を行う こ とと

した｡ Stz･eptonlyC占s SP AJ 9455 株について､変異抑制活性を指標

に して検討を進めた結果､図- 3 に示したよう に､大腸菌 E.coll'

MP-1株でも YP2s 株の場合でも培養1 0 日 目で最も強い活性を示し､

その後は余り活性の増加はみられなかった｡そこで､ 1 0 日間の培

養を行い､得られた培養液液を減圧濃縮し､図-4 に示したような

数段階のカラムクロマトグラフィーによる予備精製を行った後､大

腸菌､ E.coll' MP-1株と共にYP2s株を用いた変異抑制活性を指標に分

取用H P L Cを含めた'大量分離･精製手段を用いて単一物質と推定

される活性物質､ 1.4mg を得るこ とができた｡

そこで､得られた活性物質について､まず､電気泳動による検討

を行ったところ､今回は検出されず低分子性のペプチドではないか

と推定された｡そこで､まず､マススペクトルによる質量分析を検

討したところ､図-5に示すよう に分子量436と推定されたが決定に

至ら一ないという結果が得られた｡そこで､活性物質のアミノ酸分析

を行ったところ､ BA-2と同様にアンモニア､リ ジンに近接したピー

ク以外に新たなピークが観測された(図- 5 )
｡そこで､さ

らに､

1HINHR を用いた解析を行ったところ､図-6に示すようなスペクト

ルが得られた｡現時点では､ 13c-NMRの結果が得られておらず､また､

2次元 NMR

.も十分な結果が得られていないので､構造についての知
見は不十分である｡しかしながら､ 1H-NMR のデータと共に図-7 に

示したようなア ミ ノ酸分析の結果より､リ ジン及びオルニテンを部
1

分構造として含むことが推測されたが構造の詳細については現在検

討中である｡

単離された活性物質の突然変異抑制作用については､大腸菌､ E_

coll' MP-1株と共にY戸2s株を用いて変異抑制活性が確認されている｡

その結果の一部を真一1に示しているが､現時点では､得られた試

料が微量であるために､ Disk 法を用いた定性的な結果のみしか得ら

れていない｡現在､分子構造の決定を目的に､各種機器分析による

構造解析と共に､各種プロテアーゼを用いての加水分解の特異性な

どペプチドと しての性質や各種微生物変異原性試験法による検討を

進めている｡

[ 6 ]



30→

20
-⊥.ト

14.4 →

図-2 B A- 1のS D S
-P
A G E

[ 7 ]



-■一■ヽ

≡

≡
ヽ_■′

(8
4)
ト▼

<
O
二

.‥⊂
4)

ロ)

く8
●･■

コ

≡
I+I

:=｣

⊂

<

Time (day)

dis.kには､ 100mg/mlの除菌培養液を50〟 1のせた｡

図-3 培養期間と突然変異抑制効果

[ 8 ]



I

～.

Z-24 Cu一ture Broth (101.926g)

1disso･ved in

40?m･of
dist.H20

Amber]jte XAD-2 (column sIZe 7.5fx70cm)

MeOH MeOH MeOH

O% 20% 1 00%

Preparative HPLC,ODS-1 0

0.1 %TFA

fr.1 fr.2 fr.3

Preparative HPLC,ODS-HG15

0･1 %HFBA-MeOH (6:4v/v)

tr.22 tr.23

Preparative HPLC,ODS一日G-5

0･1 %HFBA-MeOH (6:4v/v)

fr.21 1 tr.

卜l
212tr.213

f

PreparativeHPLC,ODS-H

ll
0.1%HFBA-MeOH(6:4v/v)

面i
M.1 M.2 M.3 M.4

Preparative HPLC,ODS-HG-5

0.1 %TFA

M.21 M.22 M.23 M.24 M.25

Preparatjve HPLC,ODSIHG-5

0･1%HFBA-MeOH (6:4v/v)

"'231

"i?2
"-233

Active Compound (1.4mg)

M.26 M.27

図-4 活性物質(B A- 1)の単糖･楕紫

[ 9 ]



3【う8 488 5日8 688 788

図-5 B A-1のマススペクトル
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Samp]e BJI)

Active Compound 50

CoCI2 50

H20 50

r(mm)

ll

ll

17

16

0

0

R (mm)

25

26

30

28

0

0

Sample濃度
Active Compound :0･2mg/ml
CoC12 ･ 6H20:10mg/ml

表-1 B A-.1の突然変異抑制効果

ディ スク法(E.coll'一P-1)
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