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ヒトにおけるsos応答生理機能の創成に
基づく味噌ないし麹による遺伝子を守る
効能の発見一被曝に対する防護策を求めて一

人間の細胞は， 日常多くのストレスや変異僚となる外界刺激に曝されている。級胞は，ストレスや変異原

の強度によって，ダメージを修復し再生したり，アポト…シスの経路に進むと推測されている。近年，太陽

からの紫外線や放射線の被曝がi主因されているが これらもヒト細胞の遺伝子に変異を引き起こす原因であ

る。本解説の著者は，長年にわたって変異原に対する細胞の応答を研究してこられ，遺伝子変異にかかわる

細胞のsos応答を明らかにしてきた，ここでは，味噌や麹の発酵食品の成分が，放射線をはじめとする変
異原によって引き起こされる遣法子変異の発生を抑制し，ガン化等の誘発を祖止する機能を持つことについ

て，研究成果をまとめていただき，発酵食品の有用性についての期待と展望について解説していただいた。

鈴木信夫・美霞・喜多和子・菅谷茂

1. はじめに

「ヒトインターフエロンを被爆者へ投与したいので

すが，よろしいですか?Jこの質問は，チェルノブイ

リ原発事故後に，筆者(鈴木)へ投げかけられたもの

である。!日ソ連邦保健省の人々が，来訪して問いかけ

られたもので，放射線による綿胞死や癌化の原因とな

る遺伝子変異をヒトインターフエロンが抑えることを

見出していたこと 1-3)に対しての懇願でもあっ，た。し

かしながら，当時，抑制という現象論のみの発見であ

ったことから， r生命科学的には，対被爆への有効な
方策であるかは不明で、ある。」と答えるのみであった。

爾来，約 30年問。ょうやく，抑制の分子メカニズ

ムが判明しつつあり，特に，シャペロン分子類の関与

が特記すべきことである。 GRP78やHSP27が細胞外

からのシグナルに応じ，変異の発生を抑えるように働

くことが出来るというメカニズムであるお)。そこで，

本論では，そのシャペロン類の代謝を基点に，ヒトに

おける変異発生抑制という生理機能を高める効能を，

味噌や麹菌の製品について検証することとした。

上述したように，著者らは，紫外線 (UVC)やX線，

あるいは，変異原性化学物質などにより遺伝子におけ

るDNA構造の異常(変異)が誘導される際，その誘

導感受性を抑制する生理機能が存在することを見出し

ている(第1図)。ところが，癌患者の血液中には，変

異の発生を促進する協子も存在する(第 1図)1l。即ち，

ヒト細胞における変異誘導の係，その誘導の有無や変

異頻度は，血液中のサイトカイン様因子により変異原

因子日暴露前にあらかじめ調節されているのである。そ

のような変異誘導の抑制や増強のレベルは，詳細は省

聞きするが，胸部X線診断の際の被爆直後にも変動す

るらしいのである O

以上のような，変異の発生を抑制あるいは促進しよ

うとするヒト生理機能を SOS応答と称している 5)。

このSOS応答の原型は大腸菌などの試験管内実験シ

ステムで提案されたものであるが，ヒトにおいても存

在することが複数の研究者らにより提案されている。

しかし，ヒトにおける実体は不明のままであった。過
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第1図 ヒト個体を構成する細胞では，変異の誘導をインタ

一フエロンが抑制し癌患者血清因子が増強させるO

去に大腸菌における SOS応答の実誌に成功した筆者

らは 6) その後，約 30年間ヒト個体や培養ヒト細胞

における笑験システムと新しい種々の方法を開発する

ことにより，ヒトにおける SOS応答の存在を報告し

てきている 5.7)。

SOS応答機能は，次の骨格過程に基づくもので，

変異を起こしてまでも細胞の生存を計るべきか，それ

とも細胞死を誘導させるべきかという選択機能であ

る ①ヒトのストレス状態→②サイトカインなどの血

清因子の血液中でのクロストーク状態→③プラスミノ

ーゲンアクチベーター (PA)や他のプロテアーゼの

一過的活性化を伴うシャペロン分子などの発現誘導→

④細胞核外のシャペロン結合分子の核内への移動→⑤

DNA修復などの核酸代謝にかかわる分子の核内作用

の変動という過程である。②の過程では，シャペロン

やシャペロン結合分子で細胞外へ放出されるものもあ

り，オートクライン・パラクライン的に，③以降の過

程に関与するらしい。

本研究では，変異発生抑制スーパーパイザー役のシ

ヤペロン類に着目して，味噌食品と麹素材に対する

SOS応、答における調節機能の探索を培養細胞レベル

で行う。味噌食品に変異の発生を抑制するとの示唆は，

従来，ヒトにおいてはなく，サルモネラ菌を用いるエ

ームステスト法などにおいての報告があるへそのよ

で¥ヒトへも変異原活性を抑制すると演鐸しているも

のである。従って，ヒト体内での変異発生を抑制する

という SOS応答機能に基づく抑制作用の発見はこれ

までにない。
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2. 味噌サンプルの添加効果澱定法の開発

まず，標記の研究の遂行上，以下のように各々の実

験方法を設定した。

(1) 実験材料

味噌製品は， 36製品を中央味噌研究所より提供さ

れるか，製造元で直接購入することにより入手した。

各製品は， No.1より NO.36まで， MisoのM という

を添えて数番号にて記載することとした。麹菌種は，

秋田今野商底より提供され， 1より 10までの番号付

けで記載することとした。抗日SP27抗体は，広鳥大

学の細谷先生より分与して頂いた。その他の抗シヤペ

ロン抗体はサンタクルズ社より購入した。

培養ヒト細胞は，千葉大学医学部微生物学教室桑田

次男先生らによりとト胎児由来線維芽細胞から樹立さ

れた RSa細胞株を使用した。このヒト RSa細胞は高

頻度の変異誘発が可能な株であるい3)。

恭本最小培地 (MEM)は日水製薬株式会社より，

f子牛血清 (CS) は， Invitrogen社より購入した。セ

イヨウワサビペルオキシダーゼ (HRP)標識ニ次抗

体およびエンハンストケミルミネッセンス (ECL)ウ

エスタンプロット検出液は， GE-Healthcare社より購

入した。その他の化学試薬類は，和光純薬より購入し

た。

(2) 細胞培養液に添加する味噌試料の務禁法

味噌類あるいは米麹，麦類，および大豆麹における

サンプJレの調整は， 10gを20ml蒸留水 (MilliQ 7J() 

に溶解させた。次に， 90"Cで5分間処理しさらに，

醸協 (2011)



4'C， 1780 X g 10分間遠心しよ清液を採取した。

採取液は， 3図ろ過滅菌後， -20'Cに保存し，各々の

試験の際，解凍し使用した。各試験では，解凍溶液を

細胞培養用シャーレ中の培養液へ添加した。各シャー

レにおける添加量は，培養液の容量に対する添加容量

の百分率(%v/v， volume per volume)で示した。

(3) 細胞培養法

細胞の培養は，既報 )-4)の方法に準じて行った。即

ち， RSa細胞は， 5% (v/v)のCSを含む MEM培地

中で， 95%空気/5%炭酸ガス， 37'Cの条件下で，炭

自主ガスインキュベーター中で培養，継代を行った。ま

た，細胞のサンプル液処理は， MTTアッセイを除い

て，次のように行ったO 直径60mmのシャーレに 5

X 1051聞の細胞を撒き， 24時間培養した。翌日，味

i鴎サンプル液をシャーレに添加しさらに 24待問培

養した。

(4) 縮胞毒性テスト法

細胞の生存能を組害する毒性を検出するために，既

報 9)の方法に準じて， MTT1去の改変法で検証した。

即ち， 96穴培養プレートを用い， 1穴中に 5X 103偲

のRSa細胞を，サンプル液と 5%CSを含む MEM埼

地100μ1中で48時間培養した。培養後， ピペットで

培地を注意深く取り除き，穴を 150μ!のPBSで1回

洗浄した後， 100μiの1%グルタルアルデヒド/PBS

を加えて室視で 15分間インキュベートし，細胞をプ

レート底面に固定した。グルタルアルデヒド溶液を除

去後， 100μlの0.1%クリスタルバイオレット染色液

を加え，室温で 30分間インキュベートし，細胞を染

色した。染色液を除去後，培養プレートをよく水洗し，

乾燥した後， 100μlの0.2%(v/v) Triton-X100水溶

液を加えて一娩放置し悶定化細胞に沈着した染料を

溶出させた。翌日，マルチプレートリーダ-E-max 

を用いて， 595nmの吸光度を測定し，味噌サンプル

液未処理の細胞における測定値と比較した。

(5) シャベロンタンパク量の解析法

縮施が含有するシャペロンの量を況報 4)に従いウエ

スタンプロッティング法により角材斤した。即ち，サン

プル液で処理した RSa細胞を， PBSで洗浄の後，適

量のSDS-サンプルバッファー (62.5mM  Tris-HC1， 

2% SDS， 5% (v/v) 2-メルカプトエタノール， 10% 

(v/v)グリセロール， 0.001 %ブロモフェノールブルー，

pH 6.8)で溶解した。 溶解i夜を 95'Cで2分間加熱し

第 1日B巻第 12号

これを SDSポリアクリルアミド電気泳動 (SDS

PAGE)試料液とした。この試料液を， 10%アクリル

アミド濃度ゲルにて電気泳動を行い，タンパク質を

PVDF膜に転写した。転写後，膜を 0.1% (v/v) 

Twe巴n20を含む緩衝液 (TBS司T，10 mM  Tris-HCl. 

150 mM  NaCl. 0.1 % (v/v) Tween 20， pH 7.5) で

洗浄し 5%スキムミルクゴBS-T中にて室温で 1時

間インキュベーションを行った。次いで，s莫を 5%ス

キムミルクーTBS-Tで適当量希釈した l次抗体液中で，

室温でl時間インキュベーションしたO 膜を TBS-T

で洗浄後， 5%スキムミルクーTBS-Tで適当量に希釈

した HRP-標識二次抗体中にて，室温で 1時間インキ

ユベーションした。さらに，膜を TBS-Tで洗浄後，

ECL検出液に 1分間浸した。酵素反応で生じた発光

強度を X線フィルム上に感光させ郁定した。タンパ

ク質の細胞含有量(発現量)は，フィルム上の目的バ

ンドの黒化度をイメージ解析ソフト (MultiGauge 

ver 2之富士写真フィルム)を用いて測定した。

以上の方法により，次の変異解析へと実験を進める

ための検討結果が以下のように得られた。

1) 細胞生存を阻害しない味噌サンプルの添加濃度

MTT法にて測定した細胞の生存レベル(非添加の

場合の生存レベルを 100%として比較)から，培養液

中へ味噌サンプルを 48S寺間添加したままにしておく

と，第2図でM21とM22の例を示すように，サンプ

ル漉度が 10%以上で，半数以上の細胞の生存能力が

阻害された。 M21とM22のサンプル以外でも，おし

なべて， 2.5% (味噌重量の濃度が12.5mg/ml)までは

増殖阻害が顕著に見られなかった。そこで，原間とし

て2%以下の添加量において以下の検討をすることと

した。

2) 味噌サンプル液の添加によるシャペロン量の解析

味噌サンプル 24時間処理によるシャペロンタンパ

ク類における細胞含有量の変化をウエスタンプロット

解析により調べた。味噌サンプル処理24時間後の細

胞含有量を非処理の細胞含有量と比較したO 第3図で

M4他7サンプルの処理による GRP78の綿胞含有量

を示すように，複数のサンプルで顕著な増量を誘導し

たO 調査した 36の味噌サンプルにおいて，調査シャ

ペロンのいずれかでコントロールに対して1.4倍以上

に増大していたものは， 18サンプルであった(第 l

表)。特に，対紫外線応、答において DNA修復レベル

803 
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を上昇させることを見出している GRP78あるいは

HSP27については，それらのシャペロン量を増大化

させる味噌サンプ)vが16種見出された(第l表)。

(1) 紫外線 (UVC)照射法

総胞の紫外線 (UVC)照射は既報川の方法に従い，

次のように行った。シャーレより域地を取り除き，

3.紫外線誘発変異の抑制

変異発生を検討するための実験方法は，次の各々の

方法により設定した。

804 

phosphate buffered saline (PBS)で1回i先治した。

次いで，約 1]lm2秒のuvcを6秒間照射し直ち
に5%Cv/v)のcsを含むMEM培地を加え， 48時
間培養した。対照細胞を得るには，紫外線照射のみせ

ず，培地の除去， PBSによる洗浄を照射細胞での操

穣協 (2011)



第 1表 l味噌処理細胞におけるシャベロン類の量

l床11国サン 細胞内最(未処理コントロール)に対する比率

プル番号 GRP94 GRP78 日SP90 日SP27

M1 

M2 

M3 ÷ 

M4 

M5 

M6 

M7 

M8 

M9 

M10 

Mll 

M12 伊ト

M13 

M14 + 

M15 十 + 

M16 十

M17 + 

h在18 + 

M19 十 + 

作と同様に行った (Mock処理細胞)。

(2) 薬剤(ウアパイン)耐性を指標とした形質変巽

頻度の測定法

細胞の形質変呉頻度を既報 10)のウアパイン耐性化

試験法にて測定した。籾胞毒性を与えない条件で，サ

ンプル液を添加した培養液にて RSa細胞の培養を 24

1時間行った。その後，紫外線照射を行い，ウアパイン

縦性に変異した細胞の出現頻度を測定した。ウアパイ

ンは細胞王寺であるが，その結合襟的分子である Na¥

K+-ATPaseの構造遺伝子の上で塩恭置換などの変異

が生じてタンパク構造上に異常が生じた場合，ウアパ

インが結合できなくなり，ウアパイン存在下でも細胞

は生存可龍となり，コロニーを形成するという原理を

利用している。

UVC 照射後または Mock処理後48待問の細胞を夜

径90mmの事Irしい培養シャーレに 8X lO'l細胞/シ
ャ…レで撒きなおし翌日より 0.8μMのウアパイン

存在下で2週間培養を行った。シャーレ中の細胞コロ

ニーを 0.2%メチレンブルー /30%メタノール液で染色

の後， 100細胞以上に集団化したウアパイン耐性コロ

第 106巻第 12号

味噌サン 細胞内最(未処理コントロール)に対する比率

プル番号 GRP94 GRP78 HSP90 日SP27

M20 + + 

M21 

M22 + 

M23 十 十

M24 

M25 十 + 

M26 

乱127

M28 十 + + 

M29 十 + + 

M30 + ート 十

乱1131 十 ÷ + 

M32 + 十

M33 + 十

M34 

M35 

M36 

(+，対コントロール比が1.4倍以jニ;…， J二昇なし)

ニーの数をカウントした。同時に，別途，直径90mm

の培養シャーレに 800*mRfil. /シャーレで細胞を撒き，
2週間培養の後，コロニー数を計数し，コロニー形成

率を求めた。各々のサンプルについて， 4枚のシャー

レを用い， 4枚の平均伎を求めた後，次式により変異

コロニー出現頻度を求めた。

変異コロニー出現頻度= (ウアパイン耐性コロニー

数)/ [100 x (形成率判定用コロニー数)J

(3) 遺伝子変異の解析法

既報 11)に従い，遺伝子変異解析のために， K-ras 遺

伝子をゲノム PCRにより増幅後，ナイロンメンブレ

ンへdoむblotし DIGラベルKィasコドン 12変異プ

ロープにより塩基寵換変異を検出した (di佐rential

dot-blot hybridization) 0 即ち， UVC照射処理，また

はMock処理した細胞を処理後4臼間培養した。次い

で， Sambrookらの成書(]2)に記された方法に従って，

細胞より DNAを抽出し，エタノール沈殿した後，

TEバッファー (10mM  Tris-HCl， 1 mM  EDT A， 

pH 8.0)にi容解した。これを鋳型DNAとしプライマ

-5' -GACTGAA T A T AAACTTGTGG-3'および、5'-
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CT A TTGTTGGA TCA T A TTCG-3'を用いて， K-ras 

遺伝子のコドンロ近傍を PCR増l隠した。 PCR産物

をアガロース電気泳動で分離・精製し， ドットプロッ

ター(バイオラッド社製)を用いてナイロン膜ょにス

ポットした。ナイロン膜上の変異DNAは，K-rasコ

ドン 12変異型遺伝子に特異的に結合するオリゴヌク

レオチドの 3'ー末端をジゴキシゲニンーl1-dUTPで標

識したプロープ(変異プローブ)とハイブリダイゼー

ションを行った後，アルカリフォスファターゼ m 襟識

抗ジゴキシゲニン抗体と基質5-ブロモ-4-クロロふ

インドリルリン酸を用いて手女出した。オリゴヌクレオ

チドの標識，抗体および基質は， DIG核酸検出キッ

ト(ロシュダイアグノーシス)を使用した。変奥

DNAを検出する変異プロープにおけるオリゴヌクレ

オチドは， 5' -GTTGGAGCT AGTGGCGT AGG-3'， 5'-

GTTGGAGCTCGTGGCGTAGG-3'， 5' -GTTG-

GAGCTTGTGGCGTAGG-3'， 5' -GTTGGAGCT 

GA TGGCGT AGG-3'， 5'司GTTGGAGCTGCTGGCG-

TAGG-3'および、5'-GTTGGAGCTGTTGGCGT AGG-3' 

の6種類を等量混合したものを使用した。変異型

DNA検出の陽性コントロールとして， SW480細胞よ

り抽出したゲノム DNAを鋳型として増l揺された

DNAを用いた。なお， Taq DNAポリメラーゼとt食

出キットはタカラバイオより購入した。

(4) siRNA (small interfering RNA)導入による遼

伝子発現抑制法

既報(13)の方法に従い， GRP78遺伝子のsiRNAは，

各々のmRNAの塩基配列を基に合成されたものを購

入した。また，コントロールとして， GRP78および

HSP27 siRNAとGC含量が同じで塩基配列がランダ

ムな siRNAをnegativecontrol siRNAとしてイ史用し

た。これらのsiRNAを遺伝子導入用試薬Lipo-

fectamine 2000とよく混合した後， 130nM 濃度にな

るように OPTI-MEMメジウムで希釈し， RSa細胞と

5時間インキュベートした。その後， siRNA含有メジ

ウムを徐き， 5% (v/v)の牛血清を含むMEM培地

に換え， 2日間培養した。遺伝子発現抑制の効楽に関

わる確認はウエスタンプロット法により行った。

以上の解析方法により以下の結果が得られた。

1)ウアパイン耐性化形費変異による解析

RSa細胞における紫外線によるウアパイン耐性化

形質変異の誘発頻度が，紫外線照射前に味噌サンプ

ル液を培養液へ添加しておくと，非添加の場合より

低下が見られたものは，調査した 11種のうち， 8 

種のサンプルであった(第2表)。

2) ドットブロットによる解析

紫外線照射で誘発される Kィ'asコドン 12の変異

をドットプロット解析により調べた。このアッセイ

では，細胞より抽出した DNAにおける変奥の頻度

が高くなると変異プローブの結合長が増加し， ドッ

第2表 味噌処理細胞における変異発生の調節効果

味噌サンプ 薬剤耐性形質 がん遺伝子
1v番号 変異の抑制 主主主主置換変異
(a) (b) (c) 

Ml ラ長 + 

M2 + ++ 

@ + ++ 

M4 + + 

M5 十 ート

M6 玉長

@ + + 

M13 未 + 

?⑪ 
!⑫ 米 土

?⑬ 未

l⑫ 十
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味噌サンプ 薬剤i耐性形質 がん遺伝子
ル番号 変呉の抑制l 塩基澄換変異
(a) (b) (c) 

I⑬ 。 十 ート

l⑫ + +十

M21 未 ++ 

l⑫ 玉長 + 

?⑫ + 十十

(a) 0:シャペロン蚤の増大(1.4倍以上)有り
(b) + :変異頻度が低下，一:変異頻度が不変，未.実
験来実施

(c)図4の判定法による抑制度のレベル

藤協 (201l)



トの発色が濃くなる。変異頻度が低くなると結合量

が低下し，発色が淡くなる。黒く示されるドットが

変異の発生を示し灰白のドットへと変じれば，変

異が検出できなくなり，変異の発生が抑制されたこ

とを示す(第4国)。調査した 18種の味噌サンプル

で，紫外線誘発変異が抑制されたと判断されたもの

は， 9種の味噌サンプルであった(第2表)。

味噌サンブルによるK-ra~護異の抑制

+UVC 

抑制十十十 士

第4留 一番左のドットは，紫外線(UVC)照射

RSan回目包よりj:fll出した DNAにおけるドッ

トプロット解析の結果を示し，左側二番白

からのドットは，味噌サンプル添加後の

uvc照射の場合， ドットの色が淡いほど
変異の発生が抑制されたことを示す。

3)シヤペロンを介する変異発生の抑制に関する

siRNAによる検:証

味噌サンプルによるシヤペロン量の増大と変異発

生の抑制に因果関係のあることを， M19，および

M20の味噌サンプルに関して， siRNAを用い調査

した。 2サンプル共に， GRP78遺伝子の siRNA処

第3表 GRP78量と uvcによる変異誘発頻度との連
動性

siRNA処理
味噌サンプル

GRP78登 変異誘発頻度
処理

÷ 増加 減少

+ + 減少 増加

÷ 減少 無変動

第4表米麹素材によるシヤペロン量の増大と変異

発生の抑制

米麹素材 GRP78量
薬剤耐'生形質 がん遺伝子塩基
変呉頻度 霞換変異頻度

M5用 増大 低下 低下

M19-20用 増大 低下 低下

M23用 増大 低下 低下

第 106巻第 12号

理により， GRP78シャペロン量がコントロール

siRNA処理細胞における量の約半分へと減少する

と，上述の形質や遺伝子レベルでの検査法による変

異発生頻度は増大した(第3表)。この場合，たと

え味噌サンプルで処理しでも， もはや，変異発生の

抑制も見られなくなった(第3表)。

4.麹菌による変異発生抑制の可能性

紫外線による変異誘発の抑制効果が見られたサンプ

ルにおいて， No.17の豆味噌以外の 10サンプルが米

麹味噌であった。そこで，原料素材である米麹につい

て，味噌と同様のサンプル調整を行い，変異発生への

第5表麹菌株サンプルの処理による RSa細胞での

シャペロンの発現量

主主蘭株
シャベロン発現最の

No 
米麹 麦麹 大豆麹 増大化

GRP78 日SP27

O 
O 
O 

O 
2 O 

O 

O + “ト

3 O 
O 

O 
4 O 

O + 

O 
5 O 

O 

O 
6 O 

O 

O 十

7 O 
O 

O + 
8 O + 

O + 

O + 
9 O 十

O + 

O ++ 
10 O ÷ 

O ÷ 
(+ :対コントロール比が1.3倍以、上， + + : 1.5倍以上)
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効果を 2社の製品で調資した。形震と遺伝子レベルの

どちらでも，すべての米麹で，変異発生の抑制効果が

見られた(第4表)。次に，別途. 10種の菌株による

米麹，麦麹，あるいは大豆麹の製品に関しでも味噌と

同様のサンプル調整を行い，細胞内シャペロン最の変

動効果を調査した。 GRP78あるいは HSP27の発現量

を増大させるものが，それぞれl種と 6種見出された。

特に • NO.8. NO.9およびNo.lOで.HSP27の発現量

の増大化が，米，麦および大豆のいずれの麹でも顕著

であった(第5表)。従って，米麹味噌も含め，味噌

による変異発生の抑制には 使用される麹菌株の種類

が左右するとの示唆が得られた。

5.考察

今回の試験では，まず. 36穏のi味噌製品について，

変奥の発生に関わるシャペロン最を解析するという方

法により，ヒト RSa細胞における紫外線照射による

変異誘導に及ぼす影響を調査した。変主主の発生を検討

するには，多大な労力と時間等がかかる。そこで，そ

の検討作業の前に， 日的とする味噌の効能の有無を検

索することとした。次に，変異を OuaRとK-rasコド

ン 12 塩基置換変異で検出し t~o 第 2 表で示したよう

に，変興検査に関して調査した 18種の味噌製品の中

で.4穫のシャペロンのいずれかの最を増大させるな

どの変動を促し しかも，変異を抑制することが示唆

されたものは. 7製品であった。

今回の調査シャペロンで.GRP78とHSP27を浅視

したことには，次のような理由がある。 SOS応答機

能が発揮される起点には，プロテアーゼの活性化があ

ると予測される。そのプロテアーゼとしては，プラス

ミノゲンアクチベータ様活性を想定している。この活

性化を指襟としヒト末梢血液中のリンパ球系細胞や

培養ピト細胞での活性調節因子を探すと.GRP78と

HSP27が見出された 14)。i舌'生化レベルと 2種シヤベ

ロンの発現量が共に遺伝子DNAの修復レベルと正の

祁関を示すことから，この2稜のシャペロン長が，味

噌や麹における効能のスクリーニングに使われでもよ

いとしたのである。

味噌処理時間については.24時間と設定した。イ

ンターフェロンによる変異発生抑糾の発揮に 6時間以

上を婆すること，および.24時間前後が至適である

ことを見出していることによる 15)0 OuaR計浪.iJj去ではl
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紫外線照射48時間後における増殖可能な細胞の都合

についてコロニー形成率を指標として調べたが，紫外

線照射前の味噌サンプル液の 2%(v/v)以下での処

理は，コロニ…形成率に影響を及ぼさなかった。その

上で. OuaRをもたらすNa.K-ATPase遺伝子と K-ras

コドン 12の荷遺伝子を阻止すると考えられる味噌サ

ンプルは.6稜が見出された(第2表)。

通常，変異の発生は極めて低頻度であることから，

本研究では，その発生頻度を上昇させ，検知しやすく

している 16)。また，変異誘導関子としては，直接，

細胞核内のDNAに傷筈を与え得る紫外線 (UVC)

を使うこととしているO 生物の進化を考える上でも，

対紫外線応答を調節する味噌や麹の効果は意味深長と

いえる。成分としての化合物には多種多様なものが知

られているがS) 既に.4-hydroxy司2(or 5) -ethyl-5 

(or 2) -methyl-3 (2H) -furanone (HEMF) は，

GRP78を介して変異発生を抑制する事を見出しであ

る17)。また，第5表に示した麹菌株以外でも，多様

な条件下で発群させた場合 GRP78やHSP27のシャ

ペロンにおける細胞内最の増大化が見られている(未

公表結果)。一方，調査した味噌サンプルには，シャ

ペロンの細胞内最の増大をもたらしたが，塩基置換変

興の発生における抑制効果が認められなかったものも

あった(第2表)。他穫の遺伝子の変異形式に関して

調査する必要があろう O

シャペロンタンパクおよびその関連タンパクの細胞

内最が変異誘発務度に影響を及ぼすと考えられるが，

今回.6製品 (M2.M14.M15.M16.M18およびM21)

の結巣では，明瞭な関連性は見出せなかった。ただし，

GRP78やHSP27以外の複数のシャベロン穫の最が変

動する傾向にあること(未公表結果)より，それらシ

ヤペロンタンパクの複合作用が塩基置換の変呉抑制効

果を相殺することに結びついた可能性もあり，その精

査も今後の課題である。実際.SOS応答の初段階に

おけるプロテアーゼの活性化反応では，サイトカイン

類によるフィードパック作用が顕著に見られる(未公

表結果)。今後探求すべき命題が多岐にわたると予測

されるO

6. まとめ

ヒト個体において，遺伝子情報保持に関わる生理機

能 (SOS応答)があることを対放射線ストレス応、答

議協 (2011)



の研究から見出している。その応答機能における細胞

レベルでのかぎとなるものはシャペロンであり，

GRP78やHSP27がある。それらの分子シャペロン類

の細胞内最を，培養ヒト細胞RSaを用い，ウエスタ

ンブロッテイング法で測定した。 36穫の味噌食品を

蒸留水 (MilliQ水)に溶解させ作製した味噌サンプル

液を用い，総胞死を誘導させない濃度(細胞培養液量

に対し 2%以下)で¥48時間以内の処理をした RSa

細胞より，タンパク試料を得て測定した。 GRP78と

HSP27のいずれかの細胞内最を増大化させるサンプ

ル16稔が見出された。次に，サンプル液処理RSa細

胞で紫外線 (UVC)により誘導される変異の頻度が

低下することを，ウアパインの致死作用に対する耐性

化 (OuaR) を指標とする形質変異検出法と K-ras癌

遺伝子におけるコドン 12の塩基置換をドットプロッ

トハイブリダイゼーション法により検出する遺伝子変

異検出法で検註した。 11種のサンプルで，変異発生

を抑制することが示唆され，その内の 6種では調査シ

ヤペロンの量的増加が連動した。 10種の麹菌株それ

ぞ、れを米麹，麦麹，および大立麹化した後，水溶液サ

ンプルを調整し味噌サンフ。ルと同様の処理をし，

RSa*-岡胞におけるシャペロン量の変動値を計測した。

増大化させるもの6稜を見出した。一方，味噌サンプ

ル液により増加した GRP78の発現衰を GRP78遺伝子

のsiRNAにより低下させると，変異発生の抑制は見

られなかった。従って，シャペロンなどの細胞内分子

を介して，米麹，麦麹，あるいは大豆麹の成分により

とト細胞における変異の発生を抑制するという機能が

示唆された。

7.諜辞

本研究を遂行するにあたり，墨谷菜子さんに実験の

補助をしていただいた。また，中央味噌研究所，およ

び向研究所の中野京子様，加藤妙子様，小JI!出高様，

小畑走秀様らに多くのご示唆と穏々のご支援をいただ

いた。さらに，味噌製造の各社に味噌製品や原材料の

素材を，また，今野宏様より麹菌株類を快くご提供い

ただいた。深く!謀議?を申し上げたい。
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