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Summary

　Two 　sets 　of 　usefu ］　tester　strains （WP3101−WP3106 　and 　WP3 ｝01P−WP3106P ）dehved 　from　E ．

co 〃 WP2uvrA 　were 　conStructed 　for　the　deteCtion　and 　classification 　ohnuiagens ．　S孟x　kindS　of 　F
’

plasmid （妣 ∫
一
，如cZ

−
，ρroAB

＋

＞in　strains　WP3101−WP3106 　carried 　a　different　lacZ
−

allele ，　Assays

for　transitions　and 　transversions　are 　based　upon 　Luc ＋
reversion 　of　a　specific　mutation 　located

wlthin 　the 如cZ
−
gene　on 　an 　F

コ
plasmid　in　the　strains ．　Plasmid　pKMIOI 　was 　further　transferred

to　each 　stra 童n 　to　make 　a　set　of　strains 　WP3101P −WP3106P ．　In　any 　strain 　the　trpE65 （ochre ）allele

is　available 　for　the　Trp ’
reversion 　assays 　which 　is　commonly 　used 　for　mutagenic 建y　test　with 　the

“il）2uvr／l　 strain ．

　Using　the　new 　tester　strains ，　the　mutational 　specificities 　of　l，2−dibromo
−3−chloropropane 　and

cumene 　hydroperoxide　were 　investigated．　Inthe　presence　of　Sgmix，1，2
−d孟bromo −3−chleropropane

specifically 　induced　G ：C →A ：T　transitions，　Cumene 　hydrepcroxide　induced　two　types　of 　trans
・

versions ，　G ；C →T ：A　detected　in　WP3104 　and 　A ：T →T ：Adetected 　in　WP3105，　wlth 　G ：C →T ：A

predominating ．　In　pKMIOI
−
carr ｝

・ing　strains，　all　6 重ypes 　of　base　subg ．titutions　were 　induced　by

cumene 　hydroperoxide　with 　dlfferent　efficiencies．　The 　frequency　of　predominant 　G ：C →T ；A

transversions　 was 　not 　affected 　by　the 　introduction　 of 　pKMIOI ，　 while 　that　of　other 　types 　of

transjtions 　and 　trans、
・ersions 　 were 　markedly 　increased．
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緒 言

　 近年，変異原性試験 に 用 い る標準試験菌株の 選 定 に つ

い て，hiSC　46マ ーth　一を 持 つ 従 来 の サ ル モ ネ ラ 菌

TA 　1535 株，　 TA 　100 株 に 加 え，　 hiSG　428マ ーカーを持

つ サ ル モ ネ ラ 菌 TA 　IO2株 ， あ る い は trpE 　65 マ
ー

カ
ー

を もつ 大 腸菌 WP 　2　ttvrA 株，　 WP 　2　uvrA 　／pKM 　101 株

の 有用 性 が 議 論 され て い る （Wilcox 　et　al．，
1990 ；Gate−

house 　et　al．， 1994 ；Watanabe 　et 　al．，1996＞，こ れ らの

菌株の 変異 原 に 対 す る特異 性 や 感受性 は ， 対象 とす る マ

ー
カーに お け る復帰可能な突然変異パ タ

ー
ン の 種類 と

各 々 の 誘発頻度に よ っ て 決 まる と考え られ る，

　 ぬおG 遺 伝 子 は ヒ ス チ ジ ン 合成 系 の ATP ホ ス ホ リ ボ

シ ル トラ ン ス フ ェ ラ
ー

ゼ の 構造遺伝 子 で あ り， ぬ誌046
マ
ー

カーは 69番 目の ア ミノ酸 ロ イ シ ン （CTC ）が プ ロ リ

ン （CCC）に 置 き変 わ っ た ミ ス セ ン ス 変異 で あ る （Barnes

et　al．，1982），プ ロ リン か ら元 の ロ イ シ ン に 戻 る場 合 の ほ

か ，セ リ ン （TCC ）、ア ラ ニ ン （GCC ），ヒ ス チ ジ ン （CAC ），
ス レ オ ニ ン （ACC ）に 変化 し て も酵 素活性 は 回復す る た

め ，
い ずれ の場合で も His＋

の 表現型 とな る （Miller　and
Barnes，1986 ；Koch　et　aL ，1994）．した が っ て 海おG　46

マ
ーカ ー

を持 つ 菌株 は G ：C → T ：A ，G ：C → A ：T ．　G ：C
→ C ：G の 3種 類 の 変 異 の い ず れ か を誘発す る変異原，す

な わ ち G ：C 塩 基 対 に 作用す る変異原の 検 出 に 有効 で あ

る．一
方，hisG　428 マ ーカーや ， 大腸 菌の trpE　65 マ

ー

カー （trpE は トリプ トフ ァ ン 合成系 の ア ン トラ ＝ ル 酸

シ ン ター
ゼ の 構造遺伝 ∫） で は ア ミ ノ 酸 の

一
つ が 終 始 コ

ドン （TAA ）に 変 異 して い る．傭 6428 の 場 合 ，元 の グ

ル タ ミ ン （CAA ） に 戻 る場 合 の ほ か， リ ジ ン （AAA ），
ロ イ シ ン （TTA ），セ リン （TCA ）に 変化 して も酵 素活

性 が 回復す る．さらに ， チ ロ シ ン tRNA 遺伝子，リジ ン

tRNA 遺伝 子，グル タ ミン tRNA 遺伝子 の ア ン チ コ ドン

部位 に 生 じた サ プ レ ッ サ
ー

変異 （各 々 GTA → TTA ，

TTT → TTA ，　TTG → TTA の 変 異 ）に よ っ て も酵素活

性 が 回 復 して His＋の 表現型に なる （Levin　 and 　Ames ，
1986），大腸菌の Trp ＋

の 復帰変異 の 場合 は trpE 　65 の 変

異 の 位置が 報告され て い ない た め，対 応 す る野 生 型 の 元

の コ ド ン は 不 明 で あ る が ，復 帰変異の 基本パ タ
ー

ン は

hiSG 　428 の 場合 と同様 で あ る． し た が っ て 肋 0428 や

trpE　65 マ
ー

カ ーを持 つ 菌 株 は G ：C → CIG 以 外の 5 種

類 の 変 異 パ ターン の い ずれ か を誘発する変異原の 検出 に

有効 で あ り，G ：C 塩基対 だ けで な くA ；T 塩基 対 に作用

する変異原 も検出 で きる．

　 こ の ように 変異 原が 誘 発 する突然 変異の 特異性を明 ら

か に す る こ と は，変異原性試験 に お け る有 用 な菌株の 開

発や ，突然変異 生 成や DNA 修復 の メ カ ニ ズ ム を知 る う

えで も重要 で あ る と考え られ る．わ れわれ は こ れ まで 大

腸 菌 の F’因子上 の lacZ遺伝 子 に 生 じ る特定 の 型 の 復

帰突然変異 を指標 に して ，変 異 原の 突 然 変 異 ス ペ ク トル
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を 解 析 し て き た （Watanabe 　 and 　 Ohta， 1993；

Watanabe 　et　al．，ユ994　a ，　b ；Watanabe−Akanuma 　et

aL
，

1997）．用 い た 大腸菌株 は K −12株 系統の 6 菌株，

CC　101− CC 　106 株 （Cupples　and 　MMer ，
1989） で，

DNA 修復能 や 膜透過性 に つ い て は 野 生 型 で あ っ た た

め，試験菌株 に 除去 修復欠 損 変 異 （uvrA ）や リ ボ 多糖類

合成 欠 損 変 異 （rfa ）を導 入 して 試験菌株の 改 良 を 図 っ て

きた （Watanabe −Akanuma 　and 　Ohta，
　19．　94）．改良 に

よ り変異原 に対す る菌株 の 感受性 は向上 したが，そ れ で
’

も大暢菌 B 株系統 の WP 　2　uvrA 株を用 い た Trp ＋

復帰

変 異 試験 で 検出 され る弱 い 変異原 に つ い て 調 べ る と解析

が 困難 な場合 が 多か っ た．こ れ は K −12株 と B 株の 外膜

構造 の 違 い （Nikaido　and 　Vaara，ユ987） に よる感受性

の 差 が
…

因 と考えられ た．そ こ で 変 異 原 性 試 験 で
一

般的

に 用 い られ て い る大 腸 菌 WP 　2 π循 4 株 に 上 記 の F’因

子 を導 入 して ，従来 の Trp ＋

復帰 変 異 試 験 に加 え，　 Lac ＋

復帰 変異 に よ る 突 然 変 異 ス ペ ク トル を 解 柝 す る こ と の で

き る菌株を 作製 した （Ohta　et　aL ，　in　press ）．今回 ， こ

れ らの 菌株 に さらに プ ラス ミ ド pKM 　101を導 入 した 新

たな菌株 の セ ッ トを作製 し，その 有用性 と突然変異 ス ペ

ク トル に 対 す る pKM 　101 の 影響 に つ い て 調 べ た．

実験材料および方法

　 1．菌株の作製

　菌株 の 遺伝子 型 と由 来 は Table　l に示 した．　 P　l フ ァ

ー
ジ を 用 い て CSH 　26 株 の A （ρro

−lac＞ 欠 失 変 異 を

WP2uvrA 株 に 形質導入 した WP2000 （irpE ，　 A （pro
−lac）．　 uvrA ） 株を作製 し た．　 WP 　20  0 株 の 分 離 に は

MacConkey 寒天 プ レ ート上 で Lac
一
菌を選択 し，こ の

中か ら Pro
一

と な っ て い る形質導 入菌を レ プ リカ法 で 選

ん だ．K −12株 系 統 の CC 　IOI〜CC 　106 株 の F’因 子

（lacl−，　lacZ　
’
，　proAB

＋
）を直接 B 株系統の WP 　2000 株

に 接 合 で 移す た め の 適当な選 択 マ ーカ ーが な か っ た の

で ，まず，CC　IO1〜CC ユ06株の F’因子 を接合 に よりK
−12株系 統 の AB 　1157（艢 θ．　argE ，　JproA ，　thr，　leuB，

lacY．　 thi，　 Sn1「）株 に 移 した．　 LB 培 地 で
一

晩掛 け 合 わ

せ を行 い ，100 μg ／mJ 　 streptomycin 含 有の 最少 グ ル コ

ー
ス 寒 大 プ レ ート （His ，　 Arg ，　 Thr，　 Leu，　 V ．　Bl 添 加 〉

に まい て，PrO ＋，　Sm 「 選 択を行 っ て AB 　101〜AB 　106 株

を分離 した．次 に AB 　101〜AB 　106株 か ら F’因子 を接

合伝達 に よ り WP2000 株 に 移 した．　LB 培地 で
一

晩掛 け

合 わ せ た 菌液を最少 グ ル コ
ー

ス 寒 天 プ レ
ー

ト （Trp 添

加〉に まい て，Pro＋ ，　 His’，　 Arg ＋，　 Thr †
，　 Leu ＋

選 択を

行 っ て WP 　3101〜WP 　3106株 （trpE，　 A （pro
一
ムπ 〉，

uvrAIF
’

（lad
−
，　 lacZ

．
，　 proAB

＋

）〉を分 離 した，

　プ ラ ス ミ ド pKMIOI （Ap 「
） の 導 入 は

WP3101 〜WP 　3106株 と サ ル モ ネ ラ 菌 TA 　IOO株

（傭 G ，pKM 　lO1）を LB 培 地 で
一

晩 掛 け 合 わせ ，10 μg／

ml 　 ampicillin 含 有 の 最 少 グ ル コ ース 寒 天 プ レ ート
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Table　l　 Bacterial　strains

Strain Genotype Source Reference

E5c方87融々 coti　K
−12

CCIOI −CCIO6
ABll57

ABI   1−AB106

CSHZ6Eschen
’
chia　coii　B

WP2utlrA
、VP2000WP3101

−wp310s

“
「P3101P−WP3106P

F
冒
｛lacl，　 lacZ，ρ厂o／IB ＋）ノara，∠1（ia‘−P 厂o〕5

F
−
、thr−」，teuB6 ．htSG4 ，　 argE3 ，∠i〔gpt

一
ρ 厂o／D 　62．

　 thi−1 ，’acYl ，ara −14，rpsL3i

F
’
〔lacL 〜acZ ，　P 厂oAB つ ／thr−1 ，lei‘B6，his（U ，argE ，3、

　 A （9ρ’
−
preA ｝62，thi−1、lzcYl．ara −14．7ρ∫ム31

F
−
，ara，∠コ〔tac−P 厂o）．　thi

F
．
，uvr4 　i55，　 trpE65 ，　ma ’B15 ．　ton−〃 、su ’Al

F
−
，uvrA155 、’ノpE65 、malBi5 ．加 一iJ．＄ uiA ’．∠コClac一

ρ 70 ｝

F1〔tacJ，　lacZ，　 pro 　4B つ ノuvrA155 ，trpE65 ，matBi5 ．
　 10n−11 ，sπIA　I，」（lac−P 厂ロ）

F1〔laci，　iacZ，　pro！qβつ 1砌 ア／i155，trpE65 、malB15 ．
　 ton−11 ．sulA1 ，∠」〔’ac

−
P 厂o ｝〆pK ．MIOI （tnucAB ，　Ap

「
｝

S α〜monei ’a ’」
・phimun

’
um 　LT2

TAIOO 燃 G46，A ｛uvrB
−bio｝，　 rfa ／pKMlO1 〔mttcAB ，　Ap

「
〉

J，H．氏lille「

T ．Kat 〔⊃

CUPP士es　and 氏
’tiller　q9891

Bachmam （1972〕

CCIOI −CCIO6xABI157 　　0hta 　et 　 al、〔in　press）

A ，Nishimura

T ．Kada
“
7P2ut，r／1 × P1（CSH26｝

AB101
．．
AB 工06 × WP200e

IYP31   1−、、「P3106 ×

TAIOO

T ．Kada

M 川 er （1972｝

、Yitkin　and 　George　〔19T3）
Ohta 　 e1　 a ］，（in　 press ＞

Ohta 　 et　 a1 ，（in　 press ）

this　study

Maron 　 and 　Ames 　q983＞

（Trp 添加）に まい て His＋，　 Ap 「

選択を行 っ て WP 　31   1

P − WP 　3106　P 株 を分 離 した．

　 2．培 地

　菌 の 掛 け 合 わ せ に 用 い た LB 培 地 の 組 成 は 1％

tryptone ，0．5％ yeast 　extract ，／％ NaCi で ，最少 グ

ル コ
ー

ス 培 地 は Vogel−Bonner　 E 　medium （Maron

and 　Ames ，1983）に   ．5 ％ glucose を 加 え た もの を基 本

と し ，
必 要に 応 じて ア ミ ノ 酸を 50 μ g／ml ，ビ タ ミ ン を ユ

μ g ／m ム agar を 1 ．5 ％ の 濃 度 で 添 加 し た ．

WP 　310ユ
〜WP3 ユ06 株 の 前 培 養 に は 50 μg／mt 　 ｛250

μ M ） tryptophan を加えた最 少グル コ
ー

ス 培地 （MGT

培地 ） を 用 い た．ラ ク トーヌ．オ ペ ロ ン の 転写 は培 地 中の

グ ル コ
ー

ス に よっ て 抑制 さ れ る の で ，菌 の 前 培 養 に 用 い

る MGT 培 地 の グル コ ース 濃度 は 0，5 ％ と した．こ の グ

ル コ ー
ス 濃度 は 大腸菌の 培 養 で

一
般的 に 用 い られ る 濃度

で あ り，菌 の 生 育 に は 十分 な 量 で あ る．WP 　3101　P
〜WP 　3106　P 株 の 前 培 養 に は さ ら に 5 μg／ml の

ampicillin を 加 え た．　Lac ＋

復帰 変 異 の 測 定 に は，最 少 ラ

ク ト
ー

ス 寒天 プ レ
ート（Voge1 −Bonner 　E　medlum ，　 O．5

1actose，50μ9 ！ml 　tryptophan ，　1、5 ％ agar ＞　と NB −・

ト ッ プ ア ガー
（O．5mg ／ml 　Oxoid　nutrient 　broth　No．

2，0 ．5 ％ NaCl，　 O．6 ％ agar ）を用 い た，・．一方，　 Trp ＋

復

帰 変 異 の 測 定 に は，WP 　3101 株 お よ び WP3101 　P 株 を

nutrient 　broth培 地 （25　mg ／mlOxoid 　nutrient 　broth

No．2）で 前培養 した 菌液，最 少 グル コ ース 寒 天 プ レ ート

〈Vogel−Bonner　E 　medium ，2 ％ glucose，1．5 ％ agar ）

と TP 一ト ッ プ ア ガー （10μg ／m ’（50μ M ）tryptophan ，

10  μ g／mi 　proline，0．5 ％ NaCl，0．6 ％ agar ） を用 い

た．

3。試 薬

3−Amino −1−methyl −5　H −
pyrido ［4，3

−b］indole（Trp

一P−2，CAS 　No ．72254−−58−1），工、2−dibromo −3−chloro ・

propane （DBCP ，　 CAS 　No．96−12−8），　 dimethylsulfox−

ide （DMSO ） は 和 光 純 薬 工 業 よ O 購 入 し た，5−

Azacytidine（CAS 　No ．320−67−2），　N −
ethyl

−N −
nitro

−

N −
nitrosoguanidine （ENNG ，　 CAS 　No ．4245−77−6），

2−aminoanthracene （CAS　No． 613−13−8），お よ び

cumene 　hydroperoxide （8G ％，　 CAS　No．80−15−9） は

Aldrich 　Chernical　Co．（WL 　 USA ） か ら 入 手 した．ま

た，4−nitroquinoline 　l−oxide （4−NQO ，　 CAS 　No ．56−

57−5） は 東京化 成．．1業 よ り，N4 −aminocytidine （CAS

No． 57294−74−3＞ は フ ナ コ シ よ 1）購 入 し た．5−

Azacytidineと N4− aminocytidine は 滅 菌 し た 純 水

（Mi ｝ll−Q，　Ultra−Pure　Water 　system ，　Millipore　Ltd．）

に 溶 解 させ た ，そ の 他 の 変異 原 は DMSO を溶 媒 と して

用 い た．代 謝 活 牲 化 に は，オ リエ ン タ ル 酵 母 工 業 よ り購

入 した S9 分 画 と コ フ ァ ク タ ーA を ／ ：9 の 割 合で
．
混 合

した Sgmix を用 い た．

　 4．突然変異スペクトル の解析 ：Lac ＋

復帰変異

　保存菌を MGT 培地 に 接種 し て 37℃ で
一

晩振盛 培 養

した．MGT 培 地 で 培 養 し た 菌液 は 遠 心 分 離 に よ る洗 浄

を行 わ ず，その ま ま試 験 に 供 した．ノ」・試験管 に 菌液 0．1

m ’，変異原溶液   ．Ol−0 ．1ml ，100　mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ

ム 緩 衝 液 （pH 　7．4） また は Sgmix   ．5mJ を分 注 し，

37℃ で 20 分 間，緩 や か に 振 蘯 しなが らプ レ イ ン キ ュ ベ
ー

シ ョ ン を行 っ た．溶 解 して 45℃ に 保 温 して お い た NB 一

トッ プ ア ガ ーを 2mt 加えて よ く混 ぜ た 後，最少 ラ ク ト

ー
ス 寒天プ レ

ートに ま い た．37℃ で 48時 間 培 養 後，Lac ＋

復帰 変異 コ ロ ニ
ー

を数 え た．

　 5．T 「p
＋

復帰変異試験

　 WP3101 株 ま た は WP 　3101　P 株 を nutrient 　broth

培地 に 接 種 して．37℃ で
．．一

晩振撮培養 した 菌液 を使用 し
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Table　2　1acZ　 reversion 　 events 　 required 　 to　 restore 　 Lac
＋

phenotype 　in　tester　strains，　 and 　base　 substitutions

　 　 　 　 detected．

Strain

UtvA 　 　 uvrA

　 　 　 pKMIOlReversion

　e、
・
ent 　at　Glu−461 ⊂ odon （Amino 　acid 　changel Base　substitution

WP3101　 WP3101P 　　AAT 　TAG 　1℃A 　→

WP3102 　 WP3102P 　 AAT 　GGG 　TCA 　 →
WP3103 　 WP3103P 　 AAT 　CAG 　TCA 　 →

WP3104 　 Wf 惚 ID4P 　 AAT 　GCG 　TCA 　 →
WP3105 　 WP3105P 　 AAT 　GTG 　TCA 　→

WP310a 　 WP3106P 　 AAT 　AAG 　TCA 　・→

AAT 　GAG 　TCA
AAT 　GAG 　TCA
AAT 　GAG 　TCA
AAT 　GAG 　TCA
AAT 　GAG 　TCA
AAT 　GAG 　TCA

（Stop→Glu）　 A ：T −・C ：G 　transversion
〔Gly ．r・Glu）　 G ：C つ A ：T 　transitioエ1

〔Gln− Glu）　　 G ：C −・C ：G　　transversion

（Ala→Giu）　 G ：C ．．→ T ：A 　transversion

（Val→Glu）　 A ：T →T ：A 　transversion

（Lys→G［u ）　 A ：T →G ：C 　transition

All　th・ ・t・・i・ ・ c・ ・ t・i・ t・pE65 ｛・・hre），　whi ・h　i・ avail ・bl・ f・ ・ aT ・p
†

・ eversi ・・ a・・ay ．　and 　a ，e 。f・T ，p
−
．　Lac

−

phenot ｝
・
pe．

た．Lac ＋

復帰変異 の 場合 と同様 の 操作で プ レ イ ン キ ュ ベ

ー
シ ョ ン を行 い ，TP 一

トッ プ ア ガー2m1 を加 え て 最 少

グル コ ース 寒天 プ レ
ー

トに まき，37℃ で 48時・間培養後，
Trp ＋

復帰変異 コ ロ ＝ 一を数 え た．菌を nutrient 　broth
培地 で 培 養 す る た め，F’因子 が 脱落 した菌 も増殖 す る の

で，トッ プ ァ ガー
に プ ロ リ ン を加 え る こ と に よ っ て そ の

影響を除 い た，

結 果

　 1．菌株 の特性と試験法

　作 製 し た WP 　3101〜WP 　3106株 お よ び WP 　3101　P
〜WP3106　P 株 に お い て 検出 で き る復帰 変異 の パ ター

ン を Table　2 に 示 した．F’因子上 の lacZ一遺 伝 チ の 変 異

位置 は β
一ガ ラ ク トシ ダーゼ 蛋 白の N 末端 か ら 461 番

目の グル タ ミ ン 酸 に 対 応す る GAG コ ドン で あ る．こ の

位置の グ ル タ ミン 酸 は β
一ガ ラ ク トシ ダ

ー
ゼ の 酵 素 活 性

に 必 須 で あ 1．）， 他の どの ア ミ ノ 酸 に 変 わ っ て も活 性 を失

っ こ と が 知 ら れ て い る （Cupples　and 　Miller，1989）．し

た が っ て，い ずれ の 菌 株 もグ ル タ ミ ン 酸 の コ ドン （GAG ）

に 変 異 した 場合 の み Lact と な る，こ の 原 理 をも とに ，

Lac＋復帰変異 コ ロ ニ
ー

を数 え る こ とに よ っ て WP 　3101
株 と WP3101 　P 株は A ：T →C ：G 変異，　 WP3102 株と

WP3102 　P 株 は G ：C → A ：T 変 異 ，　 WP 　3103 株 と

WP3103P 株 は G ：C → C ：G 変 異，　 WP3104 株 と

WP 　3104　P 株 は G ：C → T ：A 変 異，　 WP3105 株 と

WP3105 　P 株 は A ：T → T ：A 変 異，そ して WP 　3106
．
株

と WP 　31  6　P 株 は A ：T →G ：C 変 異 の 誘発 を特異的 に

検出す る こ と が で き る，

　菌株 を nutrient 　broth培 地 や LB 培 地 に 直 接接種 し

て
一

晩培 養 す る と，F’因 子 が 脱 落 した 菌の 割合 が 高 くな

り （8  ％以 ．Lに な る こ と もある〉試験 に 用 い るに は不適

切 な状 態 に な る．F’因子が 脱落 した 菌 は プ ロ リ ン 要求性

と な る の で ，プ ロ リ ン を含 まない MGT 培地 で 生育させ

る こ とで F’因 子 を維持 す る こ とが で きる．試 験 法 に 関 し

て は こ れ まで ，MGT 培地 で
一

晩前培 養 した 菌液 を LB
培 地 に 1／50 容量 接種 し て 3 〜4時問振盪培養 し，得 られ

た 対 数 増殖期後期 の 菌 液 を遠 心 分 離 に よる洗浄 を 行 っ た

後，緩 衝液 に 懸濁 した もの を試験 に 用 い て い た （Ohta　et

aL ．in　press）．しか し その 後，洗浄 して 緩衝液 に 懸 濁 し

た 菌液を用 い る と塩 基 ア ナ ロ グ な どの 変 異 原 に 対す る 感

受性 が 著 し く 低 下 す る こ と が わ か っ た．今 回．NA −

aminocytidine ，　 ENNG ，4−NQO ，5−azacytidine を用

い て の 検討 の 結果，MGT 培地 で 培養 した 菌液 を洗浄 せ

ず に そ の ま ま用 い た場含が ， 相対的 に 良好な結果 を．
与え

た．こ の 場合，培 地 中の グ ル コ
ー

ス が ラ ク トース オ ペ ロ

ン の 発 現 を抑 制 す る こ と が 懸 念 され た が，試験 に 用 い る

菌培 養 液 0．lml に 含 ま れ る MGT 培地 中の グ ル コ ース

の 残存量 は ．突然 変異誘 発頻度 で み る か ぎ りで は lacZ
遺伝子 の 発 現 に は 影響 しなか っ た．な お，NB 一

トッ プ ア

ガー
の 方に は ト リプ トフ ァ ン を添加 す る 必 要 は な く，添

加 して も突然変異 誘発 頻 度 で の 結果 に 差 は 認 め られ な か

っ た ．

　 2 ．陽性対照

　 WP 　3101〜VLiP　3106株 の 陽性 対 照 と して 用 い る こ と

の で き る 変異原 の 種類 と用 量 の
一

例 を Table　3 に 示 し

た．ENNG は WP3103 株以 外 の 5 菌株 に Lac †

復帰変

異 を誘 発 し，4−NQO は WP 　31  2，　 WP3 ユ03，　 WP3104
の 3菌 株 に Lac ’

復帰 変異 を誘 発す る，また，塩基 ア ナ ロ

グ の N4−　aminocytidine は WP3102 と WP31 〔｝6 の 2

繭株 に，5−azacytidine は Vl「P3 ユ03株だ け に 特 異 的 に

Laピ 復 帰変異を誘発す る （Ohta 　et　al．，　in　press）．な

お 本菌株を用 い た Lac ＋
復 帰 変 異 の 場合，塩 基 ア ナ ロ グ

の 変 異 原性 は プ レ イ ン キュベ ー
シ ョ ン 法 よ りもプ レ ー

ト

法 の 方 が 感 受性が 高い 傾向が あ り， 同
一

の 培養液を用 い

て 比較 したとき，プ レ ート法 で 数倍多 い Lac ＋

復帰変異

コ ロ ニ
ー

が 出 現 した．一方，Sgmix 存在
．
下 で 変異原性 が

検 出 さ れ る 陽性 対 照 と し て は，2−aminoanthracene
（WP 　3102 株）や Trp −P −2 （WP3104 株） な ど が あ る

（Tabie　3），Sgmix の 酵素活性 を確 認 す るた め の 陽性 対

照 な の で ，ど れか一
菌株 を用 い て 調べ れ ば よい と考 え ら

れ る．
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Table　3　 Examples 　of 　mutagens 　which 　could 　be　used 　as 　positiye　controls 　for　tester　strains 　WP3101 ’WP3106 ．

　 　 　 　 　 　 Dose　 　 Sg
Compound　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 〜VP3101
　 　 　 　 　 〔μ9／plate） mix
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ｛A ：T →C ：G ｝

Lac
＋

reyertantsfplate Trp＋revertantsfpla しe

、VP3102 　　　 丶VP3103 　　　 NVP3104　　　 “
JP3105

　　　 WP3 ］ca

〔G ：C →A ：T ）　【G ：C一ひC：G〕　〔G ：C−・T ：A｝　〔A ：T →T ：A｝　〔A ：T −・G：C）

WP3101

N4．．AmLno−

cy しidine

5−A ’zacytidine

4−NQO

ENNG

2−Ami ！le
−

anthracene

Trp −P 齟2

　

1
　

0
ユ
　
　

　

　

2
　

　

2

00005GODO50502

十

十

十

十

＊

＊

＊

＊

＊

＊

＊

正

45

＊

＊

＊

＊

Qσ
2

　

3
　

2

＊

＊

111M9262

ll333969

＊

＊

　

0008

＊

　

l

　

l

＊

＊

＊

　

　

1

＊

＊

＊

＊

＊

＊

＊

＊

＊

73

上75

4L73261us

＊

＊

＊

＊

＊

＊

＊

2

弼

＊

＊

＊

＊

3

61
＊

＊

＊

＊

1

2

06

＊

＊

＊

＊

24

199

＊

＊

18206

119

4213847396

lNegative
　 response 　〔less　than 　3−fDld　in〔 rease 　o 、・er 　the 　 contro ］）

Table 　4Examples 　 of 　 mutagens 　 which 　 could 　 be 　 used 　 as 　 peSitis
’
e　 controls 　for　 pKMIO ユ

ー
carn ・ing　 tester　 strains 　WP3101P −

“
，P31G6P．

　 　 　 　 　 　 Do9．e　 　 S9
C °mp °und

〔。 、／，1、t，〕 mix 　 WP3 ユ・IP

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 〔A ：T →C ：G）

Lac←　revertanLS 〆Plate TrP
＋
revertants ／p］ate

WP3 ユ02P 　 WP3103P 　 WP3104P　 WP3105P 　 WP3106P

（G ；〔二
→A ：T｝　｛G ；C

−・
〔：：G｝　CG：C→T ：A；　〔A ：T −・T ：A〕　〔A ：T − G ；C｝

“
rp3101P

N4．　Alni囗 o
−

cytidine

5−Azacytidine

4‘NQO

ENNG

2−Amino −

anthracene

Trp −P−2

101

502

2

GODD25DODOO50502

十

十

十

十

＊

＊

＊

＊

＊

＊

＊

＊

2

83

＊

＊

1

26　

4

1017　

2

　

　

8

671

9600

＊

＊

＊

　一

6

0
一

1421

　

　

　

2

　

3

　

1

　

2

＊

＊

＊

　 12871037

　 1

1481

26222118

＊

＊

＊

Ol

　 106

　 12

　 403

＞ 200e

　 5

　 1S4

　 16

　 330

　 171136

＊

＊

＊

＊

＊

＊

ρ
〕

222

14513

⊥9912252

3

巳8

＊

＊

＊

＊

＊

＊

1

4

02

＊

＊

＊

＊

7

70正

43497

2329QU52
　

5

田

鰤

540667

」種
2

1611　

　

　

1

’Negatlve　response 　｛1ess　than　3．　fo【d　imcrease　over 　the　controD

　Table　4 に は ，　 pKM 　101 を導 入 し た WP 　3101P

〜WP 　3106　P 株の 陽 性 対 照 とな る 変異 原 の 種類 と 用 量

の
一

例 を示 した．pKM 　IO1上 の mucAB 遺 伝 子 は 突 然

変 異誘 発 頻 度 を 高 め る 作 用 が あ る が （McCann 　et　 aL ，

1975：Walker，1984＞， 同時 に 突然変 異 ス ペ ク トル も大

き く変 え る こ とが 知 ら れ て い る （Watanabe 　et 　al．，1994

b）．一
般 的 な 傾 向 と し て は，G ：C → A ：T 変 異 は

pKM 　101の 導 入 に よ る 影 響 が 少 な く，WP3102 株 と

WP 　3102　P 株 で 突 然 変 異 頻 度 に 大 き な 差 は 生 じな か っ

た （Tables　3，4）．一
方，　G ：C −→T ：A 変異 と A ：T 一ウT ：

A 変異 は pKM 　ID1導入 菌株 〔WP 　3104　P，　 WP 　3105　P）

で 突 然 変異 の 増強 効 果 が 強 く現 れ た．ま た，A ：T → C ：

G 変 異 （WP 　3101P 株 ）や G ：C →C ：G 変 異 （WP3103

P 株 〉も検 出 され や す くな っ た．5−Azacytidineは Trp
＋

復帰変異 で 調べ る と，WP 　3101 株 で は変異原性 が検出 で

きない が pKM 　101 を導 入 し た WP 　310ユP 株 で は 変異

原 性 が 検 出 され た．こ れ は pKM 　1 1 を 導 入 し た こ と に

よ OG ：C → C ：G 変 異 以 外 に G ：C → T ：A 変 異 も誘 発

（Table　4） され る ように 変化 した た め と解釈 さ れ た．

　 3． 1．2− Dibromo −3− chtoroProPane

　　　（口 BOP ）の 突然変異 ス ペ クトル

　DBCP は WP 　2　uvrA 株 で 変 異 原性 が 検 出 され，変異

原性発現 の た め に は 代謝活性化 が 必 要 な 変異原 で あ る

（Moriya　et 　al ．，1983）．　 Tab ！e　5に は DBCP で 誘発 さ れ

る突然 変 異 の ス ペ ク トル を示 した．Sgmix の 存在 下 で

は Wp 　3102 株 で G ：C → A ：T 変 異 が き わ め て 高 頻 度 で

誘 発 さ れ る こ と が わ か っ た．ま た，G ：C → T ：A 変異 は
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Table　5Mutation 　spectra 　of 　1，2−dibτomo
−3−chjoropropane 　in　the　presence 　and 　absence 　of　the　Sg　metabolic 　activation 　in

tester　 strains 　WP3101 −WP310s ，

　 　 　 　 　 　 Dose　　 Sg
C ° mp ° und

（μ9／，1。，，） miX 　 WP3i 。l
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’P3104 株 で 高 用 量 で わ ず か に 誘発 され て い た．そ の 他

の タ イプ の 変 異 は検 出 され な か っ た．

　 4．Cumene 　hydroperoxlde の突然変異ス ペ

　　　クトル と pKM 　101の影響

　Cumene 　hydroperoxideに よ っ て 誘発 され る 突然変

異 の タ イ プ を WP 　3101〜WP 　3ユ06 株 と WP3101 　P
〜WP 　3106　P 株 を用 い て 解析 した 結 果 を Fig．1 に ま と

め て 示 した．pKM 　IOI を持 た な い 菌株 で は，　G ：C → T ：

A 変異 が最 も多 く誘 発 され ，
つ い で A ：T → T ：A 変異が

わ ず か に誘 発 さ れ た．一方，pKM 　10ユ導 入 菌株で は 6 種

類すべ て の タ イプ の 変異 が 誘発 され，G ：C → TIA 変 異

に 加 え て G ：C → AiT 変 異，　 A ：T ．
→ T ：A 変 異 も ほ ぼ 同

程 度 の 頻 度 で 誘 発 さ れ た．こ の 化合物 の 変 異原性 は

Trp ＋

復帰変異で 調べ る と，　 WP 　2　uvrA 株 よ 1♪も WP 　2

uvrA 　／pKM 　101株で よ り強 く検出 さ れ る こ と が 報告 さ

れ て い るが （Kato　et　aL ，1994＞，こ れは WP2uvrA 株

に お い て 誘発 さ れ て い た G ：C → T ：A 変 異 が pKM 　101

導 入 に よ っ て 単純 に 増 強 さ れ た の で は な く，そ の 他 の タ

イ プ の 変異 が 高頻度 で 誘発 され る ように な っ た た め と考

え られ た，

考 察

　突然変異 ス ペ ク トル を研 究す る た め の 手 法 と して は，

DNA シ ーク エ ン サ ー等 に よ り塩 基配 列 変化 を直接解析

す る方法 の 他 ，
コ ロ ニ ープ ロ

ープ ハ イプ リダイゼ
ー

シ ョ

ン に よる解析法 （Miller　 and 　 Barnes，1986；Cebula
and 　Koch，ユ990） が 開 発 され て い る．

　 こ れ らの 手 法 で は，塩基対置換 だ け で な く数塩基の 付

加 や 欠失 に よる フ レ ーム シ フ トも同時 に 調べ ら れ る利 点

が あ る，しか し，解析で き るサ ン プル 数 に 実際的 な 限界が

あ るた め ， 誘 発 され た突然変異体の 中で の 存在比 が 1 ％

以 ドしか な い よ うな発生 頻 度の 低 い タ イプ の 変 異 の 場 合

に は，自然 突 然 変 異 に よ る もの か 変 異 原 で 誘発 さ れ た も

の か を区別，定量するこ とは 困難 で あ る．こ こ で 用 い た

復帰突然変異を揖標 とす る解析方法 で は ， 塩基対置換 だ

け を解析 の 対 象 に し て も 6菌株 の セ ッ トが 必 要 に な る

が，各 々 の タ イプ の 変異 を個別 に 定量 で き るた め ，発 生

頻度 が 低 い タ イプ の もの で も用 量 相 関 の データ を容 易 に

と る こ と が で き る．こ の 目的の た め の 菌株 が こ れまで に

大 腸 菌（Cupples　and 　Miller，1989）とサ ル モ ネ ラ 菌 （Gee
et　al．，1994）で 開 発され て い る．前者の 大 腸 菌株 は F’因
子 上の 如 ‘Z 遺伝 子 の 変 異 を指 標 と して い る た め ，F’因
子 を他 の 菌 株 に 比較的容易 に 移す こ とが で き る．今 回 わ

れ わ れ は 変 異 原性 試験 で 広 く 用 い ら れ て い る WP2
uvrA 株お よ び WP 　2　uvrA ／pKM ユ01 株 に 移 した菌株

の セ ソ トを作製 した。作製 した 菌株 の 表現 型 は い ず れ も

Lac
一

で ある以外は元の 株 と変わ ら ず，した が っ て Trp＋

復帰 変異試験 も従来と同 じ方法 で 培 地 や プ レ
ー

トの 種 類

も変 更せ ず に 実 施 で き る．こ の た め ，Trp ＋

復帰 変 異 試 験

で 変異原性 が 検出 された 変異 原 に つ い て は，Laピ 復帰変

異 試験 で突然 変 異 ス ペ ク トル を調べ る こ と に よ リ直接的

な 比 較 が 可 能 に な っ た．K −12株由来 の F’因 子 を B 株 に

移 した た め，当初プ ラ ス ミ ドの 安定性 が 心 配 され た が ，
プ ロ リ ン 無 添 加 の 最 少 グル コ ース 培 地 で 継代培養 を繰 り

返 す こ とで か な り安 定 な ク ロ
ー

ン を 得た ．

塩基ア ナ ロ グや ア ル キル 化変異 原 に つ い て は特異的 な タ

イプの 突然変異 が 誘発 され （Table　3）， こ れ らの 結果 は

K −12株で 得 られ たデ ータ （Watanabe 　et　a1．，1994　b）

と よ く・一致 した こ と か ら，作製 し た テ ス ト菌 株 の 中で F ’

因 子 が 維持 され，機 能 し て い る こ とが 明 らか とな っ た．

　WP3101 〜WP3106 株 を用 い た 突然変異 ス ペ ク トル

の 解 析か ら，各種 の 変異原 で 誘発され る突然 変異 の 特異

性 の ほ か，DNA 付 加 体 形 成 に お け る塩 基 配 列 依 存性 の
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Fig ，　l　 Base 　subs しitutions　induced 　by　cumene 　hydroperoxide　and 　the　 effect 　of　 ntucAB

　 　 　 genes 　in　pKMIOI 　 on 　the　 mutational 　 specificity ．　Each 　type　 of 　transition　 and 　tran・

　　　 sversion 　was 　assayed 　in　sLrains 　WP3101 −WP3106 〈二 ＞and 　pKMlel
−
carryingstrains

　 　 　 、VP3101P一丶VP3ユ06P （■）．

こ と も明 ら か と な っ て き た ．変 異 原性 試 験 の 陽 性 対 照 物

質 と して しば しば 用 い られ る furylfuramide （AF −2）を

Lac’復帰変異 で 調 べ た と こ ろ，　 WP3104 株 で G ：C →

TiA 変異 の み が わず か に 増加傾 向で あ る以 外 は 突 然 変

異 の 誘 発 は 観察 され な か っ た （Ohta　et　al．，　in　press）．
しか し，同一

菌株 で 行 っ t：　Trp’復 帰 変異試験 で は ，親株

の WP 　2 躑 超 株 と同 程 度 に AF −2 の 強 い 変 異 原 性 が 検

出 さ れ た．AF −2 は グ ア ニ ン 塩基 に 付 加 体 を形成 し主 に

G ：C → T ：A 変異を誘発するが ，なか で も5LTGC 配列

中の G が AF −2誘 発突然変異 の ホ ・
／ トス ポ ッ トで あ る

こ とが 報告 さ れ て い る （Lambert 　et　al．，1991）、と こ ろ

で ，G ：C → T ：A 変異を検出す る た め の WP3104 株 に お

け る 勿oZ 遺伝子 の 標 的 塩 基 （GCG ）の 前後 の 配 列 をみ る

と
， 5’−AATGCGTCA とな っ て い る （Table　2＞．こ の 菌

に お い て Lac＋復帰変異が 生 じる た め に は GCG → GAG
の 塩基対置換 が 必要 で あ る が，5’−TGC 配 列 が 含 まれ て

い る た め，GCG の 真 ん 中の C よ り も 5’側 の G の 変異 の

方が 起 きや す い と考 え られ る．こ の 変異 に 隠 され て しま

うた め，Lac ＋

復帰 変異 が 生 じ に くくな り ，
　 AF −2 の 変異

原
」1生が WP3104 株 で わ ず か し か検出 さ れ な くな っ た と

推察 さ れ た．DNA 付加体形成 に お ける塩基配列依存性

の 問題 は ，復帰 変異 を指 標 に して い る突然 変 異 ス ペ ク ト

ル の 解 析 系 に とっ て は 結 果 に 大 き な影響 を ラ．え る 重 大 な

問題 で あ り，菌株 の 開 発，改良 に あた っ て は 慎重 に 検討

し て い く必 要が あ る．

　突 然 変 異 ス ペ ク トル は pKM 　IO1 プ ラ ス ミ ド（mercAB

遺 伝 ∫
．
） の 導 入 に よ り大 き く変 化 す る こ とが 報 告 され て

い る （Watanabe 　et　 aL ，1994　b ；Gee　et　aL ，1994 ；

Szekeres　et　al ．，工996）．　 Cumene 　hydroperoxideの 例

（Fig，1）で も明 らか な よ う に ，　 pKM 　101プ ラ ス ミ ドの 導

入 に よっ て 突然変異頻度 が 著 し く上昇す るもの と，ほ と

ん ど 変 わ ら ない もの とが あ る，こ の こ とは mucAB 遺 伝

f様 の 機 能 を持 た な い と され る 哺乳動物 細 胞 に お い て 変

異原 で 誘発 さ れた 突然変異の 特異性 を，徴生物細胞 で 得

られた結果 と比較 す る際 に は，　pKM 　101プ ラ ス ミ ドを持

た な い 菌株で の 解析結 果 を用 い た ほ うが よ り適切 な の か

も しれ ない ．し か し
一

方 で は，変異 原 の ス ク リ
ー

ニ ン グ

を 目 的 と し た 変 異 原 性 試 験 に は，大 腸 菌 株 も 含 め

pKM ユ01プ ラ ス ミ ドを持 つ 菌株を用 い る こ とが
一

般的

に な っ て きて い る．今後種 々 の 変異原 の 突然変異 ス ペ ク

トル を pKM 　101の 影響 も含 め て 明 らか に して い くこ と

で ．関与 して い る DNA 修復機構や 突然変異 生 成 機構 の

理 解 も深 ま る と考 え られ る．さ ら に は 変異原性試験 に 有

用 な菌株の 開 発に も役立 つ もの と期 待 さ れ る．
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