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1 は じ め に

食品は栄養素を供給 し,私たちの健康を維持,増強する

働きを持っている。これに加えて近年,食品成分のなかに

は,発癌や老化を防止したり,血fFを調節するような生体

調節機能を持った成分が含まれることが明らかにされてい

る``)。

乳製品中にもさまざまな機能をもつ成分が同定されてお

り,健康維持,増強に役立つものと期待されている2ヽ な

かでも,乳蛋自質や発酵乳の抗変異原性が報告され,乳製

品の発癌予防への寄与が推論されている3't しか しなが

ら,市販牛乳に関する抗変異原性評価の報告はほとんどみ

られない。

そこで本研究では,変異原物質 Trp P 2の 突然変異誘

発に対する製造方法の異なる数種の牛乳の抗変異原性評価

を行い,製造工程の加熱処理による抗変異原性の差違を検

討 した。

2試 験 方 法

(D 材料

市販牛乳 7種類を購入した。低温殺菌牛乳 (63～ 65℃
,

30分間加熱殺菌処理)2銘柄,チ ル ド流通牛乳 (120～ 125

℃,2秒間加熱殺菌処理,以下チルド牛乳と表記)2銘柄,

及び常温流通の高温殺菌乳 (140℃ ,2秒間加熱殺菌処理
,

以下 LL牛乳と表記)2銘柄を用いた。

2)抗変異原性試験

サルモネラ ∈L′混ολθ″αり,ん
jれ

“
riしれ)TA98を 用

いたAmes法 りによる抗変異原性試験を行 った。変異原

物質として Trp P 2を用いた。Trp P2は DMSOに溶解

して用いた。試料 (500μ 2),Trp P 2溶 液llll μ′ (50

ng//m′),S-9ミ ックス (キ ッコーマン株式会社)100

μ′を滅菌小試験管内で混合し,01Mリ ン酸緩衝液 (PH
70)を 加えて全量を900μ 2と した。 ここに前培養 した

TA98菌株懸濁液100μ ′を加え,37℃ で20分間振とうした。

振とう後、小試験管に2"の トップアガーを加え,あ らか

じめ10mシ ャーレに用意 しておいた最小グルコース培地に

重層した。シャーレは37℃で2日 間培養し,生 じたヒステ

ジン非要求性復帰突然変異コロニー数を計数した。測定は

2連で行なった。抗変異原性 (%)は下式により求めた。

Trp P2(シ ャーレあたり5 ng添加)による復帰コロニー

数は600～ 700/シ ャーレであった。なお,試料のみの添加

による自然復帰コロニー数にはほとんど変化がなく (20～

25コ ロニー/シ ャーレ),試料そのものの変異原性 ,あ る

いは試料の試験菌株に対する毒性は見られなかった。
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3)ラ クトペルオ■シダーゼ (LPO)活 性の測定

試料 5μ′をマイクロEl,ISAプ レート (住友ベークラ

イト)に分注 し,基質として100μ ′の ABTS溶液 (2,

2' azino― di―benzthiazoline-6-sulfonic acid, 0 3mg

/m′ .0003%過 酸化水素を含む01Mク エン酸緩衝液

pH4 0に溶解)を添加 し,プ レートミキサーで混和後,室

温で 5分間酵素反応を行った。酵素反応は100μ ′の15%
シュウ酸を添加 して停止させ,マ イクロプレートリーダー

(東 ソー,MPR―A4)で 415nmの 吸光度を測定 した。

LPO精製標品 (カ ルビオケム社)を ,01%牛血清アルブ

ミンを含む10mMリ ン酸緩衝液で希釈 した標準酵素標品

を用いて作成 した検量線より,市販牛乳のLPO活性 《U)

を算出した。

3 試験結果及び考察

Sα′ποぇ″′α切 れれ
“
rれ″ TA98は hisD3052遺伝子

に変異があリヒステジン要求性であるが,変異原物質によ

るフレームシフト変異によってヒステジン非要求性となり
,

最小グルコース培地で増殖できるようになる。本研究では

TA98を指示菌株として用い,Trp P2に よる変異誘導対

する市販牛乳の抗変異原性を検討した。Trp P2は 肉の焦

げなどに生成すると考えられる変異原物質である。Trp

P2の変異原性を抑制する作用を持つ物質は,食品出来の
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変異原物質の作用を低減できると考えられる。

変異原物質 Trp P2の 突然変異誘発に対する 7種 の市

販牛乳の作用を表 1に示す。 ここでは500μ ′の牛乳添加

時の抗変異原性を示してある。低温殺菌乳は非常に強い抗

変異原性を示し,抗変異原性 (突然変異阻止率)は 79～ 89

%に達した。これに対して,チ ル ド牛子し,LL牛子しは37～

52%の低い突然変異阻止率にとどまった。

牛乳中の熱感受性酵素としてラクトベルオキンダーゼ

(I,PO)が知られている。LPOは乳清中に含まれる酵素

である。LPO活性は加熱殺菌工程で急速に失われること

が知られており,牛乳の加熱処理の指標酵素である。表 1

で用いた市販牛乳の LPO活性を ABTSを基質とするマ

イクロアッセイで測定 した。測定結果を表 2に示す。低温

殺菌乳のLPO活性は15及び251Uで あった。表 1の結果

ではLPO活性の高いP2の はうが Plよ りも高い抗変異

原性を示 しており,熱に不安定な成分が低温殺菌乳の抗変

表 1 市販牛乳の抗変異原性

牛 乳 熱 処 理   抗変異原性 (%)
65℃  30分

65℃  30分

120℃  2秒
125℃  2秒
140℃  2秒
140℃  2秒

L-3     140℃  2秒
注 牛乳の抗変異原性は Sαιれο″o`ια ιンρん,“

“
″
“
れ

TA98を用いた Ames法で行 った。 変異原 Trp
P2,牛 乳,S9-ミ ックス, リン酸緩衝液及び

TA98を 37℃で20分間インキュベーション後,最小
グルコースプレートに播種 した。培養2日 後の His
+復帰変異コロニー数から,抗変異原性を算出した。

表2 市販牛乳試料中のラクトベルオキンダーゼ活性

牛 乳 ラクトベルオ■シダーゼ活性

異原性に関与 している可能性を示唆している。これに対し

てチルド牛,し ,1,L牛手しにはLPO活性はまったく認めら

れなかった。

製造工程の高温加熱殺菌処理によって LPO活性は完全

に失活すると考えられる。したがって,表 1に示したテル

ド牛乳とLL牛乳の弱い抗変異原性は,熱に安定な成分に

よると考えられる。

4 ま  と  め

Trp P2で誘導されたサルモネラ菌 TA98に 対する市販

牛乳の抗変異原性を検討した。低温殺菌乳の抗変異原性は

強かったが,高温殺菌乳の抗変異原性は低かった。低温殺

菌乳は加熱処理の指標酵素であるラクトベルオキシダーゼ

活性を保持 していたが,高温殺菌乳では活性は検出されな

かった。以上のから,低温殺菌乳の抗変異原性に熱感受性

の乳成分が重要な役割を果たしているものと推測 した。
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注  5μ′の牛乳を96穴 プレー トに加え,基質 として

ABTS溶液100μフを添付 し, 5分後の415nmの 吸

光度を測定した。
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