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1.緒 言

地球上に初めて現れた生物は,紫 外線の届かな

い海中に生息し酸素を必要としない嫌気性生物で

あった。その後,光 合成により酸素を放出する生

吻が発生し,長 い時間をかけて大気中に酸素が蓄

債されていった。やがてオゾン層が形成され紫外

線が地表に届かなくなると生物圏が拡大され,好

気性生物が出現した。エネルギー変換 という観点

から見ると,酸 素を電子受容体 とする酸素呼吸は

廉気的な発酵に比べ格段に効率のよいシステムで

ある。しかし,酸 素は生体内の種々の代謝過程で

店性酸素(ス ーパーオキシド,過 酸化水素,ヒ ド

ロキシルラジカル,一 重項酸素等)と なり細胞成

分を非特異的に酸化し,生 体に対し強い毒性を示

すという両刃の剣の側面をもっている1・2)。この

ような活性酸素による障害を抑制するために生物

は活性酸素を消去無毒化する機構を進化の過程で

穫得 した。

細胞内における活性酸素の消去無毒化には,酵

素反応によるものと非酵素的な低分子抗酸化物質

によるものがある。前者は,ス ーパーオキシドデ

ィスムーターゼ(SOD),カ タラーゼ,ペ ルオキ

シダーゼなどの酵素であり,後 者は,グ ルタチオ

ン,ア スコルビン酸(ビ タミンC),ト コフェロ

ール(ビ タミンE) ,ユ ビキノンなどである1,2)。

舌性酸素に対する非酵素的な生体防御機構におい

て,不 鹸化脂質の一つであり長鎖ポリエン構造を

有するカロテノイドも細胞を保護する重要な役割

を担っていることが明らか となっている3)。カロ

テノイドは細菌,植 物,動 物に広 く分布し,単 独

あるいは他の抗酸化物質と共同して生体を防御し

ている。特 にビタミンAの 抗腫瘍作用に関連 し

て,ビ タミンAの 前駆体であるR一カロチンの活

性酸素補足効果,抗 酸化活性,抗 腫瘍作用にっい

ては多数の研究報告があり4,5),さらに最近では

機能性食品開発への応用が注目されている。また,

酸素原子を含むカロテノイドであるキサントフィ

ル類の活1生酸素補足効果,抗 酸化活性効果にっい

ても検討されてお り,酸 素原子を含まないカロテ

ノイ ドに比べ高い効果があることが示されてい

る6,7)。

当研究グループでは,高 い放射線 ・紫外線抵抗

性 を示 す細 菌Rubrobacteyradiotolerans,

Deinococcusradiodurans,Halobacteyium

salinariumが カロテノイ ド系色素を含むことに

注目し,こ れらの色素が遺伝物質であるDNAや

細胞膜の酸化的損傷を直接あるいは間接的に防御

することにより放射線 ・紫外線耐性を示すと推測

した8-1°)。本研究では,上 記細菌の高度な抗酸化

システムの解析を目的として,カ ロテノイド色素

の化学構造の同定 と生体防御機作について検討し

た。

2.Deinococcusradiodurans由 来 力 ロテ ノ

イ ドの精製 と同定

2.1目 的

D.radioduransは 赤色色素を含む高度放射線

耐性細菌であり,そ の放射線耐性機構を明らかに

するために多くの研究が行われている11・12)。色素
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をもたないD.radioduransの 突然変異株は野生

株に比べFenton反 応で発生するヒドロキシルラ

ジカルに感受性である13)。放射線 も水の放射線分

解により主要な活性種としてヒドロキシルラジカ

ルを発生することから,こ の細菌の放射線耐性に

も色素の存在が関与していることが示唆される。

しかし,D.radioduyans由 来の色素の構造はこ

れ までに報告 されていないため,本 研究では,

1).radioduransの 主要色素を精製し,構 造を同

定 した。

2.2実 験方法

D.radioduransはTGY培 地中37°Cで培養し,

定常期に達した細胞を集菌した。得られた菌体を

エタノールで抽出後,等 量のエーテルと混合 した。

15%NaCl水 溶液を加え分離した有機相を乾燥濃

縮 し,色 素をベンゼンに溶解した。一部の試料を

TLC分 析した。残りの全量 をシリカゲルカラム

クロマ トグラフィーにより分画した。含量の最も

多い色素成分を,さ らに逆相HPLCで 精製した。

得られた色素の構造は,紫 外可視吸収,一 次元 ・

二次元NMR,高 分解能質量分析,CDス ペ ク

トル分析により同定した。色素のTLC分 析はシ

リカゲル薄相プレー トで行い,試 料はアセトン/

ベンゼン溶媒により展開した。

2.3結 果 と考察

D.radioduransか ら抽出した色素のTLC分 析

の結果,D.radiodztransに は5種 類以上の色素

が含 まれ る ことが示 された。さ らに,Carr-

Priceテ ストにより,分 離されたすべての色素は

カロテノイ ドである ことが明 らか とな った。

TLCプ レー トから個々のカロテノイドを抽出 し,

可視吸収極大(480-495nm)か らその相対量を求

めた ところ,主 要なカロテノイドは1つであり全

カロテノイ ドの約70%を 占めることが明らかとな

った。 これをカロテノイ ド1と した。

逆相HPLCで 精製 した1の 分子式を高分解能

質量分析 により決定した ところ,C、。H540、が得

られた。1H,13C-NMRお よびDEPTス ペク ト

ルか らは,1は 炭素数40の化合物であり,そ れぞ

れメチル基(残 基数10),メ チレン基(2),メ チ

ン基(18),四 級炭素(9),カ ルポニル基(1)を

含むことが示された。さらに,1の トリメチルシ

リル誘導体の分子量は726で あり,分 子内に2つの

水酸基を含むことが示された。長鎖ポリエンの末

端構造は,3C-1HCOSYお よびHMBCス ペクト

ルより同定した。HMBCス ペクトルで観測 され

たCH相 関と両末端構造を図1A,Bに 示す。

以上の分析データに基づき決定された1の 構造

を図1Cに 示す。不斉炭素C2の 絶対配置(R)

はCDス ペクトルより同定した。1の 可視吸収極

大(480nm,ア セ トン中)は13の 共役二重結合か

らなる発色団の構造ともよく一致 している。

同定された1は,こ れまでに報告されていない

構造の新規カロテノイ ド化合物であり,バ クテリ

オラディオデュリン(bacterioradiodurin)と 命

名した。カロテノイドの抗酸化機構の中で,ブ リ

ーラジカルに対する補足能は分子内に含 まれるカ

ルボニル基や水酸基の数に依存することが示唆 さ

れているη。また,一 重項酸素消去能はポリエン

の共役二重結合数に相関がある14)。この点で,

図1D.radiodurance由 来 カ ロ テ ノ イ ド(バ クテ リオ ラ デ ィオ デ

ュ リ ン)の 構 造 。A,B:HMBCス ベ ク トル 分 析 に よ るCH

相 関 と末 端 構 造,C:バ クテ リオ ラ デ ィ オ デ ュ リン の 構 造
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D.radioduyansの 主要カロテノイドであるバク

テリオラディオデュリンは,分 子内に2つ の水酸

基,1つ のカルボニル基,13の 共役二重結合を含

み,高 いフリーラジカル補足能 と一重項酸素消去

能をもつ と予想される。 したがって,バ クテリオ

ラディオデュリンは,放 射線により発生する種々

の活性酸素を効率よく消去無毒化することにより,

本細菌の高い放射線耐性に寄与しているもの と考

えられる。

3.Halobacteriumsalinariumの 生 体防 御

にお けるバクテ リオルベ リンの 役割

3.1目 的

H.salinariumは 塩湖や塩田に生息する高度好

塩性細菌である15)。本細菌は高い好塩性の外に,

膜色素としてカロテノイド系色素(バ クテリオル

ベ リン)を 含むのが特徴である。H .salinayium

のバクテリオルベリンの構造は,高 度放射線耐性

細菌R.radiotoleranceの ものと同一であること

か ら8),H.salinaYiumに おいて もバクテリオル

ベ リンが種々の環境ストレスに対し防御的な役割

を果たしていることが予想される。本研究では,

K.salinariumの バクテリオルベ リン欠失株を単

離 し,酸 化ストレスおよび他のス トレスに対する

野生株と変異株の感受性を比較検討した。

3.2実 験方法

H.salinayiumはCM培 地中37°Cで培養 した。

H.salinariurnの バクテリオルベリン欠失株は,

野生株をN一 メチルーN'一ニ トローN一ニトロソグア

ニジン(MNNG)で 処理することにより単離し

た。酸化ス トレスおよび他のス トレス(紫 外線,

マイ トマイシンC)に 対する耐性 を調べるために,

集菌 した対数増殖期の細胞を20%NaCIを 含む

リンL'y.衝 液(67mM,pH6.8)に 懸濁 し,過

酸化水素,6°Coγ 一線照射,紫 外線照射,マ イ ト

マイシンC処 理を行った。これをCMア ガープ

レー トに播種し,37℃ でインキュベート後コロニ

ー数を計測した。

3.3結 果 と考察

図2A,Bに 過酸化水素処理および γ一線照射照

射したH.salinariuynの 生存率曲線を示す。過酸

化水素,γ 一線いずれに対 してもバクテリオルベ

リン欠失株は野生株に比べ感受性が高かった。γ

一線の生物作用は,主 として細胞内に含まれる水

の放射線分解により発生する種々の活性酸素種

(ヒ ドロキシルラジカル,過 酸化水素など)に 由

来することが知られている16)。したがって,野 生

株と変異株の過酸化水素およびγ一線に対する感

受性の差は,活 性酸素種に対しバクテリオルベリ

ンが防御的に働き,細 胞内の遺伝物質DNAや 膜

成分の酸化的障害を抑制していることを示唆する。

また,バ クテリオルベリン欠失株は紫外線に対し

ても野生株より感受性が高 く(図2C),バ クテリ

オルベリンがH.salinariumの 紫外線耐性にも関

与していることが示された。H.salinariumが,

塩田や塩湖など強い紫外線環境下で生息すること

図2H.salin¢riasm野 生 株 とバ ク テ リ オ ルベ リ ン 欠 失 株 の 過

酸 化 水 素,γ 一線,紫 外 線,マ イ トマ イ シ ンCに 対 す る 抵

抗 性 。 ○:野 生 株,●:バ ク テ リ オ ル ベ リ ン欠 失 株,A:

過 酸 化 水 素,B:γ 一線,C:紫 外 線,D:マ イ トマ イ シ ンC
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を考慮すると,バ クテリオルベ リンが酸化ストレ

スのみならず環境紫外線に対する生体防御機能も

合わせてもっているものと考えられる。紫外線の

細胞致死効果は主 としてDNA中 のピリミジンダ

イマー形成に由来することから1η,バクテリオル

ベリンはピリミジンダイマー生成を抑制している

ものと予想される。

一方,マ イトマイシンCに 対しては野生株 と

欠失株の間で感受性に差は認められなかった(図

2D)。 マイトマイシンCはDNAの アルキル化 ・

DNA鎖 間のクロスリンク形成により細胞死を誘

発する17)。したがって,バ クテリオルベリンは酸

化ストレスや紫外線ストレスに対しては防護作用

を示すが,ア ルキル化ストレスに対しては防護効

果がないことが示された。

4.放 射線耐性を示す細菌由来力回テノイドの

生体防御機構

4ユ 目 的

放 射 線 耐 性 を 示 すR.radiotolerans,L).

yadiodasrans,H.salinariumの カ ロテ ノイ ド[バ

クテ リオ ルベ リン(R.radiotolerans,H.salinar-

izcm),バ ク テ リ オ ラ デ ィ オ デ ュ リ ン(D.

yadioduyans)]は,水 の 放 射 線分 解 に よ り生 成

す る活性酸 素 を効率 よ く消去 無毒化 す るこ とによ

って,細 胞 内分 子の酸 化障害 を防 いでい る と考 え

られ る。 本研究 では,遺 伝物 質で あ るDNAの 酸

化 障害 に注 目し,放 射 線に よる核酸 塩基 チ ミンの

放 射線分解 お よびDNAの 鎖切 断 に対 す るバ クテ

リオルベ リンとバ クテ リオ ラデ ィオデ ュ リンの防

護 効果 を検 討 した。

4.2実 験方 法

バ クテ リオ ルベ リン8)およ びバ クテ リオ ラデ ィ

オデ ュ リン(2参 照)は,そ れ ぞ れK.salinar-

iumお よびD.radioduransよ り抽出 し,シ リカ

ゲル ク ロマ トグラ フ ィー,HPLCに よ り精 製 し

た。チ ミンの放射線 反応 は,[2-14C]チ ミン

(0.5mM),SDS(1mM),抗 酸 化 剤(0.1

mM)を 含 むリン酸緩衝液(1mM)にN、0を

飽和 させ,6°Coγ 一線を照射して行った。抗酸化

剤 としては,シ ステイン,R一 カロチン,バ クテ

リオルベリン,バ クテリオラディオデュリンを用

いた。照射試料を2次 元TLC分 離しチ ミンスポ

ットの放射活性を測定することによりチミンの分

解量を定量した1°)。DNA鎖 切断に対する影響は,

子牛胸腺DNA(40μg/ml),バ クテリオルベリ

ン(0.01mM),Brij(0.29mM)を 含む リン酸

緩衝液(10mM,pH7.0)に6°Coγ 一線を照射 して

検討した。照射試料は,0.7%中 性およびアルカ

リ性アガロース電気泳動により分析した18)。

4.3結 果と考察

図3に 種々の抗酸化剤存在下におけるチ ミンの

分解量と照射線量の関係を示す。この実験では,

抗酸化剤のヒドロキシルラジカルに対する捕捉効

果を検討するため,反 応はN、0飽 和条件下で行

った(e-。q+N20→N2+OH+OH-)16)。 添加 し

た抗酸化剤(シ ステイン,β 一カロチン,バ クテ

リオルベ リン,バ クテリオラディオデュリン)は

図3抗 酸化剤存在下におけるチミンの放射線分解。×:抗酸
化剤なし,◇:シ ステイン,::a一 カロチン,△:バ

クテリオラディオデュリン,こ:バ クテリオルベリン



バクテリオルベ リンの抗酸化作用に関する基礎研究 131

いずれもチミンの分解を抑制したが,バ クテリオ

ルベ リンとバクテリオラディオデュリンはシステ

インやβ一カロチンに比べ特に高い抑制効果を示

した。 また,バ クテリオルベリンとバクテリオラ

ディオデュリンのポリエン構造に由来する紫外可

視部の吸収は,照 射線量 とともに減少した。この

結果は,一 般によく知られた抗酸化剤であるR一

カロチンやシステインに比ベバクテリオルベ リン

やバクテリオラディオデュリンが効率よくヒドロ

キシルラジカルを捕捉し,高 い防御効果があるこ

とを示 している。

図4に バクテ リオルベリン存在下および非存在

下におけるDNA二 重鎖切断の分析結果を示す。

DNA二 重鎖切断は中性アガロース電気泳動によ

り分析 した。バクテリオルベリン存在下では非存

在下に比べ二重鎖切断によるDNAの 低分子化が

抑制された。また,照 射DNAの アルカリ性アガ

ロースゲル電気泳動分析の結果から,DNA一 本

鎖切断もバクテリオルベリンにより抑制されるこ

とが明らかとなった。DNA鎖 切断の主な原因は

ヒドロキシルラジカルによるデオキシリボースの

損傷であることから16),得られた結果はバクテリ

オルベリンが放射線により発生 したヒドロキシル

ラジカルを捕捉し,DNA鎖 切断を抑制している

ことを示す。

以上に示 したチミン分解およびDNA鎖 切断に

図4ア ガmス 電 気 泳 動 に よ るDNA二 重 鎖 切 断 の 分 析 。

レ ー ン1:分 子 量 マ ー カ ー(λHindIIIdigests),レ

ー ン2-6:バ ク テ リオ ル ベ リン 無 添 加
,レ ー ン7-11:

バ ク テ リ オ ル ベ リ ン添 加

対するバクテリオルベリンやバクテリオラディオ

デュリン添加効果から,こ れ らのカロテノイドは

効率よくヒドロキシルラジカルを捕捉しDNAの

酸化分解を抑制することが明 らかとなった。また,

本研究では示 していないが,バ クテリオルベリン

やバクテリオラディオデュリンはDNAと 同様に

膜成分の酸化分解も抑制すると考えられる。

5.結 語

本研究の結果から,高 い放射線耐性を示すR.

radiotolerans,D.radioduyans,H.salinari2.rm

に含まれるカロテノイド(バ クテリオルベ リン,

バクテリオラディオデュリン)は 高い抗酸化作用

を示し,こ れらの細菌のDNAな ど細胞内分子の

酸化的損傷を効率よく抑制することにより生体防

御に関わっていることが明らかとなった。

最後に本研究を実施するにあた り,研 究助成金

を賜 りました浦上食品 ・食文化振興財団ならびに

関係各位の皆様に心よりお礼申し上げます。
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HighlyradioresistantbacteriasuchasRubrobacterradiotolerance,Deinococcus

radiodurance,andHalobacteriumsalinayiumcontainscarotenoidsthatareresponsiblefor

theredcoloroftheseorganisms.Consideringthehighresistanceofthesebacteriaagainst

radiation,abiologicalfunctionofthesecarotenoidsislikelytobeantioxidationaction

againstreactiveoxygenspecies(hydroxylradicals,hydrogenperoxideetc.)generatedby

radiation.

Inthefirstpartofthisstudy,themajorcarotenoidwasisolatedfromD.Yadiodurance

anditsstructurewasidentifiedbasedonUV/VIS,NMR,CD,MSspectraandchemical

characterization.Thecarotenoid(designatedasbacterioradiodurin)wasanewcompound

andaccountedfor70%ofthetotalcarotenoids.Similartobacterioruberin,themajor

carotenoidisolatedfromR.radiotoleranceandH.salinarium,bacterioradiodurinhada

highlyconjugatedpolyenestructurewithuniqueendgroupscontaininghydroxylandketo

functionalgroups,implyingapotentantioxidationactivity.Inthesecondpart,protective

rolesofbacterioruberinagainsthydrogenperoxideandhydroxylradicalswasstudied

usingwildtypeandabacterioruberin-deficientmutantofH.salinanium.Themutant

exhibitedenhancedsensitivityagainsty-raysandhydrogenperoxiderelativetothewild

typestrain,indicatingthatbacterioruberininH.salinayiumprotectedcellsfromtoxic

effectsofreactiveoxygenspecies.Inthethirdpart,effectsofbacterioruberinandbacter-

ioradiodurinonradiation-inducedoxidativedamagetothymineandDNAwasinvestigat-

edtoelucidatetheantioxidationmechanismofthesecarotenoids.Bothcarotenoidswere

veryefficientscavengersofhydroxylradicalssothatthyminedegradationandsingle-

anddouble-strandbreaksofDNAweresignificantlysuppressedinthepresenceof

bacterioruberinandbacterioradiodurin.Moreover,thehydroxylradical-scavengingabil-

ityofbacterioruberinwasmuchhigherthanthesameconcentrationofcysteineandR-

carotene.

Thepresentresultsindicatebacterioruberinandbacterioradiodurincontainedinthe

radioresitantbacteria(R.radiotolerance,H.salinariumandD.radiodurance)actaspotent

antioxidants,therebyprotectingcellsfromtoxiceffectsofreactiveoxygenspecies.


