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.糸斤.!内

近年､ ガンの発生には多くの環境凶子が関与 し､ 中でも食物がその大きな部

分を占めていることが､実額的,疫学的研究などから示唆されている1 ｡最近

ではそれらの報告に基づいたガン予防対坪の勧告も出されている 一｡食物中

の物flで発ガン性が明らかにされているのは､ ワラビのブタキロサイド .良

品に灘生するカビ帝のアフラ トキシンB､食品中のニ トロソ化合物 ､タンパ

ク質の加焦分解物であるヘテロサイクリックアミン類Bやジニ トロピレン9等

である｡ 一方では食品中のビタミンA､C､ E a､食物繊維 が発ガンに対

して抑制的に作用することも知 られている｡ 日常､我々は叔/Jの食品をFlJい､

詣理 して食生痛を営んでいる｡食品の加工､調理の過程で尭ガン物質が′E成す

る可能性もあると考えられるので､個別の食品だけでなく､組み合わせてJmこし

調理 した食品の安全性を確認することは､安全な食生活を営むためには並要な

ことと考えられる｡

発ガン物質の検索､発ガン性実額には葵大な時間を要するため､第 1段階の

マススクリ-ニングの方iIEとして突然変只原括性を検出,する方法が多くmいら

れている｡発ガンと突然変災原性のr対鮪について､1960年代の初めには､突然

変米原性を示す発ガン物ffの款は非常に少なく､41nltrOqLHnOllne-1-oxlde

(4NQO)､nltrOgenPuSturdなどが知 られているにすぎなかった｡ しかし､

1960年代の後半になると発ガン物質である JllLrosoaJ川eS､V-qeLhyl-N'-

nltrO-N-nit,TOSOguaZ)1dlne(MNNG)が突然変共原性をもつことが､ また､

A■es法の完成 したL975年頃には､発ガン物質と突然変派原物frとは 90Xが一致

していることが明らかにされた12 I ｡その後､注意潔く選ばれ､ コー ド化さ

れた物芹を用いた国障共同研究から.両者の-飲手は 60-701の範囲であるこ

とが示された日｡
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一般に突然変井原性の矩期検出法 としては､ 和菌を用いる加es法が最も広 く

用いられている｡仙es法はヒスチジン合成鮮東の退伝子に突然変異が起きヒス

チジン非合成変異歯梯川IS)となっているサルモネラ菌に検体を作用させ､突

然変災によって ヒスチジンを合成 しうる性男(野性型､ HIS●)に戻る性質(復帰変

災)を利用 した検出法である15 16'｡中でもR因子プラスミ ド pKHIOlを組込ん

だ Sal皿One_Ha止血⊥murlumTA98はフレームシフ ト型の､TAIOOは塩基置換型の

変異原括性を感度よく検出 し'Ti､ほ乳軌物の肝 9000gの上潤(S9)を加えて代謝

括性化 し､ 生成する変災原性物質の検出を行なうこともできる方法である1BJ｡

食品の変奨原性に関する研究は､AlneS法の発展 と共 に､Magaoら191が丸干 し

イワシの焼 き焦げか ら､ さらにはア ミノ虚､ タンパク男の加熱分解物か ら､強

い変災原性を持つヘテロサイク リックア ミン類を見出 したことに確を発 してい

る｡ さらに､ このヘテロサイクリックアミン類の一部は発ガン性があることも

証明された8｡ これ らの研究に引き続き､ El常食品､ 食品成分の変異原酒性に

r娼する多くの研究が行なわれた2B~22㌔ しか し､ E]常食品､ 食品成分の変異原

括性に関する研究は､ Ef常の調理条件か らかけ赦れた極端な加熱条件での変巣

原活性の横山､ また､ 食品成分の一部を用いたモデル反応系における変異原活

性の検索であることも多い｡食生晴の安全を考える上では､ 忌終的には変異原

についても､ 栄美東 と同 じ様に､ 食やか らとの確度摂取 しているかを理解 して

お くことが必野であると考えられる｡ そのためには､ 実際に食卓で摂取する調

理食品についての変異原招性を求めることが東軍であると考えられる｡ 実際に

食品を調理 し摂取する状態である調理食品(料理)の変異腰痛性については､幼

稚園児食2日､陰膳方式2日､またマ-ケツ ト･バスケット方式25)で調理された

食品の変米原活性が測定 され､ 食品群の変異原活性の傾向を報告 した例がある

に過ぎない｡ より安全な食生酒を営むために必要な資料として､ 調理食品の変

異原活性について､ 食品素材､ 食品成分､ 調理方法､ 調味料等の条件を含め検
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討する必要があると考えられる｡

本論文では､讃理食品の変井原活性を測定 して､ 来材別､成分別､ 調理方法

別､ 諸味科別の項目との関係の解明をめざした｡ さらに､ その解析の中で.請

埋過程中の変災原性物質の生成 と閑適があると考えられ､ 日本の伝統調味料の

ShibA10Lo2'､紬gah8raら の報告があるものの､ しょうゆを加焦 した時の変

異原晴性についての報告はない｡ しょうゆは 1人1日当り21.2gとその折m史は

多 く 2日､EZ本人の食卓に欠かすことのできないil味料であ り､現在では､soy

satlCeとして世界中でも広 く用いられるようになっている｡ そこで､加熱による

変異原活性の変化､ 変災原性物見の検索等を通 じて､ その変災原油代を明 らか

にすることに重点をおいた｡

第 1章では.▲■es法でTA98の検出素を用いて､ 弟理食品(典EZl佑食調理食品

67品日)の変異原活性を測定 して､兼材別､ 戚分別､ 調理方法別, 諸味料別の話

国子と変異原活性との閑適について検討を行ない､ 変異原活性 と関係のある因

子をスクリーニングする｡ さらに､ 家庭料理23品日についても､同様に変異原

活性と関連のある因子を抽出する｡

弟2車では､ 第 1車の検討によって､ 諸味料 として用いたしょうゆが変米原

性の発現に関 与していることが示唆されたので､ しょうゆについて常E加焦

(煮沸､倍煉)､加圧加魚 と加熱処理 したときの変邦原繕性の変化を､ ■̂es法で

TA98､TAIOOの検出系を用い測定する｡ さらに, 諸味料 として同時に用いられる

ことも多いショ宙を共存させた場合について､ しょうゆの変井原招性におよは

す加魚の影書について合わせ検討する｡

第3要では､ しょうゆ中の変異原性物芥は､ β-カルポリン誘専休の中で

トrtlry1-♂-carbollne(i-FIBC)leであり､ また､ その変異原性物質の前畢

物質は 卜■ethyト1,2,3.4tetrahydro-carbollne-3-cArboxyllCaCld(MTC-3-



^ )'であることが稚Ifiされているので､J6棚退､新式､ アミノ倍液?堤合と判

過/JiZiの児なるしょうゆを用いて加熱による変井原活性およびこれ ら物質の含

姐の変化を淵定する｡

耶4177.では､ネ餌遇 しょうゆ中より変災原油作を1才するβ-カルポリン誘単

体を単赦 し､補選決定 [1-(5-hydroxy■ethy12-ruryJ)9且-pyr)do【3,41b】

lndoIe(卜hydroxJLethyトfuryl-β-carboLlneHl-HMど-BC)】すると共に､

本棚造､ 新式, ア ミノ便清規合 と製造方法の舛なるしょうゆ中の含皮を測定 し,

LFlI無によるそれ らの変化について検討する.

第5帝では､ 第3､4P_の検J寸によって､β-カルポリン誘専休(MTCA､

1-ド-BC､1-IIMF-BC)の令息は本儲遇､ 新式､ アミノ倍液淑合の脈に低

ドすることから､ これらih尊休は頗道中に生成すると考え られるので､ しょう

ゆを淡紫'i税収で雌過 し､ これ ら誘等外の岸造jd搾中での生成 について検討す

る｡ さらに､ 伽l川 Jのこれら誘4t体の生成の挙動を知るために､ 温度条件(4.

20.so℃)を変えて､ これ ら誘帝体の保存中の粥良を追跡する｡



m '1 A-こ至 lil可 月軽 食 占占 0) 変 ブヰノ芹をテ再 ′r'仁の 検 紫

日常､種々の材料を組み合せ､ さらにTE'1じ材料でも界なる&理方法を用い.

多種多様な食品を摂取 し､ 食生講を営んでいる｡ 食品. 食品成分の変巽原作に

関する研究は争いが､ 調理された食品の変災原作 についての研究は少ない｡ 食

生活の安全上､ al理食品の変異原活性を知ることは盤要であると考えられる｡

食品中の変異原作物frは他の成分に比べてきわめて微且であるため､ それらを

浪格和製 しなければ､ 変児原性の検定は図年であるとこが多い｡ 従って､ その

抽出方法が変異原催物ffの存否の判定に大きな影苛を 与える｡ J)まで､ 変照原

怪物fIの抽出は CoMoner法 ･Z】が多 く用いられていたが､ uLEするIlrlfL 繊維

質の影響で定見的な抽出は凶岸であった｡Nayatsuら は､tr)sulro-Copper-

phLhAlocyanlneを固定 した脱脂綿を用いる帯締吸着法を開発 し､ 食品中から変

井原性物質を再JR性高 く抽出できることを､ そして､ その抽山は多可式変災原

催物ffを選択的に行うことを報告している ` ｡ また､l■es法では､検体にヒス

チジンが含 まれる場合に変異原活性が布 く測定されることがある ～｡タンパク

質性食品を試料 とするJB合､抽出方法によっては食品中の ヒスチジンが検休に

含まれ､ その彰書で変異原清作が高 く測定されることが超こり得るが､ 育耕法

ではヒスチジンを含まない検体を凋製できるため､ 変児原宿作の測定がより正

経に出来る利点がある｡

そこで､ 材料､ 讃理方法の明確な典E3]給食実習で調郵された調理食品中の空文

原作物flの抽出を溜綿吸忍法を用いて行ない､Sal凹且elJaLzJ)hlPurluqTA98を

用い､S9存在下での変浬原活性の検索を行なった｡ さらに､ その結紫か ら変異

原括性 と関連あるEg子をスクリ-ニングするために.食品素材別､ 食品成分別､

調理方法別､ 調味料別の各国子と変米原晴作 との関係を検討 した｡
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ll1 実額/)紘

(1)IR料

1982年 5rlか ら1981年 2月にかけて､S短期大学兵団給食室で成人女子昼食

実美基や見にそって人猛調理された 67品日､ および家庭料理 23品日を用いた｡

(2)試薬

フェノバルビタール(藤沢薬品製)､5,6,ベンゾフラボン(アル ドリッチ社製)､

G6P(シ//マ社闇)､NADP､MADPIl(オ リエンタル併母工男社製)､ア

ガーパウダー(デイフコ社製)､ その他試弟はすべて和光耗発動の蒋椴を用いた｡

(3)変井庶物ffの抽出

Hayatsuら の甫綿吸か法を讃理食品の抽出に適するように変更 した｡ すな

わ ち､ 1食分の^丹生局に対 して､純水2番を加え､ ホモジナイザ-で均質液

を作 り､ この液 JOO■且に対して 川0■gの乾燥育綿を加え､20℃で24時間振とう

唄Bさせ､ l'I綿を取 り出す｡ さらに､岡見の1'f綿を入れ､3時間振 とう吸JUさ

せる｡吸Li#細は､ 乾燥ilI綿 lDOpgに対 して感材水 500p皿以内で洗浄 した後､

乾燥宵紙 100■gに対 して LOpDのメタノール一泊アンモニア(501)の抽出蒋剤で､

30分r;EJ振とうを2回糠過す｡ メタノール抽出液は減圧乾固 し､01暮且のジメチ

ルスル7オキシ ド(DMS0)に溶解 して変児原活性測定試料 とした.

宵柵は岡山大子葉宇部 早津彦哉叔控より分 与された｡

(4)変井原性試項

目)南棟:Sialqonelh typhLJu_rlLI■T198(フレームシフ ト型変実株)

この菌はヒスチジン合成酢菜系にフレームシフ ト型の変災をもち､膜の透過

-3Z



性が柘い上に薬剤耐性因 子 pKILOlプラスミドが尊人され､ ヒスチジン要求作の

復帰突然変異の検出 しやすい歯である｡

(2)寒天平板培地(アガープレー ト)および軟寒天(ソフ トアガー)の作JJR

(A)アガープレー ト

① VogelBonncr最小培地 (成厳マグネシウム ･ヒ水心 0.2g､クJlン酸 ･-

水塩 2.0g､ リン彪二カリウム ･無A(塩 100g､ リン酸 (̂奈アンモニウム ･ナ ト

リウム 1.75gを弟留水 川0■且に滴解)② アガーパウダー 15gを蒸留,k800■D

に冶解 ③ DJ/ルコ-ス 20gを蒸留水 100lAに浴解｡ J,､ 2､鑑 をオー トク

レーブで湾曲した後､ iHぜ合わせて滅歯シャーレに30●皿ずつ分注 し､ 1プレー

トとした｡

川)ソフ トアガー

0.7‡アガ-パウダー､0.6‡塩化ナ トリウム溶液をオー トクレーブで滅成乳

使用時に】/JO容取の 0.5AML-ヒスチジン､05pH ビオチン鴇液を涼加 して調盟

した｡

(3)肝 ミクロゾーム分膏酵素系(S9)の誘導とS91日の調号

フエノJりL'ピタ-ル(PB)Bよぴ5,6.ペンゾフラボン(ちF)でチ トクローム

p-Ll50を丘 ラッ ト肝に誘尊 したb この肝の ミクロゾーム分相(25lホモジネ

ー トの 9000rp)､10分剛遠心分& した上浦)をとり､ PB-BF S9分萌を調望 し

た｡ さらに､NABPH一産生系を溌加 し､ 薫物代謝括作化鮮煮系 S9.qlXつい

として用いた｡

(4)安井原酒作の測定

Ales法 のYahaglら tによる変法である PrelnCubatlOn法にもとづき､

-7-



S,tiJ)hl■urluhTA98において誘発されたヒスチジン非要求性(MLS')への復帰突

然変児砧数を指標とした｡ 試崇溶液 OJLAに SgHllまたはりん頗損衝液(100

JLq,pH7.1)0.5DA､ Bよび前増点 した歯放濁液(S.L凹hl4urlD■TA98)0.lJ皿

を加え､37℃で20分関前JJ処理 した後. ソフ トアガ- 2山 を加え､ アガープレ-

トに並冶 した｡37℃で48時間培式後､ プレ- ト上の 打1S̀ reveTta山のコロニー

数を計iNした｡

自然突然安男コロニー款の2倍以上の変異コロニー故を誘発 した項合に､TA

98.S9tF在下では 60以上が降任と判定されるが,本文敦の諸種食品では､ 1食

分の試料の且が多いため 100以上を陰性 と判定 した｡

i-2 結架

1-2-1 娘別給食調理食品の変井原活性

成人女f昼食用にAIEE給食で調整された調理食品の変災原油性を TA98､S9存

在 Fで測定 した｡ 凋確食品の 1食分の変苅原癌性を lllS●T･eVertantS軟で示 し､

あわせて用いた材料と分豊を､ 主食日7品日)は Tablelに､主菜 日6品日)は

Table2-1および Table2-2に､ 副菜(9品口)は T且blC3に､ スープ頼り3品日)

は Table4に､ デザ- ト類(12品目)は T8ble5に示す｡ これ ら調理食品 67品目

の中で､i:食､ 削柴, スープ類､ デザー ト類では､ 変異コロニー数が 100を越

えるものはなく, 変只J,京活性が陶性であるものはないと判定された｡ 主菜(Ta-

ble2)では変災コロニー教が 100を越えるものがいくつかあり､ 竜田用げが

107､117で､ カボチャのコロッケが 172で､ ベティスコッチエッグが 182で､

喝内EZlfの申煉(招け物)が 139で､ 同(煉き物)が 276で､ 肉団子の串煉(焼き

棉)那 )78で､ 八宝菜が 144であった｡
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Table1 HutagencACtEVltlCSOrCookedrt)odstovardTA98viLhS9

CoDkedroods bLght NIS hLgredLentS(g)
(g) reyertants

CO山rol◆ 29

RICe 130 38 RICe(60)
RICebal1 111 53 RICe(50).DrledbDnltOrlakcs(0.5).Seasoned

Arlddriedpurp一elayer(0.5).El∽+1-konbtJ(2).
PerlllAleいeS(0.2).So)sluCe(1).Salt(0.5)

RICehll l11 53 且ICelltbgerLS(45),UJleboshl(2).Dr)edbonltO
Tlakt･S(0.5).SeasonedaLlddr】edpurple181er
(05).SOYbea°poNLIer(0.2),Sugar(0.5).Salt(05)

CblraShl-SuSbl 128 96 RICe(40),Egg(10).Carrot(5).DrledshllLake(日.
El血e)belDS(lJIIltUrepods)(5).Dr)edgourd
shAYIDgS(2),EdlblebLIrdock()0).CaTlnedvarycrabs
(10).PLCk)edgingerrooLsH),Purplelayer(0.5).
＼川egAr(8).SlJgAr(7).SAlt(日,legeLableOIJ(0.5),
SVeetsake(2),SoysAtlCe(4)

Curryat)arlCe 460 38 RLCe(50).ChlCken(30).OLHOn(15).Potato(30),
CarrDL(10).CanltellplllCallPlesltccs(JO).Curry
polder(1).St)rtFlour(4).Nltk(20).BtJuer(a).Vege-
tlbleoI)(5).DrLedconsoIPe(ZLS■lt日).Pepper

Frledrice 175 .15 BICe(80),SHCedbacon(LO).BaJbooshoots(20).
Dr)edshIIL8ke(日.Greenpeas(10),Vegt!tablcOJJ
(lULS81日日.Pepper

ZonJ 241 26 RICeCakes(75),SplDaCh(10).Carrot(LO).haLaboko
(10),quailf･ggS(15).flA川rSeason)ng(0.2).SDi
satJCe(3)

Breadtyperolls

SoftroHstlread 5
SandvICheS ll

DIunerroll
saT)かlChes

Spagbettl
+eAtballsatJCe

SEI8gheul
lヽthteatsauce

larlarOnlAU
官rltla

78 Breadtyperolls(50),HargaT川e(川)
38 8read Llperolls(50),.qargarlDe(10)
52 Jlread hpero日S(50)
38 Bre&d t)I)erolls(50)
56 SoTtroHstlread(5t)).Margarme(10)
21 nltebread(80),8uuer(5).CArmt(25).Sugar(L6)

LeqoD(8)
143 2l SortroJLsbread(60).Egg(25),SHcedJln(10).Tor

皿atO日5).LeLtucc(5).HayoJ)rlalSe(10).NargarlTle日O)
254 44 Spaghettlnoodles(50).Ol)Ibm(20).I.ArrOL(20).

仙shrooA5日0),Vegetableo‖(8),GrolJndbeerand
groL相dpork(40),Egg(5).Nill(5),ToLatOketcbtlp
日5).SortllouJ･(3).8re一drru4bs(2).伽rgar柑e(2L
vorcestershiresblreSAuCet5),SAIL(2).Pepper

H3 38 SFI8如etいzloodles(35),6roLILldbeefandErOUJld
pork(20),On10nt20).To■ato(50),Greenpeas(2),le-
gptableo】1日).ToII8LDhtchup(20).Sortflour(2).
butter(2).仙rcestershlreS81JCe(4).Salt(I),Pepper

140 49 叫acaroJ日(20).CbJCken(20).OnlOn(20),SbHLAke(rat)
(5),rdrrOL(5),Vegetableoll(2).SaLL(1),Sort
HorJrI5),EhJuer(8).IilkH00).Ch叩SeSpread(2).
8readcrupbs(2)

t ;SolyeDtCO山rols
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Table2-1MuLagenlCaCLIVlいesofcookedroodsLoyardTA98wlthSg

Cookedroods Yelght FllS' lngredleDtS(g)
(蛋) revertarLtS

CoLttrOlt 29

Tatsuta-age()) 48 107
(2) 35 117

Pollboled 40 29
A)erluce
Short-ReckedclaD 25L 42
chDVder

PuDPklnCroquette 139 172

GrllledchlChen lO7 9l
vlthctJrrySauce

Peいtscotchegg 48 182

ToruhambeT･gSteak121 32

Porkandbeans 94 4Z

MashedpotaLoes 170 65

HerlLLCe(50),Soysauce(3),Sugar(2),Starch(5)
VegetableOIL(5)
Merluce(30),ODIOn(10),Vegetableoil(3),Butter
XE
shorトBeCkedc一am(30),OEILOn(20),Carrot(10),Sve
com(JO),KidneybearLS(lmaturepods)(川),MIJ
(100),Butter(3),Softflour(3),Salt(2),Pepper
GroundcblCken(20),Pun)pkln(80),OnlOn(25),Butte
(5),Husttroop(5),Egg(2),SofLflour(2),Vegetable
oll(10).Breadcludbs(2),Salt(1),Pepper
chlCkenTings(35),Salt(05),Pepper,OnlOn(20
Carrot(15),Kldneybeans(10),DrledconsoMe(日.
CurryPowder(05),VegetableOil(3),Softflour
(3),Butter(3),Starch(05),Tomatoketchup(日,
Harg8rlne(4),Salt(05)
QuaHeggs(9).GroundchlCken(25),OnJon(3),
Breadcjumbs(8),Egg(6),Softflour(5),Salt(1),
Vegetable o】J(8),ToDaLoketchup(10),
Pepper
Tofu(40),Groundbeer(20).OnlOn(15),Carrot(5)
Salt(I),Softflour(6),Egg(2),Vegetableoll(4),
ToDatOketchup(15),Cucudber(15),TodlatO(20),
Pepper
SoybeaTIS(15),Pork(10),Sl】cedbacon(15),OnlDn
(10),Carrot(8),Greeenpeas(3).Tod)ilokeLchLlP(i
Sugar(1),Salt(1).Starch(1),Buuer日).Vegetable
Dl】(I)
Groundchicken(70),Potato(30),Egg(25),Canned
cherrleS(5),Tomato(30).LetitJCe(20),TDmtO
ketchup(7),yorcestershlreSauce(3),Salt(L)
Pepper

Brocheue(Chickendu叩1log)
Fry lOO 139 GroundchlCkeh(70),Parsley(4),Lemon(4),Egg(10)

SyeeLpepperH5),Breadclumbs,(5),Softflour(
RoasL 104 276 YorccstershlreSauce(3),VegetableOil(4),Salt(

Pepper

+.SolventcorLtrOIs
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TAbJe2-2 MutagenLCaCtlVltlやSOrCookedrol)dsLo川rdT198V)LhS9

Cooledroods blght はlS●
(g) revertants

CoDLrol* 29

lngredlerlLs(R)

Brocheue(BeerduApllng)
(日 58 45 Beer(10),Pork(10).ODIOFl(10).CArrrOt(3).Egg(3).
(2) 58 178 qulleggs(8).Svcetpepper(5),Breadclu山S(3),

SalL(0.5),SoysaLLCe(3).VCgeLablcoLl(5),SvecL
sake(2),PepFIer

chop-suey 166 144 PorL(25),ShrlLP(10).hlDn(40).DrledshLitaLe(1)
CArrOt(10).8aJbooshoots(15),Eidoelbeans(pods
l■LaLure)(15),Sake(3),StAr亡b(2).Soysauce(6).
VegetablcoH(6).Salt(1)

chlCkerlllVer 41 42 ChlCkcJlllVer(30).StJgAr(3),SDISauce(5),GLnger
f)Ayoredylthglrlger rOOt5日)

+ ; Solventcontrols

TAbJe3 HLJtageDIC8CtlVltleSOrCookedtoadstovArdT198vlthS9

Cookedroods Velgllt His'
tg) reverLants

lrLBredLerLLs(g)

corltr018 29

VegeLAbleand 83 43 SllCedhal(10),Egg(5),Cuctllber(20).BICeDOOdles
rlcenoodlesvlth (7),Lettuce(20),VegetableOJJ(2).Salt(0.5).
sesapcdrcsslng VlnCgar(8).SesabeSeedsくり
SearoodsAIAd 98 5B CAnTledtuna(20).DrledvakLJe(1),Potato(20).

LeLttJCe(10).CLlCtJ■her(20),To■atD(10).VegetAb)e
oIl(5).Vlneg&r(3),S&lL(1)

CreuyPoLAtoes

Sturredeggs

To■aLosalad

Potatos8】ad

HaccAronlSalad

HashedPotatoes

LeH.ucesalad

I;Solyentcontrols

43 Potato(50).Carrot日0).Greeenpeas(5).Sort
flour(3).HHk(50),Butter(7),Sd)t(日.Pepper

38 Egg(25),Parsley(1),HayonnalSe(7).VorcesLershJre
sAtJCe(3),LeutJCeH0).To■AtoketchuFI(3)

48 To▲Ato(20).Lettuce(15),VJnegar(4),VegetableoJ1
(4).Salt(03).Pepper

38 Potat80(30).CannedttJn8S(15).CArrOH7).
NAyOJlrLalSe(7),Leuuce日5)

38 HaccarOll)(5).CucuJber(10).cabbage(7).TDLaLo(5)
.qAyonnA)Se(10),pars一ey(1),Salt(05)

B4 Pot&Lo(60).Sugar(2).Nllk(20).hargArlDe(8).
Canr)edcherrleS(6)

64 LeLLuce(20).Tod)ALo(40).lppJcs(】0). Processed
cheese(20).HayDTtnatSe(6).Pepper

-Jト



TablelHLJLagez]LCact)Yltle50lcookedroodstonrdT498llthS9

Cookedroods VeLghL "JS' lngredle山S(g)
(g)rcvertants

ConLroII 29

ClearsoupviLh lO8 59 ShrlPP(30).lltStJba(greens)(日.Starch(2),Soy
shrJ+Pdu■pHng sauce(2),Ha10rSeaSOn川g(日,Salt(1)
KentlnSOuP 188 98 CrHCken(SaSa)1)(15),Edibleburdock(10),Tofu(50),

Carrot(10),gldJleybeans(lHaturepods)(10).llSO
(20),VegetatlleOII(3),Fla川rSeASOnlJ)g(1)

lenchlnSOLIP 310 67 ChlCken(sasa■i)(15).Toru(20),Greenpeas(3),
Jap&neseradish(20),Carrot(10).HLJk(50).MISO
(10),Flavorseasonlng(1),Salt(日.lcgetableOII
(2)

Greet)PEASSOUP L69 58 Grecnpeas(40),OrL)On(10),MLlk(130),Buuer(4),
SorLHour(4),DrledconsopJ)C(1),Salt(日,Pepper

ChlneSCTurusoup 121 78 Tofu(30)-driedvakabe(1).ToJIatO(40),LeLLuce(20),
keJShoqJOn(05).ChLnCSerlaborseasonlJlg(3).
VegetAbleoll(日

rhlneSeCabhage 198 44 ChlneSeC&bbage(40),GrotJndpork(30),OnlOn(5),
sotEp Carrot(20),BreadcruLbs(5),ChlLICSeflabor

seasonLJlg(2).Salt(1)
Cot.ASOtJP 126 37 CannedsleetcorJl(25).111k(100),OnlOn(20),SoTL

rlour(4).DreldconsoHe(1),Salt(0.5).Pepper
CorTlSOlJP 150 37 CaTIDeds柁etCOrJl(40).Carrot(10),1lLk(loo),

largarLDe(3),50fLrloLJr(2),Drledconsome(日,
PArshty(ll,SaltH),Pepper

CreaDyCOrrlSOUP l18 36

Saus叩PSOLIP 133 3J

Ta■ag0-10TusouJ) 137 65

SpirEaぐhsoup 188 18

1egetablesoLLP 150 57

*;SolvcltLcontro一s

Canneds■eeLcorn(20),Mllk(50).Butter(5),SDn
rtour(5),Cornflakes(2),DrledcorlSOme(日.Salt
(0.5).Pepper
Sausage(12).RICenoodles(3),KIdne.Ibeans
(1■▲&turepods)(5).DrledconsoHe(3).Pepper
TaJagO-tOru(401.DrledconsoMe(3)Parsley(1)
Pepper
SplnaSh(30).tlllk(60).8t)tier(3).Sortflour(3J,
DrledcoELSOHe(2),Pepper
SpJLlaSh(10),DrledtnkaLe(1).TorLl日5),Drled
cDnSOL■e(2),Pepper

82‥



Table5加t8getlLCaCtlViLleSOrcockedfoodsLolardTA98vlthS9

Cookedfoods VelghL nlS-
(ど)revcrLants

Control♯ 29

Sveetpotatoes 57 34

Milk-kan 141 44

Yogurt-kin llO 95

St.rayberrytoLJSSe l18 95

Custardpuddlng 59 33
Blar)cmangcr 90 35

HllkfrultJelly 70 85

MILKfruILJelly 96 82

1ngredlenLs(ど)

Sweetpotatoes(40),SesabeSeeds(1),Vegetable
oll(5),Sugar(3),So)sAtJCe())
qLlk(50).Canned■arldarinor.w fLS(10).Agar-agar
(1),Sugar(15),LeLOn(5)
Yogurt(25).PeppeTllDt(2).lgar-agar(I),Sugar
H1)
StralberrleS(30).Egg(15).Nllk(50),Sugar(5).
GelatlLl(3)
Egg(20),Nllk(50),Sugar(】3).Vegetableoll(1)
Hllk(川0),Cornstarch(LO),CorTeepowder(05),
Sugar(IO)
Hllk(50),CanrLedmTldarlnOranges(15).8an8na日0),
Car)EledcherrleS(5),SlJgar(5).Gclatln(2)
Ehnana(LO),CannedFuJ]CAPpLesllCeS(10).Ca〕ned
●andarlnOranges(20).Nllk(50),Sugar(8),Gelatin
(2)

YogurtJelly 76 44 Yogurt(27).Sugar(7).Gelat)n(2).Cannedcherries
(3)

GreenLea 180 30 N11k(180),Greenteapoyder(日,Sugar(6)
flavoredJHk

NIXedJUICe l50 35 Nllk(loo).BaTlaE)a(30).SLravberrleS(30),SLlgar
(3)

Len)orlHavored 148 48 YogurL(50).CarLnedma〕darlnDrarLgeS(30).LemEl
yogurtJe11y (2),Carbonated-aLer(60),Sugar(5)

I;Solventcontrols

-ほ:



次に､ 調理.した食,I.L',の変災原活性 と関連する因子を検索するために､ これ ら

67lV.｢lの調理食品の変異原活性 と素材別､成分別､ 調理方法別､ 調味料別の各

因子 とのfEErW係数を求めた｡ 使用 した題材を6つの基礎食品群別 8に分類 して

使用 した題材の妃と変災原清作の問でのfEFrW係数を求め Table6に示す｡ 1群

の中では肉類が相関係数 0.528(pく0.01)で､ 3群の綜炎色野菜が相関係数

0.273(pく0.0.Hで､ 各々イ了意の相rWが認め られた｡

Table6 CorrelaLIOnbetvcenmtagenlC
acLIVlL)esandfoodgroup

Foodgroup Corre】aLIOn

lstgroup
FIShesandshellflShes 0115
FIShpasteprodtJcLs -0.104
Heats O528 日

Eggs 0.201

SoybearL 0036

2ndgroup
HllkanddallyprOducts -8.220
Algae -0.014

3rdgroup
GT･Cenandyellowvegetables 0.273 I

4Lhgroup
Othervegetables
F一u)Ls

5thgroup
RICe
Breads
がoodleS
Potatoes

6tbgroup
Fatsandoils

*pく005,H P〈O.01

-141



成分別については､ 献立作成時の 1人分の材料について円dr食品成分R を

用いて菜遵価の計印を行ない､ 各成分と要用原t(fTmとの相rW佑故を求め Tab】e

7に示す｡ ナイアシンが相搬係数 0.155(pく00日で､ たんばくだが和rW係数

0.JO9(pく00日で､脂質が相関係数 0317(pく00日で､ ビタミンCが相関係数

0.305(pく0.01)で､ ナ トリウムが相関係数 0.270(pく0.05)で､ 各々11-意の相rNが

認め られた.

Table7 CorrelaLIOnbeLveen■utagenlC
act日日tleSar)aDtJtrlentS

nJtrlentS CorrelatlOn

Energy 0.]43
ProLeln 0.409 H
Llpld 0.347 *書
NoTl-rlbrouscarbohydraLes -0.167
Flber 0l44

CalcluJ
FIbosphorus
lroz)
SodLul】
PouassllJJl

V)taLIDA
Y)taplrlBl
Vlta■lLl8-
吋laCln
VltaAHIC

a
P
e
a
H■u

*pく005, H Pく00】

}ト



調理方7E別については､ 讃物､焼 き物､妙め物､揚げ物､ 蒸 し物､ 和え物､

寄せ物､ なま物に分類 して､ それ らの凶 Fと変男原描性 との相l対係数を求め

Tablc8に′J;･す｡ 変災焔t.61性と湖げ物が相関鉱数 0430(pく001)で有意の相関

那,認め られた｡

Tablc8 CorrelatlOnbetweennutageDICaCHvILleS
andcook川gDeLhod

Cooklngq)CLhod CorrelaLIDn

SlrDderedrood(NL弧 は)

GrlHedrood(Yak,LRRA9)

FrlZZledrood(JtaJneJMnO)

Deeprrledrood(姐弧 旭タ)

Stea由edrood(拠由 IDB且9)

Dressedfood(触 )

Assortedfood(蜘 )
SllCCdandservedfood(･VaJmDOnO)

-0.237
0.166
8.010
0.430 I書
-0.058
-0.084
0001

-010j

*pく005,H P〈O.01

使用 した調味料(3種についての使川忘tと変異原癌性の相f対係数を Table9に

'示す｡ 食塩が相rW係数 0.328(pく0.01)で､植物油がiEI関係数 0320(pく0.81)で､

しょうゆがFEn対係数 0271(pく005)で､各々有意の相rWが認め られた｡

#材別､ 成分別､ 誠埋方は別､ 調味料別のいずれの因子においても､ 変果原

油作 とイf意にflの相関が認められたものはなかった｡ 変異原括性と有意に相関

が認め られた凶 ilのrPで､ 肉類はタンパク質､脂質､ ナイアシンを台石 してい

ること､ 肉類の下味をつけるのに食塩､ しょうゆを用いた調理食品が多かった

こと､招け物に植物油が使用されていたことから､災団給食の調理食品の安男

JET:活性 とfur対の砧い因子をまとめると､ 肉類(タンパク質性食品)を用いた揚げ

物 という砧溢調理食品であることがわかった｡

13Z



Table9 CorrelatlDnbptleenlLltagerlic
actltlHeSarldcondl■CnLs

Condldlt,nLs CorrelALJOn

vinegar
IcohollCbeMrage
SoysatJCe
llr)n
qlSO
Salt
StJgal.
SLarch
ToLaLoketchup
lorcestersatLCe
qa)onrmlSe
VegetableoHs
l■lllaJratsandoJIs

*p(005,H P(0,OL

l

一

■q
l

~

9
∧XUOO
g
.d.
ー
0

5
0

･d･

3
2
7
9
00
2
7
1
3
9
5
2
-
7

0
～
2
1
0
3
∧U
･1
0
.･･1
-1
3
0

0
0
0
0
0
0
▲u
o
o
o
o
o
o

1-2-2 魚, 肉料理の変災原癌性

[1T]項の結柴から､ 必材別では肉類､ 舶用JJ法別では描け物 という凋埋/)紙が

変災旧柄作 と例題のあることが,T.1唆 された｡ 本rLf鞍の試料として川いた瓜は給

食の凋稚食品は成人女f昼食用(対象が r=として女ffil人't)であるため､ タン

パク斤作食品の中でも魚介類を用いた媒き物 という(.3曲調増力法の使用が少な

かった｡ そこで､ 変男原晴代が(.17'くなると巧えられる嘆き物 ゆめ物ASの(..t砧

調理jJ亨点で魚介類を糊いて朋瑚 して､ その変災L17fr(fMを知る必要があると々え

られる｡ 家庭でよく行なわれる瓜の塩焼き､F.t!り焼き､鹿肉ソ7-でのJg稚食

品の変児原活性を MIS'reverLants数で TablelOに'lTす. 触媒 さでは､ いず

れの魚類も変異コロニー数は JOO以 t-と阿椎であった｡ 中でも､ たいが 1520と

眉も砧い癌性を示 した. また 照 り焼きでは､ ぶ りが 川0以 卜とあることを除

-J7-



いて､ うなぎ, さわ らとも職位であった｡豚肉ではソテー､ しょう油ステ-辛

と如接煤さのJJ法は 1000以 上であったが､描け物でも トンカツの衣をつけた調

瑚JirLiでは 100以 Fとその活性は低かった｡

T8ble10 The■utagenlCaCtlVlt)eSOfcookedfoods
tourdT▲98vlthS9

Velght HIS-
(g) reveE.taDtS

Seatlre&LS
YeHovtall

Ter)-yak)
Eel

SpAnlSh■ACkerel

le110ヽtAll

SAtJtedpork

FIorksteakvlthsoysauce
PorkctltleL

2
･d.
穴U
o
7

4
4
1
O
IVU
00

qV
9
7
0
LL'
1.O
OO

5
5
5
7
7

AT
ー

.A｢
一叫
7

6
6
9
6
8
8

6
6
･■7
5
5
00
00

5
0
0
1L'
LL?

.AT
9
ー
1
.tr
6
0
8
▲HV
1
5

3
5
.4
3
11
.A7
6
2
LL'
l
I

+.Solventcontro
ls

-18-



i-3 月軒

jLSEZ]総会､ 魚料理で拓い変災庶活性を,示したものは､ タンパク群惟食占t',(内､

魚類)の招け物(油の粘度 160-180℃)､焼き物(it面温度 150-200℃ )と(.-S溢Jqjy

したものであった(Table2および 10)｡変災原性物質の抽Ltiに用いたr't耕法で

は多項式変異原性物frを選択的に抽出すること 4ができることから､ これらの

品目の変災原性物質はヘテロサイr/リ､ソクア ミン系の物質であると考えられる｡

-Jy､ 焼き物､ 招け物であっても､ 白身魚のホイル灼 さでiLられるように､ ホ

イルに包む7好により水分蒸発が抑え られた蒸 し点に近い調稚JJ-法での捕作は

29､ トンカツの衣を付けて湖けたときの満作は 51､81と低いことか ら､ htl焦約

のタンパク質性食品のR虎溢度が100℃以 l二にTJ:らない勘合はヘテロサイクリッ

クアミン系の物質がJE成 されにくいことが′示唆された｡

また､魚の塩焼きでは良品の&面溢度が 150-160℃ になると､ 食品R面に焼

きこげができ､ タンパク質そのものが加焦されてヘテ ロサイク リックア ミン糸

の物ffの生成も多く変異原拓性も揃いと考え られる｡ 一方､照 り柁きては食lU.

のR面温度が 105-日5℃で､ 魚そのものの表面はこけていないにもかかわらず､

調味料 として用 いた しょうゆ､ 砂糖が加熱されこけ風味がq=している｡ 照 り戊

きでは､ 魚そのものの放 きこけの生成は少ないものの, その蜜界原清作は塩煉

さと同樫腔 に稲い｡ 各種ア ミノ酸と瀬を用いたモデル系の火額で､100℃lJ近の

温度で TA98､S9存在下で変災原油性を示す物fiがアミノーカルがニル反応でJi

戚することが報告されている川 J ' ｡ しょうゆは人iZと小女を広を料 とする儲退

食品で､ その成分中には各種ア ミノ酸､庸rJ:とが含まれている｡ しょうゆ.砂

糖を調味料 として用いた照 り焼 きは､塩焼きほど柘H.zL讃確をしなくても､ アミ

ノーカルボニル反応により変異原唯物frの生成が起っているともJ,えられる｡

しょうゆは､ Ai団始点で詞繋 した諸原食品の変災原油作 との相関も認め られ､
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.m り樵 きにおいても変災原清作の村人に関与していると考えられる｡ しょうゆ

は､ u本人の食卓に欠かすことのできない伝統調味料の一つであり､ その使用

範州はJLく､hl焦 して食べ られることも多い｡ しょうゆを加熱 した畔の変異JliEf

消作の変化についての報告はな く､ それ らを機才さすることは虫安TLことと考え

られる｡

/J･お.'̂'顎的､姥乍約に発淫に対 して抑制的に働 くとされるビタミンC 8､

tin色!F栄一 と変災原括作との問に､ 食品成分のIPでビタミンCが相関係数

0.305(p(0.05)で､ また､ 真打の中でuiG色野Rが相I'g係数 0.273(pく0.05)と

イJ意の411r対が認められた｡ これは変火焔活性の応い主菜(Table2)のIPに､ カボ

チャのコrいソケのカボチャ､訊肉EJ](の申煤のパセ リ､ ピーマン､ 肉はFの頼

経の人乳 ピーマン,ノし'k発の人参､ さやえんどうと拝苅色野菜がタンパク質

作欠品ふとLulTしてもちいられているためと考えられる｡

一二〇一



男等 2 ㌢;号 し ょ う ゆ 0)Iul_I穿きtLこ よ る 変 11をT);I:-TTf

tEの 変 イヒ

第 1革で､ 調理食品を用いて変異JEi清作と閑適のある附子のスク リーニング

を行ない､ タンパク質惟jH｡.,杏/.'d'溢J11BF.すると､ 変災I,nB･性を増大 させるr.l'催

性があることが示された｡ また､ その際に諸味料として用いたしょうゆが変界

腰痛作の発湖に関 131していることがjT-.哩された｡

しょうゆはEl本人の食F旨に欠かすことのできない調味料であり､ その使用は

煮物､煉き物､ 湖け物､ 妙め物 と広 く加焦 して使用されることも多い｡ しょう

ゆの変只原活性については､L.lrLちとh､ShlnOhara7 ､Nagaharaら の稚くl音が

あるが､ それらは変異原活性のみの報告であり､ 変米原作物ffのrHl定Bよぴし

ょうゆを加焦 した時の変災原活性についての報告はない｡ そこで､ 市Lf加焦(点

沸､倍煉),加圧加熱の処理をJIiない変yui'JT招作の変化を､ さらにショ瀞 を維hll

して同様の加熱を行いその影響を､ しょうゆを加焦 した績および加熱によりJt_

成 したタール様成分の変邦.原活性を T198(フレームシフ ト型)および TAl00(也

屋訟換型)の検出系で検討 した｡

2-1 実廉方法

(1)試料

しょうゆは市価池口本棚進 しょうゆを用いた｡

(2)試薬

ショ糖(和光純男波)､他は邪1額に唯 した｡
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(3)試崇溶液の調製

常ltJ必読､ 加圧加熱の機合､ しょうゆ 1014に水 404且を加え 50■Dとした

ものを､ 常圧借株加熱の勘合､ しょうゆ 10mAを試料治液 とした. ショ糖は試

料溶液に対 して客足比率で､点沸加熱では 1g(2‡)､2.5g(5日､5g(lox)､呈og

(401)を､倍焼加熱では 2g(41)､5g(lOl)､log(201)､20g(40支)を､ 加圧加熱で

は 5g(IOl)を経加 してぷ料浴液 とした｡

帝圧点沸加無の切合は､ 直径 15cAの兼発皿に希釈試料薄蔽(50■且)を入れ､

時計皿で稚い一定火力で加焦 した｡ 加熱 した後､ 燕発皿に族る液Btと液の溢度

は､ それぞれ2分後 には 45¶Aで 98℃､ 3分後には 30m且で 100℃､5分後 に

は JO■瓜で 105℃､7分後には 3)Jで lJ0℃､9分後には 0.5■皿で 日5℃で

あった｡ これらを加熱後 50■皿にメスアップ し､ 陳腐滋過 して試gE溶液 とした

(以後加熱JE料とする)｡7[っている時計皿には､ 3分後では試料浴液か ら蒸気

が溌'I=し水滴となって付Bする(時計皿溢度 60℃)が､ 徐々に煮発 し､5分後に

は試料浴液から煙が兜Jj=し時ul皿(衣面粘度 100℃)にタール種物flが付眉 し､

7-9分後 にはさらに椎が発生 し､ 時計nn(110℃)のタール様物質(加熱煙凝縮

狗)が州加 し､10分後にはその付か物は伏状になった｡ 時計nlに典め られた付B

棉(以後タール試料とする)は､ DMS0 2)皿に浴解 して試額浴液 とした｡常

圧倍煉hrl無は､ 点沸時とrL･]様の真作で原試料満液(10■D)を加焦 した｡ 薦発皿

に残る液龍､ 液の溢皮は､ 1分後には 5■Aで 105℃､3分後には 0.5■Aで

115℃､5分以後は炭状になった｡ 7(っている時計皿には 1分後から煙が発生 し､

3分を過ぎる(暗語tm溢度 110℃)と､ 付崩 したタール様物fiは流助性を失い炭

状になった｡加圧加熱では､ 三角フラスコに試料溶液をいれ､ 密権をしてhl)症

加無目20℃)を行ない､ 試験治績とした｡
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(4)カラムクロマ トによる分#

試崇溶液 5II且を強健性カチオン交換樹脂カラム(lbberHteIR-120H唱､100

-2001eSh､¢3×14C■)に加え､ .蒸留水 300L皿で格出 し､ は じめの 100■Aの析

出西分をA､ つづく200■且の自分をBとした｡ 次にJL'lLカラムを 3＼アンモ p

ア水 160p皿で鵡出 し､ は じめの 80■A流出両分をC. 次の 80■皿満出自分をD

とした｡ C､ D西分は減圧頚輪によりアンモニアを怜大 した｡次に､ C魚介の

渦輪液を弱塩基性アニオン交換樹脂カラム(Dovexl【CH3COO+7､loo-20Oncsh､

¢2×10ch)に加え燕6,'I水 150q皿で溶出 し､50■Aづつの溶出伽分を脈にL I

Gとし､ 次に 3N酢億 80■Aで冶出 し日南分とした｡ これ らの自分を減TtJ泊揺

した｡

(5)逆性試験

帝の定性(α-ナフ トール一俵鹿反応)

検液 05Lbを試製守にとり､ α-ナフ トールの 5‡アルコール溶液 2-3滴

を加えてよく混合 した｡ 次に試額管をかたむけて､ 浪碇叔 1-2■皿を器や在っ

たわらせ静かに加えた｡ 試験管を静祝 し､ 検液と頒価慨の界虎の赤紫色の項の

生成により､ 糖類の存在を経過 した｡

アミノ酸の定性(ニンヒドリン反応)

検液 0.5■且を許崇管にとり､lZニンヒドリン治液を少i孟加え､ 中性または朗

酸性において加焦 し､ 赤紫色の物質のJt成により､ アミノ厳の存在を確認 した｡

ヒスチジンの検出

アミノ燈の検出は､ ろ紙(仙atpanI､20×20cJ)に検体を 5JL上線付 し､n-ブ

タノール一節慶一凍り235)により展開 し､ よく見乾 したのち､ ニンヒドリン試

薬を噴霧 して 90-100℃で5分間加焦 して発色させた. 検体と同時にヒスチジ

ンを務付し､展開させて､ 換仏がヒスチジンの Rr値 026と同一のスポットを
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′トT瑚台 に､ ヒスチジンの存在を伴過 した｡

(6)変災IJ;汁E.1紫

由佳 は､Sal■OneHatlPhl■urluDTA98(フ レームシ フ ト型変 異株 )､TALOO樵

(Jii題だ換サ!変災株 )を用 いた｡ :隼人 平板偲地 ･軟寒天､591日の東部､ および

変災昨油性の測定 は､ 耶 ユ削 こや して行なった｡ 自然突然変災 コロニー款の 2

倍以 Lの変ylコロニー数 を,誘発 した場合､TA98､S9存在､ 非存在下 では 60以 上

を､TAJOO､S9/F'LEFでは 270以 上を､TA100､S9非存在下では 240以 上を鮎性

と判定 した｡

2-2 兼吉火

2-2-1 しょうゆの加熱 による変災原癌性の変化

(目 しようゆの加熱J7-法の相速 による変異原暗性の変化

冊Li点挑hl)熱

的,,Tmでふ たを した蒸 発nlに入れ た希釈iR料浴液 を､ 一定火力で点沸 した時

の蒸発皿内の加無試料 と時計皿 に付,17す るタール試料の変井原 病性 の捉時的変

化 を N)～-rcyertaJltS故で TableLlに,示す｡ この点か ら明 らかなように TAIO

O､S91fJ在下では加焦 dJ:料､ タール3-式料 ともに､mlS'reverLaTILs教 のhll熱中の

変化は認め られなかった｡ T1100､S9非 存在 下では､ 加焦7分後 の加水試料 に

320のHIS relertanLs数が認め られ､ これは束加焦試料の捕作 の1.8倍であった｡

T198では 5分までのJk分の 多 く残lfす る状悪 では加熱 ター ル試料 とも変異原

招作は認め られなかった｡ 加無試料では倍噂状態 に移行 した9分後 に T198､
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S91f-在下で 128､ タール試料では9分後 に 2489と tllS relerLants款が.急増 し､

砧い変米原活性が認め られた｡10分以後は加熱試料､ 夕-ル試料いずれにおい

て も急激に水分が蒸発 して乾いた朕様の状態 にな り､ その変化に伴 いタールijt

舟で示 された T198､S9存在下の変災庶清作は低 下し､TA98､S9非存在下では由

に対す る KtlllngCrrCCtが認め られた｡

Tablcll HtJLagenJCaCtlVLtJCSOfthereslducand tar
saJFIlesorblOIcdso,～sauce

MIS'reverLarELs/plate

Tlte
(■ln)

TA100 TA98
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182
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e
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-6
』
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00
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9
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-8
;
-｡
姐
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9
7
…
･4'
･･-
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Nu■bersunderJlnedshovposltlVeresults,I.e.nU■bers
greaterthantuceorthebackgroundlevel.

I,SoJventcontrols,k,klJllrLgerreCL

ResldlJeSa■Ple 0Illplate,Tarsa■ple0.1■1/pJate
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常圧倍焼hu焦

しょうゆを倍焦 し､′I一成 してきたタール試料の加焦時r指=こよる変井原描性の

変化を Ftglに示す. この加熱処理では水分が少ないため､ 1分後 には倍煉状

態に移行 してタール様成分が生成 し､ その変災JEf晴椎は TA98､S9存/E下でhlT勲

後 3分で 20LIOHIS'rcvertanLsを示 した｡ 加熱時rZiJが 7分になるとタ-ル様成

分もf(沸時と同様に乾いた戊様の状悠にな り､ その変化とともに変災原活性の

低下が見られたが､ fL沸加熱と異なり KllllngerreCtは認められなかった｡

a
一
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●- ● TA98､1LhS9 ▲ - ▲ TA100yJthS9
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加圧加熱

hll圧加熱 し紹過的即日こよる変yi原紙作の変化を Flg.2に示す. I)ll熱iii液は､

T4100､S9非存在下で加熱15分後に 270mS relerLantSで､ 幼いなが らも脂

性傾向を示 した｡ TA】00､S9存在､非イf-在 卜ともhlf熱30分以後は､ 人きrJ:r.Ti作の

増加は認め られなかった｡ T1100､S91F:存在下の加焦15分後の変界好r占作の磯 さ

は､ 常圧点沸加熱 した協合の加熱 5分後のtF;-作に和Jiした. また､Jmlf加熱で

はタール成分の生成は認められす､TA98での晴作は示 されなかった｡
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(2) シ 三f符は加の影7!について

常It点沸加焦

ショ糖を試料溶液 に 101線加 し点沸 した機合の加黙試料､ 夕-ル試料の変異

原活性の変化を HlS･reverLants故で Table12に示す｡ しょうゆのみを煮沸 L

Tab)e12 ETfectomtheLutagenlCaCLIVltiesortheresldue
ar)dLAYofboILedsaApJes bytheaddlngOT lox
sucroseLosoysauce

HIS'revertantshLaLe

TAIOO TA98
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た場合､ 加焦試料5および7分で TA100､S9非存在下の変異原縞性は､ それぞ

れ 269､320(TabJeJl)であったが､ シヨ榊の沫blJにより )93､241と､ それぞ

れ活性は 28､25X抑制されることがわかった｡ しかし､ シヨ柵を繰加 した瑚合､

TAIOO､59存在 下でタール試料の9分で 7Ⅰ2､S9JF/(在 Fでもタール試料の7分

Bよぴ9分に､ それぞれ 121,605と､ しょうゆのみの.rl沸bll魚では認め られな

い高い変災原活性が示された｡ これ ら､ しょうゆのみのhlJ無では題め られ 41､

ショ榊 を涼加 LhTT焦 した場合に認め られる補作は､10分後には低 ドした｡ -I)'､

TA98､S9存在､ 非/rE在下ではhlT焦試料､タール試料とも大きな変災原清作はig

め られなかった｡10分後には､ しょうゆのみの加焦時 と同様に T198､S9JFli在

下で LllHDgerrecLが認め られた｡ しょうゆのみの点沸加熱のtu缶の加焦iJ科

およびタール試料9分で認められた､ それぞれ 128､2489の変災JM所作(Tab】e

ll)は､ ショ糖を碓加 し点沸hlT焦 した場合､37､3･lとrJ:った｡ しょうゆのみのhrl

熱で認め られるTA98､S9存在下の活性は､加焦､ タール試料 ともに､ ショ糖を

経加 して加無すると､1001抑制されることがわかった｡

しょうゆにシヨ瀬 を緑加 し加焦 した瑚合､ 生成 したタ-ル成科は しょうゆの

みの点沸加熱では,認められない砧い変災脱括作を､TAIOO,S9IJ･E/ト､非ffIl.卜と

もに示 した(Table12)｡そこで､ 点沸状態を しょうゆとr',HLにするためにショ

糖に181㌧aCl溶織を誠合 して､点沸加焦 した場合の変兇原宿性の "lS-rever-

tar)ts款を Table13に示す｡＼aCl溶液は変災原清作がJ:Sいことを伴かめた.シ

ョ糖を点沸加焦すると9分後に倍煉状蝶に移行 し､ JJ成 したタール試料(9分)

のみに TAIOO､S91/Z在 Fで 2428､TAIOO､S9非存在 トで 803と(.▲.7い変飛脚ti古代

を示 した｡ これより､ しょうゆにショ糖を繰加 し点沸後'f成 したタール試料に

T1100､S9存在､非存在下でigめられた変災原癌性はショ糖が関 ■iすることが,7-;

唆された｡ また､ このショ糖のみの煮沸加無で示された応い活性は､ しょうゆ

とショ糖をともに点沸加熱する(Table12)と TAIOO､S9存在下では 2428HIS-
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revertanLsが 712となり 71L TAIOO､S9非存在 下では 803が 605となり 251低

ドした｡ しょうゆにショ糖を凍加 して煮沸加焦 して生成 したタ-ル様成分の変

R.lEi油性は､ しょうゆ､ ショ糖それぞれをを単独で点沸 して生成 したタール様

成分の変火脚招性より低 下することがわかった｡

Tab)e13 ttuLagePICaCLIVltleSOrtheresldueandtarof
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また､ しょうゆを点沸 し生成 した夕-ル試料で認められる TA98､S9If在 Fで

のわい変異原活性にBよはすショ糖の縫加免による抑制効米の変化を Flg3に

示す｡ しょうゆの試料溶液に対 してショ糖を､ 2l練加 した均合､抑制効児は.速

め られす､ 51経加で活性は約 301低下し､ JOl以上沌加ではその描作は 川Ol抑

制されることがわかった｡
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常圧倍煉加熱

しょうゆに添加するショ糖の兄を変えて加熱 した吻合のショ糖の抑制効果を

Flg.4に示す. 生成 したタール試料の TA98､S9存在下で示 された変異原活性は､

試料溶液に対 してショ糖 4!沫加では抑制効架が認められず､10X添加で約 50%

低下 し､ 20笈以上確加でiOOl抑制されることがわかった｡
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加圧加焦

ショ糖を試料終結に対 し101線加 し加熱 した帖の変果脱括性の変化を Flg5に

示す｡ しょうゆにシ ョ糖を戎加 して加圧加焦 した機合 に認められた変災原活性

は､ TAIOO､ S9存在､ #存在下いずれもショ糖による抑制効架は認め られなかっ

た｡ ショ糖の湊加Jtを増加 しても抑制効果は認め られなかった｡
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2-2-2 しょうゆの変災原活性 にもよぽすヒスチジンの髭管

しょうゆを常圧､ 加Lf条件下でhu熟 した場合､TAIOO(塩基置換型).S99F存在

下の変井原晴性は､点沸加熱 した7分後では 18倍(Tablell)に､ 加圧加熱 し

た15分では 13倍(Flg.2)と､ 弱いなが らも増加が認め られた｡AdleS法で変異原

清作の測定 を行う場合､ 試料中のヒスチジンが招性に影苛をおよはす可能性が

考えられる】い｡ しょうゆは浪口で､100g当 り I60mgの ヒスチジンを含有 してお

り日 ､変災原括性の洲定時に右よはす ヒスチジンのk守を検討する必要がある

と考え られる｡ そこで､ カラムで兼加熱､ 加熱 した場合にしょうゆ中の ヒスチ

ジンを分赦 して､ 各両分の変異原消性を測定 し､ しょうゆの変異原活性および

加熱による晴性の増加にヒスチジンが関与 しているかどうかを検討 した｡ 加熱

試料は､ タール試料が生成 しないで､ 一定条件の得られやすい､ 加圧加熱 15分

の試料(Flg2)を用い､ 変米原活性は しょうゆ Im且当 りの 111S-reverLanLs数で

示 した｡ 変災原活性を 】mb当りに換算すると､ 兼加熱 しょうゆは 8500で､ 加

焦 しょうゆのは 11000であった｡ ます､ しょうゆからアミノ酸を分鹿す るため

に､強酸性カチオン交換樹脂である AnberlJLelR-120lFl+]を用い､ 水で流出さ

せたA吸眉の画分をそれぞれA､ B面分､ アンモニアで涛出させたアミノ酸の

分画をC､ D画分とした｡ これ らの画分の PrIおよび凍 ･アミノ酸の定性分析を

行なった(Table14)｡A両分は pH1.3と低 く､α一ナフ ト-ルー硫酸反応が強

いことから糖を多く含んでおり､ ニンヒ ドリン反応は示されないことか らアミ

ノ酸類は含まれていないことがわかった｡ C画分はニンヒ ドリン反応が強いこ

とからアミノ酸類を多く含んでいると考えられる｡ 未加熱､加熱 しょうゆから

紺 られた各画分の lnA当りの各画分の変井原活性を FLg6に示す｡ 未加熱試料

は､榊の分画であるA画分に tlOOと分両前の変異原活性の約 13‡が認め られ､

B両分に活性は示されLJ:かった｡ C画分に 3400で分画前の変異原酒性の約 42
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Ⅰ､D南分に600で約 81と､C両分､ I)歯牙を合せて､ アミノ酸の両分に分歯前

の活性の約50‡認められた｡hrl無試料は､ ^画分に 3500で分画87J'の安男原満作

の約311､ B音分に 2000で分音前の約 191が示され､ A宙分､ B宙分合せて分

岳前の変災原活性の約 501が庶められた｡C西分に 3500で分貞前の安男嫉妬作

の約321､ D画分に 1000と約10!で､ アミノ酸の両分には分両前の変粥J#清作の

約 42‡が認められた｡ アミノ酸の薗分であるC面分は､よ加焦､bTT集成料とも､

3400-3500と同 じコロニー教を示 した｡

次に､ アミノ酸を分面するために､C西分を弱JA基性アニオン交挨樹脂

Dovcxlカラムにかけ､水で流出した分画をE､ F､ G画分とした｡ ベーパーク

ロマ トグラムのアミノ酸定性からG音分の Rf値 0.26にヒスチジンの単一スポ

ッ トが示された｡ E､F､G岳分の変災原活性を Flg.7に示す｡ 束加煮､加焦

しょうゆとも､ G両分に約 2800で､ これは先のC西分の空知原晴性の約 80X､

E画分に約 700で､ C画分の約 20Xが認められた｡ 酢酸で輸出させたH両分に

は変異原活性は認め られなかった｡

Table14 ProperLyoreachrracLtonarLer
fractlOnatlOnbyA■berllteIR-J20
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2-3考察

しょうゆを加焦 し水分が蒸発 し､ 倍煉状態に移行 し生成 したタール様物frは

rJglま;よぴ TabJellに'Jiしたように､ 加熱方法に依存 しながらち,TA98.S9存

在下で 2040ない し 2489111S+reveJILAZ]tSの変災原描性が認め られた｡ しょう

ゆの加熱によって生成するタール試料は､ TA98､S9存在下､ つまり鮮兼による

代謝活性化を必要とするフレームシフ ト型の柘い変災原活性を,T､した｡ 一般に､

各種アミノ酸を焦分解 したタール様成分には TA98.59IfLE下で巌い変界原活性

が認め られることが報告されている日 ｡ しょうゆは各種アミノ億を合わ してい

るので､ 熔煉状態に移行 したときに生成するタール様成分に柘い変界原活性が

認め られたのは アミノ酸由来の変災原物frが生成されたためとやえられる｡

これ ら､ しょうゆのみの加無で生成 したタール試料に認め られた TA98､S9存h:

下の変災原清作は､ しょうゆとショ糖を混合 して加焦すると､ 加焦条作によっ

て異な り､ 点沸加熱では Flg3に示 したように､10%ショ糖の凍bLlで､ 倍煉hlT

魚では Fig4に示 したように 201ショ糖の添加により､ 変災原清作が 100X抑制

されたことは盛要なことと考えられる｡ アミノ酸 と瀬のアミノーカルがニル反

応 により生成するメラノイジンの中には Trp-I-1などフレームシフ ト型(TA98)

の変異原物干に対 し抗変箆原性をもっことも報告されてぶり日 ､ しょうゆにシ

ョ糖を涛加 して加黙 した場合も同様の変化が起こり､ 変只原活性が抑制 された

と考えられる｡

一方､ しょうゆにショ糖を添加 して加熱すると Table12に示 したように､

TAIOO､59存在下､非存在 トともタール様成分に､ しょうゆのみの加熱では7)<さ

れない塩基■模型の変異原清作が認め られた｡ ケルコ-スなど帝の焦分解物は

TAIOO､S9存在､ 非I声在ともに変異原清作を右することが確認されている一～l｡

そこで. ショ糖のみを加熱すると Table13に示すように､ 他の機と10]様にショ
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溝もタール試料で TAIOO､S9存在､ 非存在下 ともに変異原活性が認め られた｡

これ らから､ しょうゆにシヨ溝を添加 し､ 加焦 して生成するタール試料の TA

川0での活性はショ糖の影書 と考え られる｡

モデル系では､ ア ミノ虎魚分解により生成する変異原怪物耳は､ アミノ顔に

糖を共存させ鉄分僻すると変異原活性の減少が認められることから､ 変異原性

物男生成の抑制､抗変只府催物rfの生成が示唆される.BJ｡ このような性質の成

分が､ しょうゆにショ糖を添加 して加熱 した機合に生成する可能性があり､ そ

のために変輿庶消化が減少 したとも考え られる.

しょうゆ､ ショ糖を単独で加焦 して生成するタール様成分の､T198､TAIOOの

それぞれで認め られる高い変異原活性が､ しょうゆにシヨ舟を務如 し加熱する

と､ その変見原括性は低下することがわかった｡ これ らのことは､ 食品の組み

合せ, 謁理条件により変異原催物Eの生成を抑制することが可能であることを

示唆 していると考えられる｡

しょうゆを加熱 した加熱試料は､TllOO､S9非存在下､ つまり塩基者扶壁で代

謝描性を必要としない変米原痛性を示 した｡ 加焦試料の変異原活性は常EE下で

は TabLellに示 したように､ 常圧充沸加焦 し7分後では兼hll魚に比べ 1.8倍に

増加 し､ 加圧hu無では Flg.2に示 したように､15分後では J.3倍に増加 した.

しょうゆは大豆 と小安を原料とする康追食品で､ その成分中には各種アミノ敷､

糖､有様赦､塩分等が含まれている｡ 各種アミノ酸とグルコースを反応させた

持変治績は TAIOOの塩基定換型の変異原活性を示すことがすでに確認されてい

る T̀｡ しょうゆを加焦 した場合も褐変現象が認められ同様の変化が起 り､ その

結果､ 変異原性物井が生成 し､ 変異原活性が増加 したと考えられる｡

また､ しょうゆ中には､ トリプ トファンとカルボニル化合物のア ミノーカル

ポニル反応によって生成するβ-カルポ リン誘尊体が存在 し､ それ ら誘尋体は

変異原活性を有することが報告されている38 ｡ しかし､加熱により､ それら誘
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尊体がどの様な挙動を示すかは報告されていない｡ El常の食生活において､加

焦 したしょうゆ溶液を摂取することも多いので､加焦により増加するAi基荘挨

型で代謝清作化を必要としない変災原性物群を検黙することはFrt貰なことと々

えられる｡ これ らについて検討 した結架は､ 第3題で述べる｡

なお､ しょうゆはヒスチジンを含み､ALeS法による招作の測定に彩管すると

考えられる35ので､末hlJ焦､DTT勲 しょうゆをカラムクロマ トで分成 し､変yHnj

活性を満足 したところ､加焦 したしょうゆの変異原活性は､府を含み､ アミノ

酸を含まない酸性両分 A､ Bに認められた｡ これらの活性は束加焦 しょうゆで

は認め られないことから､加燕によるしょうゆの変舛原活性の珊htH=はヒスチ

ジンは直接関与せず､塩基t換型の代謝楕性化を必要としない変巽原括性をJlT

す物PIが新 しく加熱によって生成されることが示唆された.
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第 3 T;王 し ょ う ゆ 中 の β - カ }レ ポ リ ン

語軽 率 体 の JuJl熱 (こ よ る 変 イヒ

邪21.隻で､ しょうゆ(池口､本規通)を加熱すると､TA100､S9非存在下､ つま

り塩基妄紅旗型で代謝柄性化を必安としない変_78原活性が増加 し､ この活性の増

加は新たに空洞原性物質が生成されることが示唆された｡ 日常､我々は､ しょ

うゆを加焦 した液を摂取することも多いので､ これら変異原性物質について検

索することは曲筆であると考えられるo

しょうゆ中に､ トリプ トファンとカルボニル化合物のアミノーカルポニル反

応によって生成するβ-カルポ リン誘導体が存在 し､ これ らのβ一カルポリン

誘巷体は TAJOO､S9非存在下､ つまり塩基控換型で代謝活性化を必要とLfJ:い

変11-原摘性を有することが報告されている川'｡ さらに､ β -カルポリン誘尋体

はEl然非に広 く存在するイン ドールアルカロイ ドの一つであり､ IfI彪神経系に

対する作用を持つことが知 られているだけでなく､近年ではそれ日経は変異原

性は,示さないが､ 他の変災原性物質 Trp-p-l､Try-p-2やベンツ(a)ピレンなど

の変界原招性を増戯する作用を右するものも明らかになってきてお り～い､その

急性的および慣性的な生理作用が注 目されてきている｡ これ らから､ しょうゆ

をbll熟 した時の TAIOO､S9非存在下の変異原酒性の増加の要因を探る一つの目

安として､ これ ら誘導休がどの様な挙動を示すかを検討することは必要である

と考えられる｡

金品に関する変異原性物質の問題の一つとして､ 食品中に含まれる硝敢塩が

嘩液中で容易に亜硝酸塩 に退元され､ これが消化管内で食品成分と反応 し､変

災原性および発ガン性を右するN-ニ トロソ化合物を生成する可能性が示唆さ

れている｡ また､ El本人は主 として野菜類､ あるいは食品癌加物として硝酸塩



と亜備戯塩を摂取 してお り､硝煙塩 と亜硝酸塩の穏最は欧米人の約 3-4倍(1

人 1El300-330Jg)とされ､Ii-ニ トロソ化合物の生成が応いと考えられてい

る48 ｡Yakab且yaShiら 1-は､β-カルポリン誘導体の中でも l一巾ethyJ-1.2.

3.4teLrahydro-carbollne13-clrboxyllCaCld(MTCA)､Bよぴチラミンが

しょうゆ中に存在 し､ これらは亜研摩処理することにより TllOO､S9非存在下

で高い変異原活性を生 じると確fLiしている｡ 他のβ-カルポリン誘惑休のIIlに

も亜硝酸処理により TA100､S9非存在下の変災原括性を生 じるものもあるJJが､

MTCAを含め加熱によりとの様な挙動を示すかは報告されていない｡ そこで,

しょうゆを加点することにより､ 亜硝酸処理 した場合の変児原活性､ 斐米原前

駆件がどのように変化するか検.寸することも､ 余生痛の安全上盤要なことと巧

えられる｡

そこで､β-カルポリン誘導体のうち変異原催物fEである ト(uryトβ-car-

bollne(i-F-aC)と変異原性の前屈物fEである.qTCAの柘遜液体クロマ ト

グラフィー(llPLC)による定且分析を行なった｡ しょうゆは製遁方法により､

長い期間かけてL#虐 した本併進 しょうゆ､ もろみ または生 しょうゆにアミノ彪

液を加え発辞 し熟成させた新式軸追 しょうゆ､ および本醸造､新式頗遁 しょう

ゆにアミノ血液を混ぜ合わせたアミノ腰液振合 しょうゆにわけ られる｡ 世道方

法の巽なるしょうゆを用いて､加焦 した試料の亜鞘顔未処理あわせて亜桶赦処

理時の変異原招性とβ-カルポリン誘j#休の変化およびそれ らの相互関係につ

いて検討 した｡

3-1 実験方法

(1)試料

しょうゆは､d□本岸造 しょうゆ13銘柄､ 新式雌遊 しょうゆ10銘柄､ アミノ
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車液迎合 しょうゆ2銘柄の計25拓柄を用いた｡ いずれも製造後 2連間以内の物

を購入 し､ しょうゆ成分(全室弟分､ 無塩可溶性固形分､ アルコール牙)および

色度を分析 し､ ∫ASの品ff基準値に合致 していることを確認後使用 した｡

加熱条件は､変井原油性が一定にiBL､ タール成分の生成 しないhll圧加熱(

120℃.15分)とした｡

(2)試薬

MTCAは 8obbiH.と Yl111Sの方法Sいに準 じ合成 し､ 各種スベク トルデー

タがすべて一致することを確認 し用いた｡MTCA､i-F-BCの構造式を

FIE.8に示す｡ 他の拭兼はすべて特級を用いた｡

1-ド-BCは広島県衛生研究所理化学部 金森久幸博士より分与された｡

鞘 ooH 抑 HCOOHllcH3

Ia Ib l】

FI古8 St.ructuresorβ-carboHnederlYatlVeS

1a(IS-3S)1--ethyト1.2,3,日etrahydro-β-carbollne-3-carboxyllCaCld(NTCI
Ib一日R･3S)lleLhy1-I,2,3,4teLmhydr〇一β-Carbollne-3-carboxyLICaCld(m A
II lィuryl-β-Carbollrle(トFlBC)
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(3)MTCAおよび1-F-BCの定JL 同定

しょうゆ 0.1■Aに 751メタノール 0.7■Jを加え､ 沈瀬物を淑和 し遥心 して

ろ過後､ メン1レンフィルター(0.45〟ll)でろ過 したものを試料納液とした｡

MTCAの定且はHPLC法により行った｡HLersN-6000Aを用いて､ カラ

ムに逆相系の TSEge10Ds-120T(46m申x25cJ分析用)(7.8LJ¢x30C■分取用)を.

移動相はメタノール ー水(2080)で､ 流選は晦分 0.紬且､ 検出は葉外部吸収

270n■を用いて行なった｡ 1-FIBCの定JLは同一のカラムを用い､移動相はメ

タノール-水(75.25)で､ 流速は毎分 08■A､ 検出はEI本分光 FP一日0!正此検出

器を用い､Ex.370np､E■410n書で行った｡

MTCA､i-FIBCの同定は､ 日本電子 JHSA-300を用いて行った｡

(4)変異原活性のiM定

菌株は､ S仙 typhi… ■TA100(塩基正換型樵)を用いた.

亜硝酸処理の条件は､拭料 02pJに 60J)M魂硝酸ナ トリウム溶液 10d]皿を

加え､37℃で 1時間振 とう後､ 60pHスルファミン鼻アンモニウム溶液 1.0■且

を加え､反応を停止させ､ 変異原活性の湘定の試禁酒液とした｡

寒天平板培地 .軟准天および変井原枯性の謝定は茄 1車に準 じて行った｡

3-2 結果

3-2-1 しょうゆの変異原活性の変化

Table15に､ しょうゆの兼h]焦.加点時の T1100､S9非存在下での変井原清

性の測定を行ないその結果を示す｡ 兼加魚の本塊造 しょうゆ 1p皿当りの変期

原活性は 5300±1600KIS●reverLanLs(平均 ±SD)､新式併進 しょうゆは 4900
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±J300､ア ミノ酸液浪合 しょうゆは 4500±200と､本血道 しょうゆが新式､ ア

ミノ腰液一斑合 しょうゆに比べやや砧い傾向を示 した｡ 加熱(J20℃)による変化は､

本醸造 しょうゆで約 20‡の変災原癌性の増加が認められたが､ 他の2健の製造

方法の しょうゆは､加熱による油性の変化は認め られなかった｡

TableL5 MuLagenlCaCLJVltleSOrSOYSaucetowardTAl00日LhoutS9

NIS■r･eVerLanLs/Jnl
notheated heaLed書

KolkuchlShoyu
(reglJLarfermcTlted)

XoLkuchlShoyu
(semlrernenLed)

KolkuchJShoytl
(vcgeLabEeproLc川
hydl･olyzedbyacldDIXed)

I:120℃.15ll川

13 5300±1600 6200±1700

10 4900±1300 41DO± 930

2 4500± 20D 4900± 800

3-2-2 しょうゆの亜硝酸処理による変-34-原前任の変化

束加熱および加熱後の しょうゆを亜硝厳処理 した場合の TAIOO､Sg非 存 在下

での変災原活性を TabLe16に示す｡ 本頗追 しょうゆは､ 末加熱で 1Eu皿当り

21000±3300rllS●rel･erLanLs(平均 ±SD)であり､ 加無後には 32800±4100と約

I6倍に増加 したO 新式頗造 しょうゆは兼加熱で 13900±3300と､変異原活性は
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本腰遁 しょうゆに比べ約 301位いものの､ 加焦することにより的 L.7倍増加 し

た. アミノ倍液混合 しょうゆはR加熱 7000±1200､ 本頗遇 しょうゆの変異ITiIf

活性の1/3であるが､ 加熱後に括椎は2倍になった｡

Table16 htage山icactivltleSOfsoysauceArterniLriteLreatJenL
tovardTA1001ithouLS9

KolkuchlShoyu
(regularfertented)
KolktJchlSho川
(sellrerJented)

KolkuchJShoyu
(vegetatlleprotelD
hydroJyZedbyacld■lXed)

暮-)20℃,15Jln

HIS'revertant5■l
rL notheated heated事

13 21000±3300 32800±4川0

10 13900±3300 23200±6400

2 7000±1200 14600±3300

HEAN±SD

3-2-3 しょうゆ中のβ -カルポリン誘番体の含敷

兼加熱および加熱後の しょうゆを 1-F-BCの測定条件で分qrした時のクロ

マ トグラムを Flg.9に示す｡ しょうゆを分析 した切合も､ 拝7f品の 1-ど-BC

と一致する保持時間日2分)にピークが認め られた｡ 同様の条件で分取用カラム

を用いてこのビ-クを分取 し､ マススペク トルを淵定 したところ､様や品の l

-F-BCと同-のマススペク トルt■I乙.234(p-)】を示 したので､ このピークを
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i-F-BCと同定 した｡ しょうゆ中の1-F-BCの含JLを Table17に示す｡ 未

加魚の瑚合､ 本鹿追 しょうゆは 1■Aあたり0.159j:0082JLg(平均±SD)､新式

頼通 しょうゆは0.072±0024JLg､アミノ酸液張合 しょうゆでは 0026±00L8

JLgであった｡ 加熱後のしょうゆは､ いずれの繋逓方法のしょうゆも兼加熱と比

べると､ I-F-BCのJLは約 2倍に増加 した｡

O LO 2O o LO 20

MtnlEontl.亡 (,ln) 如Ltntlonthe(.ln)

rlg g UPLCchro■且Logra■Sofsoysauce

ApFIaratUSWaters6000A ColupnTSEIgelODs120T.HoblLephase.
MeDH-rtiO(7525) Flovrate:0.8Il/■lD Detect'Flourescence
ex370n■ep.410n■ Sa■pleI-Olu■e●5JLl
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Table17 ContenLorI-furyI-β-carbollne(卜F-BC)EnSOYSauce

トF-BC(Jig■日
notheated heated*

EoiktJChlShoyu
(regtJlarrerhented) 13 0159±0082 0.355±0.117

EolkuchlShoyu
(sell-ferAeDted) 10 0.072±0024 0155±0078

Eol上uchJShoytl
(vegetableproLeln 2 0.026±00)8 0.047±0.027
hydroJyzedbyacldnlXed)

MEAN±SD

I.120℃,15■ln

未加熱および加熱後の しょうゆをMTCAの測定条件で分析 した時のクロマ

トグラムを Flg.10に示す｡ しょうゆを分析 した場合も､標準品のMTCAの

IS,3呈体および lR,3S体に一致するそれぞれの保持時間18分､22分にLJ-クが認

め られた｡ 同様の条件で分取用カラムを用いてこれ ら西分を分取 し､ それぞれ

マススペク トルを測定 し､標準品のMTCAと同一のマススペク トルiA/Z

230(■･日 を示 したので､ このピークをMTCAと同定 した｡ しょうゆでは､

lS,3S休と は 3S体がはば 41の比軍で認め られ､ いずれの製造方法の しょうゆ

でも加熱により含BL及び輿性体の存在比は変化 しなかったので､ 定見値は両省

の合計をMTCA含まとした｡ しょうゆ中の.uTCAの含tを TablelSに示す｡

本雌造 しょうゆでは lLD当り 485.8±71.8JLg(平均 ±SD)､新式康退 しょうゆ
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では 2517±963JLg､アミノ酸液混合 しょうゆでは I26･5±51･50LLgであった｡

新式鹿追は,6価遇の約平良､ アミノ鹿液浪合は本頗遇の約 1/4且と､ 1-FIB

Cとrpl様の傾向であった｡

.

.

~

.

.

引

山

りS
U
O
d
S
u
こ

し
U
P
J

OuU
∝

0 日) 20 30 t) LO 20 3O

RetenL=m t.｡e(q"nl Retcn仙 川 Lhe (A.川)

FE富.10 RPLCchro■atogra■sorso)sauce

Apparatus:TDSORLC1803D川.Coluprl.TSX一gelODS1120T.Nobllephase:HeOtE-
H0(20:80) FLoヽrate･0.8tl/lln Detect.UV.270n■ Sa一plevolube●5JLl
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Table18 CoDtentOr卜Lethyト1.2,3,4telrah)dro-β-carbollne-
3lCarboy〉llCaCld(tlTel)Ln503SauCe

叫TCl(LLgノ■L)
n notheated hpALed*

KolkuchlSho)u
(regularrermenLed)

KolkuchlShoyu
(sem)-rel.menLed)

KolkLJChlShoyu
(legetableproteln
hydrolyzcdbyacldJIXed)

* I20℃,15Jln

13 L1858±718 18】4±844

]0 25】7±963 2517±945

2 126.5±51.5 127.5±50.5

qEA＼±SD

懲造方法の異なるしょうゆ中の､MTCAと1-ト BCの含猛の相仰関係を

見たものを､FIE.日に示す｡新式頗造 しょうゆでは､相関係救 0.895と正の相

関が改められた｡

3-3 考群

しょうゆを加圧加熱すると､亜研磨処理 していない瑚合には､本銀遥 しょう

ゆ(n=13)のみで､ 変異原繕性が平均 して約 I2倍に増加 したが､新式鹿追､ ア

ミノ敢液浪合 しょうゆでは､大きな変化は認め られなかった. ところが加焦 し

たしょうゆの亜硝酸処理 した場合の変異原招性は､本辞退で 1.6倍､新式価遇

で 1.7倍､ アミノ酸液混合で2倍に増hrIした｡
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MTCAは､ 唖硝懐とbi応 しては じめて変災JR晴代を′Jり ･liが報;I,.されてい

る ｡太加無の しょうゆ中のMTCAの含境としょうゆを低価偲牡丹 した昭の

変災原活性のFEH鳩を見ると(Flg】2)､正の相関がみ られた｡ しょうゆの機合と

同 じ発作で亜研救処理 してMTC∧の変災原招作を測定 しf･ところJLgdlり 7

JIS●relertantSであった｡ この活性菜を雀に計g･すると､ 亜6Ti働他用.した瑚合

の変異原清作について､ 本所造 しょうゆでは J8‡を､新it:価遥 しょうゆでは

15Xを､ アミノ酸液混合 しょうゆでは 13‡を､ 各/Zの しょうゆ中の＼1J'CAの含

且で説明することができた｡ しかし､ いずれの撃退方法の しょうゆにおいても､

加焦によりMTC^含且は増加 しなかったので､ 東研億姓推 した瑚令に加焦 し

た しょうゆの変米原招作が増加するのは､ MTCAによるものではないことが

わかった｡

1-ど-aCの変災舵活性は 〟g当り亜硝酸処理 しない瑚令､30"lS reler-

tanLsであるが､ 亜硝酸処理すると 150月IS'revcrLanLsである｡ しか し､ しょ

うゆ中の 1-ド-BCの含鼠は 1LLg以下であるため､亜耶頼束処躍､ 姓確的いず

れの しょうゆの変弼府晒性を説明するにはいたらない｡ しかし､加熱により1

-F-BCはいずれの判造方法の しょうゆも2倍印度のFP)加Iが詔め られ､加焦に

より1-F-BCが増加するJJtはその前駆物質で変junl巧性をイJするフルフラー

ル B の生成も予測される. また､ しょうゆは大豆と/トRを原料とした頗過食(指

でその郵品rr)には各種アミノ酸､荷､有機酸､塩分等がfiまれており､ β-カ

ルポリン誘斗体であるMTCA､IIF-BCともに､ 糖と トリプ トファンより

容易に生成 されることり 1 ､アミノ酸と鮒のアミノーカルが二ル反応によ

り､TiIOO､S9非存在下. つまり代謝活性化を必要としない変R原繕性を,-T;す物

flが生成することJrH も充分考えられる｡ しょうゆを加煮 した後､ 亜硝酸未

処理時の変異原活性が本棚遇で約 L2倍に. 亜邪教処理時の変災庶痛惜が本感

造､新式軸造､ アミノ億液混合で約 1_6-2倍も珊加するのは､ 他のβ一カルポ
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リン誘草体 `､アルデヒド類が生成 していると考えることができる｡

11F-BCをHPLCで分析 したときに､加魚により増加する蛍光をイ1Jする

物井(保持時間9分)のピークが認め られた｡ このピークを示す物flもβ-カル

ポリン誘導休と考えられ､ この物質を同定することにより､ しょうゆの変兄原

話性の加熱による増加を少しでも明 らかにできると考えられる｡
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節 /1 iTE L よ -う ゆ 中 の 変 与等 原 ～吉 J性 を 有 づ~

る β - カ )レ オさ リ ン 誘 車 体 の 検 索

邦3･Ttにおいて､ しょうゆIflの変災原酒性を右するβ-カルポリン誘導体で

ある11F-8CのHPLC分qrを行なった際､ i-F-BCのピーク(保持時間

12分)の前に同様の虫光を有する物質(保持時間 9分)の溶出が検出された｡ また､

しょうゆを加熱すると1-F-BCと同様 にこのピークも増加 したO この物ffも

1-F-BCと同類のβ -カルポリン誘尊体と考え られたので､単雌を試みたと

ころ､Jerll･eySら～5が Ftye一grass(L山 il川 DereDnCL.)か ら､ hTakaLsukaら58

が しょうゆ中か ら分戯 した化合物と一致 した｡ この化合物の変姫原括惟及び本

棚遇､新式醸造､ ア ミノ酸液混合と黙過方法の興なるしょうゆ中の含有且を測

定 し､加無碍の変化についても検討 した.

4-1 実果方法

(1)試料

節3帝に準 じた｡

(2)試薬

5-ヒ ドロキシメチルフルフラールは Bonnerらの方法57)を用いてシヨ瀬より

調教 した｡

他の試薬はすべて市販特級品を用いた｡
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(3)装Z

駄点は､ 柳本実作所鼓t融点測定蓑書で測定 した末補正値である｡ 力外分

光光度計H 氏)はEl本分光 1202､第外分光光度計(UV)はE]立 557､千坑分析

我社(M S)はE3本領 千 川SD-300､枝盛気共叫裳&(tll-ヽMR 及び IC-

ヾ MR)は日本馬子 J川-PFT1100を用い､TISを内部標呼として淵止 した｡ ＼＼I

Rの記収は次の略号によった｡ -東経:～; 1R繰･d;三虚根･i,凹tTt柏

q｡ シリカゲルカラムクロマ トは KleSeJge160(701230neSh)､ TLCは

KleSelgel60p-254(いずれも Herck)を用いた｡

(4)HPLCによる分析

拓連破休クロマ トグラフ(r上pLC)は､Hters～-6000Aを用い､ カラムは

TSEgelDDS120T(4.6■p¢×25cJ分析用)(78M¢×30ell分取用)､移動相はメタ

ノールー水(75:25)混清で､ 汝速は毎分 0.8)A(分析用). 4■A(分取用)､検出

器はEl本分光 FP-110蛍光検出器を用い.Ex.369r)L.E■.408r)■で行った｡

(5)化合物 lの抽出及び和製

しょうゆ (池口本戯遊)2Dを酢酸エチル 】Jで2回抽出 し､柑 られた鮮触

エチルJqを水洗後､ エバポレーターで破格 して､ 排便エチル抽出物(4.5g)を打

た｡ 酢酸エチル抽出物はシ リカゲルカラムクロマ ト(6.5C■¢×50C一)に付 し､ 拝

顔エチルーベンゼン(II)現務で蕗出 した｡ 溶出液を (4)に示 したHPLC法

でチェック し､ 目的物耳の冶出音分を央め約 2■瓜にd緒後､ 分取用のHPLC

を用いてさらに和要 し､ エタノールー水混液で再結晶 して化合物 Ⅰ(71g)を紺た｡

(6)化合物 lの性状

徽炎色針状晶(エタノール-水)｡■p l84-185℃ .fI)gh-NS:Calcd:264.0899.
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Found:2610876.NSb/Z 264(1),247(1●-17). TByLBcJI.3420,1495,

日30.1235. u-＼qR(DISO-db)6 ..656(川.d,J=3州2,-CE:),7.15(川,d,

J=3.2"Z,-CH=),833(1N,d,J:5.川Z,-CM=). C-MR(DMSO-d')6" -55.8

(LCL1011)1086(d,C-4'),】09.4(d,C-3'),112.2(d,C-8),113.2(d,C-4),

119.4(d.C-6),1205(S.C-5a),Ⅰ21.2(d,C-5),128.0(d,Cl7),129.2(

S,C14a),)30.4(～.C-1&),133.4(S,C-8a).138.0(d,C-3),1407(S,C-1)

,151.8(～ .C-57),)56.5(S.C-2.). UV 1"IJ" LlA237.4,253.2,273.8,

29).4.3802

(7)化合物 1の合成

KerDaCkらの HardAn合成法～Bに準 じて行った｡ すなわち L-トリプ トファン

60gを兼官水 】.5 A に加熱括解 し､ iA硫酸 10p且､5-ヒ ドロキシメチールフル

フラーIL'60gを加え.80℃で10分間加焦 した｡ ついで 101重 クロム酸カリウ

ム500JAを加えて電租で腔化し､ 冷BJ後 401水酸化ナ トリウムでアルカリ性 と

し､ 肺偲エチルーベンゼン(1.日 艦砲で抽出､溶媒留去後シリカゲルカラムを用

い肺倍エチルーベンゼ ン(1･1)独液で満出 した｡ TLCで検索 し, RrO45に単

一の鎌光スポッ トを,1号す(%分をとり､ エタノールーJk説破で胃相崩 して､ 収宜

40■gの出火を得た｡

(8)化合物 tの検且経の作成

台成 した化合物 Ⅰ 5pgを､ メタノール 10■Jに溶解 し､ 10JJとし､槽準原液

とした(5■g/10■皿). この標準原液をメタノ-ルー水(60.40)混液で希釈 し､

0I.025,05.075.E0JLg/DRのそれぞれの滴油を調整 し､ その 5〟且を

HPLCに旺大 した｡ 得 られたクロマ トグラムよりピーク高を求め､検見放

(Flg.13)を作成 した｡
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(9)しょうゆ中の化合物 1の定且

しょうゆ 0.1J皿に 75Xメタノール 0.7■皿をhLIえ､iR和 し遠心分鹿後､ メン

ブレンフィルター(045LL■)でろ過 したものを試料冶液 とした｡ この試料洛液

5JLDをIIPLCに注入 し､ (8)で作成 した検丘はにより定Rtした｡

(10)変異原招性の測定

第 3車に準 じた｡

(UJ
U)

一
L
1
6

(
a
H

J

t?
U

d

一 一 一 一 一

FlgL3 rlllbr一日M CurveOrCO■POuZldl

Colum TSl-letO♪S-J20T lobHephseleOK-H'0(7525)
rlい nte08JJIPJl)I)electFJourescMCeeZ369nPeJ.408m
SA+pLe川Lulle5JL1
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4-2 冶架

412- 1 化合物 1の分巌

しょうゆ中の 1-furyl-β-cArtIO日ne(1-F-BC)の分析を行った隙､ llF

-BCの ピーク(保持時間12分)の前に同様のgll光を有する物ff(保持時間 9分)

の治山が認め られ､ 1-ド-BCと同様にしょうゆの加熱によりJtが増加 した

(rlg.9)｡そこで､ この物質も 1-F-BCと同類のβ-カルポ リン誘尋体と考

えられたので､ 串良を試みた｡ しょうゆを節度エチルで抽出すると. 1-F-B

Cとともに､ そのほとんどが酢酸エチル属に移行 した｡ 酢酸エチル抽出物をシ

リカゲルカラムにかけ､酢酸エチル-ベンゼン(1･L)握液で溶出 し､ この物質の

紙出画分をさらに分取川HPLCにより和製 し､ エタノール-,kL堤液で再結晶化

を棚 り適 し､ 化合物 Iを得た｡

化合物 Ⅰは ■p184-185℃の徴井色針状品で､MS分析により分子BEは 264

(FIE.14)で､ 柘分解能MSにより組成式は CIOn12hl～02であった｡ 化合物 Iは

IRスペク トルより水酸盛(3420川 l)が､ また 1C-NMR分析(Table19)よ

り)(摩基に結合 したメチ レン基(655.8ppD)が認め られることか ら､ 1-F18C

と相過 して化合物 )では hydroxy●et.hyl基が存在 し､ 更にフラン項の C-5-に相

当するオレフィン炭素が 6151.8ppLに一重緑になっていること､】H-NMR

T･フラン環に相席される二つのプロ トンのシグナルが二兎は(カップ リングコン

スタン トが 34,32Hz)であることか ら､hydrox叩ethyl益の結合位班はフラン

原の C-5'であることがわかった｡ 以上の分析か ら､化合物 Iの化学構造を

1-(5-hydrM)■ethy12lTuryl)9H-pyrldo【3,4-b]1ndo】e(卜hydro又y■eth)1-

ruryI-♂-Carbollne)(1lHMF-aC)と括Ziした｡BoJlnerらの方法 丁により､
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シヨ康から淵繋 した5-ヒ ドロキシメチルフルフラールと トリプ トファンから

KerJAchらの Har■aJl方法日 に串 して別途合成 し､ 得た合成品としょうゆより単

推 した化合物 [の rR､UV､ lH-＼＼1R､ 3C-トMR壬;よぴMSの各スペ

ク トルは一致 した｡ この化合物は､ Jerrreysら が Rye-grass(Lollu)

perenni L.)から分& しており､ 各種のスペク トルデ-タはその文献健と一致 し

た｡ また､化合物 Ⅰは 月akaLsukaら 6がすでに､ しょうゆから蛍光物質YS

(ycllDVSubstance)として分戯 している化合物と同一であった｡

orco叩ound I

Co■poupdI

-CM= 1132(4)I
)2)5(5)
ll9,4(6)
128.0(7)

112.2(8)
109.4(3')
108.6(4')

-r: 130.4日a)
140.7(1)
138.0(3)
L20.5(5a)
133.4(8a)
1565(21)

1518(5')

0" 558

I.TheflgureSlnpareElt.heses
lndlCatethecarbonI)uLber
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4-2-2 化合物 (の変異原酒性

しょうゆか ら単# した化合物 1の変異原痛作 を調べた括児を rlg.15に示す｡

化合物 1は TA100､S9非存在下で弱 い変災原招性 を示 し､2mS reVerLAnLs/

JLgで､ 亜硝酸処理 したJ#合の変異原癌性は 15HIS●reYertantS/〟gと増加 し

た. な お､ 合成 した 1-rlMF-BCの変異原括性 も同 じであった｡

S
l
u
q
L
U>
a
J
+

S
E
H

0 10 2D 3t) 0 5 10

Doseofsamp一e(山9)

FIE.15 Dose-responsecurvesofdutagCnlCJ)OtenCyOn5.LXPhl■urlu■
T1100lltbouLS9 orco叩ouJldlbeforeandanern)LrlLe
t.reaLJent

-＼0:nLhotJLnitritetreat)enL.+＼0:ヽlthrlltrlteLreat■ent
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4-2-3 しょうゆ中の化合物 Iの含JLおよび加熱による変化

本朝胤 新式頗遇､ ア ミノ酸液混合と郵遠方法の邦なるしょうゆ中の束加煮､

加熱後の化合物 】の清見を定見 した｡ その定且値を TabLe20に示す｡ しょうゆ

中の化合物 Ⅰは､ それぞれ l■Rあたり本棚造 しょうゆでは 2.0±0.77〟g(辛

均 ±sD)､新式蛾遁 しょうゆでは 0.79±0.087JLg､ア ミノ酸液過食 しょうゆで

は 0.38±0.23FLgであった｡ その しょうゆ中の含農は､ 新式辞退は本辞退の約

1/3鼠､アミノ敢液iH合は本頗迄の)/5tであった｡ また､ 加焦後の しょうゆ中

の化合物 Iの含長日ま､ いずれの碑退方法の しょうゆも加熱前にくらべ約 2倍に

増加することがわかった｡

Table20 Contentorco■potJndJIDSOYSauce

Co■pourldI(Jig/■日

n notbeaLed heaLcdt

KolkuchlShoyu
(rcguJarrerbeJILed) 5 2.02±077 4.19±0.96

KolkuchlShoyu
(sell-rCr■ented) 4 0.79±009 2.06±0.45

KolkuehlShoytI
(legetableprotelT1 2 0.38±023 0.56±0.31
hydrolyzedbyacldJl.ted)

HEANj:SD

-1q:

書 120℃,15mlrL



4-3 号繋

今回､ しょうゆ中 よ り分# したβ一カ ルポ リン誘尋外である化合物 [は､

Jcfrreysら が Rye一grass(LolluPPJer.enneL.)か ら､NakaLstJkaち か しょ

うゆ中 よ り分# した化合物 と同一で､■onoa■lneOXLdase(lAO)を阿;ll'う る働 き

が あることが報 告されて いる I｡

化合物 Tの変児原酒椎 は TAIOO､S9非JflTt一下で亜梢頗処理 しない瑚合は､

2HIS̀ revertants/JLg､ 亜硝願処理す る場合は 15rEIS●revertanS.LLgであ っ

た｡ 変異原 活性 につ いては､ 化合物 (､ 1-F-8C及tFハルマ ン (卜■eth)l-β

-carbollne)のテ トラ ヒ ドロカルボ ン澱 タイプである l(5'-hydroxyLethyl

fur)1)-1.2,3,4-tetrahydro-β-carboHEle-3-cArboてylJCaCld､1-Fur)ト1,2.

3.4-tetrah)dro-β-cartIOliJle-3-carbox))lCaCid､戊tf 卜■elhy)-1.2,3.1

tetrahydJ10-Carbol)ne-3-carboxyllCaCldHVICA)はいずれ も亜Gri倍 を処稚

す る場合のみ に変異原招性 を示 す こ とが報告 されている ｡ 亜捕便処理 する噂

合 の変異原 活性 は､ 第 3噂で謝定 した ところ､ruryl体である 1-ド-BCは

)50HIS●revertans/LLg､MTCAは 7MIS■reverLans/JLgであった｡ これ ら

の誘き 件の変異原消性の栽 さを比べ ると.5-hydroxy-ACLhyJruryl体の化合物 Ⅰ

は, htryl体 1-F-BCの )10程度 でMTCAと同等である｡ また､ ハルマ

ンは変異原括性 を示 さな いことが知 られ ている" ｡ これ らか ら､TAJOO､S9非

存在下 における唖硝酸処理 しな い場合の変界婚活性の党規 には フラン原が重 要

な役割 を果 してお り､ 亜僻摩処理す る堵合の変異原清作 もテ トラ ヒ ドロ3カルボ

ン酸タ イプ とは井な る修飾 を受 けて発BLす るもの と考 え られ る.

5-ヒ ドロキシメチル フル フラールは フル ク ト- スな どの六戊 群が非酸化的 に

分解 して生成す るこ と 6 ､ 六炭糖 とア ミノ願の反応 による褐変反応 におい

て も shlrTbaseを横て生成す るこ とが知 られてお り､ しょうゆ中にもその存荏
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が報il,されている ｡また､ しょうゆ中での化合物 1指姐と 1-ド-aC台盤

とのFElfu/rみたところ (n=1日 ､ そのItl関係数は 0.916であった｡ これ らから､

化IT物 lは )-f･-liCとM様の椎指で､ トリプ トファンと5-ヒドロキシメチ

ル ノル ノ'/-ルが付加反応の後輪合川Gtして乍成 したものと考えられる｡

しょうゆ中の化合柵Ⅰの含鼠は本魚道で 2.O〟£/●A､新式顔遇で 079LLg/

)且､ ア ミノ倍液dl合で 0.38JLg′■瓜と､ いずれも 1-J･-BCの台jJ丑の10倍

柁JfEであった｡ また､ その含量は本皮造 しょうゆが新式頗退､ アミノ酸混液 し

ょうゆに比べいずれも(.LGいこと､加熱により約2倍に増加することは, 1-F-a

CとfHJ様の傾向であった｡ このことは､フルフラールの生成のもととなる五炭

糖よりも5-ヒ ドロキシメチルフルフラールのJ生成のもととなる六炭糖の方が

しょうゆ中にfF在する鬼が多いことい によるものと考えられる｡ これら IIF

-1lC､ 化缶物 Ⅰ等のβ-カルポリン誘導体がbr)焦により容易に生成 されること

が､ しょうゆのdkGri倦ji処理､ 処理時の変舛LI貢活性が加熱により増加する-因

と巧え られる｡

しょうゆ中のMT('A､1-F-BCBよび化合物 t1-(5-hydrox川ethy12-

Fur)E)9r卜plr･Edo【3.11b〕Lndole(卜hydroxyFDeLhyI-ruryL-β-carbo日ne)(1-II

Ml/-r)ぐ)の乃 fltは判進方法により差が題め られ､ J6:火紫紺架からいずれも本

僧逓 しょうゆが新Jt:棚遊､ アミノ髄液(珪合 しょうゆに比べて/.'Eい含敬であった

ことか ら, これ ら物汗は醸造rfJに't成されると々えられる｡
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nJ7 5 ,1.''･: し ょ う ゆ 腰 造 り70) β - ブJ )レ 2jl, リ

ニ/Li角 芸々1/仁 o)′l=_JJjZと 伽 /I:JfJa)変 イヒ

しょうゆrPの変異原清作をIfするβ 一カルポリン誘専休(M rC八､ )-ド-Li

C､ 1-日.tlF-8C)の含牡は､ 本腰造､ 析JC価遇､ ア ミノ倍液ik台の脈で粧 卜

することか ら､ これ らは朗造 1-_招中にJと成 4.るものとJ,えられる｡ そこで､rR

崇等規模で化込､黙成さらに火入れを行ない､ 各適確 におけるその'll.戚の変化

について慨黙 した｡ また. 保fi中のこれ ら誘導体の′F城のメカニズムを知るた

めに､4.20,30℃ と温度真作をかえて探/I-して､ その変化の影耳を検｡寸した｡

5-1 実額Jf法

(1)試料

仕込､熟成

脱脂加工大豆､妙煎 した小Rを原料東鼠 1: 1で混合 し, 工機規模で横地懲

過 した｡ その 1kgに対 し 23‡食塩水 ).3DをhlLえて実崇'i!胤棚で仕込み､ 適お

顔選法(ます 30E]間は10℃で､ 次の 90ヒ川対は30℃で､ さらに 60日間は 25℃で､

火入れ

]80El問無成後の生瑠 しょうゆを三角フラスコに密封後､65℃で2時F'Jl加焦 し

た後､ さらに80℃で 1時間(A)､80℃で5時間(B)の 2真作で加焦 した後､急

冷 して火入れLJ:うゆとした｡

保存

市販の しょうゆは､池口本血道 しょうゆ5指摘､新式雅逓 しょうゆ4先帆
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ア ミノ憶液混合 しょうゆ 2拓柄 を用いた｡500Ld血褐色 ピンに詰め､ 逆光 して､

4,20,30℃で 60日間保存 した｡

加熱条作

がJ一平 に準 じた.

(2)試典

試兵はすべて市腰特級r,rluを用 いた.

(3)β-カルポ リン誘導体の定見

黙成通用 においては､30日ごとに諸味を携押後一部採取 し､ ろ過後ろ液を筑

紫溶液 とした｡ 火入れ しょうゆはろ過後 ろ液 を試験溶液 とした｡ これ ら試験溶

液 を用 いて第 3､ 4苛に準 じ定克 した｡

(4)戚接退元糖分の定見

(3)と同様 に調製 した試厳格液を用 いて､ しょうゆ試額法66Jに従 い､ フエ

ー リング ･レーマン ･シ ョ-ル法により定見 を行なった0

5-2 結果

5-2-1 取成､ 火入れ過権 におけるβ-カルボリン誘導体の生成

通淘離進法65 による熟成､ 火入れ過程でのβ-カルポ リン読谷体および直接

還元糖分の定且結果 を Table21に示す｡MTCA､llHMF-BCとも熟成

30E]Elではその生成は認め られず､ 熟成 60日目では じめて検出 された｡ その鼠
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は要集成解 -(時(180E]目)のそれぞれ 42.71､65tであった｡ ＼lTC八はその後

熟成 120日rほ でははは血相的に増加 し､ 以後の増加はわずかであった｡ - JJ

ト ーIMド-aCも熟成 J20日日まではははlIf規約にゆっくり畑加 してたが､鞭

成 120-150日にかけて急激に増加 した｡ これ らのことから､ MTC∧は穿fHJRの

中期に､ 1-llMド-BCは後脚Jにその人部分が′F_成されることがわかった｡ ま

た､ 熟成終 r後の火入れによって､ ＼trCA､ 1-日tlF-riCの含uはい寸一九

もさらに増加するが､ 砧没で長時間行なった瑚合の増加孝がI.占かった｡ 1-FI

BCは熟成中にはわずかに検出できる稚JgLか生成せず､ 火入れをすることに

より通常 しょうゆに含まれている俵(Table17､18､20)とr日日ノ柁度 となった｡

また､虚接遇元糖故は熟成 60-90日のI削 こ約 20X､更恭fJR 90-12DuのI"=:料

51の減少がみ られ, それ以後はほとんど変化がなかった｡

Table2) TheTorJaLIOnOrβ-Carbol)nederllatlVeSaridthechangeor
reducingsugardurlngLhcrerAenLatlOnOr SO〉SaLJCe

Fen)erLLatlOn 対TCA 1-トBC 1-rHF-BC reduclng

Le川 (da)) (Jig/mL)

30 n.d.
60 109.8
90 165.1
120 212.5
150 254.5
180 257.1

PasteurlZed
A

Sugll
(〟g/m)) (〟g/nl) (I

･
0
.-
-
3
7
8

321.4 0.日0
3599 0197

n.d. nonedeLected,tr trace
1.60℃2hr+85℃Jhr,a.80℃5hr
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5-2-2 β-カルポリン誘導休の保存中の変化

ネ雌退 しょうゆ5銘柄(.式料A～E)､新式醸造 しょうゆ4銘柄(試料 F一 日 ､

ア ミノ酸液混合 しょうゆ2銘柄(J､K)と製造方法の炎なるしょうゆを4,20,

30℃で60Ei保存 し､ MTCA､ 1-HMど-BC､ i-F-BC含且の変化を測定

した｡ 保存tPのMTCAは､本辞退 しょうゆが 528±81〟g/mDで､新式頗造 し

ょうゆが 293±58〟g/rDDで､ アミノ髄液混合 しょうゆが 】02±9JLg/mDで､ い

ずれの郵退方法の しょうゆも､ いずれの保存温度においても､ また､ 保存後に

加熱 した場合も､ MTCAの含鼠には大きな変化は認め られなかった｡

一方､ i-llMF-BCの含最は Table22に示すように､4,20℃で保存 したも

のでは大きな増加はないが､30℃で保存 したものでは保存前に比べ本細道 しょ

うゆが平均で約 17倍､ 新式報道 しょうゆが平均で約 1.6倍になった｡ しかし

なが ら.保存後にhlT熱処確を行なった場合の増加率は､ いずれの製造方法の し

ょうゆにBいても伽存温度がS.)'い擢低 くなってお り､30℃で保存 したものは加

熱 しても処理前に比べ大 きな相加はなかった｡

次に､ ト F-T3Cの含鹿の変化を Table23に,示す｡ 保存温度による増加事の

R:は大きくなく､30℃で保存 したものでは保存前に比べ本席題 しょうゆで平均

で約 14倍､新式醸造 しょうゆで平均で約 13倍になった｡ 11日MF-BCと

同様に 30℃で保存 したものは､加熱 しても処理前に比べ大きな増加はなかった｡

5-3 号黙

MTCAは トリプ トファンとアセ トアルデ ヒドが付加反応の後閉環紺合 した

ものであり､ 1-F-らCおよび 1-HMF-BCはそれぞれフルプラ-ルあるい

は 5-ヒドロキシメチルフルフラール(HMド)と トリプ トファンが付加反応の

後閉環輪合 し脱水源化したものであ り､ これ らはいずれも トリプ トファンとア
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Tab一e22 ChangeSOrL一州ト8C川 SO〉SatJCCdurlngStorageTt)r60da)s
and soysauceb〉heatlrISafterstorage

(JLg′■1)

berorestorage

Bran(i

Kolkuch)Shoyu(RegularrerJenLcd)
A notheated 1.7

ht】aLcd事 3.5

B JIOthcaLcd 29
heaLed* 4.6

C l10theated
heaLed書

D notheated
heated+

E notheated
heatcd+

KolkuchlShoyu(Sell-rerAented)
F notheated 0.g

heated* 27

G noLhcatcd O7
heat.cdf 22

H notheated
hcaLed*

I notheated
heated暮

aftersLoragp
Storagete)I)praLu川(℃)
1 20 30

08

卜6

08
2
.
0

EolkuchlShoytJ(legeLableproLe川 h)drohzedb)acldpLXed)

JFIOtheated0.
6

heated書0.
9

Eriotheated0.
2

hea
t

ed*0,
2

書
･120℃.
15lHrL
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Table23 CharlgeSOrトトBCorsoysaucedLIrlllgStorageFor60days
andsoySauceblheALlrtgAlLeJIStorage

(FLl/TL)
beforestorage

BranlJ

afterstorage
SLorageLel岬erature(℃)
4 20 30

KOlkucIHShoyu(Regularrcr■ented)
^ Mt.hcaLed 0.17 Dl7

heated+

fl nothcaLcd
he8ted♯

C nDLhcaLed
heaLed+

D JIOLheated
heated*

E nDLheated
heaLed事

034 035

0.31 032
040 048

0.1g 026
035 032

0.09 0)2
017 0.19

005 007
0.12 0.】2

kolkuchIShoyLl(Sell-rerLerLted)
F nothcAtCd 008

heaLed+ 021

G notllCaLcd 008
hcaLcd♯ D.18

H nothcaLed 00
hcaLcd* 01

1 notlleated 00
hcaLed+ DI

o
0

0
0

0
0

0
0

0
0

009 010 0ll
020 0.Ⅰ5 012

0(柑 009 0川
016 01Ll 0】3

006 006 0.09
0日 010 008

008 0.08 008
011 0.09 008

EolkuchlShoyLL(Vegetableprotelnhydroly乙edbyacldDIXed)
∫ notheated 0OJ

heAted+ 007

K notheated 001
heatedt 0.02

120℃.15Lln
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005 0.06 0.06
007 006 006

0.DL 0O2 0.02
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ルデヒ ドの反応により生成する｡ 摺壌 ら6 は トリプ ト77ンは諸味の撫成中に

901以上減少 し､残存 した トリプ トファンの 501近 くも火入れ工指で瀬少するこ

とを報告 している｡ 越山 ら6 アミノ酸は諸味になって急汝に溶出 し､ 仕込後 1

カ月を経過すると無成 した生絹 しょうゆ中に存在するアミノ酸の約 70!が摘出

すると述べている. また､ ぶどう糖などの遊鮮糖類は仕込初期から,/a教に増 し､

アルコール発群虚前に最高に通 し､ 以後､ 急激に減少することも報告されてい

る69｡一般的には､jt温顔進法では諸味温度が 30℃位に漣するとアルコール

発酵が起る6'Jとみなされている｡ 従って今回の実額条件では 30日以後､ アル

コ-ル発辞が起 り過元瀬見が減少 したと考え られる｡ これ らのことから､ lJ試料

中に含 まれているア ミノ摩､糖類が遜AEの状慾になる約 1カ月後か らMTCA

は生成が始 まるものと考えられる｡ また､ しょうゆ中に存在するフルフラール

類の大半はフルフラールで､ HMFおよびメチルフルフラールは通常 しょうゆ

中には存在せず､ HMFの多くは火入れにより2次的に生成することが報告さ

れている7"｡ 1-HMF-BCは熟成の後期､ 1-F-BCは火入れにより生成す

ることから､ 褐変反応により生成 したfIMFと トリプ トファンが反応 し生成す

ることが某付け られた｡ また､ llF-8Cも含めたβ-カルポ リン誘尋体が火

入れにより増加する串は､戎存する トリプ トファンが､ hlJ焦により生成 したア

ルデ ヒ ド類 と反応するためと考えられる｡ このようにβ-カルポI)ン類が しょ

うゆの熟成過程で生成 し､ さらに火入れにより増加することが判明 した｡

第 3､ 4発で､ しょうゆの加熱によりMTCAは増加 しないが､ 1-日Mド-

BCおよび 1-ド-BCは約 2倍 に増加することを述べた｡ 60日保存 したしょう

ゆで同様の加点処理をした結果, 本席遠､ 新式貞追 しょうゆでは保存温度が

30℃になると1-HMF-BC､ i-F-8Cは増加するが､ 保存 した しょうゆの

加熱による増加は保存温度が揃いほど少なかった. 各程度で保存 したしょうゆ

とそれ らを加焦 したしょうゆ中の 1-H.Wド-BCと LIF-BC含Jtの穏和は､

‥7日‥



いずれのサ ンプルでもはは77しいことか ら､ 保存 した しょうゆの 1-llMF-8

(と ト ト-Ji(1加熱による増加は雌造､ 火入れ中にすでにJf=_戚 していた1,2,3,

I-テ トラヒ ドロ休の脱,*オ反応 によってJf=_成 したもので､ 保〟中に新たに トリ

/トフ ′ンとアルデ ヒドの反応 によって/I成 したものはなかったと<え られる｡

また､MTC∧もテ トラヒドロ体であるが､非常に女定な化合物であるので､

加熱 してもハル /ンにはなりにくいものとJ3えられる｡
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素占.話も

食品や食品成分の安男原作に関する研究は. 変災原作の確期検d',誠の中でも

サルモネラ由を用いる ALeS法の開発に伴い､ 1970畔代の後半か ら進放 し､ その

成架も数多い｡ しか し､ これ らの研究の多くは､ 食.I.I,の成分を川いたモデル系

での変災原活性の検Lu､ 食.(.t.弟材IfTの変R.原作物門の険黙､ 侍哨な真作で加熱

処理 した食品の変舛[#捕性Tyを対袋にしたものである｡ 健全な食1･_Tl1を77む l

では､ これ ら既椎の研究に加えて､ EJ常の食.[.ll,のJJlEL･凋用過相での変ynJ誌惟

物質の生成のFIJ能代 についても検討 し､ 凋稚魚ll"'.の安食作を庶題することがLTt

安である. そこで､本題文では､l■es法を用いて､ 題確丘.L'.の全米WiT.ffi作をiM

定 し､ 変異原消作 と関係のある女弔凶{･を明 らかにするとともに, さらに､食

叫凶 子の中から変災原満作と関係があるとろえら九､ 日本人の点.;･に欠かすこ

とのできない伝統親疎料の一つであるしょうゆ中の変界原作物frの検紫および

それ らの加工 ･題理適用における苧助を明 らかにすることを目的として､ 詳細

に解析を行った｡

郡1程では､ 調理食品の変j-宅原晴代の兜DLにr対.iする食邪網(･を明 らかにす

るために､成人女子J遠点川に調製 した北川i缶良川調理食品の変災肝TFi作の検'i言

を SahOneJh t上地 lMrLut98(フレームシフト咋1)､S9存在下で手irJ:い､ 食品

糸材別. 食品成分別.調確方法別､諸味料 別のih田子と変米原捕作 との相関係

数を求めた｡ 変災原括作 と正の相関を示 した凶 Tは､ 岩村別では肉類､ 成分別

ではタンパク耳､ 胞ff､ 調確方法別では掃け物､ 調味料別では魚心､ 油､ しょ

うゆであることを明 らかにした｡ さらに､ タンパクf(作食品である魚類､ 肉類

の柘溢調理方法である焼き物､ 抄め物の変舛原油作を淵定 し､ 描け物とFF･]様に

砧い変発原活性が認め られること､ 題確中に用いたしょうゆ等の調味料が変邦

原招作の増加に槻 Lj･していること等を明 らかにした｡
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第 2顎では､ lfiJlTで凋Jg中に用いたしょうゆが変井原715作の党規に関 与す

ることが,T;唆されたので､日常の諸原条件ト. すなわち常虻加然(点沸､ 倍煉 )

ないし加lt'加熱処推 した瑚合の しょうゆの変男原r15位の変化を TA98､TAl00(也

堪荘換T.日の検山系を用いて検討 した｡ しょうゆを常圧で加熱 した堵合､液状鉢

分では T1100､S9非ll･在 fIの変災I,q.;病性の珊加が認め られたが､ 水分が蒸発 し

僻煉状懸に移行 してリ_成 したタ-ル様成分(hLT無煙凝縮物)では TA98､S9存在下

の変異IJ講晴代の州人が虐め られた｡ 倍焼状態で生成するタール様成分の TA98､

S9/(･在下の変舛IT.ミtti-作は. しょうゆにシヨ柵を疎加 して加熱すると抑制される

が､ ショ糖の沌加であらたに T1100での変災原活性が増加することが示 された.

これ らから､ しょうゆはhlJ焦粘度､ 共存物rfによって種々の変舛原作物質を生

成することが'Ji唆された｡ また､TALOO､591F-:存在下で変異原油性の増加が認め

られるbrl焦 しょうゆ冶液をイオン交換クロマ トグラフィで分車 したところ.加

熱 しょうゆ清液の安井原話作の 12がア ミノ酸を含まない酸性音分にあ り､ そ

の便作東分の活作は,k加焦 しょうゆ括液に比べて大きいことを､ つまり､ しょ

うゆを加熱することにより､変災原招作が増加することを明 らかにした｡

節3程では､TA川0､S9非存在下で,溜め られる しょうゆの変災Iji活性の加無に

よる増hllの安川を検Pltrするために､ しょうゆ中の変異lTii性物質あるいは変灘原

I-JTJJ駆物質として報'tL]されているβ-カルポリン誘導休の加熱による台風および

変災原清作の変化を検討 した｡ しょうゆを加焦すると､ 亜硝酸処理 していない

噂合の変井原清作は､ 本感進 しょうゆのみで約 1.2倍に増加 したが､ 新式辞退､

ア ミノ軽薄浪合 しょうゆでは, 大きな変化が認め られなかった｡ ところが､加

焦 したしょうゆの亜研磨処理後の変異原活性は､ 本頗造で L.6倍に､ 新式盛遇

で 1.7倍に､ア ミノ恨液混合で2倍に増加 した｡ 一方､ しょうゆ中の変異原作

物汗の 1つである 11rur)トβ-carboIJne(1-ど-BC)は､ R加熱 しょうゆ中の

含巌が 本朝追 しょうゆ>新式醸造 しょうゆ>ア ミノ酸液LK合 しょうゆの帳序で
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拓 く､ 恩もなかった本雅連でも1■&当り平均 0.L6LLgと散見である机 いずれ

の製造方法の しょうゆも加焦により約2倍に増加 した｡ また､ 東別府で私用す

ると変異原活性 を示す JIPethyl-I.:,3,4teLrah)dro-carboJLne-3-carbol〉11C

acid(MTCA)は､ しょうゆ中の含且が 本d迭 しょうゆ>新式頗退 しょうゆ>

ア ミノ酸液混合 しょうゆの瀬序であり､ それぞれの含Rはネ頗Riで llA当り平

均 486JLg､新式顔遇で平均 252LLg､アミノ便破く公告で平均 127FLgであり､ い

ずれ難逓方法の しょうゆにおいても加熱 によりその台風は変化 しなかった｡ し

ょうゆ中のMTCAの合点は､1-F-aCに比べて拓 く､ 各聯退JJa=の しょう

ゆとも､ 亜硝酸処理後の束加焦 しょうゆの変米原清作の 15-201を､～tTCA

によって説明することができた｡

節4輩では､ しょうゆ中より新たに変異原晴代を石するβ-カルポリンはさ

休を単だ して､ IR､ IVIS､ h'MR分析を行なって､ その綿遇 を 日 -(5-

hydroxy)ethy12-fur)日 9汀-p〉r)do【3,4-b]lndole(1-h)drox)-IeLhyL-TuryL-
β-carbollDe)】(1-rlMF-BC)と同定 した｡ このii尋休の変井原捕作は､

TAl00､S9非存在下で亜硝酸Ll処理時 2mS reVerLarLtS､亜硝較処理後 L5

HIS̀revertantsであった｡ この誘導体の兼加熱 しょうゆ中の舎兄は､J6横道 し

ょうゆ>新式が造 しょうゆ>アミノ酸液混合 しょうゆの僻序で(.古かった｡ その

含JIは､本類逓 しょうゆでは 1■瓜当り 2.0〟gで､ いずれの製退h法の しょう

ゆも加焦により約2倍に増加 した｡ しょうゆの東研醸処理前および何処用後の

変異原活性が加熱により増加する一因として､I-F-aC､ 1-日MFIBCな

どのβ 一カルポリン誘導休が加焦により生成することが考えられ た｡

胡5章では､ 3､ 4車でしょうゆ中の変異原物flとして検討 した3種のβ-

カルポ リン誘専休は､ いずれも本鹿追に多く含まれていたので､ その起源を知

るために､ 実崇室規模で しょうゆを康遺 し､ 熟成､火入れ､ さらに保存rPのこ

れ ら讃斗体の挙動について検討 した｡MTC∧は撫成の中期に､1-HMド-B
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Cは牲畑にその人部分が生成されるが､応終的には黙成後の火入れによって､

3確の誘j#体はいずれも通常 しょうゆに含まれているのと同 じ確度の含見とな

った｡ また､ 保存中には トリプ トファンとアルデ ヒドとのアミノ-カルポニル

反応によって､ これ ら崩尊体は新たに′FI成されないことが示唆された｡ これ ら

か ら､ これ らβ -カルポ リン誘尊体は熟成､ 火入れという雄途工程中にア ミノ

ーカルポニル反応によって生成 されることが明 らかになった｡

以 t･､ r]常よく食べ られる月理食品の変異原繕性の発現困 tの一つは､ タン

パクだ惟食品の招け物､焼き物､妙め物等の蒔詣加熱調理であること､ また､

讃確の際に用いられるJg味料の しょうゆが食品の変災原7.5性の増大に関与 して

いることを明 らかにした｡ さらに､ 日本の伝統調味料の一つである しょうゆに

往ElL検け寸したところ､ 加熱操作条件および共存物男によって､席JIの変異原

催物fIをJi成することが明 らかになった｡ 特 に､ しょうゆ中の変井原性物FB

よび前駆物質であるβ-カルポ リン誘き体の加焦および亜硝酸処理後の変化を

見たところ､アミノーカルポニル反応で容易に生成するii専件が加焦により増

加 し､ 髄鞘麟処用後の活性も増大することを明 らかに した｡ なお､ 本実額に用

いた塵肺僚処理時の岡渦度は がOd皮にして､約 2000pp-であり, 同iA度 250

pp■以下では しょうゆの変災原晴化の雌羊な増大は記め られないこと､通常人の

唾絶やのl-Jl渦度は 100ppJを越えないことを考慮すると､ 極端な加熱の場合を除

けば､ 加鉄によるしょうゆの変井原消化の増大は安全性を著 しくBぴやかす程

の レベルではないと考えられる｡

すなわち､ 血生痛の安食を考える上において､ 食llrlHの調理過程中に安男原催

物耳がqJ成するのを抑制するためには､特にタンパクfl性食品は焼き過 ぎない

こと. また､ 調味料 としてしょうゆ､ みそ等のア ミノ鯉の多い食品および糊を

蕗加する加燕訴理拙作では､ ア ミノーカルポニル反応が進行 Lやすいので､過

度の加焦および倍焼状態を避けることが望ましいと考えられる｡ なお､ 今後､

ィ31-



しょうゆに糖を経加すると変米原活性によっては低下する勘合があり､ 食品の

組み合せによっては､加工 ･講理過程中に変米原催物f(のJf.成抑制､ 変児原性

を抑制する物質の生成が起こり得ることも示唆されたので､ さらに多くの食品

を組み合せる勘合について､Jm上 調理油柁lトの要用広子性物frの消滋を検蘇Tす

る必要があると考えられる｡
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