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1.は じめ に

1980年以降,わ が国の死亡病因の第一位はがん

であり,そ の原因の約40%は 動物性脂肪摂取量の

増加など食生活に負うと推定されているi)。こう

した食生活面におけるがんの予防対策 として野菜,

果実など植物性食品の有効性が疫学的にも立証 さ

れつつあり2>,米国国立がん研究所が中心になっ

ていわゆるデザイナーフーズ計画が進行中である。

この研究プロジェク トには野菜の発がん予防効果

の評価,有 効成分の特定,そ れらの野菜あるいは

有効成分を利用した食品の開発などが主要目的と

して含 まれている3,4)。このデザイナーフーズ計

画でも発がん予防効果が期待されているアブラナ

科野菜類は共通してグルコシノレー トと呼ばれる

芥子油配糖体 を含有し,そ の分解生成物である芥

子油類には発がん予防の可能性があることが指摘

されている3,4)。これ まで,芥 子油の内,ベ ンジ

ル芥子油はラットにおける発がん抑制効果5)が確

認されており,ま た,そ の他の芥子油にも,が ん

細胞の増殖抑制作用6),発 がん抑制酵素である第

二相薬物代謝酵素の誘導能7,8)などが報告されて

いる。アブラナ科野菜はわが国の年間野菜生産量

の約40%を 占める主要野菜であり,生 食,煮 物の

ほか,漬 け物などの加工品の形で消費されている。

そこで,本 研究では,い くつかのアブラナ科野菜

類について,第 二相薬物代謝酵素の一つであるキ

ノン レ ダ ク ター ゼ(NAD(P)H:(quinone

acceptor)oxidoreductase:以 下,NQO1)活 性

の誘導能を検討し,こ れ らの野菜の有用性に関す

る知見を得ようと考えた。

NQO1は 種々の親電子性化合物などが体内に

取り込 まれた時に肝臓などの器官の細胞において

誘導される酵素であり,キ ノン類の2電 子還元を

触媒することによりキノンラジカルや活性酸素の

細胞内生成を防止し,こ れによって細胞の酸化ス

トレスの緩和,細 胞毒性の消去,細 胞内レドック

スサイクルの正常な機能の保持などを発揮するこ

とから発がん抑制機構に関与する第二相薬物代謝

酵素 と考えられている8)。したがって野菜成分に

よる本酵素活性の誘導能を比較検討することは野

菜の生体防御機能及び活性成分の食品加工への応

用の観点から重要であると考えられる。本研究で

は,誘 導モデルとしてマウスの肝臓がん細胞であ

るHepalclc7と その変異株であるHepalclc7

BPrC1(ベ ンゾピレン耐性株)を 用いた。

皿.NQO1誘 導条件の検討

NQO1の 誘導能 はマウス肝由来細胞,Hepal

clc7とそのベンゾピレン耐性変異細胞,Hepal

clc7BPrC1(い ず れ もlnstituteofFood

Research,NorwichLaboratory,UKよ り分譲

された もの)を 用いて検討 した。 これ らは,

NQO1誘 導能が高 くかつ安定しているため,し

ばしば使用されている細胞である9・1°)。また,陽

性誘導因子として,a一 ナフトフラボン(BNF)

及びtert一ブチルヒドロキノン(BHQ)を 使用し

た。まず,誘 導の最適条件を検討する目的で培地

中の牛胎児血清濃度と活性炭処理がNQO1誘 導

活性に及ぼす影響,次 いで誘導因子 と細胞 との接
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触時間がNQO1誘 導活性に及ぼす影響を検討し

た。

(1)細 胞の前培養と薬剤処理法

Hepalclc7及 びHepalclc7BPrC1は いず れ

も5.0～10%牛 胎児血清,100U/mlの ペニシリン

G,100μg/mlの ス トレプ トマ イシンを含 む

MEM培 地中で3～4日 間,5%炭 酸ガス中,

37°Cにて培養後,そ の10,000cells/180μ1ずっを

96穴マイクロプレー トに播種 した。BNF(最 終

濃度:0.05～0.4μM)及 びBHQ(最 終 濃度:

2.5～10。0μM)は ジ メチ ル スル フ ォ キシ ド

(DMSO)に 溶解 し,プ レー ト内培 地 中 の

DMSOの 最終濃度が0.1%以 下になるように上記

培地にて希 釈して20μ1ずっ添加 した。活性 炭

(Sigma社 細胞培養試験用)処 理は市販牛胎児

血清(Gibco社)に1%(w/v)に なるように添

加後,室 温下90分撹拝した。これを無菌濾過し,

上記培地組成 となるように使用した。

(2)細 胞の増殖に及ぼす牛胎児血清の濃度

及び活性炭処理の影響

活性炭処理 または非処理の牛胎児血清を5.0

～10 .0%含 有するように添加した培地における細

胞の増殖を比較するために,各 細胞を5日 間培養

し,24時 間毎に細胞をクリスタルバイオレットに

より染色した。細胞をリン酸緩衝液(PBS)に

て洗浄後,50%エ タノールで抽出される色素濃度

を610nmで 測定した9)。

(3)NQO1誘 導に及ぼす血清の活性炭処理

及び薬剤処理時間の影響

活性炭処理及び非処理の牛胎児血清10%を 含む

培地を用い,BNFに よるNQO1活 性の誘導及び

BNFと 細胞 との接触時間(1～48時 間)に よる

NQO1誘 導活性を比較した。播種細胞数,前 培

養条件は上述の通 りである。

(4)NQO1誘 導活1生の測定法

NQO1誘 導活性はProchaskaら8)の 方法に従

って行った。すなわち,各 細胞を含むマイクロプ

レー トから培地を除去し,PBSで 洗浄後,0.8%

ジギ トニン溶液を75μ1ずつ加えて室温下20分 ロ

ータリーシェーカーにて撹拝することにより細胞

を破壊した。各20μ1ずつを別のプレー トに移し,

BCA法11)に より蛋白質濃度 を測定する一方,残

りの細胞破壊物に発色試薬(メ ナジオン,MTT,

NADPH,FAD,グ ル コースー6一リン酸,Tris-

Cl緩衝液及びグルコースー6一リン酸デヒドロゲナ

ーゼの混合液)200μ1ず つを加え
,室 温下5分 後

に0.3mMジ クマロールを加えて反応を停止 させ,

直ちにマイクロプレートリーダー(590nm)に て

発色した青色を測定した。この青色は基質である

メナジオンが誘導されたNQO1に よりメナジオ

ールに還元される反応に連動してMTTが フォ

ルマザン色素に酸化される結果として生じる。従

って,こ の青色を比較することによりNQO1活

性を比較できる。以上のNQO1活 性測定原理を

模式的にFig.1に 示す。

(5)結 果及び考察

細胞の増殖に及ぼす牛胎児血清濃度及び活性炭

処理の影響について検討した結果をFig.2に 示す。

Hepalclc7は 活性炭非処理の血清では5%濃 度

でも十分に増殖し,10%血 清の場合と大きな差異

は見られなかったが,活 性炭処理した血清では10

%含 有培地において活性炭未処理区の増殖に比べ

ると約半分程度の細胞数にしか増殖 しないものの

良好な生育が認められた。 これに対 して,変 異細

胞であるHepalclc7BPrC1株 では活性炭処理区,

非処理区 とも,野 生株であるHepalclc7の 増殖

よりその速度は野生株の半分程度であり,増 殖に

時間を要するこ とが明らかになった。次 に,

BNFを 陽性誘導因子 とした時のHepalclc7に

おけるNQO1誘 導に及ぼす薬剤処理時間の影響

をFig.3に 示す。図に見られるように,BNFと

細胞 との接触時間が12時間以下では誘導レベルは
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Fig.lPrincipleofQuinonereductase(QR)-assa}一

G-6-Pi:Glucose-6-phosphate;6-PiG:6-Phosphogluconate;

G6PDH:Glucose-6-phosphatedehy-drogense.

Fig2EffectsofCharcol-treatmentontheGrowthofHepalcic7andHepalclc7PPrC1

(A),Growthinmediumcontainingnon-charcol-treatedfetalcalfserum(FCS).

(B),Growthinmediumcontainingcharcol-treatedfetalcalfserum(FCS).
Symbols:△,5%FCS;:,7.5%FCS;○,10%FCS;forHepaIclc7;×,10%FCS;forHepalclc7BPrCl

Fig.3EffectofBNF-TreatingTimeontheNQOI-induction

Treatingtime:O,lh;D,3h;十,6h;　 ,12h;O,24h;

▽,48h,

Medium:Containing10%Charcol-treatedfetalcalf

cerum.

低 く,最 大誘導活性の35～50%程 度しか誘導され

ない。また24時間処理区と48時間処理区における

誘導レベルにはほとんど差異が見 られなかった。

このことから,NQO1誘 導実験に当たっては試

料と細胞との接触時間を少なくとも12時間以上 と

する必要がある。一方,Fig.4に 示すように,牛

胎児血清の活性炭処理の有無によるNQOI誘 導

の差異を見 ると,活 性炭処理区においてNQOl

活性の誘導がコントロール(誘 導因子を含まない

試験区)に 比べて明らかに高いレベルになってお

り,活 性炭非処理の血清を含有する培地では,上

述のように増殖はすみやか且つ高いレベルまで進

むがNQO1の 誘導は低いことがわかる。これは,

活性炭非処理区では血清中の何らかの因子により

コントロール区の誘導そのものが起こっており,

このため,試 料添加区との差異が小さくなったた
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Fig.4EffectofCharcol-treatingoffetalcalfserumonthe

¥QCII-inrinrtinninHPanlrlr%

Media:　 ,10%charcol-non-treatedFCS;O,10%

charcol-treatedFCS

めである。これらの結果から,培 地に添加する牛

胎児血清は活性炭処理により誘導を検出しやすく

なることが明らかになった。そこで以下の実験で

は血清は全て活性炭処理し,培 地中の濃度は10%,

試料との接触時間は実験の都合上12時間の場合と

差が見られなかった24時間とする条件を使用する

ことにした。

皿.Hepalclc7細 胞 とHepalclc7BPrC1

細胞 におけ るNQO1誘 導パ ター ンの確 認

NQO1の 誘導因子には,Monofunctional及 び

Bifunctional誘 導因子の二つのタイプが知 られ

ている11)。前者は直接的にNQO1遺 伝子のプロ

モ ーター領 域 に存在 す るARE(Antioxidant

responsibleelement)に 作用 してNQOI遺 伝子

を発現させて酵素を誘導するものでBHQの ほか

芥子油類もそれに含まれると考えられている。 こ

れに対して後者は細胞内のAhレ セプターを介 し

て代表的な第一相薬物代謝酵素であるP-450遺 伝

子を発現させ,誘 導されたP-450に よる代謝を経

て形成され る代謝物がAREに 作用してNQO1

遺伝子 を発現 させるもの とされている。上述の

BNFは その代表的化合物である。Hepalclc7

はいずれのタイプの誘導因子によってもNQO1

を誘導で きるが,Hepalclc7BPrC1はAh一 レ

セプター欠損株であるため,Monofunctional誘

導因子によってしかNQO1を 誘導できない12・13}。

そこで,本 実験で使用する両細胞がそれぞれ正常

に誘導因子に応答できるかどうかを確認する必要

があった。

(1)実 験方法

NQO1の 誘導活性 は,上 記設定条件により測

定 した。陽性誘 導 因子 にはBNF(0.05～0.4

μM)及 びBHQ(2.5～10.O,uM)を 使用した。

Hepalclc7は 約10,000cells/well(200μ1),

Hepalclc7BPrC1は 約25000cells/wel1(200

μ1)と した。変異株の播種細胞数を大き くした

理由はこの細胞が上述のように増殖速度が遅いた

め,試 料との接触24時 間でHepalclc7と ほぼ同

等な細胞数になるように配慮したためである。

(2)結 果及び考察

得 られた結果をFig.5に 示す。ここに見 られる

ようにHepalclc7で はMonofunctiona1誘 導因

子であるBHQとBifunctiona1誘 導因子である

BNFの 両方 によ りNQO1が 誘 導 されるが,

Hepalclc7BPrC1で はBHQに よっ て の み

NQO1が 誘導されることが観察された。これら

の結果から,本 研究で使用する両細胞は正常に機

能し,試 料中の誘導因子のタイプの区別において

利用可能であることが確認できた。

】V.野 菜抽出物,芥 子油類及びフラボノイ ド

類のNQO1誘 導活性の比較検討

以上の検討に基づき,比 較的消費量の高いダイ

コン(根),キ ャベツ(葉),カ ブ(根)を 用いて,

それらのメタノール抽出物を調製 し,そ れ らの

NQO1誘 導活性を比較するとともに,ア ブラナ

科野菜の特有成分成分である芥子油類を用いて

NQO1酵 素誘導活性 を比較 した。またこれ らの

野菜にはケルセチンなどフラボノール類も含まれ
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Fig.5NQOI-inductionwithBNFandBHQinHepalcic%(　 )andHepalclc7BPrC1(+) .

るこ とか ら,関 連 フラボノイ ドにつ いて も

NQOI誘 導活【生を検討した。

(1)野 菜試料の調製

野菜はマーケットか ら購入 し,直 ちに,(1)新

鮮野菜をそのまま液体窒素中に浸して凍結後,粉

砕 して凍結乾燥,(2)新 鮮野菜にごく少量の水を

加えてミキサーにてホモジネー トとし,そ のまま

室温下で2時 間放置して自己消化後,凍 結乾燥,

の2種 類の処理を行った。各凍結乾燥物は電動ミ

ルで微粉末 とし,使 用時まで一80℃にて保存 した。

乾燥微粉末試料の0.5gを25mlの80%メ タノール

にて3時 間,室 温抽出 し,ガ ラスフィルターで濾

過し,次 いで濾液 をロータリーエバボレーターに

てメタノール を除去後,凍 結乾燥した。 ここに

DMSO2.Omlを 加えて溶解 させ,不 溶物 を遠心

分離(15000rpm,10分 間)に より除去 して得ら

れた上清をNQO1誘 導活性の測定に用いた。

(2)芥 子油の調製

使用 した芥子油(Fig.6)は,3一 ブテニル(3

BITC),4一 ペンテニル(4PITC),3一 メチルチオ

プ ロピル(3MTP),4一 メチル チオ ブチル(4

MTB),5一 メチルチオペンチル(5MTP),ベ ン

ジル(BzITC),2一 フェネチル(PEITC)芥 子油

の7種 類の合成14)品とダイコンから調製15)した4

一メチルチオー3一ブテニル芥子油(MTBI)の 計

8種 類である。これらは広 くアブラナ科野菜に分

布する芥子油として知られている14)。これらはシ

リカゲルカラムクロマ トグラフィー15)により純度

F5g.6StructuresofFlavonoidsandIsothiocyanatesUsedinThisStud}一
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97%以 上に精 製 した。

(3)フ ラボ ノイ ドの調 製

使 用 した フラ ボ ノイ ド類(Fig.6)は,ガ ラ ン

ギ ン(3,5,7-trihydroxyflavone),ア ピゲ ニ ン

(5,7,4'-trihydroxyflavone),ケ ンフ ェ ロ ー ル

(3,5,7,4'-tetrahydroxyflavone),ケ ル セ チ ン

(3,5,7,3',4'-pentahydroxyflavone),ミ リセ チ

ン(3,5,7,3',4',5'-hexahydroxyflavone),

(±)一 タ キ シ フ ォ リ ン(3,5,7,3',4'-pentahy-

droxyflavanone),(十)一 カ テキ ン(2R,3S-3,5,

7,3',4'-penta-hydroxyflavane),(一)一 エ ピ カ

テ キ ン(2R,3R-3,5,7,3',4'-pentahydroxy-

flavane)及 び ケルセ チンの3位 一配 糖体,す な わ

ち,ア ビ キ ュ ラ リ ン(quercetin-3一 α 一L-

arabinofuranoside),ケ ル シ トリン(quercetin-

3-rhamnoside),イ ソケ ル シ トリン(quercetin-

3-glucoside),ハ イ パ リ ン(quercetin-3一 β一

galactoside),ル チ ン(quercetin-3-

rutinoside),quercetin-3,4-diglucoside及 び

quercetin-4'-monogulucosideの8種 類 を用 い

た。 これ らの内,最 後 の2種 はタ マネ ギか ら調

製16)し,純 度90%以 上 に精製 した。 これ ら以外 は

全 て市販品 を用 いた。

(4)NQO1活 性 の測定

NQO1活 性 は上述 の 条件 で 測定 し,誘 導 活 性

は便 宜上,凍 結乾燥 物0.5g当 た りで比較 した。

(5)結 果及 び考察

Table1に 野 菜試 料 の 自 己消 化 の有 無 に よる

Tablei ¥QOI-inducibilityofCruciferousVegetablesin

Hepalcic7

a)ExpressedastheratiooffiQplspecificactivity-bets°een

thesamplesandcontrol.

Hepalclc7に おけるNQO1誘 導結果を示す。

ダイコンとキャベツでは自己消化後の誘導活性が

自己消化させない場合より著しく上昇 し,ダ イコ

ン組織の破壊に伴い,酵 素的に誘導因子が生成す

ることが示唆された。これに対 し,カ ブでは自己

消化の有無による誘導活性の上昇における差異は

ほとんど見られなかった。キャベツは組織の破壊

により内在する芥子油配糖体分解酵素であるミロ

シナーゼにより,ア リル芥子油の他に3-MTP

及び4MTBの2種 の ω一メチルチオアルキル芥子

油が主成分として生成することが知られている17)。

カブの場 合は,3-BITC,4-PITC及 びPEITC

の3種 が主に生成する14)。一方,ダ イコンに生成

する芥子油は大半がMTBIで あり,こ れ以外の

芥子油は量的にきわめて少ない'8)。これらのこと

を考慮して芥子油のNQO1誘 導活性を比較検討

した。その結果をTable2に 示す。ここに見 られ

るように,芥 子油の中では3-MTP,4-MTB及

び5-MTPの ω一メチルチオアルキル芥子油が

いずれも他の芥子油より高いNQO1誘 導活性を

示し,ベ ンジル芥子油 も比較的高い誘導活性 を示

した。 また,ダ イコ ンの主辛 味成 分で あ る

MTBIもPEITCと ほぼ同等の比較的高い誘導能

を有することが認められた。これらに対して,カ

ブの主要芥子油である3-BITC及 び4-PITCの

Table2EffectsofIsothiocyanatesontheNQOI-induction

a)ExpressedastheratiosbetweelltheNQOIspecificacti-

vitiesofthesamplesandthatofcontrol.

Thespecificactivit}-ofthecontrolrangedfromO.56to

O.64μmol/mg/min.

b)Doseoftheisothiocyanates,andthevaluesdenotetheir

finalconcentrationinthewells.
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NQO1誘 導活性は低かった。これ までプロッコ

リーに含まれる4一メチルスルフィニルブチル芥

子油は強いNQO1誘 導活性を有することが報告

されている19)が,このことと上述の結果 とを考え

合わせるとメチルチオ基を有する芥子油は本酵素

の誘導能が他の芥子油より高いことが強く示唆さ

れる。ベンジル芥子油の誘導能は高いにもかかわ

らず,こ の芥子油はクレソンなどを除いてわが国

で消費されるアブラナ科野菜にはほとんど含有さ

れない。以上の結果か ら,カ ブのNQO1誘 導活

性が低かった理由はおそらく,主 要芥子油が誘導

活性の低い3-BITCと4-PITCで あることに加

えて,こ れらの自己消化により生成した濃度 も誘

導するには低すぎたことが考えられる。キャベツ

及びダイコンにおいて,自 己消化後のNQO1誘

導活性が著 しく上昇したのは,自 己消化過程で誘

導能が高 くかつこれらの野菜の主要芥子油である

3-MTPと4-MTBあ るいはMTBIが 生成した

ことに起因するものと思われる。

次に,こ れらの野菜に含まれるケルセチンとそ

の類縁化合物であるフラボノール,フ ラバノール,

フラバン及び各種ケルセチン配糖体の誘導活性を

比較検討した。結果はFig.7に 示す通 りである。

両図に見られように,7種 のフラボノイドのアグ

リコンの中では,特 にガランギン,ケ ンフェロー

ル,ケ ルセチンの3つ が高いNQO1誘 導活性 を

示した。このうち,前2者 は5μMの 濃度でコン

トロールの2倍 程度まで誘導活性を上昇させたが,

ケルセチンは7.5μM以 下ではほとんど誘導せず,

10μM以 上の濃度で急激に活性が上昇する誘導パ

ターンを示した。また,8種 の配糖体の中ではケ

ルセチンー4'一モノグルコシドのみが誘導活性を有

し,こ れ以外の配糖体はほとんど誘導能を示さな

かった。これらの結果から,フ ラボノイド類のう

ち,3位 に水酸基を持たない(ア ピゲニン)か2

位,3位 間の結合が飽和型のフラバノン(タ キシ

フォリン)ま たはフラバノール(カ テキン及びエ

ピカテキン)に はNQOI誘 導活【生は無いかあっ

てもきわめて弱いことが明らかになった。 また,

3位 に糖を結合した3一配糖体 も全て誘導能を消失

していたことから3位 の水酸基の存在がNQOl

誘導において最も重要な役割を演じていることが

・強く示唆された。

V.芥 子油とフラボノイドのNQO1誘 導に

おける相乗的作用

上 記の検 討 によ り,ア ブ ラナ科野 菜中の

NQO1誘 導活性因子 は芥子油類 とケルセチンな

Fig.7:VQOIInducibilityofFlavonoids(A)andQuercetinglucosides(B).

(A)▽Kaempferol口GalanginOQuercetin△Apigenin

田Myhcetin国Taxifolin十Catechin-,;;Epicatechin

(B)OQuercetin-4'-glucoside△Quercetin-3,4-glucoside▽Quercetin-3-galactoside◇Quercetin-3'-rhamnoside

口Quercetin-3-91ucoside田Quercetin-3-arabinoside+Quercetin-3-rutinoside
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どのフラボノイドであることが明らかになった。

そこで,次 に芥子油とフラボノイ ドが共存した条

件でNQO1の 誘導能が どのようになるのかを明

らかにするための検討を行った。通常,こ れらの

成分は同時に摂取されることから本検討は重要で

あると考えられた。そこで,以 下では芥子油とし

て水存在下でも安定性が高い2一フェネチル芥子油

(PEITC)と 代表的なフラボノイ ドであるケル

セチンを用いて各種濃度の組み合わせ条件下にお

けるNQO1誘 導活性を検討した。

(1)試 料の調製と組み合わせ

PEITC,ケ ルセチンはいずれもDMSOに 溶解

し,最 終濃度が0.1～7.5μMに なるように細胞に

作用させた。また,両 者の1:1混 合物も調製し

た。

(2)NQO1誘 導活性の測定

NQO1活 性 は,Hepalclc7及 びHepalclc7

BPrC1の 両細胞 を使用して上記方法 により測定

した。

(3)結 果及び考察

まず,両 細胞におけるPEITCと ケルセチンの

誘導パターンを確認した。両化合物は異なる誘導

パターンを示した。すなわち,PEITCは 野生株

で あ るHepalclc7細 胞 と変 異 株 のHepa

lclc7BPrC1の 両方においてほぼ同等にNQO1活

性を誘導し本芥子油が上述したMonofunctiona1

誘導因子であることが確認された。一方,ケ ルセ

チンは最終濃度7.5,uMで 野生株での弱い誘導が

見られたが,変 異株ではほとんど誘導が認められ

なかった。ここには示していないがケルセチン濃

度を最終20uM間 で増大させた場合でも変異株 に

おける誘導活性の上昇は30%程 度(野 生株では

200%)で あったことからケルセチンはどちらか

と言えばBNFと 同様にbi-function誘 導因子で

ある可能性が示された。次に両化合物の1:1混

合物によるNQO1誘 導活性を各化合物単独のそ

れ と比較 した結果をFig.8に 示す。両化合物の共

存条件下では野生株において有意に誘導活性の上

昇が見 られ,芥 子油 とフラボノイ ドは相乗的 に

NQO1の 誘導活性を増大させる作用を有するこ

とが示唆された。しかし,変 異株ではこのような

相乗的作用は見られなかった。上述したように,

変異株はBifunnctional誘 導因子にとって必須の

Ahレ セプターを欠損している。このため,変 異

株ではBifunnctional誘 導因子と思われるケルセ

チンが機能せず,芥 子油のみの誘導作用になって

しまっていると考 えられる。これに対 して,野 生

株では両タイプの誘導因子が機能するため,相 乗

的に誘導活性の上昇が起 こったものと思われる。

哺乳類の臓器におけるNQO1遺 伝子発現 には

Fig.BSynergisticEffectofPhenethylIsothiocyanateandQuercetinontheInductionofNQOl

inHepalcic7andHepalclc7BPrC1.

v,SoledoseofPEITC;　 ,soledoseofQuercetin;O,mixture(1:1)

(A):ResponseinHepalcic7;(B):responseinHepalclc7BPrC1.
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Ahレ セプターが備わっていると考 えられてい

る2°)ことから芥子油とフラボノイドの相乗的誘導

作用は有用な知見 と言える。

VI.ダ イコン芥子油の反応生成物のNQO1

誘導活性

ダイコンの芥子油(MTBI)は 水存在下ですみ

やかにFig.9に 示すように3一ヒドロキシー2一チオ

キソピロリジン(HMTP),3一 メチルチオメチレ

Fig.9FormationofHMTP,MMTPandMBDTCfrom

MTBI

ンー2一チオキソピロリジン(MMTP),メ チル4一

メチルチオー3一ブテニルジチオカーバメー ト

(MBDTC)及 び そ の 飽 和 型(MB(sat)

DTC)に 変換されることが明らかにされてい

る21,22)。上記のダイコン自己消化後のNQOI誘

導活性の上昇は生成するMTBIに 起因すると考

えられるが,同 時にMTBIの 水存在下での上記

反応生成物による可能性も考えられた。そこで,

これ らの反応生成物のNQO1誘 導活性を確かめ

るための検討を行った。

(1)MTBIか らの反応生成物の調製

ダイコンか ら調製したMTBIを 既報22)に従っ

て緩衝液中で反応 させ,純 度98%以 上のHMTP,

(E,Z)-MMTP(E:Z=2.8:1.0)及 び(E,

Z)-MBDTC(E:Z=1.7:1.0)を 得た。これ

らを最終濃度2.5～20μMに なるようにDMSO

に溶解し,供 試した。

(2)NQO1誘 導活性の測定

NQO1誘 導活性は上述 の方法 により,Hepa

lclc7を 用いて測定 した。

(3)結 果及び考察

ダイコン芥子油から水の存在下で生成するチオ

Fig.10NQOIInducibibleActivitiesoftheReactionProducts

fromRadishIsothiocyanate(MTBI)
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キソピロリジン類(HMTP,MMTP)及 びジチ

オカーバメート類(MBDTC,MB(sat)DTC)

のNQO1誘 導活性を検討 した結果をFig.10に 示

す。図 に見 られるように,主 要生成物で ある

HMTPは20μMま での濃度ではほとんど本酵素

の誘導活性を示さなかったが,HMTPの3一 ヒド

ロキシメチレン基が3一メチルチオメチレン基に

なっているMMTPで は2.5μM以 上で コントロ

ールの2倍 近い誘導活性の上昇が認められた。 ま

た,両 ジチオカーバメー トは著しく誘導活性を上

昇させることが明らかになった。 これらの化合物

は,ダ イコンおろしなどに生成することから,ダ

イコンの自己消化成分にも含まれ,同 じく誘導活

性 が認 め られ た 芥子 油(MTBI)と と もに

NQO1の 有力な誘導因子とな り得ることが強 く

示唆された。ダイコン辛味成分 とその関連化合物

によるNQO1誘 導に関する知見は本研究が最初

であることを付記 したい。

V皿.ま と め

発がん抑制第二相薬物代謝酵素であるNQOl

の誘導活性をアブラナ科野菜及びそれらに含まれ

る芥子油,フ ラボノイドを用いて検討した。本研

究で使用 したマウス肝臓がん細胞であるHepa

lclc7と その変異株,Hepalclc7BPrは 各種食

品中のNQO1誘 導因子の一次スクリーニングに

有用であること,そ の場合,培 養条件 として牛胎

児血清を活性炭処理することにより検出感度が増

大することが明 らかになった。 さらに,芥 子油類

はいずれもNQO1の 誘導活性を有するが,特 に

ω一メチルチオアルキル(ア ルケニル)芥 子油で

ある3MTP,4MTB,5MTP,MTBIは 高い誘

導能 を有することが確認された。これらの芥子油

を主成分 として含有するキャベツやダイコンは本

酵素活性の誘導能を有する。芥子油の生成機構は

芥子油葉糖体であるグルコシノレートが酵素ミロ

シナーゼにより加水分解 されて生成する。従って,

これらの野菜の塩漬け加工や大根おろしな ど組織

を破壊した形態での摂取は誘導因子である芥子油

を体内に取り込むものと言える。しかし,生 体内,

特に消化管において果たしてこれらの芥子油が首

尾良く吸収されてターゲットの臓器細胞に到達し,

NQO1の 誘導 に寄与 しているか どうかは今後の

検討に待たなければならない。また,フ ラボノイ

ド類のNQO1誘 導性には構造による差異が存在

し,誘 導活性 と構造の相関に関する知見を得るこ

とができた。加 えて,本 研究により,フ ラボノイ

ドの一種,ケ ルセチ ン と芥子油 が相 乗的 に

NQO1の 誘導活性を上昇 させることが見出 され

たことは,食 事成分による協同的な有用な作用が

期待できることを明 らかにした点で意義があるも

のと考えられ,こ の点をさらに他の成分 との組み

合わせおいて検証することが重要であると思われ

る。最後に,本 研究の助成を賜った浦上食品 ・食

文化振興財団に対し,心 から御礼申し上げます。
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InducibilityofACancer-ProtectivePhaseIIEnzyme,QuinoneReductase

inCruciferousVegetables

YasushiUdaandYoshioOzawa*

(LaboratoryofFoodChemistry,DepartmentofBioproductiveSciences,UtsunomiyaUniversityand

LaboratoryofFoodScience,DepartmentofFoodandNutrition,GunmaWomen'sJuniorCollege*)

Inducibilityofacancer-protectivephaseIIenzyme,quinonereductase(NQO1)was

studiedusingsomecruciferousvegetablesandtheircharacteristiccomponents,isoth-

iocyanatesandflavonoids.TheNQO1-inductionwasdetectedinmousehepatomacells,

Hepalcic7andAh-receptor-defectivestrain,Hepalclc7BPrC1.Sensitivityinthe

NQO1-inductionincreasedbyusingcharcoal-treatedfetalcalfserumataconcentrationof

10%inminimumessentialmedium.Hepalcic7cellscouldresponsetobothmono-

functionalandbi-functionalinducers,suchasR-naphthoflavon(BNF)andtert-

butylhydroquinone(BHQ),buttheAh-receptor-defectivecellscouldinduceNQOIonly

withmono-functionalinducer(BHQ).Thus,bothcell-lineswerebeneficialfora

primaryscreeningofNQO1-inducersinfoodsystems.

Amongthevegetablesexamined,radishandcabbageinducedNQOIwhenthevegeta-

bleswereautolyzedfor2hours,butnotwiththeirnon-autolyzedextracts.Theseresults

suggestedthattheircharacteristiccomponents,isothiocyanatesthatshouldbegenerated

throughanenzymaticdegradationofglucosinolateswereinvolvedintheNQO1-induction.

Then,eightdifferentisothiocyanateswerestudiedfortheNQO1-inducibility.Itwasfound

thatω 一methylthioalk(en)ylisothiocyanates,suchas3-methylthiopropyl,4-methylth-

iobutyl,5-methylthiopentyland4-methylthio-3-butenylisothiocyanatesshowedahigher

NQO1-induction.Theseisothiocyanatesareknowntobecontainedincabbageandradish.

Thus,theywereundoubtedlyinvolvedintheNQO1-inducibilityofthevegetables.

Ontheotherhand,flavonoids,suchasquercetinanditsglycosidesareknowntobe

componentsofthevegetables.Hence,weinvestigatedtheirNQO1-inducibilities.Asthe

results,galangin,kaempferolandquercetinweregoodinducersofNQOIataconcentra-

tionbelow20,uM.Amongsevenglycosidesofquercetin,however,only4'-monoglucoside

couldbeaNQO1-inducer.NootherglycosidecouldinducedNQOI.Astructure-

inducibilityrelationshipwasobserved:3-hydroxygroupintheflavonoidskeletonplayed

asanessentialroletoinduceNQOI.Inaddition,somereactionproductsthatshouldbe

producedfromtheradishpungentprinciple,4-methylthio-3-butenylisothiocyanate,inthe

presenceofwaterwerefoundtohaveaNQO1-inducibility.Amongthem,methyl4-

methylthio-3-butenyldithiocarbamateanditssaturatedcompoundwerethemosteffective



InducibilityofACancer-ProtectivePhaseIIEnzyme,QuinoneReductaseinCruciferousVegetables87

inducer,wherethecompoundsinducedNQOIatalevelof4--6foldsthanthatofcontrol.

Inconclusion,cruciferousvegetablescanbeactasagoodNQOI-induciblefood,andboth

isothiocyanatesandflavonoidscanalsoplayasinducersofthecancer-protectivephaseII

enzyme,NQOI.


