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ワサビ成分の神経細胞分化促進活性に関する研究

福 家 洋 子(都 立短期大学健康栄養学科教授)

1.は じめに

日本独特の香辛料であるワサビの辛み成分が,

微生物の生育抑制効果をもつことからこの成分で

あるア リルイソチオシアナー ト(AIT,CH2=

CH-CH、=N=C=S)を 利用 した食品の保存法

等が開発されている。著者 らは,ワ サビ成分の抗

菌性以外の生理的活性に関する研究を進めてきた。

その過程で,ワ サビの水抽出画分を95℃以上10

min加 熱 した試料中に強い抗腫瘍活性をもつ成

分が存在することを見い出した1)。活性成分検索

の ターゲッ ト細胞 としてヒ ト胃癌細胞由来の

MKN-28細 胞を用いて,ワ サビに存在する抗腫

瘍成分の1つ を同定 し,そ の構造を決定 した2)。

Fig.1に 示すように分子量205の6一 メチルスルフ

ィニルヘキシルイソチオシアナー ト(6-MITC

と略)一であった。この成分は,沢 ワサビ特有の香

りを構成する成分の1つ であることが報告されて

いる3)。またこの成分は,多 少の辛みを有 してい

Fig.1ワ サ ビ ・ブ ロ ッ コ リー の 活 性 成 分

るがワサビのあのツーンとくる辛み成分の主成分

ではない。

また,ワ サビと同じアブラナ科のブロッコリー

からは,メ チル基が2分 子少ない同族体のスルフ

ォラファン[4-(メ チルスルフィニル)ブ タンイ

ソチオシアナート](4-MITCと 略)が 単離 ・同

定 されている4)。Zhangら は,4-MITCが 肝臓の

第二相解毒酵素であるキノンレダクターゼ誘導活

性をもち,ラ ットでの乳ガンの重量減少や遅延効

果 を報告している5)。著者らもワサビの6-MITC

もまたキノンレダクターゼ誘導活性をもつことを

発表し6),マ ウスでの実験腫瘍転移系を使い,超

微小転移の段階で肺における増幅遺伝子を検出す

るという転移検出系によって,ワ サビの6-MITC

が転移を抑制することを報告 している7・8)。

このようにワサビ成分(6-MITC)の 種々の培

養細胞への影響を検討する過程で,未 分化芽球で

あるK-562細 胞が形態的変化を示したことから,

6-MITCが 細胞の分化誘導に何 らかの影響を及

ぼすと推察され,本 研究を開始した。

実験方法

1.細 胞系および培養

K-562細 胞:慢 性骨髄【生ヒト白血病細胞。未分

化芽球で,穎 粒球 ・赤血球 ・マクロファージ ・

巨核球などへ分化誘導可能な多能性幹細胞である。

培養 は,RPMI1640培 地(シ グマ社)にFBS

(牛胎児血清:コ スモバイオ)を10%濃 度で添加

し,37℃,5%CO,イ ンキュベーター内で行った。

PC-12細 胞:ラ ット副腎髄質褐色細胞か らクロ
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一ン化。NGF(神 経成長因子)の 添加 により数

日で肥大し,扁 平となり長い神経線維を伸ばす。

神経細胞に類似した形態をとる。副腎髄質のクロ

ム親和性細胞は,発 生段階の細胞分化の系譜から

すれば,末 梢神経系の仲間と考えられ,種 々の性

質を備えている9}。

培養は,RPMI1640培 地に非働化 した10%HS

(馬血清:コ スモバイオ)お よび5%FBSを 添

加し,培 養した。

なお分化誘導実験では,RPMI1640培 地に組

織培養用添加剤RD-1(極 東)を 加え,無 血清培

地を使用した。

2.試 料および試薬

沢ワサビの抗腫瘍成分 である6-(methylsul-

finy1)hexylisothiocyanate(6-MITC)お よび

プロコ リー に見 出された4-(methylsulfinyl)

butylisothiocyanate(4-MITC)は,化 学合成品

(白鳥製薬)を 使用 した。なおCH3-SO-(CH2)

n-NCSの 基本構造は,同 じであるがメチル基の

長さが細胞の変化に影響を与えるのではないかと

考え,メ チル基の長さ(n=2,8)に ついて も合

成 し,一 部実験に用いた。つ まり,n=2,4,6,

8の イソチオシアナートが準備された。神経成長

因子(NGF)は,ChemiconInternationalInc.

製マウス顎下腺由来2,5Sを 使用 した。 コラーゲ

ンは,新 田ゼラチン㈱生物化学研究所製組織培養

用コラーゲンタイプ1-Aを 使用した。

結果および考察

1.K-562細 胞の形態変化に及ぼす影響

回収 され た細胞を1.0×105/mlに 調製 し,96

ウエルマイクロプレー トに100μ1ずっ播種 し,1

時間後に各試料を添加した。FBSの 量は,5%

に減じて培養し24,48時 間培養後の影響を調べた。

Table1にK-562細 胞の48時間後の顕微鏡写真

から算出した形態変化の結果を示した。形態的変

Table16-MITCに よ るK-562細 胞 の 形 態 変化

RPMI培 地+FBS5%

RPMI培 地+FBS5%

+6-MITC(2μg/m!)

Fig.2K-562細 胞 の形 態 変 化

化 をFig.2に 示 したが,試 料添加細胞では,細

胞が明らかに長形になった。この細長い細胞は,

膜染色,核 染色によって生細胞であることを確か

めている。分化誘導剤であるハー ビマイシンA

による細胞の変化と類似していた。また核染色に

よって核の大きさを比較 したが,お おきな差は見

られなかった。

形態変化の程度は表下に示すように3段 階とし
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た。試料濃度が高くなると強い細胞毒性により細

胞は,死 滅するが,濃 度を下げてゆくと細胞の分

化を促進するものと考えられた。メチル基の長さ

による影響 を見る と,n=4,6,8の 中では,細

胞毒性の強さに比例 した結果 となった。n=2で

は,24時 間の時点で,わ ずかながら形態変化が観

察されていた。

2.PC-12細 胞の分化誘導に及ぼす6-MITCの

影響

2.1PC-12細 胞に対する細胞増殖抑制活性

ワサ ビの6-MITCは,抗 腫瘍成分として研究

されたものであり,強 い細胞毒性を有 している。

分化誘導実験を行 うにあたり,試 料濃度を決定す

るためにPC-12細 胞に対する細胞増殖抑制活性

を調べた。生細胞数の測定は,MTTア ッセー1°)

により行った。結果をFig.3に 示 した。 この結果

より,6-MITCを10μM以 上に設定すると細胞

の死滅する割合が高まることか ら,本 実験では,

2.0お よび5.0μMの 条件とした。

2.2NGF添 加量と神経線維数の変化

48ウエルプレー トをコラーゲンコートした後,

PC-12細 胞を2×104/mlに 調製し,各 ウエルに

0.5mlず つ分注 し培養した。24時 間後 にNGF

を0・50・100ng/mlに なるように添加 した。培

養12日目に神経様樹状突起の変化を撮影 し,顕 微

鏡写真から神経線維の長さを測定 し3段 階に分け

Fig.36-MITCの 細胞増殖抑制率

て表した(Fig.4)。50,100ng/mlで の神経線維

の伸展 は,顕 著であった。100μmま での長さで

は,NGFの 添加量が50ng/m!の 方が高い くらい

であった。6-MITCの 影響を調べる実験 では,

NGF量 を50ng/m1と 設定した。結果を示してい

ないが,細 胞数は,神 経線維数と反比例した。

2.36-MITCに よるPC-12細 胞の分化誘導促

進効果

PC-12細 胞 を無血 清培 養 し,24時 間 後 に

NGF(50ng/ml)お よび6-MITCを 添加 し培養

を行った。なお,培 養4日 ごとに培地および添加

試料 は,交 換 された。培 養12日 目の測定値 を

Fig.5に 示 した。結果 は,NGF50ng・NGF+6

-MITC(2μM)・NGF十6-MITC(5
,uM)の3

実験 を比 較 した ものであ る。NGFお よび6-

MITC(5μM)が 存在する実験区が,神 経線維

数が高 くなった。6-MITCが2μMで は,差 が

見られずさらに添加量の検討が必要である。また

Fig.4NGF添 加量と神経線維伸展

Fig.56-MITCの 神経線維伸展に及ぼす影響
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写真を割愛したが,培 養6日 目の神経線維の伸展

が始 まる時点では,両 者の差がさらに顕著であっ

た。

なぜ,6-MITCを 加えるとNGF存 在下で神経

樹状突起の伸展が,促 進されるのか?そ のメカニ

ズムの検討のために,さ らにこの研究を続けたい

と願っているところである。

ワサビの6-MITCの 抗腫瘍活性の研究では,

他機関 との研究によってそのメカニズムが推定で

きそうな段階にある。この抗腫瘍活性の成果が,

細胞の分化促進のメカニズム解明のヒントになる

のではと期待 しているところである。

PC-12細 胞をNGF存 在下で培養した際にっい

て,先 述した形態的変化 とともに機能的変化 も詳

しく調べられている9)。オルニチン脱炭酸酵素の

増大,ア セチルコリン受容体の増大とアセチルコ

リンエステラーゼの変化,CaやNaチ ャネルの

機能調節,他 がある。現在6-MITCや4-MITC

によるPC-12細 胞の分化促進効果を生化学的機能

変化の面から実験を進めている。

われわれ日本人が,長 い間食べ続けてきた貴重

な香辛料であるワサビに抗菌性以外に新たな生理

活性が明 らかになってきたことは,大 変興味ある

ことであり,世 界にアピールしたいと考えている。

今回の研究結果は,高 濃度では,が ん細胞をも死

滅させる成分が,低 濃度では,神 経細胞系の分化

に何らかの影響を与えるのではないか。 というこ

とを期待させるものである。

終わりに臨みまして,本 研究に多大な研究助成

をいただきました浦上 ・食文化振興財団に心 より

感謝申しあげます。

またワサビという日本独特の香辛料が素材であ

ったことで海外の研究者に追われずにすんでいる

ことも幸いしています。
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InductionofdifferentiationinK-5621eukemiacellsand

PC-12pheochromocytomacellsby6-(methylsulfinyl)-

hexylisothiocyanateofwasabi(EutremawasabiMaxim.)

YokoFuke(DepartmentofFoodScience&HumanNutritioll,TokyoMetropolitanCoIlege)

Wasabi(EutremawasabiMaxim.)isaverypopularspiceinJapanwhichexhibits

physiologicalattributessuchasanti-microbialactivityandtheinhibitionofplatelet

aggregation.

Synthetic6-(methylsulfinyl)hexylisothiocyanate(6-MITC,apotentantiproliferative

principalfromwasabi)slightlyinhibitedtheinductionofmouseskintumorsinatwo-

stageprocessofcarcinogenesis,buttheeffectwasnotsignificant.However,6-MITCdid

significantlyinhibitthemutationofskinresultingfromtopicalapplicationsofthecarcino-

gens.

Whenamurinehepatomacellline,Hepalclc7,wastreatedwith6-MITC,itaugment-

edtheinductionofquinonereductase,aphase2detoxificationenzyme(Cytotechnology,

25,197-203,1997).Alowconcentrationof6-MITCwasalsofoundtoinducemor-

phologicalchangesinK-562humanleukemiacells.

PC-12ratpheochromocytomacellsarewidelyusedastargetcellsofnervegrowth

factor(NGF)inordertoinducedifferentiationofPC-12cells.WhenPC-12cellswere

treatedwith6-MITC(5,uM)andNGF(50ng/ml),theneuriteswerelongerandmore

numerousthanobtainedfollowingtreatmentwithNGFonly.

Theseresultssuggestedthat6-MITCmightbeeffectiveforinductingthedifferentiation

ofnervestemcelllinesorthedevelopmentofPC-12cellsintoneurite-bearingcells.


