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その遺伝子機構の解析

侯 徳 興(鹿 児島大学農学部助教授)

1.は じ め に

香辛料は古くから利用されて,食 生活を豊かに

し,多 くの機能が知られてきており,特 に抗菌性,

抗酸化性などの研究が進展している。最近,香 辛

料には発癌予防の可能性があることが指摘されて

いる1>。しかしながら,こ れらの報告は動物個体

を用いた現象レベルでの研究が多く,そ の遺伝子

メカニズムはほとんど解明されていない。我々は

遺伝子工学および細胞工学などの手法を用いて,

香辛料に含まれる 「癌予防因子」が どのように,

どの遺伝子に影響 を与えるか検討し,そ の 「抗癌

効用」を遺伝子レベルでの解明を試みている。そ

のモデル系として,日 本独特の香辛料であるワサ

ビを研究材料 とした。 ワサビの辛みの成分である

アリルイソチオシアナー トは微生物の生育抑制効

果を持ち,食 品の保存に使われている2)。最近,

沢ワサビの水抽出画分から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 いう

成分が単離 ・同定されている3)。この成分は沢ワ

サビの特有の香 りを構成する成分の一つであるが,

ワサビの辛み成分の主成分ではない。その生理的

活性については胃癌細胞MKN-28の 増殖抑制4}

およびマウス実験腫瘍の転移抑制効果が報告され

てお り5),6-MITCが 抗腫瘍成分として期待され

ている。そこで,本 研究 はワサ ビの6-MITCの

1)細 胞癌化抑制効果およびその遺伝子調節機構,

2)発 癌抑制酵素であるキノンオキシドレダクタ

ーゼ(QR)の 誘導効果およびその遺伝子調節に

ついて解析を行 った。

2.材 料および実験方法

2.1細 胞培養

マウス新生児皮膚細胞(JB6細 胞)は5%牛 胎

児血清を含 むMEM培 地で5%CO、,37°Cで 培

養した。マウス肝癌細胞Hepalclご7は5%牛 胎

児血清を含む αMEM培 地で5%CO2,37℃ で

培養した。

2.2細 胞癌化能の解析(コ ロニーアッセイ)

JB6細 胞を用いてコロニーアッセイを行った。

細胞癌化実験は軟寒天内にJB6細 胞に発癌プロ

モーターTPA(20ng/m1)を 加えて細胞癌化

を誘導 した。5%CO2,37℃ で2週 間培養後癌

化細胞のコロニー数を計測 した。6-MITCに よ

る細胞癌化抑制作用は各種濃度の6-MITCを 添

加した状態でTPA誘 導を行い,さ らに2週 間培

養後癌化細胞コロニーの発生抑制率で計測した。

2.3レ ポーター遺伝子アッセイ

ホルボールエステル応答配列およびルシフェラ

ーゼ遺伝子を導入したJB6細 胞を用いてレポー

ター遺伝子アッセイを行った。各種濃度の6-

MITCを 添加し,30分 後にTPAで24時 間処理 し

た。6-MITC無 添加の細胞をコントロールとし

た。得られた細胞上澄液をルシフェリン基質 と混

合 し,そ れぞれの蛍光強度 を測定し,6-MITC

のAP-1転 写活性に対する阻害作用を調べた。

2.4RNA抽 出およびRT-PCR

6-MITCを 添加 した培養細胞 と無添加培養細

胞からISOGEN(ニ ッポンジーン)でtotalRNA

を抽出した。QR遺 伝子お よびGAPDH遺 伝子
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の核酸配列 はGenBankか ら検索し,PCR用 の

プライマーをそれ ぞれ設計 ・合成 した。RT-

PCRは,ま ず逆転写酵素 を用いて42℃,30分 で

totalRNAか らcDNAを 合成した。PCR反 応に

あた り,QR遺 伝子およびGAPDH遺 伝子の発

現を検出する最適鋳型量および反応サイクル数を

検討した。得 られたPCR産 物は2%ア ガロース

ゲルで電気泳動 し,エ チジウムブロマイ ドで染色

後CCDカ メラで写真撮影 ・保存 した。PCR産

物の定量はImageGaugeソ フ ト(富 士フイル

ム)で 行った。

2.5QR活 性測定

マウス肝臓癌細胞Hepalclc7を96-wellプ レ

ートに蒔いて24時間培養した。その後各種濃度の

6-MITCを 添加 し,さ らに24時間培養 した。6-

MITC無 添加の細胞を対象組 とした。QR活 性測

定はProchaskaら6)の 方法に従 って行った。

2.6細 胞増殖の測定(MTTア ッセイ)

マウス肝臓癌細胞Hepalclc7を96-wellプ

レー トに蒔いて24時間培養した。その後各種濃度

の6-MITCを 添加 し,さ らに24時 間培養した。

6-MITC無 添加の細胞を対象組 とした。細胞増

殖の測定はCamichaelら7)の 方法に従って行っ

た。

3.結 果 と考察

3.16-MITCのJB6細 胞癌化 に対する抑制

効果8・9)

6-MITCの 細胞癌化抑制能の解析はコロニー

アッセイを用いて行 った。マウス皮膚細胞JB6

を軟寒天で培養し,発 癌プロモーターTPA(20

ng/ml)を 加 えて細胞癌化 を2週 間誘導 した。

一方実験区では
,さ らに各種濃度の6-MITCを

TPA誘 導時に同時に添加 し,さ らに2週 間培養

した。染色後それぞれの癌化細胞のコロニー数を

顕微鏡で計測した。その結果は図1に 示している。

6-MITCは,TPAに より誘導された細胞コロニ

ーの形成を濃度依存的に強く抑制した。コントロ

ールは1万 細胞あたり1051個の癌化コロニーが形

成 されたのに対して10μM濃 度の6-MITC添 加

では215個 しか形成されず,か なり強い細胞癌化

抑制能が見られた。

3.2AP-1転 写活性 に対するわさびの抑制効

果8・9)

AP-1は 転写因子c-Jun/c-Fosの ヘテロ複合

体 で ホ ルボ ー ルエ ス テル 応答 配 列(TPA

responsiveelement)に 結合する転写因子であ

る。AP-1は 細胞増殖および細胞分化に深 く関与

する。そのモデル系として,マ ウス新生児皮膚の

図16-MITCの マウスJB6細 胞癌化に対する抑制効果
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図26-MITCのAP-1転 写活性に対する抑制効果

JB6細 胞 はTPAで 処理するとAP-1の 転写活性

が誘導され,細 胞の トランスフォメーション(細

胞癌化)を 引き起 こすことが知られている。そこ

で6-MITCのJB6細 胞癌化の抑制効果がAP-1

転写活性に関与するかどうか調べた。ホルボール

エステル応答配列およびルシフェラーゼ遺伝子を

導入したJB6細 胞を用いてレポーター遺伝子ア

ッセイを行った。その結果は図2に 示している。

6-MITC無 添加 のコントロールにはTPA(20

ng/m1)で2.7倍 のAP-1転 写活性が誘導された

が,6-MITCの 添加に伴いAP-1の 転写活性が濃

度依存的に減少した。即ち,6-MITCは 濃度依

存的にAP-1転 写活性 を抑制 した。これ らの結果,

6-MITCに よるJB6細 胞癌化抑制の遺伝子調節

機構 としては,6-MITCが 細胞癌化を引き起 こ

す転写因子AP-1の 活性をブロックすると考えら

れた。

3.3マ ウス肝癌細胞Hepalclc7に 対する細

胞増殖抑制活性1°)

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。QR活 性

誘導実験の試料濃度を決定するためにHepalcl

c7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 ッセイにより行った。結果は

図36-MITCのHepalclc7細 胞増殖の抑制効果

図3に 示したように10μM以 上に設定すると細胞

の死減する割合が急増することか ら,1μMの6-

MITCは 細胞に毒性がなく最適濃度 と設定 した。

3.46-MITCに よるQR活 性の誘導効果1°)

QRは キノンオキシドレダクターゼで,肝 臓第

二相解毒酵素の一っである。最近,食 品素材など

にこうした解毒酵素の誘導を促進する化学物質が

見出されてきており,実 際に動物実験系において

も効果が認められている。このように食品素材に

よる第二相解毒酵素の誘導は癌予防に直接関与し

ていると考えられている。そこでワサビ6-MITC

による肝臓QR活 性の誘導効果を調べた。その結

果,6-MITCが 濃度依存的にマウス肝癌細胞の

QR酵 素活性 を誘導した。1μMの6-MITC,

24-48時 間の培養で細胞に対して毒性がな く,最

大のQR酵 素活性(約2.4倍)が 誘導された(図

4)o

図46-MITCのQR酵 素活性の誘導効果
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図56-MITCのQRmRNAの 誘導効果

3.56-MITCに よるQRmRNA発 現量 の誘

導効果1°)

さらに,6-MITCに よるQR酵 素 の遺伝子レ

ベルでの誘導機構を解析するためにRT-PCR法

を用いて,QR遺 伝子の発現を検出 した。図5に

示 した ように,6-MITCは 濃度依 存的 にQR

mRNAを 誘導 した。1μMの6-MITC,12時 間

の培養で細胞に対して毒性がなく,最 大のQR

mRNA発 現 量(約3.3倍)を 誘 導 した。QR

mRNAの 発現量 とQR酵 素活性 との間に高い相

関が得 られた。 これらの結果,6-MITCがQR

酵素の転写制御に関与していると考えられた。

4.ま と め

香辛料は調味料だけではな く,生 体調節機能物

質 としての用途 も期待されている。本研究は日本

の代表的香辛料であるワサビにっいて細胞癌化に

対する抑制効果およびその遺伝子機構の解析を行

った。ワサビ6-MITCは 発癌プロモーターTPA

によるマウス新生児皮膚細胞の癌化を著しく抑制

した。レポーター遺伝子ア ッセ イの結果,6-

MITCは 細胞増殖 に関与する転写因子AP-1の

転写活性を抑制 し,発 癌プロモーターTPAに よ

る細胞癌化を阻害するという遺伝子機構を明らか

にした。また,6-MITCは 発癌抑制酵素 として

肝臓キノンオキシドレダクターゼ活性を強 く誘導

し,そ の活性誘導は遺伝子転写レベルによるもの

と考えられた。
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InhibitionofmouseJB6celltransformationandinductionofNADPH:

quinoneoxidoreductaseby6-MITC(EutremawasabiMaxim)

De-XingHOU(DepartmentofBiochemicalScienceandTechnology,
FacultyofAgriculture,KagoshimaUniversity)

6-MITC(6-methylsulfinylhexylisothiocyanate)ispotentantiproliferativecompo-

nentsfromwasabi(EutremawasabiMaxim).Weassessedtheeffectsof6-MITCon

transformationofmouseJB6cell.Theresultsshowthat6-MITCcouldinhibitTPA-

inducedtransformationofJB6P十cellC141inadose-dependentmanner.Sinceour

previousresultsindicatedthatinducedAP-1activityisrequiredfortumorpromoter

induced-transformation,wetestedwhetherinhibitionoftumorpromoter-induced

transformationby6-MITCisthroughanAP-1inhibitionmechanism.Ourresultsfrom

reportergeneassayindicatedthat6-MITCinhibitedAP-1activityatthesamedose

rangeforinhibitionoftransformation.Theseresultsdemonstratedthat6-MITChas

inhibitoryeffectsonJB6celltumorpromoter-inducedtransformationandprovidedthe

basicknowledgeforunderstandingof6-MITCactionontumorprevention.

Apotentialmechanismofdietaryanticarcinogenesisinvolvestheinductionof

detoxifyingphaseIIenzymessuchasNADPH:quinoneoxidoreductase(QR).This

study,therefore,examinedtheabilityof6-MITCtoaffectcellularexpressionofQRin

murinehepatomacells.Hepalcic7cellsweretreatedwithvariousconcentrationsof6

-MITC ,andthenwereassessedforQRactivity,cellgrowth,andQRmRNAexpression.

6-MITCinducedQRactivityandQRmRNAlevelsinadose-dependentmanneratthe

concentrationrangeofO.1to1,uM.Asignificantcorrelationbetweentheexpressionof

QRmRNAandthecorrespondingQRactivitywasobserved.Theresultsdemonstrated

thatwasabiiscapableofQRinductioninHepalcic7cellsbypromotingQRmRNA

expression,andsuggestanovelmechanismbywhichdietarywasabimaybeimplicated

incancerchemoArevention.


