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沢ワサビ成分の細胞傷害活性を回避して,

酵素誘導を増強する方法の開発

第2相 解毒

猟 山 一 雄(青 森大学工学部生物工学科教授)

1.は じ め に

イソチオシアネート化合物は動物の発癌を予防

することが知 られている1--4)。この化合物は①第

2相 解毒酵素を誘導あるいはその誘導を増強する

ことにより,発 癌物質を無毒化し,体 外に排出し

たり②第1相 解毒酵素を阻害することが報告され

ている5～10}。

例えば,ブ ロッコリーに含まれるスルフォラフ

ァンは第2相 解毒酵素であるグルタチオン転移酵

素(GST)や キノンレダクターゼ(QR)等 の誘

導を増強し,同 時に第1相 解毒酵素チ トクローム

P450を 阻害することが報告されている91。

一方,第2相 解毒酵素GSTの 誘導 と細胞内酸

化ストレス(細 胞内活性酸素産生)と が密接に関

係し8.11),イソチオシアネート化合物はアポ トー

シスやネクローシスを誘導し細胞を傷害すること

が報告されている1°_.13)。これらのことよりイソ

チオシアネー ト化合物の発癌予防効果が,自 身の

活性酸素誘導能に基づ く細胞傷害により減弱する

可能性が考えられる。

抗酸化剤グルタチオンやN一アセチルシステイ

ン(NAC)な どは活性酸素による細胞傷害を阻

害する一方8.14,l°1,GSTの誘導増強をも阻害する

ことが知 られている8)。

しかしながら,イ ソチオシアネー ト化合物の生

物活性に及ぼすグルタチオンやNAC等 の抗酸化

剤の影響について詳細な報告がほとんどない。そ

れで我々は沢ワサビ成分であるイソチオシアネー

ト化 合 物6-(methylsulfinyl)hexylisothiocya-

nateの 第2相 解毒 酵素(QR)の 誘 導増 強活 性 と

細 胞傷 害活性 に及 ぼすNACの 影響 を比較検 討 し

た。

2.結 果と考察

2.16-(methylsulfinyl)hexylisothiocyanate

によるQR活 性の増強

QR活 性 はHepalclc7肝 癌 細 胞を もちい て

Prochaska等J)の 方法で行った。図1に 示すよ

うに該化合物は10～20μMの 濃度でQR活 性

を濃度依存的に増大し,最 大1.8倍 にまで増大し

た。 しかし,80μMで は活性が減少 した。Hou

等6)がHepalclc7肝 癌 細 胞 を も ち い て6-

(methylsulfinyl)hexylisothiocyanateのQR活

性に及ぼす影響を検討 しているが,1μMで 約

3倍 の活性増大をみている。我々の実験ではこの

ような高い活性増大はみ られず,Hou等 の実験

結果 との食い違いの正確な理由は現在不明である

が,Hepalclc7肝 癌細胞の培養に用いた培養液

の違いがその理由の一つである可能性がある。彼

らの培養液より我々の培養液は細胞にとり栄養が

豊富で細胞の増殖も早かった。この培養液の違い

が両者の実験結果の原因であるかどうかについて

は今後の検討を必要とする。

2.26-(methylsulfinyl)hexylisothiocyanate

の細胞傷害活性

図2に 示す ように6-(methylsulfinyl)hexyl

isothiocyanateに は細胞傷害活性があり,濃 度に
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図1Effectof6-(methylsulfinyl)hexylisothiocyanateonQRactivity.

Hepalclc7cells(2×10'iwell)weretreatedfor24hat37℃with6-(methylsulfinyDhesvlisothiocvanate.Theresultsare

representedastheratiosofspecificQRactivitiesinthetreatedculturestothoseofuntreatedcontrols.V"aluesaremeansSDofthree

independentexperiments(eachconsistingofsixwells).Theletterbeloweachtreatmentindicatestheresultsofastatisticalanalysis

(P<0.05).

依存 して傷害活性が高くなり,80μMで は約70

%の 細胞が傷害をうけた。この濃度でQR活 性は

約50%ほ ど阻害(図1)さ れることより,該 化

合物にたいする感受性は細胞傷害活性よりQR活

性の方が低いことがわかる。一方,該 化合物の上

記細胞傷害活性はMTT法 では検出できるが,乳

酸脱水酵素法(細 胞膜が破壊され細胞外に流失す

る細胞質の酵素活性)で は検出することができな

いことより,該 化合物による細胞傷害はネクロー

シスではなくアポトーシスに基づくものと思われ

るが,ア ポ トーシスの指標であるDNAの 分解に

よるラダーを検出することはできなかった。他の

イソチオシアネート化合物も細胞傷害活性を示し,

そのメカニズムは化合物の種類,実 験に供した細

胞などの条件により異なる12.131。いくつかのイソ

チオシアネー ト化合物は活性酸素を誘導し細胞を

傷害するが,こ の細胞傷害がグルタチ オンや

NACな どにより阻害されることが報告されてい

図2Effectof6-(methylsulfinyl)hexylisothiocyanateoncellviability.

Hepalcic7cells(1-5×10"/welUweretreatedfor24hat37Cwith6-(methylsulfinyllhexylisothiocyanate.Theresultsare

representedasreducedMTTvalues.Valuesaremeans±SDoftwoindependentexperiments(eachconsistingofsixwells).Theletter

beloweachtreatmentindicatestheresultsofastatisticalanalysis(P<0.05).
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る8・14・15〕。そ こで次 に,我 々は6-(methylsulfinyl)

hexylisothiocyanateの 細 胞 傷 害 活 性 に及 ぼす

NACの 影 響を検 討 した。

2.36-(methylsulfinyl)hexylisothiocyanate

の 細胞傷 害活性 に及ぼすNACの 影響

NACはMTTを 還 元す るの で,生 細 胞 の測定

はMTT法 で は な くSRB法 重6〕で 行 っ た。6-

(methylsulfinyl)hexylisothiocyanateの 細 胞 傷

害活 性 に 及 ぼすNACの 影 響 を検 討 す る前 に,

NACの 細 胞傷 害 活 性 につ い て 検討 した。1mM

ま で はHepalclc7癌 細 胞 を 傷 害 し な か っ た

が,5,10mMで は5,20%の 細 胞 傷害 活 性 を

示 した。NACの こ の細 胞傷 害活 性 はNAC溶 液

のpH(酸 性)に よる影響 と考 え られ るので,pH

を7.5に し たNACで 検 討 し た と こ ろ,5,

10mMで は細胞 の傷害 はみ られ なか った。

図3に 示すようにNACは5mMま で濃度に依

存 して6-(methylsulfinyl)hexylisothiocyanate

による細胞傷害活性を阻害 した。10mMで はpH

を調節しないNACで は傷害の回復はみられない

が(自 身の細胞傷害活性に基づく),pH7.5に 調

節 したNACで は細胞傷害活性の阻害がみられた

(図3B)。 この事はまた,NACの 活性はNAC

溶液のpHを 中性にしても失活しないことを示し

ている。

2.4高 濃 度6-(methylsulfinyl)hexylisothi-

ocyanateに よるQR活 性の阻害に及ぼす

NACの 影響

高濃度(80μM)の6-(methylsulfinyl)hexyl

isothiocyanateに よるQR活 性阻害(図1)は 該

化合物の細胞傷害性に基づくかどうかを検討する

ためにNACの 影響を検討した。その結果,NAC

図3EffectsofN-acetyI-L-c}・steine(NAC)on6-(methylsul且nyl)hexylisothiocyanate-inducedCFYOtOXICItV.

Hepalclc7cells(5x10'`welDwerepretreatedfor30minwithNACorpH7.5-adjustedNACfollowedby24hincubationat37℃with

6-〔methylsu田nyDhexylisothiocyanate(80μM}.Theresultsarerepresentedas%ofcytotoxicity:(viabilitywithouttreatment-

viabilitywithtreatment)viabilitywiτhouureatment.A:NAC(opencolumn),B:pH7.5-adjustedNAC(pH7,5NAC)(solidcolumn).

Faluesaremeans±SDofthreeindependentexperiments(eachconsistingofsixwells).Theletterbeloweachtreatmentindicatesthe

resultsofastatisticalanalysis(P<0.05).
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はQR活 性の増大をもたらした。しかし,QR活

性の測定はMTTの 還元に基づ く測定法であり,

前述 したようにNACがMTTを 還元する能力を

持つことから,こ の増大は真のQR活 性増大を反

映していないことは明らかである。このことより,

NACの 影響の検討にはQR活 性の測定を本法以

外の方法で行う必要がある。

2.56-(methylsulfinyl)hexylisothiocyanate

のQR遺 伝子発現に及ぼす影響

6-(methylsulfinyl)hexylisothiocyanateの

QR活 性増強のメカニズムを検討するために,該

化合物のQR遺 伝子発現に及ぼす影響を検討した。

図4に 示 す よ う に6-(methylsulfinyl)hexyl

isothiocyanateは10～40μMの 範囲で濃度依存

的にQR遺 伝子の発現を増大した。その増大は

40μMで 未処置の約7倍 であった。 しか しなが

ら80μMで は遺伝子発現の増大はみられなかっ

た。これは該化合物が細胞を傷害したためと思わ

れる。そこで,NACで6-(methylsulfinyl)hexyl

isothiocyanateの細胞傷害を阻害した場合,該 化

合物はQR遺 伝子発現を増大するかどうかを検討

した。 図5Aに 示す ように,NAC(pH7.5に 調

整)の 濃度に応 じて6-(methylsulfinyl)hexyl

isothiocyanateは80μMでQR遺 伝子発現 を増

大した。 しか し,NAC自 身はQR遺 伝子発現 を

増大しなかった。

Pinkus等ll1や 中村等aはNACや グルタチオ

ンがGSTの 遺伝子発現や活性を阻害することを

報告 している。しか しながら,我 々の実験 では

80,uM6-(methylsulfinyl)hexylisothiocyanate

の場合,NACがQR遺 伝子発現を阻害するので

はな く反対にその活性を増大した(図5A)。

NACに よるQR遺 伝子発現の増大は該遺伝子発

現が該化合物により阻害されていた場合のみでみ

られ,QR遺 伝子発現が増大している場合にはみ

られない可能性がある。そこで,QR遺 伝子の発

現を増大する6-(methylsulfinyl)hexylisothio-

cyanateの 濃 度40μMに 対するNACの 影響 を

検討 した。図5Bに 示すようにpH7.5に 調整 した

NACは10mMで はQR遺 伝子発現増大をわずか

ではあるが有意に阻害した。 しかし,lmMで は

全 く遺 伝 子 発 現 を 阻 害 し な か っ た。6-

(methylsulfinyl)hexylisothiocyanateのQR遺

伝子発現増大活性は80μMで 失われるが,lmM

図44.Effectof6-(methylsulfinyl)hexylisothioc}・anateonQRmRNAexpression.

Hepalcic7cells(10")weretreatedfor24hat37Cwith6-(methylsulfinyllhexylisothiocyanate.Theresultsarerepresentedasthe

ratiosofQRmRNAlevelsintreatedculturestothoseinuntreatedcontrols,Valuesaremeans±SDoffou1・independentexperiments,

Theletterbeloweachtreatmentindicatestheresultsofastatisticalanalysis(P<O.Oo).
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図5EffectsofN-acetyl-L-cysteine(NAC)onQRmRNAexpressionby6-(methylsu1丘nyDhexylisothiocyanate

Hepalclc7cells(106)werepretreatedfor30minwithpH7.5-adjustedNAC(pH7.5NAC)followedby24hincubationat37℃with6-

(methylsul丘nyl)hexylisothiocyanate(A:80μM,B:40μM).TheresultsarerepresentedastheratiosofQRmRNAlevelsintreated

culturestothoseinuntreatedcontrols.Valuesaremeans±SDoffourindependentexperiments.Theletterbeloweachtreatment

indicatestheresultsofastatisticalanalysis(P<0.05).

NACが それを有意に回復(図5A)す ることか ら,

6-(methylsulfinyl)hexylisothiocyanateに よる

QR遺 伝子発現の方が細胞傷害活性 よりNACに

感受性が低いことが明らかである。

本実験では6-(methylsulfinyl)hexylisothio-

cyanateの 細胞傷害活性 とQR遺 伝子発現増大活

性のNACに 対する感受性の違いを明らかにした。

一方,今 回の研究でQR活 性とQR遺 伝子発現

の6-(methylsulfinyl)hexylisothiocyanateに 対

する感受性の違いが明らかになった。即ち,該 化

合物で増大されたQR遺 伝子が全て効率的にその

活性発現に結びついていない。今後,遺 伝子の発

現が増大 してもその産物の活性増大に直接反映さ

れないメカニズムを解明する必要がある。

3.ま と め

沢 ワサ ビ 成 分6-(methylsulfinyl)hexylis()-

thiocyanateのHepalclc7マ ウ ス肝 癌 細胞 のQR

活性及 びその遺 伝子発 現 と細 胞傷害 に及 ぼす影響

とそ れ らの 活性 に及ぼ すNACの 影響 を検討 した 。

6-(methylsulfinyl)hexylisothiocyanateは 濃 度

依 存 的 にQR活 性 を 増 大 し た。80μMの6-

(methylsulfinyl)hexylisothiocyanateで は そ の

活性 は 阻害 され,ま た細 胞傷 害 が み られ たが,
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NACに より濃度依存的に細胞傷害が回復 した。

6-(methylsulfinyl)hexylisothiocyanateはQR

遺伝子発現を濃度依存的に増大することより,

QR活 性の増大はその遺伝子発現の増大 に基づく

と考えられる。80μMに よるQR遺 伝子発現増

大の低下も同様にNACに より回復した。一方,

40,uM6-(methylsulfinyl)hexylisothiocyanate

によるQR遺 伝子発現の増大は10mMNACで わ

ずかではあるが有意に阻害されたが,lmMで は

影響がみ られなかった。

本実験はイソチオシアネート化合物が本来持つ

細胞傷害活性を回避して,第2相 解毒酵素活性誘

導及びその活性増大をもたらす方法の端緒を明ら

かにした。
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DevelopmentofamodalitywhichaugmentsPhase2enzymesby6-(methylsulfinyl)

hexylisothiocyanatefromwasabithroughavoidingitscytotoxicity

KazUORyoyama(DepartmentofBioscienceandBiotechnology,FacultyofEngineering,AomoriUniversity)

Weexaminedboththeinductionofquinonereductase(QR)by6-(methylsulfinyl)

hexylisothiocyanateanditscytotoxicityinHepalcic7cells,andcomparedthesensitivityof

thesetworesponsestoNAC.QRactivitywasincreasedby6-(methylsulfinyl)hexyl

isothiocyanateinadose-dependentmanner.At80uM,thecompoundwassignificantly

toxictocells,buttheresultingQRinhibitionwasdose-dependentlyovercomebyNAC.

AugmentationofQRactivityby6-(methylsulfinyl)hexylisothiocyanateseemedtobedue

toaugmentedexpressionofQRmRNA,whichwassignificantlyincreasedbythecompound.

InhibitionofQRgeneexpressionwasseenat80,uM,andcouldbeovercomebyNAC.

OptimalinductionofQRgeneexpressionbythecompound(at40,uM)wasslightlybut

significantlyinhibitedby10mMNACbutnotbylmM.Thepresentstudysuggeststhat

inductionofPhase2detoxificationenzymesbyisothiocyanatecompoundsmaybefurther

enhancedbysuppressionoftheirinherentcytotoxicactivity.


