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研究成果の概要（和文）：ニトロオレイン酸の抗がん作用をがん細胞の増殖とがん細胞の遊走に対する作用を指
標として検討した。9-ニトロオレイン酸は濃度依存的にヒト膀胱がん細胞T-24の生細胞数を低下させ、10μM以
上では有意に低下させた。50μM以上では細胞死の誘導が認められた。これは抗ガン作用が知られているスルフ
ォラファンと同程度の活性であった。一方、9-ニトロオレイン酸は10μM以下の濃度では濃度依存的にT-24細胞
の遊走を促進し、10μMでは有意な促進作用が認められた。スルフォラファンもT-24細胞の遊走に対し、同様の
作用を示した。親電子性物質のがん細胞に対する作用については、今後より詳細な検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：The effects of chemically synthesized 9-nitrooleate on cancer cell growth 
and migration were evaluated by using human bladder cancer cell line T24. 9-Nitrooleate inhibited 
cell growth in a concentration dependent manner at μM level and induced cell death at 
concentrations higher than 50 μM. On the other hand, 9-nitrooleate promoted cancer cell migration 
at concentrations lower than 10μM. Sulforaphane, a typical anti-cancer isothiocyanate, showed 
almost the same effect as 9-nitrooleate. It is suggested that further studies are necessary to 
clarify the effects of electrophiles such as nitro-fatty acids and isothiocyanates on cancer cells.

研究分野：食品機能化学

キーワード： ニトロオレイン酸　抗がん作用　細胞増殖　細胞遊走　親電子性物質

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんの発生や転移には慢性的な炎症が関与している。不飽和脂肪酸と酸化窒素化合物の反応で生成するニトロ化
脂肪酸が抗炎症作用を示すことが報告されており、その作用に親電子性が関与していることが示唆されている。
親電子性物質には抗炎症作用のみならず抗がん作用を示すものが多いが、ニトロ化脂肪酸のがん細胞に対する作
用に関する研究は行われていなかった。本研究では、9-ニトロオレイン酸が、がん細胞の増殖を抑制するが、条
件によっては、がんの転移に関係する細胞の遊走を促進することを明らかにすることにより、ニトロ化脂肪酸を
含めた親電子性物質のがん細胞に対する作用については、さらに詳細な検討が必要であることを提示した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 
がんの発生や転移には慢性的な炎症が関与している。近年、不飽和脂肪酸と酸化窒素化合物
（NOx）の反応で生成するニトロ化脂肪酸が抗炎症作用を示すことが報告されており、その作
用にタンパク質チオールとの反応性（親電子性）が関与していることが示唆されている。親電
子性物質には抗炎症作用のみならず抗がん作用を示すものが多いが、ニトロ化脂肪酸によるが
ん予防に関する研究は行われていない。 
 
２．研究の目的 

 
本研究では、ニトロオレイン酸の抗がん作用について、がん細胞の増殖およびがん転移に関係
するがん細胞の運動（細胞遊走）に対する作用を指標として検討し、その効果を明らかにする
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ニトロオレイン酸の合成と分離精製 
Woodcock らの方法を改変して行った。まず、オレイン酸を原料としてニトロ化反応を行うこ
とによりニトロオレイン酸を合成し、シリカゲルカラムクロマトグラフィーにより分離精製を
行った。 
 
（２）ニトロオレイン酸のがん細胞増殖への影響 
ヒト膀胱がん細胞 T-24を 24-well plateに播種し、24 h前培養を行った。前培養後、培地を取
り除いて PBSで洗浄し、9-ニトロオレイン酸を終濃度 1、5、10、25、50、100 μMになるよ
うに培地(10%血清)に添加し、さらに 24 h培養した。9-NO2-OAは水溶液中で分解が進むため
9-ニトロオレイン酸処理する時にはその都度培地と混合して調製した。Control区は DMSOを
300 倍希釈し、培地(10%血清)と混合し添加した。24-well plate から培地を除去し、0.25%ト
リプシン－EDTA溶液を 100μl加え全体に行き渡らせ、インキュベーターで 3～5分間静置し、
顕微鏡を用いて細胞が plateからはがれたのを確認したら同量(100 μl)の培地(10%血清)を加え
ピペッティングして細胞を懸濁させた。細胞懸濁液から 90 μl取り、生細胞数および死細胞数
をカウントするために 0.5% トリパンブルー溶液 10 μlと混合した。その混合液から 10 μl取
り、血球計算盤で計測した。 
 
（３）ニトロオレイン酸のがん細胞増殖遊走への影響 
T-24細胞を 6 well plateに播種し、plate底面に隙間が無くなる (confluence) まで培養した。
細胞が confluenceになったら、培地を取り除いて PBS洗浄後、サンプルを加えた無血清培地
を添加し、チップの先端で底面をまっすぐ引っ掻くようにして接着している細胞の一部を剥が
した。インキュベーターで 6 h培養した。細胞撮影用のデジタルカメラを用いて細胞の写真を
撮影した。本実験では、サンプル添加後 0, 6h後にそれぞれ撮影した。倍率は×400倍に設定し
た。遊走面積の測定には、PC ソフトウェアの ImageJ を使用した。チップで剥がした部位に
移動してくる細胞の面積を測定した。 
 
４．研究成果 
 
（１）ニトロオレイン酸の合成と分離精製 
オレイン酸を原料としてニトロ化反応を行い、ニトロオレイン酸を合成し、シリカゲルカラム
クロマトグラフィーによる分離精製を行った。200 ml ナスフラスコにオレイン酸 2.0 g (7 
mmol)、テトラヒドロフラン 24 ml、アセトニトリル 18 mlを加え氷冷し、フラスコ内を窒素
で満たし窒素置換を行った。10 分間、氷冷下で攪拌した後、Mercury (II) Chloride 2.3 g 
(8.4mmol)を加え、さらに氷冷下で 10分間攪拌した。次いで臭化フェニルセレネニル 1.86 g (7.8 
mmol)を加え、氷冷下で 10分間攪拌した。さらに Sodium Nitrite 0.98 g (14.2 mmol)を加え、
氷冷下で 4時間攪拌した。その後、生成した中間体を適量のシリカゲルと適量のセライトを敷
いたキリヤマ漏斗を用いて吸引濾過した。濾液はロータリーエバポレーターを用いて濃縮した。
濃縮物にテトラヒドロフラン 24 mlを加え 10分間氷冷した後、30％過酸化水素水溶液 8 ml (7 
mmol)を滴下漏斗を用いて 7分かけて滴下した。その後、氷冷下で 1時間攪拌した。1時間後、
脱イオン水 10 mlと酢酸エチル 10 mlを加え、氷冷下で 5分間攪拌した。その後、分液漏斗に
移し上部の有機層を分液した。下層の水層はさらに酢酸エチル 20 mlを加えて分離する作業を
3回繰り返し、有機層を抽出した。2 Mの K2CO3を 20 ml加え静置後下層の水層を除去した。
0.1 Mの塩酸を 20 ml加えて混ぜて静置後下層の水層を除去した。適量の飽和食塩水を加えて
静置後、下層の水層を除去した。無水硫酸ナトリウムを加え、乾燥させた。次にシリカゲル 25 
g、直径 1.5 cmのクロマト管を用いて、サンプルをシリカゲルカラムクロマトグラフィー(高さ
33.5 cm)で分離し、フラスコに約 25 mlずつ回収した。展開溶媒はヘキサン：酢酸エチル＝10：
1、次いでヘキサン：酢酸エチル：酢酸 = 92：8：0.5を用いた。分離した 28個のフラクショ



ンを TLC(展開溶媒/ヘキサン：酢酸エチル＝4：1)で確認した。エバポレーターを用いて濃縮後、
各フラクションにニトロオレイン酸が存在していることを確認し、NMR を用いて測定した。
組成を確認後、溶媒を揮発除去し、-80℃で保存した。NMRで測定した結果、シリカゲルカラ
ムクロマトグラフィーにおけるフラクション 19～24は 9-ニトロオレイン酸であり、フラクシ
ョン 25～28 は 9-ニトロオレイン酸と 10-ニトロオレイン酸の混合物であることが分かった。
本実験では、ほぼ純粋な 9-ニトロオレイン酸であるフラクション 19～24を合わせたものを使
用した。NMR解析による混合比は 9-ニトロオレイン酸:10-ニトロオレイン酸 = 98:2であった。
市販されている 9-ニトロオレイン酸は、大変高価であり、細胞実験に使用するにも多額の研究
費がかかることが懸念されたが、今回、合成とシリカゲルカラムクロマトグラフィーによる精
製を比較的容易に実施することが可能であることを示すことができた。これにより、以降の研
究を低コストで実施することができた。さらに今後のニトロオレイン酸の研究の進展にも大き
く貢献するものと考えられる。 
 
（２）ニトロオレイン酸のがん細胞増殖への影響 
まず、ニトロ化の有無による細胞増殖抑制活性を比較するためにニトロ化されていないオレイ
ン酸の T-24細胞の増殖への影響を調べた。その結果、ニトロ化されていないオレイン酸は 300 
μMの濃度においても T-24細胞の生細胞数に全く影響を及ぼさなかった。一方、今回合成した
9-ニトロオレイン酸処理により濃度依存的に T-24 細胞の生細胞数が減少し、10 μM以上の濃
度では有意な生細胞数の減少が認められた。また、50 μM以上の濃度では細胞死の誘導が認め
られた。次に 9-ニトロオレイン酸の細胞増殖抑制活性の程度を明らかにするために代表的なイ
ソチオシアネート類であるスルフォラファンの T-24細胞の増殖への影響を調べた。その結果、
スルフォラファンは 9-ニトロオレイン酸と同様に濃度依存的に生細胞数を減少させ、10 μM以
上では有意な減少が認められ、50 μMで細胞死の誘導が認められた。以上の結果より、9-ニト
ロオレイン酸はマイクロモルオーダーの濃度で濃度依存的に T-24 細胞の増殖を抑制し、処理
濃度が高くなると細胞死を誘導すること、さらにその活性は代表的なイソチオシアネート類で
あるスルフォラファンと同程度の強さであることが明らかとなった。さらに 9-ニトロオレイン
酸の細胞増殖抑制作用におけるタンパク質チオールとの反応性（親電子性）の関与を明らかに
するために 9-ニトロオレイン酸の T-24細胞の増殖抑制作用に対するN-アセチルシステインの
影響を調べた。その結果、9-ニトロオレイン酸の細胞増殖抑制作用が N-アセチルシステインに
よってキャンセルされることを確認し、9-ニトロオレイン酸の細胞増殖抑制作用には 9-ニトロ
オレイン酸の親電子性が関与していることを明らかにした。 
 
（３）ニトロオレイン酸のがん細胞遊走への影響 
まず、ニトロ化の有無による細胞遊走への影響を比較するためにニトロ化されていないオレイ
ン酸の T-24 細胞の遊走への影響を調べた。その結果、ニトロ化されていないオレイン酸は今
回調べた濃度において T-24細胞の生細の遊走に全く影響を及ぼさなかった。一方、9-ニトロオ
レイン酸は 10 μM以下の 9-NO2-OAは濃度依存的に遊走を促進し、10 μMでは有意な促進作
用が認められた。さらにスルフォラファンは 1 μMで細胞遊走を促進する傾向を示し、5 μMで
は有意に促進することが明らかとなった。ニトロオレイン酸やスルフォラファンのような親電
子性物質の標的として Keap1-Nrf2系がある。Nrf2は抗酸化酵素や薬物代謝酵素の遺伝子発現
に関与する転写因子であり、抗炎症作用に重要な働きをしているが、近年 Nrf2 が、がん細胞
の遊走に関与する可能性を示す論文が報告されている。今後、ニトロ化脂肪酸を含めた親電子
性物質のがん細胞に対する作用については、より詳細な検討が必要であると思われる。 
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