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研究成果の概要（和文）： 
野菜や果物を多く摂取ることによりがんをはじめとしたいくつかの疾患のリスクが低減する。

本研究では、食用植物由来の抗がん作用物質の作用機構を明らかにする目的で、細胞内の様々
なストレスを受容して、そのストレスをタンパク質のリン酸化を介した情報へと変換するリン
酸化情報ハブタンパク質に着目した。Apoptosis signal-regulating kinase 1（ASK1）はストレス応
答キナーゼ SAPK/JNK の上流に位置し、ストレス刺激をリン酸化シグナルに変換する MAPKK
キナーゼの一種である。ASK1 は細胞内では thiredoxin (Trx)と結合して不活性化されているが、
酸化ストレスにより Trx のシステイン残基が酸化されると Trx が ASK1 から解離し、活性化す
る。ガーリック由来の抗がん作用物質 diallyl trisulfide は、Trx 分子内にジスルフィド結合を形
成して ASK1 から解離させて ASK1 を活性化し、シグナルソームの形成を介してアポトーシス
を誘導することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Consumption of a certain amount of vegetables and fruits negatively correlates with the incidence of 
life-style related diseases including cancer.  To clarify the anti-cancer effect of phytochemicals derived 
from vegetables and fruits at molecular basis, we focused on phosphorylation-hub protein which 
converts various intracellular stimuli into the phosphorylation signals.  Apoptosis signal-regulating 
kinase 1 (ASK1), a typical phosphorylation hub protein locating at the up-stream of stress-responsible 
kinase, SAPK/JNK, converts the intracellular stimuli to phosphorylation signals; ASK1 is also a sort of 
MAPKK.  In the quiescent cells, intracellular ASK1 binds with thioredoxin (Trx) to inactivate its 
biological activity; oxidation of cysteine residues in Trx causes the activation of ASK1.  In this study, 
we demonstrated for the first time that garlic derived anti-cancer compound, diallyl trisulfide, formed 
disulfide bond between cysteine residues in Trx molecule, followed by activation of ASK1 and 
formation of so-called signalsome in leukemic cells.  This oxidative modification by diallyl trisulfide 
of the cysteine residues is a causative of apoptosis in the cells. 
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科研費の分科・細目：農芸化学・食品科学 
キーワード：食品機能 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、生活習慣病の増加にともない、食品や
栄養成分の機能に関する研究が活発に展開
されている。わが国においても、申請者が所
属する日本農芸化学会の 2008 年度大会では、
39 の講演会場のうち 10 会場が食品・栄養関
係の講演であり、また、24 シンポジウムの
うち 6 つのシンポジウムが食品・栄養関係で
占めるなど、基礎から応用研究を含めた食
品・栄養研究の学問領域が拡大してきている。 
食品由来の機能性成分に関しては、安全性を
はじめその有効性が国家レベルで慎重に議
論されている。一方、食品やその成分の機能
性発現のメカニズムに関しては、未だ成分と
効果を結びつけた研究が多く、本質的な機能
性発現メカニズムに言及した研究は少ない
のが現状である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上述の状況を踏まえて、食用
植物由来機能性成分の抗がん作用にかかわ
る分子メカニズムを明確にする。最新の食用
植物由来機能性成分の抗がん作用に関する
総説（Planta Med. 2008 Jul 31, Cancer Lett. 
2008 Oct 8;申請当時の最新）では、これらの
成分によるROS 産生以降のdown stream の
作用メカニズムは明らかにされていないと
記述されている。また、実際のところROS の
関与に関しても不明確な部分が多い。そこで
本研究では、未だ解明されていないROS 産生
以降アポトーシス誘導シグナル以前の細胞
内情報伝達システムを明らかにする。特に、
細胞内の様々なストレスを受容して、そのス
トレスをタンパク質のリン酸化を介した情
報へと変換するリン酸化情報ハブタンパク
質に着目して機能性成分の作用起点を明確
にする。さらに、これらのハブタンパク質の
機能制御にかかわる因子と機能性植物成分
との相互作用、シグナル伝達について分子細
胞レベルで明らかにする。特にここでは、
我々がすでに強力な抗がん作用を見出して
いるガーリック由来diallyl trisulfide (DAST)の
作用について追究した成績を報告する。 
 
３．研究の方法 
(1) DATS がヒト単球性白血病細胞株 U937 の
増殖および活性酸素種産生に及ぼす影響 
 
① Sulfide類がU937 の増殖に及ぼす影響 
U937 を 2×10⁵ cells/ml で播種し、24 時間前
培養後、各種 sulfide 類を終濃度 0-100 μM と
なるように添加した。さらに 24 時間培養し、
生細胞数を血球計算盤でカウントした。 
 

② DATSがU937 の活性酸素種産生に及ぼす
影響 

U937 を 2×10⁵ cells/ml で播種し、24 時間前培
養を行った。H₂DCF-DA を終濃度 25 µM とな
るように添加し 30 分後、DATS を終濃度 20 
µM, 50 µM となるように添加し活性酸素種
（reactive oxygen species : ROS）の発生を Flow 
cytometry により解析した。 
 
③ DATSによるアポトーシスの抗酸化剤に
よる抑制 
U937 は 2×10⁵ cells/ml で播種し前培養後、還
元 型 glutathione, N-acetylcysteine, n-propyl 
gallate をそれぞれ終濃度 50, 100 μM となるよ
うに添加した。30 分後、DATS を終濃度 25 μM
となるように添加した。さらに 24 時間培養
し生細胞数を血球計算盤でカウントした。 
 
(2) DATS が細胞内 thioredoxin (Trx) に及ぼ
す影響 

ヒト白血病細胞株U937を 2×10⁵ cells/mlで
播種し 24 時間前培養後、DATS を終濃度
20 μΜとなるように添加し、1 時間後に細胞
を回収し、細胞の lysate を調製した。この
lysate について redox western blotting, urea 
PAGE を行い Trx のシステイン残基の修飾に
ついて検討を行った。さらに LC-MS/MS 解析
により Trx の修飾部位を特定した。 
 
(3) DATSがASK1シグナルソームに及ぼす影
響 
Apoptosis signal-regulating kinase 1（ASK1）
はストレス応答キナーゼSAPK/JNKの上流に
位置し、ストレス刺激をリン酸化シグナルに
変換する MAPKK キナーゼの一種である。
ASK1 は細胞内では Trx と結合して不活性化
されているが、酸化ストレスにより Trx のシ
ステイン残基が酸化されると Trx が ASK1 か
ら解離し、ASK1 は 2000 kDa 以上の複合体を
形成し活性化する。上記(2)の結果から DATS
は Trx を酸化することが示唆された。そこで
DATS により ASK1 が活性化されるか検討を
行った。 
ヒト単球性白血病細胞株 U937 を 2×10⁵ 

cells/mlで播種し前培養後、DATSを終濃度 20 
μM となるように添加し、1 時間後に細胞を
回収した。細胞の lysate は Superose 6 10/300 
GL column を用いたゲル濾過クロマトグラフ
ィーにより分画し、得られた画分を western 
blotting に供して ASK1 の分子量の変化を解
析した。 
 
４．研究成果 
(1) DATS がヒト単球性白血病細胞株 U937 の



増殖および活性酸素種産生に及ぼす影響 
Diallyl monosulfide, diallyl disulfideはU937の
増殖に影響を及ぼさなかった。これに対し、
DATS は低濃度においても顕著に増殖を抑制
した。また、DATS 処理により ROS の産生が
見られた。DATS によるアポトーシスに対し
て 、 チ オ ー ル 型 還 元 剤 glutathione, N- 
acetylcysteine では抑制したのに対し、非チオ
ール型還元剤 n-propyl gallate では抑制しなか
った。このことから、DATS によって誘導さ
れる U937 のアポトーシスは、ROS より DATS
によるチオール基との反応が重要であるこ
とが示唆された。 
 
(2) DATS が細胞内 thioredoxin (Trx) に及ぼ
す影響 
DATS は U937 細胞内の Trx 分子中の遊離の

SH 基 5 ヶ所の内 2 ヶ所を修飾し、1 対の分子
内ジスルフィド結合を形成していた。また
LC-MS/MS 解析の結果から、Cys32 と Cys35
の間で S-S 結合を形成し、酸化型 Trx が生成
されることが示唆された。これらの結果から
DATS は細胞内のレドックス制御機構に影響
を与えることが明らかになった。 
 
(3) DATSがASK1シグナルソームに及ぼす影
響 
DATS処理によりASK1のバンドが高分子側
にシフトし、ASK1 の高分子量化が確認され
た。この結果から ASK1 がシグナルソームを
形成していることが示唆された。現在、DATS
による ASK1 の活性化、シグナル伝達経路に
及ぼす影響について詳細なメカニズムを検
討中である。 
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