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研究成果の概要（和文）： 

食品因子イソチオシアネート類（ITCs）のがん予防活性においては、生体との相互作用、特
にタンパク質への結合が重要であることが示唆されているが、その詳細な分子機構は不明であ
る。本研究では ITCs 結合分子網羅的同定法を開発し、培養細胞を用いた検討より ITCs が結合
するタンパク質・ペプチド・細胞内遊離アミノ酸を同定することに成功した。本研究より、ITCs
のがん予防メカニズムの解明や、関連する生体内バイオマーカーなどを明らかにできる可能性
が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Thiocarbamoylation by electrophilic dietary isothiocyanates (ITCs) is necessary in order for them to 
exert cancer chemopreventive activities. In this study, we developed a novel method to identify 
ITCs-targeted molecules using two well-studied ITCs, benzyl ITC (BITC) and phenethyl ITC (PEITC). 
The principle of this method is based on identifying a pattern of difference between BITC and PEITC, 
since they show similar chemical and biological behaviors. For the method validation, 
dithiothreitol-reduced bovine insulin having free thiols as a model molecule was incubated with either 
BITC or PEITC, and then digested with endoprotease Glu-C. The generated peptides were analyzed by 
UPLC-TOF/MS and LC-Q-TOF/MS. Three peptides, NYCN, FVNQHLCGSHLVE and ALYLVCGE, 
were identified to be bound with BITC or PEITC on their cysteine residues. Each set of peptides bound 
with either BITC or PEITC showed retention times (RTBITC<RTPEITC) by reverse-phase column 
chromatography with a difference of molecular mass (∆14.01565). On the basis of these findings, 
computational mathematical schemes were constructed to extract sets of MS ions satisfying the above 
criteria. Application of the developed method to an extract of ITCs-treated human colon cancer HCT 116 
cells, thiocarbamoylation of cysteine residues of glutathione and the N-terminal proline residues of 
PMFIVNTNVPR from macrophage migration inhibitory factor were successfully identified as the 
intracellular targets of ITCs. Moreover, the method also detected the thiocarbamoylated conjugates of 
ITCs with intracellular free cysteine and lysine. This novel developed method should be useful for 
identifying new target molecules which bind with cancer chemopreventive ITCs. 
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研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：生活科学・食生活学 
キーワード：健康と食生活 
 
１．研究開始当初の背景 

Isothiocyanates (ITCs)は、キャベツやブロッ
コリーなどアブラナ科植物などに豊富に含
まれている含硫化合物である。ITCs のがん予
防に関する疫学研究を精査すると、遺伝子多
型や人種差、性差、生活習慣によって効果に
バラつきはあるものの、ITCs の積極的な摂取
により特に肺・大腸での発がんリスクを低減
させるということに対して一定のコンセン
サスは得られているようである。このような
ことから、ITCs は最も重要度の高いがん予防
食品因子の一つであると考えられている。 

我々の研究グループではこれまでに ITCs
によるがん予防効果の分子機序を明らかに
する目的でマウス皮膚発がんモデル系を用
いた in vivo での発がん予防活性の評価や、が
ん及び正常培養細胞を用いた in vitro 系での
発がん予防分子メカニズムの解析を行い基
礎的データの蓄積を行ってきた。その中で特
に、がん予防活性成分探索のため解毒酵素誘
導活性を指標に野菜・果物のスクリーニング
を行った結果、パパイヤ果実抽出画分に最も
強い活性が認められ benzyl ITC（BITC）を活
性成分として同定し、培養細胞を用いた in 
vitro 実験系で細胞内レドックス制御による
解毒酵素誘導分子機構を明らかにした。また
BITC の細胞死誘導活性に関して、細胞周期
制御に密接に関連したアポトーシス誘導機
構、がん細胞選択的細胞死誘導活性、BITC
濃度依存的な細胞死様式（アポトーシス vs
ネクローシス）制御機構についても新しい知
見を報告してきた。 
 興味あることに、BITC によるがん予防の
中心的役割を担っていると考えられている
これらの活性は、比較的限られた濃度域での
み特定の生理活性が発現する。限定的な濃度
域でのみ解毒酵素が誘導され、それ以上の濃
度になると細胞周期が停止する。またそれ以
上の濃度になると細胞周期停止活性は弱ま
りアポトーシスが誘導される。さらにそれ以
上の濃度ではネクローシスが誘導される。
個々の生理活性発現機構解析は部分的では
あるが詳細に検討されているが、このような
ITCs が誘導する様々な生理活性を体系的に
捕らえた報告はこれまでに無い。Mi らの研究
グループが放射性同位体標識した phenylethyl 
ITC (PEITC)と sulforafane (SFN)を用いた興味
深い解析結果を報告している。この報告の中
で、1) ITCs の細胞内での primary target はグ
ルタチオンであり、グルタチオン化 ITCs の
生成量のピークは培養細胞への曝露後 0.5 時
間以内であり曝露 1-2 時間後に検出限界以下

までに減少する。2) 核酸付加体の生成量は検
出限界以下であった。3) 一方、培養細胞への
ITCs 曝露後 0.5 時間から検出されるタンパク
質付加物は、反応時間依存的に増加する。4) 
ITCs 付加タンパク質は曝露濃度依存的にも
増加する。5) 主要な ITCs 標的蛋白質として
tubulin が同定された。このことから、特に 4) 
の濃度依存的な ITCs 付加タンパク質の蓄積
は tubulin 以外の様々な標的タンパク質への
付加反応を示唆しており、標的タンパク質の
高感度な特異的検出が可能になれば前述の
ITCs の濃度依存的かつ濃度限定的な様々な
生理活性発現メカニズムを説明できる可能
性がある。また、我々のこれまでの研究にお
いても、BITC が誘導するアポトーシスに感
受性の高い G2/M 期にある細胞は、曝露後わ
ずか 3 時間で顕著なアポトーシス誘導が認め
られている。Mi らの報告と併せると、ITCs
が誘導・活性化するダイナミックな細胞内情
報伝達経路の引き金を引く標的分子の捕獲
が、ITCs のがん予防メカニズムを解く鍵にな
る。しかしながら、細胞内で過剰発現させた
特定のタンパク質を除いては tubulin 以外の
内因性標的タンパク質が同定されたという
報告はない。 
 
２．研究の目的 

BITC と PEITC、SFN などは細胞内への蓄
積量の違いなどが理由で生理活性を示す濃
度に差があるが、同様の標的分子、メカニズ
ムで生理活性を発現させていると考えられ
ている。特に BITC と PEITC は側鎖のアルキ
ル鎖の長さが“1”異なる分子（メチレン基 1
つ分）であり（図 1）、それぞれの付加体（1
分子付加）は質量数で 14.01565 の差が生じる。

この規則性を目印にペプチドの網羅的一斉
分析を行い、修飾ペプチドを抽出する。さら
に、抽出されたペプチドの MS/MS 解析より
修飾部位および標的タンパク質の同定を行

NCS

BITC (Mm=149.02992)

PEITC (Mm=163.04557)
 

【図 1】BITC と PEITC の化学構造式 
Mm: monoisotopic mass 



 

 

う。同定された標的タンパク質については、
ITCs による付加反応によるタンパク質機能
への影響を生化学的、分子生物学的、細胞生
物学的手法を用い詳細を明らかにすること
により、ITCs の生理活性発現メカニズムを解
明する（図 2）。 

近年の食品の機能性に関する研究分野に
おいて、特定の成分による標的を明らかにす
ることにより、より詳細な食品成分の“効き
目”のメカニズムを明らかにし、疾病に対す
るより効果的な予防戦略を提唱することが
求められつつある。本研究では、BITC と
PEITCの生理活性および化学構造上の特徴を
利用し標的分子の探索を行うものであり、従
来の手法では明らかにすることができなか
った ITCs が誘導する生理活性発現分子機構
を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
ITCs 結合分子探索法の確立 
 ITCs 結合モデル分子としてウシインスリ
ンを用い、分析法の確立と評価を行った。ウ
シ イ ン ス リ ン （ 0.5 mg/ml ） を 5 mM 
dithiothreitol で 1 時間還元処理を行い DMSO
（コントロール）あるいは 100 µM の BITC、
PEITC とそれぞれインキュベートした。TCA
沈殿法により未反応の ITCs を除去し、Glu-C 
protease (V8 protease)で消化（酢酸アンモニウ
ム、pH 6.0、25°C、2 時間）し、V8 protease
自己消化サンプルとブランクサンプル（5%ア
セトニトリル）を加えた5サンプルを triplicate
で UPLC-TOF/MS 分析を行った。分析条件は、
UPLC （ Acquity™, Waters ）、 TOF/MS
（ Micromass LCT Premier™ XE mass 
spectrometer, Waters）を用い、カラムは Acquity 
UPLC™ BEH C18 column (1.7 μm, 100 
mm×2.1 mm i.d., Waters)、カラムオーブンは
40°C、移動相Aは0.1% 蟻酸を含む超純水、移
動相 Bは 0.1% 蟻酸を含むアセトニトリルを用い、
流速 0.4 ml/min で 0-5 分（A : B = 95 : 5%）、
25-30 分（A : B = 20 : 80%）のリニアグラジェント
方式で分離を行った。イオン源はESIのポジティ
ブモード、検出器は以下の条件で行った
（ capillary voltage at 3000 V, sample cone 

voltage at 30 V, desolvation gas flow at 800 l/hr, 
cone gas flow at 50 l/hr, source temperature at 
100°C, desolvation temperature at 350°C, mass 
range m/z 100–1500）。また lock spray による
MS 軸 補 正 に は レ フ ァ レ ン ス と し て
leucine−enkephalin（m/z 556.2771）を用いた。
UPLC-TOF/MS 分析によって得られた MS イ
オンピークは MarkerLynx ソフトウェア
（Waters）によって以下の条件でピーク検出
を行った（mass tolerance = 0.05 Da; apex track 
peak parameters: peak width at 5% height 
(seconds) = auto, peak-to-peak baseline noise = 
auto, apply smoothing = Yes; collection 
parameters: intensity threshold (counts) = 50, 
mass window = 0.05, retention time window = 
0.1, noise elimination level = 4, deisotope data = 
Yes）。検出された MS イオンピークのうち、
BITC および PEITC 処理群で特異的に検出さ
れた MS イオンピークを Mass Profiler 
Professional ソ フ ト ウ ェ ア （ Agilent 
Technology）を用いて抽出した。抽出された
BITC および PEITC 処理群特異的 MS イオン
ピークは、Microsoft Excel の関数式を組み合
わ せ て 作 成 し た ITC-binding molecules 
extraction program (IMEP)に供し、BITC と
PEITC の相対質量数差（14.01565）を有する
MS イオンペアを BITC および PEITC 処理群
特異的 MS イオンピークの中からそれぞれ抽
出した。抽出された MS イオンピークペアに
ついてはそれぞれの保持時間（RT）が
RTBITC<RTPEITC の条件を満たしているかを確
認し、これらの条件を満たした MS イオンピ
ークペアについては LC-Q-TOF/MS 分析を行
い、 ITCs ペプチドの同定を行った。
LC-Q-TOF/MS の分析条件は、HPLC（Agilent 
1200 series、Agilent Technology）、Q-TOF/MS
（Agilent 6510、Agilent Technology）を用い、
カラムは XBridge™ BEH 130 C18 NanoEase™ 
column (3.5 μm, 100 mm×300 µm i.d., Waters) 
カラムオーブンは 40°C、移動相 A は 0.1% 蟻
酸を含む超純水、移動相 B は 0.1% 蟻酸を含
むアセトニトリルを用い、流速 7 µl/min で 0-5 分
（A : B = 95 : 5%）、65-75 分（A : B = 20 : 80%）
のリニアグラジェント方式で分離を行った。イオ
ン源は ESI のポジティブモード、検出器は以下
の条件で行った（V cap voltage at 3500 V, 
drying gas temperature 325°C, drying gas flow at 
5 l/min, nebulizer at 30 psig, fragmentor at 150 V, 
skimmer at 65 V, mass range m/z 300–3000 for 
MS analyses 、 m/z 50–3000 for MS/MS 
analyses）。コリージョンエネルギーは標的アミノ
酸配列によって調節し、タンパク質の同定には
MASCOT online database searching algorism 
(Matrix Science, Boston, MA)を用いた。 

【図 2】ITCs 結合分子探索法 



 

 

ヒト大腸がん細胞を用いた ITC類結合分子の
探索 
 ヒト大腸がん由来 HCT116 は American 
Type Culture Collection から購入し、10% FBS/ 
50 units/ml penicillin/ 50 µg/ml streptomycin を
含む DMEM 培地を用い 5% CO2の 37°C イン
キュベーターで培養・維持した。HCT116 細
胞に DMSO（コントロール）あるいは 20 µM
の BITC、PEITC をそれぞれ曝露し 4 時間後
細胞を回収した。回収した細胞を酢酸アンモ
ニウム（pH 6.0）に懸濁し、凍結融解法によ
り可溶性画分を抽出し、10 µg/ml トリプシン
で 2 時間消化した。アセトニトリルで除タン
パクを行ったサンプルを 5%アセトニトリル
に溶解し、上述の ITC 類結合分子探索法に供
した。 
 
４．研究成果 

本研究ではまず分析法の評価を行う目的
でモデルペプチドとしてウシインスリン（図
3）を用い検討した。100 µM BITC、PEITC あ

るいは DMSO（コントロール）処理したウシ
インスリンを V8 protease で消化し、V8 
protease 自己消化サンプルとブランクサンプ
ル（5%アセトニトリル）を加えた 5 サンプル
を triplicate で UPLC-TOF/MS 分析を行った。
イオンクロマトグラム抽出により、インスリ
ン α 鎖 C 末端ペプチド（α_3）と β 鎖の 2 つ
のペプチド（β_1、β_2）に ITCs が 1 分子付
加した m/z に相当する分子のピークが検出さ
れ（図 4）、MS/MS 分析より、これらのペプ
チドのシステイン残基への ITCs 付加である
ことが確認された。さらに本分析条件（逆相
HPLC）下では BITC 付加体は PEITC 付加体
よりも早く溶出されることが分かった（図 4）。
次に、未知サンプルからの ITCs 付加分子の
同定を想定し、インスリンを用いた分析で得
られた 6262 の MS イオンピークを用い、ブラ
インドで以下の検討を行った。まず、6262 の
MS イオンピークの主成分分析およびクラス
タ解析より、BITC および PEITC 処理サンプ

ルに特異的なピークが存在することが示さ
れた（図 5）。BITC 処理群で特異的に検出さ
れた MS イオンピークは、BITC 処理群（n=3）
とその他の群（n=12）の unpaired t-test（p < 
0.01）に多重検定補正（Bonferroni family-wise 
error rate）を行い抽出した。PEITC 処理群特
異的 MS イオンピークについても同様の操作
により抽出した。その結果、それぞれ 49 と
36 の BITC および PEITC 処理群特異的 MS イ
オンピークが抽出された。これらの MS イオ
ンピークを Microsoft Excel の関数式で作成し
た ITC-binding molecules extraction program 
(IMEP)に供し、ITC 結合ペプチドの抽出を行
ったところ、複数の MS イオンピークペアが
抽出された。それらが上述の ITCs 付加ペプ
チドであることが確認され、本分析法が精度
良く ITCs 付加分子を同定できることが確認
された。サンプルを希釈し検出限界濃度を検
討したところ、本分析法は 1 ng のインスリン
から ITCs 付加体を検出することが可能であ
り、ウエスタンブロッティング法の検出で汎
用されている市販の検出試薬と同程度の検
出感度であることが確認された。 

【図 3】ウシインスリンのアミノ酸配列 

【図 4】ウシインスリンペプチド分析のイオン抽出ク

ロマトグラム 



 

 

 本分析法の有効性が確認されたので、培養
細胞を用いた ITCs 結合分子の探索・同定を
行った。ヒト大腸がん由来 HCT116 細胞へ 20 
µM BITC、PEITC あるいは DMSO（コントロ
ール）を 4 時間曝露し、抽出した可溶性画分
を上述の分析法で ITCs 結合分子の探索を行
った。その結果、BITC および PEITC 処理群
でそれぞれ、m/z 457.1100、471.1401 (z=1)を
示した MS ピークについては、LC-Q-TOF/MS
分析より還元型グルタチオン（Glu-Cys-Gly）
のシステイン残基への BITC および PEITC 付
加体であることが同定された。さらに、BITC
およびPEITC処理群でそれぞれ、m/z 718.8513 
and 723.8600 (z=2)を示した MS ピークは、
PMFIVNTNVPR の N 末端プロリン残基に
BITC および PEITC がそれぞれ付加したペプ
チドであり、ITCs 結合タンパク質のひとつと
して macrophage migration inhibitory factor が
同定された。さらに、細胞内の遊離アミノ酸
であるシステインとリジンへの付加物が本
分析法により同定された。電気泳動などを用

いる一般的なプロテミクス解析では、このよ
うな低分子への付加物を検出することがで
きない。それゆえ、本分析法は、ITCs 結合タ
ンパク質を同定し、ITCs が誘導する多彩な生
理活性メカニズムを解明するだけでなく、血
液や組織抽出物の分析へ応用することによ
り、ITCs の生理活性に関連した生体内バイオ
マーカーなどを明らかにできる可能性があ
る。それゆえ今後、本研究で開発した ITCs
結合分子同定法を様々な試料の分析へ応用
し、ITCs が関連する様々な生体調節機構を明
らかにしていく必要がある。 
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