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研究成果の概要（和文）：ベンジルイソチオシアネート（BITC）と生体分子の相互作用を検討した。その結果、
BITCとエタノールアミンとの付加体が認められた。これは、生体膜の構成脂質であるフォスファチジルエタノー
ルアミンとBITCが反応し、速やかにホスホリパーゼにより切断されたと考えられた。また、BITCのいくつかのタ
ンパク質への修飾が確認できた。その一つのタンパク質の活性を確認したところ、BITCによる修飾と相関が認め
られ、BITCの直接的な相互作用がそのタンパク質の機能を制御している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the interaction of benzyl isothiocyanate (BITC) with 
biomolecules. BITC modified ethanolamine was detected from cultured cells after treatment of BITC. 
It was suggested that phosphatidylethanolamine modified with BITC was degraded by phosphatases. In 
addition, some proteins were modified with BITC. A correlation was found between the activity and 
BITC modification in one of the modified proteins, suggesting that BITC directly regulated the 
protein activity via the modification. 

研究分野：食品機能学

キーワード： 食品機能　イソチオシアネート　ポリフェノール

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では食品成分のひとつであるBITCと生体分子の相互作用を示した。食品成分は生体分子と相互作用するこ
とにより効果を発揮すると考えられるが、どの生体分子と相互作用して効果を示しているのか未だ十分に明らか
ではない。そのため、食品機能獲得の個人差や、生活習慣や疾病の有無などによる悪影響への懸念は推測の域を
出ない。本研究成果は、このような個人差や悪影響のない個々人に適した食品の選択が可能になり、食品機能の
安心安全な獲得に寄与することが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
食生活の乱れ、喫煙、飲酒や運動不足などに伴う生活習慣病患者が増加し続ける中、食品の三次
機能（生体調節機能）が注目されており、生活習慣病予防・改善をサポートする機能性食品やサ
プリメントが多く販売されている。食品成分の機能性は様々な視点から研究が進められており、
例えば、茶カテキンやタマネギに含まれるケルセチンは、脂肪を燃焼する酵素群を活性化するこ
とで抗肥満効果が期待されている。また、生活習慣病の中で死亡原因 No.1 である「がん」に対
しては、キャベツやブロッコリーなどのアブラナ科の植物に含まれるイソチオシアネート類が
有効であると考えられている。このように、日常的に摂取する「食品」での疾病予防・改善への
期待は高まっている。 
一方で、これら植物性食品成分は必ずしも生体に有効に働くわけではなく、生活習慣や疾病の有
無などにより悪影響を及ぼすことが示唆されている。代表的な例として 1990 年代に行われた大
規模なヒト介入試験があり、この試験では、肺がんのリスクを軽減すると考えられていたβ-カ
ロテンが、喫煙者では肺がんの罹患率をむしろ上昇させてしまうことが報告された。しかしなが
ら、このような悪影響の原因はいずれも推測の域を出ない。その原因として、食品成分の機能性
発現メカニズムの解明が十分ではないことが挙げられる。すわなち、摂取した食品成分がどのよ
うにして生体に「有効性」をもたらしているのか医薬品のように明確ではなく、同時に、「悪影
響」の発現メカニズムも不明確であることが原因の一つであると考えられる。食品成分の有効性
は、主に生体分子との相互作用が引き金となっていることが示唆されており、例えば、イソチオ
シアネート類によるがん予防メカニズムの一つは、Keap1 タンパク質との結合を介した第二相解
毒酵素群の誘導であると考えられている。しかしながら、多くの食品成分はどのような経路を辿
って直接的または間接的に機能性を発現しているのか十分に明らかではない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では摂取した食品成分がどのようにして生体に好影響または悪影響を示すのか明確にす
ることを目指し、特異モノクローナル抗体を用いた免疫化学的解析と質量分析計を用いた分析
化学的解析により食品成分と相互作用する生体分子の同定を試みる。また、食品成分と相互作用
する生体分子の食品成分処理による機能変化を評価する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）イソチオシアネートによる脂質修飾 
マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 に 0-50 µMのベンジルイソチオシアネート（BITC）を 24
時間処理し、細胞培養液を LC-MS/MS（Xevo TQD, Waters または API3000, AB Sciex）で分析し
た。加えて、10 µMの BITC を 0-48 時間処理し、BITC 付加体の経時的な変化を検討した。次に、
卵黄レシチンとホスファチジルエタノールアミン（PE）を用いて作製したリポソームに BITC を
20 時間処理した。反応しなかった BITC はスピンカラムにより取り除いた。RAW264.7 細胞に BITC
処理したリポソームを 2時間処理後、培地を交換し、培養液中の BITC とエタノールアミン（EA）
の付加体を LC-MS/MS で経時的に分析した。 
（２）イソチオシアネートによるタンパク質修飾 
RAW264.7 細胞に 0-25 µM の BITC を 24 時間処理し、細胞溶解液を電気泳動および Western 
blotting に供した。電気泳動後のタンパク質の一部は、バンドを切り出し、プロテアーゼで切
断してできたペプチドを MALDI-TOF-MS 分析に供し、Mascot データベース検索により同定を試み
た。加えて、BITC 処理した培養細胞の溶解液と特異モノクローナル抗体を反応させることで免
疫沈降を行なった。それにより得られたサンプルを電気泳動および Western blotting に供し、
生体タンパク質に対する抗体で検出を行なった。さらに BITC 処理した細胞溶解液を用いて、BITC
が修飾するタンパク質とその上流に存在するタンパク質の活性を評価した。 
（３）機能性発現に寄与する部分構造評価 
相互作用・機能発現に必要な部分構造探索を目的とし、BITC の主な抱合体として知られる
glutathione（GSH）抱合体と N-acetyl-cysteine（NAC）抱合体を合成した。RAW264.7 細胞に 0-
25 µMの BITC または BITC 抱合体を 24時間処理し、細胞中 DNA を電気泳動に供した。加えて、
0-10 µMの BITC とその抱合体を処理した細胞の溶解液を電気泳動および Western blotting に供
し、Caspase-3 の活性を評価した。さらに、BITC の細胞内への取り込み量を評価するため、BITC
または抱合体を RAW264.7 細胞に処理後、細胞溶解液に 1,2-benzenedithiol を処理し、365 nm
の吸光度を測定した。 
 
 
４．研究成果 
（１）イソチオシアネートによる脂質修飾 



RAW264.7 細胞に BITC を処理した結果、BITC 処理濃度依存的に BITC-EA 付加体が培養液中から
検出された。また、その付加体は BITC 処理 2時間後には培養液中から検出され、時間依存的に
付加体量は増加した。次
に、BITC 処理したリポソ
ームを培養細胞に添加し
リポソームを取り込ませ
た後、培養液中の BITC-EA
付加体の検出を試みた。そ
の結果、培養時間依存的に
BITC-EA 付加体が検出さ
れた。これらの結果から、
BITC は処理後速やかに PE
と付加体を形成し、細胞内
に存在するホスホリパー
ゼがその付加体に作用す
ることで、BITC-EA 付加体
として培養液中に放出さ
れることが示唆された。 
（２）イソチオシアネートによるタンパク質修飾 
BITC 処理した培養細胞の溶解液を Western blotting 後、特異抗体によりイソチオシアネート修
飾タンパク質を検出したところ、いくつかの陽性バンドが検出できた。その陽性バンドの一部は、
Actin や GAPDH といった既知のイソチオシアネート標的タンパク質であることが示唆された。さ
らに、タンパク質バンドを電気泳動ゲルから切り出し、プロテアーゼによるゲル内消化後、MALDI-
TOF-MS 分析を行った。Mascot データベース検索を行なったところ、特定のタンパク質である可
能性が示唆されたが、タンパク質の同定にまでは至らなかった。そこで、特異抗体での免疫沈降
により BITC 修飾タンパク質を回収後、電気泳動および Western blotting に供し、そのタンパク
質に対する抗体を用いて検出を試みた。その結果、Mascot データベース検索により示唆された
タンパク質がBITCに修飾されている
ことがわかった。次に、BITC 処理に
よる BITC修飾タンパク質の活性を評
価した。その結果、修飾と活性に相関
が認められ、BITC の直接的な修飾が
そのタンパク質の機能を制御してい
る可能性が示唆された。加えて、BITC
修飾タンパク質の上流にある分子の
活性評価を行なったところ、一部の
上流分子の活性変化が BITC処理時間
依存的に認められた。このことから、
BITC 修飾タンパク質の活性変化は、
BITC が直接修飾することに加え、上
流分子からのシグナル伝達による機
能制御の可能性が示唆された。 
（３）機能性発現に寄与する部分構造評価 
BITC、BITC-GSH 抱合体および BITC-NAC 抱合体を処理した細胞から抽出した DNA をアガロースゲ
ル電気泳動したところ、5 µMの BITC 処理では DNA の断片化が見られたが 10 µM以上の BITC で
は断片化は見られなかった。一方、BITC の抱合体では高濃度処理時でも DNA の断片化が見られ、
特に NAC 抱合体で顕著に見られた。そこで次に BITC とその付加体による Caspase-3 の活性を評
価した。その結果、DNA の断片化と相関して活性型 Caspase-3（cleaved Caspase-3）が検出され
た。加えて、BITC の細胞内への取り込み量を確認した結果、未抱合の BITC は処理後速やかに取
り込まれ、時間とともにその量は減少した。一方、抱合体は処理後徐々に細胞内へ取り込まれた。
このことから、BITC の作用は細胞内へ取り込まれて発揮していることが示唆された。また、BITC
の機能性発現には、ITC の有する NCS 基だけではなく、側鎖の極性が重要な因子であることが示
唆された。 
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