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研究成果の概要（和文）：親電子性物質は、レドックス制御を介して抗炎症作用や抗癌作用を示すことが報告さ
れている。本研究では親電子性物質の中でこれまで抗癌作用に関する研究がほとんど行われていないニトロオレ
イン酸の癌細胞増殖抑制作用の特性を明らかにするために数種類の親電子性物質との活性の比較を行った。ニト
ロオレイン酸は他の親電子性物質と同様にマイクロモルレベルで癌細胞の増殖を抑制した。この濃度では正常細
胞に対する影響は認められなかった。また、ニトロオレイン酸が癌細胞内のグルタチオンを低下させてアポトー
シスを誘導すること、グルタチオン合成阻害剤が癌細胞に選択的な増殖抑制作用を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Electrophiles have been reported to exhibit anti-inflammatory and anticancer
 effects through redox regulation. In this study, we compared the activity of nitro-oleic acid with 
those of several electrophiles in order to characterize its cancer cell growth inhibitory effect, 
which has not been studied extensively among electrophilic substances. Nitro-oleic acid, like other 
electrophiles, inhibited cancer cell growth at the micromolar level. No effect on normal cells was 
observed at this concentration. We also found that nitro-oleic acid induces apoptosis by lowering 
glutathione in cancer cells and that a glutathione synthesis inhibitor selectively inhibits growth 
of cancer cells.

研究分野：食品機能化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
親電子性物質の中でこれまで抗癌作用に関する研究がほとんど行われていなかったニトロオレイン酸が癌細胞選
択的な増殖抑制作用を示すことを明らかにした。また、ニトロオレイン酸の癌細胞増殖抑制作用のメカニズムを
明らかにし、グルタチオン合成阻害剤がいくつかの親電子性物質と同様に癌細胞に選択的な増殖抑制作用を示す
ことを明らかにすることができた。

※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 

 
我が国の死因第 1位は癌であり、全死亡者数の約３割を占めている。また、癌による死者数、
罹患者数は年々増加傾向にあり、癌は最も克服を求められている疾患である。癌発症の要因の中
で、食生活の重要性が注目されている。スルフォラファンなどのイソチオシアネート類を含む親
電子性物質はタンパク質のシステインチオール基（SH基）との反応を介し、癌細胞の増殖を抑
制することが報告されている。以前、ダイコンの主要なイソチオシアネートが癌遺伝子 v-H-ras
で形質転換した癌細胞の増殖を抑制することを報告したが、親電子性物質にはニトロ化脂肪酸
のように癌細胞に対する作用がほとんど研究されていない化合物が数多く存在しており、これ
らの親電子性物質の抗癌作用を網羅的に検討する必要があると考えた。 
 
２． 研究の目的 

 
ニトロオレイン酸といくつかの親電子性物質の癌細胞の増殖に及ぼす影響を詳細に検討する
ことにより、ニトロオレイン酸の抗癌作用に関する新しい知見を得る。また、ニトロオレイン酸
の癌細胞増殖抑制作用のメカニズムとグルタチオン（GSH）合成阻害剤の癌細胞の増殖に対する
作用を明らかにする。 
 
３． 研究の方法 
 
（1）ニトロオレイン酸と 4種類の親電子性物質の癌細胞増殖抑制活性 
細胞はヒト膀胱癌由来の T24 細胞と正常ヒト尿管上皮由来の SV-HUC-1 細胞を用いた。24-

well plateに 1.33×104 cells/wellの密度で細胞を播種し、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、クルクミン、シンナムアルデヒド、フマル酸、フマル酸ジメチ
ルをそれぞれ終濃度 1、5、10、25、50 Mになるように培地(10 %血清入り)と混合して添加し、
さらに 24 h培養した。controlは DMSOを 3000倍希釈になるように培地(10 %血清入り)と混
合して添加した。培養後、培地を取り除き、0.25 % トリプシンを 100 l加え全体に行き渡らせ、
インキュベーターに 3～5 min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て
同量(100 l)の培地(10 %血清入り)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 l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 l
と懸濁させた。その懸濁液から 10 l取り、血球計算盤で計測した。 
 
（2）ニトロオレイン酸によるアポトーシス誘導 

24-well plateに 1.33×104 cells/wellの密度で細胞を播種し、24 h前培養を行った。前培養
後、plateから培地を取り除いて滅菌 PBSで洗浄した。Control群（DMSOを 300倍希釈し、
培地（10 %血清）と混合）、ニトロオレイン酸添加群（ニトロオレイン酸を終濃度 10Mになる
ように培地（10 %血清）と混合）、ニトロオレイン酸および Z-VAD-FMK 添加群（ニトロオレ
イン酸を終濃度 10M, Z-VAD-FMKを終濃度 20 Mになるように培地（10 %血清）と混合）
に分けて添加し、さらに 24 h培養した。培養後、plateから培地を取り除き、0.25 % TRYPSIN-
EDTA SOLUTIONを 100 l加えて全体に行き渡らせ、インキュベーターで 3～5 min静置し、
顕微鏡を用いて細胞が plateからはがれたことを確認した後、同量(100 l)の培地(10 %血清)を
加えてピペッティングし細胞を懸濁させた。生細胞数および死細胞数を計測するために細胞懸
濁液から 90 l取り、0.5 % トリパンブルー溶液 10 lと混合した。その懸濁液から 10 l取り、
血球計算盤にて生細胞数および死細胞数を計測した。 
 培養後、plateから培地を取り除き、0.25 % TRYPSIN-EDTA SOLUTIONを 4 ml加えて全
体に行き渡らせ、インキュベーターで 3～5 min静置し、顕微鏡を用いて細胞が plateからはが
れたことを確認した後、同量(4 ml)の培地(10 %血清)を加えてピペッティングし細胞を懸濁させ
た。細胞懸濁液を 15 ml遠心管に回収し、300 g, 3 minで遠心分離後、上清を除去して培地を 2 
ml加え、細胞を再懸濁した。この細胞懸濁液を 10 l取って血球計算盤にて細胞数を計測した
のち、細胞数が 2~5×105 cellsとなるように細胞懸濁液を 1.5 mlエッペンドルフチューブに分
注した。300 g, 3 minで遠心分離し、上清を除去して Binding Buffer（1×）を 200 μl添加し、
細胞を懸濁した。別の 1.5 mlエッペンドルフチューブに 195 lの細胞懸濁液を分注し、5 lの
AnnexinV-FITCを加え、混ぜて 10 min室温でインキュベートした。300 g, 3 minで遠心分離
後、上清を除去して 200 lの Binding Buffer（1×）で再懸濁し、さらに 300 g, 3 minで遠心
分離後上清を除去して 190 lの Binding Buffer（1×）で再懸濁した。Propidium Iodide（20 
g/ml）を 10 l加え、細胞懸濁液をフィルターろ過して新たなエッペンドルフチューブ入れた。
その後、フローサイトメーターを用いて T-24細胞のアポトーシス解析を行った。 
 
（3）ニトロオレイン酸の細胞内 GSH濃度への影響 

100 mmφ dishに 2.0×105 cells/wellの密度で SV-HUC-1細胞と T-24細胞を播種し、24 h
培養を行った。前培養後、培地を取り除いて滅菌 PBSで洗浄し、ニトロオレイン酸を終濃度 0、



10 Mとなるように DMEM培地(10 %血清入り)と混合後添加し、さらに３hまたは 6 h、各々
培養した。その際 Controlは DMSOを 100倍希釈し、DMEM培地(10 %血清入り)と混合し添
加した。回収した細胞を 300 μlの PBSで洗浄し、200 gで 10 min, 4℃にて遠心分離し、上清
を取り除いた。次に、10 mM HClを 20 μl 加え、凍結と溶解を 2回繰り返すことで細胞膜を破
壊した。これに 5% SSA を 5 μl加え、8,000 gで 10分間遠心分離した。上清 20 µlを新しい 1.5 
mlエッペンドルフチューブに移し、純水にて SSA濃度が 1％になるように希釈したものを測定
試料として用いた。GSHの定量は同仁化学研究所の Total Glutathione Quantification kitを用
いて行った。 
 
（4）GSH合成阻害剤による癌細胞選択的増殖抑制作用 

GSH合成阻害剤としてブチオニンスルホキシミン（BSO）を使用した。24-well plateに 1.33
×104 cells/wellの密度で細胞を播種し、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、BSOを終濃度 1、5、10、25、50 μMになるように培地(10 %血清入り)と混合して添
加し、さらに 24 h培養した。controlは培地(10 %血清入り)のみとした。培養後、培地を取り除
き、0.25 %トリプシンを 100 μl加え全体に行き渡らせ、インキュベーターに 3～5 min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て同量(100 l)の培地(10 %血清入り)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 lと懸濁させた。その懸濁液から 10 μl取
り、血球計算盤で計測した。 
 
４．研究成果 
 
（1）ニトロオレイン酸と 4種類の親電子性物質の癌細胞増殖抑制活性 
まず、ニトロオレイン酸を添加したときの生細胞数を比較すると、Control群の結果より

SV-HUC-1細胞よりも T-24細胞の方が、増殖速度がより速いことが示唆された。また、生細
胞数、相対生細胞率、死細胞率ともに両方の細胞で濃度依存的に有意な増殖抑制効果がみられ
た。しかし、ニトロオレイン酸の低濃度による処理時には癌細胞選択的と見られる結果が得ら
れた。例えば、SV-HUC-1細胞と比べて T-24細胞においては 5 Mでかなり生細胞率は低下し
68％となったのに対し、SV-HUC-1細胞においては 90.9%と高いままであった。さらに、死細
胞率の結果からは、SV-HUC-1細胞と比べて T-24細胞において 10.7％と SV-HUC-1細胞
5.11%と比較して、5 Mでかなり死細胞率が増加していた。このことから、ニトロオレイン酸
には癌細胞選択な増殖抑制作用と細胞死誘導作用を示すことが明らかとなった。また、過去の
結果と比べると、これまで使用してきたニトロオレイン酸(混合比は 9-ニトロオレイン酸：10-
ニトロオレイン酸=98:2)が純粋な 9-ニトロオレイン酸であったのに対し、今回新たに調製した
ニトロオレイン酸(混合比 9-ニトロオレイン酸：10-ニトロオレイン酸=1.0:0.9)はほぼ 9-ニトロ
オレイン酸の割合が半分であるにもかかわらず、結果としては過去のものと大して差は見られ
なかった。ゆえに、ニトロオレイン酸に関しては Keap1の Cysに対する反応性は 9-ニトロオ
レイン酸の方が 10-ニトロオレイン酸よりも高いという報告もあるが、今回用いている SV-
HUC-1細胞と T-24細胞の増殖抑制に関してはニトロオレイン酸の二重結合位置が 9位か 10
位であるという違いは大きく影響しないものと見なして良いと思われる。 
 ニトロオレイン酸以外の親電子性物質として、まずクルクミンの T24細胞と SV-HUC-1細胞
の増殖への影響を評価した。クルクミンは 25 Mから両細胞において有意な生細胞数の減少が
みられた。このことからクルクミンは癌細胞、正常細胞に関わらず、細胞増殖を抑制することが
示唆された。次にシンナムアルデヒドの細胞増殖への影響を評価した。シンナムアルデヒドは 10 
Mから T24細胞に対して有意な生細胞数の減少が見られた。また、25 Mから SV-HUC-1細
胞に対しても生細胞数の減少が見られたが、正常細胞よりも癌細胞に対して強く増殖を抑制す
ることが示唆された。フマル酸は 5 Mから SV-HUC-1細胞の細胞増殖には影響を与えずに T24
細胞に対して選択的な細胞増殖抑制作用を示した。以前の研究では、正常細胞、癌細胞共に有意
な細胞増殖抑制作用は認められなかったと報告されているが、そのような結果になった理由と
して、フマル酸がカルボキシル基をもつ化合物であり、親水性が高く、細胞内に取り込まれにく
い構造をしていることが原因であると考察されている。この考察に加え、H-rasが活性化した細
胞では代謝系の 1つである解糖系でのエネルギー産生が亢進される一方で TCA回路におけるエ
ネルギー産生が抑制されることが報告されている。そしてフマル酸はこの TCA回路に関わる物
質の 1つであることから、今回フマル酸が T24細胞に対して選択的な増殖抑制作用を示した理
由として、正常細胞ではフマル酸が TCA回路により代謝されるため親電子性物質としての細胞
増殖抑制作用を示さず、TCA 回路が抑制されている癌細胞においてはフマル酸が代謝されにく
く、親電子性物質として働き、細胞増殖抑制作用が認められたのではないかと考えられる。 
 最後にフマル酸ジメチルの細胞増殖への影響を評価した。フマル酸ジメチルは 25 μM から
T24細胞、SV-HUC-1細胞に関わらず、有意な生細胞数の減少がみられた。このことからフマル
酸ジメチルは癌細胞、正常細胞に関わらず、細胞増殖を抑制することが示唆された。フマル酸ジ
メチルはフマル酸と構造が類似しているが、フマル酸に比べて強い増殖抑制効果がみられた。こ
の要因として、フマル酸ジメチルはエステルの構造をしており、疎水性が高く、細胞内に取り込
まれやすいためと考察されている。 



 ラット由来の 3Y1細胞と HR-3Y1-2細胞を使用した研究結果と比較して、今回の T24細胞と
SV-HUC-1 細胞における親電子性物質の細胞増殖への影響は、クルクミンとシンナムアルデヒ
ドのように同じであったものとフマル酸のように癌細胞選択的な細胞増殖抑制作用を示す結果
が確認できたもの、フマル酸ジメチルのように 3Y1細胞や HR-3Y1-2細胞と比較して大幅に細
胞増殖が抑制されたものがあった。以上のことから、細胞増殖抑制作用は親電子性物質の種類に
よって異なること、さらに正常細胞と癌細胞による違いに加え、線維芽細胞と上皮細胞といった
細胞の種類によっても異なることが示唆された。 
 ニトロオレイン酸がマイクロモルレベルの濃度で癌細胞の増殖を選択的に抑制することが明
らかとなった。この癌細胞増殖抑制活性は今回調べた親電子性物質とほぼ同程度であったが、癌
細胞に対する選択性が、親電子性物質によって異なっていた。この選択性に関係すると考えられ
る因子（疎水性、SH基との反応性等）については更なる検討が必要である。 
 
（2）ニトロオレイン酸によるアポトーシス誘導 
これまでの検討の結果、ニトロオレイン酸で T-24細胞と SV-HUC-1細胞を 24 h処理した際
に両細胞の相対生細胞率に最も大きな差が見られた濃度が 10 M であったため、本実験では
10 Mのニトロオレイン酸を用いた。両細胞の生細胞率への影響をみると、T-24細胞では、ニ
トロオレイン酸処理において生細胞率が有意に低下し、カスパーゼ阻害剤 Z-VAD-FMK との
同時処理ではニトロオレイン酸による生細胞率の低下が有意に抑制された。本実験結果から、
ニトロオレイン酸による T-24細胞の細胞死がカスパーゼ経路に依存するアポトーシスによる
ものであることが示唆された。SV-HUC-1細胞では、ニトロオレイン酸群および ニトロオレ
イン酸+Z-VAD-FMK群における生細胞率は Control群と比較して有意な差は認められず、ニ
トロオレイン酸と Z-VAD-FMKの影響は認められなかった。 
次にフローサイトメーターを用いて T-24細胞を解析した。これまでの研究において T-24細
胞と SV-HUC-1細胞をニトロオレイン酸で 24 h処理した際に両細胞の相対生細胞率に最も大
きな差が見られた濃度が 10 M であっため、本実験では 10 Mのニトロオレイン酸を用い
た。アポトーシス細胞率は、Control群で 8.38%であったのに対し、ニトロオレイン酸群では
17.38%であった。ニトロオレイン酸による T-24の細胞死がアポトーシスによるものであるこ
とを裏付ける結果となった。本実験で使用した 10 M のニトロオレイン酸は T-24細胞におけ
る IC50であるため、ネクローシス細胞率は 50%程度検出されると予想していたが、解析の結果
では 4%程度であり、生細胞率が約 80%で検出された。細胞の状態によりニトロオレイン酸の
作用にばらつきが生じるため、今後もアポトーシス解析を繰り返し行い、データの再現性をと
る必要がある。 
 
（3）ニトロオレイン酸の細胞内 GSH濃度への影響 
ニトロオレイン酸で処理していない細胞の細胞内 GSH量は SV-HUC-1細胞より T24細胞の
方が低く、さらにニトロオレイン酸 10 M処理により T-24細胞において大きく低下した。癌
細胞においては GSH濃度が低いため癌細胞選択的に増殖抑制効果が見られたのではないかと
いう仮説のとおりの結果となった。さらに、T-24細胞については、NADPHオキシダーゼ
(NADPHから 1つ電子を酸素に移し、活性酸素の一種スーパーオキシドを産生する酸化還元酵
素）の活性が高く、活性酸素種 ROS量が高まっているため、酸化ストレスが高まっている可
能性があるという報告がある。ゆえに、幾分か GSHがその還元に用いられることによって
GSHレベルが低い状態となっており、そのために親電子性物質の影響を受けやすいのではない
かと思われる。 
また、GSHは、GSH抱合によって細胞内に入り込んできた親電子性物質等と結合し、自ら
細胞外へ排出される機能を持つことが知られているため、通常の細胞の状態における GSHレ
ベルが低いと、親電子性物質の作用を受けやすい可能性がある。結果から、腫瘍形成能を持た
ない細胞である SV-HUC-1細胞はニトロオレイン酸処理如何に関わらず T-24細胞よりも細胞
内 GSH量が高く、またニトロオレイン酸 10 M処理後においても、大して GSH量は低下し
ていないので、SV-HUC-1細胞においては NADPHオキシダーゼ活性は T-24細胞のようには
高くないと推察される。 
正常細胞と癌細胞の間の細胞内 GSH量の差異については、同様の実験を SV-HUC-1細胞、

T-24細胞以外の細胞も用いて実験することで同様の結果が得られるか確かめる必要があり、ま
た、SV-HUC-1細胞、T-24細胞を用いて ROS量やNADPHオキシダーゼ活性を調べること
で、上記の仮説を裏付けるさらなる研究を行う必要があると思われる。 
 
（4）GSH合成阻害剤による癌細胞選択的増殖抑制作用 
まず GSH合成阻害剤 BSO単独処理の結果を評価した。BSOは 5 μMから SV-HUC-1細胞
の細胞増殖には影響を与えず、T24細胞に対して選択的な細胞増殖抑制作用を示した。T-24細
胞については、NADPHオキシダーゼの活性が高く、活性酸素種 ROS量が高まっているた
め、酸化ストレスが高まっているという報告がある。このことから T24細胞では GSHが ROS
の還元に用いられることによって GSH量が低い状態となっており、更に BSOによって GSH
の合成が阻害されたことで ROSが還元できなくなり、酸化ストレスによって生細胞数が減少
したのではないかと考えられる。また、この結果から、細胞増殖を有意に抑制し始めた BSO 



10 μMをフマル酸と同時に処理することを決定した。 
次にフマル酸と BSO 10 μMの同時処理の影響を評価した。フマル酸と BSOの同時処理は 5 

μMから SV-HUC-1細胞の細胞増殖には影響を与えず、T24細胞に対して選択的な細胞増殖抑
制作用を示した。しかし、フマル酸単独処理の結果と比較しても、僅かに増殖抑制作用を増加
させてはいるが、期待したような細胞増殖抑制作用の増強は認められなかった。このような結
果になった理由として、親電子性物質の効果を増強するには BSOの濃度が低すぎた可能性
や、同時処理をした場合では BSOが作用する時間と親電子性物質によって GSH合成が誘導さ
れる時間が上手く合っていなかった可能性などが考えられるため、濃度や処理時間、添加する
タイミングなどの条件をさらに検討する必要がある。 
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