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研究成果の概要（和文）： 
スルフィドの生体内での挙動の解明と同時に疎水性度など各種スルフィドの物理化学的性

質と機能の関係について追究した。様々な側鎖構造の alk(en)yl trisulfide の合成法を確立し、
生物学的活性としてヒト大腸がん細胞株 HT-29 の増殖抑制能を測定した。各種 trisulfide の疎
水性は octanol/water 分配係数を指標として測定した。合成した 9 種類の trisulfide のうち
dipropyl, diallyl, dibutenyl trisulfide は強力な増殖抑制作用を示した。sulfide の疎水性は側鎖
の長さに比例して増加し、増殖抑制、チュブリン重合抑制能は疎水性と parabolilc な相関を示
した。  
 
研究成果の概要（英文）： 

Of the compounds contained in or derived from garlic (Allium sativum L.), alk(en)yl 
sulfides are known to be responsible for most of the physiological or neutraceutical 
functions of garlic. We found that diallyl trisulfide (DATS) is a potent inhibitor of tubulin 
polymerization and cancer cell growth, and an effective stimulator of the hepatic 
detoxification system. Here, we synthesized 9 trisulfides having different aliphatic 
side-chains, and determined their log P, a parameter for lipophilicity of un-ionized solutes, 
and inhibitory activities, IC50 (μM), toward cancer cell growth.  The log P values of these 
trisulfides ranged from the lowest, 2.72, for dimethyl trisulfide, to the highest, 7.62, for 
dipentyl trisulfide. The relationship between the IC50 and log P of the 9 trisulfides was 
parabolic in nature, in which dibutenyl- and dipropyl- compounds, determined to have a log 
P of approximately 5, were located at the minimum point of the parabola, indicating the 
maximum potency. The reason why DATS, having a log P of about 4, was excessively 
stronger than diethyl trisulfide, with a similar log P, is not fully understood; but perhaps it 
can be explained by a higher reactivity of the diallyl compound in nucleophilic substitution.  
The compounds with 3-carbon chains were stronger in terms of growth inhibition than the 
others; but weaker compounds, those with 4- or 5- carbon chains, showed higher activity if 
a double bond was introduced into them to reduce their log P to the effective range. In this 
study, we confirmed the superiority of trisulfides with 3-carbon chains, e.g., DATS and 
dipropyl trisulfide (DPTS). In addition, we observed for the first time that dibutenyl 
trisulfide, a compound not found in garlic, is one of the potent structures among alk(en)yl 
trisulfides.  
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１．研究開始当初の背景 

我々はネギ属植物の食品機能性に関して、
抗血栓作用、解毒系酵素の誘導作用、がん細
胞増殖抑制作用などの諸作用を、分子メカニズ
ム を 中 心 に 検 討 し 、 報 告 し て き た （ Lancet, 
1:150-1, 1981; Asian Func. Food, CRC Press, 
433-89, 2005）。その中で、上記の作用の強力な
多硫化スルフィドであるジアリルトリスルフィドが
細胞骨格タンパクの β チュブリンを酸化的に修
飾し、重合を妨げることを見出した（J Biol Chem, 
280: 41487-93, 2005）。すなわち、チュブリンの
脱重合を促進して、がん細胞の増殖（細胞分
裂）を顕著に抑制することに加え、アポトーシス
を誘導してがん細胞死をもたらした。この発見は、
スルフィドの作用に関して、分子メカニズムの一
端を明らかにしてはいるが、一方において、一
食物成分が直接生体分子を修飾することの事
実を提示し、がん細胞に対しては（正常細胞に
は全く未知）、細胞の分裂増殖を抑制し、やがて
死滅させるという毒物的挙動を取ることに驚かさ
れる。ここにおいて我々は、速やかに解明しなけ
ればならない二つの課題を突きつけられたと解
釈している。第 1 は、スルフィドの生体内での挙
動の解明、すなわち修飾を受けるタンパクなど
の分子標的の同定であり、第 2 は、スルフィドの
作用と量目の関係を明確にすること、標的タン
パク質とスルフィドの反応性、細胞へのスルフィ
ドの作用の構造的な要因である。 
 
２．研究の目的 

多硫化物はその instability の故に生体内での
反応性が高いことが示唆されている。しかし、確
固とした成績は全く示されていない。我々は、三
硫化物について最も反応性が高いことを様々な
生理活性について明らかにし、trisulfide 構造の
重要性を指摘してきた。しかし、trisulfide の側鎖
構造と抗がん作用の関係性はほとんど報告され
ていない。 

 そこで本研究では、様々な側鎖構造の
alk(en)yl trisulfide の合成法を確立するとともに
これらの化合物のヒト大腸がん細胞株 HT-29 に
対する増殖抑制活性について検討し、側鎖構
造と活性との関連を明らかにしようとした。 
 
３．研究の方法 
（1）Alk(en)yl trisulfide の合成法と精製法の
確立 
 Trisulfides の合成は bunte salt 法を一部改変
して行った。ハロゲン化アルキル、アルケニ
ルとチオ硫酸ナトリウムを反応させ、アルキ
ル、アルケニルの bunte salt を調製した。この

bunte salt を pH 6〜7 になるように調製しなが
ら、硫化ナトリウムを反応させ oil 相を得た。
これらの oil 相をヘキサンで抽出し、ロータ
リ−エバポレーターによりヘキサンを除去し
trisulfides を得た。これらの trisulfides を HPLC
に供して、精製した。側鎖が飽和型の dimethyl, 
diethyl, dipropyl, dibutyl, dipentyl, 側鎖が不飽
和型の diallyl, dibutenyl, dipentenyl, 混合型の
allyl methyl trisulfide の計 9 種類の trisulfides
を bunte salt 法により合成した。収率は
trisulfide の側鎖によって異なり、最も高い
diallyl で約 90%、最も低い dipentyl で約 20%
であった。これらすべての alk(en)yl trisulfides
はHPLCにより純度 99%以上に精製すること
が出来た。以降の実験は 99%以上に精製した
a l k ( e n ) y l  t r i s u l f i d e を用いて行った。 
 
（2）Alk(en)yl trisulfides の octanol–water 
partition coefficients (log P) 
①振盪フラスコ法 
試験管 (容量 11 mL) に octanol: water＝1: 1, 

1: 2, 1: 4 となるように加え、alk(en)yl trisulfide
が終濃度 20 mM となるように添加した。20
回/ minの速度で 5分間振盪後、1000 rpm, 25℃, 
20 min の条件で遠心し、octanol 相と water 相
を分離した。それぞれの相を HPLC で分析し、
以下に示した式により log P を算出した。 

 
②HPLC 法 
Thiourea と alk(en)yl trisulfide の終濃度がそれ
ぞれ 1 mM, 5 mM となるようにアセトニトリ
ルに溶解し、HPLC により分析した。以下に
示した式により log k を算出した。振盪フラ
スコ法で算出した 4 種類の alk(en)yl trisulfides
の log P と log k との回帰式を求めた。その回
帰式から振盪フラスコでは求められなかっ
た alk(en)yl trisulfide の log P を推定した。 

 
（3）Alk(en)yl trisulfides が HT-29 の増殖に
及ぼす影響 

HT-29 を 3×104 cells/ cm2の密度で播種し、
48 時間前培養を行った。新鮮な培地に交換し、
alk(en)yl trisulfideが終濃度 0, 1.56, 3.13, 6.25, 
12.5, 25, 50, 100 μMとなるようにdimethyl 
sulfoxide (DMSO)で希釈し、24 時間培養した。
培養後、トリプシンを用いて細胞を回収し、

trisulfideのretention time - dead time
dead time

＝ log10Log k ( )

octanol 相のalk(en)nyl trisulfideピークの面積
water 相のalk(en)yl trisulfideのピークの面積

log10＝Log P ( )



血球計算盤で細胞数を測定した。各濃度での
増殖率はDMSOのみを添加したvehicle群の細
胞 数 を 1 0 0 % と し て 算 出 し た 。 
 
４．研究成果 
（1）Alk(en)yl trisulfides の octanol–water 

partition coefficients (log P) 
振盪フラスコ法により測定したdimethyl, 
diethyl, diallyl, allyl methylの 4 種類のalk(en)yl 
trisulfidesのlog Pはそれぞれ、2.74, 3.84, 3.84, 
3.21 であった。しかし、その他のalk(en)yl 
trisulfidesは疎水性が強く、water相には分配さ
れず、ピークは検出されなかった。そのため、
それ以上のlog Pを推定できるHPLC法により
各種alk(en)yl trisulfidesのlog Pを推定した。そ
の結果、log kとlog Pは相関係数R2 = 0.99 を示
し、両者は高い相関を示した。得られた回帰
式を用いて、すべてのalk(en)yl trisulfidesのlog 
Pを推定した。Log Pは側鎖の炭素鎖長に比例
して増加した（log P= 1.2Cn＋x）。同一の炭素
鎖長であれば、alkyl trisulfideよりもalkenyl 
trisulfideの方がlog Pは低かった (alkyl’s log P 
＝ alkenyl’ log P+1.2)。 
（2）Alk(en)yl trisulfides が HT-29 の増殖に
及ぼす影響 

本 研 究 で 試 験 し た す べ て の alk(en)yl 
trisulfidesはHT-29 の増殖を抑制した。しかし
その活性はtrisulfideの側鎖構造によって異な
りIC50は 7 μM (dipropyl) 〜 33 μM (dipentyl)
の差があった。Alkyl trisulfidesで最も効果が
高いのは炭素鎖 3 のdipropyl であった。 
Alkenyl trisulfidesでは炭素鎖 3 のdiallyl と同
程度に炭素鎖長 4 のdibutenyl も効果が高か
った。log Pの結果とIC50との結果をプロット
すると、log P= 4〜5 を極小とするparabolicな
相関を示した (R2 = 0.8679)。すなわち、
trisulfidesの細胞増殖抑制活性はlog Pが高す
ぎても低すぎても効果が低く、log P＝ 4〜5
の 間 に 位 置 す る log P を 示 す alk(en)yl 
trisulfidesの増殖抑制活性が最も高かった。さ
らに詳細に検討すると、trisulfideの側鎖の炭
素数が 4, 5 と増加するとlog Pが低値となる
alkenyl trisulfide が 高 い 活 性 を 示 し た 。

Trisulfideのlog Pは抗がん活性と密接に関係
することが明らかとなった。 
  
この研究により、今後、log P を指標とした
sulfide の機能評価や trisulfide をリード化合物
とした抗がん剤の開発や機能性食品への応
用が期待される。 
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図 1. Alk(en)yl trisulfidesのlog Pと増殖抑制活

（IC50）との関係 
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