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研究成果の概要（和文）：  
	 本研究は，食品成分であるチオヒダントインの機能性と化学構造との関連，調理加工への応
用をふまえたチオヒダントインの安定性を解明することを目的とした。チオヒダントインは，
薬物代謝酵素活性阻害，リパーゼ活性阻害，血圧降下作用を有し，アミノ酸の側鎖構造に由来
する部分構造により活性に違いがあることが明らかになった。また，アミノ酸の側鎖構造に由
来する部分構造が同じであるとき，イソチオシアナート由来の部分構造の疎水性が活性の強さ
に影響を与えることが示された。各種 pH 条件下での安定性を検討した結果，チオヒダントイン
は pH3~5 の酸性領域において安定であることが示された。	 
 
研究成果の概要（英文）： 
  3,5-Disubstituted 2-thiohydantoins, which were prepared by the reaction of allyl 
isothiocyanate(AITC), 3-butenyl isothiocyante(3BITC), and 4-methylthio-3-butenyl 
isothiocyanate(MTBITC) with various amino acids, were assayed for their inhibitory effect on the 
cytochrome P450 1A (CYP1A) activity, pancreatic lipase activity, and angiotensin I converting enzyme 
activity.  Among the forty-three 3,5-disubstituted 2-thiohydantoins, those derived from the aromatic 
amino acids (Phe, Tyr and Trp) and relatively hydrophobic aliphatic amino acids (Val, Leu, Ile, and 
Met) showed a dose-dependent inhibition of CYP1A activity.  Some thiohydantons inhibited the 
pancreatic lipase activity.  It was found that the inhibitory effect on the CYP1A activity and the 
pancreatic lipase activity of the 3,5-disubstituted 2-thiohydantoins depend on their substituents at the 3 
and/or 5 positions.  Only ATH-His	 prepared from AITC and L-histidine inhibited the angiotensin I 
converting enzyme activity among the forty-three 3,5-disubstituted 2-thiohydantoins.  A study of the 
effect of pH on the stability showed that 3-allyl-5-substituted 2-thiohydantoins were more stabled in the 
acidic pH when compared with a basic pH. 
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ナ科野菜は，日本国内での生産量・消費量の
面から主要な野菜であるが，これらに特有の
成分であるグルコシノレートは，細胞が破壊
されると酵素ミロシナーゼの作用によって
イソチオシアナートと呼ばれる辛味成分に
変換される。イソチオシアナートの持つ独特
の辛味フレーバーは古くから人々の食生活
の中に取り入れられてきたが，近年抗菌性や
発がん抑制効果などの様々な生理機能を持
つことが明らかになり，従来のフレーバー物
質としての利用に加え，機能性成分としての
利用が注目されている。 
	 一方，イソチオシアナートは分子内に 
-NCS 基を持っており，この炭素原子が強い
求電子性を有するという特徴から，化学的に
きわめて反応性が高く，水やアルコール，ア
ミン，SH 化合物などと容易に反応して付加
化合物を形成する物質であることも知られ
ている。このような化学的特性から，多様の
成分が共存する食品を実際に調理・加工する
際にはイソチオシアナートが様々な反応を
起こしていることが推測される。研究代表者
は，人が実際にイソチオシアナートを摂取す
る段階を考えたときには，イソチオシアナー
ト自身の機能性だけでなく，他の食品成分と
の相互反応を含めてその生理活性を明らか
にすることが重要であると考え，イソチオシ
アナートの食品成分との反応性に着目した
研究を行ってきた。そして，ダイコンイソチ
オシアナートの水存在下における分解反応
生成物の構造と反応機構の解析を行い，イソ
チオシアナートだけでなくその分解生成物
にも抗菌性や抗変異原性があることを見出
した。 
	 この検討を踏まえ，現在はイソチオシアナ
ートとアミノ酸との反応性に焦点をあてて，
反応生成物であるチオヒダントインの構造
解析と生理活性の検討を行っている。これま
での研究で明らかになったことは以下の通
りである。 
 
①イソチオシアナートはアミノ酸の共存下
においてチオヒダントインに変換され，この
変換反応は弱酸性から中性領域でも起こる
こと（Takahashi et al., J. Agric. Food Chem., 
1998 ）。 
②アリルイソチオシアナート（ワサビやカラ
シの主辛味成分）が香料として添加されてい
る加工食品中にチオヒダントインが生成す
ること（高橋ら，食科工, 2005） 
③チオヒダントインは，肉や魚などの加熱食
品中に生成するヘテロサイクリックアミン
やニトロ化合物の変異原性を強く抑制する
こと（Takahashi et al., Environ. Mutagen Res., 
2004），また，その作用機構は変異原の代謝
活性化の抑制，究極変異原の不活化の 2つに
よるものであること（Takahashi et al., Food 

Chem. Toxicol., 2005）。 
④抗変異原性の強さや作用機構は，アミノ酸
の側鎖に由来する部分の構造により異なる
こと。 
 
２．研究の目的 
	 上記の背景を踏まえ，現在はチオヒダント
インの抗変異原性以外の生理活性について
も検討中である。イソチオシアナートは多く
の生理的機能を有する反面，比較的低濃度で
細胞毒性を示し，化学的に不安定という問題
もある。これまでの検討で，チオヒダントイ
ンは，温和な条件下でアミノ酸との反応によ
り生成することに加え，毒性もなく，抗変異
原性を示すことから有用な食用成分である
ことが明らかになった。本研究は，これまで
に得た知見をもとに，チオヒダントインの機
能性を化学構造の面から明らかにすること
に加え，調理・加工への応用をふまえた各種
条件下での安定性を解明することを目的と
した。これらの知見は，チオヒダントインの
食品成分としての有用性を明らかにするう
えで重要であるだけでなく，生体機能性成分
であるイソチオシアナートの食品中あるい
は生体内における動態解析にとっても意義
あるものと考えられる。 
 
３．研究の方法 
(1)チオヒダントインの調製	 
	 食品に含まれるイソチオシアナートとし
て，アリルイソチオシアナート(AITC)，ダイ
コンの主辛味成分である 4－メチルチオ-3－ブ
テニルイソチオシアナート（MTBITC），ノザ
ワナやカブに多く含まれる 3-ブテニルイソ
チオシアナート(3BITC)を用い，既報に従っ
てアミノ酸と反応させチオヒダントインを
調製した。得られたチオヒダントインは，
HPLC-MS，IR，NMR分析などの機器分析を
行い，構造を確認した。	 
	 
(2)CYP1A活性に対する影響	 
	 96 穴ディープウェルプレートに，0.1Mリ
ン酸カリウムバッファー	 440 µL，エトキシレ
ゾルフィン溶液 1 µL，チオヒダントイン溶液
5 µL，ラット肝ホモジネート上清画分（S9）
4 µL（S9タンパクとして 150 µg）を混合して
37 ℃で 2分間予備反応を行ったところに
NADPH溶液 50 µLを加えて反応を開始した。
この反応溶液における DMSOの最終濃度は
1.2％，各試薬の最終の濃度は ERが 0.2~2.5 
µM，チオヒダントインが 0~250 µM，NADPH
が 0.5 mMとなるようにした。37 ℃で 8分間
反応後，冷メタノール 750 µLを加えて反応を
停止させ，プレートを遠沈した（3000×g，
10分）。上清を 96穴黒色マイクロプレートに
移し，蛍光分析した（Ex. 535 nm, Em. 590 nm）。 
	 



(3)膵リパーゼ活性阻害	 
	 96穴マイクロプレートに，0.25 mM	 
4-methylumbelliferyl oleate（基質）100 µL，チ
オヒダントイン溶液 2 µL，50 U/mLリパーゼ
(ブタ膵臓由来)	 100 µLを混合し，37℃で 30
分反応させた。クエン酸ナトリウムバッファ
ーを加えて反応を停止した後，蛍光分析した
（Ex. 365 nm, Em. 450 nm）。	 
	 
(4)アンジオテンシン変換酵素	 (ACE)	 阻害
活性試験	 
	 96穴マイクロプレートに，チオヒダントイ
ン溶液 2 µL，50 mU/mL	 ACE(ウサギ肺由来)	 
50 µL，Tris-HCl 50 µL	 を混合し，37℃で 5分
予備反応後，2.5 mM N-[3-(2-Furyl) 
acryloyl]-Phe-Gly-Gly（FAPGG，基質）100 µL	 
を加えて混合し，マイクロプレートリーダー
で 345 nm	 の吸光度変化を測定した。	 
	 また，上記の反応液を反応開始後 30,60分
に冷メタノール 50 µLを加えて反応を停止し， 
以下の条件で HPLC分析に供した。	 
装置：Agilent 1100	 システム	 (Agilent 
Technologies)	 
カラム：Mightysil RP-18	 (φ 3 ×150 mm,	 関
東化学)	 	 
移動相：アセトニトリル／酢酸アンモニウ
ムバッファー（25 mM， pH 5.85）	 
グラジエント条件：アセトニトリル濃度	 0
～1分	 15%，	 1～15 分で	 60% まで上昇，
15～17 分	 60%	 で保持	 
流速：0.5 ml/min 
カラム温度：40 ˚C	 
検出波長：305 nm 
	 

(5)各種 pH条件下におけるチオヒダントイ
ンの安定性	 
	 この試験では，ATH-Gly, ATH-Val, ATH-Phe, 
ATH-Lys, ATH-Glu	 を用いた。DMSOに溶解
したチオヒダントイン（0.1 mg/mL）100 µL
と pH 3~9に調整した 0.1 M リン酸バッファ
ー1.9 mLを混合し，4 ℃で 0~240時間静置
し，経時的に一部を取って HPLC分析で残存
量を測定した。	 
装置：日立 L-7110	 
カラム：Mightysil RP-18	 (φ 3 ×150 mm,	 関
東化学)	 	 
移動相：アセトニトリル／10 mM	 リン酸
（1：1） 
流速：0.8 ml/min 
カラム温度：40 ˚C	 
検出波長：270 nm	 

	 
４．研究成果	 
(1)チオヒダントインの調製	 
	 AITC，3BITC，MTBITCと各種アミノ酸か
ら調製したチオヒダントイン(ATH, 3BTH,	 
MTBTH，構造を下に示した)は機器分析で構

造を確認した。 
	 

 
	 R1：イソチオシアナートの側鎖構造（ATH
は CH2=CHCH2-,3BTHは CH2=CHCH2CH2-, 
MTBTHは CH3SCH=CHCH2CH2-）	 
	 R2：アミノ酸の側鎖構造（Glyなら	 -H,	 Ala
なら	 -CH3など）	 
	 
	 以下のチオヒダントインをそれぞれの試
験に用いた。	 
ATH-Asp, ATH-Glu, ATH-Asn, ATH-Gln, 
ATH-Gly, ATH-Ala, ATH-Val, ATH-Leu, 
ATH-Ile, ATH-Met, ATH-Phe, ATH-Tyr, 
ATH-Trp, ATH-His, ATH-Arg, ATH-Lys, 
ATH-Thr, ATH-Ser, ATH-Pro 
3BTH-Asp, 3BTH-Glu, 3BTH-Asn, 3BTH-Gln, 
3BTH-Gly, 3BTH-Ala, 3BTH-Val, 3BTH-Leu, 
3BTH-Ile, 3BTH-Met, 3BTH-Phe, 3BTH-Tyr, 
3BTH-Trp 
MTBTH-Asp, MTBTH-Glu, MTBTH-Gly, 
MTBTH-Ala, MTBTH-Ile, MTBTH-Tyr, 
MTBTH-Met, MTBTH-Val,  MTBTH-Leu, 
MTBTH-Phe, MTBTH-Trp, 
 
(2)CYP1A活性に対する影響	 
	 これまでの研究で，チオヒダントインの抗
変異原性作用機構が変異原の代謝活性化酵
素（CYP1A）の阻害であることが明らかにな
っていることから，この酵素反応に特異的な
基質であるエトキシレゾルフィンを用いて
検討した。試験した 19種の ATH-a.aのうち，
Val, Leu, Ile, Phe, Trp, Tyr, Met, His, Pro, Ser由
来の ATHに濃度依存性の阻害活性が認めら
れた。これらのチオヒダントインは，終濃度
250 µMにおいて，チオヒダントインを含ま
ないコントロールの活性を 23~82％阻害し
た。特に，ATH-Trp, ATH-Serはそれぞれコン
トロールの活性の 78，82％を阻害した。Asp, 
Glu, Asn, Gln, Gly, Lys, Arg, Thr由来のATHに
は阻害作用が認められなかった。 
	 3BTH-a.a (13種)およびMTBTH-a.a (11種)
についても試験を行ったが，ATH-a.a	 と同様
Tyr, Met, Ile, Val, Leu, Phe, Trp由来のチオヒ
ダントインに濃度依存的な阻害活性が認め
られ，Asp, Glu, Asn, Gln由来のチオヒダント
インには活性が見られなかった。Glyと Ala
は，MTBTHのみ阻害活性を示し，ATHおよ
び 3BTHは阻害活性を示さなかった。ATH-a.a
の終濃度 250 µMにおける阻害活性の強さは，
Pro, Tyr < Met, Val < His, Leu < Phe, Ile < Trp, 
Ser で，3BTH-a.a と MTBTH-a.aにおいても
Tyr < Met, Ile < Val < Leu < Phe, Trpとなった。
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これらの結果から，CYP1Aの阻害活性はアミ
ノ酸の側鎖構造に由来する R2の違いにより
異なっており，脂肪族あるいは芳香族アミノ
酸に由来する R2を持つチオヒダントインに
阻害活性が見られ，酸性アミノ酸や塩基性ア
ミノ酸に由来するチオヒダントインは阻害
活性を持たないことが示された。また，阻害
活性を示したチオヒダントインについて，R2
が同じであるとき，その活性の強さは 
ATH-a.a＜3BTH-a.a＜MTBTH-a.aとなり，イ
ソチオシアナートの側鎖構造に由来する R1
の疎水性が酵素阻害活性に影響することが
示された。 
	 
(3)膵リパーゼ活性阻害	 
	 ATH-a.a	 19種，3BTH-a.a 13種および
MTBTH-a.a	 11種について検討した結果，チ
オヒダントインはリパーゼ阻害活性を示し
た。特に MTBTH-Leu, MTBTH-Phe, 
MTBTH-Trp に強い阻害活性が認められ，IC50
値はそれぞれ，121, 124.5, 125.7 µM であった。
チオヒダントインの終濃度 250 µMでの活性
を比較すると，アミノ酸の側鎖構造に由来す
る R2が同じであるとき，阻害の強さは
ATH-a.a<3BTH-a.a<MTBTH-a.aとなり，イソ
チオシアナートに由来する部分構造（R1）の
疎水性が活性に影響していることが示唆さ
れた。チオヒダントインの HPLC分析および
オクタノールを用いる分配係数試験から得
られた疎水性パラメータと比較すると，チオ
ヒダントイン分子全体の疎水性と阻害活性
との間に明確な相関は見られなかった。	 	 
	 
(4)アンジオテンシン変換酵素	 (ACE)	 阻害
活性試験	 
	 この試験で用いた基質である FAPGGは，
ACEにより FAPに変換されるが，いずれも
345 nm 付近に吸収を持つため，マイクロプ
レートリーダーで吸光度変化を観察する方
法では結果の分かりづらいものがあった。そ
こで HPLCにより FAPGGを分析し，ACE阻
害活性を検討した。ATH，3BTH，MTBTHの
試験を改めて行った結果，ATH-Hisのみが
ACE阻害活性を示した。チオヒダントインを
含まないコントロールにおいて FAPGGの変
換が約 40％起きたのに比較して，ATH-Hisは
終濃度 250 µMにおいて FAPへの変換が 7％
となり，ACEを阻害することが示された。同
時に試験した典型的な ACE阻害剤であるカ
プトプリルは，終濃度 5 nMにおいて FAPへ
の変換率が 2％であった。その他のチオヒダ
ントインは，コントロールの変換率と同程度
またはそれ以上に FAPへの変換が起きてお
り，ACE阻害活性は認められなかった。	 
	 
(5)各種 pH条件下におけるチオヒダントイ
ンの安定性	 

	 DMSO に溶解したチオヒダントインの各
種 pH の緩衝液中における安定性を検討した。
5種類のATHを用いて継時的にHPLC分析で
残存率を測定した結果, 時間経過とともに
ATH の残存率は低下したが， ATH-Gly, 
ATH-Val, ATH-Phe は pH 3~5の酸性領域に
おいて 240時間後でも 90％以上の残存率を示
した。pH 6~9は酸性領域に比べると残存率
が低下したが，この領域でも 240時間後の残
存率は 70~90％であった。ATH-Glu は pH 3
~5では 240時間後でも 70~90％残存してい
たが，pH 6~9では pHの増大とともに残存率
も低下し，pH6~8 では 240 時間後の残存率
は 17~33％，pH 9 では 192 時間後に残存率
が 0となった。ATH-Lysはいずれの pH 領域
においても 240時間後の残存率は 70~90％で
あった。 
	 これらの結果から，チオヒダントインはア
ミノ酸の側鎖構造に由来する R2 により残存
率に違いが見られるものの，pH 3~5の酸性
領域において安定していることが明らかに
なった。イソチオシアナートに由来する R1
のちがいによる安定性の比較，各種温度条件
下での安定性の解明は今後の課題として残
された。	 
	 以上，本研究において，チオヒダントイン
の機能性と化学構造との関連，ならびに各種
pH におけるチオヒダントインの安定性につ
いて明らかになった。これらの知見は，チオ
ヒダントインの食品成分としての有用性を
示すとともに，生体機能性成分であるイソチ
オシアナートの食品中あるいは生体内にお
ける動態解析にとっても意義あるものと考
えられる。また，チオヒダントインが酸性領
域で安定であることは，食品の調理や加工へ
の応用を考える上で重要な知見であると考
えられる。 
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