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研究成果の概要（和文）：動脈硬化は、動脈壁における脂質の蓄積によって起こる慢性炎症性疾患であり、過剰
に惹起される炎症の抑制が予防と治療に重要である。我々はガーリック香気成分diallyl trisulfide (DATS)な
どの食品機能性成分が動脈硬化症の発症や進展を予防すると考え、DATSの生体内標的分子の同定と生理活性発現
機構の解析を行った。その結果、DATS標的分子として４つのタンパク質を新たに見出し、いくつかの食品成分に
ついては同条件でそれが起きないことを明らかにした。DATSは標的タンパク質のジスルフィド結合形成を促進
し、それにより生理機能を発現すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Some sulfur-containing compounds in foods have known to change and/or 
protein disulfide bond(s) by the oxidative modification of cysteine residues of intracellular 
specific protein(s). In this study, to understand the molecular mechanisms of physiological effects 
by diallyl trisulfide (DATS) and the other sulfur-containing compounds, intracellular target 
proteins contributing to the expression of physiological function by DATS were explored by the 
detection of the protein disulfide bond formation with the based on Redox two-dimensional-PAGE 
(Redox 2D-PAGE). As a result, four proteins as intracellular target proteins of DATS were detected 
with Redox 2D-PAGE and identified by LC-MS/MS, successfully. The disulfide bonds should be formed 
within these proteins by treatment of DATS, and the conformations of these proteins were changed. 
These specific and chemical reaction caused by DATS were thought to be the expression of 
physiological functions of DATS.

研究分野： 食品機能性化学

キーワード： ガーリック　食品機能性成分
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
① 研究の学術的背景 
 我が国の死因の第一位は悪性新生物であ
るが、続く第二位、第三位には心疾患、脳血
管疾患といわゆる「動脈硬化性疾患」が並ぶ。
両者を合計すると第一位に迫る死亡率を示
し、高齢化社会にあっては動脈硬化の予防は
重要な課題である。動脈硬化は動脈壁におけ
る脂質の蓄積が引き金となって生じる慢性
炎症性疾患で、その初期には全身の免疫担当
細胞である単球の血管外への遊走と血管内
膜への浸潤、マクロファージへの分化、泡沫
化など免疫担当細胞によるドラスティック
な変化が起こる。 
 一方、ガーリックは古くから薬用効果を期
待して食されてきた歴史がある。申請者らを
含む国内外の研究グループは機能性成分と
してガーリックの加熱調理により生じるオ
イル状の化合物 diallyl trisulfide（DATS, 
CH2=CHCH2-SSS-CH2CH=CH2）を報告し
た。DATS は、薬剤誘導性肝炎モデルの抑制、
カラギーナン誘発炎症モデルの抑制、マクロ
ファージ様細胞の過剰炎症の抑制など、とり
わけ抗炎症に関わる効果を示す。このことは、
DATS の摂取が動脈硬化を予防することを示
唆するが、研究開始当初までに報告はない。 
 
２．研究の目的 
 申請者はガーリック香気成分 diallyl 
trisulfide (DATS) や シ ョ ウ ガ 辛 味 成 分
6-shogaol などの食品機能性成分が示す抗炎
症作用により、動脈硬化症の発症や進展を予
防すると考えた。そこでこれらの食品成分を
例に挙げ、動脈硬化症の新規予防・治療法の
開発とその応用を目的として、食品機能性成
分が動物に及ぼす影響や、生体内標的分子の
同定と生理活性発現機構の解析を行う下記
の研究を立案した。これにより DATS をはじ
めとした機能性含硫成分の生理機能発現メ
カニズムの理解に繋げようと考えた。 
 
(1)食品機能性成分の生体内標的分子の同定
と生理活性発現機構の解析 
 
(2)動脈硬化モデルマウスを作成し食品機能
性成分が病態発症を予防・改善するか調べる 
 
(3) 食品機能性成分を摂取した動脈硬化モデ
ルマウスのライブイメージング解析 
 
３．研究の方法 
(1) ガーリック香気成分 DATS の標的分子
の同定と生理活性発現機構の解析 
 ガーリック香気成分 DATS が生理活性を
発現するメカニズムのひとつとして、細胞内
の特定のタンパク質のシステイン残基への
直接的な酸化修飾により、タンパク質の立体
構造の変化をもたらすと考えられる。そこで
標的タンパク質への結合によるジスルフィ
ド結合変化を検出するために、 Redox 

2D-PAGE 法を用いて、DATS の生理機能の
発現に寄与する細胞内標的タンパク質を探
索する。 
 ラット正常肝由来 RL-34 細胞あるいはヒ
ト肝がん由来 HepG2 細胞をディッシュに播
種し、DATS または Control として DMSO
を添加した。経時的に細胞を回収し、サイト
ゾル画分を抽出した。得られた抽出液を非還
元状態で一次元目の電気泳動を行い、同ゲル
を還元剤で処理して二次元目の電気泳動を
行う。ジスルフィド結合状態が変化したスポ
ットを切り出し、LC-MS/MS とデータベース
を用いたソフトウェア解析によりタンパク
質を同定、標的タンパク質候補とする。
Western Blot 法により、標的タンパク質候補
のジスルフィド結合形成を確認した。HepG2
細胞においては細胞内総 GSH 量の経時的測
定を行う。 
 
(2) DATS 摂取が動脈硬化モデルマウスの病
態発症を予防・改善するか調べる 
 ガーリック香気成分 DATS が動脈硬化モ
デル動物の病態に及ぼす影響を明らかにす
る。ヒト動脈硬化症を反映したモデル動物で
ある自然発症アポ E 欠損高脂血症マウス
(C57BL/6.KOR/Stm Slc -Apoeshl)に DATS
を摂取させ、DATS 摂取が動脈硬化症の病態
を抑制するか調べる。 
 
(3) DATS を摂取した動脈硬化モデルマウス
のライブイメージング 
 自然発症アポ E 欠損高脂血症マウスに深
麻酔を施し、蛍光プローブ化した DATS およ
び蛍光標識した単球を尾静脈から投与して
生体内ライブイメージングを行う。動脈硬化
巣でみられる血管外遊走メカニズムに対す
る DATS 投与の影響を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 Redox 2D-PAGE 法を用いて、DATS の生
理機能の発現に寄与する細胞内標的タンパ
ク質を探索した。細胞培養液に DATS を 20
〜80μM で添加し一定時間経過後、Redox 
2D-PAGE を行った。対角線外にスポットと
して現れるタンパク質を LC-MS/MS 解析に
より同定した。その結果、DATS の標的タン
パク質候補として、用いた培養細胞において
HMG-CoA synthase 1 (HMGCS1) と
Protein kinase, cAMP-dependent 
regulatory, type Ⅰ, α（PRKAR1A）を、
HepG2 細胞において HMGCS1, PRKAR1A, 
Glutamate-cysteine ligase catalytic 
subunit (GCLC), Glutathione reductase 
(GR)を同定した（図 1）。 
 
こ れ ら の タ ン パ ク 質 に つ い て 非 還 元
Western Blot を行った結果、同定されたタン
パク質全てで高分子領域のバンドが増加し、
複合体の形成が示唆された（図 2）。バンドは
添加 5 分で最も濃く、時間の経過に従い減少



したことから、可逆的な反応であると考えら
れる。 
 

 上記の検討で標的分子候補となった GCLC 
と GR は、それぞれ GSH 合成と抗酸化に関
するタンパク質である。そこで細胞内の総
GSH 量の測定を行った（図 3）。その結果、
DATS 添加後 1 時間から 6 時間で Control に
対し細胞内総 GSH 量が増加傾向を示した。
DATS は GCLC や GR に作用し、一時的に細
胞内総 GSH 量を増加させることで、生体内
防御の役割を担っていることが示唆された。 
 
続いて、他の機能性含硫成分であるワサビ由
来 6-Metylsulfinylhexyl isothiocyanate、ブ
ロッコリー由来 Sulforaphane、ショウガ由
来 6-Shogaol を用いて同様の実験を行った
（図 4）。DATS処理と 6MITC, Sulforaphane, 
6-Shogaol 処理を比較すると、HMGCS1, 

PRKAR1A に対応する位置にはスポットは
見られなかった。DATS 処理で 80 kDa 付近
に見られる GCLC は、他の化合物の処理にお
いても見られるが、DATS 処理に比べてスポ
ット強度は弱かった。その他、未同定のスポ
ットが得られた。このように、処理する食品
機能性成分によって結果が異なった 。本研
究では DATS 処理でジスルフィド結合形成
が起こることが判明している実験条件に合
わせて行ったが、他の食品機能性成分につい
ても生理活性を示す先行研究は多数ある。こ
れらの食品成分についてはジスルフィド結
合形成変化を伴わないか、効果を示す時間や
濃度が異なることが示唆された。今後、

LC-MS/MS によるタンパク質の同定や、タン
パク質発現量の検討を進め、これらの点につ
いても明らかにしていく必要である。 
 本項目では、DATS の標的候補として 4 つ
のタンパク質を新たに見出した。これは
DATS がこれらのタンパク質のジスルフィド
結合形成を促進し、立体構造を変化させるこ
とを示している。この立体構造の変化により
生理機能が発現すると考えられる。 
 

 
図 1. DATS を添加した細胞の Redox-2D 
PAGE. 還 元 お よ び 非 還 元 状 態 で
SDS-PAGE を行ったとき、ジスルフィド
結合状態が変化するタンパク質は対角線
上から外れる。そのスポットを４つ同定
し、DATS 添加でその量が変化することを
明らかにした。 

 
図４. DATS および他の食品機能性成分

を添加した細胞の Redox-2D PAGE.  

 
図 2. DATS を添加した細胞の還元および
非還元 Wenstern Blotting。95kDan 付近
の高分子領域のバンドが DATS 処理およ
び酸化剤Diamide処理により濃くなった。
それぞれ HMGCS1 と PRKAR1A のジス
ルフィド結合による複合体の形成と考え
られる。 

 

図３. DATS を添加した細胞における細

胞内 GSH 量の経時的変化 



 上述の(2), (3)の検討項目については、動物
飼育に必要なスペースの制限や手技的な問
題が生じ、その代替としてマウス組織を使っ
た検討を行ったが、研究期間内には十分な成
果を得られなかった。 
 
 以上、本研究により、ガーリック香気成分
DATS の標的分子を新しく見出した。しかし
ながら、DATS 摂取が動脈硬化モデルマウス
の病態発症を予防・改善するか否かについて
はじゅうぶん明らかにするに至らなかった。
今後は DATS が動脈硬化症の予防作用を示
すか否かに重点を置いた検討や、そのメカニ
ズムの解析を進める必要がある。 
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