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緒論 

還元型グルタチオン (GSH) はグルタミン酸、システインおよびグリシンから成るトリペプチドであ

る。細胞内の非タンパク質性チオールの 90%を占める GSH は、重要な細胞内抗酸化物質であ

る 1)。GSH の主要な生理的機能として、過酸化物や活性酸素種を還元して消去すること、様々な

毒物・薬物・伝達物質などを細胞外に排出することが挙げられる。しかし、Huang ら 2) は、正常肝

臓よりも肝がん細胞において GSH 含量が上昇していること、GSH 含量の増加は細胞増殖を促

進することを報告した。また、Carretero ら 3) は、GSH 含量の高い B16 マウスメラノーマ細胞は、

脾臓から肝臓への転移活性が高いことを報告した。彼らの報告より、がん細胞内の GSH 含量を

減少させることは、がん細胞の増殖および転移を抑制することにつながると考えられる。 

喫煙は慢性閉塞性肺疾患および心血管疾患などを誘発することから、極めて有害な習慣の一

つである。しかし、たばこ煙は生体内の抗酸化物質である GSH 含量を低下させることが報告され

ている 4-8)。 

申請者の研究室ではこれまでに、たばこ煙ガス相成分を集めたニコチン・タール除去たばこ煙

水抽出液 (nicotine- and tar-removed cigarette smoke extract ; CSE) を調製し、CSE ががん細胞

に及ぼす影響を検討してきた。CSE を 3 時間前処置した高転移性マウスメラノーマ B16-BL6 

細胞を、可移植性の C57BL/6NCr マウスの尾静脈に接種したところ、CSE 未処置の B16-BL6 

細胞を接種したマウスと比べ、CSE を 3 時間前処置したマウスメラノーマ B16-BL6 細胞を尾静

脈に接種したマウスは、肺転移結節数が減少することを報告した 9)。また、CSE は B16-BL6 細

胞の GSH 含量を減少させること、CSE 中に存在する、α,β-不飽和カルボニル化合物である 

acrolein (ACR), crotonaldehyde (CA) および methyl vinyl ketone (MVK) は細胞内 GSH と容易

にマイケル付加して GSH-付加体を形成することにより、細胞内の GSH 含量を減少させることを

明らかにした。また、B16-BL6 細胞において、MVK が CA よりもかなり強い細胞毒性を有するこ

とも明らかにした 10)。 

そこで本研究では、CSE がマウスメラノーマ細胞以外のがん細胞の増殖および転移を抑制する

か否かを明らかにするため、マウス大腸がん Colon-26 細胞を用いて検討した。次に、CSE 中の 
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GSH との反応性が高い化合物に着目し、抗がん剤の有力なシード化合物を見いだすため、検討

を行った。大腸がんを選択したのは、日本において 2017 年にがんで死亡した者のうち、大腸が

んは男性の部位別死亡数第 3 位、女性では第 1 位であったと報告されているからである 11)。 

 

第 1 章 ニコチン・タール除去たばこ煙水抽出液 (CSE) によるマウス大腸がん Colon-26 細胞

の増殖および浸潤に対する影響 

本章の第 1 節では、Colon-26 細胞を可移植性 BALB/c マウスの脾臓に接種することによる

肝転移モデルマウスに対する CSE の影響を検討した。大腸がん細胞の肝転移モデルを用いた

のは、申請者の研究室では、CSE を 3 時間前処置したマウスメラノーマ B16-BL6 細胞を尾静

脈に接種したマウスは、CSE 未処置の B16-BL6 細胞を接種したマウスと比べ、肺転移結節数が

減少すること、および in vitro において CSE は増殖に影響のない濃度で浸潤および遊走を抑

制したことから 9)、CSE には増殖抑制だけでなく、転移抑制作用も有すると考えたためである。 

がん転移の過程は複雑であり、様々な要因により、また数多くの段階を経て生じる。Liotta 12) の

仮説を中心とするがん転移過程は、①原発部位におけるがん細胞の増殖、②原発巣 (腫瘍塊) 

から一部のがん細胞の離脱と周辺組織への浸潤、③脈管への侵入、④脈管内での移動 (循環)、

⑤遠隔臓器の脈管内に着床、⑥脈管外への脱出、⑦転移先組織への浸潤と増殖を経て最終的

に転移巣が形成される。そこで本章の第 2 節では、in vitro において Colon-26 細胞の増殖およ

び浸潤に対する CSE の影響を検討した。 

がん化した上皮細胞が組織を浸潤する際にはまず基底膜を壊す必要があり、がん細胞が基底

膜を浸潤する能力は転移の指標の 1 つとして重要であると考えられている。細胞外基質は上皮

の下にある結合組織とその境界面に膜状に存在する基底膜から構成される。基底膜には IV 型

コラーゲンが特異的に存在し、網目状の構造を構成している。細胞外基質分解を担う主要なタン

パク質分解酵素が matrix metalloproteinase (MMP) である 13)。MMP は活性中心に亜鉛を有す

る金属要求性タンパク質分解酵素で、細胞外に分泌される分泌型と細胞膜上に結合している膜型

に分類される 14, 15)。基底膜の IV 型コラーゲンを切断するのは主として MMP-2 である。MMP-2 

はプロペプチド鎖をアミノ末端に持つ不活性な潜在型酵素である pro-MMP-2 として産生される。

La Rocca ら 16) は、たばこ煙抽出液がヒト肺線維芽細胞 (HFL-1 細胞) における細胞外の 

MMP-2 活性を阻害することを報告した。一方、Ning ら 17) は、たばこ煙抽出液がヒト正常肺線維

芽細胞 (NL9 細胞) の MMP-2 タンパク質発現と MMP-2 ゼラチナーゼ活性の増加を誘導す

ることを報告した。そこで本章の第 3 節では、CSE が MMP-2 におよぼす影響を Western 

blotting を用いて検討した。 

 

【方法】 

(1) CSE の調製方法 

紙巻たばこ (ウィンストン・XS・キャスター・エフアール・ワン・ボックス) は日本たばこ産業株式会

社 (東京、日本) から購入した。CSE はたばこ 4 本分の主流煙を同時に吸引ポンプ (日本理化
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学研究所、東京、日本) で吸引 (流

速 1.0 L/min) し、ケンブリッジフィル

ターを通過させることでニコチンおよ

びタールを除去した後、PBS (-) に

通気して調製した (Fig. 1)。なお、ケ

ンブリッジフィルターのタール吸着量

を測定し、タール吸着量 150 mg (当

研究室では 12 本分に相当) 当たり 

15 mL の PBS (-) で抽出した溶液

を CSE 100%とした 18)。CSE は適

宜 PBS (-) で希釈して実験に使用した。調製した CSE は、0.22 µm ポアサイズのフィルターにて

濾過滅菌した後、使用直前まで -80˚Cで冷凍保存した。 

(2) 使用細胞 

BALB/c マウス由来の大腸がん細胞である Colon-26 細胞は国立研究開発法人理化学研究

所バイオリソース研究センター (茨城, 日本) から入手した。Colon-26 細胞は 10% FBS 含有 

RPMI 1640 培地を用い、37˚C、5% CO2 条件下で培養した。 

(3) 実験動物 

Specific pathogen-free (SPF) の雌性 BALB/cCrSlc マウス (7 週齢) を日本エスエルシー株式

会社 (静岡、日本) から購入した。雌性マウスを選択した理由は、Colon-26 細胞が N-nitroso-N-

methylurethane を雌性 BALB/c マウスに投与することによって確立された細胞であること 19) およ

び袴田ら 20) の方法を基に経脾肝転移モデルを作製するためである。1 週間馴化させた後に実

験に使用した。飼料は CE-2 (日本クレア株式会社、東京、日本) を与えた。実験期間中、飼料と

水道水は自由摂取とし、室温 23±2˚C、湿度 60±10%、明暗サイクル 12 時間 (照明時間：点灯 

7 時~消灯 19 時) の環境下でマウスを飼育した。動物実験は武庫川女子大学動物実験委員会

の承認を得た後 (承認番号 : P-11-2014-03-A)、動物愛護法を遵守し、「武庫川女子大学動物実

験規定」に基づいて実施した。 

(4) 経脾肝転移モデルマウス 

サブコンフルエントの Colon-26 細胞を EDTA-トリプシン溶液でフラスコから剥離し、遠心分離

後 PBS (-) に懸濁した。麻酔下で細胞 (1×105 cells/50 µL) をマウスの脾臓内に接種した。 

群分け：非担がんマウスに PBS (-) を投与した群を Normal 群 (n=13)、CSE 100%を投与した

群を CSE only 群 (n=7) とした。担がんマウスに PBS (-) を投与した群を Control 群 (n=13)、

CSE 10%を投与した群を CSE 10%群 (n=13)、CSE 30%を投与した群を CSE 30%群 (n=14)、

CSE 100%を投与した群を CSE 100%群 (n=14) とした。PBS (-) または CSE (10、30 および 

100%) を 16 mL/kg 体重でがん細胞接種日から 1 日 1 回 14 日間連続で腹腔内投与した。

投与量を決める方法の 1 つとして、動物への投与量を、動物の体重当たりの表面積を考慮した

係数を用いてヒト等価用量 (human equivalent dose; HED)を決める方法がある 21)。山口ら 22) が 

Fig. 1. Schematic diagram of an apparatus for the 

preparation of CSE. 
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CSE を遺伝性高脂血症 (WHHL) ウサギに投与していた用量から HED を算出し、その値を基

にそれ以下の用量になるように本実験の用量を算出した。 

体重測定、臓器重量の測定：実験中、毎日体重測定を行った。死亡したマウスから脾臓と肝臓

を摘出して重量を測定し、それぞれ原発巣と転移巣に対する CSE の効果を検討した。相対的肝

臓重量および相対的脾臓重量は、次の計算式を用いて算出した。 

(摘出した臓器の重量)/(体重)×100 

(5) 増殖アッセイ 

サブコンフルエントの細胞を 12 well プレートの 1 well あたり 1×105 cells/2 mL になるよう播

種した。CSE は 2mL/well 中での最終濃度が 100 倍希釈になるように PBS (-) で調整し、各 

well に 20 µL ずつ添加した。薬物添加後、37˚C、CO2 インキュベーター中で 24、48 および 

72 時間培養し、各時間に EDTA-トリプシン溶液で 12 well プレートから細胞を剥離し、コールタ

ーカウンター (Coulter Z1, Beckman Coulter, Inc., CA, USA ) を用いて生細胞数を計測した。 

(6) 浸潤アッセイ 

Albini ら 23) の方法に従って行った。8 µm の孔を有する transwell のフィルター上に 25 µg 

の matrigel をコーティングし、transwell を 24 well プレートに移した。チャンバー上室にはサブ

コンフルエントの Colon-26 細胞を FBS 不含 0.1% BSA 含有 RPMI 1640 培地で 5×105 

cells/500 µL/well に調整し播種した。チャンバー下室にはケモアトラクタントとして fibronectin を

含有した FBS 不含 RPMI 1640 培地を加えた。Colon-26 細胞の増殖に影響を与えなかった濃

度の CSE を添加した。72 時間後にフィルター下面に浸潤した細胞を Diff-Quik キット 

(Sysmex、兵庫、日本) で染色し、顕微鏡下で細胞数をカウントした。 

(7) 遊走アッセイ 

サブコンフルエントの Colon-26 細胞を FBS 不含 0.1% BSA 含有 RPMI 1640 培地に再懸

濁し、5×104 cells/500 µL/well に調整し、matrigel をコーティングしていない transwell の上室に

播種した。下室には fibronectin を含有した FBS 不含 RPMI 1640 培地を加えた。Colon-26 細

胞の増殖に影響を与えなかった濃度の CSE を添加した。24 時間後、フィルター下面に遊走した

細胞を Diff-Quik キット (Sysmex、兵庫、日本) で染色し、顕微鏡下で細胞数をカウントした。 

(8) Western blotting 

Colon-26 細胞を 2×106 cells/10 mL となるように 75 cm2 フラスコに播種した。24 時間後、

FBS 不含、フェノールレッドフリーの RPMI 1640 培地に交換し、CSE を添加して、さらに 24 時

間培養した。その後、培養上清を回収し、微量用遠心濃縮機 (MV-100、株式会社トミー精工、東

京、日本) を用いて培養上清を濃縮し、上清をサンプルとした。各サンプルを 10% SDS- 

polyacrylamide gel を用いて電気泳動し、セミドライブロッティング装置を用いて、PVDF メンブレ

ンに転写した。メンブレンを 5%スキムミルク、0.1% Tween-20 含有 PBS (-) でブロッキング後、一

次抗体 MMP-2 (D2O4T) Rabbit mAb (#87809, Cell Signaling Technology, Inc., MA, USA) で一

晩インキュベートした。その後、二次抗体 goat anti-rabbit IgG conjugated horseradish peroxidase 

(Cell Signaling Technology, Inc., MA, USA)と 1 時間反応させ、Chemi-Lumi One Super (ナカライ
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テスク株式会社、京都、日本) を用い、X 線フィルムで検出した。ImageJ を用いてバンドの密度を

定量化した。 

(9) 統計解析 

データは平均値±標準誤差で示した。統計解析には Graphpad Prism 4 (GraphPad Software, 

Inc., San Diego, CA, USA) を使用した。Kaplan-Meier 法を用いて生存曲線を作成し、logrank 検

定を用いて比較した。2 群間の比較には対応のない t 検定を用い、多群における対照群との比

較には Dunnett 法を用いた。p<0.05 で有意差ありと判定した。 

 

第 1 節 経脾肝転移モデルマウスに対する CSE の影響 

【結果】 

Control 群の平均生存期間は 24.2±2.0 日であった。CSE 10、30 および 100%群の平均生存

期間はそれぞれ 24.8±2.2、30.0±3.0 および 25.2±1.9 日であった。CSE 投与群の生存期間は 

Control 群と比較して有意な差を示さなかったが、CSE 30%群は Control 群より生存期間を延長

する傾向を示した (Fig. 2A)。 

原発巣を反映する相対的脾臓重量および転移巣を反映する相対的肝臓重量は Normal 群に

比べ Control 群で有意に増加しており、Control 群において Colon-26 細胞の脾臓での増殖お

よび肝転移が確認できた。Control 群と比較して CSE 30% 群では、相対脾臓重量が減少傾向を

示し (Fig. 2B)、相対肝臓重量は有意に減少した(Fig. 2C)。 

 

(A)                                                (B) 

(C) 

Fig. 2. Effects of CSE on survival time (A), relative spleen 

weight (B), and relative liver weight (C) in an experimental 

mouse model of metastasis from the spleen to the liver using 

Colon-26 cells. Data are the mean±SE. Significantly 

different at: # p<0.05 and ### p<0.001 vs. normal using  

t-test; ** p<0.01 vs. control using Dunnett's test.  
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【考察】 

大腸がん細胞は門脈を介して肝臓に血行性転移しやすいため、今回の検討では、門脈系臓器

である脾臓に大腸がん細胞を接種することにより作成した経脾肝転移モデルマウスを用いて CSE 

の影響を調べた。本実験で肝転移作製に使用した Colon-26 細胞は、可移植性の BALB/c マウ

スによって樹立された大腸がん由来の株である。 

結果から、CSE 30%は脾臓から肝臓への転移を抑制することにより、生存日数を延長させる傾向

に働いたのではないかと示唆された。 

CSE 10%は効果がなく、CSE 30% は転移抑制作用を示したが、CSE 100%は効果がなかった。

Fig. 2C によれば、正常なマウスに CSE 100%を投与したところ、相対的な肝臓重量の有意な増加

を示したことから、CSE 100%がマウスの肝臓に悪影響をおよぼしたと考えられた。 

 

第 2 節 Colon-26 細胞の増殖および浸潤に対する CSE の影響 

【結果】 

CSE 0.3 および 1%は細胞増殖を有意に阻害した (Fig. 3A)。細胞増殖に影響のなかった 

CSE 0.03 および 0.1%は浸潤を有意に抑制したが、CSE は遊走には影響をおよぼさなかった 

(Fig. 3B および 3C)。 

 

Fig. 3. Effects of CSE on the proliferation (A),  

invasion (B), and migration (C) of Colon-26 cells.  

Data are the mean ± SE (n=3). Significantly different  

at: † p<0.01 CSE 0.3% vs. control, § p<0.01 CSE 1% vs. 

control, * p<0.05, ** p<0.01 vs. control using Dunnett's test. 

 

【考察】 

In vitro において CSE の Colon-26 細胞の浸潤に対する影響を検討した結果、細胞増殖に

(B) 

(C) 

(A) 
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影響のない CSE 0.03 および 0.1%は浸潤を有意に抑制した。このことから CSE は浸潤を抑制

することにより、転移を抑制したと示唆された。がん細胞の浸潤過程において、がん細胞の原発巣

からの離脱、運動能の亢進および細胞外基質の分解が重要である。そこで、運動能に対する 

CSE の影響を評価するため、遊走アッセイを行ったところ、CSE は遊走に影響をおよぼさなかっ

た。このことから CSE は 細胞外基質の分解を抑制することにより、浸潤を抑制していることが考え

られる。 

 

第 3 節 細胞外基質分解酵素に対する CSE の影響 

【結果】 

細胞増殖に影響のない濃度である CSE 0.03 および 0.1%は pro-MMP-2 分泌量を有意に減

少させ、CSE 0.1%では MMP-2 分泌量が有意に減少した (Fig. 4)。 

 

【考察】 

CSE は MMP-2 分泌量を抑制することにより、Colon-26 細胞の浸潤能を抑制していることが

示唆された。 

 

Fig. 4. Effect of CSE on the 

secretion of pro-MMP-2 

and MMP-2. Data are the 

mean±SE (n=3). 

Significantly different at:  

* p<0.05 vs. control using 

Dunnett's test. 

 

 

 

 

 

 

【小括】 

本章では、Colon-26 細胞を用いた経脾肝転移モデルマウスにおいて、CSE 30%は肝転移抑制

作用を示すことが明らかとなった。さらに in vitro において、CSE は Colon-26 細胞の増殖に影

響のない濃度で浸潤を抑制した。その作用機序の 1つとして、CSE は Colon-26 細胞の MMP-

2 分泌量を減少させることが示唆された。 
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第 2 章 Methyl vinyl ketone (MVK) による Colon-26 細胞の増殖および浸潤に対する影響 

申請者の研究室では、GC/MS を使用して、CSE 中に α,β-不飽和ケトンの MVK が存在し 

24)、B16-BL6 細胞において、MVK が CA よりも強い細胞毒性を有することも明らかにした 10)。

そこで、本章の第 1 節では、B16-BL6 細胞で確認された MVK および CA による細胞増殖抑

制作用 10) が、Colon-26 細胞および BALB/3T3 clone A31 細胞でも同様の作用を示すか検討

した。第 2 節では、MVK が浸潤抑制作用を有するか否か検討した。 

GSH は活性酸素種や求電子的化合物と反応し、自身は酸化型グルタチオン (GSSG) やグル

タチオン抱合体 (GS-X) となる。GSH をたばこ煙に曝露すると、GSH-ACR および GSH-CA が

検出され、GSH が枯渇することが報告されている 25-27)。しかし、B16-BL6 細胞を用いた我々の実

験では、GSH–ACR および GSH–CA は、ほとんど検出されなかった。この理由を明らかにするた

めに、まず、ACR、CA および MVK と GSH を in vitro で反応させ、次に B16-BL6 細胞を用

いて CSE を処置して反応させ、両者で生成する GSH 抱合体について、詳細に比較検討した 

28)。ACR、CA および MVK と GSH の in vitro の実験で得た反応生成物を LC/MS で分析す

ると、GSH-ACR ([M+H]+ m/z 364)、GSH-CA ([M+H]+ m/z 378) および GSH-MVK ([M+H]+ m/z 

378) の質量値が得られた。一方、B16-BL6 細胞では、GSH-ACR ([M+H]+ m/z 364) および 

GSH-CA ([M+H]+ m/z 378) はほとんど検出されず、2 Da 高質量側に m/z 366 および m/z 380

が出現した。精密質量値の測定結果から、これらのアルコール体である GSH-ACR-OH および 

GSH-CA-OH が生成していること、MVK では GSH-MVK および GSH-MVK-OH の両方が生

成していることを明らかにした。これらの結果は、細胞内には GSH に抱合された ACR、CA およ

び MVK のカルボニル基を還元する酵素が存在することを示唆している。アルド-ケトレダクターゼ 

(AKR) スーパーファミリーは構造的類似性と基質特異性を共有しており、生体異物解毒、浸透圧

調節、ホルモン代謝、脂肪酸と脂質の合成、糖尿病合併症、発がん物質活性化およびがん治療な

どに広く関与している 29-37)。AKR1B1 と AKR1B10 はいずれも、幅広い範囲の生体異物に対し

て活性を持ち、それらのカルボニル基をアルコール型に還元する、reduced nicotinamide-adenine 

dinucleotide phosphate (NADPH) 依存性酵素である。細胞内に存在する、このようなレダクターゼ

により、GSH に抱合された ACR、CA および MVK はアルコール体に還元され、代謝されると

考えられる。第 3 節では、がん細胞である B16-BL6 細胞で観察された ACR、CA および 

MVK の代謝が哺乳類の血液でも認められるのかについて、ヒツジ血液を用いて検討した。これら

の GSH 抱合体のアルコール体への還元に AKR が関与するのか否か、ヒト由来 AKR1B1 お

よびその阻害薬であるエパルレスタットを使用して検討した。 

 

【方法】 

(1) CSE の調製方法 

第 1 章に記載した方法で調製した. 

(2) 使用細胞 

Colon-26 細胞を用いた。細胞培養の条件は第 1 章に記載した方法と同様に行った。BALB/c 
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マウスの胎仔由来の準正常細胞である BALB/3T3 clone A31 細胞は国立研究開発法人理化学

研究所バイオリソース研究センター (茨城、日本) から入手した。BALB/3T3 clone A31 細胞は

10% FBS含有 MEM 培地を用い、37˚C、5% CO2 条件下で培養した。 

(3) 増殖アッセイ 

第 1 章に記載した方法と同様に行った。MVK および CA の濃度は次の通りに考えた。CSE 

は 0.3%で有意に Colon-26 細胞の増殖を抑制した (Fig. 3)。MVK および CA の CSE 100%

中の MVK および CA 濃度はそれぞれ 約 100 µM および 120 µM である (Fig. 14)。CSE 

0.3%中の MVK の濃度は 0.3 µM、CA は 0.36 µM と概算できる。よって、MVK および CA 

を 0.3 µM の濃度から処置した。 

(4) 浸潤アッセイ 

第 1 章に記載した方法と同様に行った。 

(5) 遊走アッセイ 

第 1 章に記載した方法と同様に行った。 

(6) CSE のヒツジ血液への曝露 

アルセバー氏液中のヒツジ血液 (97% volume) と CSE (3% volume) を 37˚Cで 1, 5, 15, 60 

および 120 分間混合した。混合物を室温で 10 分間、2690×g で遠心分離し、血球成分と上清

を分離した。両方の画分を、体積の 9 倍の 75%アセトニトリルを添加することにより除タンパク質

を行い、さらに室温で 10 分間、2690×g で遠心分離した。両画分の上清中の ACR、CA および 

MVK の代謝産物を LC/MS/MS によって分析した。 

(7) GSH-MVK の合成 

AKR の活性を測定するための基質として、GSH-MVK [L-γ-glutamyl-S-4-(2-oxobutyl)-L-

cysteinyl-glycine] を合成した。1 mM GSH/PBS (-) 溶液を等容量の 1 mM MVK/PBS (-) に添加

し、室温で 24 時間反応させた。合成した GSH-MVK は、LC/MS と NMR を測定し、構造を確

認した。LC/MS 測定では質量値 m/z 378、保持時間を確認した。NMR測定では DMSO-d6 に

溶解し、1H-および 13C-NMR を測定した。NMR 装置には JNM-ECA500 (JEOL, Tokyo, Japan) 

を用いた。ケミカルシフト値とカップリングコンスタントは次の通りであった。δ (1H, ppm) 8.52 (1 H), 

8.28 (1 H), 4.42 (1 H), 3.70 (2 H), 3.29 (1 H), 2.90 (1 H), 2.64 (1 H), 2.70 (2 H), 2.66 (2 H), 2.32 

(2 H), 2.09 (3 H), 1.90 (2 H); δ (13C, ppm) 206.97, 171.97, 170.81, 170.67, 169.98, 53.29, 52.44, 

42.92, 41.22, 33.54, 31.63, 29.68, 26.90, 25.43. 

(8) ヒツジ血液中のレダクターゼ活性の測定 

GSH により抱合されたこれらの化合物の還元反応に AKR が関与するか明らかにするため、

AKR、酵素活性阻害剤としてエパルレスタットおよび基質として GSH-MVK を用いて酵素活性を

調べた。 

ヒツジ血球中のレダクターゼ活性を測定する前に、細胞非存在下での AKR による GSH-

MVK の還元反応に対するエパルレスタットの効果を調べた。NADPH [2 mM/PBS (-), 240 µL] を

含む AKR (1 mg/mL, 10μL) を 37˚Cで 5 分間混合した。このレダクターゼ溶液 85 μL に 
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10μL のエパルレスタット (1 mM) または対照として PBS (-) を添加し、37˚Cで 10 分間反応さ

せた。次に、GSH-MVK (0.5 mM, 5 µL) を両方の溶液に加え、37˚Cで 30~35 分間反応させた。

これらを LC/MS 測定用のサンプルとした。 

次に、ヒツジ血球の存在下での AKR による GSH-MVK の還元反応に対するエパルレスタッ

トの効果を調べた。ヒツジ血液 180 µLにエパルレスタット (1 mM) または対照として PBS (-) を 

20 µL 添加し、37˚Cで 10 分間反応させた。その後、基質として MVK (1 mM, 2 μL) を両方の

溶液に添加した。1, 5, 15, 30 および 60 分後、各反応溶液中のヒツジ血球を遠心分離により回収

し、次いで 9 倍の容量の冷却した 75% CH3CN/H2O を添加することにより除タンパク質し、さらに 

2690×g で 10~15 分間遠心分離した。各上清を LC/MS 分析用の試料として使用した。 

(9) 三連四重極型質量分析計および HPLC の測定条件 

エレクトロスプレーイオン化法 (electro spray ionization: ESI) を備えた Quattro Premier triple-

quadrupole LC/MS (Micromass, Manchester, UK) を、Alliance HT 2795 分離モジュール (Waters 

Co., Milford, MA, USA) に連結された正および負イオンモード Q1 測定および 選択反応モニタ

リング (selected reaction monitoring : SRM) 法測定分析に使用した。クロマトグラフィーによる分離

はすべて Cosmosil 5C18-AR-II column (4.6 mm×150 mm) を用いて行った。移動相は溶媒 A と

して 0.05% formic acid /H2Oおよび溶媒 B として CH3OH を用い、流速は 0.3 mL/分に設定し

た。分離における LC 条件には線形勾配法を用いた。溶出条件は既報と同じ条件を用いた 28)。 

(10) 統計解析 

データは平均値±標準誤差で示した。統計解析には Graphpad Prism 4 (GraphPad Software, 

Inc., San Diego, CA, USA) を使用した。有意差検定には Dunnett 法または Tukey 法を用いた。

p<0.05 で有意差ありと判定した。 

 

第 1 節 MVK および CA の Colon-26 細胞および BALB/3T3 clone A31 細胞の増殖におよ

ぼす影響 

【結果】 

B16BL6 細胞の結果と同様に、MVK のほうが CA よりも Colon-26 細胞に対する細胞増殖

抑制作用が強かった (Fig. 5A および 5C)。MVK は準正常細胞である BALB/3T3 clone A31 

細胞に対する細胞増殖抑制作用は Colon-26 細胞に比べると弱かった (Fig. 5A および 5B)。ま

た、N-acetyl-L-cysteine (NAC) により細胞内システインを増加させ、GSH 量を増加させると、CSE 

および MVK において増殖抑制作用はいずれも阻害された (Fig. 6)。 

 

【考察】 

MVK と CA は同じ分子量の化合物であるが、MVK のほうが CA よりもがん細胞の増殖抑

制作用が強いことが明らかとなった。興味深いことに、準正常細胞である BALB/3T3 clone A31 

細胞に対する MVK の増殖抑制作用はがん細胞よりも弱かった。また、CSE および MVK にお

いて還元型 GSH 量を増加させる NAC を併用したところ、それらの増殖抑制作用はいずれも阻
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害された。従って、CSE および MVK による増殖抑制作用には細胞内 GSH 量の減少が関与し

ていると示唆された。 

 

 

Fig. 5. Effects of MVK on the proliferation of (A) Colon-26 cells or (B) BALB/3T3 clone A31 cells, 

and effects of CA on the proliferation of (C) Colon-26 cells or (D) BALB/3T3 clone A31 cells. Data 

are the mean±SE (n=4). Significantly different at: ** p<0.01 MVK 1 µM vs. control, † p<0.05,  

†† p<0.01 MVK or CA 3 µM vs. control, ‡ p<0.05, ‡‡ p<0.01 MVK or CA 10 µM vs. control,  

§§ p<0.01 MVK or CA 30 µM vs. control using Dunnett's test. 

 

(A)                        (B)                         Fig. 6. Antagonized effects of 

50 µM NAC on Colon-26 cell 

growth inhibited by (A) CSE 

1% and (B) 5 µM MVK. Data 

are mean ± SE (n=3).  

# p<0.05, ## p<0.01 vs. CSE 

1% using Tukey's test.  

† p<0.001 vs. MVK 5 µM 

using Tukey's test 
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第 2 節 Colon-26 細胞の浸潤に対する MVK の影響 

【結果】 

増殖に影響のない濃度で MVK (0.1, 0.3 および 1 µM) は Colon-26 細胞の浸潤を有意に抑

制した (Fig. 7A)。しかし、Colon-26 細胞の遊走には影響をおよぼさなかった (Fig. 7B)。 

 

(A)                         (B)                         Fig. 7. Effects of MVK on 

invasion (A), and migration 

(B) of Colon-26 cells. Data are 

the mean ± SE (invasion: 

n=8−9, migration: n=9−15). 

Significantly different at:  

** p<0.01 vs. control using 

Dunnett's test. 

 

【考察】 

MVK はがん細胞の Colon-26 細胞および準正常細胞の BALB/3T3 clone A31 細胞の増殖

に影響を与えない濃度で Colon-26 細胞の浸潤を抑制したことから、MVK は抗がん剤の有力な

シード化合物あるいはアジュバントとなり得る可能性が考えられる。今後、MVK が浸潤を抑制した

詳細な作用機序を検討していく必要がある。 

 

第 3 節 MVK、CA および ACR の代謝 

【結果】 

(1) CSE 曝露によるヒツジ全血における α,β-不飽和カルボニル化合物の代謝 

ヒツジ血液に CSE を添加すると、CSE 中の MVK、CA および ACR は細胞内 GSH と迅速

に反応し、GSH 抱合体の GSH-MVK、GSH-CA および GSH-ACR を生成した。これらの GSH 

抱合体はそれぞれ、SRM 法のトランジションとして、m/z 378>231 (保持時間 : tR 16.2  分)、m/z 

378>231 (tR 17.2 分) および m/z 364>217 を用いて分析した。SRM トランジションに用いた開裂

イオンは、化合物の還元体 (アルコール体） では y1 の開裂 (グルタミン酸の C=O と NH の結

合が開裂し、システインを含む側の開裂イオン) m/z 251, 237 を用い、アルデヒドとケトン体では、 

y1 からの脱水イオン m/z 231, 217 を使用した。血球 (Fig. 8A) および赤血球外液 (Fig. 8B) に

おいて、GSH-MVK (m/z 378>231) のわずかなピークのみが検出され、GSH-CA (m/z 378>231) 

および GSH-ACR (m/z 364>217) は全く検出されなかった。一方、アルコール体の SRM トランジ

ション GSH-MVK-OH ( m/z 380>251 [tR 16.90  min]) , GSH-CA-OH (m/z380>251 [tR 17.14  min]) 

および GSH-ACR-OH (m/z 366>237) のピークが血球で検出された (Figs. 8C, 9A, 10A)。また、

赤血球外液中では、3 つのアルコール体のピークは時間の経過と共に徐々に増加し始めた 

(Figs. 8D, 9B, 10B)。 
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Fig. 8. Time course of 

changes in peak area of 

GSH-MVK adduct (SRM 

transition of m/z 

378>231). (A) In the 

blood cells and (B) in the 

extracellular fluid, after 

exposure of sheep blood 

cells to CSE. Peak area of 

GSH-MVK-OH (alcohol 

form of GSH-MVK 

adduct) (SRM transition 

of m/z 380>251) (C) in the 

sheep blood cells and (D) 

in the extracellular fluid, 

after exposure of sheep 

blood cells to CSE. 

 

 

 

 

Fig. 9. Time course of 

changes in peak area of 

GSH-CA-OH (alcohol 

form of GSH-CA adduct) 

(SRM transition of m/z 

380>251). (A) In the 

sheep blood cells and (B) 

in the extracellular fluid, 

after exposure of sheep 

blood cells to CSE. 

 

 

 

 

 

(A) (B) 

(C) (D) 

(A) (B) 
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Fig. 10. Time course of 

changes in peak area of 

GSH-ACR-OH (alcohol 

form of GSH-ACR 

adduct) (SRM transition of 

m/z 366>237). (A) In the 

sheep blood cells and (B) 

in the extracellular fluid, 

after exposure of sheep 

blood cells to CSE. 

 

(2) GSH-MVK の還元反応を触媒する酵素の検討 

AKR が α,β-不飽和カルボニル化合物の GSH 抱合体の還元に関与するか否かを明らかにす

るために、GSH-MVK を基質として用い、AKR により還元されて検出される GSH-MVK-OH の 

SRM ピーク面積から評価した。さらに、酵素阻害剤存在下と非存在下で比較した。 

先に、AKRの 1 つである AKR1B1 の活性を確認した。AKR1B1 に NADPH の存在下で

基質として GSH-MVK を反応させたところ、GSH-MVK のピークが減少する一方、そのアルコー

ル体 (GSH-MVK-OH) のピークが現れたことから、AKR1B1 酵素の活性が確認された。その結

果を Fig. 11A に示す。GSH-MVK-OH/GSH-MVK の SRM ピーク面積比は、時間とともに増加

し、経時的に還元されていた。 

次に、AKR1B1 を阻害するエパルレスタットの酵素活性の阻害効果を確認した。NADPH の存

在下、AKR1B1 にエパルレスタットを前処置した後、GSH-MVK を添加した。GSH-MVK のピー

クはほとんど変化を示さず、GSH-MVK-OH のピークは、長い時間経過の後、弱く現れた程度で、

エパルレスタットは AKR1B1 活性を完全に阻害した (Fig.11B)。 

エパルレスタットで前処置したヒツジ血液に MVK を添加して除タンパク質した反応液の上清を

分析した SRM クロマトグラムにおいて、MVK を処置して 30 分後までは GSH-MVK および 

GSH-MVK-OH が、エパルレスタット未処置と同程度現れた。その後、エパルレスタットを前処置し

た血液ではエパルレスタット未処置と比べ、GSH-MVK-OH は減少した (Fig. 12)。 

 

【考察】 

本研究の結果は、CSE 中の MVK、CA および ACR が速やかにヒツジ赤血球に取り込まれ、

赤血球内 GSH と反応してそれぞれのマイケル付加物を生成し、さらに直ちにアルコール体に還

元され、そして細胞外液中に排出されることを示す。以前の論文で、CSE にさらされた B16- 

BL6 細胞における MVK、CA および ACR の代謝とよく一致した結果を示したが、赤血球では

アルコール体への還元酵素の活性が強く、B16-BL6 細胞における還元酵素活性は赤血球より弱

いことも示された 28)。また、エパルレスタットに感受性を示す AKR がヒツジ赤血球中に存在する

(A) (B) 
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可能性が示された。これらの知見は、哺乳動物の赤血球とがん細胞が、たばこ煙中の MVK、CA 

および ACR を同じ機構で代謝することを示しており、α,β-不飽和カルボニル化合物などの有毒な

化学物質から体を保護するには血液が重要な役割を果たすと推測される。MVK は血液中でグル

タチオン抱合されることが明らかになったので、抗がん剤としてより効率的に使用するには、血液を

あまり介さず、局所投与のほうが良いと示唆される。 

(A)                              (B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11. Effects of Epalrestat (EPA) on the time course of changes in the peak area ratio of GSH-

MVK-OH (m/z 380>251)/GSH-MVK adduct (m/z 378>231) in the absence of sheep blood cells, (A) 

untreated and (B) pretreated with EPA before reacting GSH-MVK with aldose reductase. 

Fig. 12. Effects of EPA on the time 

course of changes in peak area ratio of 

GSH-MVK-OH (m/z 380>251)/GSH-

MVK (m/z 378>231) in sheep blood 

cells treated with MVK. 

 

 

 

 

 

 

【小括】 

MVK はがん細胞の Colon-26 細胞および準正常細胞の BALB/3T3 clone A31 細胞の増殖

に影響を与えない濃度で Colon-26 細胞の浸潤を抑制したことから、MVK は抗がん剤および抗

転移薬の有力なシード化合物あるいはアジュバントとなり得る可能性が考えられる。今後、MVK 

が浸潤を抑制した詳細な作用機序を検討していく必要がある。 
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第 3 章 グルタチオン (GSH) 抱合能に基づく Colon-26 細胞の増殖を抑制するたばこ煙中の 

α,β-不飽和カルボニル化合物の探索 

本章では、α,β-不飽和カルボニル化合物が容易に GSH の SH 基とマイケル付加する反応性の

高さを利用して Colon-26 細胞の増殖を抑制する CSE 中の α,β-不飽和カルボニル化合物を探

索した。第 1 節ではまず、CSE と GSH を反応させ、高分解能質量分析計を用いて反応溶液を

分析し、新たに出現したピークの精密質量値から組成演算を行い、組成式を求め、候補化合物を

選択した。次に、候補化合物および CSE の GC/MS 分析を行い、マススペクトルおよび保持時

間を比較し、これらの候補化合物の中から CSE に新たに存在することが判明した化合物を同定

した。これらの候補化合物と GSH を反応させ、反応生成物を LC/MS 法を用いて測定し、反応

性を評価した。第 2 節では、第 1 節で CSE 中に存在することが明らかとなった 8 種類の α,β-

不飽和カルボニル化合物が、Colon-26 細胞および BALB/3T3 clone A31 細胞の増殖におよぼ

す影響を検討した。 

 

【方法】 

(1) CSE の調製 

第 1 章に記載した方法で調製した。 

(2) CSE における有効な新規 α,β-不飽和カルボニル化合物の探索 

GSH と CSE を混合した反応液を高分解能質量分析装置により分析した。反応後のクロマトグ

ラムに出現した、新たなピークの精密質量値を求め、組成演算を行い、得られた組成式から GSH 

および付加した水素の組成式を差し引いた組成式を用いて、いくつかの候補化合物を選択し、標

準品を購入した。購入した各候補化合物 (10 mM) を GSH 溶液 (1 mM) と混合し、37˚Cで 30 

分間反応させた後、反応生成物を正イオンモードの LC/ESI/MS で分析した。CSE および購入し

た候補化合物について GC/MS 分析も行った。 

(3) 高分解能三連四重極型質量分析計 

HPLC として、Prominence UFLC (LC-20AD) (島津製作所、京都、日本) を装着した、高分解

能質量分析計 Orbitrap Velos Pro (Thermo Fisher Scientiffic K. K., 横浜、日本) を精密質量値

の測定および組成解析に使用した。スプレー電圧は 3,500 V に、装置の分解能は 100,000 に、

キャピラリー温度は 250˚Cに設定した。測定範囲は m/z 100 から 650 とした。 

(4) 三連四重極型質量分析計および HPLC の測定条件 

第 2 章と同様の方法で行った。 

(5) GC/MS の条件 

GC (6890N, Agilent Technology Inc., Santa Clara, CA, USA) を備えた質量分析計 (Automass 

SUN、日本電子株式会社、東京、日本) を、GSH と反応する CSE 中の反応活性な化合物の分

析に使用した。GC/MS 条件は、イオン化エネルギー 70 eV、電流 300 µA、PM 電圧 500 V、供

給源温度 250˚C、インターフェース温度 250˚C、注入口温度 250˚C、He ガス 1.0 mL/分 (一定

流速)、スプリットレスモードとした。全イオン電流クロマトグラム (Total ion current chromatogram, 
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TICC) および選択イオンモニタリング (Selected ion monitoring, SIM) を用いて、検索化合物を同

定および定量した。キャピラリーカラムには、長さ 30 m×内径 0.25 mm×1.00 µm フィルム厚で、液

相がポリエチレングリコールの Zebron capillary GC column ZB-WAX (Phenomenex Inc., Torrance, 

CA, USA) を使用した。CSE 中の反応活性な化合物を分離するための GC 条件は、40˚C  

(1 分) → (4˚C/分) → 100˚C (2 分) → (15˚C/分) → 220˚C (3 分) → (30˚C/分) → 40˚C (1 分) と

した。 

(6) 使用細胞 

Colon-26 細胞および BALB/3T3 clone A31 細胞を用いた。細胞培養の条件は第 1 章およ

び第 2 章に記載した方法と同様に行った。 

(7) 増殖アッセイ 

第 1 章に記載した方法と同様に行った。 

(8) 統計解析 

第 2 章に準じた。 

 

第 1 節 CSE 中に存在することが判明した α,β-不飽和カルボニル化合物と GSH との反応性の

検討 

【結果】 

(1) CSE 中の新規 α,β-不飽和カルボニル化合物の検索 

α,β-不飽和カルボニル化合物が容易に GSH とマイケル付加することを利用して、CSE 中の 

ACR、CA および MVK 以外の α,β-不飽和カルボニル化合物の検出を試みた。まず、GSH 溶

液を CSE に加えて、37˚Cで 30 分間反応させた後、高分解能 LC/ MS を用いて反応生成物

を分析した。測定した精密質量値に基づいて、GSH と反応した化合物の分子組成を計算し、候

補化合物を推定した。測定精密質量値、推定した不飽和カルボニル化合物の元素組成およびそ

の計算精密質量値を Table 1 に示す。元素組成の結果から、市販の標準品を購入した。購入し

た化合物を Table 2 に示し、それらの構造を Fig. 13 に示す。 

 

Table 1. Composition analyses of products after the reaction of CSE with GSH. 

Retention 

time 
[M+H]+ 

Measured 

accurate 

mass 

Estimated 

elemental 

composition 

Calculated 

exact 

mass 

Difference 

(mDa) 

Increased 

mass value 

from GSH 

The elemental 

composition of 

the candidate 

compound 

16.4 min 390 390.13298 C15H24O7N3S 390.13295 0.03 82 C5H6O 

18.5 min 392 392.14790 C15H26O7N3S 392.14860 −0.70 84 C5H8O 

15 min 

(14 min) 
404 404.11176 C15H22O8N3S 404.11221 −0.45 96 C5H4O2 

18-19 min  

(16-17 min) 
404 404.14851 C16H26O7N3S 404.14860 −0.09 96 C6H8O 
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Table 2. Candidate compounds utilized as standards. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13. Structures of candidate effective compound in CSE. 

 

(2) CSE 中の反応性の高い α,β-不飽和カルボニル化合物の同定と定量 

GC/MS 分析を用いて CSE 中に存在する標的化合物を同定した。CSE ならびに購入した標

準化合物を GC/MS によって分析し、それぞれの保持時間とマススペクトルを比較した。その結

果、2-cyclopenten-1-one, trans-2-pentenal, trans-2-methyl-2-butenal, 3-methyl-2-butenal,  

ethyl vinyl ketone, 2-methyl-2-cyclopenten-1-one, 3-methyl-2-cyclopenten-1-one および furfural 

が CSE 中に存在する化合物として同定され、2, 4-hexadienal は CSE に含まれておらず、2-

ethylacrylaldehyde は同定に至らなかった。抽出イオンクロマトグラムを Table 3 に示す。GC マス

スペクトルにおいて高いピーク強度を示した化合物を GC/MS によって定量した。これらの化合物

が、非常に反応性の高い化合物である ACR、CA および MVK とほぼ同等の量で CSE に存

在することを明らかにした (Fig. 14)。 

 

 

Mr 82 (C5H6O) 2-Cyclopenten-1-one 

Mr 84 (C5H8O) trans-2-Pentenal 

 trans-2-Methyl-2-butenal 

 3-Methyl-2-butenal 

 2-Ethylacrylaldehyde 

 Ethyl vinyl ketone 

Mr 96 (C6H8O)  2, 4-Hexadienal 

 2-Methyl-2-cyclopenten-1-one 

 3-Methyl-2-cyclopenten-1-one 

Mr 96 (C5H4O2) Furfural 
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Table 3. Retention times in GC mass  

chromatograms of CSE, and commercially  

available ,-unsaturated carbonyl compounds  

that showed the same retention times. 

M
+・

 

Retention 

time 

(min) 

Commercially available  

,-unsaturated  

carbonyl compounds 

82 18:38 2-Cyclopenten-1-one 

84 6:58 2-Ethylacrylaldehyde 
 

7:35 - 

 8:11 - 

 8:28 Ethyl vinyl ketone 

 11:00 trans-2-Methyl-2-butenal 

 12:08 trans-2-Pentenal 

 14:24 - 

 14:50 3-Methyl-2-butenal 

96 18:52 2-Methyl-2-cyclopenten-1-one 

 19:23 - 

 19:40 Furfural 

 20:09 3-Methyl-2-cyclopenten-1-one 

(3) CSE 中に存在することが判明した α,β-不飽和カルボニル化合物と GSH との反応性の検討 

CSE 中に存在することが判明した 8 種類の化合物と GSH との反応性を調べるため、8 種類

の化合物を GSH と反応させ、その混合溶液を LC/MS によって分析した。これらの化合物の 

GSH 抱合体の [M+H]+ の抽出イオンクロマトグラムを Fig. 15 に示した。2-Cyclopenten-1-one 

(m/z 390), trans-2-pentenal (m/z 392), 3-methyl-2-butenal (m/z 392) および ethyl vinyl ketone (m/z 

392) はピーク強度が高かった。しかしながら、trans-2-methyl-2-butenal (m/z 392), 2-methyl-2-

cyclopenten-1-one (m/z 404) および 3-methyl-2-cyclopenten-1-one (m/z 404) はピーク強度が低

かった。Furfural (m/z 404) はピーク強度が弱かった。 

【考察】 

α,β-不飽和カルボニル化合物が容易に GSH の SH 基とマイケル付加する反応性の高さを利

用して、CSE 中に新たに 8 種類の化合物 (2-cyclopenten-1-one, trans-2-pentenal, trans-2- 

methyl-2-butenal, 3-methyl-2-butenal, ethyl vinyl ketone, 2-methyl-2-cyclopenten-1-one, 3-methyl- 

2-cyclopenten-1-one および furfural) が存在することが明らかとなった。定量結果から、trans-2- 

pentenalは、CA より存在量が多く、Colombo ら 27) が述べた、総 GSH 量の減少は、ACR およ

び CA による GSH の消費以外にも、MVK および、これらの α,β-不飽和カルボニル化合物によ

る消費も考えられた。これら 8 種類の化合物のうち、2-cyclopenten-1-one、trans-2-pentenal、3-

methyl-2-butenal および ethyl vinyl ketone は GSH との反応性が比較的高く、trans-2-methyl- 

2-butenal、2-methyl-2-cyclopenten-1-one、3-methyl-2-cyclopenten-1-one および furfural は比較

的弱いことが示された。  

Fig. 14. Concentrations of the main  

,-unsaturated carbonyl compounds in CSE. 
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Fig. 15. Extracted ion 

chromatograms of reaction 

products of GSH with α,β-

unsaturated carbonyl 

compounds. 1.0×108 in 

(A)~(E) and 5.0×106 in 

(F)~(H) indicated the absolute 

intensity of ion detection, and 

each value indicates 100% 

relative intensity. 
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第 2 節 Colon-26 細胞および BALB/3T3 clone A31 細胞の増殖におよぼす 8 種類の α,β-不

飽和カルボニル化合物の影響 

【結果】 

100 μM の 2-cyclopenten-1-one, trans-2-pentenal, 3-methyl-2-butenal および ethyl vinyl 

ketone は、培養開始 72 時間後において Colon-26 細胞の増殖を 58.4, 97.5, 33.6, および 

98.0%抑制した。一方、trans-2-methyl-2-butenal, 2-methyl-2-cyclopenten-1-one, 3-methyl-2-

cyclopenten-1-one および furfural は、Colon-26 細胞の増殖をほとんど抑制しなかった (Fig. 

16)。100 μM の 2-cyclopenten-1-one, trans-2-pentenal, 3-methyl-2-butenal および ethyl vinyl 

ketone は BALB/3T3 clone A31 細胞の増殖を 39.6, 48.9, 17.9 および 95.9%抑制した。しかし

ながら、2-cyclopenten-1-one, trans-2-pentenal および 3-methyl-2-butenal は Colon-26 細胞と比

較して、BALB/3T3 clone A31 細胞に対する増殖抑制作用が弱いことが示された (Fig. 16)。 

さらに、2-cyclopenten-1-one, trans-2-pentenal, 3-methyl-2-butenal および ethyl vinyl ketone の 

Colon-26 細胞に対する増殖抑制作用は、NAC によって有意に拮抗された (Fig. 17)。 

 

【考察】 

今回、比較的 GSH との反応性が強かった ethyl vinyl ketone, trans-2-pentenal, 2-cyclopenten-

1-one および 3-methyl-2-butenal は Colon-26 細胞の増殖抑制作用を有することが明らかとなっ

た。この結果から、CSE 中の成分と GSH との反応性が、Colon-26 細胞の増殖抑制作用と正に

相関している可能性がある。trans-2-Pentenal は Colon-26 細胞に対する増殖抑制作用の方が、

BALB/3T3 clone A31 細胞に対する増殖抑制作用よりも強力であった。また、ethyl vinyl ketone, 

trans-2-pentenal, 2-cyclopenten-1-oneおよび 3-methyl-2-butenal と NAC を併用したところ、それ

らの増殖抑制作用はいずれも阻害されたことから、これらの化合物による増殖抑制作用には GSH 

と付加体を形成することにより、細胞内 GSH 量の減少が関与していることが示唆された。しかし、

GSH は、正常細胞でもレドックスに重要な役割を果たしており、枯渇すると大きな影響が出ること

に留意しなければならない。 

 

【小括】 

CSE 中の比較的 GSH との反応性が強かった ethyl vinyl ketone, trans-2-pentenal, 2-

cyclopenten-1-oneおよび 3-methyl-2-butenal は Colon-26 細胞の増殖抑制作用を有することが

明らかとなった。この結果から、CSE 中の成分と GSH との反応性が、Colon-26 細胞の増殖抑制

作用と正に相関している可能性がある。また、trans-2-pentenal は準正常細胞よりも大腸がん細胞

に対する増殖抑制作用が強いことが明らかとなった。 
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Fig. 16. Effects of the eight identified 

compounds on the growth of Colon-26 

cells and BALB/3T3 clone A31 cells. 

Both cell types were treated with each 

compound at 100 µM concentration for 72 

h. Cells were enumerated using a Coulter 

counter. Data are mean ± SE (n=3). 

 

 

 

 

 

(A)                                 (B) 

 

(C)                                      (D)  

 

Fig. 17. Antagonistic effects of 50 µM NAC on Colon-26 cell growth inhibited by (A) 100 µM 2-

cyclopenten-1-one, (B) 10 µM trans-2-pentenal, (C) 100 µM 3-methyl-2-butenal, or (D) 10 µM 

ethyl vinyl ketone. Data are mean ± SE (n=3). *  p<0.05.  
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結論 

1. CSE が Colon-26 細胞を用いた経脾肝転移モデルマウスにおいて、肝転移抑制作用を示す

ことを明らかにした。その作用機序の 1 つとして、CSE は Colon-26 細胞の MMP-2 分泌

量を減少させることにより、浸潤を抑制することが示唆された。 

2. MVK は Colon-26 細胞および BALB/3T3 clone A31 細胞の増殖に影響を与えない濃度で 

Colon-26 細胞の浸潤を抑制した。 

3. GSH との反応性が高い trans-2-pentenal は、Colon-26 細胞の増殖を BALB/3T3 clone A31 

よりも低濃度で抑制した。 

4. 2. および 3. から、MVK ならびに trans-2-pentenal は抗がん剤の有力なシード化合物ある

いはアジュバントになり得ると考えられる。 
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