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研究成果の概要（和文）：多くの抗癌剤が高いケラチノサイト毒性を示した。新たに10グループ（計156化合
物）のQSAR解析を行ったところ、クロモン誘導体の多くは、高い腫瘍選択性を与えること、2-(N-cyclicamino)
chromonesに属する化合物5cは、ケラチノサイト毒性が低いこと、更に興味深いことに、アポトーシスを誘導し
ないことを突き止めた。今回の研究によりアポトーシス誘導能のない物質の中から副作用の少ない抗癌剤が創出
できる可能性が示唆された。
正常肝細胞と比較し、ヒト肝がん由来細胞に対する高い傷害性、そしてCYP3A4及びP-gpに対して有意な阻害活性
を示した。消化器系がんの治療薬としての可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：The anticancer drug doxorubicin (DXR) was found to induce apoptosis in 
keratinocytes, and many other anticancer drugs showed high keratinocyte toxicity. QSAR analysis of 
10 new groups (156 compounds in total) showed that most of the chromone derivatives gave high 
tumor-specificity, and the compound 5c belonging to 2-(N-cyclicamino) chromone has low keratinocyte 
toxicity and, more interestingly, it did not induce apoptosis. The present study suggested that an 
anticancer agent with few side effects can be manufactured from substances without 
apoptosis-inducing activity.  Chromone derivative showed higher cytotoxicity against hepatocellular 
carcinoma cell line as compared with rat primary cultured hepatocyte, and inhibited the CYP3A4 and 
P-gp, suggesting the application to digestive cancer.  

研究分野： 歯科薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、天然界に存在するポリフェノールは、腫瘍選択性がそれほど高くないことを発表してきた。クロモン環
が、フラボノイドの基本骨格であるため、生体に馴染みやすい。今回の研究により、クロモン誘導体の多くは、
比較的高い腫瘍選択性を有すると同時に、上皮系細胞に対する毒性が、従来の抗癌剤よりも格段弱という特徴を
有することが明らかになった。また、クロモン誘導体は、薬物代謝酵素や、薬物排出トランスポーターを阻害し
た。そのため、副作用の少ない抗癌剤治療薬の開発への寄与が期待される。また、アポトーシス誘導能がない化
合物でも高い腫瘍選択性を示すため、新しい抗がん作用のメカニズムを発見できる可能性がある。



1. 研究開始当初の背景 
(1)クロモンの基本構造は、フラボンやイソフラボン等に見い出される。2-スチリルクロモンの論
文はこれまで 12 編報告されているのに対して、3-スチリルクロモン類は天然界に存在しないた
め、合成法(引用文献①)および、in vitro での抗腫瘍活性(引用文献②、③)を調べた我々の論文し
か報告されていない。 
(2)我々は、ヒト口腔正常細胞に対する 50%細胞傷害濃度(CC50)の平均値を、ヒト口腔扁平上皮
癌細胞に対する CC50の平均値で割り算出した腫瘍選択係数（TS 値）を指標に、数百種の 天然
及び合成有機化合物の腫瘍選択性を評価した（引用文献②)。ポリフェノール、抗酸化剤、レス
ベラトロール、クルクミ ンの腫瘍選択性は低いこと(TS=1~5）、 15 種の 3-styrylchromone 誘導
体(平均 TS=14.9)は 6 種の 2-styrylchrome 誘導体(平均 TS=7.3) の約 2 倍の腫瘍選択性を示す
こと、特に、クロモン環の 6 位炭素に OCH3 基が結合した 3 種の誘導体 (E)-6-methoxy-3-(4-
methoxystyryl)-4H-chromen-4-one [4],  (E)-6-methoxy-3-(3,4,5-trimethoxystyryl)-4H-chromen-4-one 
[6]及び(E)-3-(4-hydroxystyryl)-6-methoxy-4H-chromen-4-one [11]は、doxorubicin や 5-FU に匹 敵
する腫瘍選択性を示すことが明らかになった (引用文献③)。 我々は doxorubicin と 5-FU が、
口腔ケラチノサイト に対して高い傷害活性を示すことを見出だした（引用文献④）。この 3 種
の化合物の中で、最も高い腫瘍選択係数を示す [11]は、ヒト口腔扁平上皮癌細胞 HSC-2 におい
て、早期（3h 後）にミトコンドリアの空胞化、オートファジー(LC3-II の発現)の阻害（4h 後）
を、後期(23 時間後)にアポトーシス（PARP1 及び caspase-3 の切断）を誘導することを見い出
した（引用文献⑤）。 
 
2. 研究の目的 
(1) 我々は、上記[11]が抗癌剤に匹敵する 腫瘍選択性を示すことを発見した。本研究は、このリ
ード化合物のクロモン環の 5～7 位に種々の 置換基を導入し、半経験的分子軌道法による活性
構造の予測と検証を繰り返し、口腔扁平上皮癌細胞をより選択的に傷害する化合物を合成する。 
(2) さらに、置換基導入化合物により誘導される細 胞死のタイプを特定するとともに、薬物代
謝酵素に及ぼす影響を調べ、抗癌剤としての可能性についての基礎的な検討を行う。 
 
3. 研究の方法 
(1) 有機合成：発表論文①~⑪を参照（杉田、高尾） 
(2) 細胞毒性：ヒト口腔扁平上皮癌細胞(歯肉由来 Ca9-22、舌由来 HSC-2. HSC-3, HSC-4)、ヒト間
葉系口腔正常細胞(歯肉線維芽細胞 HGF、歯根膜線維芽細胞 HPLF、歯髄細胞 HPC)、ヒト上皮系
口腔正常細胞(HOK, HGEP)、ヒト肝がん由来細胞 (HepG2)、正常肝細胞 (ラット由来初代培養肝
実質細胞)に対する傷害活性は、MTT 法で測定した。濃度依存性曲線より、50%細胞傷害濃度
(CC50)を算出した（須永、坂上）。 
(3)腫瘍選択係数（TS）の算出：正常細胞に対する CC50値の平均値を、癌細胞に対する CC50値の
平均で割り求めた。 
(4) アポトーシス誘導活性は、western blot 法（カスパーゼ-3 の活性化）、cell sorter (sub G1 集団の
割合)により測定した（奥平、坂東、友村）。 
(5) 分子軌道解析：約 3000 種類の物理化学的、構造的、量子化学的記述子は、force-field 
minimization で至適化された最安定化構造より計算した(永井、植沢)。 
(6) メタボローム解析及び統計処理：細胞を、5% D-mannitol で 3 回洗浄後、内部標準を含むメ
タノール 1 ml で抽出し、 CE-TOFMS 解析を行った（杉本）。 
(7) 薬物代謝：CYP3A4, CYP2C9 及び CYP2D6 の阻害活性を HPLC 法にて測定し、P-gp 阻害活
性は Pgp-Glo Assay kit (Promega) を用いて評価した（須永）。 
 
4. 研究成果 
(1) 3 種 3-styrylchromone 誘導体 [4], [6]及び[11]は、正常肝細胞と比較し、ヒト肝がん由来細胞に
対する高い傷害性、そして CYP3A4 及び P-gp に対して有意な阻害活性を示した。消化器系がん
の治療薬としての可能性を示した。 
 
(2) 12 種の Furo[2,3-b]chromone 類、15 種の 2-(N-cyclicamino)chromones 類（15 種）、15 種の 3-(N-
cyclicamino)chromon 類、20 種の pyrano[4,3-b]chromone 類の各群の最大 TS 値は、7.0、63.4、>12.3、
47.8 であった。最大の腫瘍選択性を示した物質は、いずれもアポトーシスを誘導しなかった。ヒ
ト口腔ケラチノサイトに対する選択毒性は、ドキソルビシンの一桁低かった。 



 
 

 
T 値と関連のある化学的記述子は、それぞれ、「不飽和結合数・しなやかさ・分子密度・脂溶性・
分子サイズ・分子形状」、「3 次元形状」、「3 次元形状・脂溶性」、「3 次元形状・分極率・イオン化
ポテンシャル・電気的な状態」であった。腫瘍選択性の高い化合物は、アポトーシス誘導活性を
有しないこと、腫瘍選択性と 3 次元形状との間に高い相関がみられることが示唆された。 

 

 

CC50 (μM)
Human oral squamous cell 

carcinoma cell lines
Human mesenchymal 

normal oral cells
Human epithelial 
normal oral cells

TS

Group  Most active compd. Ca9-22 HSC-2 HSC-3 HSC-4 mean HGF HPLF HPC mean HOK HGFP mean Epi／Me Epi／Epi Apoptosis
(A) (B) (C) (B/A) C/A induction

Phenypropanoid amides [1-12] 3 79 94 89 227 122 >400 >400 334 >378 >3.1
Piperic acid-amides [1-12] 8 38 51 131 80 75 >800 >800 >800 >800 >10.7
3-Styrylchromones [1-15] 11 2.1 1.0 3.6 1.2 2.0 67 74 272 138 19 >800 >410 69.0 >205.0 〇
3-Styryl-2H-chromenes [1-16] 12 3.5 1.5 5.5 8.3 4.7 400 41 400 280 >400 >400 >400 59.9 >85.1
Oleoylamide [1-18] 8 2.0 0.2 0.1 0.2 0.6 2 18 9 10 3 0 1 15.5 2.3 
3-Flavenes [1-10] 8 52 90 82 69 73 384 364 295 348 104 22 63 4.7 0.9 
3-Benzylidenechromanones [1-17] 15 3.2 11.3 7.3 >400 >400 >400 4 3 4 >55.2 0.5 

Chalcones [1-15] 15 4.2 6.6 3.9 <3.1 <4.4 23 50 41 38 >8.6 〇
Piperic acid esters [1-11] 4 5.5 27.6 21.6 13.4 17.0 118 151 138 136 8.0 〇
Aurones [1-17] 7 36.5 57.2 30.5 41.4 >400 >400 >400 >400 >9.7
2-Azolylchromones [1-24] 6c 1.6 1.3 1.5 36 35 36 24.1 〇
Cinnamic acid phenetyl esters [1-10] 9 13.4 10.7 4.3 5.6 8.5 153 173 270 199 23.4 〇
Furo[2,3-b]chromones [1-12] 5b 13.8 27.7 70.1 37.2 185 273 324 261 7.0 
2-(N-Cyclicamino)chromone [1-15] 5c 9.1 6.0 3.7 3.1 5.5 244 >400 >400 >348 356 355,7 63.4 65.2 ×
3-(N-Cyclicamino)chromone [1-15] 3a 46.0 20.0 36.7 26.3 32.3 390 >400 >400 >397 >400 >400 ＞12.3 >12.4 ×
Pyrano[4,3-b]chromones [1-20] 16 4.7 5.3 5.0 247 233 240 20 20 47.8 4.1 ×
Total 239 compounds tested

5-FU 197 282 30 16 131 >1000 >1000 >1000 1000 370 23 197 >7.6 1.5 
DXR 0 0 0 0 0 5 8 6 6 1 0 0 35.4 2.2 
Melphalan 24 9 9 9 12 157 187 153 165 13.3 0.3 

Furo[2,3-b]chromones 2-(N-cyclicamino)chromone 3-(N-cyclicamino)chromones Pyrano[4,3-b]chromones
Descriptor Descriptor Descriptor Descriptor
b_double Double bond Mor22m 3D shape CATS3D_12_LL Lipophilicity R8s 3D shape, size and electric state
SlogP_VSA2 Size and lipophilicity GCUT_SLOGP_1 Topological shape VE3sign_G 3D shape HATS7i 3D shape, size and ionization potential
rsynth Synthetic feasibility Mor17v 3D shape and size J_D/Dt Shape HATS3i 3D shape, size and ionization potential
std_dim3 Shape Mor17m 3D shape and size FCASA- Shape and negative charge HATS3u 3D shape and size
b_rotR Flexibility CATS3D_11_LL Lipophilicity HATS7u 3D shape and size
E_str Bond stretch Chi_G/D 3D shape Mor10i 3D shape and ionization potential



(3) メタボローム解析により、アポトーシスの誘導が起こる場合、ATP の利用が促進されること
を見出した。ATP の利用は、アポトーシス誘導の判定に使用できる可能性が示唆された。 
 
(4) 今後の方針 
5c と 11 をリード化合物として用いて、より腫瘍選択性の高い化合物を合成するとともに癌細胞
への取り込みを正常細胞と比較し、癌細胞に誘導される細胞死のタイプ、結合分子を明らかにす
る。メタボローム解析により、発現遺伝子や標的代謝経路を明らかにする。動物実験により抗癌
剤としての可能性について検討する。 
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