
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２２年  6 月  1 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 本研究代表者はこれまで、2-benzazepine 誘導体が表皮細胞の遊走

を促進することで皮膚創傷治癒を促進することを報告してきた。そこで、種々の 2-benzazepine

誘導体の構造機能連関の解明と作用メカニズムの検討を行った。その結果、2-benzazepine 誘

導体の窒素上の置換基がメチル基もしくはエチル基のとき細胞遊走活性が最大になること、表

皮細胞から TGF-βの分泌を促進することで遊走を促進していることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：In search of biological activity of 2-benzazepine derivatives, we 
found that one of 2-benzazepine derivatives (compound A) promoted cell migration of 
human keratinocyte-derived cell line (HaCat cells) and wound healing of the skin in mouse. 
Here a structure-function relationship of 2-benzazepine derivatives was evaluated using in 
vitro wound healing assay (scratch assay) with HaCaT cells. A side chain at N-2 position 
was important for this biological activity of 2-benzazepine derivatives. The steric size 
between methyl and ethyl seems optimal at this side chain position, and longer alkyl chain 
than propyl group at N-2 position spoiled the biological activity. In the scratch assay, 
compound A -induced migration was blocked by the neutralizing antibody against 
transforming growth factor-beta (TGF-β), while neutralizing antibody against EGF had 
no effect. Those results indicate that compound A promotes the epithelial migration 
increasing the release of TGF-β. 
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１． 研究開始当初の背景 

 創傷治癒は血液凝固期、炎症期、細胞
増殖期、再構築期という４つの段階を経

て行われる。細胞増殖期において傷口周
辺の表皮細胞が創面を埋めるように増
殖・遊走することで創傷部位の縮小が行
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われるため、この段階が効率の良い創傷
治癒を達成するのに重要なステップで
あることが知られている。本研究代表者
は新規に化学合成した２-ベンズアゼピ
ン誘導体が表皮細胞の増殖に影響を与
えることなく、細胞遊走を加速すること
で、効率的に傷の修復が達成できること
を見出している。現在の臨床の場には直
接的に細胞の遊走を促進する創傷治癒
薬は存在しないため、２-ベンズアゼピ
ン誘導体はまったく新しい作用機序の
創傷治癒薬となる可能性がある。 
 
 

２．研究の目的 
 ２－ベンズアゼピン誘導体による細
胞遊走促進作用のメカニズムの解明と
創傷治癒薬となる可能性の検討を目的
とし、以下の実験を行った。 

（１）表皮細胞を用いた細胞遊走アッセイに
より２-ベンズアゼピン誘導体の構造機
能連関の検討 

（２）２-ベンズアゼピン誘導体による細胞
遊走促進作用のシグナル伝達系を解明 

（３）皮膚以外の組織への有効性の検討 
 
 

３．研究の方法 
（１） 表皮細胞(HaCaT cells)を用いた細胞

遊走アッセイは以下のような in 
vitro の創傷治癒モデルを用いて行
った。 

① ２-ベンズアゼピン誘導体の構造機
能連関の解明 
 コンフルエントに培養した表皮細
胞に 200 μl のピペットチップで傷を
つけ、そこに化学合成した種々の 30 
μM の２-ベンズアゼピン誘導体を作
用させた。その 12 時間後細胞の伸展
を計測し、細胞伸展促進効果を比較
した（図１）。これにより２-ベンズ
アゼピン誘導体の構造機能連関を明
らかにした。 

 
 
 
 
     開始時     12 時間後 
 
 
 
 
 
 

図 1 表皮細胞での in vitro の創傷治癒モデル 

 
② ２-ベンズアゼピン誘導体による細胞

遊走促進作用のシグナル伝達系の検討 
 種々の細胞成長因子の中和抗体の存
在下、30 μM の Compound A(図２)で細
胞遊走アッセイを行い、Compound A に
よる細胞遊走促進作用に関与するシグ
ナル伝達系を検討した。 

 
図 2 Compound A の分子構造 

 
（２） 皮膚以外の組織への有効性の検討す

るため、腸管上皮細胞(CaCo-2 cells)に
よる細胞遊走アッセイを行った。腸管上
皮細胞は非常に剥がれやすい細胞であ
ったため、図３のようにカミソリで細胞
に傷をつけ、傷の片方の細胞を綿棒で剥
がしことで、創傷部位を作成した。30 μM
の Compound A を作用させ、18 時間後の
細胞の伸展を計測し、細胞伸展促進効果
を比較した。 

 
  開始後     18 時間後 

   
 

 
 
 
 

図３腸管上皮細胞での in vitro の創傷治癒モデル 

 
４．研究成果 
（１）表皮細胞を用いた細胞遊走アッセイに

より２-ベンズアゼピン誘導体の構造
機能連関を検討した。窒素上の置換基
を水素(H)、メチル基(Me)、エチル基
(Et)、トリフルオロエチル基(Compound 
A)、プロピル基(nPr)、イソプロピル基
(iPr)、ブチル基(Bu)、ペンチル基(Pen)、
ベンジル基(Bn)にしたものを化学合成
して用いた。その結果、アゼピン環の
窒素の側鎖がメチル基、エチル基のと
きは細胞遊走促進作用を示したが、さ
らに立体的に大きい側鎖であるプロピ
ル基ではその作用はなくなった(図４)。
このことからアゼピン環の窒素の側鎖
の立体的な大きさが細胞遊走の促進に
重要であることが明らかになった。な
お、他の部位においては活性に影響は
なかった。 

    検討した２-ベンズアゼピン誘導体
において、もっとも細胞遊走活性が高



 

 

かったものはメチル基もしくはエチル
基を有する２-ベンズアゼピン誘導体
であったが、以下の作用メカニズムの
検討は化学合成する際の合成収率が良
い Compound A を用いて行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図４２-ベンズアゼピン誘導体の構造機能連関 

 
（２）２-ベンズアゼピン誘導体による細

胞遊走促進作用のシグナル伝達系を
解明するため、種々の細胞成長因子
の中和抗体の存在下、細胞遊走アッ
セイを行った。細胞増殖には影響を
与えることなく、細胞遊走を促進す
る細胞成長因子として、TGF-βと EGF
が知られているのでそれぞれの中和
抗体を用いて検討を行った。その結
果、TGF-βの中和抗体存在下では２-
ベンズアゼピン誘導体による細胞遊
走促進効果が顕著に抑制されること
が明らかになったが、EGF の中和抗
体では細胞遊走促進効果には影響は
見られなかった（図５）。これにより、
２-ベンズアゼピン誘導体は TGF-βの
分泌を亢進することで遊走を促進し
ている可能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 図５ TGF-βと EGF の中和抗体による遊走抑制効果 

 
（３）皮膚以外の組織への有効性を探ること

を目的として、腸管上皮細胞における２
－ベンズアゼピン誘導体の細胞遊走促
進作用について細胞遊走アッセイによ
り検討した。その結果、皮膚と同様に腸
管上皮細胞においても２－ベンズアゼ
ピン誘導体は濃度依存的に細胞遊走促
進作用を発揮することが明らかとなっ
た(図６)。このことから、２－ベンズア
ゼピン誘導体は消化器潰瘍治療薬とな
る可能性も示された。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 図６ 腸上皮細胞での創傷治癒促進効果 
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