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研究成果の概要（和文）：ビタミンK誘導体およびそのアシル化化合物のDNA合成酵素(pol)分子種に対する選択的阻害
活性を調査した。そして、本活性に基づく生理活性として抗がん作用を解析した。合成した化合物のうち、JugloneとP
lumbaginで阻害を示し、がん細胞の増殖を抑制した。さらにUV照射との併用効果があり、その変異率を下げた。アシル
化Plumbagin のpol阻害活性はC18:1 plumbaginがpol alphaおよびgammaを最も強く阻害し、さらにがん細胞の増殖を抑
制した。その抗腫瘍活性は、C18:1 jugloneよりも強く、実験時の体重減少はみられなかった。

研究成果の概要（英文）：It was investigated and analyzed the effect of vitamin K derivative and acylate co
mpound on the inhibition of mammalian DNA polymerase (pol) species and anti-cancer. Juglone and plumbagin 
inhibited the activities of DNA pols and suppressed cellular proliferation. Juglone showed that the combin
ed effect of UV-irradiation, furthermore the mutation rate of the treatment decreased. C18:1 plumbagin was
 the most strong inhibitor and suppressed the growth of colon cancer cells. C18:1 plumbagin showed more po
tent antitumor activity than its C18:1 juglone. There were no effects on body weight.
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、高等生物，特に真核生物の DNA 合

成酵素（DNA ポリメラーゼ、pol）は新規分
子種が発見され、その数は現在のところ 15 
種類が知られている。これらの分子種はDNA 
の複製または修復を分業していると考えら
れるが、その機能についてはまだわかってい
ないことも多い。またがん細胞では、無秩序
な DNA の合成が繰り返されており、特に複
製型の pol 分子種（pol 、、）は、癌組織・
がん細胞で大量に発現して高活性であるこ
とが知られている。このような酵素の活性を
直接的に阻害する物質は、がん細胞を死に至
らしめることから、有効な新規医薬品または
抗がん機能性食品になることが期待できる。
また、特定の pol を選択的に阻害する物質は
「分子プローブ」として生体内における pol 
研究のツールとして使用できると考えられ
る。 
近年、ビタミン D3、B6 や K2 といったビ

タミン自身やその誘導体に抗がん作用があ
ることを報告した。そこでビタミン K1、K2、
K3 の 3 種類について pol 阻害活性につい
て調べたところ、ビタミン K3 が pol  (ミト
コ 
ンドリア DNA の複製に関与)を特異的に阻
害し、細胞増殖を抑制することを見出した。 
ビタミン K とは、脂溶性のビタミンの１種で
ビタミンK1やK2は天然に存在することが知
られている。その中でも、ビタミン K2 は微
生物が作り出すビタミンであり、人体内の腸
内細菌によっても作り出され、側鎖部分の長
さにより４種類存在することが知られてい
る。また、ビタミン K は紫外線やビタミン C 
との併用効果がみられることが Jamison ら
によって報告されている(J. Nutr. 2001)。 
 
２．研究の目的 
ビタミン K 誘導体から有効な新規医薬品

または抗がん機能性食品、もしくは分子プロ
ーブとして生体内におけるDNA 合成酵素研
究のツールの開発を目的とし、ビタミンK 誘
導体による抗がん機能性の作用機序を以下
の点について焦点を当てて進めていった。 
（１）各種ビタミン K 誘導体の構造と pol 阻
害活性の相関 
（２）ビタミン K 誘導体の酵素阻害活性とが
ん細胞増殖抑制活性との相関 
（３）（２）のメカニズム解析（細胞周期解
析・アポトーシス誘導・シグナル伝達機構の
解明など） 
（４）『紫外線との併用効果』、『抗腫瘍活性』、
『抗炎症活性』等の機能性開発 
 
３．研究の方法 
（１）pol 阻害活性試験 
 哺乳類など高等真核生物の pol は、pol 
～と TdT の 15 種類の分子種が存在する【図
１】。そのうち精製されて活性がある pol 分

子種 11 種類を準備した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 in vitroの pol活性測定は図 2に示すよう
な合成DNAを基質として用いて、少量（数l）
で短時間（3 時間以内）に多検体を簡便に処
理できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）抗がん活性試験 
①ヒト由来がん細胞の増殖抑制活性測定：
pol阻害活性を合成したビタミンK3誘導体を
対象にして、WST-1 法により細胞増殖への影
響を判定した。 
②抗腫瘍活性試験：ヌードマウス(Balb/c, 
nu/nu)へヒト由来の大腸がん細胞を移植さ
せた後、pol 阻害物質を１日おきに腫瘍部位
に皮下注射して、腫瘍の大きさの変化（縮小）
を経時的に観察した。 
 
（３）抗炎症活性試験 
①炎症マーカー産生抑制活性測定：ビタミン
K3 誘導体の添加によるマウスマクロファー
ジ RAW264.7 細胞の TNF-産生抑制を ELISA
法で定量した。 
②マウス耳抗炎症活性測定：マウス(ICR 系)
の 耳 に 起 炎 剤 と し て TPA 
(12-o-tetradecanoylphorbol-13-acetate)
を塗布して、pol 阻害物質の塗布による炎症
（浮腫）の消失を耳重量から測定した。 
 
４．研究成果 
（１）ビタミン K誘導体の化学合成 
 ビタミン K3 dimer (VK3 dimer)、Juglone、
Plumbagin、Biplumbagin、2, 3-Dimethyl-1, 
4-naphthoquinone の５種類を新たに合成し
た。 

 

【図 1】真核生物の pol 分子種 

 

【図２】pol 活性測定方法 



（２）pol 活性測定 
 各誘導体 20M における pol 阻害は、VK3、
VK3 dimer、Biplumbagin、2, 3-Dimethyl-1, 
4-naphthoquinoneではいずれのpolも阻害し
なかった。Plumbagin は、pol を約 20％程
度の残存活性まで阻害した。Juglone では、
調べたpol活性をいずれも60％以下まで阻害
し、その中で最も強く pol を阻害した。 
（３）ヒトがん細胞増殖抑制試験 
 VK3、VK3 dimer、Juglone、plumbagin、
Biplumbagin は 50 M でヒト大腸がん細胞
（HCT116 cells）の増殖を 10％程度まで抑制
した。 
（４）メカニズム解析 
①細胞周期解析：ヒト大腸がん細胞を用いて
PI染色によるFACS解析をおこなったところ、
30 M Juglone は細胞周期に影響しなかった。 
②アポトーシス解析：27 M Juglone を 24 時
間培養後、FITC-Annexin V 染色による FACS
解析を行ったところ、5.1％アポトーシスを
引き起こし、死細胞が 28.4％であった。 
③変異率：ウアバインアッセイを用いて調べ
たところ、ヒト大腸がん細胞(HCT116 cells)
においてJugloneは変異率を下げた。そこで、
pol 欠損細胞を用いてコロニーアッセイを
行った。その結果、pol 存在細胞ではコロ
ニー形成率が低下した。しかしながら、pol 
欠損細胞では変化が見られなかった。そこで
損傷の程度を調べるために、コメットアッセ
イを行ったところ、pol 存在細胞では DSB
が減少し、pol 欠損細胞では増加していた。
これらの結果から、損傷乗り越え複製の正確
さに何らかの影響を与えていることが考え
られた。 
（５）UV 照射との併用効果 
 ヒト大腸がん細胞(HCT116 cells)を用いて、
ビタミンＫ誘導体Juglone添加と紫外線照射
のどちらが先の方がより細胞増殖抑制が強
いかをコロニーアッセイ法を用いて調査し
た。その結果、ビタミンＫ誘導体 Juglone 添
加が紫外線照射より先の方がより効果的で
あることがわかった。さらに、Juglone の濃
度依存的に強い細胞増殖抑制を示した。 
（６）アシル化 plumbagin 
①pol 阻害活性：C18:1 plumbagin が pol お
よびを最も強く阻害し、C22:6 plumbagin が
pol およびを最も強く阻害することがわか
った。 
②がん細胞増殖抑制活性：C18:1 plumbagin
が最も強くがん細胞の増殖を抑制すること
がわかった。その増殖抑制はアシル化
juglone と同程度のものだった。C22:6 
plumbagin は TNF-a 産生抑制活性、マウス耳
介抗炎症活性を示し、C22:6 juglone よりも
強かった。さらに、C22:6 plumbagin は抗ア
レルギー活性も有していた。 
③抗腫瘍活性：C18:1 plumbagin は C18:1 
juglone よりも強い抗腫瘍活性を示した。さ
らに、体重の減少はみられなかった。 
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出願年月日： 2012 年 3月 23 日 
国内外の別：国内 
⑧ 
名称：ＤＮＡポリメラーゼ阻害活性を有する
新規化合物 
発明者：水品善之、竹内倫文、紙透伸治、栗
山磯子、菅原二三男、吉田弘美 
権利者：学校法人神戸学院 
種類：特許権 
番号：特願 2012-066635 
出願年月日： 2012 年 3月 23 日 
国内外の別：国内 
⑨ 
名称：ＤＮＡポリメラーゼ阻害活性を有する
新規化合物 
発明者：水品善之、竹内倫文、紙透伸治、栗
山磯子、菅原二三男、吉田弘美 
権利者：学校法人神戸学院 
種類：特許権 
番号：特願 2012-066630 
出願年月日： 2012 年 3月 23 日 
国内外の別：国内 
⑩ 
名称：ＤＮＡポリメラーゼ阻害活性を有する
新規化合物 

発明者：水品善之、竹内倫文、紙透伸治、栗
山磯子、菅原二三男、吉田弘美 
権利者：学校法人神戸学院 
種類：特許権 
番号：特願 2012-066614 
出願年月日： 2012 年 3月 23 日 
国内外の別：国内 
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