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研究成果の概要（和文）：多くの抗がん剤は、口腔粘膜炎、ニューロ毒性、血管外漏出等を引き起こす。3-スチ
リルクロモン誘導体、7-メトキシ-3-[(1E)-2-フェニルエテニル]-4H-1-ベンゾピラン-4-オン(化合物A)および3-
[(1E)-2-(4-ヒドロキシフェニル)エテニル]-7-メトキシ-4H-1-ベンゾピラン-4-オン(化合物B)は、ヒト口腔扁平
上皮癌細胞株に対して高い抗腫瘍効果を示し、ケラチノサイト・神経細胞傷害性が5-FU、DOX、シスプラチンよ
りも低かった。Tox21データベースに基づくQSAR予測は、化合物AおよびBがエストロゲン関連受容体のシグナル
伝達経路を阻害する可能性があることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：Many anticancer drugs used in clinical practice cause adverse events such as
 oral mucositis, neu-rotoxicity, and extravascular leakage. Two 3-styrylchromone derivatives, 
7-methoxy-3-[(1E)-2-phenylethenyl]-4H-1-benzopyran-4-one (compound A) and 3-[(1E)-2-
(4-hydroxyphenyl)ethenyl]-7-methoxy-4H-1-benzopyran-4-one (compound B) showed higher 
tumor-specificity against human oral squamous cell carcinoma (OSCC) cell lines and lower 
keratinocyte and neuronal cell cytotoxicity than 5-FU, DOX and cisplatin.   QSAR prediction based on
 the Tox21 database suggested that compounds A and B may inhibit the signaling pathway of 
estrogen-related receptors. Mild HT enhanced the accumulation of the subG1 population induced by DTX
 and compound A, in a synergistic fashion. 

研究分野：歯科薬理学

キーワード： クロモン誘導体　口腔扁平上皮がん細胞　ケラチノサイト毒性　神経毒性　QSAR　エストロゲン関連受
容体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多くの抗がん剤は、口腔粘膜炎、神経毒性、血管外漏出等を引き起こす。今回、広く、天然界から口腔扁平上皮
癌細胞を選択する化合物を検索した結果、多くのフラボノイドに分布するクロモン環に3-スチリル基を導入した
化合物A、Bが最大級の腫瘍選択毒性を示すこと、そして、口腔癌の治療に使用されている抗がん剤の5-FU、シス
プラチン、ドキタキセルと比較して、口腔ケラチノサイトや神経細胞に対する毒性が低いことを明らかにした。
また、化合物A,Bは、エストロゲン関連受容体のシグナル伝達経路を阻害する可能性があることを示唆した。化
合物A,Bは、口腔癌の治療への応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



1. 研究開始当初の背景 
現行の抗癌剤は、古典的なものであれ、分子標的治療薬であれ、神経傷害などの副作用を示すことが報告され
ている。抗癌活性の開発には動物実験による安全性や活性の検証が必要とされている。しかし、動物とヒトで
は代謝系が異なるため、動物で得られた研究成果をそのまま臨床には応用できない。そこで、天然資源から、
副作用の少ない新規抗がん活性を単離する試みが行われてきた。一時期、多くの天然物有機化合物が単離・構
造決定され、アポトーシス誘導活性を調べた論文が数多く報告されたが、正常細胞に対する毒性が強く、腫瘍
選択係数（＝安全域、化学療法係数）が小さいため依然として臨床では使用されていない。 
そこで、申請者は、シーズとなる新規抗癌剤の創製を目指して、4 種類のヒト口腔扁平上皮癌細胞(Ca9-22, 

HSC-2, HSC-3, HSC-4)および 3種類のヒト間葉系正常細胞（歯肉線維芽細胞 HGF、歯根膜線維芽細胞 HPLF、
歯髄細胞 HPC）を用いた in vitroで抗癌活性測定法の確立を目指した。腫瘍選択係数（TSM）は、ヒト間葉系正
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 の平均値で割っ
て求めた。計 346種の天然および有機合成化合物の腫瘍選択係数 TSMを網羅的に調べた結果、フラボノイド
やタンニンなどのポリフェノール、クルクミン、ビタミン C、サポニン、テルペン、アズレン、トロポロン、
α,β-不飽和ケトン類の腫瘍選択性は低いことが判明した（TSMは概ね 10以下）。これに対して、フラボノイド
に含まれるクロモン骨格（2環構造）の 3位にスチリル基を導入した誘導体は、TSM値 69を与えた。次に、ク
ロモン誘導体 17 シリーズ約 300 種のクロモン誘導体の腫瘍選択性を調べた結果、7-methoxy-3-[(1E)-2-
phenylethenyl]-4H-1-benzopyran-4-one （化合物 A）と  3-[(1E)-2-(4-hydroxyphenyl)ethenyl]-7-methoxy-4H-1-
benzopyran-4-one（化合物 B）は、口腔扁平上皮癌細胞を細胞周期の G2/M 期に集積させ、subG1集団を増加さ
せ、抗がん剤に匹敵する腫瘍選択係数を与えた（TSM=301.1および 182.0）。また、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。 
 

2. 研究の目的 
新たに合成された 65種のクロモン誘導体の腫瘍選択性が、化合物 Aおよび化合物 Bを上回るか否かを検討し
た。化合物 Aと化合物 Bは、Ca9-22細胞を G2/M期に集積させ、subG1集団（DNAの断片化）を増加させた
ため、神経毒性を誘発した可能性が生じた。そこで、化合物 A と B の副作用、すなわち、ケラチノサイト毒
性と神経毒性を、DOX, 5-FU, シスプラチン、DTX を陽性対照として用いて同時に、比較検討した。最後に、
化合物 Aと Bのシグナル伝達経路を、in silico解析により探索した。 
 

3. 研究の方法 
(1) 材料： 
化合物 Aは、7-methoxy-3-formylchromone と phenylmalonic acidの Knoevenagel 縮合反応により合成。化合物
Bは、7-methoxy-3-formylchromoneと 4-(methoxymethoxy)benzeneacetic acidの縮合反応と保護基の除去により合
成。2-Indolylchromone誘導体（9種）(Series A)は 3-iodochromone誘導体とそれぞれのアゾールとの縮合反応に
より合成。Indole-auron誘導体（10 種） (series B)は、3-Iodochromone誘導体 とインドール化合物の縮合反応
により合成。 Capsaicin 誘導体（23種) (Series C)は、種々の脂肪酸塩化物と vanillylamine誘導体との縮合反応
により合成。6,7-Styrylchromone 誘導体（12種） (series D)は、ヘック反応を用いて、bromochromonesとスチレ
ン誘導体とのカップリングにより合成。3-Benzylidene chromanone （11種） (Series E)は、4-クロマノンとベン
ズアルデヒド誘導体と塩基触媒による縮合により合成した。 
 
(2) 細胞毒性： 
ヒト口腔扁平上皮癌細胞、ヒト間葉系口腔正常細胞（学内倫理委員会承認番号 No. A0808）、ラット副腎髄質
クロム親和性細胞腫 PC12、ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y、ラット悪性シュワン細胞腫由来細胞株（LY-PPB6）、
分化型 PC-12細胞(dPC-12)は、10%非働化した牛胎児血清(FBS)、抗生物質を含む DMEMで 5%CO2インキュベ
ーター内で、37oCで培養した。ヒト上皮系口腔正常細胞（歯肉上皮前駆細胞 HGEP）（CELLnTEC）は、Cnt-PR 
mediumで培養した。濃度依存性曲線より、50%細胞傷害濃度(CC50)を算出した。dPC-12細胞は、50 ng/mLの
NGFを含む無血清 DMEM培地で、オーバーレー法を用いて 7日間培養して調製した。 
 
(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。間葉系正常細胞(M) (HGF, 
HPLF, HPC) 、上皮系正常細胞(E) (HGEP) を使用した場合、それぞれ、TSM と TSE が得られる。すなわち、
TSM = mean CC50 (HGF + HPLF + HPC) / mean CC50 (Ca9-22 + HSC-2 + HSC-3 + HSC-4)(図１の D/B)。Ca9-22と
HGF細胞を使用した場合は、ともに、歯肉組織由来なので、C/Aで計算される。TSE = CC50 (HGEP) / CC50 (OSSC)。
未分化神経様細胞(PC-12, SH-SY5Y, LY-PPB6) あるいは分化した PC-12細胞(dPC-12)に対する CC50値と、OSCC
に対する CC50値の比 (それぞれ、TSN および TSDN) は、抗腫瘍効果と神経毒性の比率を表し、この値が高い
ほど、抗腫瘍効果が神経毒性を上回ることを意味する TSM, TSE, TSN , TSDNが高い薬物程ベストである。 



 
(4) 化学記述子の計算： 
59のシグナル伝達経路に対する活性、核内受容体のアゴニストおよびアンタゴニスト活性、およびストレス応
答経路は、化学構造によって計算した。すなわち、すべてのクロモン誘導体は、Tox21 10K化合物ライブラリ
でトレーニングされた機械学習モデルに基づく QSAR である毒性予測因子を使用して、各シグナリング経路
について 1 以上の Tox21 活性スコアの計算確率に基づいて陽性または陰性に分類した。毒性予測により、
SMILESストリング(塩、対イオン、フラグメント除去、プロトン化状態のアドジャストメントおよび標準化を
行い、最適な 3Dコンフォーマーを決定した。最適化された分子構造は、MarvinView(ChemAxon Kft., Bu-dapest, 
ハンガリー)を用いて確認した。 
 
(5) 統計処理： 
すべての実験は3回に分けて行
い、平均値平均±標準偏差(SD)
として表した。値の有意性は、
一元配置分散分析(ANOVA)と
適切なボンフェローニ後検定
によって調べた。p < 0.05の場
合、統計的に有意な差を示すと
考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4. 研究成果 
(1) ５シリーズ計 65 化合
物の腫瘍選択係数 TSM値

は。化合物 A・Bを凌ぐこ
とはできなかった。従っ

て、現時点では、化合物

A/B が最大活性を示すこ
とが確認された（図１）。 
 

 

 

 

 

 

 
図１．Tumor-specificity of 65 newly synthesized chromone derivatives. (A) 2- Indolylchromones (se-ries A), (B) Capsaicin 
derivatives (Series C), (C) 6,7-Styrylchromones (Series D), (D) In-dole-Aurone hybrid (Series B) and 3-Benzylidene 
chromanone (Series E).TS値は、Supplementary Table S1のデータから計算した。 
 



(2) クロモン誘導体は、急速
に細胞毒性(cytotoxicity)を誘
導するが、インドール・オー

ロン化合物は、細胞増殖抑制

を誘導した（図２）。 
 

 
 
 
 
 
 
図 2． Time course of cytotoxicity 
induction by chromone derivatives in 
Ca9-22 cells. Cells were in-cubated for 
1, 3, 6, 24, 36 or 48 h with the indicated 
concentrations with test samples.  
After 48 h after adding test samples, 
cell number was determined by MTT 
method.  Each value represents mean 
± SD of triplicate assays, and expressed 
as % of control (without sample). 
 

 

 

 

(3) 化合物 A、化合物 Bは、代表的な

抗がん剤よりも腫瘍選択性が高く、

未分化型（open green）および分化型

神経細胞(closed green)に対する毒性

は弱かった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
図３． Compounds A/B induced higher 
cytotoxic activity against OSCC cell lines, 
and milder neuro-toxicity than 5-FU, 
cisplatin and doxorubicin. Cells were 
incubated for 48 h with the indicated 
concentrations of test samples.  After 48 h, 
cell number was determined by MTT 
method.  Each value represents mean ± SD 
of triplicate assays and expressed as % of 
control (without sample).  
 

 



表１．化合物 Aと Bは、他の抗がん剤よりも腫瘍選択性が高く、神経毒性が弱い。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
(4) 化合物 Aと Bは、PPARγ coactivator antagonist activities (ERRPGC_ant) のシグナル伝達経
路を阻害する可能性が示唆された。 

 

結論： 

今回の研究により、化合物 Aと化合物 Bは、抗がん剤の DOX、5-FU、シスプラチンよりも
腫瘍選択性が弱く、神経毒性が弱いことが判明した。また、DTXは、化合物 Aや Bと比較
して腫瘍選択性が高いが、ケラチノサイト毒性が強いことが判明した。化合物 A や化合物
Bの口腔癌治療への可能性が示唆された。 
 

    CC50 (μM) 
  Compound A Compound B 5-FU Cisplatin DOX DTX 
Human oral squamous cell carcinoma cells     

Ca9-22  0.68  0.95  31.0  137.4  0.13  0.002  
HSC-2  0.53  0.72  411.3  130.1  0.05  0.013  
mean (A) 0.60  0.83  221.1  133.7  0.09  0.008  

Human normal oral mesenchymal cells     
HGF  >400 >400 >1000 876.1  >10 >10 
HPC  174.9  317.3  >1000 871.3  3.7  >10 
mean (B) >287.4  >358.6  >1000 873.7  >6.8 >10 

Human normal oral epithelial cells     
HGEP (C) >400 >400 15.5  N.D.1 0.21  0.039  

Undifferentiated neuronal cells     
PC-12  2.9  4.2  24.0  58.2  0.060  0.063  
SH-SY5Y  0.9  1.2  11.3  63.7  0.053  0.019  
LY-PPB6  16.3  2.4  190.4  381.0  0.21  0.10  
mean (D) 6.7  2.6  75.2  167.6  0.11  0.060  

Differentiated PC12 cells     
dPC-12 (E) 7.5  4.7          

Tumor-specificity        
TSM (B/A) >475.6  >429.9  >4.5 6.5  >75.9 >1316.9 
TSE (C/A) >661.8 >479.4 0.070  N.D. 2.3  5.1  
TSN (D/A) 11.1  3.1  0.34  1.3  1.2  7.9  
TSDN (E/A) 12.4  5.6          
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