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研究成果の概要（和文）： 
ビタミン K2、イミダゾール誘導体のヒト口腔扁平上皮癌細胞に対する腫瘍選択性は低く、ベン

ズアルデヒド、テトライソキノリン類、新規環状 α、β 不飽和ケトン類は高い腫瘍選択性を示

した。これらの化合物はミトコンドリアの傷害を伴うオートファジーを誘導したが、オートフ

ァジー阻害剤は、細胞死をほとんど阻害しなかった。細胞傷害活性と脂溶性、あるいは、表面

積、体積、幅などの分子サイズを表す記述子との間には高い相関が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Vitamin K2 and imidazoles showed weak tumor-specificity against human oral squamous cell carcinoma 
cell lines, whereas benzaldehyde, tetraisoquinolines and cyclic α,β-unsaturated ketones showed much 
higher tumor-specificity.  These compounds induced autophagic cell death characterized by destruction 
of mitochondrial structure, but autophagy inhibitors failed to prevent the induced cell death. There was a 
good correlation between their cytotoxicity and chemical descriptors such as hydrophobicity, surface 
area, volume and width of the molecules.  
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１．研究開始当初の背景 
細胞死には、少なくとも、アポトーシス、オ
ートファジー、ネクローシスの３種類がある
ことが知られている。アポトーシスは、生体
にとり不必要な、あるいは危険な組織や細胞
の排除機構であり、細胞死、癌化、老化、ウ

イルス感染、そして様々な疾患の発症に関与
している。アポトーシスの特徴は、微絨毛の
消失、クロマチンの凝集、カスパーゼ-3 の活
性化、それに続く DNase の活性化とヌクレオ
ソーム単位の DNA の断片化、アポトーシス
関連タンパク質の変動、そしてアポトーシス
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小体の出現およびマクロファージの貪食に
よる終息である。オートファジーは、恒常性
維持のために不要なタンパク質や古くなっ
た細胞内小器官を順次分解し、リサイクルす
る重要な細胞内タンパク質分解機構であり、
栄養飢餓状態における細胞の生存や細菌感
染に対する防御に関与することが知られて
いる。オートファジーでは、カスパーゼが活
性化されず、アポトーシス関連タンパク質
(Bcl や Bax)の変動にアンバランスが生じ、細
胞質にオートファジー空胞が増加する。ネク
ローシスは、熱傷や過度な損傷時において認
められ、細胞の膨潤、核内構造よりも細胞質
の破壊が先行するのが特徴である。この３つ
のタイプの細胞死の中では、アポトーシスの
研究が、最も盛んに行われている。その理由
の一つは、抗腫瘍薬により誘発される細胞死
の形態変化が、発生の過程で観察されるアポ
トーシスの形態的な特徴と良く似ているた
めである。しかし、最近、乳癌、大腸癌、前
立腺癌、悪性神経膠腫などの培養細胞におい
て、種々の誘導剤によりオートファジーが誘
導されることが明らかになりつつある。また、
ヒト前立腺癌細胞の抗腫瘍薬誘発性オート
ファジーが、オートファジー阻害剤で遮断さ
れ、アポトーシスが誘導されることが報告さ
れ、この 2 つの細胞死が互いに密接に係わっ
ていることが示唆された。口腔癌細胞に関し
ては、抗腫瘍薬によるオートファジー誘導の
報告は少ない。我々は、ヒト口腔扁平上皮癌
細胞に対して高い腫瘍選択性を示す化合物
の多くがアポトーシスを誘導しないことを
報告してきた(Sakagami et al., Phytomedicine 
7: 39-47, 2000)。しかしながら、この非アポト
ーシスがオートファジーであるのか否か、ま
た、オートファジーと腫瘍選択性との間に相
関関係があるのか否かに関しては、全く不明
である。我々は、これまでに、500 種類以上
の化合物のヒト口腔癌細胞株およびヒト口
腔組織由来正常細胞に対する細胞傷害活性
の比較検討を行ってきた。その結果、アント
ラサイクリン系抗腫瘍抗生物質 (腫瘍選択係
数 TS=47-250)と環状α、β不飽和ケトン類
(TS=147)は、最大級の腫瘍選択的細胞傷害活
性を、ノコバクチン類(TS=44-80)やマイトマ
イシン(TS>29)は、中等度の腫瘍選択性を、そ
して、ポリフェノール類（タンニン類、フラ
ボノイド類）や抗酸化物質は、低レベルの腫
瘍選択性(TS=1-10)を示すことが明らかにな
った。α、β不飽和ケトン類、トリフルオロ
メチルケトン類は、オートファジーを誘導す
ることを見いだした。これらの予備実験に基
づき、口腔扁平上皮癌細胞のオートファジー
誘導療法の開発に関する本研究の着想に至
った。 
 
２．研究の目的 

環状 α、β 不飽和ケトン類、テルペン類の上
記ヒト口腔癌細胞とヒト口腔正常細胞に対
する細胞傷害活性を、代表的な抗腫瘍薬と比
較検討する。腫瘍選択性の高い化合物をリー
ド化合物とし、更に腫瘍選択性の高い物質を
合成あるいは分離・構造解析する。これらの
物質のオートファジー誘導能を、各種特異マ
ーカーを用いて検証する。オートファジーを
促進あるいは抑制する操作を行った場合の、
細胞傷害活性への影響を調べる。５種の口腔
上皮癌細胞の悪性度（薬剤感受性）、オート
ファジー誘導の程度、そして腫瘍選択性の間
の相関関係をデータベース化する。 
 
３．研究の方法 
(1) 松山大学の河瀬は有機合成を、東京薬科
大学の三巻は、植物成分の分離・構造解析を、
明海大学の坂上と橋本は、生物活性を担当し、
各グループ間の連携を保ちながら研究を行
なった。 
(2) 低分子物質の合成：腫瘍選択性の高い物
質をリード化合物とし、フッ素、塩素、アル
キル基、ベンゼンなどを導入して脂溶性を増
加させたり、水酸基、３級アミン、アミノ基、
カルボキシル基などを導入して脂溶性を減
じて、活性と立体構造を変化させた。ポリフ
ェノール類のフェノール性水酸基のアセチ
ル化あるいはメチル化を行った。 
(3) 低分子物質の単離：サポニン類を主とし
て含有するツバキ科、マメ科、ユキノシタ科、
シソ科、アカバナ科、クワ科、バラ科、キク
科、カヤツリグサ科、キンポウゲ科、ユリ科
などの各種植物・生薬資源をアルコール系有
機溶媒による分別抽出し、シリカゲル、ODS
カラム、ゲルろ過による粗分画、逆相 HPLC
を駆使して単離・精製した。得られた低分子
物質について、1次元NMRおよび 2次元NMR
を中心としたスペクトル解析ならびに酸化，
還元，加水分解等の化学変換により絶対構造
を含めた構造解析を行った。 
(4) 腫瘍選択性の高い物質の探索：ヒト口腔
扁平上皮癌細胞(HSC-2, HSC-3, HSC-4, Ca-99, 
NA)やヒト口腔正常組織由来細胞（歯肉線維
芽細胞、歯髄細胞、歯根膜細胞）を種々の濃
度の試料あるいは対照の各種抗腫瘍薬と培
養し、50%細胞傷害濃度(CC50)を求めた。正
常細胞に対する CC50 値の総和を癌細胞に対
する CC50値の総和で割り、細胞数を補正して、
腫瘍選択係数 TS 値を求めた。 
(5) オートファジー誘導の検証：アポトーシ
スのマーカーとしては、ヌクレオソーム単位
の DNA の断片化、カスパーゼ-3,-8,-9 の活性
化、アポトーシス小体の出現と微絨毛の消失、
アポトーシス関連タンパク質(Bcl-2, Bax, Bad, 
リン酸化した Bad)の発現変動を用いた。オー
トファジーのマーカーとしては、空胞化及び
オートファゴゾームの形成、LC3 (Atg8)タン



 

 

パク質のオートファゴソームへの集積、LC3
の成熟化を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) イソプレニル単位(n=1-14)が結合した 14
種類のビタミン K2 誘導体の中では、n=2 の
MK-2、n=3 の MK-3 が最大の細胞傷害活性を
示した。n≧4 では、CONFLEX/PM3 で求めた
最安定化構造が折れ曲がるため、細胞傷害活
性が著しく低下した。側鎖部分のプレニルア
ルコールにおいては、n=4 のゲラニルゲラニ
オール(GGO)が最大の細胞傷害活性を示した。
腫瘍選択係数は、MK-2、GGO いずれも 2.0
程度であった。GGO は HL-60 細胞にアポト
ーシスを誘導したが、環状α,β-不飽和ケトン
構造を有する MK-2 は、ほとんど誘導しなか
った。オートファジーマーカーである酸性オ
ルガネラの形成も誘導されなかったので、オ
ートファジーの誘導の可能性も低かった。
MK-2 で誘導される細胞死のタイプは現在ま
でのところ未定であり、更なる検討が必要で
ある。 
(2) ベンズアルデヒド誘導体の β-シクロデキ
ストリン-ベンズアルデヒド包接化合物、ベン
ジリデンアルコルベートは、アポトーシスを
誘導せず、オートファジーに特徴的な二次リ
ソゾームの形成を誘導した。しかしながら、
これらの物質の腫瘍選択性は、親化合物のベ
ンズアルデヒドと比較すると低いため、オー
トファジー誘導活性と腫瘍選択性の間に必
ずしも相関がないことが示唆された。オート
ファジー阻害剤を添加してもベンズアルデ
ヒドで誘発される細胞死がほとんど阻害さ
れなかった。 
(3) 環状α,β-不飽和ケトン類に関しては、3,5-
ビス（アリデン）-4-ピペリドン類および N-
アセチル化誘導体, 3-ベンジリデン-2,3-ジヒ
ドロ-1-ベンゾピラン-4-オン、1-アリル-2-ジメ
チルアミノメチル-2-プロペン-1-オン塩酸類
に若干の腫瘍選択性が観察された。 
(4) 38 種類のテトライソキノリン誘導体の中
では、ジメチルベンゾイル基の様なかさ高い
置換基を有する 6,7-ジメトキシ-3,4-ジヒドロ
イソキノリン- 2(1H)-イル)(3,4-ジメトキシフ
ェニル)メタノン(TQ9)が最大の腫瘍選択性を
示した（腫瘍選択係数 12.5）。TQ9 は、ヒト
前骨髄性白血病細胞には、ヌクレオソーム単
位の DNA の断片化とカスパーゼ-3 の活性化
を誘導したが、ヒト口腔扁平上皮癌細胞には、
DNA の断片化やカスパーゼ-3 の活性化を誘
導せず、酸性オルガネラの形成を促進したこ
とから、オートファジーが誘導された可能性
が示唆された。半経験的分子軌道法を適用し
て、細胞傷害活性と分子量、あるいは
CONFLEX/PM5 法で計算された 16 種類の化
学的記述子との相関を求めた。細胞傷害活性
と脂溶性、あるいは、表面積、体積、幅など

の分子サイズを表す記述子との間には高い
相関が得られた。 
(5) 同様に、表面積、体積は、4-トリフルオ
ロメチルイミダゾールおよびジヒドロイミ
ダゾール誘導体の細胞傷害活性を予測する
のに有用であることが判明した。半経験的分
子軌道法を用いて、より活性の高い新規化合
物を予測し、それを合成して活性を再度検証
するプロセスを繰り返すことにより、口腔が
ん細胞を選択的に傷害する物質の構造が明
らかになるものと思われる。 
(6) タンニン関連化合物をヒト血清アルブミ
ンとインキュベーションすることにより、正
常細胞に対する細胞傷害活性が低下するこ
とが判明した。 
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