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(57)【要約】
【課題】迅速にかつ効率的に抗浸潤剤をスクリーニングする方法およびそれにより得られ
る抗浸潤剤を提供する。
【解決手段】抗浸潤作用を有する物質を同定するための方法であって、（ａ）標識化アク
チンを含み、候補物質を含むかまたは含まない各細胞質懸濁液を提供する工程、（ｂ）該
細胞質懸濁液に、負電荷を有するリン脂質を含むリポソームを添加し、アクチン線維形成
を刺激する工程、（ｃ）アクチン線維形成度を測定する工程、（ｄ）候補物質の非存在下
におけるアクチン線維形成度に対する、候補物質の存在下におけるアクチン線維形成度の
割合をアクチン線維形成率として得る工程、および（ｅ）アクチン線維形成率の値を指標
として候補物質の抗浸潤作用を評価する工程を含む方法および該方法により得られる抗浸
潤剤。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
抗浸潤作用を有する物質を同定するための方法であって、
（ａ）標識化アクチンを含み、候補物質を含むかまたは含まない各細胞質懸濁液を提供す
る工程、
（ｂ）該細胞質懸濁液に、負電荷を有するリン脂質を含むリポソームを添加し、アクチン
線維形成を刺激する工程、
（ｃ）アクチン線維形成度を測定する工程、
（ｄ）候補物質の非存在下におけるアクチン線維形成度（Ａ）に対する、候補物質の存在
下におけるアクチン線維形成度（Ｂ）の割合をアクチン線維形成率として得る工程、およ
び
（ｅ）アクチン線維形成率の値を指標として候補物質の抗浸潤作用を評価する工程
を含む方法。
【請求項２】
前記（ａ）工程にさらにＡＴＰおよびＡＴＰ再生系を含有させる請求項１記載の方法。
【請求項３】
前記標識化アクチンがピレンアクチンである請求項１または２記載の方法。
【請求項４】
前記細胞質懸濁液が脳細胞、肝細胞または精巣細胞から調製される請求項１～３のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項５】
前記抗浸潤作用が、ラッフル膜形成阻害作用、細胞遊走阻害作用および／または細胞浸潤
阻害作用である請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
Ｎ’－（４－（ジプロピルアミノ）ベンジリデン）－２－ヒドロキシベンゾヒドラジドを
含む抗浸潤剤。
【請求項７】
抗腫瘍剤、がん細胞の遊走阻害薬、がん細胞の浸潤阻害薬、抗転移薬、免疫抑制剤である
請求項６記載の抗浸潤剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、がん治療および抗がん剤開発分野における抗浸潤作用を有する物質のスクリ
ーニング法ならびに該スクリーニング法により得られる抗浸潤剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　がん細胞が正常組織へ浸潤、転移する際には、細胞はその進行方向にラッフル膜を形成
し、細胞膜の進展を伴いながら、糸状仮足や葉状仮足を形成し、それを足場に活発に動く
ことが知られている。
【０００３】
　これまでに、がんの浸潤および／または転移のリスクを予想する方法として、特定の核
酸またはポリペプチドのマーカーの同定が盛んに試みられており、たとえば、口腔がんの
浸潤を予測するマーカーとして、浸潤能の高い細胞において高い発現を示す遺伝子が検討
されている（特許文献１）。この診断マーカーは、口腔がん患者より樹立した培養細胞株
から、インビトロ浸潤アッセイを用いて浸潤能の高い細胞を分離し、浸潤能の高い細胞に
おいて高い発現を示す遺伝子である、ＩＦＩＴＭ１およびＷＮＴ５Ｂを同定して得られて
いる。
【０００４】
　また、抗浸潤薬としては、すでに様々な化合物が報告されている。たとえば、３－シア
ノ－キノリン誘導体が非受容体型チロシンキナーゼの阻害薬として、またダイナミン機能
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阻害剤としての低分子化合物や、ＭＡＰＫキナーゼ経路の阻害または非受容体チロシンキ
ナーゼ阻害剤としてキナゾリン誘導体が記載されている（特許文献２～４）。
【０００５】
　一方、前述のラッフル膜形成や仮足形成は、アクチンと呼ばれるタンパク質が重合した
線維を中心とした細胞骨格に裏打ちされている。すなわち、アクチンの線維形成が細胞浸
潤の際の最も重要な因子の１つであることも知られている（特許文献５）。
【０００６】
　しかしながら、これらアクチン線維形成に関与するタンパク質や因子は数多く存在する
ため、それぞれのタンパク質の阻害剤を用いても、アクチン重合が効率よく阻害されない
ことが多く、アクチンの重合を抑制する薬剤を直接スクリーニングすることはこれまでの
ところ報告されていない。
【０００７】
　他方、本発明者らは、インビトロにおいてアクチン線維を形成させる系やその形成度合
いの評価について一定の方法を確立することに成功しており、この系により既知のダイナ
ミン阻害剤やアクチン阻害剤のアクチン重合に対する関与を確認している（非特許文献１
および２）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】特開２００８－２０６４８２号公報
【特許文献２】特開２００６－５０８９４４号公報
【特許文献３】特開２００４－５１８９５４号公報
【特許文献４】特開２００３－５７９７５１号公報
【特許文献５】特開２００９－５７３６４号公報
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Biochemical and Biophysical Research Communications, 2009, Vol.3
90, No.4, pp.1142-1148.
【非特許文献２】The Journal of Biological Chemistry, 2009, Vol.284, No.49, pp.34
244-34256.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明は、候補物質から迅速にかつ効率的に抗浸潤作用を有する物質を同定することが
できるスクリーニング法ならびに該スクリーニング法により得られる抗浸潤剤を提供する
ことを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者らは、試験管内においてアクチン線維を形成させる技術をこれまでに確立して
いるが、驚くべきことに、この技術を用いて定量化したアクチン形成率を用いることによ
り、候補物質の中から抗浸潤作用を有する物質をスクリーニングできることを見出し、本
発明を完成した。つまり、本発明の方法により得られるアクチン線維形成率は、細胞にお
ける抗浸潤作用と優れた相関を示すものである。一般に、前述のとおり生体におけるアク
チン線維形成は多数の因子が関与する機序によるため、このようなインビトロのシンプル
な系におけるアクチン線維形成阻害作用を指標とすることにより、多数の候補物質の抗浸
潤作用を迅速に評価できたということは、非常に驚くべきことである。
【００１２】
　すなわち、本発明は、抗浸潤作用を有する物質を同定するための方法であって、
（ａ）標識化アクチンを含み、候補物質を含むかまたは含まない各細胞質懸濁液を提供す
る工程、



(4) JP 2014-2043 A 2014.1.9

10

20

30

40

50

（ｂ）該細胞質懸濁液に、負電荷を有するリン脂質を含むリポソームを添加し、アクチン
線維形成を刺激する工程、
（ｃ）アクチン線維形成度を測定する工程、
（ｄ）候補物質の非存在下におけるアクチン線維形成度（Ａ）に対する、候補物質の存在
下におけるアクチン線維形成度（Ｂ）の割合をアクチン線維形成率として得る工程、およ
び
（ｅ）アクチン線維形成率の値を指標として候補物質の抗浸潤作用を評価する工程
を含む方法に関する。
【００１３】
　本発明の方法においては、（ａ）工程にさらにＡＴＰおよびＡＴＰ再生系を含有させる
ことが好ましい。
【００１４】
　本発明の方法においては、標識化アクチンがピレンアクチンであることが好ましい。
【００１５】
　本発明の方法においては、細胞質懸濁液は、脳細胞、肝細胞または精巣細胞から調製さ
れることが好ましい。
【００１６】
　本発明の方法においては、抗浸潤作用が、ラッフル膜形成阻害作用、細胞遊走阻害作用
および／または細胞浸潤阻害作用であることが好ましい。
【００１７】
　本発明はまた、Ｎ’－（４－（ジプロピルアミノ）ベンジリデン）－２－ヒドロキシベ
ンゾヒドラジドを含む抗浸潤剤に関する。
【００１８】
　本発明の好ましい態様において、抗浸潤剤は、抗腫瘍剤、がん細胞の遊走阻害薬、がん
細胞の浸潤阻害薬、抗転移薬、免疫抑制剤である。
【発明の効果】
【００１９】
　本発明の方法によれば、多数の候補物質の抗浸潤作用を迅速かつ効果的にスクリーニン
グすることができ、たとえばプレートリーダーによるハイスループット化も可能である。
実際に本発明者らは、分子ライブラリーよりランダムに抽出した１５０種類以上の化合物
のスクリーニングを行い、本発明のスクリーニング方法の有効性を確認している。
【００２０】
　本発明のスクリーニング方法により発見されたＮ’－（４－（ジプロピルアミノ）ベン
ジリデン）－２－ヒドロキシベンゾヒドラジドは、ラッフル膜の形成を有効に阻害し、が
ん細胞の遊走も阻害するという抗浸潤作用を示すことが確認され、医薬組成物、たとえば
抗浸潤剤、抗腫瘍剤、がん細胞の遊走阻害薬、抗転移薬、免疫抑制剤として使用すること
が可能である。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】アクチンのインビトロ（試験管内）重合を説明する模式図（ａ）およびピレンア
クチンを用いたアクチン線維形成量の測定原理を説明する模式図（ｂ）である。
【図２】アクチン線維形成率の算出方法の説明図である。
【図３】被験化合物の構造式を示す図である。
【図４】被験物質のアクチン線維形成率の結果を示すグラフである。
【図５】血清刺激によるラッフル膜形成抑制効果を示すローダミン染色の蛍光顕微鏡写真
である。
【図６】創傷治癒アッセイの結果を示す顕微鏡写真である。
【図７】創傷治癒アッセイの結果を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
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　本発明において、「抗浸潤作用」とは、がん細胞が周囲の組織に入り込んで増殖する浸
潤の過程を抑制する作用を意味する。浸潤がおこると、がん細胞が血液中に入り、血行性
に他の臓器や組織に入り込み転移するということになる。たとえば、浸潤の過程には細胞
内でのアクチン線維の形成が必須であることから、アクチン線維形成が効率的に抑制でき
れば、がん細胞は他の組織に入っていくことができず、一ヵ所にとどまることになり、転
移を抑制することができる。
【００２３】
　本明細書において、「アクチン線維形成」という用語は、単量体のＧアクチンとＧアク
チンとが重合して線維状のアクチン（Ｆ－アクチンとも言う）になることを意味し、アク
チン重合、Ｆ－アクチン形成などとも同じ意味として使用される。
【００２４】
　本発明における「候補物質」とは、水溶液に可溶、もしくは分散可能であれば、分子量
、化合物の組成は問わないものである。たとえば、低分子有機化合物、高分子有機化合物
、天然有機化合物、生薬などが挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【００２５】
　本発明のスクリーニング方法は、抗浸潤作用を有する物質を同定するための方法であっ
て、（ａ）標識化アクチンを含み、候補物質を含むかまたは含まない細胞質懸濁液を提供
する工程、（ｂ）該細胞質懸濁液に、負電荷を有するリン脂質を含むリポソームを添加し
、アクチン線維形成を刺激する工程、（ｃ）アクチン線維形成度を測定する工程、（ｄ）
候補物質の非存在下におけるアクチン線維形成度（Ａ）に対する、候補物質の存在下にお
けるアクチン線維形成度（Ｂ）の割合をアクチン線維形成率として得る工程、および（ｅ
）アクチン線維形成率の値を指標として候補物質の抗浸潤作用を評価する工程を含む。
【００２６】
　本発明のスクリーニング方法において、（ａ）工程は、標識化アクチンを含み、候補物
質を含むかまたは含まない各細胞質懸濁液を提供する工程であるが、アクチン線維の形成
をより効率的に行うため、ＡＴＰ、ＧＴＰ、ＡＴＰ再生系（ＡＴＰに加えＣＰＫ（クレア
チンホスホキナーゼ）、ＣＰ（クレアチンリン酸））などをさらに含有することが好まし
い。細胞質としては、脳細胞、肝細胞、精巣細胞など、種々の細胞由来の細胞質を用いる
ことができるが、アクチン線維形成率の高さの点から脳細胞質がより好ましい。細胞の起
源は特に限定されるものではないが、抗浸潤剤のスクリーニングという観点から、ヒトの
薬剤評価系において用いられる哺乳類、たとえばラット、マウス、モルモット、ウサギ、
ブタ、サル、イヌなどがより好ましい。また、細胞質の懸濁に使用する緩衝液としては、
無機リンを含有しない緩衝液であって、生理的ｐＨであるｐＨ７．４付近に調整されたグ
ットバッファーなど生化学分野において使用される緩衝液であれば、特に制限なく用いる
ことができ、たとえば、ＨＥＰＥＳ、ＭＥＳ、ＰＩＰＥＳなどが挙げられる。この緩衝液
に、ＫＣｌ、ＭｇＣｌ2、ＣａＣｌ2などをおおよそ等張でアクチン線維形成に最適な組成
や、濃度となるように添加し、スクロース等で粘度を調整して用いることができる。さら
に、懸濁液中のタンパク質を活性化させる目的でＤＴＴを添加することや、カルシウム濃
度を調節する目的でＥＧＴＡなどを添加することも好ましい。細胞質懸濁液の細胞質濃度
は、（ｂ）工程に使用する際の最終濃度として、好ましくは約３～約３０ｍｇ／ｍｌ、よ
り好ましくは約６～約２０ｍｇ／ｍｌ、最も好ましくは約８～約１４ｍｇ／ｍｌである。
細胞質濃度が３ｍｇ／ｍｌより低いとアクチン線維の形成が首尾よく達成されない傾向が
あり、３０ｍｇ／ｍｌより高いと高粘性となりアクチン線維形成を正確に定量できない傾
向がある。
【００２７】
　本発明において使用する標識化アクチンの標識としては、ピレン、ローダミンまたはフ
ルオレセインなどが挙げられるが、アクチンまたはアクチン線維の検出を可能にするもの
である限りこれらに限定されるものではない。後述するようにアクチン線維の形成を定量
的に検出できることからピレンを用いることが好ましい。
【００２８】
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　本発明のスクリーニング方法において、（ｂ）工程は、負電荷を有するリン脂質を含む
リポソームを添加することにより、（ａ）工程にて調製した細胞質懸濁液中におけるアク
チン線維の形成を刺激する工程である。負電荷を有するリン脂質としては、特に限定され
るものではないが、ホスファチジルセリン（ＰＳ）、ホスファチジルイノシトール－４，
５－二リン酸（ＰＩＰ2）などが挙げられ、その他のリン脂質たとえばホスファチジルコ
リン（ＰＣ）などと組み合わせて安定なリポソームを形成する。
【００２９】
　（ａ）工程および（ｂ）工程については、具体的には、たとえばマウス脳細胞質にＡＴ
Ｐ存在下でホスファチジルセリン（ＰＳ）を含むリポソームを加えることにより実施でき
る（非特許文献２）。
【００３０】
　本発明のスクリーニング方法において、（ｃ）工程は、アクチン線維の形成度を測定す
る工程であるが、その方法は、標識化アクチンの種類に依存し、アクチン線維形成の刺激
前後における分光学的または形態学的変化を評価するなどの方法を用いることができる。
【００３１】
　具体的には、密度が高くなると特定波長の強度が増大する特徴を有するピレンを用いて
アクチンを標識した場合、アクチン線維形成量をこのピレンの特定波長（励起波長：３６
５ｎｍ、蛍光波長：４０７ｎｍ）の蛍光強度を分光学的に測定することができる。この方
法は、確立されており、アクチン線維形成度合いと蛍光量がよく相関し、高い精度で定量
的に測定できる方法であり好ましい。この方法は、ピレンに限定されるものではなく、ピ
レンと同様の特徴を有する標識も使用することができる。
【００３２】
　たとえば本発明の１つの実施態様として、ピレンを用いるアクチン線維形成度の測定は
、ピレンアクチンおよびＡＴＰを含み、候補物質または溶媒のみを加えた脳細胞質懸濁液
中に、負電荷を有するリン脂質を含むリポソームを添加し、添加後から蛍光変化が平衡と
なるまで（およそ１０００～２０００秒）、蛍光分光光度計にて経時的に蛍光強度を測定
することにより行うことができる。
【００３３】
　その他、標識アクチンとしてローダミンまたはフルオレセインなど、蛍光顕微鏡により
その蛍光が検出可能な分子で標識したアクチンを用いる場合には、本発明のスクリーニン
グ方法において、アクチン線維形成を誘導した後、蛍光顕微鏡下で、実際に形成されたア
クチン線維を直接蛍光顕微鏡にて観察し、その顕微鏡画像をカメラで取得し、それらを比
較することにより、形態学的にアクチン線維形成度を評価することができる。
【００３４】
　本発明のスクリーニング方法の（ｄ）工程において求められるアクチン線維形成率とは
、候補物質を含まないコントロールのアクチン再現系におけるアクチン線維形成度（Ａ）
を１００とした、候補物質の存在下でのアクチン線維形成度（Ｂ）の割合を示すものであ
る（図２）。
【００３５】
　本発明のスクリーニング方法の（ｅ）工程において、アクチン線維形成率の値を指標と
して抗浸潤作用を評価する場合、アクチン線維形成率が１００より減少していることを指
標とし、好ましくは約７０以下、より好ましくは約３０以下である被験物質に抗浸潤作用
があると評価するものとする。
【００３６】
　本発明のスクリーニング方法により、アクチン線維形成阻害作用や抗浸潤作用が同定さ
れ、細胞アッセイにおいても高い抗浸潤作用が確認された化合物として、Ｎ’－（４－（
ジプロピルアミノ）ベンジリデン）－２－ヒドロキシベンゾヒドラジド（本明細書におい
ては、化合物Ｎｏ．１ともいう）が挙げられる。Ｎ’－（４－（ジプロピルアミノ）ベン
ジリデン）－２－ヒドロキシベンゾヒドラジドは、市販品（ビタスーエム（Vitas-M）ラ
ボラトリー社）を入手するか、あるいは常法により製造することができる。
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【００３７】
　したがって、本発明によれば、Ｎ’－（４－（ジプロピルアミノ）ベンジリデン）－２
－ヒドロキシベンゾヒドラジドまたはその薬学的に許容され得る塩を含む抗浸潤剤が提供
される。
【００３８】
　Ｎ’－（４－（ジプロピルアミノ）ベンジリデン）－２－ヒドロキシベンゾヒドラジド
の類似の化合物については、つい最近ＡＭＰ－活性化タンパク質キナーゼ（ＡＭＰＫ）の
阻害剤として報告がなされている（国際公開第２０１２／０２７５４８号）が、アクチン
線維形成への関与については全く知られていない。
【００３９】
　本発明の抗浸潤剤は、アクチン線維形成が必須である細胞活動、例えばマクロファージ
の食作用、がん細胞の遊走、転移などに有効である。したがって、本発明の抗浸潤剤は、
抗腫瘍剤、がん細胞の遊走阻害薬、抗転移薬、免疫抑制剤などとして使用することができ
る。
【００４０】
　薬学的に許容され得る塩としては、塩基性付加塩、酸付加塩などが挙げられ、塩基性付
加塩としては、たとえばナトリウム塩およびカリウム塩等のアルカリ金属塩；たとえばカ
ルシウム塩およびマグネシウム塩等のアルカリ土類金属塩；たとえばアンモニウム塩；た
とえばトリメチルアミン塩、トリエチルアミン塩、ジシクロヘキシルアミン塩、エタノー
ルアミン塩、ジエタノールアミン塩、トリエタノールアミン塩、プロカイン塩およびＮ，
Ｎ’－ジベンジルエチレンジアミン塩等の有機アミン塩などが挙げられ、酸付加塩として
は、たとえば塩酸塩、硫酸塩、硝酸塩、リン酸塩および過塩素酸塩等の無機酸塩；たとえ
ば酢酸塩、ギ酸塩、マレイン酸塩、フマール酸塩、酒石酸塩、クエン酸塩、アスコルビン
酸塩およびトリフルオロ酢酸塩等の有機酸塩；たとえばメタンスルホン酸塩、イセチオン
酸塩、ベンゼンスルホン酸塩およびｐ－トルエンスルホン酸塩等のスルホン酸塩などが挙
げられる。
【００４１】
　本発明の抗浸潤剤の投与方法としては、静脈、動脈、経口、筋肉内、皮下、腹腔内、点
鼻、点眼、点耳、経皮、局所投与などが挙げられる。
【００４２】
　本発明の抗浸潤剤の投与形態としては、錠剤、散剤、顆粒剤、カプセル、液状注射薬、
点鼻薬、点眼薬、点耳薬、座薬、貼付薬などが挙げられる。
【００４３】
　本発明の抗浸潤剤の投与量は、種々の条件、たとえば年齢、体重、症状などにより変動
するが、通常、約１～１００ｍｇ／ｋｇである。
【００４４】
　本発明の方法にしたがってスクリーニングを行い、インビトロでアクチン線維形成を阻
害することが見出された物質については、その抗浸潤効果を従来から用いられている評価
方法により確認することができる。
【００４５】
　そのような方法としては、たとえばラッフル膜の形成阻害や、創傷治癒アッセイにおけ
る細胞浸潤阻害などを評価する方法があげられる。
【実施例】
【００４６】
　以下、本発明を実施例により具体的に説明するが、本発明はこれら実施例に限定される
ものではない。
【００４７】
実施例１　アクチン線維の形成
（１－ａ）マウス脳細胞質の調製
　Ｙａｍａｄａら、J. Biol. Chem., 2009, Vol.284, pp.34244-34256にしたがい、マウ



(8) JP 2014-2043 A 2014.1.9

10

20

ス（系統Ｃ５７ＢＬ６Ｊ）の脳２０個を、５ｍｌのＸＢ緩衝液（１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、
１００ｍＭ　ＫＣｌ、２ｍＭ　ＭｇＣｌ2、０．１ｍＭ　ＣａＣｌ2、５ｍＭ　ＥＧＴＡ、
５０ｍＭ　スクロース、１ｍＭ　ジチオスレイトール、１μｇ／ｍｌ　ロイペプチン、５
μｇ／ｍｌペプスタチン、および０．４ｍｇ／ｍｌ　フッ素化フェニルメチルスルホニル
）ｐＨ７．４で懸濁した。懸濁溶液を３，０００×ｇで２０分間、１０，０００×ｇで２
０分間遠心分離した。得られた上清をＸＢ緩衝液で４倍に希釈し、４００，０００×ｇで
１時間遠心分離した。透明な上清を注意深く集め、Ｃｅｎｔｒｉｐｒｅｐ－１０濃縮装置
（アミコン社）を用いて４分の１の体積に濃縮した。細胞質の最終濃度は４０～５０ｍｇ
／ｍｌであった。
【００４８】
（１－ｂ）アクチン線維形成反応
　（１－ａ）で得られたマウス脳細胞質を最終濃度で１２ｍｇ／ｍｌになるように、４０
Ｕ／ｍｌ　ＣＰＫ（クレアチンホスホキナーゼ）、８ｍＭ　ＣＰ（クレアチンリン酸）、
１ｍＭ　ＡＴＰ、０．２８６ｍｇ／ｍｌ　ピレンアクチンおよび０．１ｍＭ　ＧＴＰを含
むＸＢ緩衝液に希釈し、被験物質を加えて混合した。その後１０分間保温した後、その混
合液６５μｌに、１２０μＭ　リポソーム（５０％ＰＣ、５０％ＰＳ：アバンティ・ポー
ラー・リピッド社）５μｌを加えることによりアクチン線維（Ｆ－アクチン）形成反応を
開始した。ピレンアクチンはサイトスケルトン社から購入した。他の試薬は和光純薬より
購入した。表１に示す被験物質（図３）をＤＭＳＯ（ジメチルスルホキシド）に溶解して
用い、ネガティブコントロールには、被験物質の溶媒量と同量のＤＭＳＯを添加した。被
験物質のサンプル内での最終濃度は、４０μＭであり、被験物質を溶解している溶媒ＤＭ
ＳＯは最終１％（ｖ／ｖ、サンプル内）となるよう希釈を調節した。
【００４９】
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【表１】

【００５０】
（１－ｃ）アクチン線維形成率の評価方法
　Ｆ－アクチン形成量は、ピレン標識アクチンに由来するピレンの蛍光強度変化を指標と
して定量した（図１）。ピレンは密度が高くなると４０７ｎｍの蛍光強度が増大する（励
起波長：３６５ｎｍ、蛍光波長：４０７ｎｍ）。この蛍光強度は、アクチン線維の形成量
に比例することが知られている。蛍光強度変化は、蛍光分光光度計（Ｆ－２５００ＨＩＴ
ＡＣＨＩ、日立製）を用い、Ｆ－アクチン形成量の経時的変化を測定した。Ｆ－アクチン
形成量は、リポソーム添加後からピレンの蛍光変化が平衡となった２０００秒までの蛍光
強度の増加量を測定した（図２）。被験物質を含まない場合における増加量を１００％と
し、標準化した。
【００５１】
　結果を図４に示す。ポジティブコントロールであるダイナソアは、アクチン線維形成率
がコントロールに対して３５．３％と高いアクチン線維形成阻害効果を示し、評価系が適
切であることが裏付けられた。そして化合物Ｎｏ．１は、２８．５％と非常に高いアクチ
ン線維形成阻害効果を示した。一方、化合物Ｎｏ．２～Ｎｏ．６についてはそれぞれコン
トロールに対して９８．５％、９５．６％、１０８．８％、１０４．５％および１０７．
８％とアクチン線維形成阻害作用を示さなかった。
【００５２】
　この結果から、化合物Ｎｏ．１がアクチン線維形成阻害薬および浸潤抑制薬としての候
補になると考えられ、化合物Ｎｏ．２～Ｎｏ．６については、細胞における抗浸潤作用は
期待できないことを示唆している。
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【００５３】
実施例２　肺がん細胞株におけるラッフル膜形成阻害の検討
（２－ａ）肺がん細胞株の培養
　ヒト肺がん細胞株（Ｈ１２９９：ＡＴＣＣ　Ｎｏ．ＣＲＬ－５８０３）を１０％ウシ胎
仔血清（ＦＢＳ）（インビトロジェン社）含有ダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ：
インビトロジェン社）中で、３７℃、５％ＣＯ2存在下で培養した。
【００５４】
（２－ｂ）血清刺激によるラッフル膜形成
　ヒト肺がん細胞株Ｈ１２９９を、６ウェルプレートに２×１０4細胞／ウェルとなるよ
うに、コラーゲンコートしたカバーガラス（岩城ガラス社）を入れ、２日間培養したのち
、０．１％ＦＢＳを含むＤＭＥＭ２ｍｌに培地を交換し、さらに１６～２４時間培養した
。その後、１０％ＦＢＳを含むＤＭＥＭ２ｍｌに培地を交換し、１０分間保温した。細胞
を速やかに氷冷したリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）にて洗った後、４％パラホルムア
ルデヒド（和光純薬社）を含むＰＢＳで室温にて２０分間固定した。固定後、０．１％Ｔ
Ｘ－１００（シグマ－アルドリッチジャパン社）を含むＰＢＳで細胞の透過処理を行なっ
た。さらに、１０％ロバ血清を含むＰＢＳにてブロッキングを行った後、ローダミンで修
飾されたファロイジン（モレキュラープローブ社）で細胞を処理することにより、細胞内
のアクチン線維を染色した。染色処理後、定法に従い、マウント剤（ダイアゴニスティッ
ク・バイオシステムズ社）を用いてスライドガラスにマウントした。被験物質のラッフル
膜形成阻害効果を調べる際には、表１の被験物質が４０μＭになるように溶解した０．１
％ＦＢＳ－ＤＭＥＭ２ｍｌと細胞を３７℃に保温し、血清による刺激３０分前に、細胞に
投与した。各化合物は、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）に溶解させているため、被験
物質を含まないコントロールには、化合物溶液のかわりに、同体積のＤＭＳＯを用いて観
察し、取得した画像は、Ａｄｏｂｅ　Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ（登録商標）ＣＳ３（アドビ　
システムズ社）およびＡｄｏｂｅ　Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ（登録商標）ＣＳ３（アドビ
　システムズ社）を用いて編集した。
【００５５】
　結果を図５に示す。血清刺激をしない細胞では、細胞辺縁部にラッフル膜がほとんど形
成されないが、コントロールでは、血清刺激にて、矢印で示されるようなＦ－アクチンが
豊富に存在するラッフル膜１の形成が認められた。化合物Ｎｏ．２～６を投与した系では
ラッフル膜はコントロールと同等に形成されるのに対し、化合物Ｎｏ．１投与群では、ラ
ッフル膜はほとんど形成されないことから、化合物Ｎｏ．１のアクチン線維形成阻害効果
が細胞レベルで確認された。
【００５６】
　この結果から、実施例１における試験管レベルでのアクチン線維形成評価系が、がん培
養細胞における抗浸潤作用とよい相関作用を示すことがわかる。
【００５７】
実施例３　創傷治療アッセイによる細胞遊走阻害の検討
（３－ａ）細胞の培養
　実施例２と同様にＨ１２９９細胞を培養した。
【００５８】
（３－ｂ）創傷治癒アッセイ
　Ｈ１２９９細胞をガラスボトムディッシュ（岩城ガラス社）にコンフルエントになるよ
うに培養した。アッセイする１日前に、０．１％ＦＢＳ－ＤＭＥＭに培養液を交換し、１
６～２０時間培養する。その後、イエローチップを用いて、一定の間隔で、細胞を線状に
ランダムに４ヵ所かき取った。ディッシュ１枚を０時間とし、メタノールで固定後、直ち
にギムザ染色（シグマ・アルドリッチ社）を行なった。その他のディッシュは、被験物質
を含まないコントロールとポジティブコントロールのダイナソア、化合物Ｎｏ．１および
化合物Ｎｏ．２とし、被験物質が４０μＭになるように溶解した０．１％ＦＢＳ－ＤＭＥ
Ｍ２ｍｌを保温し、創傷作成後すぐに投与した。被験物質を含まないコントロールには、
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化合物溶液のかわりに、同体積のＤＭＳＯを用いて観察した。経時で観察する細胞は、３
７℃、５％ＣＯ2の条件下でさらに９時間培養した。培養後、細胞をメタノールで固定し
、ギムザ染色を行った。ギムザ染色を行った細胞を顕微鏡で観察し画像を取得した。細胞
がどの程度隙間を埋めたのかを評価するために、同じシャーレでランダムに５ヵ所を選び
その埋めた面積を、画像上から、ＩｍａｇｅＪ（ＮＩＨ）を用いて計測し、その平均値を
計算した。
【００５９】
　結果を図６および７に示す。図６からは、細胞が機械的にかき取られた部分の左右より
細胞が移動してくる度合いを測定し、コントロールの浸潤した細胞が創傷部分を埋めた面
積を１００として細胞の浸潤能を図７にまとめた。化合物Ｎｏ．２投与群では浸潤能が９
７．５％とコントロールとほとんど差を認めないが、ポジティブコントロールのダイナソ
ア投与群では５３．３％、化合物Ｎｏ．１投与群では７０．７％と、顕著にがん細胞の浸
潤能が抑制された。
【００６０】
　これは、実施例１の試験管レベルでのアクチン線維形成阻害作用が、がん培養細胞を用
いた実験においても浸潤抑制効果として相関よく確認できたことを示している。
【符号の説明】
【００６１】
　１　ラッフル膜
　２　創傷部分

【図１】 【図２】
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