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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　次式１
【化１】

で表される化合物を有効成分として含有し、ＣＯＬＯ－２０１（大腸癌細胞）、ＭＩＡ－
ＰａＣａ２（膵臓癌細胞）、Ａ４３１（類上皮腫細胞）、ＫＡＴＯＩＩＩ（胃癌細胞）、
またはＳＫＢＲ－３（乳癌細胞）に対して細胞毒性活性を有することを特徴とする抗腫瘍
細胞剤。
【請求項２】
　次式１
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【化２】

で表される化合物を有効成分として含有する、ＣＯＬＯ－２０１（大腸癌細胞）、ＭＩＡ
－ＰａＣａ２（膵臓癌細胞）、Ａ４３１（類上皮腫細胞）、ＫＡＴＯＩＩＩ（胃癌細胞）
、またはＳＫＢＲ－３（乳癌細胞）を処置するための薬学的組成物。
【請求項３】
　次式１

【化３】

で表される化合物を含有し、ＣＯＬＯ－２０１（大腸癌細胞）、ＭＩＡ－ＰａＣａ２（膵
臓癌細胞）、Ａ４３１（類上皮腫細胞）、ＫＡＴＯＩＩＩ（胃癌細胞）、またはＳＫＢＲ
－３（乳癌細胞）に蓄積することを特徴とする腫瘍の診断剤。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗腫瘍細胞剤、薬学的組成物および診断剤に関するものであり、特にその有
効成分が腫瘍細胞選択的な細胞毒性作用を有する抗腫瘍細胞剤、健康食品、薬学的組成物
および診断剤に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　今日、我が国での肺癌の死亡率は、１９５０年以降男女とも増加の一途にあり、１９９
８年では肺癌死亡数は年間５０，８７１人、全悪性腫瘍死の約１８％である。そのような
中、肺癌に対する抗癌剤を用いた化学療法も行われている。しかしながら肺癌の中で最も
主流になっている非小細胞肺癌（扁平上皮癌、腺癌、大細胞癌等）は、抗癌剤が効きにく
く、標準的な化学療法はない。２～３の抗癌剤の併用療法も行われてはいるが、一般に抗
癌剤には、副作用の強いものが多く、長期間にわたる使用には適していない。かかる問題
は肺癌に限らず他の腫瘍においても同様に存在する。すなわち、抗腫瘍剤は本来腫瘍細胞
に対し、選択的に作用し、その分裂・増殖を阻害することが望ましいが、現在のところ正
常細胞にも作用し毒性を示すものが多い。
【０００３】
　かかる状況の下、植物からの抽出物等天然物由来物質は安全性の面に優れるとの観点か
ら、植物由来で腫瘍細胞に毒性を有する物質が種々提案されている（例えば、特許文献１
、２等参照。）。特許文献１では、レモン果実由来のアポトーシス誘導剤が、特許文献２
では、オウゴンやオウバク等の薬用植物由来の抗腫瘍作用剤および皮膚外用剤並びに健康
食品が報告されている。しかしながら、これらの報告においては、抗腫瘍剤の正常細胞に
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対する毒性評価に関する開示がなされていない。そのため、開示されている抗腫瘍剤によ
る腫瘍治療の際に副作用が伴う可能性は排除されていない。一方、正常細胞に対する毒性
評価の開示がなされている抗腫瘍剤として、植物由来のポリフェノール類を有効成分とす
るアポトーシス誘導性抗白血病細胞剤が報告されている（例えば、特許文献３等参照。）
。特許文献３では、実施例において、癌細胞には増殖阻害活性を示し正常細胞に対しては
顕著な賦活化活性を示した選択的細胞毒性についての有効性が証明されている。しかしこ
の抗白血病細胞剤は、白血病細胞に対してのみ、その有効性が開示されており、その他の
腫瘍に対する選択的細胞毒性を有する抗腫瘍剤についての開示はなされていない。
【０００４】
　本発明者らは、腫瘍選択的な細胞毒性を有する抗腫瘍剤を探求し、サルカケミカン（To
ddalia asiatica Lamk、沖縄における俗称「サラカチ」）抽出物が、ヒト腫瘍細胞におい
て正常細胞における場合と比較して顕著に強い細胞毒性を有することを見出している（例
えば、非特許文献１、２参照）。
【０００５】
　ところで、アルカロイドは植物体中に存在する多種多様な含窒素塩基性物質であり、今
日まで多数のアルカロイドが得られている。これらのアルカロイドには、モルフィン（鎮
痛剤）、エフェドリン（喘息薬）、コカイン（局所麻酔剤）、エメチン（アメーバ赤痢薬
）等医薬として重要なものがある反面、ストリキニン、アコニチンのような猛毒性のもの
やモルフィン等の麻薬も含まれている。このようなアルカロイドが、抗腫瘍作用を有する
との報告もいくつかなされている（例えば、非特許文献３等参照。）。非特許文献３では
、アフリカ原産のサンショウに類するミカン科植物であるFagara Macrophyllaから抽出さ
れたアルカロイドがマウス白血病に対する抗腫瘍作用を有することが報告されている。ま
た、同文献では、抗腫瘍活性を有するアルカロイドは、以下の化学式に示す、ニチジンク
ロライド（ａ）、６－オキシニチジン（ｂ）、および合成物である６－メトキシ－５，６
－ジヒドロニチジン（ｃ）であり、５，６－ジヒドロニチジン（１２，１３－ジヒドロ－
２，３－ジメトキシ－１２－メチル〔１，３〕ベンゾジオキソロ〔５，６－Ｃ〕フェナン
トリジン）（ｄ）は、マウス白血病に対し、抗腫瘍作用を有さないことが報告されている
。
【０００６】
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【化１】

【特許文献１】特開２００１－１９９８８１号公報（平成１３年７月２４日公開）
【特許文献２】特開２００２－５３４７９号公報（平成１４年２月１９日公開）
【特許文献３】特開２００１－２２６２７６号公報（平成１３年８月２１日公開）
【非特許文献１】屋宏典、外６名、「サラカチ（Toddalia asiatica Lamk）由来の選択的
細胞毒性成分の特性」、日本農芸化学会大会講演要旨集１１８、２００３年３月５日
【非特許文献２】屋宏典、外７名、「サルカケミカン由来の抗腫瘍活性物質の特性」、日
本農芸化学会大会講演要旨集２７９、２００４年３月５日
【非特許文献３】Monroe E.Wall, M.C.Wani, Harold Taylor, J.Nat.Prod., 50,1095(198
7)
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　上述したように、従来の抗腫瘍剤は、正常細胞にも作用し毒性を示すものが多い。その
ため、正常細胞には細胞毒性作用を有さず腫瘍細胞にのみ選択的に強い細胞毒性作用を有
する抗腫瘍細胞剤の開発が切に望まれている。本発明者らは、サルカケミカン抽出物が、
ヒト腫瘍細胞において正常細胞における場合と比較して顕著に強い細胞毒性を有すること
を見出している。しかし、サルカケミカン抽出物から細胞毒性作用を有する活性物質を精
製することは容易ではなく、かかる活性物質の化学構造はいまだ解析されていない。
【０００８】
　例えば、上記非特許文献１、２には、サルカケミカン抽出物から細胞毒性作用を有する
活性物質を精製する試みについて報告されているが、精製の結果が好ましくなく、報告時
点では活性物質の化学構造を特定するまでには至っていなかった。
【０００９】
　そこで、上記活性物質を化学構造を特定できる程度まで精製し、当該活性物質の化学構
造を特定するとともに、さらなる詳細な解析を行い、その成果を活用する技術の開発が強
く望まれていた。
【００１０】
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　本発明は、上記の問題点に鑑みてなされたものであり、その目的は、その有効成分が正
常細胞には細胞毒性作用を有さず腫瘍細胞にのみ選択的に強い細胞毒性作用を有する抗腫
瘍細胞剤を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者らは、上記課題に鑑み鋭意検討した結果、サルカケミカン抽出物から、ヒト腫
瘍細胞において正常細胞における場合と比較して顕著に強い細胞毒性を有する活性物質を
精製し単一物質を得ることに成功し、この物質が以下の化学式で表される１２，１３－ジ
ヒドロ－２，３－ジメトキシ－１２－メチル〔１，３〕ベンゾジオキソロ〔５，６－Ｃ〕
フェナントリジン（"(1,3)Benzodioxolo(5,6-c)phenanthridine, 12,13-dihydro-2,3-dim
ethoxy-12-methyl-"、以下、本明細書において、ジヒドロニチジンと略称する。）である
ことを見出した。
【００１２】
　すなわち、本発明にかかる抗腫瘍細胞剤は、上記課題を解決するために、次式１
【００１３】
【化２】

【００１４】
で表される化合物を有効成分として含有することを特徴としている。
【００１５】
　また、本発明にかかる健康食品は、上記課題を解決するために、上記式１で表される化
合物を有効成分として含有することを特徴としている。
【００１６】
　また、本発明にかかる腫瘍を処置するための薬学的組成物は、上記課題を解決するため
に、上記式１で表される化合物を有効成分として含有することを特徴としている。
【００１７】
　また、本発明者らは、ジヒドロニチジンを加えた細胞を蛍光顕微鏡で観察したところ、
特定の腫瘍細胞において、ジヒドロニチジンの強い蓄積が起こり蛍光が観察されることを
見出した。ジヒドロニチジンのこの性質を利用すると、ジヒドロニチジンは腫瘍の診断剤
に用いることができる。
【００１８】
　すなわち、本発明にかかる腫瘍の診断剤は、上記課題を解決するために、上記式１で表
される化合物を含有することを特徴としている。
【００１９】
　また、本発明の抗腫瘍細胞剤、健康食品、および診断剤において、上記腫瘍は肺癌細胞
、大腸癌細胞、膵臓癌細胞、類上皮腫細胞、胃癌細胞、または乳癌細胞であることが好ま
しく、肺胞上皮癌（腺癌）細胞であることがより好ましい。
【発明の効果】
【００２０】
　本発明にかかる抗腫瘍細胞剤、健康食品および薬学的組成物は、以上のように、ジヒド
ロニチジンを有効成分として含有するので、正常細胞には細胞毒性を示さず、肺癌をはじ
めとする腫瘍細胞に特異的に細胞毒性を示す選択的細胞毒性作用を有する。
【００２１】
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　また、本発明にかかる抗腫瘍細胞剤、健康食品および薬学的組成物に有効成分として含
有されるジヒドロニチジンは、臨床における化学療法で現在用いられているカンプトテシ
ン（Camptothecin）と比較しても非常に即効性、腫瘍選択性に優れる。それゆえ、従来の
腫瘍に対する化学療法では、副作用が強く長期間にわたる使用には適していなかったが、
本発明により副作用の少ない腫瘍の治療または予防が可能となる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２２】
　以下、本発明について詳細に説明する。なお、本明細書において、腫瘍とは、ヒトや動
物に発生し、自立性を有する過剰な新生細胞群とそれを支持する組織とからなるものであ
れば特に限定されるものではなく、悪性腫瘍および良性腫瘍を含む概念である。また、腫
瘍には塊を形成するものに限られず、白血病のように血中で増殖するものや、臓器にびま
ん性に浸潤して腫瘍塊を形成しないものも含まれる。もちろん本発明にかかる抗腫瘍細胞
剤は悪性腫瘍に用いることにより、治癒困難な病気を治療し、または進行を遅らせるとい
う大きな効果が得られるものであるが、その増殖を抑制することに利益がある場合には良
性腫瘍にも好適に用いることができる。
【００２３】
　また、本明細書において、癌とは悪性腫瘍のうち上皮性悪性腫瘍に限らず、非上皮性悪
性腫瘍すなわち肉腫をも含む概念である。
【００２４】
　本発明にかかる抗腫瘍細胞剤は、以下の式１
【００２５】

【化３】

【００２６】
で表されるジヒドロニチジンを有効成分として含有するものであれば特に限定されるもの
ではない。
【００２７】
　ジヒドロニチジンは、腫瘍細胞において正常細胞における場合と比較して強い細胞毒性
を有するものである。これにより、抗腫瘍細胞剤を用いて、腫瘍の治療を行う際に、副作
用を少なくすることが可能となる。
【００２８】
　有効成分であるジヒドロニチジンは、植物等の天然物から抽出することにより得ること
ができるが、化学的に合成することによって得ることもできる。
【００２９】
　植物から、上記ジヒドロニチジンを抽出する方法は、特に限定されるものではなく、各
種植物成分の抽出に通常用いられる手段を用いることができる。かかる方法としては、特
に限定されるものではないが、例えば植物中に含まれる他の成分と、ジヒドロニチジンと
の有機溶媒に対する親和性の差を利用する方法、溶解度の差を利用する方法、各種樹脂に
対する吸着親和力の差を利用する方法等を、単独で、または組み合わせて、あるいは反復
して用いることができる。具体的には、イオン交換クロマトグラフィー、非イオン性吸着
樹脂を用いたクロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィー、活性炭、アルミナ、シ
リカゲル等の吸着剤によるクロマトグラフィー、高速液体クロマトグラフィー等の各種液
体クロマトグラフィー、あるいは、結晶化、減圧濃縮、凍結乾燥等の手段を、それぞれ単
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独で、または適宜組み合わせて、或いは反復して用いることができる。また、植物は抽出
効率の観点から、抽出前に予め凍結乾燥したのち粉砕しておくことが好ましい。
【００３０】
　また、ジヒドロニチジンは、サルカケミカンに特に多く含まれるが、広く他の植物にお
いても存在するアルカロイドであると考えられる。したがって、本発明で使用されるジヒ
ドロニチジンは、かかるジヒドロニチジンを含む植物から抽出および精製して得ることが
できる。かかる植物としては、特に限定されるものではないが、例えばミカン科の植物を
挙げることができ、具体的には、サルカケミカン、温州ミカン、夏ミカン、ハッサク、イ
ヨカン、ダイダイ、スダチ、カボス、ユズ、レモン、ライム、オレンジ、キンカン、カラ
タチ、ミヤマシキミ、ヘンルーダ、サンショウ等を挙げることができる。
【００３１】
　本発明にかかる抗腫瘍細胞剤は、実験用途等に用いられる他、腫瘍細胞選択的に細胞毒
性作用を示すので、腫瘍の治療、予防、改善のために好適に用いることができる。本発明
の抗腫瘍細胞剤を腫瘍の治療、予防、改善のために用いる場合には、本発明の抗腫瘍細胞
剤の投与形態は、経口的に投与するものであっても、非経口的に、静脈内、腹腔内、筋肉
内、経皮または皮下に投与するものであってもよい。かかる抗腫瘍細胞剤は、選択される
投与方法に応じて、ジヒドロニチジンまたはその薬学的に許容しうる有機酸または無機酸
との付加塩を、薬学的に許容しうる担体とともに含有しうる。
【００３２】
　経口的に投与する場合、上記抗腫瘍細胞剤は、例えば、粉剤、顆粒剤、錠剤、リポソー
ム、ゼラチンカプセル等の固形製剤や、シロップ剤等の液状製剤とすることができる。ま
た、非経口的に投与する場合、上記抗腫瘍細胞剤は、例えば、注射剤、直腸投与剤、皮膚
外用剤、吸入剤等とすることができる。
【００３３】
　固形製剤は、上記担体として、例えば、賦形剤、滑沢剤、結合剤、崩壊剤、安定剤、矯
味矯臭剤等を用いて、通常用いられる方法で製造することができる。ここで、上記賦形剤
、結合剤および崩壊剤としては、通常用いられるものであれば特に限定されるものではな
いが、例えば、乳糖、白糖等の糖誘導体；デンプン；デキストリン；結晶セルロース、カ
ルボキシメチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース等のセルロース誘導体；リン
酸カルシウム等のリン酸塩；炭酸カルシウム等の炭酸塩等を挙げることができる。また、
上記滑沢剤としては、例えば、ステアリン酸マグネシウム等のステアリン酸金属塩、ワッ
クス、タルク等を挙げることができる。また、安定剤、矯味矯臭剤としても、通常用いら
れるものであれば特に限定されるものではない。
【００３４】
　液状製剤は、上記担体として、例えば、水；グリセロール、グリコール、ポリエチレン
グリコール等の有機溶媒；これらと水との混合物等を用いて通常用いられる方法で製造す
ることができる。また、液状製剤は、さらに、溶解補助剤、緩衝剤、等張化剤、安定剤等
を含んでいてもよい。
【００３５】
　上記抗腫瘍細胞剤は、消化されないで服用者の小腸に送達されるのに十分な時間、服用
者の胃の中で胃液または酵素の作用から保護することができる物質で被覆してもよい。ま
た、上記抗腫瘍細胞剤は、通常用いられる技術により、徐放性製剤とすることもできる。
【００３６】
　また、腫瘍の治療、予防、改善に用いられる場合、本発明の抗腫瘍細胞剤の投与量は、
投与方法、服用者の年齢および体重、服用者の状態等によって異なるが、有効成分である
ジヒドロニチジンの量が１日当り下限として、４０ｍｇ／ｍ２であることが好ましく、５
０ｍｇ／ｍ２であることがより好ましい。また、１日当り上限として、１５０ｍｇ／ｍ２

であることが好ましく、１００ｍｇ／ｍ２であることがより好ましい。
【００３７】
　ジヒドロニチジンおよびこれを有効成分として含有する本発明にかかる抗腫瘍細胞剤が
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、正常細胞における場合と比較して強い細胞毒性を示す腫瘍細胞としては、例えば、肺（
扁平上皮癌を除く）、食道、胃、腸、小腸、結腸、大腸、口腔、咽頭、喉頭、乳房、子宮
、卵巣、前立腺、精巣、膀胱、腎臓、肝臓、膵臓、骨、結合組織、皮膚、眼、脳、および
中枢神経系の癌；甲状腺の癌；白血病；リンパ腫；多発性黒色腫等の細胞を挙げることが
できる。また、より強い選択的細胞毒性を示す腫瘍細胞としては、肺癌細胞、大腸癌細胞
、膵臓癌細胞、類上皮腫細胞、胃癌細胞、乳癌細胞等を挙げることができる。また、さら
に強い選択的細胞毒性を示す腫瘍細胞としては、例えば、肺胞上皮癌（腺癌）細胞を挙げ
ることができる。
【００３８】
　また、本発明にかかる抗腫瘍細胞剤における有効成分であるジヒドロニチジンの、細胞
毒性は、免疫染色解析、フローサイトメーターによる解析、酵素化学的解析、遺伝子発現
量解析の結果より、アポトーシス誘導に起因するものであると考えられる。ここで、アポ
トーシスとは、修復することが困難な障害をもたらされた細胞が、そのまま存続すること
が不利である場合、その細胞が一連のプログラムによって自己消化する生命現象のことを
いい、アポトーシス誘導型の抗腫瘍細胞剤を用いれば、腫瘍細胞が選択的に自己消化する
ため、正常細胞に対する影響を少なくすることが可能となる。
【００３９】
　また、ジヒドロニチジンを食品に添加することにより、腫瘍の治療、予防または改善を
目的とした健康食品として用いることができる。本発明にかかる健康食品は、本発明の抗
腫瘍細胞剤を含有する食品であれば、特に限定されるものではなく、ジヒドロニチジンを
既存の食品に一定の割合で配合することにより製造することができる。本発明の健康食品
は特に限定されるものではないが、例えば、飲料などの液状物；あめ、タブレット等の固
形状物；ゼリー、グミ等の半固形状物等の種々の形態の食品として提供されうる。
【００４０】
　本発明にかかる健康食品にはジヒドロニチジンを有効成分として含有する食品添加物も
含まれる。かかる食品添加物は、乳製品、油脂製品、調味料、菓子、ジュース、清涼飲料
等に添加して用いることができる。
【００４１】
　ジヒドロニチジンは、腫瘍細胞に対し選択的な細胞毒性を示すのみならず、正常細胞に
は蓄積しないが、一定の腫瘍細胞は蓄積し、適当な波長の光を照射すると蛍光を発するこ
とが、蛍光顕微鏡を用いた観察から初めて見出された。本発明にかかる診断剤は、ジヒド
ロニチジンのかかる性質を利用するものであり、上記診断剤は、ジヒドロニチジンを含有
していれば特に限定されるものではない。
【００４２】
　腫瘍の診断は、上記診断剤に含まれるジヒドロニチジンの腫瘍細胞への蓄積による蛍光
の発生を観察することにより行うことができる。蛍光の発生が観察される場合は、ジヒド
ロニチジンが腫瘍細胞に蓄積していることが示されるのであるから、腫瘍細胞が存在する
と判断される。また、蛍光の発生が観察されない場合は、腫瘍細胞は存在しないと判断さ
れる。これにより、腫瘍の診断を容易に、高い信頼性で行うことが可能となる。
【００４３】
　後述する実施例に示すように、ジヒドロニチジンは、この物質が細胞毒性を示すＡ５４
９（肺胞上皮癌（腺癌）細胞）には強い蓄積を示し、顕著な細胞毒性を示さない腫瘍細胞
であるＶＭＲＣ－ＬＣＰ（肺扁平上皮癌細胞）や正常細胞（ＷＩ－３８（肺線維芽細胞）
、ＯＵＭＳ－３６Ｔ－２Ｆ（正常繊維芽細胞(ｈＴＲＴ gene)）には蓄積しないとが見出
されている。このことから、ジヒドロニチジンは、この物質が細胞毒性を示す腫瘍細胞に
選択的に蓄積すると考えられる。従って、本発明の診断剤により、診断が可能な腫瘍は、
上述した、ジヒドロニチジンおよびこれを有効成分として含有する本発明にかかる抗腫瘍
細胞剤が正常細胞における場合と比較して強い細胞毒性を示す腫瘍細胞として例示したも
のと同様である。
【００４４】
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　また、本発明の診断剤は、ヒトまたは動物に投与すると、腫瘍細胞に選択的に取り込ま
れ、これに適当な波長の光を照射することにより、診断剤中のジヒドロニチジンは蛍光を
発生する。このとき発生する蛍光を観察して腫瘍による病変部位を診断（検出）すること
ができる。このように、ヒトまたは動物に取り込ませて、腫瘍の診断を行う場合に用いる
診断剤も、ジヒドロニチジンを含有していれば特に限定されるものではないが、上述した
抗腫瘍細胞剤の説明で、経口的にまたは非経口的に投与するための製剤として例示した製
剤を好適に用いることができる。かかる場合、本発明の抗腫瘍細胞剤は同時に腫瘍の診断
剤として働くため、腫瘍の治療、予防、改善と、腫瘍の診断とを同時に行うことが可能と
なり、非常に有用である。
【００４５】
　本発明の診断剤は、波長３６０ｎｍ～４３０ｎｍ、より好ましくは波長３９８ｎｍの光
を照射することにより、蛍光を発生し、腫瘍の診断を好適に行うことができる。
【００４６】
　ジヒドロニチジンを含有する本発明にかかる薬学的組成物は、その有効成分が腫瘍細胞
選択的な細胞毒性作用を有し、正常細胞に対して殆ど影響を与えないことから、腫瘍を治
療するための薬学的組成物として好適に用いることができる。かかる薬学的組成物の投与
方法、担体、製造方法、投与量については、抗腫瘍細胞剤のところで説明したとおりであ
るので、ここでは説明を省略する。
【実施例】
【００４７】
　〔実施例１：ジヒドロニチジンの製造〕
　本発明において有効成分として使用するジヒドロニチジンを以下の方法により製造した
。まず、サルカケミカンの乾燥粉末１００ｇをミルで粉砕し、２Ｌの５０％エタノールを
加え、室温で４８時間撹拌した。その後抽出液を濾過し濾液を得た。得られた濾液を濃縮
し、分配クロマトグラフィーに供した。溶媒として、ヘキサン、酢酸エチル、水飽和１－
ブタノール、水を用いた。分画したフラクションはＭＴＳアッセイにより、Ａ５４９（肺
胞上皮癌(腺癌)細胞）および正常細胞としてのＷＩ－３８（肺線維芽細胞）に対する細胞
毒性活性を測定し、腫瘍細胞選択的に細胞毒性活性を示す活性画分を回収した。なお、Ｍ
ＴＳアッセイには、Promega社のCellTiter 96（登録商標） AQueous Non-Radioactive Ce
ll Proliferation Assay を用いた。まず、Ａ５４９およびＷＩ－３８を各１×１０３cel
ls／１００μＬ of medium／wellの培養条件で、得られたフラクションの濃縮物（５０％
 EtOHに溶解または懸濁）を1μＬ未満で添加し、２４時間、３７℃、ＣＯ２５ｖ／ｖ％を
含む大気中で培養した。その後２０μＬ／wellのＭＴＳ溶液（Kitのプロトコールに従っ
て作成）を添加し、０－２時間の間に上昇した４９０ｎｍの吸光度を測定した。細胞毒性
活性はサンプル未処理の細胞の生存数を１とした場合の割合で評価し、当該割合が０．２
以下のとき細胞毒性活性であるとした。当該割合が、ＷＩ－３８で０．８以上、且つ、Ａ
５４９で０．２以下の画分を、目的の腫瘍細胞選択的に細胞毒性活性を示す活性画分とし
て回収した。回収した活性画分をクロロホルム：メタノール＝２：１の溶液に懸濁した。
なお、このとき、不溶成分も懸濁して使用した。得られた懸濁液を、クロロホルム：メタ
ノール＝２：１の溶液で平衡化したシリカゲルカラム（オープンカラム）にて分画した。
分画したフラクションについて、上述した方法と同様にして、ＭＴＳアッセイによりＡ５
４９およびＷＩ－３８に対する細胞毒性活性を測定し、腫瘍細胞選択的に細胞毒性活性を
示す活性画分を回収した。回収した活性画分をクロロホルム：メタノール＝９：１の溶液
に再溶解した。このとき、不溶性成分は存在しなかった。得られた活性画分の溶液を、ク
ロロホルム：メタノール＝９：１の溶液で平衡化したシリカゲルカラム（オープンカラム
）にて分画した。分画したフラクションについて、上述した方法と同様にして、ＭＴＳア
ッセイによりＡ５４９およびＷＩ－３８に対する細胞毒性活性を測定し、腫瘍細胞選択的
に細胞毒性活性を示す活性画分を回収した。回収した活性画分を逆相カラム（ULTRA PACK
 ODS C18スタンダード 26x300mm ; YAMAZEN CORPORATION ）により分画した（クロロホル
ム：メタノール＝２：１、２ｍｌ／ｍｉｎ）。分画したフラクションについて、上述した
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性を測定し、腫瘍細胞選択的に細胞毒性活性を示す活性画分を回収し、シリカゲルカラム
（ULTRA PACK シリカゲル 26x300mm ; YAMAZEN CORPORATION ）により分画した。クロロ
ホルム、アセトニトリル、アセトニトリル：メタノール＝９：１の溶液、アセトニトリル
：メタノール＝２：１の溶液の順で順次溶出しフラクションコレクターにて回収した。活
性の認められたアセトニトリル：メタノール＝９：１画分をＨＰＬＣ（Develosil ODS-UG
 column 4.6x250mm, メタノール：酢酸=99:1, 0.5ml/min）で確認した結果、図１に示す
ように、単一のピークを確認した。
【００４８】
　得られたアセトニトリル：メタノール＝９：１画分を濃縮することにより、３ｍｇの粉
末を得た。得られた精製品をＮＭＲにより分析した結果、ジヒドロニチジンであることが
確認された。図２～図４に１３Ｃ－ＮＭＲの分析結果を、図５に１Ｈ－ＮＭＲの分析結果
を示す。
【００４９】
　また、得られたジヒドロニチジンについて蛍光スペクトルを測定した結果、図６に示す
ように、最大励起波長３９７ｎｍ、最大蛍光波長５０７ｎｍであることが認められた。
【００５０】
　〔実施例２：種々の腫瘍細胞を用いた細胞毒性試験〕
　上記実施例１で得られたジヒドロニチジンについて、腫瘍細胞として、Ａ５４９（肺胞
上皮癌(腺癌)細胞）、ＣＯＬＯ－２０１（大腸癌細胞）、ＭＩＡ－ＰａＣａ２（膵臓癌細
胞）、Ａ４３１（類上皮腫細胞）、ＫＡＴＯＩＩＩ（胃癌細胞）、ＳＫＢＲ－３（乳癌細
胞）の６種を、正常細胞としてＷＩ－３８（肺線維芽細胞）、ＯＵＭＳ－３６（正常繊維
芽細胞）、ＯＵＭＳ－３６Ｔ－２Ｆ（正常繊維芽細胞(ｈＴＲＴ gene)）の３種をそれぞ
れ用い、細胞毒性をＭＴＳアッセイにより試験した。ＭＴＳアッセイには、Promega社のC
ellTiter 96（登録商標） AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay を用い
た。
【００５１】
　まず、各細胞を１×１０３ cells／１００μＬ of medium／wellの培養条件で、段階希
釈した目的サンプル（ジヒドロニチジン）（５０％ EtOHに溶解または懸濁）を1μＬ未満
で添加し、２４時間、３７℃、ＣＯ２５ｖ／ｖ％を含む大気中で培養した。その後２０μ
Ｌ／wellのＭＴＳ溶液（Kitのプロトコールに従って作成）を添加し、０－２時間の間に
上昇した４９０ｎｍの吸光度を測定した。
【００５２】
　種々のジヒドロニチジンの濃度において、サンプル未処理のコントロールの生存細胞数
（吸光度）に対して、５０％の増殖阻害を示すジヒドロニチジンの濃度（Ｄ５０μｇ／ｍ
Ｌ）を外挿法により求めた。
【００５３】
　各細胞におけるＤ５０の値を表１に示す。表１に示すように、ジヒドロニチジンは、Ａ
５４９（肺胞上皮癌(腺癌)細胞）に対して非常に高い細胞毒性を示し、正常組織由来細胞
株（ＷＩ－３８（肺線維芽細胞）、ＯＵＭＳ－３６（正常繊維芽細胞）、ＯＵＭＳ－３６
Ｔ－２Ｆ（正常繊維芽細胞(ｈＴＲＴ gene)）に対しては殆ど影響を与えないことが確認
された。５０％の増殖阻害をもたらすジヒドロニチジンの濃度は、Ａ５１９では０．１９
μｇ／ｍＬであり、正常細胞ＷＩ－３８（肺線維芽細胞）と比較して実に１／２９０の濃
度となっている。また、ジヒドロニチジンは、ＣＯＬＯ－２０１（大腸癌細胞）、ＭＩＡ
－ＰａＣａ２（膵臓癌細胞）、Ａ４３１（類上皮腫細胞）、ＫＡＴＯＩＩＩ（胃癌細胞）
、ＳＫＢＲ－３（乳癌細胞）等の他の腫瘍細胞においても強い細胞毒性を示すことが確認
された。この結果から、ジヒドロニチジンは、正常細胞には毒性を示さず、腫瘍細胞にの
み特異的に毒性を示す選択的細胞毒性作用を有することが示された。
【００５４】
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【００５５】
　また、図７（ａ）に示すように、ジヒドロニチジンの濃度に依存的な細胞増殖抑制が見
られた。なお、図７（ａ）中、●はＡ５４９（肺胞上皮癌(腺癌)細胞）、○はＷＩ－３８
（肺線維芽細胞）を示す。
【００５６】
　〔比較例１：ＶＭＲＣ－ＬＣＰ（肺扁平上皮癌細胞）を用いた細胞毒性試験〕
　腫瘍細胞としてＶＭＲＣ－ＬＣＰ（肺扁平上皮癌細胞）を用いた以外は、実施例２と同
様にして細胞毒性試験を行った。その結果を表１に示す。表１に示すように、ジヒドロニ
チジンは、腫瘍細胞の中でもＶＭＲＣ－ＬＣＰ（肺扁平上皮癌細胞）に対しては殆ど細胞
毒性を示さないことが確認された。
【００５７】
　〔実施例３：カンプトテシンとの比較における細胞毒性試験〕
　実施例１と類似の細胞毒性試験を、ジヒドロニチジンおよび臨床において現在抗癌剤と
して用いられているカンプトテシンについて２４時間と４８時間との２種類の培養時間で
行った。腫瘍細胞の濃度は５×１０３ cells／１００μＬ of mediumであった。２４時間
での培養のときには、腫瘍細胞として、Ａ５４９（肺胞上皮癌(腺癌)細胞）、ＶＭＲＣ－
ＬＣＰ（肺扁平上皮癌細胞）の２種を、正常細胞としてＷＩ－３８（肺線維芽細胞）、Ｏ
ＵＭＳ－３６Ｔ－２Ｆ（正常繊維芽細胞(ｈＴＲＴ gene)）の２種をそれぞれ用いた。ま
た、４８時間での培養のときは、腫瘍細胞として、Ａ５４９（肺胞上皮癌(腺癌)細胞）を
、正常細胞としてＷＩ－３８（肺線維芽細胞）をそれぞれ用いた。
【００５８】
　上述した条件以外は、実施例２と同様にして、ＭＴＴアッセイをおこない、Ｄ５０を求
めた。得られた結果を表２に示す。表２中「ＮＤ」は、５０％の増殖阻害を示すような濃
度は存在しない、すなわち、細胞毒性が認められないということを示している。
【００５９】
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【表２】

【００６０】
　表２に示すように、ジヒドロニチジンとカンプトテシンとを比較すると、２４時間の反
応時間では、ジヒドロニチジンは肺腺癌（Ａ５４９）のみに、カンプトテシンは肺扁平上
皮癌（ＶＭＲＣ－ＬＣＰ）のみに細胞毒性が認められていることが判る。カンプトテシン
を４８時間反応させると、肺腺癌（Ａ５４９）にも細胞毒性を示すようなるが、正常肺細
胞（ＷＩ－３８）にも細胞毒性が認められる。これに対して、ジヒドロニチジンにおいて
は４８時間反応させても正常細胞には細胞毒性が認められていないことが確認された。こ
のことから、ジヒドロニチジンはすでに臨床において用いられているカンプトテシンと比
較しても、腫瘍選択性が高く、かつ、正常細胞に対する細胞毒性が殆どない優れた抗腫瘍
細胞剤であるということができる。また、Ａ５４９（肺胞上皮癌(腺癌)細胞）に着目すれ
ば、表２に示すように、カンプトテシンがＡ５４９（肺胞上皮癌(腺癌)細胞）に対して毒
性を示すのに４８時間を要し、４８時間後には正常細胞に対しても細胞毒性を示すのに対
し、本発明で用いられるジヒドロニチジンは、２４時間で腫瘍細胞のみを選択的に死滅さ
せることができる。このように、ジヒドロニチジンはすでに臨床において用いられている
カンプトテシンと比較しても、非常に即効性に優れ、また副作用も少ない優れた抗腫瘍細
胞剤であるということができる。
【００６１】
　〔実施例４：免疫染色解析〕
　本発明の抗腫瘍細胞剤の有効成分であるジヒドロニチジンによる細胞増殖抑制の機構を
明らかにするために免疫染色による形態学的観察を行った。
【００６２】
　肺の正常細胞および腫瘍細胞のパネルとしてＷＩ－３８およびＡ５４９を用いて、各５
５×１０３ cells／１００μＬ of medium／wellの培養条件で終濃度約１．５μg／mlの
サンプルを１０時間作用させた後、培地を捨て、ＰＢＳ（－）で洗浄し、上清を除去した
。市販の100x AnnexinV、100x PI（プロピヂウムイオダイド）溶液をAnnexinV buffer(試
薬に添付)で１００倍希釈したものを１００μＬ加え、３０分、on iceの後、ＰＢＳ（－
）で洗浄、蛍光顕微鏡で観察した。
【００６３】
　免疫染色解析の結果を図８に示す。図８（ａ）は、Ａ５４９（肺胞上皮癌(腺癌)細胞）
にジヒドロニチジンを加えたときの結果を、図８（ｂ）はＡ５４９（肺胞上皮癌(腺癌)細
胞）にジヒドロニチジンを加えていないときの結果を、図８（ｃ）は正常細胞ＷＩ－３８
（肺線維芽細胞）にジヒドロニチジンを加えたときの結果を、図８（ｄ）は、ＷＩ－３８
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（肺線維芽細胞）にジヒドロニチジンを加えていないときの結果を示す。得られた結果よ
り、腫瘍細胞で特異的にアポトーシスが誘導されている可能性が示唆された。
【００６４】
　次にアポトーシスのメディエーターであるカスパーゼ活性の測定を行った。カスパーゼ
活性の測定は、Roche社のHomogeneous Caspases Assay、 Cat. No. 3 005 372 (100 test
s on 96-well plates; 400 tests on 384-well plates)に従って行った。カスパーゼ活性
の測定も、アポトーシスが誘導されている可能性を支持した。図７（ｂ）に示すように、
ジヒドロニチジンの影響で、Ａ５４９（肺胞上皮癌(腺癌)細胞）に特異的なカスパーゼ活
性上昇が認められた。この結果から、ジヒドロニチジンは腫瘍細胞に特異的なアポトーシ
スを誘発することで、増殖を抑制していることが示された。なお、図７（ｂ）中、●はＡ
５４９（肺胞上皮癌(腺癌)細胞）、○はＷＩ－３８（肺線維芽細胞）を示す。
【００６５】
　〔実施例５：フローサイトメーターによる解析〕
　ジヒドロニチジンが腫瘍細胞に特異的なアポトーシスを誘発することを確認するために
、フローサイトメーターによる解析を行った。１０倍にスケールアップし、免疫染色と同
じ方法でサンプル処理（ジヒドロニチジンを添加）した後に、細胞を０．０２５％トリプ
シンでシャーレからはがし、遠心回収した細胞に、市販の100x AnnexinV、100x PI（プロ
ピヂウムイオダイド）溶液をAnnexinV buffer(試薬に添付)で１００倍希釈したものを１
００μl加え、３０min、on iceの後、ＰＢＳ（－）で洗浄、フローサイトメーターに供し
た。
【００６６】
　図９（ａ）～（ｄ）はフローサイトメーターによる解析の結果を示す図である。図９（
ａ）、（ｂ）はサンプル処理を行わない場合、図９（ｃ）、（ｄ）はサンプル処理を行っ
た場合の結果を示す。図９（ａ）および（ｃ）中、横軸には細胞の大きさ、縦軸には細胞
内構造の複雑さがプロットされている。図９（ａ）および（ｃ）から、サンプル処理によ
り、細胞のサイズが小さくなり、内部構造が複雑になっていることがわかる。また、図９
（ｂ）および（ｄ）中、横軸はアポトーシス、縦軸はネクローシスの強さを示している。
図９（ｂ）および図９（ｄ）より、サンプル処理によりアポトーシスが誘導された細胞が
多くなっていることが示された。
【００６７】
　〔実施例６：遺伝子発現量解析〕
　腫瘍細胞におけるアポトーシス誘導の経路を明らかにするために、ＤＮＡチップによる
遺伝子発現解析を行った。その結果、細胞周期とアポトーシスに関与する遺伝子群が腫瘍
細胞において大きく変動していた。特にＤＮＡダメージに関与する遺伝子群のｍＲＮＡレ
ベルが変化していることからは、ジヒドロニチジンはアポトーシスの誘導経路のうち、Ｄ
ＮＡ修復、複製または転写の阻害などを、腫瘍細胞特異的に引き起こしている可能性が示
唆された。
【００６８】
　〔実施例７：リアルタイムＰＣＲによる細胞周期関連遺伝子の発現解析〕
　リアルタイムＰＣＲにより、より詳細な遺伝子発現量の変化を解析した。その結果、ア
ポトーシス誘導および細胞周期に関与するいくつかの遺伝子において発現量の変化が認め
られた。
【００６９】
　リアルタイムＰＣＲによる遺伝子発現解析の結果、細胞周期に関与するサイクリンＤ（
ＣｙｃＤ）を抑制する遺伝子の発現が著しく増大していた。また、癌抑制遺伝子ｐ５３、
アポトーシス誘導遺伝子Ｂａｘが活性化しており、腫瘍細胞に特異的なアポトーシスが誘
導されていることが示された。これらの結果から、この活性成分は腫瘍細胞の細胞周期を
抑制し、同時にアポトーシスを誘導することで増殖を阻害していることが示唆された。こ
れらの遺伝子は正常な細胞株では変化していない。
【００７０】
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　〔実施例８：細胞内への蓄積〕
　ジヒドロニチジンおよびカンプトテシンを、腫瘍細胞であるＡ５４９（肺胞上皮癌(腺
癌)細胞）およびＶＭＲＣ－ＬＣＰ（肺扁平上皮癌細胞）、並びに正常細胞であるＷＩ－
３８（肺線維芽細胞）およびＯＵＭＳ－３６Ｔ－２Ｆ（正常繊維芽細胞(ｈＴＲＴ gene)
）に加え、波長３３０ｎｍ～３８５ｎｍの光を照射し、蛍光顕微鏡で観察した。腫瘍また
は正常細胞の濃度は５×１０３ cells／１００μＬ of mediumであった。また、加えたジ
ヒドロニチジンおよびカンプトテシンの終濃度は１．５μｇ／ｍＬであった。
【００７１】
　結果を図１０に示す。図１０（ａ）、（ｂ）、（ｃ）はそれぞれＷＩ－３８に何も加え
ないとき、カンプトテシンを加えたとき、ジヒドロニチジンを加えたときの結果を、図１
０（ｄ）、（ｅ）、（ｆ）はそれぞれＡ５４９に何も加えないとき、カンプトテシンを加
えたとき、ジヒドロニチジンを加えたときの結果を、図１０（ｇ）、（ｈ）、（ｉ）はそ
れぞれＶＭＲＣ－ＬＣＰに何も加えないとき、カンプトテシンを加えたとき、ジヒドロニ
チジンを加えたときの結果を、図１０（ｊ）、（ｋ）、（ｌ）はそれぞれＯＵＭＳ－３６
Ｔ－２Ｆに何も加えないとき、カンプトテシンを加えたとき、ジヒドロニチジンを加えた
ときの結果を示す。図１０（ａ）～（ｌ）に示すように、何も加えないとき（ＮＣ）と比
較するとジヒドロニチジンを加えたときに限り、Ａ５４９のみに強い蓄積が起こっている
ことが確認された。同波長の蛍光においては、カンプトテシンの方が強い蛍光を示すが、
いずれの細胞においてもカンプトテシンによる蛍光の発生は認められなかった。
【００７２】
　また、ジヒドロニチジンは細胞核には蓄積していないこともこの結果から明らかになっ
た。カンプトテシンの抗癌作用は、核内におけるＤＮＡトポイソメラーゼの阻害によるこ
とが示唆されているが、この結果より、ジヒドロニチジンとカンプトテシンとの作用点の
違いが示されていると考えられる。
【産業上の利用可能性】
【００７３】
　ジヒドロニチジンは、腫瘍細胞において正常細胞における場合と比較して非常に強い細
胞毒性を示すため、副作用が少なく、治療効果の高い抗癌剤として利用することができる
。また、ジヒドロニチジンは、腫瘍細胞に特異的に蓄積し、蛍光を発するため、簡便で信
頼性の高い腫瘍の診断剤として用いることができる。それゆえ、本発明にかかる抗腫瘍細
胞剤、健康食品、薬学的組成物および診断剤は、製薬産業、食品産業およびその関連産業
において利用することができ、非常に有用である。
【図面の簡単な説明】
【００７４】
【図１】ジヒドロニチジンのＨＰＬＣ分析結果を示す図である。
【図２】ジヒドロニチジンの１３Ｃ－ＮＭＲ分析結果を示す図である。
【図３】ジヒドロニチジンの１３Ｃ－ＮＭＲ分析結果を示す図である。
【図４】ジヒドロニチジンの１３Ｃ－ＮＭＲ分析結果を示す図である。
【図５】ジヒドロニチジンの１Ｈ－ＮＭＲ分析結果を示す図である。
【図６】ジヒドロニチジンの蛍光スペクトル測定の結果を示す図である。
【図７】ジヒドロニチジンの肺腫瘍細胞および正常細胞の細胞生存率、並びにカスパーゼ
活性に及ぼす影響を示す図であり、図７（ａ）は、ジヒドロニチジンの肺腫瘍細胞および
正常細胞の細胞生存率に及ぼす影響を示す図であり、図７（ｂ）はジヒドロニチジンのカ
スパーゼ活性に及ぼす影響を示す図である。
【図８】ジヒドロニチジンによる細胞増殖抑制における免疫染色の結果を示す図であり、
図８（ａ）は、Ａ５４９（肺胞上皮癌(腺癌)細胞）にジヒドロニチジンを加えたときの結
果を、図８（ｂ）はＡ５４９（肺胞上皮癌(腺癌)細胞）にジヒドロニチジンを加えていな
いときの結果を、図８（ｃ）は正常細胞ＷＩ－３８（肺線維芽細胞）にジヒドロニチジン
を加えたときの結果を、図８（ｄ）は、ＷＩ－３８（肺線維芽細胞）にジヒドロニチジン
を加えていないときの結果を示す図である。
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【図９】ジヒドロニチジンによる細胞増殖抑制におけるフローサイトメーターによる解析
結果を示す図である。
【図１０】細胞内へのジヒドロニチジンの蓄積を蛍光顕微鏡により観察した結果を示す図
である。

【図１】 【図２】



(16) JP 4753114 B2 2011.8.24
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(17) JP 4753114 B2 2011.8.24

【図７】
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