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七員環 イ ミダ ゾロン化合物 に よる肝が ん細胞お よび肝 細胞のDNA合 成阻害

福 田 富 弥

千葉大学医学部口腔外科教室

(昭和45年7月4日 受付)

I.　 は じ め に

Cycloheptimidazoleは ベ ン ツイ ミダ ゾ ー・ル の べ ソ ゼ コ

核 の 代 りに 七 員 環 が 入 つ た 化 合 物 で あ る。 東 北 大 の野 副

の合 成 の 成 功 以 来,化 学 的 性 質 に つ い て は 多 くの 報 告 が

あ る が,生 物 に 対 す る影 響 な ど に つ い て の 研 究 は 比 較 的

少 な い。 最 近 この 化 合 物 の誘 導 体 で あ る1-(2-Dimethyl- 

aminoethyl) cycloheptimidazole-2 (IH) -one,(ア メ トヘ

パ ゾ ン ・三 共)は 口腔 が ん の 治 療 に 放 射 線 療 法 と併 用 し

て 卓 効 を 示 した とい う報 告1)も あ り,こ の 化 合 物 な ら び

に そ の 誘 導 体 の が ん 細 胞 の増 殖 に お よぼ す 影 響 は 注 目さ

れ て い る。

Cycloheptimidazolon

Ametohepazon

(Sankyo)

一般 に細胞 の増殖 にあたつてはその直前 にDNAの 合

成がお こるもので,こ のDNA合 成を阻害す る と,次 に

来 るべ き細胞分裂 もまた阻害 され る。 多 くのDNА 合成

阻害 剤は細胞分裂 の阻害 をお こす ため,が んの化学療法

に利用 され てい る。 アクチ ノマイシ ン,マ イ トマ イシン

などは この例 であ る。

しか しこの類 の薬剤 の中にはDNА 合成 の阻害 をお こ

す よ り低い濃度 で細胞分 裂の阻 害をお こす もの も知 られ

てい る。 ブレオ マイシンな どは この好 例であ る。七員環

化 合物であ るColchicineも また この類の薬 剤 で,微 量

では細胞 分裂を抑制 し,そ れ よ り少 し高 い濃 度 でDNA

合成 を阻害す る2,3)。七 員環化合物 の中 には他 に も 細 胞

分裂 の異常 をひきお こす物質が知 られ てい る。 た とえば

アズ レノイ ド誘導体 のな か に は ダイ コクネズ ミの肝 の

RNA代 謝4)の促進や ウニ卵 の細胞分裂 の促 進5)をひ きお

こす もの も報 告 されてい る。 これ らの化合物は濃度を増

し,あ るいは作用時間を延長す る と抑制 的に作 用す るこ

ともまた知 られてい る。

ア メ トヘパ ゾンが放射線療法 と併用 して,制 がん効果

を挙げた とい う報告1)は この化合物が核酸代謝に変 化 を

与 えた ことを示唆す るものであ るか ら,あ るい はDNА

合成 の阻害 ではなかろ うか と考 え られ る。

著者 はかねてか ら制がん剤 の作用機転 に興味 を もち,

研究 を続 けて来てい た の で,Cycloheptimidazole誘 導

体 のDNA合 成に対す る効果を調べ るために次の よ うな

実験を行 なつ た。

II.　 実験材料 と方法

実験動 物:呑 竜系 ダイ コクネズ ミの 雌 で 体 重120～

150gの ものを使用 した。がん細胞 につい ての実験 は 腹

水肝が んAH130を 接種 後5日 ない し7日 の腹 水 を 数

頭か ら採取 してプール し,遠 心沈 でんに よ りが ん細胞 を

腹水か ら分離,混 在 する赤血球は水を加 えて溶血 させ て

除 き,が ん細胞 のみ を集 めた。再生肝を用い る 実 験 は

HIGGINS & ANDEERSON6)の 方法 に よつて肝 葉の約2/3

を切除 した後,18時 間 ない し26時 間経過 した も の を

in vivoで 実験に用いた。 こ の場 合の1群 は3頭 以上 と

した。 また クロマチ ンDNAと 核 仁のDNAを 分画 して

用 いた時 は3～4頭 を1群 と して肝臓 をプール して用い

た。

試 薬類:DNA合 成 をみ るための実験 には3Hチ ミジ

ン(比放射能5.0Ci/mM, 5mCiを5mlに 溶か した も

の)を 第一化学か ら購入 し,1頭 あた り100μCiを 腹腔

内に動物を犠牲に供す る1時 間 前 に注射 した。Invitro

でがん細胞 のDNA合 成 をみ る実験の時は反応液50m1

につ き500μCiを 入れ た。

チ ミジンキナ ーゼ の活 性をみ る実験 には14Cチ ミジ ン

(比放射 能50mCi/mM)を 第一化学か ら購入 し,使 用時

比放射能1μCi/0.1μmolesに うすめた もの を 用いた。

七員環化 合物はすべ て三共株式 会社 中央研究所か ら入

手 した。

クロマチ ソお よび核 仁の分離法:大 略,村 松7)の 方 法

に従がつた。す なわ ち再 生肝ホモ ジェネ ー トか ら遠心分

離 に より粗核分画 を とり,こ れ をさ らに遠 心沈 でん して

核分画を得 る。 この分画 を音波処理 に よつて核膜 を破壊

し,核小体を遠心沈 でんに より集 める。上 清部分のMg++

濃度を調整 してク ロマチ ンを沈 でん させた。 図2に この

方法を表示 した。

がん細胞 に よるDNA合 成 の反応液:が ん細胞 と同量

図1　 サ イ ク ロヘ プチ イ ミダ ゾ ロ ン構 造 式
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の反 応 液 を混 じた が,反 応 液 は 原 則 と し てEAGLE培 地

と コウ シ血 清 を 等量 に 混 じた もの で あ る。 時 に1/10量

のTris-HCl緩 衝 液(pH8)を 混 じ,あ るい はEAGLE

培 地 と コ ウシ血 清 を 混 じた もの に 等 量 の腹 水 を 加 え た 。

いず れ も 反応 開 始 直 前 にpHを7.6附 近 に 調 整 した 。

DNAの 抽 出 と放 射 能 測 定:1nvitroで の が ん 細 胞 の

DNA合 成 実 験 で はSCHMIDT-THANNHAUSER8)の 方

法 でDNAを 抽 出 し,そ の量 は ジ フ ェ ニル ア ミ ン法9)に

よつ て定 量 した 。 放 射 能 は シ ンチ レー シ ョ ンカ ウ ンタ ー

で 測 定 した 。

グ ロマ チ ンお よび 核 小 体 か らはDNAをCOLTER10)の

方 法 に よ り抽 出 した 。 定 量 法 お よび 放 射 能 の 測 定 法 は お

な じで あ る。

チ ミジ ンキ ナ ーゼ の 測 定 法:肝 臓 あ るい は が ん 細 胞 を

0.2M Tris-HCI緩 衝 液(pH8.0)を 用 い て2%ホ モ ジ

ェネ ー トと し,こ れ を8,000×g,30分 間 遠 心,そ の 上

清 を酵 素 液 と し た 。 チ ミジ ンキ ナ ー ゼ の 活 性 は 大 略

EKER11)の 方 法 に従 が い,次 の 反 応 液 中 で37℃,30分

間保 温 した 。 反 応 液 の組 成 は5mM,ATP, 5mM, MgCl2, 

酵 素液0.1ml, 14Cチ ミジ ソ5μCiを0.1m1に 溶 か

した液 を加 え,総 量 を0.2M Tris-HCI緩 衝 液(pH8.0)

で4.5mlと した 。

反 応 終 了 後3～5分 間100℃ に 熱 して 反 応 を と め,

遠 心 後 上 清25μmlをDEAEセ ル ロ ー ズ濾 紙 上 に 吸 着

させ,乾 燥 後1mMギ 酸 ア ンモ ニ ウ ム で10分 間,2

回,水 で5分 間,1回 洗源 後,95%エ チ ル アル コ ール に

約5分 間浸 した 後,乾 燥 し,濾 紙 上 に 残 つ た チ ミジ ンの

リン酸化 された 化合物の放射能 を濾紙 ごとシンチ レータ

ー中に浸 して,シ ンチ レーシ ョンカ ウンタ ー で 測 定 し

た。

チ ミジ ンキナ ーゼ のCl. perfringens factor12)(C.P.

factor)は 藤井12)が嫌気性細菌 のホスホ リパ ーゼ中 に 発

見 した 因子 で,正 常肝チ ミジ ンキ ナーゼ を急激に活性化

す る性質があ る。今 回用 いたC.P. factorは 藤 井の精製

した もので,安 定性が あ り,正 常肝 チ ミジ ンキナ ーゼ活

性 測定の場合90μ9/0.1m1だ け 加 え て10分 間37℃

で前 処置をす ると活性 が上 昇する もの であ る。

III.　 実 験 成 績

1　.が ん細胞のin vitro の DNA合 成

腹 水肝 がんを接種後5日 目にネズ ミの腹腔 内に3Hチ

ミジ ンを注射 し,1時 間後に がん細胞 を と り出 し て,そ

のDNA合 成率をみ る実験方 法は予備実験の成績 では個

体差 が大 き過 ぎて薬剤 の効果 をみるのには適 さない こと

が判 明 した 。 これは後述 の腹水 の影 響か と思われ る。 ま

た腹 水中にはチ ミジ ンのプールがある ものか も知れない。

個体差 を避 け るために数頭 の個 体か ら採取 したがん細

胞 をin vitroで 保温 し3Hチ ミジ ンのDNAへ の と り

こみ を調べた成績を図3に 示す。

す なわ ちAH 130腹 水肝が ん接種 後7日 目の ものを と

り出 し2群 に分け,腹 水を含む反応液 と含 まない反応液

で保温 した ものを比較 してみる と,3Hチ ミジ ンのDNA

へ の と りこみは腹水を加 えた反応液 のほ うがず つ と多い。

しか し全 く同一条件 でお こなつた2個 のサ ンプル間の価

の開 きは腹水を入 れた場 合 に 多 く,時 には5,000cpm/

図2　 Fractionation of cells 

Ratliver 
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mgの 差 も生 じる。 これに対 して腹水 を入 れない場 合の

2個 のサ ソプルの開 きはその1/10程 度 で信頼性 が高い。

また接種後5日 目のが ん細胞 を用い る と腹水を入 れな

い でも2個 のサ ンプル の価 の開きが多い。けれ ども と り

こみ は接種 後7日 目の ものよ りはるかに大 きい。

またいず れの場合 も90分 までは直線的に とりこみが

増 している ことが確かめ られ たので,薬 剤の効果をみ る

実 験 としては,な るべ く接種 後7日 附近のが ん細胞 を用

い,腹 水を入れない反応液 で60分 間の とりこみ を調べ,

対照 の価を100%と して薬 剤をいれた場合 の価 を%で

あ らわすのが適 当であろ うと考え られ る。 図4は この よ

うな条件 のも とでおこなつた実験の成績 である。

2.　 Cycloheptimidazolon誘 導 体が がん細胞のDNA

合成にお よぼ す影響

図4はCycloheptimidazolonお よびそ の誘導体 のin

vitroで のDNA合 成に対す る影響をみた成績 であ る。

化合物 の濃度は予備実験 によ り大 部分の化 合 物 が50%

前 後の阻害を示す よ うな8mMの 濃度を選 んだ。

図4を み るとCycloheptimidazole-2(1H)-oneは お

よそ30%の 阻害 を示 し,こ れがNa塩 に なる とや や阻

害が少な くなる。 さらにイ ミダ ゾロ ン環 のN原 子の うち

2の 位置 のNをSで 置換す る と阻害 はわず かなが ら強 く

な る。 さらにア メ トヘパ ゾコのよ うに2のN原 子に種 々

の可溶性 にす るための基を結合 させ ても効 果はあ ま り変

らないから,Cycloheptimidazolon核 そ のものがDNA

合成 に対 して阻害的に働 くもの と考 え られ る。

3.　 がん細胞チ ミジンキナーゼ 活 性 に対す るCyclo- 

heptimidazolon誘 導体の効果

チ ミジンを前駆体 としてDNA合 成をみ る ときは チ ミ

ジ ンが まず チ ミジンキナ ーゼに よつ て燐 酸化 され,さ ら

にチ ミジ レー トキナ ーゼ が働 き,チ ミジン三 燐 酸 が 生

じ,さ らにDNА ポ リメラーゼが働い てDNAが 合 成

され る。 この時,律 速段 階 とな るのはチ ミジ コキ ナーゼ

であ るといわれてい る。

そ こでCyclohePtimidazolon誘 導体の阻害作 用 が が

ん細胞の チ ミジ ンキナ ーゼあ るいは チ ミジ レー トキナー

ゼの段階 で作 用す るか否かを調べ てみた。 その成績 は図

5に 示す よ うに,ほ とん ど対照 と異 ならず,が ん細胞 の

チ ミジキナーゼに対 し て はCycloheptimidazolonは 阻

害作用 をあま り示 さない こ とが明らか となつ た。

4.　 再生 肝のDNA合 成に対 す るア メ トヘパ ゾンの

作 用

正常 肝ではほ とん どDNAは 合成 されないので,肝 細

胞 でのDNA合 成をみ るためには再 生肝 を使 うよ りほか

はない。再 生肝のDNA合 成 の うち ミ トコン ドリアDNA

の合成は肝の部分切除 後かな り早 く,12時 間頃 か らゆ

つ く り始 まるこ とがNASS13)の 実験 に よつて知 られてい

る。 しか し細胞核 のDNA合 成 は肝 の部分切除後24時

間頃か らお こる といわ れている。

図3.　3Hチ ミジンの肝 ガんDNAへ の とりこみ

Incorporation of 3H-Thymidine 
into Hepatoma DNA

図4. サイクロヘプチイミダ ゾロンのDNA合 成 に対 する効 果

Inhibition of DNA Synthesis by Cycloheptirnidazolon 

図5.　チ ミジ ンキナーゼ 活 性 に対 するサ イクロヘ プ

チ イミダ ゾ ロンの効 果

Effect of Cycloh: ptimidazolon on Cancer 
Thymidine Kinase 
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細胞核には クロマチ ンのDNAと 核 仁 のDNAと あ

り,こ れが再生肝で同時に合成がお こなわれ るか否 かに

つ いてはまだ報告がない。そ こでまず これを確 かめてみ

た ところ,い ず れのDNAも24時 間 頃 か らDNA合

成 の山が急激に始 まることが確かめ られ た(図6)。

次に ア メ トヘパ ゾン10mgを0.2mlの 生理的食塩

水 に溶解 し,動 物を犠牲にす る2時 間前に腹腔 内に注射

した。さ らに1時 間前に3Hチ ミジンを腹腔 内に注射 し

て,再 生肝でのDNА 合成に対す るアメ トヘパ ゾンの注

射 の影響をみた実験成績 も図6に 示 した。

図で も明 らかな よ うに アメ トヘ パ ゾン注射 群は肝 の部

分切除後22時 間 です でにかな りDNA合 成 率が上昇 し

てい るが,対 照動物に くらぺれば上昇 の限 度は低い。肝

の部分切除後22時 間 でみ る とアメ トヘ パ ゾソはDNA

合成を促進す る ようにみ え,24時 間では抑制す る よ う

にみ えるのである。

す なわ ちアメ トヘ パゾ ンは再 生肝 でのDNA合 成の立

ち上 りを早め てい るよ うにみ えるのである。

一一般 に再生肝 でのDNA合 成 の第1段 階はチ ミジ ンキ

ナ ーゼの活性化 であつて,こ れは個体に よつては肝 の部

分切除後22時 間附近 で始 ま り,24時 間 ではほ とん ど

の個体のチ ミジ ンキナーゼ活性は上昇 してい る。 このよ

うな成績からア メ トヘパ ゾンはチ ミジ ンキナ ーゼ の活性

化 の段階に何 らかの影響 を及ぼす ものではないか と考 え

られる。

一実験3に 示 した よ.うにCycloheptimidazolonは が ん

細胞 のチ ミジ ンキナ ーゼ活性 には何等の影響を及ぼ さな

い。 これはがん細胞 では チ ミジンキナ ーゼがす でに活性

化 されてい るか らであろ うと考 え,正 常肝にC.P.factor

を加えた時のチ ミジ ンの リン酸 化の段階 と,再 生肝 に於

けるチ ミジ コキナ ーゼ が 活 性 化 さ れ る時 期 にCyclo-

heptimidazolon誘 導体 が ど うよ うな影響を及 ぼ す か 調

べ てみた。

5.　 正常肝にC.P. factorを 加 え た 時のチ ミジンの

リン酸化 とCycloheptimidazolon、 誘導 体による阻害

正常肝チ ミジ ンキナーゼの酵 素液を嫌気性細菌 由来 の

C.P.factorと ともに37℃ 10分 間保温す る.とそ の活性

は2倍 以上に増す。 この過程にCycloheptimidazolon誘

図6.　再生肝のクロマチンおよび核仁のDNA

合成とアメトヘパゾン投与の影 響

Chr;ク ロマチン　 C:コ ントロール

No:核 仁　 AH:ア メトヘパゾン投 与群

図7.　チミジンキナーゼ 活 性 におよぼ す

サイクロヘプチイミダゾロンの影 響

Normal liver Tdr kinase with Cl. w. f. 
Effect of Cycloheptimidazolon

図8.　再生肝チミジンキナーセ"に対 する

アメトヘパゾンの影 響

Tdr-kinase in Regenerating Liver



178 CHEMOTHERAPY MAY 1971

導体を加 える と阻害を示す もの と軽度 の促進を示 す もの

とが ある(図7)○ しか しアメ トヘ パ ゾンは明 らか に 阻

害 を示 した。 この成績は再生肝 でのDNA合 成の アメ ト

ヘ パゾ ンに よる早 期促進を説 明 しない ので,再 生肝のチ

ミジ ソキナーゼについて アメ トヘ パゾ シの影 響を しらべ

てみた。

6.　 再生肝 のチ ミジ ンキナーゼ活性 に対するア メ トヘ

パ ゾンの影響

再生 肝を もつ動物 に 犠 牲 前2時 間にア メ トヘパ ゾン

10mgを 腹腔 内に男注射 した成績を 図8に 示す 。1群 は3

頭 で図8に はその平均を示 した。再 生20時 間 目に アメ

トヘ パゾ ン投与群のチ ミジ ソキ ナーゼ は対 照に くらべ て

40%も 増加 してお り,こ れ が再生肝22時 間 目のDNA

合成 を促進 させた原因 である と思わ れる。

その後,22時 間,24時 間 と時 間の経過がすすむ とア

メ トヘパ ゾン投与群は明 らかに対照 に くらべて チ ミジ ン

キナー ぜの活性増加 が少 な くない。 これがDNA合 成 の

阻害 となつて図6に あ らわれ ている もの と思われ る。

IV.考 察

哺乳類細胞のDNA合 成は細菌のDNA合 成 とはか

な り異 なつてい るもの と考 えられるので,が ん細胞 の増

殖抑 制効果をDNA合 成阻害 の面 か らみ る場合,細 菌 の

DNA合 成系を用 いるのは適当でない。本研究 に於い て

は多数の薬剤を用い てDNA合 成 の阻害の スク リーニ ン

グ試験 として,腹 水型 ヘバ トーマ 細 胞 をinvitroで1

時 間3Hチ ミジ ンとともに培養す る方 法を とつた。

この方法は常に対照を置い てその値を100%と して阻

害 度を求め るの で図3に 示す ように数 回の実験に於い て

も比較 的一定 した値 を 示 すCycloheptimidazolon誘 導

体 の うちで比較的強い阻害 を示 した の はmaleate誘 導

体 であつて,他 は大同小異 であつた。 この うち アメ トヘ

パゾ ンについて さらに10倍 濃 度を強 くす るとほ とん ど

DNA合 成はみ られず,1/10に 濃 度を うすめ ると阻害 は

ほ とん どみ ら れ な くな る。が ん細胞 のDNA合 成 が

Cycloheptimidazolonに よつて阻害 され るのは最 初のチ

ミジ ンの燐酸 化す なわ ちチ ミジ ンキナ ーゼ の反応段 階で

はないか と考 えて,実 験 を試 みたが,が ん細胞 の場 合は

ほ とん ど,ど の七 員環 化合物 も大 きな阻害 はみせ ない。

しか し正常 肝の ようにチ ミジンキナ ーゼが活性化 してい

ない場合 は一部 の化 合物にチ ミジ ンキ ナーゼ の活性 化を

妨げ る現象がみ られた。けれ どもこの阻害 とDNA合 成

の阻害 とは平行関 係を示 していない。

それゆ えCycloheptmidazolon誘 導体 のがん細胞DNA

の合成阻害 はむ しろDNAポ リメラーゼの阻害 と考 えら

れ,こ れ も実際 に証 明された(表9)。

再生肝 のDNА 合成 の場 合はア メ トヘパ ゾ ンに よる阻

害がみ られる。ただ アメ トヘパ ゾンを投与 した場合DNA

合成 の時 期がやや早 まるのが特徴 である。 こ の 早 期 の

DNA合 成は クロマチ ンに も核 仁に も同様に み られ る。

これ はチ ミジソキナ ーゼ活性 が一一時 ア メ トヘ パ ゾンによ

つ て促進 され るため であ るこ とが証 明され た。 この促進

は時 間の経 過 とともに阻害に なるこ とも,DNA合 成 の

阻害 と一致す る。

V.　 結 論

Cycloheptimidazolon誘 導体はがん細胞のDNA合 成

を阻害す る。誘 導体の化学構造 と阻害度 の関係 はあま り

明らかではない。 この種の化合物 のチ ミジ ンキナーゼ に

対す る阻害作用はあ ま り強 くないの で,DNA合 成 の 阻

害 作用はCyclohePtimidazolon核 その もの に あ つ て,

これがPrimerと な るDNAと 結合 して,DNА ポ リメ

ラーゼ作用を妨 げる もの と考えられ る。
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INHIBITION OF DNA SYNTHESIS IN LIVER AND 

HEPATOMA CELLS BY CYCLOHEPTIMIDAZOLON DERIVATIVES 

TOMIYA FUKUDA 
Department of Oral Surgery and Biochemistry, Chiba University School of Medicine 

Cycloheptimidazolon is a compound similar to benzimidazolon but with seven-members ring instead 
of benzene ring. One of these compounds, 1 (2-dimethylaminothyl) cycloheptimidazole-2 (1 H) -one 
was injected intraperitoneally with 32P to the rats bearing regenerating liver. In those rats, DNA 
synthesis was observed 2 hours earlier than the control rats. Thymidine kinase extracted from the 
same regenerating liver was found markedly enhanced. On the contrary, when rat ascitic hepatoma 

(AH 130) was incubated in vitro for 60 minutes with 3H-thymidine and 8 mM of cycloheptimidazolon 
derivatives, remarkable inhibition was observed. In these cases, although an appreciable inhibition 
was not found in thymidine kinase activity by these compounds, DNA polymerase extracted from 
hepatoma cells was suppressed by in vitro addition of cycloheptimidazolon derivatives. Thus, these 
compounds showed a selective inhibition on DNA synthesis in cancer cells but not on DNA replication 
in regenerating liver. 


