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はじめに

　フェノキサジン化合物（phenoxazine）は、1940年代

に発見され癌の化学療法剤として応用されたアクチ

ノマイシンD1）の骨格成分である（図1）。アクチノマ

イシンDとその誘導体化合物の化学構造については、

ドイツのBrockmannらが精力的に検討した2・3）。しか

しながら、アクチノマイシンDとその誘導体は抗癌作

用は強いが副作用も強いことから現在では臨床的に

はほとんど用いられておらず、DNA依存性RNAポ

リメラーゼの特異的阻害剤として名をとどめている

に過ぎない4）。また化学合成した種々のフェノキサジ

ン化合物がほとんど生物活性を示さないことから5・6）、

フェノキサジンは医学の領域では忘れ去られていた

感がある。筆者は種々の酸化剤によるヘモグロビンの

酸化還元反応を調べていたときに偶然、3一ヒドロキシ

アントラニル酸がヘモグロビンによってシンナバリ

ン酸というフェノキサジン化合物に代謝されること

を見出した7）。これが発端となって、種々の芳香族化合

物、とくにオルトアミノフェノール誘導体のフェノキ

サジンへの代謝反応が筆者らにより発見された8－1’）。

これらの反応で合成されるフェノキサジン化合物は

比較的水溶性であり、しかも抗腫瘍作用など多彩な生

物活性をもつことが明らかとなってきた12－22）。梅毒の

特効薬として化学療法の高高となった秦とEhrlichに

よるサルバルサン（Salvarsan）がオルトアミノフェ

ノールの砒素化合物であったことを想起するならば、

また本年9月にはEhrlich生誕150年記念の国際学会

（World　Conference　of　Dosing　of　Antiinfectives）が

ニュールンベグで開催されたことから、オルトアミノ

フェノールを出発物質として合成される水溶性フェ

ノキサジンの生物活性についてretrospectiveあるいは

perspectiveな見地から見直して良いのでないかと思わ

れる。

　本論文では筆者らが見出した水溶性フェノキサジ

ンの生物活性について仮説を織り交ぜながら以下の

点について解説したい。

　1．シンナバリン酸の生合成と生物活性、II．キサン

トマチンについて、III．オルトアミノフェノールによ

るヘモグロビンの酸化還元反応と2一アミノフェノキ

サジンー3一オンの生成、IV，抗腫瘍活性をもつ水溶性

フェノキサジン、V．水溶性フェノキサジンPhx－1、

Phx－2、　Phx－3の種々の抗微生物活性、　VI．　Phx－1およ

びPhx－2の活性型リンパ球に対する抑制作用、　VII．

水溶性フェノキサジン化学構造のもつ意義について。

1．シンナバリン酸の生合成と生物活性

　シンナバリン酸（cinnabarinic　acid）は筆者らの水

溶性フェノキサジン化合物の発見の糸口となったこ

とから、この化合物から解説を行う。

　私達はオルトアミノフェノール誘導体であり、生体

内物質である3一ヒドロキシアントラニル酸（3一
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Fig．1　Chemical　structure　of　actinomycin　D
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Fig．　2 Changes　in　absorption　spectra　of　oxyhemoglobin　caused　by　the　addition　of　3－hydroxyanthralinic　acid．　Final　concentra－

tion　of　500　pt　M　3－hydroxyanthralinic　acid　was　added　to　oxyhemoglobin　solution　（100　pt　M　in　heme），　and　the　reaction　was

performed　at　250C　for　30　min．　The　changes　in　absorption　spectra　of　oxyhemoglobin　were　pursued　between　500　nm　and

650　nm．　The　increase　in　absorbance　at　630　nm　and　decrease　in　absorbance　at　578　nm　are　characteristic　for　the　oxidation

of　oxyhemoglobin．
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Table　1　Rates　of　oxidation　of　oxyhemoglobin　and　those　of　reduction　of　methemog－

　　　　lobin　by　3－hydroxyanthralinic　acid　（3－HAT）　and　3－hydroxykynurenine

　　　　（3－HKN）．

Oxidation　rates　of　oxyhemoglobin

　　　　　（pt　M／min）

Reduction　rates　of　methemoglobin

　　　　　（ptM／min）

（十）　3－HAT

　O．52

（十）　3－HKN

　O．52

（十）　3－HAT

　1．75

（十）3－HKN

　O．31

hydroxyanthranilic　acid，3－HAT）を赤血球浮遊液に添

加したところ、見る見るうちに赤血球の鮮紅色は褐色

へと変化した7）。このことは3一ヒドロキシアントラニ

ル酸が赤血球内のヘモグロビンを酸化していること

に他ならない。そこで精製したヘモグロビンを用いて

3一ヒドロキシアントラニル酸によるヘモグロビンの酸

化還元反応を調べた。その結果、図2に示すように、オ

キシヘモグロビンは3一ヒドロキシアントラニル酸に

より容易に酸化されることが示された。また酸化型ヘ

モグロビンであるメトヘモグロビンに3一ヒドロキシ

アントラニル酸を添加すると、メトヘモグロビンは還

元されることが示された（表1）。さらに、オキシヘモ

グロビンと3一ヒドロキシアントラニル酸の反応液を

セファデックスG－25（fine）カラムにのせ、溶出する

と、ヘモグロビン以外に鮮やかなオレンジ色の化合物

が存在することが明らかとなった。図3は赤血球浮遊

液に3一ヒドロキシアントラニル酸を添加し、一定時間

ごとに上清を回収して吸収スペクトルを得た結果を

示す。時間とともに、450nmに特徴的なピークをもつ

吸収スペクトルが得られた。この化合物を種々の物理

化学的方法により同定すると、3一ヒドロキシアントラ

ニル酸が2分子縮合したシンナバリン酸であること

が分かった。シンナバリン酸の合成反応とその化学構

造式を図4に示す。3一ヒドロキシアントラニル酸は生

体ではトリプトファンから3一ヒドロキ・シキヌレニン

を経て、合成される。最終的には3一ヒドロキシアント

ラニル酸はNADに代謝されるが、シンナバリン酸へ
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Fig．3　Time　course　of　cinnabarinic　acid　formation　during

　　　incubation　of　human　erythrocytes　with　3－
　　　hydroxyanthralinic　acid　（3－HAT）．　Absorption　spectra

　　　of　the　samples　obtained　by　the　reaction　mixture　of

　　　human　erythrocytes　and　3－HAT．　The　erythrocytes

　　　were　incubated　with　3－HAT　at　370C　for　2　hours．　The

　　　samples　were　taken　out　at　intervals　for　analysis．　The

　　　hemolysates　were　passed　through　a　column　of　Sephadex

　　　G－25　（fine　grade）．　The　orange－colored　portions　of　the

　　　efHuent　were　collected　and　measured　spectro－
　　　photometrically　between　440　nm　and　500　nm．

　（1）
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Fig．4　Process　of　cinnabarinic　acid　formation　during　the　oxido－reductive　reactions　of　hemoglobin　with　3－hydroxyanthranilic　acid

　　　（3－HAT）．　3－HAT　is　oxidized　by　oxyhemoglobin　or　methemoglobin，　while　oxyhemoglobin　is　oxidized　by　3－HAT　or

　　　methemoglobin　is　reduced　by　3－HAT．　o－Quinoimine　is　an　oxidized　form　of　3－HAT
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の合成経路は知られていなかった。赤血球内では3一ヒ

ドロキシアントラニル酸（3－HAT）はまずヘモグロビ

ンとの反応でキノイミン型に酸化され、さらに3一ヒド

ロキシアントラニル酸（3－HAT）と2分子縮合し、シ

ンナバリン酸になる。この反応にはベンゼン環に水酸

基とアミノ基とが隣り合せの位置、すなわちオルトの

位置にあることが必要であり、フェノキサジンの生合

成反応に共通する特微である。ヘモグロビン以外には

カタラーゼ、チトクロームCのようなヘム蛋白質が2一

ヒドロキシアントラニル酸を酸化縮合し、シンナバリ

ン酸を生成させることが報告されている23）。また、シ

ンナバリン酸はある種の真菌類で合成され24）、それが

抗生物質作用をもつこと、ミトコンドリアの呼吸系酵

素の作用を抑制することなどが報告されている25）。

II．キサントマチンについて

　3一ヒドロキシアントラニル酸の前駆体物質でありオ

ルトアミノフェノール骨格をもつ3一ヒドロキシキヌ

レニン（3－HKN）とヘモグロビンとの反応で生成さ

れる化合物について検討をおこなった9）。その結果、3一

ヒドロキシキヌレニンはオキシヘモグロビンを酸化

するとともにメトヘモグロビンを還元する作用をも

つこと、また3一ヒドロキシキヌレニンはこれらの反応

過程でキサントマチン（xanthommatin）という褐色

のフェノキサジン化合物に変化すること、などが明ら

かとなった（図5）。3一ヒドロキシキヌレニンもベンゼ

ン環に水酸基とアミノ基とが隣り合わせにあるオル

トアミノフェノールの誘導体である。図5に示すよう

に、3一ヒドロキシキヌレニンはヘモグロビンとの反応

によりキノイミン型に酸化され、さらに2分子縮合

し、キサントマチンへと代謝される。これまでキサン

トマチンは生体物質としては知られていないが、この

反応は生体でもキサントマチンが生合成されうると

いう1例である。

　キサントマチンはButenandtら26・27）が精力的に研究

したフェノキサジン化合物であり、多くの昆虫の眼の

光センサー色素として、また特定の昆虫の羽根の成分

として位置づけられている。一方、褐色白内障の患者

の水晶体は暗褐色であり、視覚的にはキサントマチン

の色に類似している。従来より、褐色白内障の水晶体

の褐色物質の本体は多くの研究者が分析したものの、

不明であった。しかしながら、老人性白内障の水晶体

の褐色物質は水晶体蛋白質であるクリスタリンに形

成されている、水晶体には3一ヒドロキシキヌレニンが

一定濃度溶解している28）、褐色物質の生成に関してキ

ノイド説（芳香族化合物、例えばキノン誘導体による

白内障生成説）が荻野により提示されていた29）、太陽

紫外線による酸化反応が褐色物質の生成に関与す

る30・31）、などの有力なデータがあった。筆者らは褐色物

質の本体は3一・tドロキシキヌレニンの酸化によって

生成されたキサントマチンでないかと考え、1988年よ

り金沢大学医学部眼科教室と協力して老人性白内障

（＝褐色白内障）の水晶体について分析を行った32・33）。

図6は軽症（Pirie　I型）と重症（Pirie　IV型）の老人

性白内障水晶体を示す。軽症の水晶体は薄恥緑色で半

透明で柔らかい。一方、重症のいわゆる褐色白内障水
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Fig．5　Process　of　xanthommatin　formation　during　the　oxido－reductive　reactions　of　hemoglobin　with　3－hydroxykynurenine

　　　（3－HKN）．　3－HKN　is　oxidized　by　oxyhemoglobin　or　methemoglobin，　while　oxyhemoglobin　is　oxidized　by　3－HKN　or

　　　methemoglobin　is　reduced　by　3－HKN．　o－Quinoimine　is　an　oxidized　form　of　3－HKN．
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Fig．7　Absorption　spectra　of　the　homogenates　of　brunescent

　　　cataractous　lenses　with　high　pigmentation　under

　　　different　conditions．　The　absorption　spectra　were

　　　measured　at　different　pHs　and　in　1：1　chloroform／

　　　methanol　solution．

晶体は暗褐色で、不透明で非常に硬い。この褐色物質

は蛋白質成分からの抽出が難しく、私達はクリスタリ

ン内部に褐色物質が形成されていると推測せざるを

得なかった。そこで、私達は重症と軽症の老人性白内

障患者から得た水晶体蛋白質について吸収スペクト

ルの測定を行った。その結果、重症白内障水晶体の褐

色物質の吸収スペクトルは種々の条件でキサントマ

チンと良く一致することが明らかとなった（図7）。こ

の結果から、私達は老人性白内障水晶体の褐色化につ

いて図8のようなメカニズムを提唱した。まず水晶体

蛋白質のクリスタリンを構成するアミノ酸であるト

リプトファンが太陽紫外線によりクリスタリン内部

で3一ヒドロキシキヌレニンへと代謝される。次いでク

リスタリン中に生成した3一ヒドロキシキ・ヌレニンは

太陽紫外線の酸化作用により水晶体の細胞質部分に

溶解している3一ヒドロキシキヌレニンと縮合反応を

おこし、クリスタリンの中にキサントマチンあるいは

その類似物質が形成されるという考えである。クリス

タリンから褐色物質の抽出が難しいのは共有結合で

蛋白質内部に存在しているためであろうと考えられ

る。蛋白質の中に低分子化合物が形成される特異な例

として、サイログロブリン中に形成されるサイロキシ

ンがある。しかしながら、水晶体の不溶性クリスタリ

ンから褐色物質を抽出して化学構造の決定がなされ

ていないことから、老人性白内障水晶体の褐色物質の

本体については未解決である。なお、1950年代に大阪

大学の荻野周三博士が開発し、眼科領域で白内障予防

薬として広く使用されているカタリン34）の本体は化

学合成されたキサントマチンであること、昆虫の眼の

光感受性物質や赤蚕の赤褐色色素もキサントマチン

であることも、褐色白内障水晶体と関連して興味深

い。

III．オルトアミノフェノールによるヘモグロビンの

　　酸化還元反応と2一アミノフェノキサジンー3一オン

　　（Phx－3）の生成について

　オルトアミノフェノールは3一ヒドロキシアントラ

ニル酸や3一ヒドロキシキヌレニン同様、ベンゼン環の

オルトの位置に水酸基とアミノ基をもつ単純な化合

物である。オルトアミノフェノールは従来よりメトヘ

モグロビン血症を引き起こす物質35・36）として知られ

ているが、メタアミノフェノールやパラアミノフェ

ノールと異なり腎毒性がほとんどない36）。これは図9

に示すようにオルトアミノフェノールが毒性のない

2一アミノフェノキサジンー3一オン（Phx－3）に迅速に代

謝されるためと考えられる8・37）。私達はオルトアミノ

フェノールがオキシヘモグロビンを酸化するととも

に、メトヘモグロビンを還元する作用もあること、ま

たこの反応過程でPhx－3が生成されることを明らか

にした。これらの反応は赤血球レベルでも起こる8）。

VI．抗腫瘍活性をもつ水溶性フェノキサジン

　筆者らはオルトアミノフェノール型の芳香族化合

物がヘモグロビンの酸化還元作用をもつとともに、同

時に自分自身はその反応によりフェノキサジン化合

（5）
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驚
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Fig．9　Process　of　2－aminophenoxazine－3－one　（Phx－3）　formation　during　the　oxido－reductive　reactions　of　hemoglobin　with

　　　o－aminophenol．　o－Aminophenol　was　oxidized　by　oxyhemoglobin　or　methemoglobin，　while　oxyhemoglobin　is　oxidized

　　　by　o－aminophenol　or　methemoglobin　is　reduced　by　o－aminophenol．　o－Quinoimine　is　an　oxidized　form　of　o－

　　　aminophenol．mRNA　expressions　of　IL－8，　MCP－1　and　RANTES，　detected　by　RT－PCR，　in　HDMEC　8　h　after　treatment

　　　with　neurotransmitters　or　TN　F－a．　SP：substance　P　（10“‘M），　NA：noradrenaline　（10ng／ml），　CGRP：calcitonin

　　　gene－related　peptide　（10m6M），　TN　F－a：　tumor　necrosis　factor－cr　（500　U／ml）．

物に代謝されることを見出した。フェノキサジンは癌

の化学療法剤として発見されたアクチノマイシンD

（図1）の骨格をなしているが、このことはフェノキサ

ジン自身が抗腫瘍作用を示す可能性があることを示

唆する。しかしながら、アクチノマイシンDと数多く

のアクチノマイシンD誘導体の抗癌作用について

1950年代に縦断的に検討がなされたが、アクチノマイ

シンDを越える化合物が発見されなかったことから、

フェノキサジン化合物の抗癌作用については顧みら

れることはなかった。1991年には化学合成したフェノ

キサジン化合物には抗癌作用はほとんどないことを

Motohashiらが報告しているほどである5）。

　1985年より筆者は金沢大学医学部癌研究所の越村

三郎博士とともに、種々のオルトアミノフェノール誘

導体とヘモグロビンとの反応で生合成される水溶性

フェノキサジン化合物を分離し、それらの化合物の抗

腫瘍作用について検討を開始した。図10にヘモグロ

ビンとの反応で種々の水溶性フェノキサジン合成に

使用されたオルトアミノフェノール誘導体を示す。こ

れらの化合物のうち、2一アミノー5一メチルフェノール、2一

アミノー4一メチルフェノール、およびオルトアミノフェ

ノールから合成されるPhx－1、　Phx－2、　Phx－3はマウス

を用いた癌細胞株の移植実験で強い抗腫瘍作用を示

すとともに、副作用も非常に少ないことが初期の段階

で明らかとなった38・39）。しかしながら、2一アミノー3一メチ

ルフェノール、2一アミノー6一メチルフェノール、2一アミ

ノー3一カルボキシー6一メチルフェノールから合成される

水溶性フェノキサジン、Phx－4　Phx－5　Phx－6はマウス

に対して副作用が強く、マウスの死亡例が多かったこ

とから以後の抗腫瘍作用の実験には使用しなかった。

またシンナバリン酸およびキサントマチンも水溶性

フェノキサジンに含まれるが抗腫瘍作用は少なかっ

（6）
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Fig．10　Chemical　structures　of　various　o－aminophenol　derivatives　used　for　the　biosynthesis　ofwater－soluble　phenoxazines　during

　　　　the　oxido－reductive　reactions　of　hemoglobin．

sA’・権・1

CHζ65ﾈC弩4

N2NH，
3

o P血x－1

2－alnino・4，4a－dih：ydro－4a，7－d血ethy1・3H・phenoxazine・3－one

　　　　　　　　　　9　　　　ユ0　　　　1

　　　　　CH　8ク　　9a　N、0　　　2

　　　　　　　・」ヤC藻《P歴2

3－amino－1，4a－d丑Lydエ。－4a，8・dimeth；yl－2H－phenoxaz血e－2－one

一 N sc　： NH2

Phx‘3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ミ＼　　O　N　　O

　　　　　　　　　　　　　　　　　　2－Aminophenoxaz　ine－3－one

Fig．　11　Chemical　structures　of　Phx－1，　Phx－2　and　Phx－3．　These　water－soluble　phenoxazines　were　biosynthesized　by　the　oxido－

　　　　reductive　reactions　of　bovine　hemoglobin．

たので本研究からは除外した。

　図11はヘモグロビンとの反応で生合成されたPhx－

lPhx－2　Phx－3の化学構造を示す（これらの構i造決定

には1985年以降、数年を要した）。筆者と共同研究者

らはこれらの水溶性フェノキサジンのうち、Phx－1を

中心に抗腫瘍作用を詳しく検討した。それらの結果を

表2にまとめる。すなわち、Phx－1はMeth　A　car－

cinoma　cellsi3），　KB　cells’2），　human　leukemia　cells　（K562，

HL－60，　HAL－02）i‘）．　human　lung　adenocarcinoma

（A549，　H226）20）．　Burkitt　lymphoma　（P3HR－1）i5）．

（7）
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Table　2　lnhibitory　effects　of　Phx－1　on　various　carcinoma　cell　lines

Dose　to　cause　5090　inhibition

of　cell　or　tumor　growth

　　　ptM　mg／kg’
Meth　A　carcinoma　cells

KB　cells　（human　epithermoid　cell　carcinoma）

Human　leukemia　cells　（K562，　HL－60，　HAL－02）

Human　lung　adenocarcinoma　cells　（A549，　H226）

Burkitt　lymphoma　（P3HR－1）

Human　T　cell　lymphoblastoid　cells　（Molt－49

Human　endometrial　adenocarcinoma　cells

　　　　　（EN，　KLE）

Glioma　cells　（rat　C6）

　20

　5
50－70

　20

　40

50－100

2

5

2

OD2＊＊

’　Phx－1　was　administered　to　mice，　subaxillarily，　once　a　day　for　2　weeks．

’＊　Rat　C6　glioma　cells　were　transplanted　in　nude　mice，　and　Phx－1　was　administered

　subaxillarily，　once　a　day　for　2　weeks．

120

100

　　80

葡
．2

1　60
お

承

　　40

20

o
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　　　　　　　　　　　　　　　　Concentrations　of　Phx－1（u　M）

Fig．　12　Anti－proliferative　effects　of　Phx－1　on　human　epidermal　carcinoma　cell　line，　KB　cells　at　various　concentrations．

human　T　cell　lymphoblastoid　cells　（molt－4）’5）．　human

endometrial　adenocarcinoma　cells（EN，　KLE）19）および

glioma　cells（rat　C6）40）などの癌細胞株に対して、　in

vitroおよびin　vivoの実験系で抗腫瘍作用を示した。

Phx－1はin　vitroでは2～100μM濃度の範囲で抗腫瘍

作用を示し、in　vivoではマウスの実験で0．02～5　mg／

kgの投与量で癌細胞の増殖を抑制した。　Phx－2および

Phx－3もPhx－1と同様に抵腫瘍作用を示すが、細胞系

によって作用の強さは異なっている。

　図12はKB　cells（ヒト類上皮細胞癌）に対する

Phx－1の典型的な増殖抑制作用を示す。　KB　cellsは30

Pt　M以上の濃度でほぼ100％増殖が抑制された。そこ

で、in　vivoでのPhx－1の癌細胞増弼印制作用をマウス

を用いて調べた（図13）。この場合、比較のために強い

抗癌剤である5－FUを用いた。その結果、マウスに移

植されたMeth　A　carcinoma　cellsは5mg／kgの投与量

で腫瘍サイズが約40％縮小した。一方、5－FUを投与し

た場合は7．8mg／kgの投与量で腫瘍サイズが約50％

縮小した。図14と図15はマウスに対するPhx－1の副

作用を5－FUと比較して検討したものである。図14に

示すように、15．6mg／kgの5－FU投与ではマウスの体

重は投与10日後に極端に減少し、死亡した。一方、

Phx－1投与群では20　mg／kg以内では体重減少もなく、

死亡例もなかった。図15はPhx－1と5－FUの血液細胞

（8）
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Fig．　15　Effect　of　Phx－1　and　5－FU　on　leukocyte　count　in　blood　of　mice．　BALB／c　Female　mice，　8　weeks　old，　were　daily　given

　　　Phx－1　at　doses　of　10　and　20　mg／kg　or　5－FU　at　doses　of　7．8　and　15．6　mg／kg　i．p．　for　14　consecutive　days．　The　leukocyte

　　　counts　in　blood　were　measured　the　day　after　the　final　treatment　with　the　compounds．　Each　group　consisted　of　10　mice

　　　except　for　eight　in　the　Phx－1　20　mg／kg　and　nine　in　the　5－FU　7．8　mg／kg　groups　at　the　beginning．　Five　of　10　mice　died

　　　by　the　day　of　the価al　treatment　with　l　5．6　mg／kg　of　5－FU．　Open　circles　represent　individual　mice　and　closed　circles

　　　represent　the　means．　“’p〈O．Ol　versus　control．

に対する作用を調べたものである。Phx－1投与では血

液中の白血球数はほとんど減少しないのに対して、5－

FU投与では極端に減少した。これらの結果はPhx－1

はマウスに対してほとんど副作用を示さないことを

示唆している。Phx－1による癌細胞増殖のメカニズム

としてはPhx－1によるアポトーシス誘導が示されて

いるが12・15・19・20）、その詳しい経路については未だ十分な

説明が出来ていない。

V．水溶性フェノキサジンPhx－1、　Phx－2、　Phx－3の

　　種々の抗微生物活性

　昭和20年前後、金沢大学医学部結核研究所の越村

らはオルトアミノフェノールが抗結核作用を持つこ

とをin　vitroで示し、さらに結核患者の治療にも有効

性があることを明らかにした41）。この発見はPAS（パ

ラアミノサリチル酸）が結核の化学療法剤として使

用される前になされたものであり、結核の化学療法剤

に関しては先駆的な研究であった。しかしながら、戦

中、戦後の混乱期であったことと邦文で報告されてい

たため、残念ながら海外での評価は得られなかった。

1950年になり安西らは東京都国立市の土壌の微生物

よりケスチオマイシンAとBを分離し、これらが抗

結核作用を示すことをin　vitroの実験系で証明し

た42）。このケスチオマシンAとBの本体はオルトアミ

ノフェノールとそれから合成される2一アミノフェノ

キサジンー3一オンであった。しかしながら、ケスチオマ

イシン（question＋mycin）の名前が影響したためか

その作用についての具体的な研究はその後はなされ

ていない。

　オルトアミノフェノールとヘモグロビンとの反応

で得られたPhx－3はこのケスシオマイシンBと同一

物質であった8・22）。また、オルトアミノフェノールの抗

結核作用に関する越村の報告から約40年を経て同博

士とPhx－3を含む水溶性フェノキサジンの抗腫瘍作

用を検討することになったが、その成果は前項で述べ

た。本項ではPhx－1、　Phx－2、　Phx－3の抗微生物作用に

ついて得られた研究結果を述べる18・22）。

　図16に示すように、Phx－1を予めVero細胞と1時

間ほど混和放置したのち、ポリオウイルスを接種する

と、ポリオウイルスの増殖は強く抑制された18）。Phx－2

についても同様な結果が得られた。しかしながら、

Phx－1あるいはPhx－2とポリオウイルスを同時に

（　10　）
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Fig．　16　Antiyiral　effects　of　Phx－1　on　poliovirus．　Vero　cells　were　seeded　in　a　96－well　microplate　at　a　density　of　2×105　to　3×

　　　　　105　cells　per　well　in　culture　medium，　and　cultured　at　37aC，　for　2　days．　Then，　Phx－1　solution　（20　mM）　in　DMSO　diluted

　　　　　with　a－MEM，　was　added　to　the　cells　in　each　well，　to　be　a　final　concentration　of　O　ptg／ml　（DMSO　alone），　O．25　ptg／ml，

　　　　　O．5　ptg／ml，　1　ptg／ml　and　2　ptg／ml．　After　1　hour　incubation　at　37eC，　the　supernatant　was　removed　from　the　well　by　an

　　　　　aspirator．　At　this　time，　poliovirus　suspensions，　which　had　been　serially　diluted　with　ev－MEM　to　obtain　a　500ro　tissue

　　　　　culture　infectious　dose　（TCIDso），　defined　as　dilution　ratio　of　the　virus　to　generate　50％　disruption　of　the　cells，　were

　　　　　inoculated　into　Vero　cells　in　each　well．　Cells　were　then　incubated　at　370C，　for　1　hour．　After　the　supernatant　was

　　　　　removed　by　an　aspirator，　various　concentrations　of　Phx－1　solution　were　added　to　the　cells　in　each　well，　and　the　cells　were

　　　　　incubated　at　37eC，　for　2　days．　After　2　days，　the　disruption　of　Vero　cells　was　determined．

Table　3 Inhibitory　effects　of　Phx－1，　Phx－2　and　Phx－3　on　poliovirus，　bovine　parvovir－

us，　Helicobacter　pylori，　mycobacteria　and　Escherichia　coli

Minimum　inhibitory　concentrations　（yg／ml）

Phr－1　Phx－2　Phx－3
Poliovirus

Bovine　parvovirus

Helicobacter　pylori

Mycobacterium　scrofulaceum

Mycobacterium　kansasii

Mycobacterium　tuberculosis

Escherichia　coli

　　2

　　1

　　2．8

　22．5

＞　45

＞　45

　　2

　　2

　　1．4

　11．3

＞　45

＞　45

　　O．78

　　2．8

＞　45

＞　45

＞　45

Vero細胞に添加するとポリオウイルスの増殖は全く

抑制されなかった。これらの結果は、Vero細胞を予め

Phx－1やPhx－2で処理すると、細胞内にポリオウイル

スに対する増殖抑制メカニズムが発現することを強

く示唆している。

　種々の代表的なウイルス（SV－40　virus，　human

herpes　virus，　Sindbis　virus，　vesicular　stomatitis　virus）に

ついても水溶性フェノキサジンPhx－1およびPhx－2

の作用を同様に検討したが、現在のところ、ポリオウ

イルスとブタパルボウイルス（porcine　parvovirus）以

外のウイルスに対しては抗ウイルス作用は示さな

かった（表3）。

　結核菌（mycobαcterium　tuberculosts）対するPhx－1、

Phx－2、　Phx－3の作用について検討したが22）、いずれの

フェノキサジン化合物も増殖抑制作用はなかった

（表3）。越村や安西らの結果と異なった理由としては、

結核菌が変異している可能性、当時の培養系と異なっ

ていること、などが考えられるが十分な説明はできて

いない。また、非結核性マイコバクテリウム菌につい

ては作用の程度は異なるが、Phx－1、　Phx－2、　Phx－3は

mycobacterium　scrofulaceum，　Mycobacterium　kansasii；

ノ吻cobacteriu〃z〃2α肋〃〃z，ノ吻coわαc‘θ吻〃z　intrace〃belare

などに対して増殖抑制作用があることが示された。こ

れら水溶性フェノキサジンは大腸菌などの一般細菌

に対してほとんど抑制作用を示さなかった。また、

Helicobacter　pyloriは近年胃潰瘍や胃癌の原因菌とし

て注目を集めているが、クラリスロマイシン以外には

特効薬がない状況である。表3に示すようにPhx－3は

（　11　）
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Helicobacter　pyloriに対して強い抗菌作用を示した43）。

水溶性フェノキサジンは特定のウイルスや細菌に対

して増殖抑制作用を示すこと、また宿主となる細胞に

作用して抗ウイルス作用を示すことから、抗微生物剤

として利用できる可能性がある。

VI．　Phx－1およびP血x－2の活性型リンパ球に対する

　　抑制作用

　Phx－1およびPhx－2は赤血球凝集素のフィトヘマ

グルチニンで活性化したヒトT細胞やB細胞受容体

に対する抗体で活性化したヒトB細胞の増殖能を抑

制した16）。そこで、B細胞に対するPhx－1の作用につい

て検討した。図17は培養系におけるDT40細胞（ニワ

トリB細胞）の増殖に対するPhx－1の作用を示す。50

uM濃度のPhx－1では、細胞の増殖はほとんど影響さ

れない。さらに、この濃度のPhx－1を添加したDT40

細胞について、抗原受容体によるシグナル伝達を調べ

たところ、つよく抑制されていることが明らかとなっ

た17）。これはDT40細胞においてユビキチン依存性プ

ロテアソームがPhx－1により活性化された結果、合成

されたB細胞受容体であるIgMが分解されていくた

めに、細胞膜にIgMの発現量が低下していることに

よって起こることが示された（図18）。これらの結果

は、Phx－1は自己免疫疾患のように活性化されたリン

パ球が病因となっている疾患の治療薬として応用で

きる可能性があることを示唆している。さらに、Phx－1

はGab2とAktの系を介するシグナル伝達系を抑制

し、抗原刺激による脱穎粒反応を強く抑制することも

明らかとなった（図19）21）。このことは、Phx－1は急性

アレルギーに対する抑制作用をもっていることを示

唆する。

VII．水溶性フェノキサジン化学構造のもつ意義につ

　　　いて

　化学合成したフェノキサジン化合物は水に難溶性

であり、生物活性もほとんどない。一方、ヘモグロビ

ンとの長時間の反応（1週間）で合成されるフェノキ

サジンは比較的水溶性であり、多彩な生物活性を示す

ことが明らかとなってきた。生物活性を示すにはその

特異な化学構造が影響していると考えられる。アクチ

ノマイシンDはDNAにインターカレート（inter－

calate）することが知られているが、水溶性フェノキサ

ジンはインターカレートはしない12）。

　Phx・・1の化学構造はビタミンB2「＝フラビン」の骨

　LE
土
石

oo

9
τ

8
§

茎

8

10

5

1

O．5

一e一　OpM
－o一一一　25pM

－A一一　50pM
一一一 `一一　75　pM

一一@i　一100　pM

　　　　　　　　　　　　　　　　　O　6　12　18　24
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time　（h）

Fig．　17　Effect　of　Phx－1　on　cell　growth　in　DT40　cells．　Cells　were　seeded　at　106　cells／ml　and　were　cultured　for　24　hours　in　the

　　　presence　of　the　indicated　concentration　of　Phx－1．　Cell　numbers　were　counted　with　a　Coulter　counter．
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P　h　x－1

Phx－1　suppresses　the　antigen－induced　degranulation　from　RBL－2h3　mast　cells．　Treatment　of　RBL－2H3　cells　with　Phx－I

suppresses　the　release　of　6－hexosaminidase　from　RBL－2H3　cells．　Treatment　ofRBL－2H3　cells　with　Phx－1　suppresses　the

release　of　P－hexosaminidase　from　RBL－2H3　cells．　Cells　were　maintained　as　monolayer　cultures．　The　cell　monolayers

were　cultured　in　the　presence　of　either　solvent　（1％　ethanol），　compound　Phx－1，　or　Phx－2　at　the　indicated　concentrations

for　12hours．　Cells　were　washed　once　with　Tyrode－hepes　buffer　and　then　stimulated　with　either　the　antigen　2，

4－dinitrophenylated　bovine　serum　albumin　at　the　indicated　concentrations　（O，　30，　300　ng／ml）　for　1　hour．　Prior　to　the

antigen　stimulation，　cells　were　primed　with　mouse　monoclonal　anti－dinitrophenyl　lgE　mAb　at　1：SOOO．　The　released

6－hexosaminidase　was　recovered　from　the　cultured　medium．

格であるフェナジン（図20）の化学構造に類似して

いる。直観的には、水溶性フェノキサジンがビタミン

B2の構造と類似していることが副作用が少ない理由

であると考えられる。水溶性フェノキサジンの化学構

造はemodin44）やアドリアマイシンに類似している

が、それらとは異なりセミキノンの構造をとっていな

いので活性酸素の放出はないことから細胞毒性は低

いと考えられる。また、副作用が非常に少ないのは水

溶性であり投与量を少なく抑えられることによると

も考えられる。化学構造と作用・副作用との相関性に

（　13　）
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Fig．21　Chemical　structure　of　salvarsan，　in　comparison　with　o－aminophenol．

ついては今後の解明に待たれる。

おわりに

　フェノキサジン化合物は1950年代にドイツの

Butenandt学派やBrockman学派によって、多くの誘

導体化合物の合成、化学構造の決定がなされたが結局

抗癌剤としては思うような成果が得られなかった。

1910年代に秦とEhrlichによって発見され、梅毒の治

療に有効なことから化学療法剤開発のきっかけとも

なったサルバルサン（salvarsan、　Ehrlich’s　compound

606）の化学構造はオルトアミノフェノールに砒素が

結合し、それが砒素の部分で2分野結合したものであ

る（図21）。サルバルサンは血液中に入るとまず、（有

名なプロントジルが生体内でスルファニルアミドに

分解されて抗菌作用を示すように）2分子に解離し、

それが赤血球に吸収されるとヘモグロビンと反応し、

砒素結合型のフェノキサジンに代謝されている可能

性がある。サルバルサン投与では肝臓毒性は少ないも

のの黄疸やなどの副作用がみられることが知られて

いる45）。しかしながら、治療を受けた患者がメトヘモ

グロビン血症をおこしたかどうかは報告がない。サル

バルサン投与では肝臓機能には影響せずに黄疸がお

こることから、赤血球内ヘモグロビンの酸化と変性を

引き起こして、溶血性黄疸が誘発されていたことが考

えられる。メトヘモグロビン血症も併発していた可能

性があり、同時に砒素結合型の水溶性フェノキサジン

（　14　）
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が合成され、それが梅毒に対して作用していたのでな

いかという図式が成り立つ。サルバルサンについては

臨床的応用が先行し、そのうちペニシリンと置き換

わってしまったために、作用機序の解明は十分になさ

れなかった。サルバルサンは大正時代に三共製薬や万

有製薬の設立のきっかけとなった薬であるが、現在で

は製造中止となっており、筆者の考えが正しいかどう

かの証明は今のところ難しい。筆者は水溶性フェノキ

サジンがサルバルサンと類縁の化合物であったこと

は1990年代半ぼになって初めて気がついた。副作用

が少なく、種々の生物活性をもつ水溶性フェノキサジ

ンが臨床的応用に耐えうるかどうかは、今後の作用メ

カニズムの解明や正常細胞に対する詳しい生物活性

の検討を待たなけれぼならない。
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Abstract

　　　　Phenoxazines　are　known　as　an　elemental　component　of　actinomycin　D，　which　was　discovered　in　the　1940s，　and　was

developed　as　an　anti－cancer　reagent．　However，　as　actinomycin　D　has　strong　anti－cancer　activity　and　adverse　ef旧㏄ts，　and

synthetic　actinomycin　D　derivatives　could　not　overcome　such　adverse　effects，　the　investigation　for　phenoxazines　seems　to　have

been　ceased．　Actinomycin　D　is　recognized　to　be　a　strong　inhibitor　of　DNA　dependent　RNA　polymerase，　intercalating　DNA．

Chemically　synthesized　phenoxazines　exhibited　little　biological　activity，　due　to　their　insolubility　to　water．　Tomoda　et　al．

found，　by　chance，　that　3－hydroxyanthranilic　acid　was　converted　quickly　to　cinnabrinic　acid，　a　kind　of　water－soluble

phenoxazine，　during　the　oxido－reductive　reactions　of　hemoglobin．　Furthermore，　they　discovered　that　o－aminophenol

derivatives　are　converted　to　water－soluble　phenoxazines　via　oxido－reductive　reactions　of　hemoglobin，　or　by　erythrocytes．

These　water－soluble　phenoxazines　were　demonstrated　to　exert　various　biological　activities　such　as　anti－cancer　effects，　im－

munosuppressive　effects　on　the　activated　lymphocytes，　and　anti－microbial　effects，　with　little　adverse　effects　in　mice．　Since

salvarsan　discovered　by　Hata　and　Ehrlich　about　100　years　ago　to　treat　syphilis　is　an　arsenic　compound　of　o－aminophenol，　and

the　World　Conference　of　Dosing　of　Antiinfectives　was　held　this　year　and　celebrated　the　150‘h　birthday　of　Dr．　Ehrlich，　it　is　a

good　opportunity　to　describe　the　recent　research　progress　of　water－soluble　phenoxazines．　The　resent　manuscript　includes

several　sections：　1）　biosynthesis　of　cinnabarinic　acid　and　its　bioactivity，　2）　xanthommatin，　3）　oxido一一reductive　reactions　of

hemoglobin　by　o－aminophenol　and　the　production　of　2－aminophenoxazine－3－one，4）water－soluble　phenoxazines　which　exert

anti－cancer　effects．　5）　anti－micr－obial　effects　of　water－soluble　phenoxazines，　6）　immunosuppressive　effects　of　water－soluble

phenoxazines，　and　7）　significance　of　the　chemical　structure　of　water－soluble　phenoxazines．

〈Key　words＞Water－soluble　phenoxazines，　bioactivities
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