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研究成果の概要（和文）：沖縄県で採集したリングビア属のシアノバクテリアの抽出物について、

腫瘍細胞増殖阻害活性を指標として生理活性物質の探索を行った。その結果２種類の細胞毒性

物質ビセブロモアミド及びビセリングビアサイドを単離し、それぞれの絶対立体構造を決定し

た。生物活性について詳細に検討したところ、ビセブロモアミドは非常に強いプロテインキナ

ーゼ阻害活性を示した。特に ERKのリン酸化を 10～0.1 mM において選択的に阻害し、AKT、PKD、 
PLCg1 や S6 リボソームタンパク質などのリン酸化に全く影響しないことがわかった。また、ビ
セリングビアサイドは HeLa S3 腫瘍細胞に対して強い増殖阻害活性を示し(IC50 0.1 mg/ml)、
脳腫瘍細胞 SNB-78 (GI50 36 nM)及び肺癌細胞 NCI H522 (GI50 36 nM)に対して特に強い増殖阻

害活性を示した。ビセリングビアサイドは増殖阻害有効濃度が十分低く、また既存の抗癌剤と

感受性パターンが異なることが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：In our ongoing efforts to isolate novel marine cyanobacterial metabolites with 
antitumor activity, we found bisebromoamide and biselyngbyaside. Bisebromoamide exhibited potent 
protein kinase inhibition: the phosphorylation of ERK (extracellular signal regulated protein kinase) in 
NRK cells by PDGF (platelet-derived growth factor)-stimulation was selectively inhibited by treatment 
with 10 to 0.1 mM of bisebromoamide. Bisebromoamide had no effect on the phosphorylation of AKT, 
PKD, PLCg1, or S6 ribosomal protein at 10-0.1 mM. Biselyngbyaside exhibited cytotoxicity against HeLa 
S3 cells with an IC50 value of 0.1 mg/mL and exhibited differential cytotoxicities: the central nervous 
system cancer SNB-78 (GI50 0.036 mM) and lung cancer NCI H522 (GI50 0.067 mM) were especially 
sensitive. Biselyngbyaside was COMPARE-negative, indicating that it likely inhibits cancer cell 
proliferation through a novel mechanism. 
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１．研究開始当初の背景 
 海洋生物は新しい生理活性物質の宝庫と
して考えられており、医薬品のリード化合物
を海洋天然物に求める研究も活発に行われ
ている。最近では、海洋生物由来の医薬品候
補がいくつか現れ、有用物質素材として注目
されている。これらの中には、シアノバクテ
リア由来であると推定される化合物も多く
存在する。以上の理由から、シアノバクテリ
アは生物活性物質の探索源として有望であ
ると考えた。沖縄県で採集したシアノバクテ
リア Lyngbya sp.を用い、HeLa S3細胞に対す
る細胞毒性を指標にして新規生理活性物質
の探索を行ったところ、２種類の細胞毒性物
質、ビセブロモアミドとビセリングビアサイ
ドを単離した。これら化合物の絶対立体構造
は未決定である。また、化合物のどの部位が
特に活性発現に重要であるかは明らかにな
っていない。 
 
２．研究の目的 
 ビセリングビアサイドとビセブロモアミド
の絶対立体構造を決定する。また、ビセブロ
モアミドは HeLa S3 細胞に対して強力な増殖
阻害活性（IC50 = 40 ng/ml）を示すが、どの
部位が特に細胞毒性に重要であるかは明らか
になっていない。そこでビセブロモアミドの
誘導体を調整し、構造活性相関を調べる。 
 
３．研究の方法 
 各種分解反応や誘導反応を行い、ビセブロ
モアミド、ビセリングビアサイドの絶対立体
配置を決定する。ビセブロモアミドを構成す
る各アミノ酸とα-アミノケトンは比較的簡
便に合成可能であり、合成した化合物とのキ
ラルカラム分析により絶対立体配置の決定
が可能である。ビセリングビサイドについて
は、オゾン分解や加メタノール分解などの各
種分解反応や誘導反応を行い、得られたフラ
グメントのジアステレオ選択的全合成、新
Mosher 法などを用いて絶対立体配置を決定
する。また合成研究、誘導反応によりビセブ
ロモアミドの活性部位の同定を行い、標的タ
ンパク質の同定に用いる分子プローブの合
成を行う。 
 
４．研究成果 
（１）ビセリングビアサイドの絶対立体構造
の決定 

 

ビセリングビアサイドをトリアセチル体

へ変換し、オゾンによる分解を行ったところ、

フラグメント１が得られた。そこでフラグメ

ント１の可能なジアステレオマーを合成し、

天然物由来のフラグメントと各種スペクト

ルデータを比較することで C7、C10 位の立体

化学を決定した。また、ビセリングビアサイ

ドを加メタノール分解したところ糖部位が

脱離した化合物２が得られたため、これを

MTPAエステルへと誘導することでC17位の絶

対立体化学を決定した。C3 位に関しては、ビ

セリングビアサイドが酸及び塩基性条件に

対して不安定であったため、二重結合を還元

し、さらに酸加水分解によりアグリコン部を

取り出して MTPA エステルへと誘導すること

で C3 位の立体化学を決定した。また、同時

に得られた糖部位をトリベンゾエート体へ

と誘導し、D-グルコースから導いた合成標品

との 1H NMR、CDデータの比較を行ったところ、

糖の絶対配置は Dであることが明らかとなっ

た（図１）。 

 

 

以上の結果から、ビセリングビアサイドの

絶対立体構造を決定した（図２）。 

（２）ビセブロモアミドの絶対立体構造の決
定 

 

 

ビセブロモアミドの絶対立体配置を決定す

図２ ビセリングビアサイドの構造 

図１ ビセリングビアサイドの絶対立体構造の決定 
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るため 9 M HCl にて酸加水分解を行った。酸

加水分解物を HPLC で分取したところ、

leucine (Leu)、N-methyltyrosine (N- MeTyr)、
4-methylproline (4-MePro)、N-methylphenyl 
alanine (N-MePhe) 、 2-(1-oxo-propyl) 

-pyrrolidine (Opp)及び alanine (Ala)と

2-methylcystine の混合物フラクションをそ

れぞれ得た。これらのフラグメントを Chiral 

HPLC にて分析した結果、Leu、N-MeTyr、
N-MePhe の立体配置はそれぞれ D、 D、 Lであ

ることが明らかとなった（図３）。また

4-MePro、Opp、Ala、2-methylcystine に関し

ては Marfey 試薬にて誘導体へと導き、逆相

HPLC にて分析した。その結果、Ala の立体配

置 は L で あ る と 判 明 し た 。 ま た

2-methylcystineに関してはMarfey試薬との

反応性が悪く、2-methylcystine 由来のピー

クが観測されていなかったことが後に明ら

かになった。このとき、夾雑物ピークを誤っ

て D-2- methylcystine であると同定したが、

最近になり Taoらによって全合成が達成され、

チアゾリン部位の立体化学が訂正された

[Org. Lett. 12, 3018-3021 (2010)]。そこ
で 2- methylcystine を還元した後に再度分

析した結果、L-2-methylcysteine 由来のピー

クが確認され、2-methylcysteine の立体化学

は Lであることが確かめられた（図３）。 

 

 

 

 

 

 

 

一方、Opp及び4-MeProは酸加水分解中にα

位が完全にラセミ化/エピ化してしまうこと

も判明した。そこでまず、OppのケトンをNaBH4
にて還元してから酸加水分解を行った。その

結果、2位のラセミ化を抑えることができ、

2(S)-(1-hydroxypropyl)-piperidine が [6S: 

6R = 1:1]で得られ、2位の絶対立体配置はS
であることが明らかとなった。さらに、

4-MeProに関してはオゾン分解にてチアゾリ

ン環を開環した後に酸加水分解を行った。酸

加水分解物と標品の1H NMRの比較、及びHPLC

分析により(4S)-4-MeProが得られ[2S:2R = 
7:3]、4-MeProの絶対立体配置は(2S, 4S)であ
るということが明らかとなった（図４）。 

 

 

以上の結果から、ビセブロモアミドの絶対

立体構造を決定した。(図５)。 

 

 

 

 

（３）ビセブロモアミドの構造活性相関 
 ビセブロモアミドのケトンを還元したア
ルコール体 3、ヒドラジンで修飾したヒドラ
ゾン体 4、ブロモチロシンのメチルエーテル
体 5、脱ハロゲン化したデブロモ体 6 をそれ
ぞれ調整した。 
 続いて調整した各種誘導体の HeLa S3細胞
に対する増殖阻害活性を検討した。その結果、
それぞれの誘導体の IC50 値はほぼ変化せず、
強力な細胞毒性は保たれたままであった（表
１）。この結果から、ビセブロモアミドのケ
トン部位やフェノール性水酸基、Br 基は活性
に影響しないことが明らかになった。したが
って、これらの官能基を足がかりとしてビオ
チンなどの機能性分子を導入し、プローブ分
子を合成することが可能である。 
 
 

図３ ビセブロモアミドの加水分解 
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図４ ビセブロモアミドの絶対立体構造決定 

図５ ビセブロモアミドの構造 



 

 

表１ ビセブロモアミドおよびその誘導体の細胞毒性 

 

 
 
 Sample IC50 (ng/mL)a 

R1 = Me, R2 = Br, R3 = H, R4 = O (bisebromoamide) 40 
3: R1 = Me, R2 = Br, R3 = H, R4 = H, OH 77 

4: R1 = Me, R2 = Br, R3 = H, R4 =  91 

5: R1 = Me, R2 = Br, R3 = Me, R4 = O 72 
6: R1 = Me, R2 = H, R3 = H, R4 = O 82 
 
 a Cytotoxicities against HeLa S3 cells. 

 
（４）ビセブロモアミドの生物活性 
 ビセブロモアミドは HeLa S3細胞に対して
強力な増殖阻害活性を示すが、さらに（財）
癌研究会癌化学治療法センターに３９種類
のヒト癌細胞スクリーニングを行っていた
だいたところ、いずれの癌細胞に対しても強
い増殖阻害活性を示し、その GI50の平均値は
40 nM であった。 
 さらに本化合物は非常に強いプロテイン
キナーゼ阻害活性を示した。特に ERK のリン
酸化を10～0.1 mM において選択的に阻害し、
AKT、PKD、PLCg1 や S6 リボソームタンパク質
などのリン酸化に全く影響しないことがわ
かった。 
 
（５）ビセリングビアサイドの生物活性 
 ビセブロモアミドは HeLa S3細胞に対し、
IC50 0.1 mg/ml の強い増殖阻害活性を持つこ
とが明らかになった。さらに、（財）癌研究
会癌化学治療法センターに依頼し３９種類
のヒト癌細胞パネルスクリーニングを行っ
ていただいたところ、その平均GI50は0.60 mM
であった。また脳腫瘍細胞 SNB-78、肺癌細胞 
NCI H522 に対しそれぞれ GI50が 0.036 mM、
0.067 mMと特異的に強力な増殖阻害活性を示
すことも明らかとなった。ビセリングビアサ
イドは各癌細胞に対する平均有効濃度も低
く、また既存の抗癌剤と比較しても似た効き
方をするものが存在しないことから、新規の
作用機序を持つことが期待される。 
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