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Summary

ThetoadpoisonbufadienolideshavingnovelsteroidalA/BcisandC/Dcisstr-

uctureexhibitavarietyofbiologicalactivities.Tocarryoutsystematicstud-

iesonthebiologicalactivitiesoftheChinesetraditionalcrudedrug"Senso"

(Ch'anSu),weinvestigateditscytotoxicitiesagainstcelllineofhumanliver

cancerPLC/PRF/5.

Ourresearchwasextendedtostudiesonrelationshipthebufadienolidestructu-

resandPLC/PRFISactivities,sincetheextractsofChanSuandthemajorbufa-

dienolideshowedstrongactivityforPLC/PRE/5.'Naturalbufadienolideexhibited

apotentcytotoxicityagainstPLCcellthantheirisomersandrelatedcompounds.

Hellebrigeninwasmostactive(IC501.6x10"'ug/ml).Othercompoundat10-`ug

/mllevelwerebufalin-3-acetate,gamabufotalin,bufalin,sillarenin,bufotalin,

telocinobufagin,bufalin-3-succinate-tert-butylcarbazoate,ci皿obufagin,bufalin-

3-suberate,desacetyl-bufotalinanddigitoxigenin.The14Q-hydroxyderivatives

shovedthehigheractivitiesthan14a,15/3-epoxy,14a,15a-epoxyanda-pyrone

ringopeningcompounds(Table2).Wediscussedabout(1)activitiesfortheco-

Ichicine-treatedcells(Table2),(2)dependenceofactivitywithconcentration

ofcompounds(Fig.1)and(3)characterizationofactivityonclassificationof

compounds(Fig.2).Ontheotherhand,thebufadienolidesandrelatedcompoun-

dswereclassifiedintothefivegroups,A^-E.Relationshipbetweenstructure

andactivityoneachgroupwasdiscussedinsection皿.ImportanceofbothDri-

ngstructuresand3-substituentstructureswasfound.

Asasummary,ontherelationshipbetweenstructuresandactivities,theeffec-

isofsubstitutiontothemodelcompounds,e.g.bufalinandresibufogeninwere

discussedandtheresultswereshowninTablegand10.Themostimportantfact-

orswerefoundtobethea-pyronering,14Q-OAor14Q,15Q-epoxy,19-CHO,Ila

-OAand16Q-OAcgroups .Activitiesofcardenolidesweremoreweekthanthoseof

bufadienolide.Ingeneral,theCIDciscompoundsshowedhigheractivitythanthe

C/Dtransones.

Finally,wediscussabouttheantineoplasticactivitiesofbufadienolidessuch

ascelllineoftheKBandBela-S3,andtheP388andL12101ymphocyticleukemia,

inthecomparisonwithPLC/PRF/5activities,inSectionIV(Table11).Aten-

dencyofresultswassimilartothoseoftheanaestheticaction9'andantiviral

activity°'.‐37‐



序 言命

漢 薬 セ ン ソ"Ch'anSu"(蜷 蘇)は 、 中 国 産 ヒキ ガエ ルBufobufogargorizanCANTORと

B.melanosticusSCANEIDERのsebaceousgland(皮 脂 腺)お よ びparotidgland(耳 下 腺)

か ら の分 泌 物 を集 め 乾 燥 さ せ 、 固 形 に した もの で あ る。 セ ン ソ は 、 古 くか ら利 尿 、 強 心 剤 、

鎮 痛 剤 と して 使 用 さ れ て い る。 セ ン ソ 中 に 含 ま れ る主 成 分 で あ る ガ マ 毒bufadienolideは ス

テ ロ イ ド骨 格 の17β 位 に α 一pyrone環 を 有 し、A/Bcis、C/Dcisの 特 異 な 立 体 構 造 を と って

お り、 強 心 、 呼 吸 興 奮 、 血 圧 上 昇 、 局 所 麻 酔 作 用 な ど の 様 々な 生 理 作 用 を 示 す こ と が 知 ら

れ て い る 。 そ の 中 の 一 っresibufogeninは 、 強心 ・呼 吸,興 奮 剤 レス ピ ゴ ン と して 開 難 され て

い る 。 ま た 著 者 の一 人 釜 野 ら に よ っ てbufalinが コカ イ ンの 数 十 倍 もの 強 い局 所 知 覚 麻 酔 作

用 を 有 し3)、 ガ マ毒bufadienolideが ア デ ノ ウイ ル ス や ポ リオ ウ イ ル ス に 有 意 な 抗 ウ イ ル ス

作 用 を示 す4》 こ と が 報 告 され て い る。 最 近 、bufalinに 白血 病 細 胞 に対 す る分 化 誘 導 作 用

が あ り5,、 抗 癌 剤 へ の 可 能 性 が 論 じ ら れ て い る が 、 こ の よ うな 活 性 の 存 在 は、 ガ マ毒buf-

adienolideが ヒ ト上 皮 細 胞KB細 胞 、HeLa細 胞 お よ び 白血 病 細 胞L1210に 対 し、強 い 活 性 を 有

す る こ とが 報 告 され て い る こ と か ら も 明 か で 、 釜 野 ら も数 種 のbufadienolideの 白 血 病 細 胞

P388に 対 す る 活 性 を 報 告 して い る。 しか し、 これ らの 研 究 は断 片 的 で あ り、 ガ マ毒bufad-

ienolideに 対 して系 統 的 で は な く、 構 造 と活 性 相 関 の 検 討 ま で 至 っ て い な い。

著 者 らは 、 漢 薬 セ ン ソCh'anSuと そ の 成 分bufadienolideの 生 理 活 性 に 関 す る 系 統 的 な 研

究 の 一 環 と して 、 今 回 ヒ ト肝 癌 由 来 細 胞PLC/PRF/5細 胞(以 下PLC細 胞 と略 す)お よ び そ の

コル ヒチ ン耐 性 細 胞 に 対 す る殺 細 胞 活 性 を 調 べ る機 会 を 得 た。

最 初 に セ ン ソ を順 次 、 ヘ キ サ ン、 エ ー テ ル 、 塩 化 メ チ レ ン、 酢 酸 エ チ ル 、 メ タ ノ ー ル で

抽 出 し、 各 々 の 抽 出 エ キ ス のPLC細 胞 に 対 す る殺 細 胞 活 性 を 調 べ た 。 ヘ キ サ ン抽 出 エ キ ス を

除 い て 、 非 常 に強 い 殺 細 胞 作 用 を 示 した の で 、 エ キ ス 中 に含 有 す るbufadienolideに 対 して

活 性 を 検 討 した と こ ろ 、bufadienolideそ の もの が 、 作 用 本 体 で あ る こ と が 分 か っ た。 そ こ

で 、 可 能 な 全 て の 構 造 と化 学 修 飾 に 対 す る活 性 評 価 を 行 う こ と を 目的 に 、 天 然 型bufadie-

nolideと そ れ らの 誘 導 体 ・異 性 体 お よ び 側鎖 α一pyrone環 の 開 裂 した開 裂 体 お よ びcarden-

01ideな ど の 化 合 物87種 に つ い てPLC細 胞 に 対 す る活 性 を 調 べ た。 そ の結 果 、 活 性 の 非 常 に

強 い(10.4～10-3μg/ml)17種 の化 合 物 が 発 見 さ れ 、 しか も活 性 の 強 弱 と構 造 の 間 に相 関

関 係 が 存 在 す る と い う 興 味 あ る知 見 が 得 られ た 。 す な わ ち、 これ ら の成 果 は 、 ガ マ 毒buf-

adienolideの 抗 癌 剤 開 発 へ の 可 能 性 を 示 唆 して い る。

実 験

材 料:

試 薬 、 溶 剤 は 、 す べ て 特 級 を 用 い た 。 セ ン ソ は 板 状 セ ン ソ を 用 い た 。

bufalin,bufotalin,resibufogenin,cinobufagin,cinobufvtalin,telocinobufagin,

desacety1-cinobufagin、desacety1-cinobufotalin、gamabufotalin、hellebrigeninζ ま 、

セ ン ソ よ り 分 離 し た 。 そ の 他 のbufadienolideと そ の 誘 導 体 お よ び 関 連 化 合 物 は 合 成 し た 。

digitoxigeni皿 は 、 市 販 の も の を 用 い 、 そ の 誘 導 体 は す べ て 合 成 し た 。periplogeninは 、 保
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存 の 天然 物 標 品 を 用 い た。

セ ンソ の各 溶 媒 に よ る抽 出:

粉 末 に した 板 状 セ ン ソ を2～3倍 量 の各 溶 媒 、 ヘ キ サ ン、 エ ー テ ル 、 ジ ク ロ ロメ タ ン、 酢

酸 エ チ ル お よ び最 後 に メ タ ノ ール で そ れ ぞれ3回 抽 出(各3日 間)し 、 常 法 に従 って 抽 出

物 を 得 た 。

Bioassay:

PLC細 胞 をMEM+10%CS培 地 で 単 層 培 養 した。 培 地 よ り0。05%ト リプ シ ン ・0.02%EDTAを 用 い

細 胞 を単 離 させ 、 細 胞 数2.5×10°cells/mlの 細 胞 浮遊 液 と して用 意 した。 検 体lmgを メ タ

ノ ー ル0.5mlに 溶 解 させ 原 液 と した。 原 液5μ1を と り、 細 胞 浮 遊 液195μ1中 に加 え た 。 こ

の 溶 液 の 濃 度 を1と して、 一 定 量 に 希 釈 した 。 細 胞 を均 一 に分 散 させ 、 湿 度100%、 炭 酸 ガ ス

5%、pH6.8～7.0の 恒 温 器 内 で3日 間 培 養 させ た 後、 各 ウ ェル に10u1のMTT溶 液 を 添 加 し、

37℃ 、4時 間 イ ンキ ュベ ー シ ョ ン し、 つ い で 塩 酸 一 イ ソ プ ロパ ノ ール100μ1を 各 ウ ェル に

加 え て良 く撹 搾 した 。 これ を マ イ ク ロプ レー ト用 比 色 計 を用 い、test波 長570nm、refer

ence波 長630n皿 で測 定 した。 吸 光 度 の 差0.D.570-630を 求 め(MTT法)、 細 胞 の生 存 率 を求 め

た。 細 胞 の 生 存 率 か らIC,。 値 を算 出 した。 ま た、 同 時 に 同様 の操 作 に よ って コル ヒチ ン耐

性 細 胞 を 準 備 し、 こ の 細 胞 に 対 す る活 性 を検 討 した。

糸吉果 と 考 察

1.セ ン ソ の 各溶 媒 抽 出物 のPLC活 性

PLC細 胞(Pと 略)お よ び そ の コル ヒ チ ン耐 性細 胞(Rと 略)に お け る各 検 体 濃度 で の 生 存

す る細 胞 を パ ー セ ン ト(%)で 算 出 し、 結 果 をTable1に 示 す。 エ ー テ ル 、 塩 化 メ チ レ ンお

よ び 酢 酸 エ チル 各 抽 出 物 に強 い 殺 細 胞 活 性 が 認 め られ た 。 ほ と ん ど のbufadienolideが ゲ

ニ ン体 と して 、 これ らの 抽 出 物 中 に含 有 す る こ とか ら活 性 本 体 はbufadienolideで あ る と

推 定 した 。TablelCytotoxicitesofCh'anSuextractsforPLC/PRF/5・

extracts rateofsurvivedcell(A)
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∬.全bufadienolideのPLC活 性

(1)PLC活 性 の評 価:

天 然 型bufadienolideと そ の誘 導 体 お よ びcardenolideを 含 め た 数 種 の化 合 物 につ い て 、

ヒ ト肝 癌 由来 細 胞PLC/PRF/5に お け る殺 細 胞 活 性 を検 討 した。 全 化 合 物 の 活 性結 果 をIC,。 値

(μg/ml)で 表 示 し、Table2に 示 す 。 総 体 的 に、 セ ン ソ 中 に含 有 す る天 然 型bufadienol-

ideは 、 そ の 各 種 誘 導 体 や 異 性 体 に比 べ 、IC,。 値 が 低 く活 性 が強 い 。 中 で も、hellebrige一

一39一



ninは 最 も 強 い 殺 細 胞 活 性 を 示 し 、IC5。 値1.6×10弓 μg/ml、 次 い でbufalin-3-acetate

2.OX10"',gamabufotalin2.3×10-`,bufalin2.8x10-',sillarenin3.lX10-d,bu-

fotalin3.4x10-`,telocinobufagin3.5x10-4,bufalin-3-succinate-tert-butylcar-

bazoate6.2x10-°,cinobufagin7.4x10-4,bufalin-3-suberate7.5x10-`,desacet-

yl-bufotalin7.8×10-'、digitoxigenin8.7x10"4の 順 に12種 の 化 合 物 が10轄4オ ー ダ ー の

活 性 を 示 し た 。 次 い でcinobufotalin、amixtureof∠2andd3-bufalin、resibufag-

in、bufalin-3-suberate皿ethylester、3-keto-bufalinな ど の5種 の 化 合 物 が 、 こ の 順 序

に10-'オ ー ダ ー の 活 性 を 示 し た 。10-2オ ー ダ ー の 活 性 を 示 し た 化 合 物 と そ の 順 位 は 、cin-

obufagin-3-suberate、cinobufagin-3-acetate、3-keto-cinobufagin、OCOC(CH3)=CH2

esterofbufalin,gamabufotalin-3-acetate,periplogenin,bufalin-3-succinate,Q

-chlorohydrin
、3α 一hydroxy-bufalin、resibufogenin、15-oxo-bufalin-3-acetate、3α

一hydroxy-cinobufagin
、desacety1-cinobufagin-3-acetateで あ っ た 。 構 造 上 、 特 に14位 に

OH基 を 有 す る 化 合 物 は 、14,15位 にepoxy基 を 有 す る も の よ り も 活 性 が 強 く 、 こ の 結 果 は

bufadienolideの 表 面 麻 酔 作 用s)と 抗 ウ イ ル ス 作 用4〕 の 結 果 と ほ ぼ 一 致 し て い る 。 ま たbu-

fadienolideは 、cardenolideよ り も 強 い 活 性 を 示 し た 。 さ ら に 、 興 味 あ る こ と に は 、17位

一α 一pyrone環 の 開 裂 し た 化 合 物 が 活 性 の 低 下 を き た す も そ れ ぞ れ 弱 い 活 性 を 示 し た こ と で

あ り 、a-pyrone環 の 存 在 は 活 性 発 現 に 対 す る 必 須 条 件 で は な い こ と が 分 か っ た 。 さ ら に ＼

bufadienolideお よ びcardenolide両 者 に お い て 、 一 般 に14a-OH体 は14β,15β 一epoxy体

お よ び そ の 異 性 体 で あ る14α,15α 一epoxy体 よ り も 強 い 活 性 を 示 し て い る 。 ま た 、 各 種3位

誘 導 体 の 活 性 も 置 換 基 に よ り 、 か な り 大 き な 違 い を 示 し て い る こ と が 分 か る 。 す な わ ち 、

こ れ らD環 構 造 や3位 置 換 基 構 造 の 違 い 、 そ の 他 化 学 修 飾 の 結 果 がPLC細 胞 に お け る 殺 細 胞

活 性 に 大 き く 寄 与 し て い る こ と が 予 想 さ れ る 。

コ ル ヒ チ ン 耐 性 細 胞 に 対 し て は 、 ほ と ん ど の 化 合 物 が 活 性 を 減 少 さ せ た 。 し か し 、10-'

ug/m1レ ベ ル のbufalin、sillareninお よ びcinobufaginは 強 い 同 等 の 活 性 を 示 し 、10_2

μg/皿1レ ベ ル の3a-hydroxy-bufalinとresibufogeninも 同 等 の 活 性 を 示 し た 。 一 方 、10.3

μg/m1レ ベ ル の15-oxo-bufalin-3-acetateお よ びdesacety1-cinobufagin-3-acetateは 、 い

ず れ も 二 段 階 の レ ベ ル ま で 活 性 を 減 少 さ せ た 。

(2)PLC活 性 の濃 度 依 存 性:

上 述 の よ う にPLC活 性 はす べ てIC,。 値 で 評 価 し た が、 化 合 物 に対 す るPLC活 性 の濃 度 依 存

性 の 存 在 が 推 定 さ れ る。 さ らに 、 化 合 物 の 活 性 に対 す る感 受 性 も考 え られ る。 そ こで 、 活

性 の1位 か ら30位(10-2,ug/皿1)ま で の 化 合 物 の 中 か ら14Q-OH体7種[lg.1(a)]、14β,

15β 一epoxy体6種[Fig.1(b)〕 を 選 び、 そ れ ぞれ の 化 合 物 の 濃 度 に よ る活 性 値 の グ ラ フを 作

成 した。 グ ラ フで み る 限 り、 ほ とん ど の 化 合 物 は 類 似 の 曲 線 を 与 え 、 濃 度 の 増 加 にパ ラ レ

ル に 活 性 の増 強 が 観 察 され た。 しか し、conobufagin(No.13)と3-keto-cinobufagin(No.20)

は 、 濃 度 と 活 性 の 関 係 が ほ ぼ 直 線 を 示 した。 一 方 、14β 一〇H体 で は 、 活 性 は 強 い が 曲 線 の 傾

き が や や な だ らか な る。 特 に、bufalin-3-acetate(No.2)は そ の傾 向 が 強 く、 濃度 が 高 くな

る に つ れ 、 活 性 の現 れ は 弱 くな る こ と が 分 か り興 味 が持 た れ る。
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Table2 IC50 ofBufadienolideand Cardenolide forPLC/PRF/5.
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3-keto-sillarenin

Resibufogenin-3-acetate

Resibufogenin-3-formate

dl4-Digitoxigenin

Marinobufagin

Desacetyl-cinobufagin

Digitoxigenin-3-nethyl
-suberate

14β 一Artebufogenin-

3-acetate

Digitoxigenin-3-acetate

Resibufaginol

Desacetyl-cinobufotalin

15a;-Hydroxy-bufalin-

3-acetaしe

Cinobufagin-3,5一

diniしrobenzoaヒe

3-Keto-gamabufotalin-

11-acetate

14S-Artebufogenin

dl4-Bufalin

1.6x10-'

2.OX10-'

2.3x10-'

2.8×10-°

3.1×10騨4

3.4x10-・

3.5×10-4

6.2×10'

7.4×10麗4

7.5×10-4

7,8XlO-4

8.7×10-"

1。0×10-3

8.0×10-3

8.9×10-3

9.0×10"3

9.3×10-3

1。0×10-2

9.0×10-2

5.6×10-2

5.9×10口2

6.0×10曽2

6.1x10_z

6.6×10響2

7.OX10_2

7.6×10_2

7.7×10-2

7.7×10"Z

9.8×10_2

9.8×10_2

1.OX10-'

1.9×10一 竃

3.2×10一 巳

3.9x10-'

3.6x10-'

5.Zx10-'

5.2×10-1

5.3x10-'

5.5x10-'

5.5×10曹1

6.1×10騨1

6.7×10一 響

7.1×10-'

7.8×10-'

7.9×10ロ1

8.2×10噂1

8.3×10-1

5.3x10-'

9.x10_3

8.OX10-'

2.8×10甲d

3.2XlO曽4

2.6×10-3

2.6×10-3

5.6×10-3

9.2×10-4

3.6x10.3

8.Ox10.3

9.2×10-3

8.0×10卿3

9.8×10卿2

7.5x10.2

9.9x10.2

6.1×10騨1

6.0×10-6

9.2×10膚2

7.7×10層 量

9.7x10-2

6.6×10-'

7.5×10-1

5.0×10騨1

8.2×10一 重

7.7x10_2

7.6×10曹2

6.4

9.0×10-1

3.4

9.0×10曽1

8.ZX10-'

9.5×10-1

3.6

7.3x10-'

4.9×10-'

4.8

9.8×10-1

1.8

5.OX10.1

8.2

6.4×10-1

5.6

9.6

5.60
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Cinobufagin-3-succinate

3,16-Diketo-cinobufagin

AceEyl-arenobufagin

Desacetyl-19a,15a-epoxy

cin。bufagin-3-aceしaヒe

16-Keto-cinobufagin-

3-acetate

d1-3-keto-resibufogenin

3-Epi-14ac,15ac-epoxy

resibufogenin

3-Epi-14ac,15a-epoxy

resibufogenin-3acetate

d14-3-Keto-bufalin

d19-dufotalin-3-acetate

Digiしoxigenin-3-suberaしe

3-Keto-resibufogenin
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19a-Artebufogenin

3-Epi-resibufogenin

14R-Arヒe-MKI⊃

3・Keし0-14α,15α ℃poxy-

resibufogenin

Isobufalinmethylester

CNKAS'
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8.5×10-1

8.7×10魑1

8.8×10-'
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2)14β 一arte・Eし 一K。Ac:Ethy1(7,)-3β 一aceしoxy15,21-dioxo-5β,19β 一chol-20(22)。enoaしe

3)Bfaしrienolide-15-0-niしrobenzoaしe:3β,15ξ 一Dehydroxy。5β,19ζ 一bufa-8,20,22。 しrienoユide・3。aceしaしe。15-orしho-nitrobenzoate

4)7-Oxo-bufatrienolide-15-0-niヒrobenzoaヒe:

3β,15ξ 一Dehydroxy-7-oxo-5β,14ξ 一bufa-8,20,22一 しrienolide-3-acetaしe-15-orしho-niしrobenzoaしe

5)CHKA:Hethyl-3β 一hydroxy-14β,15β;16β,22ξ 一diepoxy。21-nor-5β,14β 一cholanoaしe

6)CMKB:Heしhy1(E)-3β,16β 一dihydroxy-14β,15β 一epoスy-21-nor-chol-20(22)-cnoaし0

7)RRA-1:14β,15β 一Epoxy-5β 一cho1-20(22)-en-3β,21。24一 ヒr玉ol
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Fig.1(a) Fig.1Cb)

(3)化 合 物 の 種 類 に よ るPLC活 性 の 特 徴:

次 に、 数 の 多 い デ ー タ の そ ろ って い る化 合 物 と そ の 誘 導 体 が 与 え る活 性 を 濃 度 に そ って

棒 グ ラ フ に 表 した と こ ろ、Fig.2に 示 す よ う な結 果 が 得 られ た。 こ あ グ ラ フ を検 討 す る と 全

体 的 に 、(1)bufalin、bufotalinと そ の 誘 導 体 で のIC,。 値 は 、10-`～10一 ユμg/m1の 比 較

的 低 濃 度 に 集 中 し、 強 い 活 性 を 示 して い る.(2)α 一pyrone開 裂 体 は 活 性 が 著 し く減 少 し、

IC,。 値 は100～IOEug/m1と 非 常 に高 濃 度 に集 中 して い る。,つ い で 、(3)① 、 ② 、 ③ 、 ④ 、

⑥ の 順 に 活 性 は 低 下 し、 こ の 順 に活 性 の 範 囲 が 狭 ま っ て い る。 こ れ に対 し、(4)14β,1

5β 一epoxy基 と16β 一〇Ac基 を 有 す るcinobufagin、cinobufotalinと そ の 誘 導 体 は 、 ほ と ん ど

10-"μg/m1か ら10μg/m1の 幅 広 い 範 囲 で 活 性 を 示 して い る。 ま た 、(5)cardenolideと そ

の 誘 導 体 も比 較 的 広 範 囲 で 中 程 度 の 活 性 を 示 して い る。(6)① に は、 極 端 に 活 性 が 低 下

し、 グ ル ー プ か らず れ て い る 一 群 が あ る。 こ れ らは 、14-deliydro体(∠14)、14α 一〇x体

お よ び15α 一〇H体(15一 α一hydroxybufalin)で あ る。 こ の結 果 は 、 活 性 発 現 に14β 一〇H基 の

存 在 が 重 要 な 因 子 と な って い る こ と を 知 り、14α 一〇H基 の 存 在 や15a-OHSの 存 在 が 活 性 を

激 減 さ せ る こ とが 分 か っ た。(7)IC、 。値(μg/m1)が10-4オ ー ダ ー の 化 合 物 は 、cinob-

ufaginを 除 い て 、 す べ て14β 一〇II体で あ っ た 。cinobufaginの 効 果 は 、16β 一〇Ac基 に か な り

依 存 して い る と考 え ら れ る。 し か し、cinobufaginは 他 の グル ー プ と異 な り、 広 範 囲 濃 度 で

殺 細 胞 活 性 を 示 し、 化 学 修 飾 に よ る 効 果 が 広 い 範 囲 で期 待 で き る 。 す な わ ち、cinobufagi

nは 適 切 な 活 性 を 有 す る 化 合 物 を 見 い だ す 上 で 重 要 な化 合 物 で あ る 。
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Typeofcompounds

QIaufalinandbufvtalinderivatives

QResibufogeninandderivatives

Q3Cinobufaginandderivatives

●Artebufogeninandderivatives

⑤Cardenolideandderivatives

⑥ α 一pyroneringopeningco叩ounds
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皿.bufadienolide構 造 どPLC活 性 の 相 関

(1)構 造 一 活 性 相 関:

構 造 と 活 性 と の相 関 関 係 を 明 か とす るた め に 、 天 然 型bufadienolideを 基 本 と して 全 化 合

物 を 構 造 別 に次 のgroupA～Eに 分 類 し、 議 論 す る。

A

●B

c.

9D

bufalin、bufotalinと そ れ ら の 誘 導 体(14β 一〇11を 有 す る 化 合 物 ・異 性 体 ・誘 導 体)

resibufogenin、cinobufaginと そ れ ら の 誘 導 体(14β,15β 一epoxy基 、14α,15α 一

epoxy基 を 有 す る 化 合 物 ・異 性 体 ・誘 導 体)

cardenolideと そ の 誘 導 体

14位 に 酸 素 が 結 合 し て い な いbufadienolideとcardenolide(A,B,C以 外 のbufadieno。

lideとcardenolide)

E.α 一pyrone開 裂 体

[GroupA〕14β 一〇n体 で あ るbufalin、bufotalinな ど のIC、 。値 をTable3に 要 約 し た 。

R

CO

R3

Table3 PLC/PRF/5Activitiesof14Q-tlydroxyBufadienolides(A)

No coロpounds substiしution InhibiしOTyacし1Vlt1CSRaしioof

ICso(μ`!ロ ユ》acしiviしies

1
2

3
4
5

6
7

8

10

11

14

16

17

21

22
24
26

28

32
43

45

50

56
68
83

Hellebribenin

Bufalin-3-acetate

Gaaabufotalin

Bufalin

Scillarenin

Bufotalin

Teiocinobufagin

Bufalin-3-succinate-tert

-buヒylcarbazoaしe

Bufalin-3-suberate

Desaceしy1-bufoしalin

AsixtureofdZandd3-bufalin

Bufalin-3圃suberate罰eしhylesしer

3-Keto-bufalin

OCOC(CH3)=CH2esterofBufalin

Ganabufotalin-3-acetate

Bufalin-3-succinate

3a-Nydroxy-bufalin

15-Oxo-bufalin-3-acetate

3-Keto-sillarenin

l5α 一Hydroxy-bufalin・3-acetaしe

3-Keto-6aoabufotalin-11-acetate

Acetyl-arenobufa耳in

3-Keto-14-dehydrobufalin

14α 一Hydrozybufalin-3β,16β ・duceヒaしe

15a-Hydrozybufaiin

R=011,R1=CIIO,RZ=11,R3=Ofi

RニOAc,R1:CH3,R2ニR3=H

R=011,Rl=CH37R2:R3=聴,11α 。OH

R=0餌,Rl=Cll」,R2=R3=11

R=Q1!,R1=Gli3,R2=R3=H,d4

R=01(,R1=C113,RZ=OAc,R3=11

R=dH,RlニCH3,R2=H,R3=Oll

R=000(CII2)ZCONIICNZCOOCII3,R1=CH,

R2=R3二 闘

R=000(CHZ)600011,R1=CN3,RZ=R3=11

R=011,R1=CH3,R2=011,R3=11

d2andd3

R=000(CIIZ)6000CII3,R1=CII,,R2=R3=11

R=GO,R1=CI13,R2=R3=H

R=000C(C113)=Cliz,R1=CII3,R2=R3=11

R・0Ac,RI・ αI」,RZニR3・n,11α 一αl

R=OCO(C甜2)2COOH,Rl=Cll3,RZニR3=11

R=α 一α1,則=CII3,R2ニR3ニ}l

R=0ACpR1弍H」,R2ニR3=}も15-ketone

R=CO,R1=CH,,RZ=R3=11,dg

Rニ0Ac,RI=CH3,R2ニR3ニll,15α 一〇li

R=CO,R1=Cli3,R2=R3=1i,ll-OAc

Rニ0Ac,R1=Cl』,R2=R3=1{,11α 一〇H,12-keヒone

R=CO,R1=Cil,,R2=R3=lt�414

R=0AcgRl=cii,,R2ニ0Ac,R3=1し14αOH

R=on,RI=α13,R2=R3=H,15α 。0町

1.6×10卿4

2.Ox10-・

2●3×10-4

Z.8×10-,

3.1×10-4

3.4×10-4

3.5x10-'

6.2x10-'

7.5×10-4

7.8×10-,

8.0×IO鞠3

9.OXIO-3

9.3x10-'

5.9×10鼎2

6.Ox10_2

6.6×10_2

7.6×10響2

7.7x10_2

1.9×10一 量

7.1×10-'

7.9×10-1

8.7×10-1

4.9

7.5

35

i.0

8.Ox10-

7.Ox10-

5.7x10-

5.2x10-

q.7x10-

4.6XIO噂

2.6×10一

2・1×10-1

2.1×10-'

2・OXIO-z

1。8XlO-2隔

1.7×10'Z

2.7×10-'

2.7x10-'

2.4×10響3

2.IXIOつ

2.1x10-'

8.dx10-'

2◎3x10-{

2.OX10-'

1.8×10-・

3.3×10-5

2.1XlO-3

4.6×10-6
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bufalinを 基 本 構 造 と考 え る と、19位CHO基 の 導 入 、11α 一〇Hの 導 入 は 活 性 を高 め る が 、
16Q-OAc、5β 一〇H、16/3-OHの 導 入 は 活 性 を 低 下 させ 、 特 に15α 一〇H基 の 導 入 は著 し く活 性

を 低 下 さ せ る こ と が 分 か っ た 。16β 一〇H基 はacetateよ り も さ ら に 値 が 低 い 。

0＼
co

〉

0＼

CO

OAc

0＼
CO

ノ

OH

OH
scheme1

∠4の 導 入 は 、 ほ と ん ど 同 じ 活 性 を 示 し 、 ∠2/∠3の 導 入 は 活 性 を 低 下 さ せ る
。3位0耳 の

oxo化(keto)は 活 性 を 低 下 さ せ 、 従 っ て 、 ∠4の 場 合 もa4-3-keto体 の 活 性 は 低 下 し て い

る 。3α 一〇A化 も14α 一〇II化 も 活 性 を 低 下 さ せ る 。

3位 に つ い て は 、 ま ずOIIのacety1化 は 活 性 を 高 め る が 、 他 のesterは す べ て 活 性 を 低 下 さ

せ た 。 そ のesterの 種 類 と 順 位 は3-succinate-tert-butylcarbazoate>3-suberate>3-

suberatemethylester>3-succinateで あ っ た 。succinateよ り もtert-butylcarbazoateの

方 が 活 性 が 上 昇 し て い る 点 注 目 に 値 す る 。

[GroupB]14β,15β 一epoxy体 で あ るresibufogenin、cinobufaginな ど のIC,。 値 をTable

4お よ び5に 要 約 し た 。

R

R3

Table4 PLC/PRF/5Activitiesof14Q,15(3-EpoxyBufadienolides(B-1)

No c。叩ounds subsし1tUしion InhibitoryactivitiesRatioof

ICso(μ9!皿11activiヒies

5
7

3

4
6

1
3

4

5

1
2

3

3
3

4
5

5

5

0
σ

n
)

【
」

2
U

【
」
0
0

り
乙

4

n
V

n
O

ハ
0

7

7

8

Resibufagin

Resibufogenin

Resibufogenin-3-acetate

Resibufogenin-3。for凱aしe

Marinobufagin

Resibufaginol

∠ゴ1-3-Keしo-resibufogenin

3-Epi-14a,15a-epoxy-resibufogenin

3-Epi-14a,15a-epoxy-resibufogenin

3,aceしaしe

3-Keto-resibufogenin

14a,15a-epoxy-resibufogenin

3-acetate

】L6α一Hydroxy-resibufogenin-3-aceしaしe

d1,4-3-Reto-resibufogenin

3-Epi-resibufogenin

3-Keto-14a,15a-epoxy-resibufogenin

14a,15a-Epoxy-resibufobenin

R=Off,R1=CHO,R2=H,R3=H

R=OH,RI=CH3,R2=H,R3=H

R=OAc,R1弍H3,R2=H,R3=H

R=OCHO,RI=CH3,R2=H,R3=H

R=OH,RI=CH3rR2=H,R3=OH

R=ON,R1=CII20H,R2=N,R3=11

R=CO,RI=CN3,R2=H,R3=H,dl

R=aOft,Rl=CH3,R2=H,R3=H,14a,15a-epoxy

R=aOAc,Rl=CH3,R2=H,R3=N,

14a,15a-epoxy

R=CO,RI=CH3,R2=H,R3=H

R=OAc,R1=C113,RZ=H,R3=H,14a,15a-epoxy

RニOAc,R1=CH3,R2ニOH,R3=H

R=CO,R1=Clf3,RZ=OAc,R3=N,d1,4

R=aOH,RI=CH3fR2=H,R3=H

R=CO,R1=C113,RZ=N,R3=H,14x,15a-epoxy

R=ON,RI=CN3,R2=H,R3=H,14a,15a-epoxy

8●9×10甲3

7.7×10_2

3.2×10"

3●4×10-1

5.2×10-1

6.1×10-1
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8×10輯2z

6×10曽22
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9×10-31
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1.1x10_3

1.Ox10_3
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1/

0 了 『F



Table5 PLC/PRF/5Activitiesof14/3 ,15/3-Epoxy-16,Q-Acetoxy
Bufadienolides(B-'2)

No compounds subsしiヒuしion InhibiしoryacしiviヒiesRatioof

ICso(μ`/虹)acしiviしies

9

3

8
9

0

9
0

7

2

4
8

9

1

2
2

6

1

1
1

2

2
3

3

4

4
4

4

5

5

6
8

Ci

Ci

Ci
Ci

3-

3a

Des
Des

Des

Cin
Cin

3,16-

Desac

16-Keto-cinobufagin-3-acetate

Cinobufagin-3-cinnamate

Desacety1。cinobufagin-3-aceしaしe
-16-succinate

fagin
fotalin

fagin-3-

fain-3-
-cinobuf

Hydroxy-ci

cetyl-cina
cetyl-cinob

cetyl-cinob

bufagin-3,5
bufagin-3-s

iketo-cin

tyl-14a,

uberaしe

cetate

l

bufagin

fgin-3-aceしaしe

fagin

fしali

dinitrobenzoate

ccinaし

bufagi

5α 一epxy-cinobufagin

3岬aceしaしe

=off,R1=CN3
,R2=OAc,R3=ff

=OH
,RI=CH,,R2=OAc,R3=ON

=000(Cf12)aOOOH,R1=C}13
,R2=OAc,R3=N

ニOAc,R1弍H,R2ニOAc
,R3=H

=CO,RI=CH3,R2=OAc
,R3=H

=aOfl,R1=C1{3iR2=OAc
,R3=f1

=OAC,RI=CN3
,R2=ON,R3=H

=0}{
,R1=Cf{3,R2=OH,R3=H

R=Of1,R1=Cf13rR2=Of1,R3=011

R=OCOC6N4(NOZ)2iR1=CH,,R2=OAc,R3=11

R=OCO(CH2)2000H,RI=CH3,R2=OAc,R3=H

R=CO,RI=CH3,R2=CO,R3=H

R=OAc,R1=てR2=OAc,R3ニH,

14a,15a-epoxy

R=OAc,R1=CN3,R2=CO3R3=fl

R=OCOCff=Cf{Ceffs,R1=Cff3,R2=OAc,R3=fi

RニOAc,Rl弍HR2=OCO(CH2)2COOH,R3=H

4x107

0×10i

oxlol

oxio4

6x105

98x10

8x109

Zx105

7x106

8x107

5x108

5x108

8x108

2.4

6.4

50

1.0

4×10-7

4x10-7

9×10-1

3x10-1

7sxio-

76×10-

14×10-

1x101

5x109

87x10

?X108

4×108

3.1x10-`

1.2×10-'

1.4×10口5

resibufogeninを 基 本 構 造 と考 え る と、 前 述 の14Q-OH体 の 場 合 と 同 じ く、19位CHO基 の導

入 は 活 性 を 高 め るが 、 そ れ をoxime化 した り一CH2011基 に す る とCH
g基 よ り も や や 活 性 を 低 下

させ る。 そ の 順 位 は 次 の通 り で あ っ た 。19-CHO>19-CHg>19-CQ=N-OH>19 -CH
ZOQ

水 酸 基 の 導 入 に つ い て は 、 特 に16β 一〇Ac基 の 導 入 は 、 著 し く活 性 を 高 め る
。 す な わ ち、

「esibufogeninに 対 す るcinobufagin・marinobufaginに 対 す るcinobufotalinが そ れ で あ る
。

しか し、16Q-Og基 お よ び16α 一〇H基 の 導 入 は 活 性 を 減 少 させ る こ と が 分 か り(scheme2)
、

前 述 の14β 一〇H体(GroupA)の 場 合 と異 な る興 味 あ る結 果 を 得 た
。 一 方 、resibufogenin-

3-acetate、cinobufagin-3-acetateお よ びdesacety1-cinobufagin-3-acetateの よ う に
、3

位 にOAc基 を 有 す る化 合 物 は16β 一〇H基 の 導 入 に よ り活 性 が 増 大 して る。 こ の結 果 は 、3β 一

〇H体 の そ れ と 逆 で あ る 。 ま た 、 異 性 体3α 一〇H体 の 場 合 、 天 然 型 の14β,15/3-epoxy体 よ り

14α,15α 一epoxy異 性 体 の 方 が や や 強 い 活 性 を 示 して い る 点 興 味 あ る知 見 で あ る
。 以 上 の こ

と か ら、3位 お よ び16位 置 換 基 が 、 立 体 的 に しか も相 互 に 活 性 に影 響 を 与 え て い る もの と思

わ れ る。

5a-OH基 の 導 入 は 、 い ず れ の 構 造 に お い て も活 性 を 減 少 さ せ(resibufogenin>marino -

bufagin;cinobufagin>cinobufotalin)、 ま た3位 水 酸 基 の 異 性 体(α 体)お よ びepoxy異

性 体(14α,15α 一epoxy体(scheme2))は い ず れ も活 性 が 著 し く低 下 して い る
。
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3位oxの ケ トン化 は 、 い つ れ も活 性 を減 じ、 そ の3-Keto体 に お け るalの 導 入 、 ∠1,4の 導

入 は 、 次 の順 位 で 活 性 が 低 下 した(scheme3)。

HO

CH3

H

〉
0

CH3

N

〉
0

H

〉
0

sche皿e3

3位 水酸 基 のエ ステル化 は、 いつれ も活 性 を低 下 させ た(scheme4)。

3-OH>3-suberate>3-acetate,3-formate>3-(3,5-dinitro)-benzoate

>3-succinate>3-cinnaminate

scheme4

ま た 、 異 性 体14α,15a--epoxy-resibufogeninと16α 一〇-succinateが 最 も 低 い 活 性 を 示 し

た こ と に 注 目 し た い 。

[GroupC]cardenolideと そ の 誘 導 体 のIC,。 値 をTable6に 要 約 し た 。

0＼

CO

Table6

R

R1

PLC/PRF/5ActivitiesofCardenolides

No compounds substitution InhibitoryactivitiesRatioof

ICso(μ9/nl)activiしies

12Digitoxigenin
23Periplogenin

38Dicitoxitenin-3-nethylsuberate
40Di6itoxigenin-3-acetate

58Digitoxigenin-3-suberate

R=OH,R1=H
R=OH,R1=OH
R=OCO(Cf12)6000Cf13rR1=fl
R=OAc,RI=H
R=OCO(CN2)aCOOH,R1=N

4

2

1

巳

一

一

　

一

〇

〇

〇

〇

1

1

1

1

2

×

×

×

×

ε

7

1

り
0
【
」

8

0
0
f
O
【
0

1.0

1.4×10-2

1.6×10-3

1.6×10-3

1。7×10-4

cardenolideは 同 じ ス テ ロ イ ド骨 格 を 持 つbufadienolideよ り 活 性 は 弱 い 。GroupA、Bと

同 じ く 、5β 一〇H基 の 導 入 は 活 牲 を 減 じ 、3位 エ ス テ ル は 更 に 活 性 を 低 下 さ せ る 。 エ ス テ ル の

う ち 、'3-suberateよ り も3-methylsuberateの 方 が 活 性 が 高 く 、 興 味 深 い 。

[GroupD⊃14-OH体 と14,15-epoxy体 を 除 い たGroupA～Cに 入 ら な いbufadienoiideと

cardenolideのIC50値 をTable7に 要 約 し た 。
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R

H

0＼

CO

HO
X

0＼

CO

o_8

NO2

Table7 PLC/PRF/5Activitiesof14-Non-OxygenBufadienolides

No coopounds substitution InhibitoryactivitiesRatioof

ICso(μt!81}activities

5
5
9

6

7
6

7

1
7

0

1

2
3
3

4

4
5

5

6
6

7
7

β。Chlorohydrinl}

d14-Digitoxigenin

14β 一Artebufogenin-3-acetate

14β 一Arヒebufogenin

dl4-Bufalin

d14-3-Keto-bufalin

d14-Bufotalin-3-acetate

Bufatrienolide-15-0-nitrobenzoate

3-Keto-14a-artebufogenin

7-Oxo-bufatrienolide-15-0-nitrobenzoate

14a-Artebufogenin

R=OH,Rlニ βC1,R2=αOH,R3=H

R=OH,R1=R2=d14,cardenolide

R=0Ac,R1ニ βH,R2=CO,R3ニH

R=OH,Rl=βH,R2=CQ,R3ニH

R=UH,R1=R2=d14,R3=H

R=CO,R1=R2=d14,R3=N

R=0Ac,Rl=R2=∠14,R3=βOAc

R=OH,X=H2,d7(14)

R=CO,Rl=αH,R2=COレR3=騒

R=OH,X託0,∠ コ7(14)

R=OH,R1=acH,R2=CO3R3=H

2

量

ー

I

I

一

一

一

一

一

〇

ハU
O

O

O

1

1

1

1

1

9

0

2

0

0

2

X

×

×

×

×

な

ε

a

乳

a

a

ハU
轟0

【
0
2

3

7

3

【0

8

0
0

1.0

9×10"1

3x10-'1

5×10齢28

4×10御28

4x10_21

4×10尊21

1×10_21

0×10_ZI

8×10_38

5×10嚇38

1)3β,15α 一Dihydroxy,14R-chloro-bufa-5βH,20,22-dienolide(14βC1,15αOH体)

β 一chlorohydrine(14β 一C1,15α 一〇H)が7.0×10-2と い うresibufogeninの そ れ(7.7×

10-2)よ り も 強 い 活 性 を 示 し、 さ ら に14Q-ii,15-oxo体 と ∠14体 が10-1オ ー ダ ー の 活 性 を 示

し た こ とか ら 、 活 性 の 発 現 に 必 ず し も14位 に酸 素 が結 合 して い な くて も良 い こと が 分 か っ

た 。al4体 に お い て 、cardenolideがbufadienolideよ り強 い 活 性 を 与 え た こと も興 味 が

持 て る。 ま た 、14Q-li,15-oxo体(14β 一artebufogenin)は 、 そ の 異 性 体14a-H,15-oxo体

(14a-artebufogenin)よ り も活 性 が 強 い 。 こ の 異 性 体 に お け る関 係 はGroupA(14-ox体)、

GroupB(14,15-epoxy体)に お い て も同 じで あ り、 これ らの 結 果 か ら、C/D環cisがtrans

よ り常 に 強 い 活 性 を 与 え る よ う に思 わ れ る 。 さ ら に 、3-OAc体 の 方 が 、3-OQ体 よ り もや や 活

性 が 強 い 。14α 一H体 で は 、3位ketoneの 導 入 で 活 性 の増 加 を示 した 。ketone基 の導 入 で 活 性

が 増 大 した の は 、 こ の 例 が あ る の み で あ っ た 。

[GroupE]a-pyrone環 をepoxy化 し、 共 役 系 を 変 え た 化 合 物 と α 一pyrone環 を 開 裂 し た化

合 物 の 全 て をTable8に 要 約 した 。
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Table8 PLC/PRF/5ActivitiesoftheEpoxy

anda-PyroneOpeningCompounds

a-Pyrone

No compound Inhibitoryactivities
ICso(ｵg/ml)

Ratioof
コ コ 　

activitユes
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Isobufalinethylester-3-acetate

Isobufalinmethylester-3-axetate

Isobufaユinethyユester

14β 一Arte-MK')

Isobufalinmethylester

CMKA2'

Isogamabufotalin-methylester-

3,11-diacetate

20,21-epoxy-resibufogenin

Isobufalin

14β 一Ante-Et-K。Ac3)

CMKB4〕

Desacetyl-cinobufagin-3-acetate

20,21-epoxide

Isobufaotalinmethyユester-

3-acetate

RRA-15'
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O

ワ
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0
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0
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0
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22
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X50

1.0

9.7×10-L

8.5x:10-'

7.6×10-'.

7.OX10-'

6.7×10-'

6.6×10-1

6.6×10一 量

6.4x.10-'

2.9×10「 監

2.5×10-1

1.5x:10-'

1.3×10-1

<1.3x10-'

1)14β 一arte-MK:Methyl(Z)-3β 一hydroxy-15,21-dioxo-5β,14β 一chol-20(22)-enoaしe

2)CMKA:Methyl-3β 。hydroxy-14β,15β;16β,22ξ 。diepoxy-21-nor-5β,14β 一cholanoate

3)14β 一Arte-Et-K-Ac:Ethy1(z)-3β 一acetoxy-15,21-dioxo-5β,14β 一chol-20(22)-enoate

4)CMKB:Methyl(E)-3x,16Q-dihydroxy-14Q,15Q-epoxy-21-nor-chol-20(2Z)-enoate

5)RRA-1:14β,15β 一Epoxy-5β 一chol-20(22)-en鱒3β,21,24-trio1

各 構 造 をscheme5に 示 した 。20,21-epoxy-resibufogeninの 活 性 は 、resibufogeninの そ

れ よ り も著 し く弱 く、 他 の α一pyrone環 開 裂 体 の す べ て が 、 ほ と ん ど 同 じ レベ ル で 活 性 を 著

し く低 下 させ て い る。 しか し、 弱 い な が ら も活 性 を 保 持 した 点 、a-pyrone環 の存 在 は 、 活

性 増 強 の 重 要 な 因 子 で あ る が 、 活 性 発 現 の す べ て で は な い こ と を 示 唆 して い る。
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(2)D環 部 分 構造 と活 性 相 関:

以 上 の 各Groupを 総 合 的 に検 討 す る と、 α一pyrone環 が 存 在 す るD環 構 造 が 大 き く活 性 に影

響 を 与 え て い る こ とが 分 か る。 そ こ で 、D環 部 分 構 造 を3Q-OH体 、3Q-OAc体 お よ び3-Keto

体 の それ ぞ れ につ い て 活 性 の 強 い順 位 で示 した。
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[3-Keto体]
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そ の 結 果 、 次 の よ う な 知 見 が 得 られ た 。 す な わ ち 、(1)α 一pyrone環 の 系 を 変 え る と

(例 え ば 、epoxy化 や 開 裂)著 し く活 性 が 減 少 す る。(2)C/Dcis体 は 、C/Dtrans体 よ

り も、 常 に 活 性 は 高 い(例 え ば 、14α 一〇H、14α 一Hおよ び14α,15α 一epoxyな ど)。(3)

14位 に 酸 素 が 結 合 して い な くて も(例 え ば 、14α/14a-artebufogeninお よ び ∠14体)活 性

が 保 持 さ れ る。 特 に(4)14(3-OA基 が14β 一C1基 に な っ た 化 合 物(14β 一C1、15α 一〇x体)

は 活 性 が 高 い 。(5)15α 一〇H基 の 導 入 は 、 活 性 を 著 し く減 少 さ せ 、 ケ トン に す る と活 性 は

上 昇 す る。(6)1例 で あ る が 、16β 一〇Hを 大 き な エ ス テ ル(succinate)に す る と活 性 は 著

し く減 少 す る、 な ど の こ と が 分 か っ た 。

(3)3位 置 換 基(A環)と 活 性 相 関:.

各Groupに おけ る3位 置 換基 が活 性 に与 え る影 響 を検 討 した。3位 置換 基 が 与 え る活 性 を、

活 性 の 強 い順 に並 べ る と次 の よ うに な った。

C/Dcis

C/Dtrans

14Q-Oii体:3β 一〇Ac>3β 一〇H>3-Keto>3α 一〇H

14β 一H体:3β 一〇Ac>3Q-OH

14β,15β 一epoxy体:3/3-OH>3β 一〇Ac>3-Keto>3α 一〇H

14α 一H体:3-Keto>3β 一〇x

14α,15α 一epoxy体:3a-OH>3β 一〇Ac>3-Keto>3a-OH

す な わ ち 、 ①C/Dcisの 場 合 、3β 一〇Hは3α 一〇Hよ り もは る か に 活 性 が 強 く、C/Dtransの

場 合 、3α 一〇Hが3β 一〇Hよ り も活 性 が 強 く、互 い に逆 に な っ て い る。 ②14-OH体 と14-H体 の場

合 、 常 に3β 一〇Acの 方 が3Q-ORよ り も活 性 が 強 く、14,15-epoxy体 の 場 合 、epoxyα/β に よ

り3-OHと3-OAc導 入 に よ る活 性 が 変 動 す る と い う興 味 あ る知 見 が 得 られ た 。

3位 エ ス テ ル に つ い て は、bufalinの エ ス テ ル に つ い て 既 に前 述 した。 そ の 順 位 を 他 の

Groupの そ れ と比 較 し、 次 の よ う な知 見 が 得 られ た。

14Q-OH体:3-OAc>3-succinate-tert->3-suberate>3-suberate->3-succinate

(bufalin)buthylcarbazoatemethylester

1413,15/33-suberate>3-OAc>3,5-dinitro->3-succinate>3-cinnaminate

epoxy体benzoate

(cinobufagin)

C/Dtrans体 の デ ー タ は な い が 、(1)14β 一〇E体 の 場 合 、3-OAcが3-suberateよ り も 活 性

が 強 く 、14β,15β 一epoxy体 の 場 合 、 そ の 逆 の 結 果 が 得 ら れ 、 一 方(2)3-succinateは 、

い つ れ も 活 性 は 強 い が 、(3)そ の 誘 導 体3-succinate-tert-butylcarba20ateに 強 い 活 性

が あ り 有 意 な 知 見 が 得 ら れ た 。
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(4)置 換 基 効 果:

構 造 一活 性 相 関 の 一 つ と して 、 代 表 的 な化 合 物 を 中 心 に そ の 置 換 基 相 対 効 果 を 検 討 した 。

そ の 結 果 をTable9(bufalinを 基 本 中 心)とTable10(resibufogeninを 基 本 中 心)に 示 す 。

す な わ ち 、bufalinへ の5β 一〇H/19-CHO(hellebrigenin)の 導 入 、11a-OH(gamabufot-

alin)の 導 入 、3位 水 酸 基 のacetyl化 は 活 性 を 増 強 さ せ 、 そ れ以 外 は す べ て活 性 を 減 少 さ せ 、

特 に15a-OHの 導 入 は 活 性 が 激 減 した 。 ま た 、resibufogeninの 場 合 同 じ く、19-CHOの 導 入

は 活 性 を 上 昇 、 特 に16β 一〇Ac(cinobufagin)とCli/16β 一〇Acの 導 入 は 強 い活 性 の 上 昇

が 見 られ た 。3-suberate/16β 一〇Ac活 性 も強 い 。 さ らに 、3!3-OAc体 、3α 一〇H体.、5Q-OA体 、

16β 一〇Ac体 、16Q-OH体 、3-keto体 お よ びcardenolide体 に っ い て 相 対 的 に 議 論 した 。car-

denolideは 、 相 当 す るbufadienolideよ り活 性 が 低 い こ と も 明 ら か と な っ た 。

Table9 RelationshipbetweenStructuresofl4β 一iiydroxy

BufadienolidesandPLCActivity.

substtution relaしiveacしiviしy
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Table10 RelationshipbetweenStructuresof14,15-Epoxy

BufadienolidesandPLCActivity.

SUbSしiしution relativeaCしiViしy

resibufotenin

cinobufabin

19-Clp

3β 一〇Ac

3・for罰ate

5β ・ai

19-CN20{{
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IV.bufadienolideの 抗 腫 瘍 性

bufadienolideのPLC活 性 を、 他 の 抗 腫 瘍 活 性 と 比 較 した 。 ガ マ 毒bufadienolideに 対 して

今 ま で 報 告 さ れ て い る の は 、 ヒ ト上 皮KB細 胞 、HeLa細 胞 お よ び 白 血 病 細 胞 のP388とL1210に

つ い て で あ る 。P388とL1210に つ い て は 、 共 同 研 究 と して 釜 野 がtheUSNationalCancer

Institute(NIH)で 行 っ た値 で あ る。 しか し、 白血 病 細 胞 に 対 す る 活 性 は 弱 い 。 一 方 、KB

細 胞 とHeLa-S3細 胞 の 活 性 は 、 概 してPLC活 性 と類 似 して い る 。KB細 胞 に対 して 強 い 活 性 を

示 し た(10-9の オ ー ダ ー)の は 、hellebrigenin、scillaeninで あ り、IleLa-S3に 対 して 強

い 活 性(10'4オ ー ダ ー)を 示 した の はbufalinで あ っ た。 こ れ らの 化 合 物 は い つ れ もPLC活

性 が 強 い(10-4オ ー ダ ー)。 一 方 、P388に 対 して は 、resibufogeninとa14-bufalinが 一 番

強 い 活 性 を 示 した 点 興 味 深 い 知 見 で あ る。 以 上 の 考 察 か ら 、PLC活 性 は一 般 の 抗 腫 瘍 活 性 の

指 針 と して 使 用 で き る 。
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TableIl ICsovaluesofBufadienvlideando .nPLC/PRF/5,KB,

Hela-S3,P388andLIZ10cell

compound
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総 括

漢 薬 セ ン ソCh'anSuの ヘ キ サ ンを 除 く、 エ ー テ ル 、 塩 化 メ チ レ ン、 酢 酸 エ チル 、 メ タ ノ

ー ル な ど の 抽 出 物 に 、 ヒ ト肝 癌 由 来 細 胞PLC/PRF/5に 強 い 活 性 を 認 め 、 そ の 本 体 が ガ マ 毒

bufadienolideで あ る こ と を 知 っ た 。 薬 物 の 開 発 と生 理 活 性 の 解 明 の一 環 と して、bufadi-

enolide構 造 とPLC活 性 の 相 関 を 試 み、 以 下 各 項 目 に 見 られ る よ う な 結 果 を 得 た。

1.テ ス ト を 行 っ た の は87種 で あ り 、 こ の う ち5種 のcardenolideと13種 の α 一pyrone環 開

裂 体 が 含 ま れ て い る 。 化 合 物 の う ち 、12種 が10-4μg/mlオ ー ダ ー 、5種 が10-'ug/m1オ ー ダ

ー
、13種 が10-Zug/mlオ ー ダ ー の 強 い 活 性 を 示 し た 。 最 も 強 い 化 合 物 はhellebrigenin

1.6×10-'ug/mlで あ り 、 次 い でbufalin-3-acetate2.0×10-° 、gamabufotalin2.3×

10-`、bufalin2.8x10-° で あ っ た 。 他 の 化 合 物 は 、Table2に 記 載 し た 。 ま た 、 同 時 に

コ ル ヒ チ ン 耐 性 細 胞 に つ い て も 検 討 し 、 い つ れ も 多 少 活 性 を 弱 め る が 有 意 な 活 性 を 示 し た 。

2.全 体 と して 、bufadienolide、cardenolide、 α一pyrone環 開 裂 体 の順 序 で 活 性 の 減 少 が

見 ら れ た。 α 一pyrone環 開 裂 体 も 、 弱 い な が ら も活 性 を 有 し て い る こ と か ら α一pyrone環 の

存 在 が 活 性 発 現 上 の 必 須 条 件 で は な い こ と が 分 か っ た。 比 較 的 、 天 然 型bufadienolideは 、

そ の 誘 導 体 よ り活 性 が 強 い。
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3.総 体 的 に14Q-OH体 は 活 性 が 強 く、14a,15a-epoxy体 、cardenolide、14位 に 酸 素 を 結

合 して い な い14Q-arte体 、14α,15α 一epoxy体 、14α 一arte体 、a-pyrone環 開 裂 体 の 順 で

活 性 が 低 下 す る傾 向 に あ っ た 。 こ の 結 果 は 、 表 面 麻 酔 作 用9)お よ び抗 ウ イ ル ス 作 用d)の 結

果 と類 似 し て い る。

4.PLC活 性 の 濃 度 依 存 性 を 検 討 した 。14Q-OH体 と14a,15β 。epoxy体 で は 弱 冠 の 違 い が 見

ら れ 、14β,15β 一epoxy体 は 濃 度 に よ る活 性 変 化 が 比 較 的 急 激 で あ り、 活 性 に対 す る 感 受 性

が 強 い と 思 わ れ る 。 一 方 、14β 一〇H体 は 、 高 濃 度 に な る に つ れ 、 活 性 変 化 が ゆ る や か と な る

傾 向 が 認 め られ た 。 特 に、bufalin-3-acetateは 、 こ の 傾 向 が 著 し く、 興 味 あ る結 果 で あ る。

(Fig.1(a),(b))

5。 化 合 物 の 種 類 に よ る活 性 発 現 の 違 い を 検 討 した 。14β 一〇Hを 有 す るbufalin、bufotal-

inと そ の 誘 導 体 のIC,。 値 は10-'ug/m1の 比 較 的 低 濃 度 に集 中 して い る 一 方 、a-pyrone環 開

裂 体 は100～102μg/m1の 高 濃 度 に集 中 して い た 。cinobufaginお よ び そ の 誘 導 体 のIC,。 値 は

広 範 囲 濃 度 を 示 し、 化 学 修 飾 に よ る効 果 が 広 い範 囲 で 期 待 で き る こ とが 分 か った(Fig.2)。

6.「 構 造 一 活 性 相 関 」 の 一 っ と し て 、 化 合 物 をGroupご と に 分 け 、 活 性 に 与 え る 規 則 性 を

検 討 し た 。 各groupの 強 い 化 合 物 の 活 性 を1と し て 、 他 の 化 合 物 の 相 対 活 性 を 各Tableに 併

記 し た 。

[GroupA〕:14β 一〇H基 を 有 す る 化 合 物 、 異 性 体 、 誘 導 体(Table3)

①19-CHO、11a-OH、3-OAcの 導 入 は 活 性 を 低 下 さ せ た 。 ②16β 一〇Ac、isa-ox、15α 一

〇H、14a-OHの 導 入 は 活 牲 を 低 下 さ せ た 。 ③ ∠2/∠3の 導 入 は 、 ∠4の 導 入 よ り も 活 性 を 低

下 さ せ た 。 さ ら に 、3位 へ のketone体 、ester体 は 活 性 を 減 少 さ せ 、 特 に3-succinate-tert

-butylcarbazoate>3-suberate>3-suberatemethylester>3-succinateの 順 に 活 性 は 低 く な

っ た 。

[GroupB]:14β,15β 一epoxy基 、14α,15α 一epoxy基 を 有 す る 化 合 物 、 異 性 体 、 誘 導 体

(Table4,5)

①19-CHO>19-CH,>19-CH=N-OH>19-CH,OHの 順 に 活 性 は 低 下 し た 。 ②3-OH体 で は 、16β 一

〇Acの 導 入 で 活 性 は 増 加 し た が 、16α 一〇H,16β 一〇x,16-esterの 導 入 で 活 性 は 低 下 し た 。14α,

15α 一epoxy体 は β 体 よ り も は る か に 低 い 活 性 を 示 し た 。3-OAc体 で は 、 逆 に16-OHの 導 入 に

よ り 活 性 は 増 加 し た 。3α 一〇H体 で は 、14α,15α 一epoxy体 の 方 が14β,15β 一epoxy体 よ り も

強 い 活 牲 を 示 し た 。 こ の よ う に 、3位 お よ び16位 置 換 に よ る 活 性 と の 相 互 関 係 が 存 在 す る こ

と が 明 ら か と な っ た 。 ③513-OHの 導 入 は 活 性 を 減 少 さ せ た 。 ④A環 へ の2重 結 合(∠1,∠

4)は 活 性 を 減 少 さ せ 、 さ ら に3位 へ のketone、ester化 の 導 入 も 活 性 を 低 下 さ せ た 。

3-suberate>3-acetate,3-formate>3-(3,5-dinitro)-benzoate>3-succinate>3-cinna-

minateの 順 に 活 牲 の 低 下 が 見 ら れ た 。

[GroupC]:cardenolideと そ の 誘 導 体(Table6)

①5β 一〇Hの 導 入 は 、bufadienolideと 同 様 に 活 性 を 低 下 さ せ た 。 ②3位 のester化 は 活 性

を 減 少 さ せ 、suberateはmethylsuberateよ り も 活 性 が 低 い 。
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[GroupD]:14位 に 酸 素 が 結 合 し て い な いbufadienolideとcardenolide(Table7)

14(3-Clを 有 す る β 一chlorohydrinは 、 比 較 的 強 い 活 性 を 示 し た こ と か ら 、C/Dcis体 が 、

C/Dtrans体 よ り も は る か に 強 い 活 性 を 示 す こ と が 分 か っ た 。

[GroupE]:α 一pyrone環 開 裂 体(Table8)

α 一pyrone環 が 開 裂 し た 異 な る 共 役 系 を 有 す る も の も 弱 い な が ら 活 性 を 示 し た 。

7.「 構 造 一活 性 相 関 」 の 一 つ と して 、D環 お よ び3位 置 換 基 構 造 が 活 性 に 与 え る影 響 を検

討 した 。 そ の 結 果 をscheme6、7、8に 示 した 。3位 置 換 で は 、C/Dcisの 場 合 、3β 一〇Hは3α

一〇Hよ り も活 性 が強 く
、C/Dtransの 場 合 、3α 一〇Hが3β 一〇Hよ り も活 性 が 強 か った 。

8.「 構 造 一 活 性 相 関 」 の 一 つ と し て 、 化 合 物 ご と の 置 換 基 効 果 を 検 討 し た(Table9,10)。

14(3-OH体 のbufalinと14β,15Q-epoxy体 のresibufogeninを 基 本 と し て 、 相 対 活 性(効 果)

を 求 め た 。 さ ら に 、3β 一〇Ac体 、5β 一ax体 、16β 一〇x体 、16β 一〇Ac体 、3-keto体 、3α 一〇H体 、

14α,15α 一epoxy体 お よ びcardenolideを 基 準 に し た 相 対 活 性 も 同 時 に 求 め 、 上 で 議 論 し た

結 果 を 数 値 で 示 し 実 証 し た 。
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