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古来より、人々は松明や石油ランプ、ガス灯、蛍光灯などの発光現象を利用してき

たしかし、近年、発光現象の利用は、このような生活の場における照明に使われる

だけではなく、さまざまな分野においても利用され続けている。その中でも、医療分

野における発展は目覚しく、基礎研究から臨床まで幅広く利用されている緒言で

は、はじめに励起法による発光現象を分類し、その具体例を挙げる。次に、分子が励

起されてから発光するまでの過程についてを、ヤブロンスキーダイアグラムや

HOMO・LUM0 の遷移から、蛍光発光の強さをモル吸光係数や蛍光量子収率からそれ

ぞれ説明する。続いて、現在報告されている蛍光性有機化合物である拡張π共役系分

子の多環芳香族化合物と Push・PU11System に基づく don伽・π・aooepto,構造を持つ単環芳
香族化合物について紹介する最後に、発蛍光性におけるTFPE基の有用性およびそ

の構築方法を挙げる

諸言

発光の概要

発光現象は、光や電流、化学反応、その他の形で分子に投入されたエネルギーが緩

和して元の状態に戻る際、一部のエネルギーが可視領域の電磁波として放出される現

象であるまた、分子を励起する方法により、発光現象は、光の励起によるフォトル

ミネッセンス、電流の励起によるエレクトロルミネッセンス、化学反応の励起じよる

化学ルミネッセンスなど、様々に分類される(FiB.1)

化学ルミネッセンスフォトルミネッセンス
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Fig.1 発光の概要

田三亙)

1



フォトルミネッセンス

光によって励起され、別の光を発生することを一般にフォトルミネッセンスといい、

フォトルミネッセンスには蛍光と燐光が含まれる。,・3蛍光を発するような媒体として、

一般に蛍光性有機化合物や緑色蛍光タンパク質などが知られている。4,5生体機能を解

析するためのさまざまな分光学的方法の中で、蛍光は生体成分や生命現象の検出にも

つとも頻繁に利用されている方法である。蛍光強度や蛍光波長は、蛍光団の構造や周

辺環境の変化に応じて変化する。ごの現象を検出の基本原理として、生体成分をセン

シングする蛍光プローブ分子や、酵素反応に応用した蛍光分析法が数多く開発されて

いる。

ヤブロンスキーダイアグラム

分子の励起状態緩和過程および発光過程は、ヤブロンスキーダイアグラムを用いて
6一般に説明される。

つまり、基底状態(SO)にある分子は第二励起一重項状態(S2)の高い振動準位に

励起され、続いて振動緩和および内部変換によって第一励起一重項状態(SI)まで緩

和される。S1状態から反応が起こらない分子では、蛍光発光を伴いながらエネルギー

緩和が起こる放射遷移過程(舟)と、蛍光発光せずに振動などによるエネルギー緩和

が起こる無放射遷移過程(k川)によってS0状態へと緩和する(F地.2)。また、フロン

ティア軌道理論による HOMO、 LUM0 の観点から基底状態および励起状態をみてみ

ると、S0状態ではHOM0 に2個の電子が収められており、LUM0は空である。一方、

S1状態ではHOM0およびLUM0のそれぞれに、S2状態ではHOM0およびLUM0 あ

るいはLUMO+1 のそれぞれに電子が 1個ずつ収められていることがわかる。このこ

とから、 S0から Sユへと励起される際には、 HOM0 と LUM0 あるいはLUMO+1 の工

ネルギーギャップに相当するエネルギーをS0の分子が受け取ってHOM0にあるーつ

の電子が昇位した不安定なS2へと変化tる。続いて、 S2状態からS】状態への緩和過

程においては、 S1は S2 よりも安定構造であるこ七から、降位するためにエネルギー

ギャップが小さくなる。最後に、 S1から S0への緩和過程においては、 LUM0 にある

電子が HOM0 へと降位しており、この HOMO・LUM0 のエネルギーギャップに相当

するエネルギーが放射遷移過程あるいは無放射遷移過程によって放出され、S1から

S0へと変化する。この放出過程において蛍光発光が起こる(Fig.3)。

S2

SI
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LUMO+1

LUMO

HOMO

蛍

ヤブロンスキーダイアグラムから、蛍光発光強度は基底状態分子がどのくらいの効

率で光を吸収して励起状態分子を生成するかという因子と、生成した励起状態分子が

どのくらいの効率で蛍光を発して基底状態に戻るかという因子の、二つの因子に比例

することがわかっている。前者の因子、すなわちHOMO、LUM0ギャップに相当する

光子をどの程度効率的に吸収するかを表すパラメーターをモル吸光係数(ε)とよび、

HOM0 から LUM0 への電子が移動する確率を決定する要因のーつに、 HOM0 と

LUM0のエネルギー的な近さが挙げられる。また、後者の因子である、励起状態から

の蛍光発光確率を決定する要因のーつに蛍光量子収率(ψ)があり、これは励起によ

うて分子に吸収された光子数と、蛍光によって放出された光子数の比のことである。

蛍光量子収率は式(D のように定義されるため、蛍光発光には向およびk川が重要と

なる。とこで、島はモル吸光係数εとほぼ比例関係にあることが半経験的に明らかと

なっているため、 k川の値およびbとk川の比が重要なものとなる。以上のことから、
蛍光発光強度は式(2)のように考えることができる。よって、蛍光発光強度には、

モル吸光係数と蛍光量子収率のそれぞれが優れた値を持つことが重要である

十十十十

強を決める子

F地.3SO,SI,S2 の状態における電子配置とスビン

S。

十

S2 SI S。

拡亟^

生物化学研究において、特定の生命分子の挙動を動的かつ定量的にモニタリングし、

可視化するための核心的技術として蛍光性有機化合物による蛍光標識が用いられて

いる。生細胞系などでの研究を考える場合、水系環境下で機能することが重要ではあ

るが、一般に蛍光性有機化合物は脂溶性が高く、有機溶媒に良く溶け、低極性環境下

ψ= kf/ kf+ knr

式①蛍光量子収率

F =ε X φ

式②蛍光発光強皮
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では大きな蛍光量子収率を持つ。これに反し、水溶性が高く、水中などの高極性環境

下においても大きな蛍光量子収率を持つ蛍光性有機化合物は少ない。そのため、生体

系での解析を行うためには、波長、蛍光強度の観点から、実験目的に応じた蛍光性有

機化合物を選択することが重要であり、観察のしやすさ、蛍光性有機化合物の安定性、

レーザーの種類などから、一般的に可視光領域(400~70onm)での励起・蛍光が用い

られる。力また、近赤外領域(700~10oonm)は、生体内のへムや水の吸収を避ける

ことができる波長領域であり、細胞の吸収や散乱を回避した生体イメージングが可能

であるために注目されているが、この領域で励起・蛍光する蛍光性有機化合物の種類

はまだ限定的である。一方、紫外領域(~40onm)での励起を用いる蛍光標識はヨ引象

度が上がるため、より詳細な識別が期待される。

これまでに開発されている童光分子の基本骨格の多くは、キサンテン骨格を有する

フルオレセインやピレンのような多環芳香族炭化水素骨格、クマリン骨格、シアニン
フ.11骨格などの拡張π共役系分子である。フ'これらの化合物は、単純なべンゼンに比べ

て HOMO、LUM0 のエネノレギーギャップが小さく、吸収はより長波長側に現れ、π・π*

遷移に基づくモル吸光係数の大きな吸収帯を示す。さらに、共役系が長く分子が回転

しにくい構造であるため、光励起状態からのエネルギー緩和過程において無放射失活

によるエネルギー緩和が起こりにくいことから、優れた蛍光性を持つ(F喰.4)。
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近年、小さなπ共役系分子にもかかわらず、蛍光性を示す蛍光分子が報告されてい

る。それらは、芳香環上に電子供与性置換基と電子求引性置換基を持つことから、
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"push・PU11System"と呼ぱれる donor・π・acceptor構造を持つ蛍光性分子である。電子供与
性官能基には強い電子供与能を持つアミノ基が使われており、一方で、電子求引性官

能基には様々なものが使われている。これらの中でも、 bis(alk閉yl)b伽Zene は、官能

基の位置や種類によってフルカラー発光を実現している。 12,13 また、

2,5・bls・(methylsulfony)・1,4・diaminobenzene は励起状態における構造変化が大きいため、

極めて大きなストークスシフトを示す。14,15さらに、溶媒、PHまたは濃度に依存しな

い吸収・蛍光特性をもち、耐光性にも優れているため、発光素子・バイオマーカー・

光学センサーなどへの応用が期待されている強蛍光性小分子である(Fig.5)。これら

Push・PU11System に基づく donor・π・acceptor 構造を持つ蛍光性有機化合物は、拡張π共
役系分子とは異なる蛍光メカニズムを有する化合物であり、更なる発展が期待されて

いる。

R
ノノ

小子蛍'性

N

2009年、清水らにより、 1,4・bis(alkewl)・2,5・dゆiperidinob即閥n0 が溶液状態だけでは

なく、圖体状態においても良好な蛍光発光を示すこと、さらに alk伽y1部分の官能基
13

を変更することで蛍光色を容易に調節できることが報告されている(F喰.6)。

N

R = H, CF3, COOEt

bis(alkenyl)benzene

F地.5Push・PUⅡ System に基ノづく donor・π・acceptor十茸造をもつ分子
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in oyclohexane in cyclohexanein cyclohexene
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Fig.6 1,4・Bis(alkenyD・2,5・dipiperldinob帥2ene類の構造
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また、清水ら1*、 dimethoxybis(3,3,3・triauoropropen・1・yl)benzene 力§官育皀基のイ立置ある

いは、二重結合の五Zによっても蛍光性が大きく異なることを穀告している(Fig.フ)。
12

CF3

H3CO3 '＼

H3C0 1
CF3

1,2・dirれethoxy4,5・bis(3,3,3-
trifluoroprop・1・en・1・yl)b8nzene

ih cyclohexane

(E)えfl,ρ師k 362 nm
ε 10500,ψ 022

H3CO

F3C '＼

(Z)えfl,ρ。.k 373 nm,
ε 9000,ψ 0.10

清水らの報告によると、TFPE基を持つ化合物はC、F結合のσ*軌道とエチニル部分

のπ軌道間の相互作用により HOM0のエネルギーレベルを下げ、 C.F結合のδ*軌道

とエチニル部分のπ*軌道間の相互作用によりLUM0のエネルギーレベルを下げるこ

とが DFT計算により推測されている。 DFT計算による HOMO、LUM0 の狭いエネル

ギーギャップが蛍光陛に有利に働くことは多くの研究により明らかとなっている。

清水らの報告から、ベンゼン環上に電子供与性基とTFPE基が共存することで、ベ

ンゼン環をーつしかもたないような小分子でも蛍光性を示すことが明らかとなった。

さらに、 TFPE基のアルケニル部位はZ体よりも三体のほうが良好な蛍光性を示すこ

とも明らかとなった。

1,5・dimethoxy・2,4・bis(3β,3・
trifluoroprop・1・en・1・yl)benzene

in cyclohexane

OCH3

ノノ
CF3

(E)入fl,ρ舶k 366 nm,
ε 5800,φ 0.44

Fig.7 Dimet110xybis(3,3,3、Ⅱifluoropropen.1-yDbon2en類のキ博造

H3CO

F3C '＼

(Z)入fl.ρ.飲 364 nrn,
ε5600,ψ 0,15

1,4・dimethoxy2,5・bisKE)・3,3,3・
trifluoroprop・1・en・1・yl]benzene

in cydohexane

~＼ CF3

これらの背景から、著者は、 push・PUH system に基づく donor・π・acceptor 構造を構築

する際、電子求引性官能基としての有用性の高い(五)・3ββ・triauoroprop・1・enyl(TFPE)
基に着目した。 TFPE 基は単純で剛直な構造であるため回転しにくく、光励起状態か

らのエネルギー緩和過程において蛍光発光を伴わない無放射失活によるエネルギー

緩和が起こりにくいと考えられる。さらに、酸素原子や窒素原子のようなルイス塩基

性の原子をもたないことから、プロトン性溶媒が配位せず、水系溶媒中に多くみられ

るような水素結合を介する溶媒和による蛍光消光も起こりにくいと考えられた(Fig.
幻。

OCH3

に給1 る 333,triΠⅡoro ro

(E)入fl,ρ。.k 407 nm,
ε 9900,φ 0.34

1、en l TFPE の 用
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TFPE基の構築方法

TFPE 基は、これまで述べてきたように小分子化合物を蛍光性にする上で、魅力的

な官能基であるしかし、TFPE基の構築方法としては、D 末端炭素のフッ素化、2)オ

レフィンへの CF3基の'入、3)wi壮i呂反応、 4)3,3,3、トリフルオロプロヘニル化などが

多数報告されているが、それらすべては多段階反応を要し、昂Z選択性が乏しく、マ

イクロウェーブなどの特殊な装置を用いる必要があるなど、その構築方法が十分に確

立されているとは言い難い(F喰,9)以下に、各構築法の詳細について述べる

ノノ、、/CF3

Fi三.8 (五)・3、3、3・Trifluoropfop・1・enyl(TFPE)基

1)末端炭素のフッ素化:末端炭素のフッ素化による TFPE 基の構築は、 2010年に

梅本らにより報告されている 16本方法では、桂皮酸を原料に用い、カルボキシ基を

直接フッ素化することでT印E基の構築が達成されている(schemeD しかしながら、

本方法で用いるフッ素化剤は、水分に不安定で取り扱いには注意を必要とする

333.t""Ⅱ0'oproP●n¥1昌lion

g"」
Fig.9TFPE基の構築力法

'＼ COOH
~~

ノノ

Fluorι町■110n

SCF3

H3C CH33 ^ 3

ノノ

tBU

Cinnamic acid

2)オレフィンへのCF3基の挿入:オレフィンへのCF3基の挿入を行うためのトリフ

ルオロメチル化剤は、求核的トリフルオロメチル化剤、求電子的トリフルオロメチル

化剤およびラジカル的トリフルオロメチル化剤に大別される。

求核的トリフルオロメチル化反応に最も幅広く用いられている試薬のひとつとし

て、 trimethyl(trinuoromethyl)silane (TMSCF3)が挙げられる。 17 TMSCF3 は基質適用範
開囲が広く、様々な化合物の合成に利用されている(scheme2)。

100 OC,3 h

Scheme1フk端炭素のフッ素化

75% (Eト(3,3,3・trifluoroprop・1・en・1・yl)benzene

.
'＼ CF3
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一方、代表的な求電子性トリフルオロメチル化剤として、トグニ試薬および梅本試

薬が挙げられる。

トグニ試薬は、超原子価ヨウ素を用いた求電子性トリフルオロプロペニル化剤であ
19
る。トグニ試薬を用いたトリフルオロプロペニル化反応は、様々な官能基および骨

格に対する許容性が極めて高く、溶媒依存性を示さないために有用性の高いものであ

るが、爆発性を有するために極めて慎重な取り扱いが必要とされる。本試薬を用いた

TFPE基の構築反応がいくつか報告されている(sch引れe3)。 20'詑

Up t099% yield

Scheme2 Ruppeπ・prakash試薬を用いたオレフィンへのCF3基挿入

TMSCF3

8

、＼ CKF, CUI ＼ F
R「一 3

ノノDMPU,80 ゜C, 16 h

＼＼ B(OH)2

ノノ

'＼ BF3K、、、 3
R二、+

ノノ

'＼ COOH
'＼

ノノ
H3CO

CF3 5 m01 % CUI

10m01%Ligand ＼＼ CF3

K2C03,Diglyme /
35 ゜C,24 h

(E)・3・(4・methoxyphenyl)・
ecryliC 3Cid

CF3

一方、梅本試薬1およびⅡは爆発性もなく、水中でも分解しにくい求電子性トリフ

ルオロメチル化剤である(Fig.10)。23,Nこれらの梅本試薬を利用したTFPE基の構築
25反応も多数報告されている(sohome4)。

Iron(川 Cat.

0

Scheme3 トグニ試薬を用いたオレフィンへのCF3基挿入

CF3

r.t.

'＼ CF3、、、 3
R-

ノノ

トグニ試薬

0

CUF2・2H20

80 ゜C,12 h

・C02

＼＼ CF3~＼ 3

ノノ

H3CO

(E)・1・rnethoxy4・(3,3,3・trifluo『0・
Prop・1・en・1・yl)benzene
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＼/①＼/
1 @
CF3 BF40roTf

＼B(OH)2 -・,ー、

゛＼/@＼/
1 θ
CF3 0Tf

TBAF,MS4A ＼＼CF3
THF,「.t./

(E)・(2・([1,1'・bゆheny11-4・yl)vinyl)・
boronic aoid

Scheme6W汝ig反応によるTFPE基の構築

F

ラジカル的トリフルオロメチル化として、 CF31やL飢gloiS試薬が多用される。 CF31
はF伽tone ラジカル型反応により、ヘテロ芳香族に対して CF3基を挿入することがで

きるが、常温で気体であるために取り扱いが困難である(scheme5)。節一方、L肌三10is
27試薬は、圖体であるため取り扱いやすく、温和な条件下でCF3化が行える。

ーーーー

＼

Fi三.10梅本試薬

"^^

Sch.me4梅本試薬を用いたオレフィンへのCF3基挿入

F

/

@
OTf

Ⅱ

CU, NeHC03

DMF,50 ゜C,1'1 h l

゛t 、例
N O

0

H H

5・(trifluoromethyl)・Pyrimidine・2,4(1H,3H)・dione
Pyrimldlne・2,4(1H.3H)・diohe

Scheme5CF31を用いるラジカル反応

3)witt喰反応:2002年、小林らにより、 witt喰反応を用いた TFPE基の構築方法が
報告された。本方法は操作が簡潔であり、生成物の収率が比較的良好であるが、適応

基質が佑亦艮されており、アルケニル音畔立の目Z陛の制御などが課題として挙げられて
28

いる(scheme6)。

9

(E)・4・(3,3,3・trⅢUoroprop・
1・en・1・yl)・1,1'・bゆhenyl

~＼ CF3
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4)3,3,3、トリフノレオロプロペニル化反応:ヨードベンゼンからの直接的3,3,3、トリフ

ルオロプロペニル化反応も報告されている。しかし、これらの反応で用いるトリフノレ

オロプロペニル化郵Ⅱ才常温で気体であり、取り扱いづらく、マイクロウェーブなど特

殊な装置を必要とする(scheme7,8)。 29,30また、 2015年に Kathiravan らによって報告

されたトリフルオロプロペニル化反応は、安価な試薬を用い、官能基許容性が高く操

作方法も単純ではあったが、完全な五侶選択性を達成するものではなかった(scheme
3】9)。

10

"＼
+.:づグ'＼CFR-

ノノ

Sch帥祀7気体のトリフルオロプ女ぺニル化剤を用いるトリフルオロプロペニノレ化反応

,＼ 1
R.+~~/"＼CF

ノノ

gas

PdC12

CH30H, ACOK,

Scheme8マイクロウェーブを用いるトリフノレオロプロペニノレイヒ反応

125 ゜C, sealed tube

X CH2

,、ノ七
1/ F3C COOH

~＼ CF3

R-
ノノ

Pd(OAC)2

DMF, mlcrowave
200 ゜C,1 h

これらの背景のもと、清水らは、クロスカップリング反応でCF3基を持つアルキン

を導入した後に、そのアルキン部位を還元tることで TFPE 基を持つ

bis(alk伽yl)b伽Zene を合成している。しかし、この方法においても TFPE基の五々選択
n

的な合成は困難であった(scheme1の。

SC110me9TFMAAを用いるトリフノレオロプロペニノレ化反応

、＼ C
'＼ F
R'・ 3

ノノ

TFMAA

Pd(OAC)2

additive, ba5e,
Solvent,130 ゜C

＼＼ CF3、、、 3
R^

ノ"゛
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H3CO OCH3

1,5・diiodo-2,4・dlmethoxybenzene

I clzn-^-CF31(2equive) F3C
[pd(pph3)41(10m01%)

THF, ref山X

一方、表ら力ゞ開発した(の・trimethyl(3,3,3・triauoropmp・1・enyl)silane を用、、たヨウイヒア
リールのトリフルオロプロペニル化反応は、一段階かつ特殊な装置を必要とせず、さ

らにトリフルオロプロペニル化剤も常温で液体であるために取り扱いやすく市販化

されている。そのため、本方法は、これまでに報告されているTFPE基の構築方法と

比べて非常に温和かつ簡便な方法であると言える。訟さらに、構築されるTFPE基は、

蛍光性に関して有利な五体選択的であること、TFPE・anilineを合成する上で非常に魅

力的である(scheme11)。

ノノ＼~＼ F3C/

CF31 CF3
H3CO OCH3 H3CO

1,5.dimethox"2,4,bis((Z).3,3,3, 1,5・dlmethoxy・2,4・bis((E)・3,3,3・
trifluoroprop-1,en、1、yl}benzerle trifluoroprop、1、en、1、yl}benzene

Scheme lo Bis(alkenyl)benzenの合成

0ら

゛16、ららべ UAIH4
.δ'、e' THF,Rπ'゛'d、10 '?゛ら匂゜

弌>

1,5・dim8thoxy・2,4・bis(3,3,3・tri利Uoro・
Prop・1・yn・1・y"benzene

H3CO

イフ
CF3

OCH3

38 ツ0

CSF ＼'＼CF3、、、

+ TMS/'、ノ・'CF3R^ R^
DMF I/ノノ

~＼ CF3

OCH3

aryliodide

このように、緒言では、ヤブロンスキーダイアグラムに基づく蛍光発光の原理につ

いて説明し、蛍光の種類や蛍光性化合物、続いて、著者が注目tるTFPE基の蛍光陛

における利点や構築方法について述べてきた。現在、蛍光性有機化合物は、主として

多環芳香族化合物の拡張π共役系分子であり、生体内分子の検出や酵素活性測定など

Scheme11 クロスカップリング反応によるTFPE・benzene類の合成

Oat. pd゜

TFPE・benzens

U

＼
/

＼
/



の生化学的なアプローチに利用されている。これらは優れた蛍光性をもち、目的に応

じて数多くの誘導体が開発され汎用されている。一方、比較的分子サイズが小さな

Push・PU11System に基づく donor・π・acceptor 構造を持つ分子の報告例は少なく、さらに

生化学的なアプローチに利用されている例は少ない。そこで、著者は、push・PU11System

に基づく donor・π・acceptor 構造を持つ新たな小分子蛍光性有機化合物の合成を企図し

た。小分子蛍光性有機化合物をデザインするにあたり、無放射失活によるエネルギー

緩和が起こりにくく、プロトン性溶媒中でも蛍光消光が起こりにくいと考えられる

TFPE基に着目した。本研究は、1FPE基を利用した小分子蛍光性有機化合物を種々合

成し、それぞれの蛍光特性を見極めるごと、さらに、合成した化合物を用いてmν加0

で酵素活性測定を行うことを目的とするものである。
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本研究の目的であるTFPE基を利用した蛍光性有機化合物を開発するために、著者

は、単純な aniline に TFPE 基が置換した TFPE・anili船に着目した。 TFPE辺niliM は、

ベンゼン環上に強い電子供与性のアミノ基と電子求引性の TFPE 基を持つ。ゆえに、

Push・PUⅡ System に基一づく donor・π・acceptor 構造を持つ分子であるため、小分子であり

ながら童光性を示す。さらにTFPE基は、酸素原子や窒素原子のようなルイス塩基性

の原子を構造中に含まないことから、水系溶媒中において水素結合を形成せず、その

ため、溶媒和による蛍光消光が起こりにくく、水系溶媒中でも蛍光性を保持すること

が考えられる。本章では、いくつかのTFPE、an繊neを実際に合成し、それぞれの蛍光

特性について議論を進める。

第一章 TFPE・aniline

＼ NH2 ＼ NH2

.。~0 '"{〔1^眼F3C CF3

TFPE、anilineのA 給よび

、ーーーーY^

TFPE group

0πho・TFPE・anilinePara-TFPE・anⅡine

TFPE-aniHnes

表らが開発したトリフノレオロプロペニノレ化郵k五)・trimethyl(3,3,3・trlauoroprop・1、

enyl)SⅡane を用し、、禾重々の iodoaniline およてド iodophenylenediamine 1こヌ寸し、トリフノレオ

ロプロペニル化反応を試みたところ、期待通り反応は進行した。種々検討を行ったと

ころ、パラジウム触媒には(2・methyla11yDpaⅡod山mσD chlmidodlm釘を用い、さらに、
触媒量を 5m01%から 10m01%へと増量することで、反応時間を20時間から4時間

へと大幅に短縮することに成功した。さらに、分子内のヨウ素の数に応じてトリフル

オロプロペニノレイヒ反工ぶはi隹1テし、・iodoaniline および iodophenylenediamine そオ1ぞ才L-

置換体、二置換体および三置換体を一段階の反応で得ることができた(T北10 D。こ

の多置換体の合成は、(の・trimethyl(3,3,3・廿iauompmp・1-0"yl)silaN、 2,2'・biP珂dyl、無水

C0即引σD a"ωideの当量を、導入する TFPE基の数に応じて、一置換体では2 当量、

二置換体では5当量、三置換体では7当量と当量数を増やしていくことで達成された。

また遊艇のアミノ基を保護することなく反応が進行することも本反応の大きな利点

である。

の揖
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Table l (Ξ)・trimethyl(3,3,3・廿ifluoro-1・propenyl)si1肌eを用いるクロスカップリング反応による
TFPE.aniline 2a、f の合成

[pdcl(2・Me・ヨ11yl)]2

CUF2,2,2'・BφyridylH2N2 ^
十 TMS/'、,、,、CF31 -1

ノノ

entry AT・1 (1)

H2N NH22 '、＼ 2

ノノ

Ia

H2N NH22 、＼ 2

ノノ

Ib

NH2、、、 2

ノノ

IC

NH2、＼ 2

ノノ

Id

NH2、、、 2

ノ"'

Ie

NH2、、、 2

ノノ

DMF,80 ゜C,4 h

2

CF3

H2N2 '＼

才一＼-CF.

H2N

F3C '＼

68

Product(2)

3

2

89

NH2

ノノ

2a

14

H2N

F3C '＼

4

CF3

CF3

ノノ

yield (ツ0)

NH2

NH2

ノノ

62

5

2b

CF3

CF3

ノノ

F3C ^

2f

6

20

NH2

,_/

2C

F3C ^

70

CF3

NH2

ノ/

NH2、＼ 2

//'
CF3

2e

、、、

ノ/
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次1-、得られナ' TFPE.aniline の蛍光特性を測定した(Fig.Π,12, T北le2)その結果、
TFPE 基の数と位置によって吸収・蛍光性が大きく変化することが分かった 2 つの

TFPE基を持つ加、フェニレンジアミン(2a)の極大励起波長(心加、N姑)は3乃nm、極

大蛍光波長は(幼声舐) 433 nm、蛍光量子収率(のは0.25 であった 2a から TFPE

基を 1つ増やした2bでは、極大励起・蛍光波長は長波長化したが、ψは0.03 と大き

く減少しナ・ 2bからアミノ基を 1 つ取り除い六'2Cは、極大励起・蛍光波長に大きな

変化はなかったが、ψが 031 と大きく増加した。また、 2C から TFPE 基を 1 つ取り

除いた2dは、極大励起・蛍光波長は短波長化したが、φは変わらなかった。驚くべ

きことに、単純なTFPE.anilineである 2eはφ=077 と、れた蛍光性を示したものの、

位置異性体である2fでは蛍光性を示さなかった。

また、 DMSO:H20=1:9 の水系溶媒中で蛍光測定を行った結果、 TFPE.aniline の蛍光

波長は長波長化し、蛍光量子収率は減少したものの蛍光性を示すことが分かった。

有機溶媒および水系溶媒中での蛍光測定の結果から、 TFPE・anⅢne は小分子であり

ながら、測定溶媒の極性に関わらず蛍光性を示す蛍光性有機化合物であることが分か

つた。このことは、当初の予測通り、 T印E 基は酸素原子や窒素原子のようなルイス

塩基性の原子をもたないことから、水などのプロトン性溶媒が配位せず、水素結合が

介する溶媒和による蛍光消光が起こりにくいという構造的特徴を示唆するものであ

る

330

0
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6

430 480 330 430380
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Fig. n THF中ι一おける2a.fの吸収スヘクトノレ
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400

020

500450

Wヨνelen宮th/nm

Table2THFおよびDMSO:H20 1:91'おける2a・fの吸収および蛍光データ

入ヨ加,ρ卵k[nm1日εIM、1Cm'11a 入fl,ρ舶kιn井118 φヨ入fl,pe8klnmlb φb

0.034557004385

5763388 4602C 031 0C

359 436 46143712d 0270.31

2e 347 5154 452 03207フ423

2f 6999337 0.01374 0.01396

a.1.0χ106 M in THF, exioitation at 入= 370 nm for 2a,d,40o nm for 2b,C,380 nm for 2e,340 nm for 2f

b.10×10'5 M in DMSO:H20 = 1:9, exici怡tion at 入= 330 nm.
C.1nsoluble in DMSO:H20 = 1:9

550

Fig.12THF中における2a・fの蛍光スヘクトノレ

C

373

400

2e

2f

7913 447

500450

Wavelen客th/nm

第一章のまとめ

TFPE 基の構築方法は、現在までに様々な手法で多くの反応が報告されているが、

今回、著者が用いた表らによるトリフルオロプロペニル化反応は、温和かつ簡便なー

段階反応で、分子内のヨウ素の数に応じた複数のTFPE基の'入を行うことができた

さらに、構築されるTFPE基のアルケニル部位は発蛍光性に有利な三体選択的であり、

これらの利点については、既存の方法とは一線を画すことも強調したい

合成したTFPE・anilineの蛍光特性を測定したところ、分子内の官能基の数や位置に

より、それぞれの蛍光特性が大きく変化した。つまり、導入する官能基を適切に選択

することで TFPE・anⅢne の蛍光特性を意図的に調節できることが分かった。さらに、

TFPE・帥ili配の蛍光強度が有機溶媒だけでなく、水系溶媒でも十分な蛍光性を保った

ことから、水系溶媒の溶媒和による消光現象を受けにくいことがわかったまた、位

433
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置異性体である2eおよび2fの蛍光特性が、それぞれ官能基の位置の違いにより大き

く異なること、さらに、 2e は非常に単純な構造ながらも優れた厳光特性を示すこと

は非常に興味深い結果であると言える。
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第一章では、種々のTFPE・aniHneの合成および蛍光特性の評価を行った。そこで得

られた結果から、著者は、2e が極めて短い共役系にもかかわらず優れた蛍光性なら

びに高い化学的安定性を示すことに着目した。

第二章では、 0πh0位とPα欺位の位置異性体による違い、トリフルオロメチル基と

メチル基あるいはアミノ基とジメチルアミノ基の官能基の違いによる蛍光性の影響

を検討することで、2eの,れた蛍光性を実験的に検証した炊に2eをカギ化合物と

し、 2e の4位あるいは5位に種々官能基を'入した orlho.TFPE、ani"ne を合成すると

とで、更なる蛍光量子収率の向上および波長の異なる極大蛍光波長を持つ蛍光性有機

化合物の合成を試みた

第一章 Ortho・TFPE-aniline

性 2e為よび2fの のレ、

単純な位置異性体の関係にある2eおよび2fによる蛍光性の違いは大変興味深い

2eは優れ六蛍光特性を持つが(φ 0.フフ)、方で、2fは無蛍光性である(φ 0.OD

この蛍光性の違いを明らかにするため、 B3LYP/6-31G(d,P)法を基底関数として用いた
TD、DFT計算による HOMO、LUM0 エネルギーの計算および蛍光寿命(τ)を測定し、

続いて、放射失活速度定数(卿)および無放射失活速度定数(k川)の計算を行うた。

2e および 2f に対して B3LYP/6・31G(d,P)法を用いた TD・DFT 計算を行った結果、

HOMO,LUM0 のエネノレギーレベノレおよびエネノレギーギャップが明らかとなったが、

大きな違いを見つけることはできなかうた(F喰. B)

NH2

ノ/

2e

CF3

NH2

ノノ

.004488ev

゛

2e

CF3

'

0.16787 ev

0.21275 ev

LUMO

.

Fig. B TD、DFT言十

、0.03848 ev

HOMO

10・ー

.

゛

DFT calculation Ⅷth B孔YP/6-31G(d,P)

によるHOM0およびLUM0の計算結果
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一方で、蛍光寿命ωを測定した後、放射失活速度定数(島)および無放射失活速

度定数(k府)の計算を行った結果、2eおよび2fの蛍光陛に関与する大きな違いを見

出すことができた。つまり、蛍光性の2e に関しては島とた川の比がほぼ 1:1の割合で

あるのに対し、位置異性体である無蛍光性の 2fに関しては卿とk川の比がほぽ 1:100

であることが分かった(Table3,式 3)。すなわち、エネノレギー緩和過程において 2e

は約半分の分子が蛍光を放出して基底状態へと緩和しており、一方、2fはほとんどの

分子が蛍光を放出せずに基底状態へと緩和している。これら島およびk川の結果から、
2eの高効率的な蛍光発光の過程を明らかにした。

T北le3 THF中における2eおよび2fのτ,kf, k川

2B

kf [109 S、1] k川[109 $、1]τ[ns]

2f

フ.32

Meesured in THF (1 × 10"5 M)

トリフルオロメチル基とアミノ基の蛍性への

2e のトリフルオロメチル基およびアミノ基がどの程度蛍光性に影響を与えている

かを調べるため、 2eのトリフルオロメチル基をメチル基に変更した2g、アミノ基を

ジメチルアミノ基に変更した2hをそれぞれ合成し、蛍光特性を比較した。

その結果、2eと比べて2gの極大蛍光波長は短波長化し、φも小さくなった。しか

し、2fと比べるとψが増加したことから、優れた蛍光性を示すためには、アミノ基が

分子内相互作用できる位置にアルケンが置換していること、さらにそのアルケンには

電子求引性のトリフルオロメチル基が置換tる必要があることなどが分かった。また、

2h は、 2eと比べると、蛍光極大波長が長波長化し、ψもほぽ変わらなかったことか

ら、蛍光性に関しては窒素からの電子供与が重要であり、アミノ基の水素が水素結合

のプロトンドナーとして蛍光性に関与していないことを明らかとした(Table4)。

0.23

0.07フ

0.043

0.060

4.304

kf =φf/ TS

knr = 1一φf/ TS

式(3) kf, kmの計算式

〔》心叺印.^'洲
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ノノノノ'

2f

T北le4T1正中における2e・hの蛍光データ

入fl, P.ok [nm] ψ

ノノノ

2h

0.フフ

0.01

CF3

2g 384 0.26

2h 441 0.74

1.O×10、5 M in THF, exicitetion et

λ= 320 nrη for 2h,340 nm for 2g
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Orthb、TFPE、anilineのA および

さらなる蛍光量子収率の向上を目指し、極大蛍光波長の異なる蛍光性有機化合物を

得るために、 2eの4位あるいは5位に種々官能基を導入したの所0・TFPE・飢iⅡ如4a・f,

6a・fの合成を行った(T北le5,6)。

Table 5 (易・trimethyl(3,3,3・Mfluoro・1・proP師yDsila口eを用いたクロスカップリング反応による
01・tho.TFPE.a11iline 4a、f (1,2,4一二置換イヒ合物)の合成

[pdcl(2・Me・a11yl)]2

CUF2,2,2'・BゆyridylNH2~、 2
+/、ミ、_、、CF3

ノノ

entry

の測定

3

Ar・1 (3)

NH2＼、 2

ノノ
H3C I
3a

NH2、＼ 2

ノ/
H3C0 1

2

DMF,80 ゜C,4 h

3

NH2、＼ 2

ノノノノ
R CF3

NH2、＼ 2

ノノノノ
H3C CF3

4a

N I'12~＼ 2

ノノノノ
H3CO CF3

Product(4)

3b

4

4

CF3

NH2

NH2、＼ 2

ノノ
NC I

3d

NH2、＼ 2

ノノ

H3COOC I

3e

NH2、＼ 2

ノノ
H3COOC'＼ 1

3C

yield (%)

5

4b

NH2

/ノ

53

6 55

NH2

ノ/

NH2、、、 2

//、
NC CF3

4d

NH2、＼ 2

HCOOC //' CF

58

4f

4C

CF3

3f

73

55

H COOC "'＼

4e

フフ

20

＼
/

＼
/

＼
/

＼
/

＼
/



Table 6 (五)・trimethyl(3,3,3・trifluoto-1・propenyl)silaneを用いたクロスカップリング反応による
0,・tho.TFPE.oniline 6a、f(1,2,5.三置換イヒ合物)の合成

[pdcl(2・Me・a11y"]2
CUF2,2,2'・BゆyridylR NH2＼~ 2

+ TMS/＼,,,・CF3
ノ'

entry

5

H3C NH23 '^ 2

ノノ

5a

H3CO NH23 '＼ 2

ノーノ

5b

I NH2＼、 2

ノノ

5C

NC NH2＼、 2

ノノ

5d

H3COOC NH23 '、＼ 2

ノノ

5e

H3COOC /,＼ NH2
ノノ

Ar・1 (5)

2

DMF,80 ゜C,4 h

63

3

R NH2、、、 2

//'
CF3

ノノ

Produot(句

H3C NH23 、＼ 2

ノノノノ
CF3

6a

H3CO NH23 '＼ 2

ノノノ/
CF3

4

6

5

59

yield (%)

F3C

NH2

ノノ
6

ノノ

6b

42

CF3

NC NH2、、、 2

ノノノ/
CF3

6d

H3COOC N卜123 '＼ 2

//'
CF3

6f

種々の置換基を持つ 0πho・TFPE・aniline 4a・f,6a・f の合成において、 4位あるいは 5

位にメチル基やメトキシ基のような電子供与性官能基を持つ基質より、シアノ基やメ

トキシカルボニル基、 TFPE 基のような電子求引性官能基を持つ基質の方がトリフル

オロプロペニル化反応の収率は向上した。一般的に、パラジウム触媒を用いる檜山ク
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ロスカップリング反応では、電子求引性基が置換すると反応速度が減少し、シアノ基

などは反応に悪影響を与える場合が多い。一方、ここに示した結果から、本反応は官

能基の電子的性質に関係なく進行し、かつ官能基許容性が高いものであると言える。

また、反応時間も官能基に関わらず4時間で終結することも分かった。これらのこと

から、本反応は、 0πho"TFPE.aniline 4a.f,6a.f を合成する上で優れた方法であると言

える。

得られた4a,f,6a・fの蛍光特性を測定した結果、 4位あるいは 5位にある官能基の

電子的性質によって蛍光特性が大きく異なるどとが分かった(Fig.14,15, Table7,8)。

4位に官能基を持つ4a"fの吸収スペクトノレおよびモル吸光係数に着目すると、電子供

与性基を持つ 4a・C は吸収極大波長の長波長化がみられた。一方、電子求引性基をも

つ4dおよび4eは吸収極大波長の変化は少なかった。また、4a、eのモル吸光係数は、

シアノ基を持つ4dではε=7520と大きく増加したが、他の官能基をもつものでは大

きな変化はみられなかった。しかし、二重結合を増やし、共役系を伸ばした 4f にお

いては、吸収極大波長は 10nm 以上短波長にシフトし、さらにモル吸光係数はε

28350 と 2a、fおよび4a,e と比べてもかなりの増加を示した。

また、蛍光スペクトノレおよびψに着目すると、4a、C は蛍光極大波長の長波長化やψ

の増加などがみられた。一方、4dおよび4eについては、蛍光極大波長の短波長化や

ψの減少がみられた。共役系が伸びた 4f においては、蛍光極大波長の長波長化がみ

られたものの、φは大きく減少した。

さらに、水系溶媒での蛍光特性に着目すると、4a・fは蛍光極大波長の長波長化がみ

られた。また、電子供与性基を持つ 4a、C のψは減少した。一方、電子求引性基を持

つ4dおよび4eのψはほぽ変化がなかったか、若干の増加がみられた。4fのφは0.018

と極めて大きな減少がみられた。

4dおよび4eでみられた水系溶媒中での蛍光性の維持あるいは向上は、非常に興味

深い。一般的に、分子内に電子供与性官能基と電子求引性官能基をともにもつ蛍光性

有機化合物では、基底状態から励起状態へと遷移する際に大きな電荷移動を伴う。こ

の電荷移動型の励起状態を持つ蛍光性有機化合物では、蛍光スペクトノレ、蛍光量子収

率、蛍光寿命に大きな溶媒極性効果がみられる。そのため、水のような高1亟陛溶媒中

における蛍光特性は不利に働くことが一般的である。これは、測定溶媒の極性の増加

に伴い、φや蛍光寿命少が減少するためである。この溶媒の極性の増加に伴うψおよ

び蛍光寿命の減少には、放射失活速度定数および無放射失活速度定数が関与している。

すなわち、測定溶媒の極性の増加に伴い、放射失活速度定数は大きく変化しないが、

一方、無放射失活速度定数は大きく増加する。結果として、エネルギー緩和過程にお

いて高極性溶媒中では放射失活過程より無放射失活過程を優先するために、低極性溶

媒中と比べて蛍光性は失われる。
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370 nm for4b

φb

300 350
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Wヨνelen区th /nm

Fi名.14THF巾1、おける4a"fの吸収スヘク

400

30

25

20

450

15

10

500

5

0

300

Table7THFおよびDMSO:H20=1:9中における4a、fの吸収およぴ厳光データ

350 400

゛/avelen宮th /nm

トノレ
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500450350 400 550 600
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次に、5位に官能基を持つ0πho.TFPE.an山neの蛍光スヘクトルおよびψに着目する

と、6aおよび6bは蛍光極大波長の短波長化やψの減少などがみられた。一方、6Ce

では、蛍光極大波長の長波長化やφの増加がみられた。共役系が伸びた 6f において

は、蛍光極大波長の長波長化が起こり、φも増加した。TFPE基を持つ6Cや共役系の

伸びた6fにおいては、4位よりも5位にある方が蛍光極大波長は長波長化し、さらじ

ψが増加した(F喰.16,T北le 幻

350

Table8THF中における6a.fの蛍光データ

入fl,ρ..k [nm]'

Fi曹.16THF中1'おける6a・fの蛍光スヘクトノレ

400

φ'

450

4236a 062

6b 410 032

0.464546C

6d 0β2438

0746e 447

6f 478 0.47

日.1.O×10'5 M in THF, exicitauon at 入= 345 nm for 6a,b,360 nm for 6d,
370 nm for 6e,380 nm for 6C,f

Wavelen客th /nm
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得られたor所0・TFPE・aniline4a・f、 6a・fのうち、同じ官能基を持つ位置異性体を比較

すると、吸収・蛍光極大波長においては、電子供与性官能基が4位にあるとき長波長

化を示し、5位にあるときには短波長化を示すことが分かった。一方、電子求引性官

能基が4位にあるときは吸収・蛍光極大波長は短波長化を示し、5位にあるときには

長波長化を示すことが分かった。

官能基の位置による吸収・蛍光極大波長の違いについては、 B3LYP/6-31G(d.P)法を

用いた TD、DFT 計算の結果により説明できる(Fig. 17,18, Table 9)。すなわち、
HOMO、LUM0 間のエネルギーギャップが狭くなると吸収・蛍光極大波長は長波長化

を示し、一方、エネルギーギャップが広くなると吸収・蛍光極大波長は短波長化を示

すたとえぱ、電子供与性官能基のメトキシ基を持つ4bおよび6bでは、HOMO.LUMO

間のエネノレギーギャッフは、 4b では0.14251eV であり、 6b では 0.15675eV である

また、電子求引性官能基のシアノ基を持つ4dおよび6dでは、 HOMO・LUM0間の工

ネノレギーギャップは、 4d では0.16038eV であり、 6d では 0.144BeV である。これら

以外の他の官能基を持つor所0.TFPE、aniHneにおいても、同様の結果が得られている。

この4位置換体の電子効果と、5位置換体の電子効果は極大波長の変化とは相関し

なかったが、この極大波長の変化とHOMO.LUM0のエネルギーギャップの間には相

関が見られ、置換基の置換位置1'よる極大波長の変化の傾向が予測できる

H2N2 /'

~、

F3C'＼ OCH3
4b

・0.06478 ev

・020729ev

0.14251 ev

H2N OCH32/、 3

、、
F3C '＼

.

.

LUMO

.005774 ev

6b

HOMO

Fi号.174b,6bのHOMO、LUM0エネノレギーの副'算結果

・0.21U9 ev

0.15675 ev

. '

',
゛



H2N2 /、

、、、
F3C'＼ CN
4d

-0.07213 ev

.023251 ev

H2N CN2 /、

'＼
F C '＼

0.16038 ev

LUMO -0.08344ev

6d

、

Table90,,ιho、TFPE、0"ilio02d,4a,b,d・f,6a・fのHOMO,LUM0エネノレギーの計算結果

4f4e4b 4d4a

COOCH3 CH=CHCOOCH

.0.06303.0.06478.0.07213.0.06726 .0.07551

、021803-021494.020729.0.23251 .022846

0.1519,0.,4251 0.16038 0.16120 0.14252

HOMO

RI

LUMO

HOMO

gap

Fig.184d,6dのHOMO、LUM0エネノレギーの計算結果

.022757 ev

0.14413 ev

、

R2

LUMO

HOMO

gep

6a

.0.06105

.021770

0.15665

6b

.0.05774

.021449

0.15675

6d

.0.08634

.023408

0,14774

6e

COOCH3

.0.08344

、022757

0.14413

2d

.0.07027

、022016

0.14989

CH=CHCOOCH

.0.09230

.022411

0.13181

6f 6C

.0.08541

.022518
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第三童四^

本章では、2e の優れた蛍光性について、位置異性体や官能基の異なる化合物との

比較を蛍光量子収率や放射失活速度定数、無放射失活速度定数などについて実験的に

検証した。その結果、 2e のような小分子が優れた蛍光陛を示すためには、アミノ基

と TFPE基がの所0 の位置関係にあり、かつトリフルオロメチル基のような電子求引

性基が必須であることを明らかにした。

次に、 2B をカギ化合物とし、その4位あるいは5位に種々官能基を持たせること

で、蛍光量子収率の向上や蛍光極大波長の変化などを試みた。4位あるいは5位に種々

官能基を持つ3a・f,5a・fにおいては、その官能基の電子供与性あるいは電子求引性に

かかわらず、 TFPE 基を導入するクロスカップリング反応は進行し、目的とする

Ortho.TFPE,aniline 4a、f,6a・f を一段階反応で得ることができた。得られた 4a・f,6a・f

は、 1HF 中で408~478nm と幅広い様々な蛍光極大波長を持つことがわかった。さら

に、2e の蛍光量子収率(ψ=0.フフ)を超える非常に優れた蛍光量子収率を持つ4a (φ

0.80)を得ることにも成功した。また、官能基の位置の違いによる蛍光性の違いを

TD、DFT計算による HOMO,LUM0 のエネノレギーギャップから検証した結果、置換パ

ターンによる吸収・蛍光極大波長の変化についてはある程度予測できることが分かっ

た。

また、一章で述べた TFPE,aniline 2a,f の挙動と同様に、 ortho・TFPE・a"ilin04a・f,6a・f

についても水系溶媒中での蛍光極大波長が長波長化することが分かった。さらに、多

くの化合物においては水系溶媒中の蛍光量子収率は減少したが、一部の化合物におい

ては有機溶媒中よりも高い蛍光量子収率を示した。分子内に電子供与性基と電子求引

性基を共に持ち、励起状態へと遷移する際に大きな電荷移動を伴う蛍光性有機化合物

では、一般的に高極性環境下で蛍光陛が大きく減衰あるいは消光するような溶媒極性

効果を示す。この効果は、蛍光性有機化合物を用いて生化学的なアプローチを行う上

で非常に不利な効果である。しかしながら、の所0.TFPE,anilineは水系溶媒という高極

性環境下においても蛍光性を保ち、さらに一部の化合物においては蛍光性を向上させ

るという特筆すべき性質を持つものであった。

27



第三章 IFPE・aniline以外にTFPE基を有する蛍光性有機化合物

これまでに著者は、単純なアニリンに IFPE 基を導入した TFPE、aniline および

0πho、TFPE、aniline についてその合成および蛍光特性の評価を行ってきた。その結果、

それらの化合物は小分子でありながら良好な蛍光性を示した。さらに、いくつかの

の所0、TFPE、anⅢneは水系溶媒中においても蛍光性を保つことがわかり、その優れた蛍

光性にはTFPE基が大きく貢献していた。

本章では、既存の蛍光性有機化合物に TFPE基を導入し、 TFPE基が親化合物の蛍

光陛に及ぼす効果を実験的に調べる。具体的には、クマリン系蛍光性有機化合物に

TFPE基を導入し、励起・蛍光極大波長の大幅な長波長化を目指す。

フ-Amino-4-meth lcoumarln

AMC は酵素活性測定を行う際の蛍光性ぺプチド基質として汎用される蛍光性有機

化合物として知られている。 AMC のアミノ基とぺプチド鎖がアミド結合で連結され

ている蛍光性ぺプチド基質は消光状態にあるが、酵素によりアミド結合が加水分解さ

れ、 AMC が遊離することで強い蛍光を発する。この検出法を応用して、特定酵素に

対する活性測定法の開発、あるいは酵素の基質となるぺプチド配列特異性の探索が行
33-35われている(scheme12)。

AMC

CH3

01＼＼

_、/
Peptide N O 0

〕ψ一J

28

Peptide・AMC

Non-fluorescence

しかしながら、 AMC が持つクマリン骨格は、酵素活性測定やぺプチド配列特異性

の探索などには利用されているものの、自家蛍光の強い紫外光領域による励起を用い

るためか蛍光イメージングに利用されている例は少ない。36そこで、これまでに得ら

れた知見から、 AMCのアミノ基に隣接する 6位あるいは8位にTFPE基を導入する

ことで、励起極大波長を紫外光領域による励起から可視光領域による励起へと長波長

化し、蛍光イメージングへの展開が期待できる TFPE.AMCの合成を目指した(F地.19)。

Enzyme

Scheme12酵素反応の蛍光アッセイ法

CH3

'、、'＼

ノノ

H2N O0

AMC

Fluorescence

+

Peptide



CH3

'、'＼

ノノ
H2N O0

TFPE、AMC のA

AMCの6位にTFPE基を導入すべく、原料となる6位にヨウ素が置換したAMCの

合成を試みた。はじめに、4・amino-3・nitrophen01のアミノ基をヨウ素に置換した後に、
トロ基の還元反応により8を得た。続いて、8から9への閉環反応を行ったところ

反応は進行しなかった。そこで、8 のアミノ基を保護した 10 からの閉環反応を検討

したが、こちらにおいてもクマリン骨格を形成する閉環反応は進行しなかった。また、

4・amino-3・nitomph伽01 のアミノ基を保護した 12 からの閉環反応も検討をしたが、目

的物を得ることはできなかった(scheme B・1,2)。このような結果から、6位にヨウ素

が置換したAMCを合成することは困難であると判断した。

AMC

3,3,3・trl"uoropropenylation

F地,19AMCのトリフノレオロプロペニル化

C卜13

F.C-＼_L＼＼
,,/
H2N O0

:1:◇。,1ξ、・。.i◇。,

丁FPE・AMC

NeN02,

'＼

ノノ

H2N OH

8

0

,ノ・LCI OCH2CH3
Et20, r.t.,2 h

80 ゜C,1.5 h
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0
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ノノ

H2N OH
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SC11eme B、16位にヨウ素をもつAMCの合成
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H2N2 '＼

ノノ
02N OH Et20, THF,

r.t.,4 h

、j上、、、ノ七 HCHCO N

70%H2S04, ON /0 0

そこで、合成計画を変更し、 AMC を合成した後にヨウ素化を行うことで AMC の

ヨウ素化体を得ることとした。加・アミノフェノールを出発原料とし、アミノ基の保護

を行った後にクマリン骨格への閉環反応を行ったところ、目的とする化合物 15 を得

ることができた。その後、アミノ基を脱保護し、 AMC を3段階反応全収率お%で得

ることができた(scheme14)。

H3CH2CO＼rN ・＼
ノノ
02N OH

12

0 0

H

SchemeB、26位にヨウ素をもつAMCの合成

12,36%

、、、

ノノ
H2N OH

m・eminophen01

CH3

0 ＼＼

ノ.L I/ 2)ice cold water,
H3CH2CO N O 0

Overnight,H
50% NaoH

Et20, THF,
r.t.,2 h

0 '＼

/L I/
H3CH2CON OH

次に、AMCのヨウ素化に関して種々反応条件を検討したが、6位のヨウ素化体は得

られなかった。しかしながら、3位あるいは 8位がそれぞれヨウ素化された 17 およ

び18 を低収率で得ることができた(Table1の。

14,54%

カト12S04,
glaolal aoetlc aoid,
reflux,4 h

H

、。/LyL。。_.

13,45%

0 0

Scheme14 AMCの合成
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T北leloAMCのヨウ素化反応

CH3

'＼'、、

ノノ
H2N O0

15

Entry

"、'＼

CH3

I H2N/00

Conditions

2

KI,30ツ0 H202, H2S04,
CH30H,60 ゜C,5 h

NIS,

CH3CN,0 ゜C,20 r罰in

12, N皐HC03,
toluene, H20, r.t.,5 h

12, KI,
109、O HCI, r.t,,2 h

12, Ag2S04,
EtoH, r.t.,1 h

3

4

16

5

得られた17および18 を同様の方法でトリフルオロプロペニル化を行ったところ、

低収率ながら目的とする TFPE・AMC19および20 を得ることができた(scheme15)。

16 17

(ツ0)Yield

18

CH3

'＼'＼

ノノ

H2N O0

17

CH3

、、、、、

ノノ
H2N O0

13

18

36

8

15 (S.M.)

31

+ TMS/、、ノ・・CF3

Ipdcl(2・Me・a11yl)12,

CUF2,2,2'・Bipyridyl

+ TMS/'、、、・CF3

18
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DMF,80 ゜C,4 h

CF3

Soheme1517,18のトリフルオロプロペニノレ化反応
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【pdcl(2・Me・a11yl)]2,
CUF2,2,2'・Bφyridyl
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TFPE・AMCの蛍光特性の測定

得られたTFPE、AMC19および20について、それぞれの蛍光特性をTHF中で測定

した。結果として、3位のアルケニル部位にTFPE基を持つ19は、吸収・蛍光極大波

長共に AMC に比べて 40nm 以上の長波長化を示し、モル吸光係数についてもε

28564 M・、m'.と大きな増加がみられたまた、蛍光量子収率は 0.82 とわずかに減少

したものの、19の蛍光強度はAMCと比べて大きくなることが分かった一方、アミ

ノ基に隣接する 8位にTFPE基を持つ20については、 AMCに比べ、吸収・蛍光極大

波長はほぽ変化しなかった。しかしながら、モル吸光係数および蛍光量子収率はそれ

ぞれε= 18764 M'1Cm'1およびφ=0.Πと大きく減少することが分か0た(Fig.20,Table
11)この結果から、 TFPE 基の置換による蛍光特性への影響は、 TFPE 基の位置によ

り大きく異なることが明らかになった

35
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TFPE 基の置換位置により蛍光特性が大きく変化する一因として、次のことが考え

られる。フ・Dlmethylamlnocoumarin は、光エネノレギーを吸収して励起状態に昇位すると

き、 F喰、21に示すような分子内電荷移動を起こすことが知られている。これは、 7位

に電子供与性基を持つか、3位あるいは4位に電子求引性基を持つことで共鳴および
37誘起効果が促進され、分子内電荷移動が一層起こりやすくなる。

、、、、、、

＼ノノ
N O0

そこで、 TFPE"AMC 19および20の結果をみると、19 においては3位に電子求引

性基のTFPE基を持つことから誘起効果が促進され、基底状態から励起状態へと昇位

させる分子内電荷移動が起こりやすくなり、モル吸光係数の増加などに由来する蛍光

性の増大がみられる。一方、20においては、8位に電子求引性基のTFPE基を持つこ

とから、分子内電荷移動を促進する誘起効果が相殺され、、結果としてモル吸光係数

および蛍光量子収率の大幅な減少が起こり、蛍光性の減弱がみられたと考えられる

(F地.22)。

Fig.217・dimethylam血Ocoumarinにおける分子内電荷移動

Absorption

Emis$ion

ノノノノ

＼//θ

Fig.22伯,20の分子内電荷移動

ト01〒請
CH3

ト0~?

"-00
"ノー"
H2N O0

19

CF3

第亘童虫^

AMCの3位にTFPE基を導入Lた伯は、 AMC に比べ、励起・蛍光極大波長が長

波長化し、さらに蛍光強度も増加することが分かった。これは、 1FPE 基の誘起効果

によるものである。つまり、クマリン骨格が励起状態へと遷移する際の分子内電荷移

動に着目すると、19ではTFPE基の誘起効果が促進的に作用すると考えられる。この

ことから、 6位にTFPE基を有する AMC を合成することができれぱ、励起・蛍光極

大波長の長波長化や蛍光強度の増加が一層促進される可官断生がある。これに成功すれ

ば、クマリン関連化合物の励起・蛍光極大波長の大幅な長波長化が実現し、より詳細

な角引象度が得られる紫外領域での蛍光イメージングに適用可能な新規蛍光プローブ

分子が創生できると考える。
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TFPE,anlHneおよび0πho・TFPE・anilineは有機溶媒だけでなく水系溶媒においても蛍

光性を示す小分子蛍光性有機化合物である。また、 1FPE・aniline のアミノ基は化学修

飾しやすく、同アミノ基をぺプチド修飾することでアミノ基の電子供与性を劇的に減

弱できる。つまり、TFPE・aniline のぺプチド修飾は蛍光特性に由来,ーる Push・PU11System

を崩し、本来の蛍光性を消失できると推測され、 OFF・ON型の蛍光スイッチングが可

能となる。これを実験的に検証するため、本章では、 TFPE、aniline のアミノ基をぺプ

チド修飾した酵素基質の合成を行い、酵素反応によりぺプチド結合を加水分解させ、

遊何隹する蛍光性 TFPE・anⅢne を蛍光測定する。これにより、 TFPE・aniline を利用する

酵素活性を測定した。

第四章 TFPE、anilineを用いた酵素活性測定

生体

生体成分の検出を目的とした蛍光プローブ分子はこれまでに数多く開発されてい

る。このような蛍光プローブ分子は、生体成分の高感度検出や微量分析が可能である

こと、 m wimにおける実験からネ醐包、動物個体における功 WV0バイオイメージング

まで幅広く利用できること、使用が簡便で安価であることなどの利点がある。また、

分子設計に基づいてプローブ分子の構造を修飾することで、検出対象となる生体分子

に対する親〒叶生、励起・童光波長、プローブ分子の親疎水性などを自由にコントロー

ルできることも、蛍光プローブ分子の大きな利点のーつである。

例えぱ、グルコースをはじめとする糖類は、さまざまな生体機能において重要な役

割を果たす生体成分である。ボロン酸型蛍光プローブ分子は、グルコースがキレート

結合することで蛍光強度が増強するため、水溶液中のグルコースをセンシングできる
38(scheme 16)。

の センシング

強童光性

Ξ" OH

H3C
'、、＼、、＼

ノノノノノノ

-OH

0

HO OH

HO 0卜1

弱蛍光性

Soheme16糖を検出tるボロン酸型蛍光プローブ分子

-OH

OH
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金属イオンもまた重要な役割を果たす生体成分であり、金属イオン特異的に検出す

る蛍光プローブ分子の開発が盛んに行われている。目的に応じて、生細胞内の微小領

域から実験動物を用いたm ν加0まで、幅広い生物試料での金属イオンイメージング

も実現されている(scheme17)。

CO0 θθ CO0 2+ 0日

L /
N N

.ニ゜●二。,ニ゜●
N N

/シ、、
シぐ Yず、S ツ"Y
//

様々な生体成分の中でも、蛍光プローブ分子を利用して酵素反応を検出する蛍光ア
3941ツセイ法は数多く開発されている。

多くの酵素反応の中で、タンパク質やぺプチドの加水分解を触媒するプロテアーゼ、

あるいはタンパク質をりン酸化するキナーゼを標的とした蛍光検出システムの開発

は特に盛んに行われている。プロテアーゼに対する蛍光アッセイ法の多くは、プロテ

アーゼの基質となるぺプチドあるいはタンパク質に童光性有機化合物を導入し、ペプ

チド鎖の切断に伴い蛍光強度が増加するセンシング機構を持つ。トリプシン、サーモ

シリン、エステラーゼなど一般的なプロテアーゼ1舌性を蛍光により検出する場合には、

カゼインなどに蛍光性有機化合物を複数標識したタンパク質を基質として利用する

ことができる。n蛍光団'としての蛍光性有機化合物は修飾したタンパク質中ではお互

いに近接しあい、自己消光状態にあるが、プロテアーゼによる加水分解をうけること

で分散し、蛍光強度を回復する。この時の蛍光強度の増加は直接プロテーゼ活性に比

例している(scheme1幻。

FIUO-3

ほぽ無蛍光

S血eme17Caイオン検出童光プローブ分子

強蛍光性

FIUO-3+C32+

強蛍光

.
弱蚤光性

プロテアーゼ

Scheme18一般的なプロテアーゼ!舌性の検出
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一方、β、ガラクトシダーゼ、シクロオキシゲナーゼ、シトクロム P450 など他にも
多くの酵素活性を選択的に検出するアッセイ法も数多く開発されている。心'52たとえ

ぱ、ここに示す HMDER,βGa1 は、β・ガラクトシダーゼによって強蛍光性の HMDER
を生成することで酵素の活性を測定している(scheme19)。

・01 ーニ、_
OH

HMDER・βGal

無蛍光性

酵素活性測定を行うための発蛍光性のOFF・ON型の蛍光プローブは、酵素反応の前

後で無蛍光性から蛍光性へと蛍光を発するようデザインすることが重要である。

TFPE.aniline の構造的特徴に基づき、ペプチド修飾によるアミノ基の電子供与能の減

衰は、 P゛sh.PU11System を崩壊させるため、本来の蛍光性が消光すると考えられる。こ
れを確認するため、 TFPE、an繊ne が酵素に関する蛍光性基質となるよう、ペプチド修

飾を行った。標的酵素として Dipeptidylpeptldase・4 ΦPP・4)を選択した。セリンプロ
テアーゼである DPP.4 は、ペプチドのN末端倶仂、ら2残基目に位置するプロリンあ

るいはアラニンを特異的に認識し、そのC末端側を基質特異的に加水分解する。53 ま

た、 DPP、4は糖尿病の進展に関する重要なバイオマーカーであり、既にいくつかの発
54.56

色性あるいは発蛍光性の酵素基質が開発されている。

プローブのデザイン

CH2CH3

Scheme19β・ガラクトシダーゼ活性の検出

P,nitr0肌iline を基質に含む発色基質では、 DPP・4 の加水分解反応によって発色基質

のアミド結合が切断され、発生するP・m廿0即iliM を450nm における吸光度の増加に

よって検出することで、 DPP.4活性が測定される(scheme20)。

HMDER

強蛍光性

CH2CH3

,_.,,^,、HO~゜'■写゛0~゜'
H・GⅣ・pro・P・nitroani11ne
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Scheme20P・ニトロアニリンを用いたDPP、4活性測定
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また、フ,amino-4・methylcoumarin (AMC)を基質に含む蛍光基質では、 DPP・4 の加水

分解反応によって蛍光基質のアミド結合が切断され、発生するAMC を460nm にお

ける蛍光強度の増加を検出することによってDPP、4活陛力斗則定される(scheme21)。

CH3

、、~＼

H・GN・pro、N /。。
H

AMCH・GN・pro・AMC

Scheme21 AMCを用いたDPP、4活性測定

吸光度測定法に比べ、蛍光測定法による酵素活性測定は、蛍光を発する分子が少な

いためにバックグラウンドへの影響が少なく、高感度で測定できるという利点がある。

著者は、新規蛍光性有機化合物のTFPE・aniline を蛍光測定法による酵素活性測定に

利用することとした。そこで、標的酵素となる DPP・4 に関する蛍光基質

H、Gly、pro、TFPE、aniline の合成を行った。パ、プチド修貧市された H・Gly・pro・TFPE・aniline
が無蛍光性であれば、 DPP・4 により特異的に加水分解され、系中に蛍光性の

TFPE・aniline を発生することができ、これにより蛍光定量的な酵素活性測定が可能に

なる(scheme22)。 TFPE・aniHne には、水系溶媒で蛍光性を示し、さらに、最も反応

収率が優れていた2dを用いることにした。

DPP、4

CH3

＼、~、

ノノ
H2N O0

+ H・Gly・pro・OH

'》t_ーN ＼/
_゛ー^

F3C

H、GⅣ、pro-2d

無蛍光性

DPP・4 deavage

"1、。X、。、

Scheme222dを用いたDPP4活性測定

H・GN・pro-OH
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DPP"4にする

初めに、アミノ基をイ呆護した glycine とし・proline methylesterhydrochloride をマイク

ロウェーブ照射下でぺプチド縮合した。引き続き、縮合したエステルの加水分解反応

によりアミノ基を保護した glycine・proline のジペプチドを得た。得られたジペプチド

を0湖lylchlorideにより酸塩化物とした後に、2d と縮合反応させることで23 を得た。

23 のアミノ基の脱保護は hydrazine monohydrate を用いて行い、 H・Gly・pro-2d を得た

(scheme 23)。

基のA

■、,.●一■

2d

Pyridine

1,4・dioxan邑,

r,t.,2 h ■>t _バー・・0 "》;t ぐ/'N＼/"" H

ーーー F3C

21

LioH・H20

THF, MeoH, H20

r..,overni9 22

0

R = OMe 86 ツ0

DPP,4活性測定

R=OH

F3C

合成したH.Gly"pro-2dおよび2dの蛍光スペクトルを測定し、それぞれの蛍光特性

を評価した。その結果、当初の予測通り、アミノ基をアミド基に修飾したH・Gly・pro,2d

は無蛍光性であった(Fig.23)。その蛍光性の消失は、ベンゼン環に対司、るアミノ基

の電子供与能の減衰の結果である。特に、460nm における 2d と H、Gly、pro-2d の蛍光

強度は大きく異なっていた。したがって、 H・Gly・pm2d はDPP・4 による加水分解反応

を起点とするOFFON型の蛍光プローブとして使用できると考えた。

23

3 SteP531 %

Scheme23 発蛍光性プローブH・Gly・pro-2dの合成

H.Gly.pro.2d
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Fig.23 H、Gly、pro-2d と 2dのぢt光スペクトノレ

次に、 H,Gly、pro-2d が DPP、4により加水分解されるかを実験的に検証した。加水分

解実験は、童光性基質 H・Gly・pro-2d、 0.07 および 7.00 μg/mL の DPP・4、コントローノレ

を用いて行った。その結果、DPP、4存在下においてのみ、蛍光強度の増加がみられた。

しかし、DPP.4の濃度が高濃度の7.00μ創mLにおいては蛍光強度の顕著な増加がみえ

たが、DPP、4の濃度が低濃度の0.07μgmLにおいては蛍光強度のわずかな増加しかみ

られなかったまた、DPP・4非存在下では、蛍光強度は終始増加しなかった(Fig.24)

この蛍光強度の増加は、 H・Gly・pro-2d が加水分解され、系中に 2d を発生したことを
示しているま六、 DPP、4 非存在下では、蛍光強度の増加がみえなかったことから、

H、Gly、pro-2d は自発的にに加水分解されないことも分かった。これらのことから、

H、Gly、pm、2d は DPP.4 に関する OFFON 型の蛍光性基質として利用できることが明
かになった
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3500

3000

2500
^
^
膨
r

2Ⅸ抑

1500

1000

500

0

0 2伽 400 600 800 1000 稔00 14卯

"m●{'}

F璃.24DPP.4の酵索反応によるH、Gly、pr02dの蛍光強度の変化

Oorltr01

007 μg/mL DPP・4

700 μg/mL DPP・4

h
一
功
仁
Φ
一
三

建
ぞ
巴
に
一



前述の加水分解反応の結果から、H・Gly・pm・2d は蛍光基質としてDPP・4 の活性測定

に利用できることがわかった。そこで、 H・Gly・pro-2dの蛍光基質としての有用性を確

かめるために、活性測定に必要な基質濃度、酵素との親和性(κ,)および代謝回転数

を既存の蛍光基質 H・Gly・pro・AMC と比較した。

蛍光強度および検量線の結果から、活性測定に必要なAMCの濃度は、5nM-1 μ

M であり、2d では50nM-10μM であ0た。すなわち、活性測定に用いる 2d はAMC

の 10倍の濃度が必要であることがわかった(Fig.25,26)。
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炊に、速度論的解析の結果から、 H・Gly・pro-2d のκmはH・Gly・pro・AMC の約2倍高

い値、 pm算は約ν100倍低い値を示し、酵素の親手Π性および代謝回転数が低いことが

わかった。(Fig.27,28, Table 12)。

H、Gly,pro-2d の反応速度および代謝回転数の低さの原因として、 or功0 位の TFPE

基の存在が考えられる。すなわち、 H・Gly・pro・2d の幅はTFPE基の分H・Gly・pro・AMC
に比べて大きいために、 DPP.4の活性中心へと向かう際に、その進入を妨害してしま

つていることが考えられる。
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DPP、4 活性測定に用いた H,Gly.pro-2d は、既存の DPP.4 活性測定の蛍光基質と比

べると、酵素との反応速度の低さや蛍光団の蛍光強度の弱さなど改善の余地を持つも

のの、蛍光測定に用いる励起・蛍光波長では、蛍光基質の蛍光および励起光などのバ

ツクグラウンドの影響をほぼ完壁に避けることができた。さらに、測定を行う励起・

蛍光波長がAMCとは異なる点から、多波長での測定が行えることも利点と言える。

第四童^

本章では、 TFPE、an11ine が水系溶媒でも蛍光性を保つこと、また、 TFPE・a"iline のア

ミノ基が化学修飾しやすいことに着目し、DPP・4 の蛍光基質H・Gly・pro-2d を合成した。

H・Gly,pro,2d は、 2d とは蛍光特性が全く異なる無蛍光性の蛍光プローブ分子であっ

た。これを用いることで、 DPP・4 による加水分解反応の進行とともに蛍光性の2d が

系中に遊部し、蛍光強度の増加が明確に観測でき、これにより DPP・4活性を正しく測

定することに成功した。 TFPE・an鐵ne を蛍光団とする蛍光プローブ分子は、蛍光測定

のバックグラウンドの影響をほぽ完壁に回避できることから、酵素反応の進行度を容

易に測定できるという有用性を示すことができた。しかし、同時に、既存の DPP・4

活性測定の蛍光基質と比較すると、酵素との反応速度の遅さや蛍光団自身の蛍光強度

が弱いなど、いくつかの課題も見つかった。今後は、更なる構造修飾による童光強度

およぴ酵素との反応速度の改善、また、 DPP、4以外の酵素も視野に入れ、標的酵素に

対して適切な酵素基質を合成し、新たな酵素阻害剤を開発する際の酵素活性測定にお

ける蛍光プローブ分子としての利用法など追求していきたい。
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蛍光性有機化合物は様々な分野で利用されているが、特に生化学的な分野では、こ

れまで困難であった生体成分のセンシングを行う上で、革新的な技術とされるまでに

発展している。また、医薬品開発分野では、酵素阻害剤などのりード化合物の有効性

を判定するためのスクリーニングなどにも多用されている。このような目的で利用さ

れている蛍光性有機化合物は優れた蛍光性が必要とされるため、拡張π共役系分子の

多環芳香族化合物が主に使われてきた。しかし、その分子サイズの大きさゆえに標的

自身の生理作用を阻害してしまうなど、同時に課題も見受けられる。一方で、近年、

多環芳香族化合物とは異なり、芳香環がーつしかないような小分子でも Push・PU11

Systom に基づく donor・π・acceptor 構造を持つことで優れた蛍光性を示す小分子蛍光性
有機化合物になるととが報告されている。そこで、筆者は電子求引性のTFPE基に着

目し、push・PUⅡSystem に基ノづく donor・π・acceptor構造を持っ新たな TFPE 基含有ノト分子
蛍光性有機化合物の合成を行い、その蛍光特性を見極めた。続いて、合成した化合物

を利用して酵素活性測定を行った。

結語

TFPE 基は、剛直で回転しにくく、さらに水素結合しにくい構造であるために蛍光

性に関して魅力的な官能基である。いくつかのTFPE・aniline の合成を行い、その蛍光

特性を測定したところ、分子内の官能基の数や位置によりその蛍光特性が大きく変化

することが分かった。そのうち、アミノ基と TFPE 基がの所0 の位置関係にある

TFPE・an鐵ne は有機溶媒中で優れた蛍光性を示し、水系溶媒中においても蛍光性を維

持できる小分子蛍光性有機化合物であることを放射失活および無放射失活速度定数

の計算から明らかにした。次に、蛍光特性の向上を目指し、 TFPE・aniline の 4位ある

いは 5 位に、種々官能基を導入したの所0・TFPE・aniline の合成を行い、それぞれの蛍

光特性を測定したところ、官能基の電子的性質および位置によって蛍光特性が大きく

変化することが分かった。

一方で、既存の蛍光性有機化合物である AMC に TFPE基を導入することでTFPE

基が親化合物の蛍光性に及ぼす効果を調べた。3位および8位にそれぞれTFPE基を

導入した TFPE,AMC の蛍光特性を測定したところ、 3 位に TFPE 基を導入した

TFPE"AMC においては分子内電荷移動を促進し、 AMC に比べて吸収・蛍光極大波長

の長波長化が行え、さらに蛍光強度も増加した。

続いて、合成したTFPE,anilineが蛍光プローブ分子として利用できるかを検証すべ

く、 DPP、4活性測定への応用を検討した。合成した蛍光基質を用いてDPP・4活性を測

定したところ、 DPP、4の酵素反応により蛍光基質がTFPE、aniline を遊高隹することを蛍

光強度の増加から確認できた。本蛍光基質はバックグラウンドの影響をほぼ完壁に回

避できるなどの有用性を示したが、一方で、反応速度の遅さや蛍光強度の弱さなど課
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題も見つかった。

本研究を通し、著者が開発した TFPE・aniline およびor所0・TFPE・aniline は、強力な電

子求引性のTFPE基をもつ小分子蛍光性化合物である。極めて興味深いことに、これ

らの化合物は、芳香環上の官能基の位置および種類を変更することで、様々に励起・

蛍光波長および蛍光強度を変化させることができ、有機溶媒だけではなく水系溶媒に

おいても蛍光性を示すことがわかった。さらに、これらの化合物を蛍光団とする蛍光

基質を用いた酵素活性測定にも成功した。以上、ここで述べてきた研究成果が、新た

な小分子蛍光性有機化合物の創生に繋がり、さらには、酵素阻害剤などをはじめとす

る医薬品開発の一助になることを願い、結語とする。
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反応溶媒として用いた Et20,トルエンは使用する前にアルゴン雰囲気下

Na・benzoph肌oneketyはり蒸留したものを用いた。 DMF は CaH2 より、 CH2C12はP205
より蒸留したものを用いた。THFは無水かつ安定剤無添加の市販品を用いた。基質は

特に断りがない限り市販品を精製することなくそのまま用いた。また、合成反応は特

に断りのない限り、アルゴン雰囲気下で行い、用いたガラス器具は aame・dry したも

のを使用した。

本研究では、化合物の分析および蛍光測定に以下の機器を用いた。

実験の部

IH・NMR spectra(40O MHZ):内部標準物質 TMS (tetramethylsilane)

JEOL・ECZ・40o spectrometer

BC・NMR spectra aoo MHZ).内部標準物質 TMS (tetramethylsilane)

JEOL・ECZ・40o spectrometer

19F・NMR spectra(376 MHZ):内部標準物質 ETFA(ethyltr田Uoroacetate)

JEOL・ECZ・40o spectrometer

NMRによる測定は、内部標準物質を0 即m として低磁場側を(+),高磁場側を(・)

とした。

NMRspectra 中の記載は以下の略語に従った。

S : singlet, d : doublet, t : triplet, q : quadet, m : multiplet, br : broad, dd : doubledoublet,

dq : doubleqU日丘et

Mas$ spectra (MS)

JEOLJMS・70OT spectrometer

Meltingpoint (未補正)

柳本製作所 MICRO MELTING POINTAPPARAIUS MP,53

励起・蛍光スペクトル

日立 F、7000
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蛍光寿命

浜キ公ホトニクス Quan仇Urus・1au
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第一章

4,6・βisi'E/・3,3,3-tr加女oroprop・1・eπ・1モ1,り・1,3・diα子"ih06ehzeπe ι2ω

フラスニに la a.omm01)と 2,2'・bipyridy1 6.o mm01)を加え、アルゴン雰囲気下

のグローブボックス内で(2・methylaHyl)paⅡadiumσD chloride dimer (10 m01%)と

2,2'・bゆyridyl、無水Copper(1D 打Uorlde 6.o mm01)を加えた。続いて、 DMF (6.o mL)

およぴ(の・trimethyl(3,3,3・tri負Uoroprop・1・e"yl)silane (5.o mm01)を加えた後、 80゜Cで 4

時間反応させた。この反応溶液を氷水に注ぎ、セライトろ過を行った。その混合物を

ジクロロメタンで抽出し、有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥、減圧下で溶媒を蒸

留し、残漬をカラムクロマトグラフィー(si02)で精製し、 2a を 62% Q83フm剖で

得た。 A light bro、¥n solid: mP 165-167 ゜C (recrystaHized from AC0致飢d hexane);1H・NMR

(CDC13)δ:395 (4H, S),6.00 (1H. S),6.01 (2H, dq, J= 16.0,6.6 HZ),フ,09 (2H, dq,ノ= 16.0,

2.1 HZ),727 (1H, S). BC・NMR (CDC13)δ:102.3,111.4,113.9 (q, J= 33,4 HZ),123.8 (q,ノ=

268.8 HZ), n8.6, B2.4 (q, J= 6.7 HZ),147,5,19F、NMR (CDC13)δ:Π,83 (3F, dd, J= 6.5,2.2

HZ),12.47 (3F, dd, J= 6.5_ 22 HZ), Ms m/Z 296 (M十),27フ,257,226,187, HRMs calcd for

C12HIOF6N22962116 (M十), fbund 296.0749.

H2N

F3C ^

NH2

ノノ

2a

CF3

2,4,6・rriS1伍ナ・3,3,3・tr加女0即Prop・1・eπ・1サ},り・1,3・diα版ih06ehzene イ2ιノ

フラスコに lb a.o mm01)と 2,2'・bipyridyl (フ,omm01)を加え、アルゴン雰囲気下

のグローブボックス内で(2・methyla11yDpa11adium(1D chloride dlmer ao m01%)と無水

Copper(1D auoride (フ.o mm01)を加えた。続いて、 DMF (6.o mL)および

(五)・trlmethylB,3,3・triauoroprop・1・enyl)silane (フ,o mmoD を加えた後、 80゜Cで4時間反

応させた。その後、 2a と同様の方法により単隣、精製を行い、 2b を20%(78.o mg)

で1尋た。 A ora11ge solid: mP 196 ゜C (recrystaⅡized from ACOEt and 11exane);1H・NMR

(CDC13)δ:4.12 (4H, S),6.04 (2H, dq, J= 16.1,6.4 HZ).6.21 (1H, dq,ノ'= 16.1,6.1 HZ),フ.02

H2N

F3C ^

CF3

ノノ

NH2

ノ,ノ

2b

CF3
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a H. dq,.ノ= 16.1,2,O HZ),フ.11 (2H, dq,,ノ= 16.1,2.O HZ),フ.28 aH, S)、 BC・NMR (CDC13)δ:

105.フ,111.1,115.4 (q, J= 33.7 HZ),122.6 (q,ノ= 2703 HZ),123.6 (q,ノ、= 269.O HZ),1249 (q,

j= 33.7 H力,128.6. B I.0 (q,ノ'= 6.7 HZ), B23 (q, J= 6.7 HZ),144.5.19F・NMR (CDC13)δ:

11.18 βF, dd, J= 62,1.9 HZ)、 12.40 (6F, dd, J= 6.5,1.9 HZ). Ms m/Z 390 (M十),321 HRMS

Calcd for C15HnF9N3390.0779 (M+), found 390.0783.

2,4,6・rriS14/・3,3,3・tr加女oropmp・1・en・1,り・α"i/iπe Pψ

2bと同様の方法によりlbの代わりにIC を用いて反応および単駐、精製を行い、

2C を 54%(203.o mg)で得た。 A light yeⅡOw solid: mP 119・no ゜C (recrysta11ized from

ACOEt 帥d h獣ane);1H・NMR (CDC13)δ:4.20 (2H, S),6.11 (1H, dq, J= 16.0,6.5 HZ),620

(2H, dq, j= 16.0,6.4 HZ),フ.05 aH, dq, j= 16.0,2.1 HZ),フ.21 (2H, dq, J = 16.0,2.1 HZ),

フ.40 (2H, S).13C、NMR (CDC13)& 114.1 (q, j= 34.O HZ),119.8 (q, J= 33.6 HZ),121.1,123.0

(q,ノ'= 269.4 HZ),1243,124,フ(q, J= 2692 H力,128.フ,1323 (q, J = 6.8 HZ),136.2 (q,ノ'=

6.7 HZ),143.9.19F、NMR (CDC13)δ:11.59 (6F, dd, J= 6.5,22 H力,1224 (3F, dd, j= 6.5,22

HZ). Ms m/Z 375 (M十),316,266 HRMs calcd for C15HIOF9N3 375.0670 (M十), found

375.0668.

CF3

ノ/

F3C ^

NH2

ノノ

2C

2,4・βis/ιE/・3,3,3・か加"01'oprop・1・ehyリαπilhle P41

CF3

2aと同様の方法によりla の代わりにld を用いて反応および単離、精製を行い、

2d を 89%(2509 mg)で得た。 A Hght ye110w solid: mp l06-107 ゜C (recrysta11ized from

ACOEt and heX釦e); 1H・NMR (CDC13)δ:4.05 (2H, S),6.04 (1H, dq, J = 162,6.6 HZ),6.19

UH, dq_ J = 15.8,6.5 HZ),6.72 (1H, d, j= 8.2 HZ),フ.03 (1H, dq, J= 162,2.1 HZ),720 (1H,

dq, j= 15.8,2.1 H力_ 730 (1H, dd, J = 82、 1.8 H力,736 UH, d,ノ'= 1.8 HZ). BC、NMR

(CDC13)δ:" 2,9 (q,ノ'= 33フ HZ), H6.8,117.9 (q,ノ= 33.7 HZ),119.2,1233 (q, J = 269.4
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NH2

ノノ

2d
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HZ),123.9 (q, J= 269.4 HZ),124.4,1279, B2.フ(q.ノ= 6.7 HZ), B6,8 (q,ノ'島 6.7 HZ),1463.

】9F、NMR (CDC13)δ:.U .84 (3F, dd、 J= 6.5,2.2 HZ),12.47 (3F, dd,,ノ= 6.5,22 HZ)、 Ms m/Z

281 (M十),242,211, HRMs calcd for C12H9F6N 2幻.0639 (M十),血Und 281,0634.

伍ノ・2イ3,3,3・Tr加"oroprop・1・ehyoani/ine ι2ω

フラス捻に le a.o mmoD と 2,2'・bipyridyl(2.o mmoD を加え、アノレゴン雰囲気下

のグローブボックス内で(2・methylaⅡyl)pa11adiumσD CNoride dlmer ao m01%)と無水

CopperσD auoride (2.o mmoD を加えた。続いて、 DMF (6.o mL)および

(五)・trimethyl(3,3,3・triauoroprop・1・enyl)silane (2.o mm01)を加えた後、 80゜Cで4時間反

応させた。その後、 2a と伺様の方法により単雛、精製を行い、 2e を 68% Q272mg)

で1昇ブヒ。 A C010rless solid: mP 48・49 ゜C (recrysta11ized 介om ACOEt and hexalw); 1H・NMR

(CDC13)δ:3.81 (2H, S),6.B UH, dq, J = 159,6.5 HZ),6.72 (1H, dd, J = 8.0,0.9 HZ),6.80

(1H, ddd、ノ=フ.8,フ.8,0.9 HZ),フ.18 (1H. ddd,ノ、=フ.8,フ.8,1.5 HZ),フ.24 (1H, dq,ノ= 1S.9,2.1

HZ),フ.29 UH, dd, J=フ,8,1.4 HZ). 13C、NMR (CDC13)δ:116.6 (q, j= 33.4 HZ),116.8,119.2,

119.4,123.6 (q, J = 269.O HZ).127.9, BO.9, B33 (q, j= 6.8 HZ),144.8. 19F・NMR (CDC13)

δ:12.07 (3F, dd, J = 6.5,2.2 HZ). MS "1々 187 (M゛),148,118,91, HRMs calcd for C9H8F3N

187.1617 (M、), f0叩d 187.0603.

NH2~、 2

//、
CF3

2e

伍ノ・4・β,3,3-rr加"oropl'OP・1・e五10απi/iπe p/?

2e と同様の方法により le の代わりに lf を用いて反応および単敲、精製を行い、

2f を54%a01.o mg)で得た。AC010rlesssolid: mP 53・54 ゜C (recryS仏Ⅱized fromACOEt 勧d

hexane); 1H・NMR (CDC13)δ:3.88 (2H, S),5.98 (1H, dq、 J = 16.0,6.7 HZ),6.66 (2H, d, J

8.5 HZ),フ.02 U H, dq, J = 16.0,2.1 HZ),726 (2H, d, J = 8.5 HZ). BC・NMR (CDC13)δ:111.52

(q, J = 33.4 HZ),114.90,123.65,124.21 (q、 J = 268.O HZ),129.08, B7.42 (q, J = 6.7 HZ),

148.19. 19F、NMR (CDC13)δ:12.74 (3F, d, j = 6.6,2.1 HZ). MS 加/Z 187 (M'), 168,118,

HRMs calcd for C9H8F3N 187.1617 (M-)Jwnd 187.0603.

NH2、、、 2

ノノ
FC ^

2f
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第二章

ι五ノ・2イnop・1・eπ少oahinπer2寄ノの今成

N02、、 2

ノノ
CHO

ι五ノ・2イnop-1・e"yoahiliπe イ2"ノ"

アルゴ'ン雰囲ξ系下、 0゜C1こおし、て ethyltriphenylphosphonium bromide (11フ mm01)の

THF 懸濁1夜(29.4 mL)に、 h,butyⅡithium a4.9 mm01, 1.55M in 11exane)をゆっくり

滴下し、 2時聞反応させた。反応溶液に対し、 2・nitl・obenzaldehyde (6,5 mm01)の THF

溶液(9.8mL)を滴下し、引き続き 0゜Cで2時間反応させた後、室温で16時間反応さ

せた。この反応溶液に飽和 NH4C1水溶液を加え、 Etユ0 で抽出した。有機層を無水硫

酸マグネシウムで乾燥、減圧下で溶媒を留去し、残済をカラムクロマトグラフィーで

精製し、 24 を得た。 24 (5.o mmoD の EtoH/ACOH a:1, 19.4 mL)溶液に、 ironpowder

(20 mm01)を加え 100゜Cで 3時間反応させた。この反応溶液を酢酸エチルで希釈し

たい有機層を飽和NaHC03水溶液で洗浄した後、無水硫酸マグネシウムで乾燥、減

圧下で溶媒を留去しJ矧杏をカラムクロマトグラフィーで精製し、2gを8.6%67.omg)

で得た。 A C010rless liquid; 1H、NMR (CDC13)δ: 1.89 (3H, dd, J = 1,8、 6.6 HZ),3,56 (2H, S),

6.07 (1H、 qd, J= 6.6,15,5 HZ),6.40 (1H, qd, J= 1.8,15.5 HZ),6.64 (1H, dd,ノ'= 09,79 HZ),

6.73 (1H. dt, J = 1.3,フ.4 HZ),フ.03 (1H, dt,ノ= 13,フ.6 HZ),フ.20 (1 H, dd, J = 1.4,フ.5 HZ).

13C、NMR (CDC13)δ:18,8,115.8,118.9,124.5,126.6,1273,127.フ,127.8,1432.

+ ph3P゛(Et旧广
n・Buli

THF,
r.t.,16 h
〔》こ乢ゞ^〔^。,.
24

100 ゜C,3h

伍ノ・NN・Di抗0所11-2イ3,3,3・tr加卯ropmp・1・eπyoaπilihe phノの台成

CH3

〔ンツ'n〔ン1'乢・郎~眼
NH2 KCO N、、

2g

CH31

2・10do・NN・di抗eihyιαhilihe イ25/"

アノレゴ'ン雰囲,ミ]マ、^1品{こおし、て 2・iodoaniline (5.o n11ηOD , potassium carbonate (8.0

mmoD のDMF (20mL)懸濁液に、 iodomethane a?mm01)を滴下し、一晩反応させ

た。この反応液を水に注ぎ、 AC0欧で抽出した。有機層を飽和Naa水溶液で洗浄し

た後、無水硫酸マグネシウムで乾燥、減圧下で溶媒を留去し、残澄をカラムクロマト

グラフィーで精製し、 25 を 49%(484.6 m8)で得た。 Aye110w oil;'H・NMR(CDC13)δ:

Overnight

25

【pdcl(2・Me・a11y"]2

CUF2,2,2'・Bipyridyl

DMF,80 ゜C,4 h
'＼"CH

ノノノ,ノ
CF3

CH3
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2.76 (6H, S)、 6.76 (1H, td,ノ=フ.6、 1.8 HZ),フ.09 aH, dd, J = 8.0,1.8 HZ),730 (1H, td, J =

フ.6,1.4 HZ),フ.84 UH. dd,ノ= 8.0,1.4 HZ)

伍ノ・NN・Di身lelhyι・2・β,3,3・h'加"OJ'oprop・1・ehJ,oanilin■ Cω

2eと同様の方法によりle の代わりに25 を用いて反応および単雛、精製を行い、

2h を 49%a57.5 mg)で得た。AC010rlessliquid;1H・NMR (CDC13)δ:273 (6H,S),6.18 UH,

dq, J = 6.6,15.8 HZ),フ.02 UH, dt, J = 09,フ.6 HZ),フ.06 aH, dd,ノ= 0.9,フ.8 HZ),732 (1H,

dd,ノ、= 19,フ.6 HZ),フ.42 (1H, dt, j= 1.5,フ.8 HZ),フ.51 (1H, dq, J= 2.1,16.1 HZ). BC・NMR

(CDC13)δ:447,115,1 (q,ノ= 33.3 HZ),118.5,122.4,123.9 (q, J = 268.6 HZ),127.4,127.8,

130.4, B59 (q,ノ= 6.9 HZ),1532.19F、NMR (CDC13)δ:1225 (3F, dd, J= 226,5 HZ)、 MS

肌左 215 (M゛),200,144, B2, HRMs calcd for cnH12F3N 215.0922 (M-),fbund 215.0兜5.

4/・4Uιガリ1-2・β,3,3・ir加Noroprop・1・e"1りaπ"ih' gω

2e と同様の方法により le の代わりに 2・iodo-4・methy1帥iline を用いて反応および単

高f、精製を行い、 4a を 54% a08.5 mg)で得た。 A C010rless s011d; mP 66-67 ゜C

(recrysta11i2ed from ACOEt and heX飢e):'H・NMR (CDC13)δ:225 (3H, S),3.69 (2H, S),6.12

aH、 dq,ノ= 15.9,6.6 HZ),6.64 UH, d, J=フ.8 HZ),フ.0O U H. dd,ノ'=フ.8,1.8 HZ),フ.n uH, d,

j= 1.8 HZ),724 (1H, dq, J= 15.9,2,1 HZ). BC・NMR (CDC13)δ:20.4,1162 (q, J= 33.4 HZ),

117.0, H9.4,123.フ(q, J = 268.7 HZ)、 128.1,128'5. B I.フ, B3.4 (q, J = 6.8 HZ),142.4.

19F、NMR (CDC13)δ:12.11 BF, dd, j= 6.6,2.2 HZ). Ms m々 201(M゛).180,162, B2, HRMS

Calcd for C川HIOF3N 201.1883 (M'), found 201.0768.

NH2、＼ 2

ノノノ,ノ
H3C CF3

伍ノ・4Uethoxv・2イ3,3,、;・tr加αoroprop・1・'"yo""iガn'イ4ωの台成

4ヨ

tert"BULi

,.。。0叫1鷲;や0Π"゜゜1掛や01"゜゜ニ100OC,6hH3Co r.t.,16hH3Co r.t.,2h

NH2、、、 2

1 +TMS/、、ノ・'CF3
H3C0 1

3b

26

[pdcl(2・Me・a11yl)]2
CUF2,2,2'・Bゆyridyl

DMF,80 ゜C,4 h
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tert・Bιιtvlg一肌ethoxlPみιπ10carhα削αtι々ω

フラスコ 1こP・anisidine ao mmoD 、 di・ta・1・butyldicarbonate a2 mmoD を力Ⅱえ、 methan01

Bo mL)を加えた。その混合溶液を 100゜Cで6時間反応させた。この反応溶液を室

温まで戻した後、減圧下で溶媒を留去した。残済を飽和NaHC03水溶液に注ぎ、AC0励

で抽出した。有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥、減圧下で溶媒を留去し、残澄を

カラムクロマトグラフィーで精製し、 26 を 96%(2.141g)で得た。 AC010rlesssoHd; mp

95・96 ゜C (recrystalHzed 介om ACOEt 肌d hexane);1H・NMR (CDC13)δ:1.50 四H, S),3.786H,

S)、 635 UH, bo,6.83 (2H,1扮,726 (2H, d、 J= 8.7 HZ). BC・NMR (CDC13)δ:283,55.フ,80.フ,

1149,122.0, B2.8、 153.0,1559. Ms m左 223 (M゛), HRMs calcd for C12H17N03233.1208

(M゛), found 217.1201

tert・お"かI P-iodo-4-n1ιthoxlphehJIOCα1'6αh地tιι2刀

ーフ8゜Cにおいて、 266.o mmoD の Etユ0 溶液(フ.6 mU に、 1eル・buty11汁hlum (6.6 mL,

1.6 M in pent節e)を滴下し、 3時間反応させた。この反応溶液に、 1,2・diiodoethane (フ.51
mm01)のEb0溶液(16.8 mL)を滴下した後、室温で 16時間反応させた。この反応

溶液を Na2S03水溶液へ注ぎ、 Et20 で抽出した。有機層を飽和 NaC1水溶液で洗浄し

た後、無水硫酸マグネシウムで乾燥、減圧下で溶媒を留去し、残済をカラムクロマト

グラフィーで精製L、 27 を 32%(565'5 mg)で得た。 AC010rlesssolid;1H・NMR(CDC13)

δ:1,52 (9H, S),376 (3H、 S),6.53 aH, bo,6.89 (1H, dd,ノ'= 8.8,2.7 HZ),729 (1H, d, J= 2.フ

HZ),フ.81 UH, d, J = 8.8 H力. 13C、NMR (CDC13)δ.28.3.55.フ,80.フ, H4.9,122.0、 123.6,

B2.8,153.0,155.9. MS 1π々 349 (M゛), HRMs calcd for cnH161N03 349.0175 (M'), found

349.0182

2-10do-4・,"ιthoxyahiliπιβh/

27 a.6 mm01)の CH2C12溶液(フ,9 mL)に、 tr田Uoroacetlcacid a92 mmoD を加え、

室温で2時間反応させた。との反応溶液にNaoH水溶液をPHが7 になるまで加え、

CH2C12で抽出した。有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥、減圧下で溶媒を留去し、

残澄をカラムクロマトグラフィーで精製し、 3b を兜% G64.6mg)で得た。 Ye110woil,

IH・NMR (CDC13)δ:3.71 (3H, S)、 3.78 (2H, S),6.68 (1H, d, J= 8.7 HZ),6.76 aH, dd,.1= 2.フ,

8.7 HZ),フ.19 (1H, d,ノ'= 2.7 H力. BC・NMR (CDC13)& 56.0.843,115.5,1162.123.5,140.8,

152.8. MS 11がZ 248 (M-), HRMs calcd for C8H71N0248.9651(M゛), found 2489655

伍ノ・4・ueが1αW・2・β,3,3・1r加女oroprop・1・ιπ10α""iπe 61カノ

2eと同様の方法によりleの代わりに3b を用いて反応およぴ単離、精製を行い、

4b を 58%a259 mg)で得た。AC010rlesssolid; mP 38-39 ゜C (recrystalnzed fromACOEtand

hexane); 1H・NMR (CDC13)δ:3.55 (2H, S),3.フフ(3H, S),6.B UH. dqd, J = 16.0,6.6 HZ),

6.68 (1H、 d,ノ'= 83 HZ),6.76.6.89 (2H, m),726 UH. dq, J = 16.0,22 HZ). BC・NMR

(CDC13)δ:55.8,111.9、 116.フ(q, J = 33.8 H力,117.フ, H 8.5,120.5,123.6 (q,ノ'= 2692 HZ),

53



B33 (q、ノ= 6.7 HZ), B8.フ,153.0.19F、NMR (CDC13)δ:12.08 (3F. dd,ノ= 6.5,2,2 HZ), MS

mセ 217 (M゛),182, B4, HRMs calcd for cloHIOF3N0217,187フ(M-),fb岫d 217.0刀8.

イE/・3・β,3,3・n加肌リ0PルP・1・eπJ,oh0711eπ少1-4・α加加e gc}の台成

OH /NH2

,0叫、0'加・モ^〔^
12, NaHC03

Pd(pph3)4

4,1しh加henJ,0-4・a抗iπe P邑1

フラスコ1こ、 4・bromoan11ine (5.o mmoD、 phenylboronic acid (5.o mmoD 、 potassium
Carbonate (50 mmoD を力Πえ、続いて、水 a5 mL)、 etha"01(15 mL)、 b帥鴎ne (50 mL)

を加えた。この反応溶液に tetrakis(triph引lylphoS加lne)pa11adium (0) a.o m01%)加え、

80゜Cで一晩反応させた。この反応溶液を室温に戻した後、減圧下で溶媒を留去L、

CH2C12で抽出した。有機層を飽和NaC1水溶液で洗浄後、無水硫酸マグネシウムで乾

燥、減圧下で溶媒を留去し、残済をカラムクロマトグラフィーで精製し、 28 を59%

(5仍 mg)で得た。 Brown solid;1H・NMR (CDC13)δ:3.69 (2H, S),6.73 (2H, d, j轟 8.7 HZ),

724 aH,1川,739 (4H,1田,フ.52 (2H, m). 13C・NMR (CDC13)δ:Π5,4,1262,1263.1279,

捻8.6,131.5,141.1,145.フ.

NH2ノノ 2

＼、
＼ 1

ノ'ー'

80 ゜C, overnight

【pdcl(2・Me・a11yl)12

CUF2,2,2'・Bipyridyl

3C

DMF,80 ゜C,4 h

28

CH2C12, H20,
r.t., overnight

3・iod0イ1,1'・6iP11eπJ,0・4・a抗i11e βψ

フラスコに、 28 (2.o mmoD 、iodine (2.o mmoD 、sodium hydrogen carbonate (6.o mmoD

を加え、続いて、 CH2C12 (8mL)、水(4mL)を加え、室温で一晩反応させた。この

反応溶液をCH2C12で抽出した。有機層を飽和NaC1水溶液で洗浄後、無水硫酸マグネ

シウムで乾燥、減圧下で溶媒を留去し、残済をカラムクロマトグラフィーで精製し、

3C を 62%(368.8 m3)で得た。 Brown 11quid;1H・NMR (CDC13)δ:4.14 (2H, S),6.80 UH, d,

j= 8.4 H力,フ.28 (1H、 m),739 (3H, m),フ.49 (2H, d, J=フ.7 HZ),フ.89 (1H, d, J= 1.8 HZ).

13C、NMR (CDC13)δ:1147、 1263,1267,128.1,1287, B32, B73、 B9.6、 146.0.

NH2

ノ/

4C

CF3
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征ヲノー3イ3,3,3・rr加αoropmp・1・ehJ,06加heltyl-4・amihe gc}

2eと同様の方法によりle の代わりに 3C を用いて反応および単雜、精製を行い、

4C を 55%(144.8 mg)で得た。A C010rless solid; mP 66-67 ゜C (recrysta11ized from ACOEt and

heX別W); 1H・NMR (CDC13)δ:3.89 (2H, S),621 (1H, dq, J = 16.0,6.6 HZ),6.80 (1H, d, J

82 H力,726-734 (2H, m),738-フ.46 (3H, m),フ.49・フ.57 GH, m). BC・NMR (CDC13)δ:Π7.0

(q, J'= 33,7 HZ),Π72,119.6,123.6 (q,、j = 269.4 HZ),126.4,捻6.5,126.8,128.8,129.フ,

B2.4, B3.4 (q, j= 6.7 HZ),140.4,144.1. 19F・NMR (CDC13)δ:12.05 (3F, dd, j= 6.5,22

HZ). MS ,"左 263 (M゛),224、 193, HRMs calcd for c.5HnF3N 263257フ(M゛). found

263,0924

伍ノー4'1πiho-3一β,3,3・か加鹿oropmp・1・eπJ,06■hz0π驫ガ1' g4}

2eと同様の方法によりle の代わりに3d を用いて反応および単部、精製を行い、

4d を 7フ% a633 mg)で得た。 AC010rlesssolid; mp l05・106 ゜C (recrystaHized fromACOEt

and heX肌e); 1H.NMR (CDC13)δ:4.35 (2H, S),6,17 (1H, dq,ノ'= 16.0,63 HZ),6.73 aH, d,ノ

= 83 HZ),フ.B aH, dq,ノ= 16.0,2.1 HZ),フ.42 (1H, dd,ノ'= 8.3,1.8 HZ),フ.55 (1H, d, J= 1.8

HZ). BC、NMR (CDC13)δ:101.4,Π 63,1192,119.4 (q,ノ= 342 H勾,123.0 (q, J= 269.5 H力,

BI.5 (q, J= 6.8 HZ), B2.4, B42,1483.円F・NMR (CDC13)δ:11,55 (3F, dd, J= 6.4,22 H力

MS "1左 212 (M-),173,143, U6, HRMs calcd fo, CIOH7F3N2 212.1712 (M゛), fo""d

212.0556

N"2、＼ 2

ノノノノ
NC CF3

ι五ノーUethy14・α抗ino-3一β,3,3・ir加Noroprop・1・eπ10henzoate r4ω

4d

2eと同様の方法によりle の代わりに3e を用いて反応および単離、精製を行い、

4e を 73%(1789 mg)で得た。 AC010rlesssolid; mP 112-113 ゜C (recrysta1ⅡZed ftomACOEt

and hexane);'H・NMR (CDC13)& 3.88 (3H, S),425 (2H, S),622 aH, dq, J= 16.0,6.4 HZ),

6.70 aH, d , J= 8.7 HZ),フ.19(1H, dq, J= 16.0,2.D,フ.85 (1H, dd, j= 8.6,2.O HZ),フ.99 UH,

d, J = 2.O HZ). BC・NMR (CDa3)& 51.9,1157,118.1 (q, j= 33.6 HZ),118.6,120.5,123.4

(q,ノ'= 2693 H力,1302,1322 (q, J = 6.7 H力,1323,148.フ,166.フ.19F・NMR (CDC13)δ

11.82 (3F, dd, j= 6.1,2.4 HZ). MS 1π左 245 (M゛),214, HRMs calcd for c"H川F3NO.

245.1978 (M゛), found 245,0658.

NH2、、、 2

//'
H3COOC CF3

4e

55



伍ノ・MethJ,13・g・α"1iπ0-3-1伍ノ・3,3,3・trリ1αoroprop・1・eπ一1,リPheπ少りαCCν1αte g力

NO 00 ＼2 '

1＼+(CH30)2P、、ノハーーーー^旦旦^-H3CO /
OHC ,「・・, EtoH,H20,

NH30%H202, NH

や、,,P、、・ーや、,、0、、~■
0

30

ιE/・腰'ethy13イ4・松moph'nyoacCν1αte P9/

Trimethylphosphonoacetate a2mm01)の THF 溶液(83 mL)に、 sodium hydrlde a3

mm01)を加え、 0゜Cで 30分反応させた後に、 P・"i廿ob印胎ldehyde ao mm01)の THF

溶液(フ.5 mL)を滴下し、室温で4時間反応させた。この反応溶液をACOEtで希釈

し、10%HC1水溶液、飽和NaHC03水溶液、飽和NaC1水溶液で洗浄後、無水硫酸マ

グネシウムで乾燥、減圧下で溶媒を留去し、得られた結晶をACOEvh0那Mの混合溶

媒で再結晶し、29 を 96%a.97 g)で1昇た。AC010rlesssolid; mP 133-134 ゜C (recrysta1ⅡZed

from ACOEt and hexane);1H・NMR (CDC13)δ:3.84 (3H, S),6.56 aH, d,ノ= 159 HZ),フ.68

(2H, d, J= 8.6 HZ),フ.72 UH, d, j= 15.9 H力,825 (2H, d,ノ'= 8.6 H力.13C・NMR (CDC13)&

52.0,122.0,124.2,128.6, MO,4,141.9,148.5,166.4. MS I"々 207 (M゛),176, BO, HRMS

Calcd for cloH9N04207.1828 (M゛), fbund 207.0536.

ι五ノ・uethy13イ4一α抗iπOpheh少oaCぞν1αte βω

フラスコに、 29 (9.o mmoD 、iron powder(369 mmoD 、 ammonium chlorlde (4.5 mmoD

を加え、 eth帥01(32 mL)、水(8.55 mL)を加え、 85゜Cで 1時間反応させた。この反

応溶液をセライトろ過し、、減圧下で溶媒を留去し、残済に CH2C12 を加え抽出した。

飽和NaC1水溶液で洗浄後、無水硫酸マグネシウムで乾燥、減圧下で溶媒を留去し、

得られた半且結晶をACOEvhexaneの混合溶媒で再結晶し、 30 を 97% a.55g)で得た。

A O010rless s011d; mp B3・B4 ゜C (recrystaⅡized from ACOEt and heX飢e);]H・NMR (CDC13)

δ:3.フフ(3H, S),395 (2H, S),623 aH, d, J= 6.5,159 HZ),6.64 (1H, d, J= 8.5 HZ),734 UH,

d, J= 8.5 HZ),フ.60 (1H, d, J= 159 HZ).13C、NMR (CDC13)δ:51.4,1132,114.8,124.6,129.9,

145.1,148.フ,168.1. MS I"々 17フ(M゛),146,118,91, HRMs calcd for cloH"N02 17フ.1998

(M-), fbund 17フ.0785.

80 ゜C,5 h 0

0
29

3f

85 ゜C,1 h

[pdcl(2・Me・a11yl)]2

CUF2,2,2'・Bゆyridyl

H3CO

DMF,80 ゜C,4 h

0

'＼

NH2

ノノ

4f

CF3
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イ三'ノ・1Wethy13イ4・α"1iπ0-3・iodophe11yoacr11αte イ邑0

フラスコに、 30 (2.o mmoD 、 methan01(10 mL)、 conc. sulfuric acld (3.o mmoD 、potassium

iodide (2.o mm01)、 30%hydrog肌Peroxide (4.o mmoD を加え、 80゜Cで 5時間反応させ

た。この反応溶液にCH2C12を加え、0.1M亜硫酸水素ナトリウム水溶液、水で洗浄後、

無水硫酸マグネシウムで乾燥、減圧下で溶媒を留去し、得られた残澄をカラムクロマ

トグラフィーで精製し、 3f を 30% a幻.8mg)で得た。 orangesolid;1H・NMR(CDC13)

δ:3.85 (3H, S),4.15 (2H, S),625 aH, d,ノ'= 16.O HZ),6,68 (1H, d, J= 8.4 H力,フ.42 (1H, dd,ノ'

8.5,1.8 HZ),フ.48 (1H, d, J= 1.8 HZ),フ.64 (1H, d, J= 16.O HZ) BC・NMR (CDC13)δ:51.フ,

862,114.8,118.9,119.5,128.8, BO.8,144.5,146.フ,167.1. MS ,π左 303 (M゛),272,243,145,

HRMs calcd for cloHI0IN023029756 (M-), found 302,9757.

H3C NH23 '＼ 2

ノノノ/
CF3

57

伍ナ・uethy13・t:4・α版加0-3-1ι五ノ・3,3,3-1r加ιιoroprop・1・ιh・1,リPhιπ10"0τν1"ル gか

2e と同様の方法によりle の代わりに 3f を用いて反応および単離、精製を行い、

4f を 55% a492 mg)で得た。 A li8ht ye110W S0Ⅱd; mP 127-128 ゜C (recrysta1ⅡZed from

ACOEt and hexane); 1H・NMR (CDC13)δ:379 (3H, S),4.11 (2H, S),6.16 (1H, dq, j= 15.8,

6.5 HZ),628 (1H, d, J= 16.O HZ),6.70 UH, d, J= 8.4 H力,720 (1H, dq, J = 15.9,2.O H幻,

738 aH, dd, J= 8.5,1.8 HZ),フ.430H, d,ノ= 1.8 HZ),フ.60 aH, d, j= 16.O H力. BC・NMR
(CDC13)& 51.59,114.62,116.74,(q, J = 34.1 HZ),1179,119.1,123.3 (q, j= 2689 H力,

125.4,128.6, BO.5, B2.フ(q, J= 6.8 HZ),1442,146.フ,167.8.19F,NMR (CDC13)δ:11,86 (3F,

dd,ノ'= 62,22 HZ). MS 11が'Z 271 (M'),240,212,172, HRMs calcd for cBH12F3N02

2712351 (M-), fb"nd 271.0816.

6皐

ιE/・5・uethyl-2・β,3,3・tr加材oroprop・1・eπ10απiliπe r6ω

H3C N023 /' 2

＼、
NH2

H3C NH2

1 +TMS/ミ、、ノ・・CF3
'＼

1. NaN02, HCI
2. KI

1-10do-4,ueth11-2・πitr06e゛1Zene β1/

フラスコ 1こ、 4・methyl・2・nitrobenzene (6.o mmoD 、 conc. hydrochloric acid a,5 mL)
を加え、 100゜Cで 10分反応させた。 0゜Cに冷却した後、 sodiumu ni廿ite (72 mm01)の

水溶液(1,5 mL)を滴下し、 30分反応させ、 potassium iodide 四.o mm01)の水溶液 a.5

H20,70 ゜C,2 h

5a

H3C / N02 NHCI

＼ EtoH,H20,

[pdC1促・Me・a11yl)]2

CUF2,2,2'・Bゆyridyl

31

Fe powder,

DMF,80 ゜C,4 h

85 ゜C,2 h



mL を滴下し、 70゜Cで2時間反応させた。この反応溶液を水へ注ぎ、 ACOEtで抽出し

た。有機層を 10%HC1 水溶液、 10%NaoH 水溶液、飽和 NaHS03水溶液、飽和 Nacl

水溶液で洗浄後、無水硫酸マグネシウムで乾燥、減圧下で溶媒を留去し、残澄をカラ

ムクロマトグラフィーで精製し、31 を 79%a25g)で得た。AyeⅡOwsolid; mP53・54゜C

(recwsta11ized 介om AOOEt 帥d heX卸e);1H・NMR (CDC13)δ:2.40 (3H, S),フ.09 (1H, dd, J=

フ.8,1.4 HZ),フ.68 UH, d, j= 1.4 HZ),フ.89 (1H, d, J=フ.8 H力. BC・NMR (CDC13)δ:20.8,

82.1,126.8,134,4, B9.8,141.4,152.8. Ms m々 263 (M-),217, HRMs calcd for C7H61N02

263.0325 (M-), found 262.9445.

2-10do-5・nlethJ,1απilihe r5ω

3fと同様の方法で、反応時間を2時間にし30の代わりに31を用いて反応および

単雛、精製を行い、 5a を認%(409.4 mg)で得た。 AC010desssoHd; mP34-35゜C

(recrystaⅢZed fromACOEt 紬d hexane);1H・NMR (CDC13)δ:2.22 (3H, S),4.00 (2H,$),

630-6.33 (1H, m),6.58 (1H, dd, J= 0.フ,2.O HZ),フ.48 (1H, d,ノ'= 8.O H力.13C・NMR (CDC13)

δ:21.0,802,115.5,1212, B8.5, B9.4, M6.4. MS "1左 233 (M゛),106, HRMs calcd for

C7H81N 233.0496 (M-), found 2339704.

伍ノ・5-uethyl-2・β,3,3・tr加ιιoroprop・1・eπ10απiliπe r6ω

2eと同様の方法によりle の代わりに5a を用いて反応および単離、精製を行い、

6a を 42%(84.4 mg)で得た。 AC010rlesssolid; mP 70・71゜C (recrystanized fromACOEt節d

hexane); 1H・NMR (CDC13)δ:227 (3H, S),37フ(2H, S),6.12 (1H, dq, J = 16.0,6.6 H力,6.54

(1H, S),6.61 (1H, d, J =フ.8 HZ),フ.18 UH, d, J =フ.8 HZ),720 (1H, dq, j= 16.0,2.1 HZ).

13C,NMR (CDC13)δ:21.3,115.4 (q, J = 33.1 HZ),117.4,1120.4,123.8 (q,ノ'= 268.7 HZ),

127.8, B32 (q, j=フ.1 HZ),141.3,144.フ. 19F、NMR (CDC13)δ:1229 (3F, dd, J = 6.6,22

HZ). MS 1π々 201 (M゛),180,162, B2, HRMs calcd for cloHIOF3N 201.18幻(M-), fbund

201.0768.

ι五ノ・5・ueth0易,-2・β,3,3・tr加NO,OP,OP・1・'nyoahinh' r6hノの命成

"゜◇::1-1^"゜◇1゜゜・'^や◇1゜'
Fe powder, H3CO NH23 /,、 2NH4CI

1 +TMS/'、_,,'CF3

1. NeN02, HCI

EtoH, H20,
85 ゜C,2 h 5b

7

[pdcl(2・Me・a11yl)]2

CUF2,2,2'・Bipyridyl

DMF,80 ゜C,4 h
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H3CO NH23 /' 2

'＼ノ/
CF3
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4・10do-3・πitropheholrzl

31 と同1羨0)方法で、 4・methyl-2・nitrobenzene o)イ弌;わりしこ、 4・amino-3・nitrophen01 を用

いて反応および単離、精製を行い、 7 を 73%(967.5 mg)で得た。 A ye110w solid; mp

156-157 ゜C (recwsta11ized from ACOEt and heX印e);】H・NMR (CDC13)δ:6.87 (1H, dd, J=

2.フ,8.6 HZ),731 aH, d, J = 2.7 HZ),フ,84 aH, d, j= 8.6 HZ),10.64 (1H, S). BC・NMR

(CDC13)δ:73.4,112.1,121.6,141.5,153.8,158.2. MS "1左 265 (M゛),219, HRMs calcd for

C6H41N03265,0053 (M゛), found 264.9242

1-10do-4=惣ιih0χ1-2一πnroheπZe"e β2/

フ(3.6 mmoD、 potassium carbonate (フ,2 mmoD の acetone (4 mL)の懸濁1夜に、
10domethane (フ.5mm01)を滴下し、室温で5時間反応させた。この反応溶液をセライ

トろ過し、減圧下で溶媒を留去し、残澄をカラムクロマトグラフィーで精製し、 32

を 98%(988.4 mg)で1昇た。 A ye110、v solid; mP 61-62 ゜C (recryS仇Ⅱized from ACOEt and

hexane); 1H、NMR (CDC13)δ:3.86 (3H, S),6.86 UH, dd, J= 8.9,32 HZ),フ.41 (1H, d, J= 32

HZ),フ.87 UH, d, J = 8.9 HZ). BC、NMR (CDC13)δ:55.9,74.5,110.9,120.4,142.1,153.4,

160.1. MS I"々 279 (M゛),233,218, HRMs calcd for C7H61N03 279.0319 (M-), found

2789395

2-10do.5一肌ethoxyα宛ilihe イ5ω

5a と同様の方法で、 31 の代わりに 32 を用いて反応および単雛、精製を行い、 5b

を 93%(811.5 m8)で得た。 A1地ht yeⅡOW S011d; mP 32-33 ゜C (recrystalHzed fromACOEt

and hexane); 1H・NMR (CDC13)δ:3,74 (3H, S),4.07 (2H, S),6.B (1H, dd, J = 8.フ,2.7 HZ),

633 (1H, d, J = 2.7 HZ),フ.48 (1H, d, J = 8.7 HZ). BC、NMR (CDC13)δ:552,73.4,100.4,

106.5, B9.1,147.5,161.0. MS 1π左 249 (M゛), n2, HRMs calcd for C7H81N0248.9651 (M゛),

found 248.9649.

伍ノ・S・ueth0工ν一2イ3,3,3・t,加Uoroprop・1・eπy0απili"e r6ω

2eと同様の方法によりleの代わりに5b を用いて反応および単離、精製を行い、

6b を 44%(96.1 mg)で得た。 AC010rlesss0Ⅱd; mP 70-71゜C (recrystaⅡized fromACOEtand

h臥知e); 1H・NMR (CDC13)δ:3.78 (3H, S),3.85 (3H, S),6.02 (1H, dq, J= 16.0,6.5 H力,623

aH, d,ノ= 22 HZ),637 UH, dd,J= 8.5,22 H力,フ.16 aH, dq, J= 16.0,22 H力,723aH, d,

J = 83 HZ).13C・NMR (CDC13)δ:55.2,101.5,1057,112.5,113.9 (q, J= 32.8 HZ),123.9 (q,

ノ= 2682 HZ),129.4,132.フ(q, J= 6.7 HZ),146.5,161.9.19F"NMR (CDC13)δ:1170 (3F, dd,

j= 63,2.1 HZ). MS I"左 217 (M-),182, B4, HRMs calcd fbr cloHIOF3N0217.187フ(M-),

found 217.0716

59



2,5・召iSπ司一3,3,3・か加女oropmp・1・eπIuahiliπeイ6ψの台成

0::1'籍1・'◇::11二・'◇、1゜'

I NH2、、、 2

1 +TMS/ミミ、、、・CF3
ノノ

4-10do-2・nitr0απiιine β3/

フラス;コに、 10dine (10 mmoD 、 silver(D sulfate ao mmoD 、 0・nitroaniline ao mm01)、

ethan01(50mD を加え、室温で 1時問反応させた。その反応溶液をセライトろ過し、

減圧下で溶媒を留去し、残澄をCH四12で希釈した後、10%NaoH水溶液で洗浄し、

無水硫酸マグネシウムで乾燥、減圧下で溶媒を留去し、残澄をカラムクロマトグラフ

イーで精製し、 33 を 96%(2.53 g)で得た。 Aorangesolid; mP 122-123 ゜C (recryS仏ⅢZed

fromACOEt and heX勧e);1H・NMR (CD引3)δ:6.12 (2H, S),6.61 UH, d, j= 8.7 HZ),フ.56

UH, dd, J=8.フ,2.1 H力,8.43 (1H, J= 2.1 HZ). BC、NMR (CDC13)δ:75.9,120.5, B3.0,

B4.2,143.フ,144.0. MS ,,が.264 (M゛),218, HRMs calcd for C6H51N.02264.0206 (M゛),

found 2639398.

1. NaN02,
H2S04,
ACOH

5C

33
60 ゜C,1 h

Ipdcl(2・Me・ヨ11yl)12
CUF2,2,2'・Bゆyridyl

DMF,80 ゜C,4 h

34

Fe powder

1,4、Diiodo-2、πitrohe/1Ze発e β4j

0゜Cにおし、て、 33 (5.o mmoD の水 B.8 mL)、 conc. sulfuric acld (3.5 mL)、 glacial acetic

acld (3.5 mL)の混合溶液に、 sodiumunitrite (5.5 mm01)の水 a.5 mL)を 1時聞か

けて滴下し、室温で 30分反応させ、 potasSルm iodide (6.o mm01)の水溶液 a.5 mL)

を滴下し、 60゜Cで 1時間反応させた。その反応溶液を 0゜Cまで冷却し、 Et20 を系中

の圖体が溶解するまで加えた後、飽和 NaHC03水溶液へ注ぎ、有機層を飽和 N"CI

水溶液で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥、減圧下で溶媒を留去し、残澄を力

ラムクロマトグラフィーで精製し、 34 を乃%(137 g)で得た。 A orangesond; mp

109-111 ゜C (recrystaⅡized from ACOEt and hexane);1H・NMR (CDC13)δ:フ.56 aH, dd, J

83,2.O HZ),フ.73 UH, d, J = 83 HZ),8.14 UH, d, J ば 2.O HZ). BC.NMR (CDC13)δ:85,5,

92.8, B4.0,1423,142.9,1533. MS I"左 375 (M-),329,202, HRMs calcd for C6H312N02

3749025 (M-), found 374.8257.

AOOH, EtoH,
100 ゜C,1.5 h

F3C
ノノ

NH2

6C

ノ/
CF3
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4-10do-3、πilrohehz0政itrile βS/

31 と同1莱d)二方'雅三で、 4・methyl-2・nitrobenzene o)イ弌1わり 1こ、 4・amino・3・nitrobenzonitrile

を用いて反応および単離、精製を行い、 35 を 40%(5462mg)で得た。 AyeⅡOwsolid:

mp B2-133 ゜C (recrysta11ized from ACOEt 飢d hexane);1H・NMR (CDC13)δ:フ.52 (1H, dd, J

1,8,82 H力,8.13 (1H, dd, J= 1.8 H力,8.23 (1H, d, j= 8.2 HZ).BC・NMR (CDC13)δ:92.フ,^

113.5,Π6.0,128.4, B5.4,1433,153.2. Ms m/Z 274 (M゛),228, HRMs calcd for C7H31N202

274.0154 (M十), fo"nd 2739237.

3・A111加0・4・iodohehz0πitrile イ子4)

5a と同様の方法で、 31 の代わりに 35 を用いて反応および単艦、精製を行い、 5d

を 80%(389. o mg)で得た。AC010rlesssoHd: mP 113-114 ゜C (ル引y$仇H辻od 介omACOEtand

hexane);1H・NMR (CDC13)& 434 (2H, S),6.71 UH, dd, j= 83,1.8 HZ),694 (1H, d, J= 1.8

HZ),フ.74 aH, d, J = 83 H力.BC・NMR (CDC13)δ.89.4,1123,116.4,118.5,1222, B9.9,

1473. Ms m/Z 244 (M-),117, HRMs calcd fm C7H51N2244.0325 (M十), fou"d 243.9488.

征ヌノ・3・』"1ino-4・β,3,3・tr加Uoroprop-1・ιπJ,0ιeπZ0πitrile r6の

2eと同樣の方法によりle の代わりに5d を用いて反応および単雌、精製を行い、

6d を 63% a33.6 mg)で得た。 AC010rlesssond; mp l08-109 ゜C (鵜Cwsta11稔ed ftomACOEt

and hexane);1H・NMR (CDC13)δ:4.02 (2H, S),621 (1H, dq, j= 15.8,6.4 HZ),697 (1H, d, J

1.4 HZ),フ.05 aH, dd, j=フ.8,1.8 HZ),フ.19 UH, dq, j= 15.8,2.1 H力,734 (1H, d, J= 8.0

HZ). 13C"NMR (CDC13)δ:" 4,0,118,4,119.4,1199 (q, J = 339 H力,122.1,123.0 (q, J =

269.O HZ),123.4,128.6, B 19 (q,ノ= 6フ HZ),144.9.'9F・NMR (CDC13)δ:11.49 (3F, dd,ノ'=

6.4,22 HZ). MS 1π々 212 (M-),173,143,116, HRMs calcd for c]OH7F3N2212.1712 (M゛),

found 212.0564.

伍ノーMeth113・amiπ0-4・β,3,3・か加Uorop,OP・1・'nJ,り6e"ZO"t' r6ωの台成

一◇::1イ曾^一◇1゜',ニ,、,,

H3COOC N02NHCI H3COOC NH2

〕(tx、・・・エ・・^〕()〔・、、、/＼・・、、・I EtoH,H20 ＼ 1

Fe powder,

37

85 ゜C,2 h

36

Ovemight

5e

62

[pdcl(2・Me・日11yl)]2

CUF2,2,2'・Bゆyrldyl

H3COOC NH23 '＼ 2

ノノノノ

DMF,80 ゜C,4 h

6e



111ethy14・iodo-3・πitroheπZoate イ3ZI

31 と同様の方法で、 4・methyl-2・nitrobenzene のイtわりに、 4・amino-3・nitrobenzoicacid

を用いて反応を行い、残1査 36 を得た。その 36 に、 methanol al mL)、 conc、sulfuricacid

(2.1 mL)を加え、室温で一晩反応させた。その反応溶液にPHが中陛を示すまで、
飽和NaHC03水溶液を加え、 ACOEtで抽出した。有機層を水、飽和NaC1水溶液で洗

浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥、減圧下で溶媒を留去し、残澄をカラムクロマト

グラフィーで精製し、 37 を 58%(1.フ7 g)で得た。 A Ⅱ且htyeⅡOW S0Ⅱd; mp l04-105゜C

(recrysta11ized from ACOEt and heX飢e);】H・NMR (CDC13)δ.3.97 (3H, S),フ.88 (1H, dd, J

1.8,82),8.15 aH, d, J = 82 HZ),8.45 (1H, d,ノ'= 1.8 H力. BC・NMR (CDC13)& 52.9,922,

126.1,131.5, B3.4,1423,153.1,164.5. Ms m左 307 (M-),291,276,246,229,2田, HRMS

Calcd for C8H61N04307.0420 (M゛)げ卯nd 3069343.

Alethy13一α111iπ0-4-iod06ehzoate イ5ω

5a と伺様の方法で、 31 の代わりに 37 を用いて反応および単籬、精製を行い、 5e

を 82%a.B g)で得た。 orange ye110W SOHd; mp B7-138 ゜C (recrysta11ized fromACOEtand

hexane);1H、NMR (CDC13)δ:3.88 (3H, S),423 (2H, S),フ.10 (1H, dd,ノ= 82,23),739 (1H,

d,ノ'= 23 H幻,フ.70 (1H, d, J= 82 HZ). BC、NMR (CDC13)δ:522,89.8,115.0,1153,1203,

1312, B9.1,146.8,166.8. Ms m左 27フ(M゛),246,218, HRMs calcd for C8H81N0227フ.0591

(M-), found 276.9605.

f:E'ノ・uethy13・α,"i髭0-4・β,3,3・t,加UO,oprop・1・eπ106eπZoate イ6ω

2eと同様の方法によりleの代わりに5e を用いて反応および単離、精製を行い、

6e を 65% a589 mg)で得た。 AC010rlesssoHd; mp l09-110 ゜C (recrysta11ized fromACOEt

and hoxane); 1H・NMR (CDC13)δ:3.90 (3H, S),3.93 (2H, S),621 (1H, dq, J = 16.0,6.4 HZ),

724 aH, dq, J= 16.0,2.1 HZ),733 aH, d, J= 82 HZ),フ.42 (2H, m).13C、NMR (CDC13)δ:

552,101.5,105.8,112.5,113.9 (q, j= 33.5 HZ),123.9 (q, J= 268.7 HZ),128.4,129.4, B2.8

(q, J = 6.8 H力,146.4,1619. 19F"NMR (CDC13)δ: U .70 (3F, dd, J = 6.6,22 HZ). MS 1π左

245 (M-),214,186,117, HRMs calcd for C11HIOF3N02245.1978 (M゛), fb岫d 245.0662.

63



ι五ノ・U.thy13・β・α抗iπ0・4・aE}・3,3,3・tr加Uoroprop・1・eπ・1,opheπyoaCこν1αte イ伽の台成

Fe powder,0

1＼+(H3CO)2β、、_ノ七____^旦リ^』H3CO /＼ N゜2
THF,「.t,,4h t 2,

H2S04,KI NHN卜1 2 4,

/ 80OC,5h l

0

39

ι五ノ・uethy13・β・むiかOpheπyoaCぞν1αle β8/

29 と同様の方法で、 P・nitrob伽Zaldehyde の代わりに抗・nitrobenzaldehyde を用いて反

応および単高隹、精製を行い、 38 を 90% a.48g)で得た。 AC010rlesssolid; mP 123-124゜C

(recwsta11稔od 介om ACOEt and hexane); 1H・NMR (CDC13)δ:3.84 (3H, S),6.56 (1H, d, J=

15.9 HZ),フ.59 (1H, dd, J= 8.0,79 H力,フ.73 (1H, d, J= 15.9 HZ),フ,81 -フ.83 aH, m),823

aH, ddd,ノ'= 8.1,22,1,O HZ),838 UH, dd, j= 2.4,2.2 HZ). 13C・NMR (CDC13)δ:52.0.

1209,122.4,124.5,129.9, B3.6, B6.1,1419,148.フ,166.5. MS 形左 207 (M、),176,148,

HRMs calcd for cloH9N04207.1828 (M゛),fbund 207.0536.

ιE/・,1eth少13・β・α肌iたOpheπyoacCジ1αte βの

30 と同様の方法で、 29 の代わりに 38 を用いて反応および単雌、精製を行い、 39

を 64%(664.o mg)で得た。 A bei名e solid; mP 78-79 ゜C (recryS稔Ⅱized from ACOEt and

hexane);】H.NMR (CDC13)δ:373 (2H, S),3.79 (3H, S),637 aH, d, J= 15.9 HZ),6.70 (1H,

ddd,ノ'=フ.8,23,0.9 HZ),6.82 aH, dd,ノ'= 23,2.1 H力,6.91・693 aH, m),フ.16 (1H, dd, J=

フ.フ,フ.8 HZ),838 aH, d, j= 159 HZ). BC・NMR (CDC13)δ:51.6,114.0,117.1,117.5,118.6,

129.フ, B5.4,145.1,146.フ,167.5, MS 形左 17フ(M゛),146,118, HRMs calcd for C川HUNO.

17フ.1998 (M-), found 17フ.0785.

30% H202,

6f

CF3

0

38

5f

+TMS/'、ー・'CF3

[pdcl(2・Me・ヨ11yl)]2

CUF2,2,2'・Bipyridyl

H3CO

0

DMF,80 ゜C,4 h

ノノ

伍ノ・uethy13・β・α抗iπ0・4・iodopheπyoacry1αte r功

3f と同様の方法で、 30 の代わりに 39 を用いて反応および単籬、精製を行い、 5f

を 9%(85.8 mg)で得た。 AyeⅡOw solid;1H・NMR (CDC13)δ:379 (2H,S),4.16 (3H,S),639

aH, d, J= 16,O H力,6.64 (1H, dd,ノ'=フ.9,2.4 HZ),6.82 aH, dd, J= 2.3,2.1 HZ),6.85 (1H, d,

j= 1.9 HZ),フ.53 (1H, d, J = 16.O H力,フ.64 (1H, d, J = 8.1 HZ). BC・NMR (CDC13)δ:51.6,

86.1,113.5,118.3,1192,135.6, B9.4,144.1,147.1,1673. MS 111々 303 (M-),272,243,145,

HRMs calcd for cloHI0IN02302.9756 (M-), fou"d 302.9757.

64

NH2
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ι五ノ・ueth113・β・α柳iπ0・4・tr五1-3,3,3・t,加Uorop,OP・1・eh・1・少OpheπJ,oaCてν1αte βつ

2e と同様の方法により le の代わりに 5f を用いて反応および単雛、精製を行い、

6f を 59ツ0 (160,o m8)で得た。 AC010rlesssolid; mp BO・BI゜C (recrystaHized fromACOEt

肌d hexane); 1H・NMR (CDC13)δ:3.81 (3H, S),3.90 (2H, S),6.17 (1H, dq, J = 15.8,6.5 HZ),

6.40 aH, d,ノ'= 159 HZ),6.85 (1H, S),6.97 aH, d,ノ'= 8.6 HZ),725 UH, dq, J = 16.0,1.8

HZ),731 aH, d, J = 8.6 HZ),フ.58 UH, d, J= 16.O H力.13C・NMR (CDC13)& 51.8,116.1,

117.5,(q,ノ'= 34,O HZ),118.6,118.フ,121.1,123.5 (q, J= 269.6 HZ),128.4, B2.5 (q, J = 67

HZ), B6.8,144.0,145.0,16フユ、 WF・NMR (CDC13)& H96 (3F, dd, j= 6.5,22 HZ). MS ,"左

271(M゛),240,212,172, HRMs calcd fo, CBH12F3N022712351(M-), foond 271.08B

65



第三章

3-4抗ino,4,iodophe宛01イ8j

5a と同様の方法で、 31 の代わりに7 を用いて反応および単離、精製を行い、 8 を

フフ%(545.8 mg)で得た。 Aye110w solid;1H・NMR ΦMSO・d6)δ:5.02 (2H,S),5.84 UH, dd,

j= 8.5,2.8 HZ),621 (1H, d, J= 2.8 HZ),723 (1H, d, J= 8.5 HZ),920 aH, S).

五所J,1ιS・hJ¥b0χ1・2・iod叩heh.νOcarhα版αte イ1ω

'＼

ノノ

H2N OH

10

8 (3.96 mm01)の Et20 (20 mL)、 THF (4.o mL)混合溶液に、 ethylchloroformate (フ.92

mm01)のEt20溶液(4.o mL)を滴下し、室温で2時間反応させた。その反応溶液を

ろ過し、10%HC1水溶液、飽和NaHC03水溶液で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾

燥、減圧下で溶媒を留去し、残澄をカラムクロマトグラフィーで精製し、10 を47%

(566.7 mg)で得た。 Asolid;1H・NMR (CDC13)δ:135 BH,t,j=フ.1 HZ),426 (2H, q,j=

フ.1 HZ),6.41 (1H, dd,ノ'= 8.フ,3.O H力,6.75 aH, S),フ.03 aH, S),フ.561 (1H, d, j= 8.7 H力,

フ.82 aH, d, J= 3.O HZ).

8

0 '＼

/L I/
H3CH2CON OH

H

五所11r4・hydroxy・2・hiiropheπ10carhah1αtια2/
H

10 と同様の方法で、 8 の代わりに4・amino-3・nitrophen01 6 mmoD を用いて反応お

よび単部、精製を行い、12 を 21 %(2332mg)で得た。 Asolid;】H・NMR(CDC13)δ:134

(3H, t, J=フ.1 HZ),425 (2H, q, j=フ.1 HZ),5.72 aH, S),フ.16 (1H, dd, J = 9.0,2.8 HZ),フ.64

(1H, d,ノ'= 2.8 HZ),8350H, d, J= 9.O HZ),9.48 (1H, S).

H3CH2CO＼KN ・、＼
,_/
02N O"

12
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五th1ιβ・iリdr0χ即he,り,OCα胎amate α3/"

10 と同様の方法で、 8 の代わりに抗・om伽叩h伽01(40mm01)を用いて反応および処

理を行い、 13 を 47%(339 宮)で得た。 AC010rlesss0Ⅱd;1H・NMR (CDC13)δ:1.31 BH,t,

J =フ.1 HZ),423 (2H, q, j=フ.1 H力,6.64 (4H, m),フ.B (1H, t, j= 8.1 HZ),738 UH, S).

BC.NMR (CD引3)δ:14.44,617,105'8,1103,110.フ,1299, B8.8,154.0,1569.

0 ＼

メ七 1/
H3CH2CON OH

H

三thylr4-methy/-2-O×0-2H・chr0肌eπ一フ・J,ocarha版αte U41"

13

フラスコ{こ、 13 (18.6 mmoD 、 ethyl acetoacetate (22.32 mtnoD 、 70% sulfuric acid (3124
mL)、oth抑01(13.4mL)を加え、室温で4時問反応させた。この反応溶液を水へ注ぎ、

析出した固体をろ取し、14 を 54%(2.49 g)で得た。AC010rlesssolid;1H・NMR(DMSO・d6)

δ.127 BH, t,ノ'=フ.2 HZ),2.38 (3H, S),4.17 (2H, q, J=フ.1 HZ),623 (1H, S),フ.40 aH, dd, J

8.6,1.6 HZ),フ.54 (1H, d, J = 1.6 HZ),フ.680H, d, J = 8.6 HZ),10.1 (1H, S).】3C・NMR

(DMSO"d6)δ:143,179,60.6,1042,111.フ,114.1,1142,1259,1427,153.0,1532,153.フ,
159.9.

C卜13

0 ＼＼

/L I/
H3CH2CO N O 0

フ-4miπ0-4-1"ethyιC0ιι加αrhlr1刃'"

14

フラスコ 1こ、 14 (8.86 mmoD 、 conc. sulfuric acid (13.6 mL)、 glacial acetlc acid a3.6

mL)を加え、120゜Cで4時間反応させた後に、水(3433mL)を加え、一晩反応させ

た。この反応溶液を50%NaoH水溶液で塩基性にし、氷水下で析出した圖体をろ取後、

CH3

、、、、、、

ノノ
H2N O0

,5
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得られた粗結晶を再結晶で精製し、 15 を 953% a.48 8)で得た。 A C010desssolid;

旧・NMR (DMSO・d6)& 230 βH, S),5.90 UH, S),6.10 (2H, S),6.40 aH, d,ノ= 2.2 HZ),6.56

(1H, dd. J= 8,6,22 H力,フ.40 (1H,ノ"= 22 HZ). BC・NMR (DMSO・d6)δ:18.5,99,0.107.9,

1093,111.6,126,フ,153.6,1542,155.9,161.2

フ-41"iπ0-3-iodo・4・"1et1り,1COU111α1'iπ d z)

フラスコ 1こ、 15 (03 mmoD 、 acetonitrⅡe a.5 mL)を力Ⅱえ、 0゜CでN・iodosuccinimide

(03mm01)を加え、20分反応させた。この反応溶液の溶媒を減圧下で留去し、カラ

ムクロ・マトグラフィ、ーで精製し、 17 を 36% B2.8 mg)で得た。 A light yeⅡOW S0Ⅱd;

IH,NMR (DMSO・d6)δ:2.54 βH, S),625 (2H, S),6.41 U H, d,.ノ= 2.1 HZ),6.56 (1H, dd, J

8.6,2.1 HZ),フ.53 (1H.ノ'= 2.1 H力. nc・NMR (DMSO・d6)& 24.8,83.3,97.8,108.6,1 Π.6,

127.1,153.5,154.4,157.2,157.8.

CH3

＼、＼、

ノノ
H2N O0

フ・風1"iho-8-iodo・4-"1ethJjk.0ιι"1αriπ rla'}

17

3f と同様の反応で、 30 の代わりに、 15 (4,o mm01)用いて、 60゜Cで反応および単

籬、精製を行い、 18 を 8% a01.7 mg)で得た。 A 1電htye110w solid:1H・NMRΦMSO・d6)

δ:233 (3H, S),5.99 (1H, S),622 (2H, S),6.74 U H, d,.ノ= 8.6 HZ),フ.45 U H,ノ'= 8.6 HZ),

13C、NMR (DMSO"d6)δ:18.0,70.5,108.0,109.6,110.6,125.8,153.0,153.8,1543,1602.

CH3

、、、、、、

ノノ
H2N O0

18
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t苫'ノーフ・4抗i"0-4・所ahJ,1・3・β,3,3・tr加Uoroprop-1-ehJ,0-COU"1αriπαの

2e と同様の方法により 1θの代わりに 17 (03mm01)を用いて反応および単礫、精

製を行い、 19 を 23%(20.6 mg)で得た。 A1培htyeⅡOW SOHd:1H・NMR(CDC13, DMSO)

δ:2.50 (3H, S),594 (2H,S),6.49 (1H, d, J= 2.O HZ),6.65 (1H, dd, j= 9.1,23 HZ),698 aH,

dq,,ノ= 16.1,フ.O H力,721 (1H, dq、 j= 159.2.O H力,フ.49 (1H, d, J = 8.6 HZ). BC、NMR

(CDC13, DMSO)δ:14.6,987,109.4,110.4,1123、 118.0 (q, j= 32.5 HZ),124.1 (q, J= 2713

HZ),127.0,129.4 (q, J =フ.3 H力,153.0、 153.8、 1549,159.6. WF・NMR (CDC13, DMSO)δ:

12.63 GF, dd, J =フ.0,2.1 HZ). MS I"々 269 (M゛),241,200.172, HRMs calcd for

CBHIOF3N02269.0664 (M-), found 269.0668,

H2N

CH3

＼、

0

'＼ CF3

ι五ノ・フ・A,11iho・4・ntethJ,1・8イ3,3,3・tr加女oroprop・1・ehJ,0・C0ιιmariπ々ω

19

0

20

2e と同様の方法により leの代わりに 18 (0.03 mm01)を用いて反応および単碓、

精製を行い、 20 を 27%(22.5 mg)で得た。 Alight ye110w solid;1H・NMR(CDC13)δ:236

(3H, S),4.43 (2H, S),6.06 (1H, S),6.64 UH, dq, j = 16.5.63 HZ),6.66 (1H, d,ノ、= 8.6 HZ),

732 UH, dq,ノ'= 16.5、 2.3 HZ),738 (1H, d, J = 8.6 HZ). BC・NMR (CDC13)δ:18.8,105.9,

110.5,111.6,112.5,121.3 (q,ノ= 35.O H力.123.4 (q, j= 271.O HZ),1262,128.0 (q, J =フ.1

HZ),148.3,152.9,1533,160.6.1りF、NMR (CDCD δ:11.54 (3F, dd, j= 6.5,2.1 HZ). MS I"た

269 (M゛),241,200,172, HRMs calcd for C13HIOF3N02269.0664 (M゛), found 269.0661.

CH3

、、、、、、

ノノ

H2N O0

ノノ

CF3
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第四章

1-/2、ι1,3,D所J,dm・1,3、di0χ0-2H・isoind01・2サ1,oaceo,り・ιψ1'oline,抗ethJ,1ester イ21/

0

21

マイクロウェーブ用のバイアノレに N・P血aloylglycine ( 4,o mm01).

1・hydroxybenzotri能ole (4.4 mnloD と 1・ethyl-3(3・dimethylamin0以'opyDcarbod註nlide

hydmchlm'ide ao mmoD を加え、 DMF (8 mL)、 N,N・diisopropylethylamine (20 mm01)

を加え、室温で 5分反応させた後、 L・proline methylester hydrochlor誠e (4.8 mm01)を
加え、マイクロウェーブ照射下 120゜Cで20分反応させた。この反応溶液を水へ注ぎ、

ACOEtで抽出した。有機層を飽和NaC1水溶液で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾

燥、減圧下で溶媒を留去し、残澄をカラムクロマトグラフィーで精製し、21 を 86%

a .09 g)で得た。 A white solid: mP 166・167 ゜C ;1H・NMR (CDC13)δ:1.90、2.36 (m,4H).

3.60-3.83 (m、 5H)、 4.40(d, J= 16.5 H.,1H),4.51・4.61 (m,2H),フ.70-フ.73 (m,2H),フ'85-フ.88

(m,2H). BC、NMR (CDC13); 24.8,28.9,397、 462,523,59.1、 123.5, B22, B4.0,164.4,

167.8,172,1, Ms m/Z 316 (M゛),284,257、 188,160,128 HRMs cakd fbr C16H16N205

3163086 (M、), found 316.1051.

.>ミ。

βノ・N・ι2,4・B太仟五}・3,3,3・tr加α0ルProp・1・eπ・1,opheπyo・1イ2イ1,3・dioxoisoihdolin・2づ,oacet

yoplrrolidiπe-2イ、arh0χα"1ide イ23/

'>tぐ/'
H

.ー^戸

フラスコに、 21 (2.o mmoD 、 1ithium hydto"ide (12 mmoD を加え、 THF (4.8 mL)、
meth舶ol a'5mL)、水 a.5mD を加え、室温で一晩反応させた。この反応溶液の溶

媒を減圧下で留去し塩酸水溶液で希釈した後、 CHC13:EtoH (2:1)で抽出した。有機

層を飽和NaC1水溶液で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥、減圧下で溶媒を留去

0

F3C

23

70



し、22 を得た。0゜Cにおいて、22a.o mm01)の CH2C12溶液に Oxalylchlorlde(2.o mm01)、

DMF a 滴)加え、室温で2時間反応させた。反応溶液の溶媒を減圧下で留去し、2d

(03 mm01)、 1,4・di0顯ne (3 mD、 pyridine (0.45 mmoD 加え、室温で2時間反応さ
せた。この反応溶液を飽和NaHC03フ持割夜へ注ぎ、 CHC13で抽出した。有機層を飽和

NaC1 水溶液で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥、減圧下で溶媒を留去し、残済

をカラムクロマトグラフィーで精製L、 23 を 28%(719mg)で得た。 Awhitesolid: mp

181-1貌゜C; 1H・NMR (CDC13)δ:1.87・1.97 (1H, m),2.14-228 (2H, m),2.63・2.67 (2H, m),

3.58-3.フフ(2H,咽,4.51(2H, d, J = 3.9 HZ),4.82 (1H, d,ノ=フ.8 HZ),6,H (2H, dq, J = 16.0,

6.4 HZ),フ,08 (1H, dq,.1= 16.0,2.2 HZ),728 aH, dq..ノ= 16.0,2.1 HZ),フ.44 (2H, d, J= 6.6

HZ),フ.73-フ.90 (4H, m),8.08 (1H, d,ノ'宗 9.O HZ),9.46 (1H, S). 13C・NMR (CDC13)δ:263,

29.フ,39.フ,46.9,612.115.8 (q,ノ'= 339 HZ),119.4 (q, J = 34,O HZ)、 122.フ(q,,ノ= 270.O H力,

122.8, n3.5 (q, J= 269.O HZ),123.8,125.8_ 126,4,129.9、 B2,0, B2.フ(q,ノ= 6フ HZ), B6.4,

B7.6 (q,ノ'= 6.8 HZ), B7.6,16フユ,167.8,168.5. NF・NMR (CDC13)δ: H326F, dd,ノ'= 6,6,

2.2 HZ),Π.54 (3F, dd,ノ'= 6'4,2.2 HZ). Ms m/Z 565 (M'),468,285,257,188,160 HRMS

Calcd for C27H21F6N304565,1436 (M゛), f0岫d 595.1437.

NイS)・1・イ2・風111inoace卯0・N・P,4・6iS1ιE/・3,3,3・か加mリ0prop・1・ιπ・1り,リPhenyりPyrl'olidihe・2・

CarhoXα肌ide ιH-GO,・戸ro・24)

"・GN・pro-2d

23 (0.05 mmoD の ethanoli容液1こ、 hydrazlnemonohydrate (0,05 mmoD を力兵え、至

温で24時間反応させた。この反応溶液をろ過し、減圧下で溶媒を留去し、残澄を力

ラムクロマトグラフィーで精製し、 H・Gly・pro・2d を 72%(15.7 mg)で得た。.Ali8ht

y0110W SOHd. mP 129・BO゜C;1H・NMR (DMSO・d6)& 190-225 (4H, m),3.51-3.80 (2H, m),

4.56 (d,ノ'=83 HZ)、 675-6.95 (2H, m),721-フ.53 (4H, m),フ75 (1H, d,ノ'= 8.2 HZ),820 U H,

S).13C,NMR (DMSO,d6)δ:24.8,26.フ,46.2,60.6,703,116.2 (q,.1= 33.6 HZ),Π 7.?(q, J =

333 HZ),1243 (q, J= 269.O HZ)、 124.6 (q,ノ'= 269.O HZ),稔6.6,1272.1287, BO,4, B 12,

134.1 (q,ノ'=フ.O HZ), B7.6 (q, j=フ.O HZ), B8.4,171.4.19F、NMR (DMSO、d6)δ:12.80 (3F,

dd, J= 72,22 HZ),1291 (dd, J = 22,72 HZ). Ms m々 435 (M十),281,242,174,155,127

HRMs calcd for C19H19F6N3024353635 (M十), found 435,B82.

F3C

CF3
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H、GO、pm、1dを酵弄券質ιιて房いたDPP、4肩世劇建

Dipeptidylaminopeptida・se lv (DPP・4) 1才、 sle町0かOpho"1011αSmahophがia d)半青婁1酉孝素を

本学部生物学研究室の伊藤教授より提供されたものを使用した。 S抗ah叩加mよりク

塁ーン化した遺伝子を含む発現プラスミドPUC19、SDP4を用いて形質転換した五.ωh
60

DH5αを培養後、既報に従って精製Lた組換え酵素である。酵素1舌腔は 0.1M

Tris・HCI (PH 8.0)、 10・S0 μM 基質、 10-40ongDPP・4 を含む反応液 0.1 mL を、マイク

ロプレートリーダーSH・9000(coronaelectric,Japa川を用いて 37゜C、 5分間インキュベ

ートすることにより行い、酵素反応で得られたld を励起波長30onm、蛍光波長 460
田nmで蛍光定量した。
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軌道計算

励起状態の幾何学62

Gaussian 16, RevisionA.03 を用いた B3LYP/6-31G(d.P)法により、溶媒をTHF に設定し、

TD・DFT計算を行った。

2d

Symb01 X

0.087169

1.238003

1,083089

、022343

、133796

、120926

2.577504

2.939161

4303991

5.159488

4.890047

4.2幻 B5

2.172398

・23467フ

、3.652

、4.73375

、4.28937

・5.53799

・5.57405

0207583

、0.3462

、2.32021

3334473

2265934

1991442

3.045212

、2.08605

、4.01679

Y

0200694

1.0仍715

2.415949

2954432

2.B615

0.729143

0.416938

、0.80735

、136276

、0.50723

、1.72217

、2.5003

3.26472

、0.18895

0.B3217

、0.88393

、2.16497

、0.79121

、0.72741

,0.87615

4.03301

2.596638

1.030823

、1.48102

4236仍3

2933622

、1.24436

1.154335

Z

、0.05975

、0.06261

0.002839

0.039709

0.036504

、0.00747

、0.1781 1

0238043

0.029473

、0.58299

1210322

、0.72812

、0.00361

、0.01954

0.015919

0.003416

、0.04167

1.107525

、1.06599

・0.B637

0.085155

0,071003

、0.66205

0.759076

020899

0.3別041

、0.06014

0.056312
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2e

Symb01 X

3.83仍68

2.871551

1.52337フ

1.094816

2.073911

3.436803

1707967

、0.32432

、1.35949

、2.フ7828

、3.46919

、29357フ

、3.45286

4.888532

3.174592

0.フフ7848

4.184剖6

2.4557B

0,85747

、0,54882

、123797

Y

、0.74485

、1.76748

、1.42835

、0.08S98

0943387

0.589293

2288796

0262421

、0.4991

、0.10525

、0.05392

1.10493

、1.00797

、098888

"2.80943

、2.21505

137702

29373器

2.538883

1222371

、1,4557フ

N

Z

0.029249

,0,0005

、0.04231

、0.05033

0.00275

0.032017

、0.01643

、0.16213

023056

0.0243 謡

12035B

、0.56767

、0.75148

0.053536

、0.00944

、0.10789

0.06873

0.193B4

0.469578

、0.62266

0.729山7

2f

Symb01 X

、3.58889

・3.02107

、1.64053

、0.76354

"13434

、2.71914

、496046

0.676012

1.661248

3.099438

3762199

3.759774

Y

、0.1 1318

1.17651

1336639

0233163

、1.05379

"122739

、028918

0.474222

、0.44353

、0.08121

、0,58372

、0.5962

Z

0.003672

0.002694

0.001817

0.002529

0.0仍16

0.004638

0.057422

、0.0004

0.00213

・0.0OB7

1.087895

、1,08637
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F 3335979

,3.66852

,122759

、0.71 161

・3.B7B

・5.32375

,5.53875

0965242

1.482927

1255326

2.049127

2.342253

、193687

・223043

、1.18646

0.49

1.523246

、1.5B9

、0.00929

0.0仍283

、0.00122

0.001017

0.007632

・023325

、022546

、0.00471

0.00乃2

4a

Symb01 X

3.009811

3.593324

2.8112幻

1.427733

0.801609

1.610479

1.048416

"0.65347

"1.56303

、3.0246

、33627

、3.56017

、3.71338

3.457044

3.638089

4,677659

0.801857

1.696588

0.181261

・1.02073

、129935

4.05797フ

2.705638

4.127178

Y

131622

0.055289

、 1.1 1532

"095853

0306086

1.469829

2.749207

0.435749

,0.47883

、029778

0.884288

、127912

、036幻6

、2.48226

2202807

、0,02404

、1.84463

3.497296

2.86釘6

1358467

、1.4148

、2.64155

・327575

、2.60682

Z

C

0.02幻5

0.026815

0.00146

"0.03765

,0.04811

0.001776

"0.01827

、0.15576

0222693

0.0228B

・0.55033

、0.76655

1202821

,0.0016

0.061446

0.048702

、0.0998

0.192442

0.488231

、0.60033

0.704989

090164

、0.04619

、0.86021

C
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4b

Symb01 X

12B439

0.554095

1317171

2.70703

3358965

2.622258

0.498363

、0.9059

、1.70161

3.1753

、3.64997

、3.59653

、3.8459

3.523296

2914644

0,796346

4.443929

3.140104

、034573

1.065822

,1.37714

,1,33105

3.73548

227655

2323609

Y

1.867155

0.616053

、0.575

"0.5362

0.709634

1.8鵠928

3.073373

0.572784

、0.44701

、0.4327フ

0.712298

、1.45507

、0.60407

、1.63916

、292919

、1.52233

0.736844

2.838929

3.101828

3.892545

1.453786

,135323

、3,64648

、3.08574

、3.07118

Z

"0.00028

、0.04471

、0.02839

0.008747

0.027699

0.026912

、0.02889

、0.14993

0215901

0.022144

、0.5283

、0.78431

1.202064

0.011311

・0.01569

、0,08786

0,046418

0.057199

0.5285幻

0.14948

・0.57997

0.684726

、0.0003

0.862381

、09284

4d

Symb01 X

、3.42217

、273797

、1.33779

、0.6021

、129949

,2.71189

、0.62596

0.860691

Y

0.546735

、0.6867フ

・0.69092

0.499089

1.740951

1,732968

2939149

0.484454

'
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Z

0.056074

0.002261

・0.06744

、0.07356

0.001941

0.053571

,0.00558

、020409

C
C
C
C
C
C

N
C
C
C
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C

F
 
F
 
F

H
H
H
H
H
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C
C
C
C
C
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1.674232

3.147442

3.833331

3.562986

3.593472

.3.46329

、4.05806

、4.50581

"0.81515

、324281

、 1.1581

0326739

1308973

1320258

C

,0.47914

、0.468B

、0.50466

、1.56305

0.61924

、191787

、292097

0.563167

、1.63738

2.678868

3.フ73387

2.9738幻

1323181

、133445

0253159

0.032774

1212665

、0.66939

、0.64272

、0.00357

、0.00528

0.101441

、0.15349

0.105632

0.197別2

0325381

、0.73293

0.820365

4e

Symb01 X

、0.17872

024554

、0.72688

、2.09435

、2.50171

,1'56201

0728647

1.67307

2258997

3704254

438203

4348449

3.896698

、3.05448

.273962

、43414

、5345

、0.42123

、3.55715

,1.88528

037B18

Y

2.215521

0.855637

、0.151幻

0.B3628

1.4幻948

2.498451

3252789

0.535198

・0.59731

、0.88589

0.112469

,1.11949

、2.0Π65

、099317

、2.17601

,0.58433

、1.62051

、1.1897フ

1.726B5

3.534671

4.174524

N

Z

、33E.05

,0.06361

"0.05947

"0.00512

0.034762

0.035562

、0.00663

、0.17936

0240224

0.偶2748

、0.58646

121487

、0.71753

、0.OB46

、0.05211

0.02869

0.026274

、0.B324

0.068185

0.077192

0202968
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1.657209

2.300223

1.723488

、5.22579

、6.29923

・527268

3.092492

1279459

、138436

、2.26768

、1.09696

、2.21754

4f

Symb01

0355032

"0.66594

0762034

0.897937

0.066

、0.88539

X

,124564

、1.B87

0.151907

13B798

1.179225

、0,11966

、228686

2279464

2,645301

2988787

4345995

4925766

4.30823

5214081

、3.59676

、4.63674

、5.87402

・4.45726

、69883

・222]9

0255225

、022519

、2.05415

2.114905

3.150776

3.4U68

2305121

"394146

、フ.87766

Y

2.153854

0.743351

0.195897

0981B2

2.396154

2,954831

,0.15211

3,228055

0,375371

、0.85282

、1.42802

、1.79123

、2.56766

"0.58657

0.180556

、0.85641

、030307

、2.06796

・121732

2.626822

、0.8826

4.035231

・121504

4202376

2.881978

097696

、1.5153

1207755

、0.59035

N

Z

0.026876

、0.01809

,0.06851

、0.06662

0.000873

0.0335

・0.03194

0.001752

、0.17904
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