


生理活性を有するフ口口グルシノール

誘導体に関する生物有機化学的研究

Bioorganic chemical studies on phloroglucinol derivatives 

with biological activity 



目次

目次

序論

第 1章 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体の合成と

光合成電子伝達系阻害活性 4 

1 -1 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体の合成 8 

1 )合成方法 (1) 9 

2 )合成方法 (2) 10 

1 -2 3ーニトロフロログルシンカルホ、ン酸誘導体の

光合成電子伝達系 (PET)阻害活性 12 

1 )活性検定方法 12 

2 )結果と考察 12 

i) 直鎖Nーアルキルアミド誘導体

ii) チオアミド誘導体

iii) アニリド誘導体およびそのクロロ置換体

iv) 他の置換アニリド (N-置換フェニルアミド)誘導体

v) Nーフェニルアルキルアミド誘導体

vi) 光学活性体

vii) アミド、窒素原子上の水素の必要性

viii) エステル誘導体

1 - 3 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体の光合成電子

伝達系阻害における定量的情造活性相関 (QSAR)解析 24 
1 )パラメーターの選定と解析方法 25 

2 )結果と考察 28 

i) Nーアルキルアミド誘導体、 Nーフ工二ルアルキル

アミド誘導体、 Nーアルキルチオアミド誘導体

ii) 置換アニリド (N一置換フェニルアミド)誘導体

iii) 3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体のQSAR

3) QSAR解析結果に基づく阻害剤の分子設計 36 

1-4 まとめ 38 

]
 

l
 

[
 



目次

第 2章 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体の

光合成電子伝達系阻害機式の解析 40 

2-1 熱発光グ口一曲線による3ーニトロフロログルシン

カルボン酸誘導体の阻害様式の解析 42 

1 )測定方法 44 

2 )結果と考察 45 

2-2 除草剤抵抗性植物を用いた3ーニトロフロログルシン

カルボン酸誘導体の阻害様式の解析 48 

1 )検定に用いた除草剤抵抗性値物と検定方法 50 

2 )結果と考察 52 

2-3 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体の阻害様式の考察 53 

2-4 光合成反応中心の分子情造と3ーニトロフロログルシン

カルポン酸誘導体の結合様相に関する考察 55 

1) 3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体の

01タンパク質における結合部位の推定 61 

2 )ウレア矯造を有する3ーニトロフロログルシンカルポン酸

エステル誘導体のPET阻害活性

i) 合成方法と活性検定方法

ii) 結果と考察

iii) 除草剤抵抗性植物を用いた作用性の検討

2-5 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体の

植物に対する作用

1 )モヤシマメ幼匠輸に対する3ーニトロフロログルシン

カルボン酸誘導体の作用

i) 活性検定方法

ii) 結果と考察

iii) 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体の発芽阻害活性

2 )タバコ光半独立栄養 (PM)細胞に対する

3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体の作用

i) 検定に用いた培養細胞と検定方法

ii) 結果と考察

3 )温室内ポット試験における3ーニトロフロログルシン

カルボン酸誘導体の除草活性

[2) 

62 

68 

69 

72 

75 



i) 活性検定方法

ii) 結果と考察

2-6 まとめ

第 3章 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体の

目次

78 

抗発癌プロモーター活性とアラキドン殴代謝系に対する作用 79 

3 -1 3ーニトロフ口ログルシンカルポン酸誘導体の

Epstein Barrウイルス早期抗原 (EBV-EA)産生抑制活性 80 

1 )活性検定方法 83 

2 )結果 83 

3 )考察 87 

i) N-)，ルキルアミド誘導体

日) N フェニルアルキルアミド誘導体

iii) 置換アニリド誘導体

iv) チオアミド誘導体

v) エステル誘導体

vi) まとめ

3-2 3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体の

マウス皮膚発癌二段階試験における抗発癌プロモーション活性 93 

1 )活性検定方法 94 

2 )結果と考察 94 

3-3 3ーニトロフロロクルシンカルポン酸アミド誘導体の

アラキドン酸代謝系に対する作用-1

ヒト5ーリポキシゲナーゼ (5一LO)阻害活性

1 )活性検定方法

2 )結果

3 )考察

i) Nーアルキルアミド誘導体

ii) Nーフ工二ルおよびNーフエノキシアルキルアミド誘導体

iii) 置換アニリド誘導体

iv) 3ーニトロフロログルシンカルボン酸関連化合物の活性

iv) まとめ

[3] 

97 

100 

101 

102 



3-4 3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体の

アラキドン酸代謝系に対する作用-2

目次

シクロオキシゲナーゼ (CO)阻害活性 106 

1 )活性倹定方法 108 

2 )結果と考察 108 

3-5 3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体の5-LO

阻害活性とEBV-EA産生抑制活性における倦造要求性の比較 108 

3-6 まとめ 112 

総合考察 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体の生理活性と

作用部位に関する考察 114 

総-1 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体の

各種生理活性の相関

総ー2 光合成電子伝達系とアラキドン酸代謝系の

受容部位に関する考察

実験の部

引用文献

謝辞

(4) 

114 

114 

118 

147 

157 



略語表

略語表

本論文中では、以下の略語を用いた

BL 

Chl 

αコ
DCC 

DCPIP 

DνffiA 

DMSO 

DTI 

EBV-EA 

FBS 

FITC 

THF 

TPA 

田 PES

5-HETE 

5-HPETE 

HPLC 

IPTG 

LS 

LT 

5-LO 

MES 

c
m刊
だ

S

T

A

吋

w
コ
A

B

E

G

L

M

m

M

N

N

α

p

p

p

p

p

p

 

Burkitt's lymphoma 

chlorophyl 

cyclooxygenas巴

N，N-dicyclohexylcarb吋 umide

2，6-dichlorophenol indophenol 

dime出ylbenzan出racene

dim巴thylsulfoxide

di出iothreitol

Epstein-Barr virus early an口gen

fetal bovine serum 

fluo陀 sceinisothiocyanat巴

t巴trahydrofuran

12・O-tetrad巴canoylphorbol-13-acetate

N-2-hydroxyethylpiper位 ine-N'-2-e出ansulfonicacid 

5-hydroxy-6，8.11.14引 cosatetraenoicacid 

5-hydrop巴roxy-6.8.11，l4-eicosate町aenoicacid 

high performance liquid chromatography 

isopropyl-s-D-galactopyranosid巴

Linsmaier-Sk∞g 

leukotriene 

5・lipoxyg巴nas巴

2-(N-mo中holino)巴thansulfonicacid 

melting piont 

mass spectrometry 

nasopharyngeal carcinoma 

nuclear magne即応sonanc巴

oml出inedecarboxylase 

photoautotrophic 

phosphat巴buffer巴dsalin巴

photo巴lectrontranspon 

prostagl~Uldin 

phsopholipase A， 

photomixotrophic 

[5] 



PMSF phenylme山ysulfonylfluoride 

P S 1， II photosystem 1， II 

QSAR qu加 titativestructure activity relationship 

TLC thin layer chromatography 

Tricin巴 tris(hydroxymethyl)m巴thylglycin巴

Tris tris(hydroxyme山yl)aminome出ane

本論文中の光合成電子伝達阻害型除草剤の正式名称、

Atrazine 

DCル1U(Diuron)

Dinoseb 

Fenulon巴

Ioxynil 

Simazin巴

Terbutryn 

2・chloro-4-ethylaminか 6-isopropylamin仔 1，3，5-triazine

3・(3，4-dichlorophenyl)ーl，l-dimethylur巴a

2-sec-butyl-4，6-dinilrophenol 

3-phenyl-l，l-dimetylur巴a

3，5-diiod仔 4-hydroxybenzonitrile

2-chloro-4，6-bis(ethylamino)ーlム5・tnazme

2-tut-butylamino-4-ethylamino-6-methylthiか 1，3，5-triazin巴

[6] 

略語表



序論

序論

組物の生活環は、植物ホルモンを始めとする多くの内生生理活性物質の質的・量

的バランスにより巧妙に調節されている。そこで、植物の生活環制御の仕組みを解

明するためのアプローチとして、発芽、栄養生長、生殖生長、受精、結実などの各

生育過程における内生生理活性物質の量的-質的変動を解析する手法と、外部から

与えた生理活性物質に対する縫物の反応、を解析する手法とがある。この二つのアプ

ローチは相補的なものであり、特に、新しい植物生理活性物質の発見を契機として、

上述の研究が飛躍的に発展してきた。ここに、他物生理活性物質の探査研究の重要

性を見いだすことができる。

組物生理活性物質として現在最も広範に利用されているものは除草剤lである。除

草剤は、農業生産技術の発展に大きな貢献をしたばかりではなく、植物生理・生化

学の発展にも深く関わってきた。実際に、現在使用されている除草剤の大部分は、

光合成、アミノ酸生合成、脂肪酸生合成、色素生合成、植物ホルモンによる調節系

など、植物に特徴的な代謝系の特異的阻害剤である。例えば、光合成阻害型除草剤

である DCMU(diuron， 3-(3，4・dichlorophenyl)ー1，I-dimethylurea) は標準的な光合成電子

伝迷系 (PhotosyntheticElectron Transpon， PET)阻害剤として光合成研究には不可欠

な試薬でもある。

植物に特徴的な生理過程のなかでも、光合成は、除草作用のターゲットとしてか

なり以前から重要視されてきており、現在使用されている除草剤の約半数が光合成

阻害斉IJである[1]。光合成阻害型除草剤の作用部位である光合成初期過程に関する研

究は、近年急速に進展したが、今後の研究により解明すべき謀足立は多い。例えば、

光合成主111菌の光化学反応中心の立体十時造はX線結晶構造解析により決定されたが[2]、

他物の光化学反応中心については当該タンパク質の結晶化が、極〈最近成功したば
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かりである [3)0!lPち現時点では、純物の反応中心の構造解析には、阻害刻を分子プ

ロープとして用いるアプローチが重要である。また、それらの阻害剤が分子プロー

プとして効果的に機能するためには、既存の阻害剤とは構造的に、あるいは作用的

にJZなる新しいタイプのものが待望されている。

本研究においては、天然の光合成阻害物質であるグランジノール[4)をリード化合

物とした光合成電子伝達系阻害剤の探索を第ーの目的とした。化合物の分子デザイ

ンには、定量的構造活性相関解析の結采や、現在までに研究されている多くの既存

の光合成阻害剤の構造活性相関に関する情報を利用した。

OH y 

riY -X 

A ‘/"^-HO' 、γ' ‘OH

N02 

X= 0 or NH 

Y= 0 or S 

R=種々の置換基

その結果、標準的な光合成阻害剤であるDCMUの

10倍以上強力な阻害活性を有する化合物、 3-ニト

ロフロログルシンカルボン酸誘導体(左図)を見

いだした。また、阻害様式を詳細に検討した結果、

3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体は既存

の阻害剤とは微妙に異なる新しいタイプの光合成

託子伝達系阻害剤であることが判明した。

一方、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体は、天然の抗発癌プロモーター

物質としてユーカリより単離されたユーグロパール類と類似の構造を有することか

ら、本化合物の抗発癌プロモーター活性についても検討した。その結果、 3ーニトロ

フロログルシンカルボン殻誘導体は抗発癌プロモーターとしても有効なことが明か

となった。また、抗発癌プロモーション活性につながる一次作用点として、抗炎症

剤の一次スクリーニングに用いられているアラキドン酸代謝酔素に対する活性を検

討し、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体が、アラキドン酸代謝E手素活性を

阻害すること、すなわち抗炎症剣として有望なことを明かとした。

本研究により 、3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体を始めとするフロログ

2 
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ルシノール誘導体が、比較的簡単な化学構造を有するにも拘わらず、多様な生理活

性を示すことが判明した。このことは、このような低分子化合物が、生体内では複

数の代謝系に対してある程度の親和性を有するという事実に因るものであろう。即

ち、このような低分子化合物ではターゲット以外の代謝系に対しても何らかの影響

を与えうる可能性を示している。しかし、化学構造の微細な違いが、例えば光合成

阻害活性において、非常に大きな活性の変動として現われたことは、低分子化合物

の中から特異性の高い代謝阻害剤あるいは代謝制御刻を創出しうる可能性を示唆し

ている。

3 
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第 l章

第 1章 3一二卜口フロログルシンカルポン酸誘導体の合成と光合成

電子伝達系図害活性

組物にとってエネルギー獲得のための必須な機能である光合成は、効率的な光エ

ネルギー捕捉系、水からNADP.への電子伝達系とそれに共役したAτ?生成系(明反

応)、および二酸化炭素閏定系(日音反応)から構成されている。これらの系は、そ

れぞれが効率良く働くために相互に連絡しており、巧妙な制御系により調節されて

いる。この制御系の働きにより植物は、光の強度、温度、湿度や大気組成など、外

的環境の変動に対応することができる。

吉田らにより、ユーカリ樹の一程であるローズガム (Rosegum， Eucalyptus grandis) 

の成熟禁中に含まれる光合成電子伝達系(PhOlosynthe口cElectron Transport， PET) 悶

筈活性物質として単離構造決定されたグランジノ ール、およびホモグランジノ ール

(図1-1)[4]は、唯一の植物起源のPET阻害物質である。これらの化合物のユーカリ

体内における光合成制御系への関与については現在のところ不明であるが、グラン

ジノー lレがユーカリ植物中に普遍的に存在することから[5，6，7]、何らかの霊要な生

理的役割を担っているものと考えられている[8]。

グランジノールは、ジノセブ (2-sec-bulyl-4，6-dinitrophenol) (図1-2) などのフェ

ノール型PET阻害剤と類似した化学構造を有している。

CH3 CH3 

HO 

CHO グランジノール CHO ホモグランジノール

図1-1 グランジノール、ホモクランジノールの構造

4 
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第 l章

そこでグランジノールの化学構造を Trebstらの提出しているフェノール型PET阻害

斉IJの構造要求性のモデル(図1-3) [9]に当てはめてみると、ホルミル碁はフェノール

性水酸基のパラ位の「強力な電子求引性置換基 (R3
) Jに、ケトン部分は「厳密な

構造妥求性を持つ、弱い電子求引性置換器 (R2
) Jに、母核のメチJレ基は「構造要

求性を持たない疎水性置換基 (R
4
) Jに対応するものと考えられる。

イ。ト
R

2
・剖ightlyelectron withdrawing group with strict 

steric requirements 

R
3
: strongly electron withdrawing substituent 

R4: lipophilic group without steric requirements 

図1-3 フエノール型阻害剤の矯造要求性に関するモデル (Trebstら[9])

しかしグランジノールの構造は、このモデルとは微妙に異なる点もある。即ちグ

ランジノールでは、母核構造がフェノールではなくフロログルシノールであること、

ニトロ基などの強力な電子求引性i位換器を持たないことなどである。

吉田、米山らに よるグランジノールを含むフロログルシノ ール誘導体の構造活性

中日l刻の検討(図1-4)から、PET阻害において高活性を示すためのフロログルシノー

ル誘導体の構造要求性は以下のように要約されている [10-13]0

5 
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図1-4 フロログルシノール誘導体格造要求性の検討(吉田ら [10-13])

一一一~PET阻害活性向上
--自由萌-PET阻害活性低下
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1 )フロログルシノール核上に二つの電子求ヲ|性置換基が存在すること。

2 )二つの電子求引性置換基の電子求引性に差が有ること。

3) nI:子求引性笹換基の少なくとも一方は適当な疎水性側鎖を有すること。

4 )フロログルシノール核上の三つの水酸基は必須であること。

グランジノールをリード化合物としたフロログルシノール誘導体が強力なPET阻害

活性を示すために、母核上の二つの電子求引性置換基の電子求引性の差が重要であ

るとすれば、電子求引性の差のより大きな組合せである、ニトロ基とアミド基(図

1-4、化合物VII)、更には、ニトロ基とチオアミド基を有する化合物(図1-4、化合

物V川)は、いままで以上に強力な活性を示すことが期待される。

そこで本研究では、高活性を示すと期待される化合物である3ーニトロフロログル

シンカルポン酸アミド誘導体 (VII)およびそのチオアミド誘導体 (VIII) (図ト5)

を合成し、そのPET阻害活性を検討した。また、阻害活性発現におけるアミド構造の

役割を検討するために、アミド構造を含まない化合物としてエステル誘導体(化合

物IX)を合成し、阻害活性を検定した。

一方、これまで検討されているフロログルシノ ール誘導体では[10-13)、直鎖のア

ルキ jレ置換さ左を有する化合物が中心であったが、構造活性相関の詳細な解析には、

i置換基の立体的、電子的効果の影響を調べることも重要である。そこで、アミノ基

側鎖については、その疎水性ばかりではなく、立体的および電子的効果の多様性を

配慮した合成目標を設定し、研究に着手した。

OH 0 OH S OH 0 

1 J.l R .1 J.l R 1. J..l _R 
/も〆、W t""も〆、W f"~、0-

l!，.1 H l! /.1 H 1. /.1 
HO'、γr、OH HO"、y ~OH HO'、γ，、OH

N02 (VII) N02 (VIII) N02 (IX) 

図1-5 *研究で合成した化合物
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第 1章

1 -1 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体の合成

第一の合成目標であるアミド誘導体 (VII)は、フロログルシノールにニトロ基お

よびアミド基が置換した化合物である。従って、フロログルシノールに対する親電

子置換反応、によりそれぞれの世換基を導入すれば合成できる。フロログルシノール

核は対称的な位置に存在する三つの水酸基の寄与により親電子置換反応を受けやす

いと考えられる。

アミド基のフロログルシノール核への導入にはいくつかの方法が可能である。最

も直接的な方法は、フロログルシノールとイソシアン酸エステルをFried巴I-CraflS反応

させる方法である [14]。実際に米山らは、図1-6に示すようにフロロプロピオフェノ

ンとイソシアン酸エステルをニトロベンゼン中塩化アルミニウムを触媒として反応

させることより、対応するフロログルシンカルボン酸アミド類を得ている[12]。一方、

吉田らはニトロフロロフェノンの合成において、図1-7に示すようにフロログルシノ

-)レへのアシル基導入の後、ニトロ化を行っている[10]。そこで予備実験として、フ

ロログルシノールをイソシアン酸エステルと反応させた後、ニトロ化を行うことに

より、目的とする3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体を合成した(図

1-8， )レート 1)。

OH OH O R?H  R 

1 1 11 R・'" .J4、人比/、RCOCIIAICI3~、/'R R'NCO/AICI3 -N~ 可プ守'(" -R 

11 ~ 1 .... 11 ';1 .. .... W H J!. ~人
HO~OH HO/~'OH HO' 、J 、OH

図 1-6 3-アシルフロログルシンカルポン酸

アミド類の合成方法(米山ら [12])
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OH OH 0 C)H 9 

nR21421小 rへRH川 町 fゴ了、R
J.!..~人 メよ A人、 ~_A.チヘA

HO"""~"OH HO""" ~、OH HO~ Y ~OH 

N02 

図1・7 ニトロフロロフ 工ノン類の合成方法(吉田ら [10])

?里ttHho
。先日t牛O{S)L41J

図 1-8 フロロ グルシノールを原料とした3・ニ トロフロログルシン
カルポン酸アミド類の合成方法として考えられる経路

1 )合成方法 (1) 

第 1章

本研究では、新規PET阻害剤の探索を第一の研究目的として多種の化合物を迅速に

調製し、その活性を検定することを俊先させ、収率については二次的な配慮にとど

めたが、より効率的に目的物を得るために合成方法の改良を行った。即ち、前述の

合成方法は、フロログjレシノールのイソシアン酸エステルによる直接アミド化、ア

ミド誘導体のニトロ化の両反応とも低収率であった。他方、共通の中間体から一工

9 
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程で目的とする化合物を得る方がより効率的であることから、先にフロログルシノ

ールをニトロイヒし、市兵いてアミドイヒを行なう方法について杉:討した(図1-8，ルート2)。

フロログルシノールのモノニトロ化は既に報告されているが[15)、ニトロブロログ

ルシノールをイソシアン酸エステルで直接アミド化ができるかどうかがこの合成方

法の問題点であった。

そこで種々の反応条件を検討した結果、ニトロフロログルシノールをイソシアン

酸エステルとニトロベンゼン中で盗化アルミニウムと共に約80'Cで l昼夜反応させ

ることにより、 50-60%の収率で対応する3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミ

ド誘導体が得られた。同様に、イソチオシアン酸エステルを用いることにより、チ

オアミド誘導体が得られた。これにより、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミ

ド誘導体およびチオアミド誘導体は、同ーの中間体である3ーニトロフロログルシノ

ールから一工程で効率よく合成できるようになった。

2 )合成方法 (2) 

しかし合成方法(1 )にも、イソシアン酸エステルあるいはイソチオシアン酸エ

ステルの栓類により収率が大きく変化するという限界が認められてきた。即ち、イ

ソシアン酸およびイソチオシアン酸のアルキルエステルを用いる場合には比較的高

収率で目的物が得られたが、これらの置換フェニルエステルおよびイソシアン酸べ

ンジルエステルでは殆ど反応が進行しなかった。 この主な原因は、これらのエステ

ルが不安定であり、反応中に分解してしまうためと考えられた[16，17)。また、ニト

ロフロログルシノール自体も長時間加熱することにより分解する。そこで、次に3

ーニ トロフロログルシンカルボン敵からアミド誘導体を効率よく合成する方法につ

いて検討を加えた。

フロログルシンカルボン酸は脱炭酸しやすく、不安定な化合物であるが、比較的

10 
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入手しやすい化合物であるので、これを効率よくアミド化およびニトロ化すること

ができれば3ーニ トロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体が得られる。

そこでまず、フロロ グルシンカルボン酸のニトロ化 を検討した。その結果、フロ

ログルシンカルボン酸はアルカリ条件にすると容易に脱炭酸するが、酸性条件では

比較的安定であり、室温下、 60%硫酸中2-3当主の硝酸 (d=J.38) で容易にモノニ

トロイヒされることが判明した(図ト9)。しかし、フロログルシノールと同様にジニ

トロ化が極めて容易に起こるため、この反応条件は、かなり厳密でなければならな

かった。例えば70%硫酸ではジニトロ化が優先し、硫酸の濃度が50%以下では反応

は進行しなかった。また、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸もアルカリ条件下で

は不安定であり、水溶性が高く精製が困難である。但し、以下に述べるアミド化反

応には籾製物でも十分であることが判明したので、粗製物をそのままアミド化反応

に用いることとした。

OH OH OH ~ 

人 .COOH A .;COOH A /1.、 ..R
〆'も〆~守γ， ..... • .. ~、~ -N 1i:1 ~川d=1 .3~ n ~T 川山y…TI~. nゴ

/-....._~_ .. 60% H2SO.- .._，...，......_ラ........_.. DCC. RN凡， Et，N .._，...，......_ク.........門UHO..... .......〆、OH-_.-..r-. HO~ 1" -OH ---， "''''2， -'3" HO~ 1" -OH 

N02 ...... 、 N02

R
 O

 、

H

O

H

M

o

 

m--K¥
ダ
l
m

nu 
uH 

図 1-9 フロロ グルシンカルポ ン般を原料とした
3・ニトロフ口口グルシンカルポン酸アミド類および

エステル類の合成方法 (合成方法 (2) ) 
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3ーニトロフロログルシンカルポン酸のアミド化は、通常ペプチド合成に用いられ

るジシクロヘキシルカルポジイミド (DCC) とNーヒドロキシコハク酸イミド共存下、

アミンとのカップリング反応{18]により行った。アミド化の収率は50-60%であった。

この合成方法の採用により、これまで合成不可能であったアニリド誘導体を始め

とする多様な3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体の合成が可能となっ

た。また、図1-9に示したようにアルコールとの類似の反応によりエステル誘導体も

合成できるようになった。

本研究で用いた3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体は、チオアミド誘導体

以外は、この図1-9に示した方法で調製したものである。

1-2 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体の光合成電子伝達系 (PET)阻

害活性

1 )活性検定方法

各化合物の光合成電子伝達系 (PET)阻害活性は、ホウレンソウの破砕した葉緑体

のチラコイドを用いて、 2，6-ジクロロフェノールインドフェノール (DCPIP)を基質

としたHill反応により測定した。即ち、各化合物存在下の光合成電子伝達系IIによる

DCPIPの光還元速度の変化(実験的には600nmにおける吸光度の変化)をもとにそ

のPET阻害活性を算出した。また活性の指標としては、 50%PET阻害をおこす濃度

(ICso値)の逆対数値 (pIso値)を用いた。

2 )結果と考察

i)直鎖Nーアルキルア ミド誘導体

{i~造活性相関を検討するに当たって、まず最初に、直鎖のN アJレキル側鎖を持

つアミ ド誘場体を合成しそのPET阻害活性を検討した。

12 
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図1-10に示したように、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体は、現

在までに報告されているフロログルシノール誘導体の中では最高の活性を有する3

ーアシルフロログルシンカルボン酸アミド誘導体[12]およびチオアミド誘導体[13]の

活性を上回る強力な光合成電子伝達阻害活性を示した。

3 ニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体の阻害活性はアミノ基側鎖の伸

長に伴って上昇し、恨IJ鎖のアルキル基の炭素数が8-11の時に最も高い活性を示した

(図1-11)。更にアルキル側鎖を長くすると、活性は徐々に低下した。このような

アルキル恨Ij鎖の仲長に伴う活性変動は、 3ーアシルフロログルシンカルポン酸アミド

誘導体およびチオアミド誘導体の場合にも認められており、 3 ニトロフロログルシ

ンカルボン酸アミド誘導体が3ーアシルフロログルシンカルボン酸アミド誘導体およ

びチオアミド誘導体と同じ阻害剤結合部位に作用していることが示唆される。

Activlty 

plso 

OH X 

R ‘A.  .A  .R吟

71V了 -w 町

11.1 H 
J 長 ..... A. 

HO- 、， 'OH Rj X 

O

J

一。J

い
叫

・
昌
口

o

s

o

 

methyl propyl pentyl heptyl nonyl decyl . (R2) 

図1-10 3-ニトロフロログルシンカルボン酸アミド類

と他のフロロクルシノール類縁体の活性

活性は plso値(ーLog(50%阻害濃度(M))にて表記 (以下同様)
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plso 

9 

8 

7 OH 0 

A .J.l. _R 

Hγr - ~ . 
11 1 H 

J三 /A
HO' T 'OH 

N02 

6 

n
U
 

F
O
 5 10 15 20 

N-Alkyl carbon number (R=n-alkyl) 

図1-11 直鎖N.アルキル体の アルキル鎖長 と活性

ii)チオアミド誘導体

3-ニトロフロログルシンカルボン酸チオアミド誘導体の活性を図1-12に示した。

チオアミド誘導体は対応する前述のアミド誘導体を上回る強力なPET阻害活性を示

した。一部の化合物では、既存の光合成阻害型除草剤であるDCMUを20-30倍も上

回る、強力な阻害活性を有することが判明した。現在までの報告では、 このような

高い活性を示す化合物は限られており 、本化合物は極めて強力な光合成電子伝達系

阻答剤である。
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一「子ー アミド

OH 0，5 一一ー守一一 チオアミド

作r人 N'R

J.!.. ...... ....l H 
HO. T .OH 

N02 

1 0 20 
N-Alkyl carbon number (R=alkyl) 

図1・12 N・アルキルアミド体とチオアミド体の活性

iii) アニリド誘導体およびそのク口口置換体

光合成阻害剤を始めとする除草剤には、クロロフヱニル基を持つ化合物が多いこ

と、また、多くの生耳目活性物質の構造活性相関の検討にもクロロ置換フェニル誘導

体が頻繁に用いられていることから[19]、最初に、アニリド体 (Nーフェニル体) と

そのクロロ置換体の活性を検討した。

表1-1に示したようにモノクロロ置換体では、無置換体に比べてオルト置換体の活

性は低下した。ジクロロ鐙換体の場合にも、オ Jレト位に塩素原子を有する化合物の

活性は低いことから、オルト位への底素原子の導入は、活性を低下させることが判

明した。一方、オルトクロロ置換体とは対照的に、メ夕、パラ置換体の活性はいず

れの場合にも 1!!f，置換体に比べて高いことから、メタ位およびパラ位への塩素原子の

導入は、活性を上昇させることが明らかとなった。
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表1-1 クロロ アニ リド体の活性

X plso 

None 6.3 

NH NH b 
0・CI

m-CI 

5.9 

p-CI 

6.7 

7.1 

2，4・CI2 7.0 

2，3・CI2 5.9 

3，4・CI2 7.2 

3，5・CI2 6.7 

ベンゼン環のメタ位およびパラ位への塩素原子の導入により活性が上昇するとい

う傾向は、他のPET阻害剤でも認められており [19]、このような活性の上昇は、塩素

原子の疎水性あるいは電子吸引性に因るものであると考えられている[1ヲ]。また、オ

ルト位への置換基の導入による活性低下は、置換基の立体的効果によるものであり、

置換基の立体的な商高さが化合物と受容部位との相互作用を妨害するためと考えら

れている[19]。

このように、 3 ニ トロフロログルシンカルボン酸ア ミド誘導体の活性に対する置

J免基の効果も、他のPET阻筈刻の 11~ìí'i活性相関の研究から提出されている仮説により

説明するこ とができる。

16 



第 1章

iv)他の置換アニリド (Nー置換フェニルアミド)誘導体

他の位換アニリド誘導体のPET阻害活性(表1-2) ではパラ置換体のトリフルオロ

メチル置換体が最高活性を示した。トリフルオロメチル基は、塩素原子と同様に疎

水性の電子吸引性世換基であり、塩素原子の場合と類似した置換基効果を及ぼして

いるために高活性を示すものと考えられる。一方、ニトロ基や、イソプロピル基お

よびジメチルアミノ基では活性は低下した。

表1・2 種々の置換基を有するア ニ リド体の活性

X pl50 X pl50 

2-F 6.0 I 2-Me 5.8 

N H  l NH b 
3・F 6.6 3・Me 6.6 

4-F 6.4 4-Me 6.1 

2・CF3 5> 4-Et 6.5 

HO 3-CF3 6.9 4・nPro 7.0 

N02 
4-CF3 7.6 4-1 Pro 6.7 

2-0Me 6.2 4・N02 6.7 

3・OMe 6.4 4・NMe2 5> 

4・OMe 5.9 None 6.4 

3，4・(OMe}2 5> DCMU 7.2 

一般的に3ーニトロフロログルシンカルポン酸アニリド誘導体のPET阻害活性は、

直釘iアJレキルアミド誘導体の活性の1/10以下であった。これは、ベンゼン環のような

平面的で広がりを持った構造が母核に近接して存在することにより 、例えば、活性

17 
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発現に好ましいコンフォーメーションをとりにくくなり、受容部イ立に対する親和性

が低下するためと考えられる。特に、母核と最も近接しているオルト位に置換基を

導入した場合に活性が低下するのは、このような立体障害の影響が顕著に現われる

ためと考えられる。

v) Nーフ工ニルアルキルアミド誘導体

アニリド体の立体障害による活性低下を回避するために、母核からある程度の距

維を隔てて疎水性部分を導入することが有効であると考えられた。そこで、母核と

ベンゼン環の問の距離と阻害活性の関係をNーフェニルア lレキルアミド誘導体により

検討した。合成したNーフェニルアルキルアミド誘導体の範囲では (Nーフェニルプ

チルアミド誘導体まで)、直鎖Nーアルキルアミド誘導体の活性を上回わるものはな

かったが、メチレン数の増加に伴って特徴的な活性変動(図1-13)が認められた。

plso 

8 

守

'

c

u

c
oミ
宅
ミ
ミ
ミ
ミ

HOボy(CH2)ひ

5 。 4 (n) 2 3 1 

図1-13 N-フェニルアルキルアミド体の活性
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即ち、アニリド体に比べてNーベンジルアミド誘導体、 Nーフェネチルアミド誘導

体とメチレン数の増加に伴って活性は低下したが、 Nーフェニルプロピルアミド誘導

体では活性が再び上昇した。このことから、 3 ニトロフロログルシンカルポン酸ア

ミド誘導体が高活性を発現するためには、アミド窒素原子とベンゼン環が少なくと

も3炭素結合以上離れている必要があることが判明した。この構造要求性は前述の

ような立体障害に因るものと考えられる。

vi)光学活性体

不斉炭素原子を含む生理活性物質では、活性化合物の光学異性体が不活性である

のみならず、指抗作用を示したり、全く異なる作用を有する場合が知られているこ

とから、光学純度を維持し、高めるための合成研究が精力的に行われている[20]0殺

虫剤や除草剤および植物生長調節剤などの農薬でも、光学異性体が全く異なった活

性を示すことが多い[21]。

近年、ウレア、 トリアジンなどの光合成阻害型除草剤の作用点が、チラコイド膜

中のD1タンパク質であることが明かとなったことによって、阻害剤分子とD1タンパ

ク質との 3次元的な相互作用を検証するために、光学活性体の合成が盛んに行われ

るようになってきた[22]。そこで、 3-ニトロフロログJレシンカルボン酸アミド誘導

体のアミド基側鎖に光学活性なαーメチルベンジル基を持つ化合物を合成し、その阻

害活性を検定した(図1-14)。

3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体のαーメチルベンジルアミド誘

導体の光学異性体聞の活性の差は約 2倍程度であるが、明らかに S体の方がR体よ

りも高い活性を示した。図に示したように、DCMU、アトラ ジンの類縁体でαーメチ

ルベンジル基を有する光学兵性体でも、 S体のほうがR体より、それぞれ7倍、 15倍

riiい活性を示している [22]0なお、前節で説明したように、 3ーニトロフロログルシ
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ンカルボン酸アミド誘導体のN フェニルアルキルアミド誘導体の中では、 Nーペン

ジルアミド誘導体は比較的低活性であり、光学異性以外の立体的要因が活性に影響

している可能tl:もある。

Relatlve Actlvity(S/R) 

20 

1 0 

S R+S 

• PNO Derlv 

目DCMU Derlv 

口Atに Derlv.

R 

Hoob勺
::X21円、

H (';:可

CI~ ". .N.・，人予:;、r."'.v川 γ""
NてN 1 

H向 AtrazineDeriv 
Et 

図 1-14 3-ニトロフロログルシンカルボン酸ア ミ ド類ならびに

DCMU，ア トラジンの光学活性体(αーメチルベンジル誘導体)の活性

vii) アミド、窒素原子上の水素の必要性

3 ニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体は高活性な光合成電子伝達系阻

害剤であり、 Tr，巴bstらの示したフェノール型阻害剤の椛造要求性のモデルに良く対応

している。光合成阻害型除草剤には、この他に、 DCMUに代表されるウレア型阻害

剤や、アトラジンに代表されるトリアジン型阻害剤が知られている。フェノール型

阻害剤とウレア/トリアジン型阻害斉IJとは、活性発現のための構造要求性ばかりで

20 
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はなく、作用機式も異なることが明らかにされている。例えば、フェノール型化合

物はアミド基を持たないが、ウレア/トリアジン型阻害剤はアミド2去を持ち、また

アミド基笠紫原子上の水素原子が高活性発現やD1タンパク質との結合に極めて重要

であるとされている[23，24]0

3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体は、フェノール型阻害剤の構造

要求性を示すにも拘わらず、分子内にアミド構造を有する。即ち、 3 ニトロフロロ

グlレシンカルポン酸アミド誘導体はウレア/トリアジン型阻害剤の得造要素も併せ

持っていることになる。また、これまでにf~討した3ーニトロフロログルシンカルポ

ン目立アミド誘導体はすべて二級アミドである。そこで、 3 ニトロフロログルシンカ

ルポン酸アミド誘導体のアミド構造が活性発現にどの程度関わっているのかを探る

ため、三級アミド誘導体の活性を検討した。

表1-3 種 々の三級アミド体 と対応するこ級アミド体の活性

Compound plso Compound plso 

OH 0 

HOJt、・x‘HNMe 肉、戸、 <5 

HOG  
<5 

H) て、-v，〈，Yi'.0-H MN e 

NO， 
OH 0 

NO， 
HOJ!、・令;.J-〆O、HNEt 内、"'" <5 

NO， 

…。 OH 0 

HO'A、・v，，yi.A0H H Nへ........... 
H0
1、て

FV
，4F可r

・
D-H

N 
H 

6.4 6.2 

NO， NO， 
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表1-3に示したように、 Nーアルキルアミド誘導体、アニリド誘導体のいずれにお

いても、アミノ基2EEE原子上の水素をアルキル置換した三級アミド化合物の活性は

極端に低下した。 rmち、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体の高活性

発現には、アミノ基窒素原子上の水素原子の存在が重要であることが判明した。こ

のことは、 3 ニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体の場合にも、ウレア/

トリアジン型阻害剤と同様に、アミノ基笠素原子上の水素原子が受容タンパク質

(Dlタンパク質)との結合に関与している可能性を示唆している。

フロログルシノール型光合成電子伝達阻害剤の中で、吉田らによって検討された

ニトロフロロフェノン誘導体(図1-4，化合物 (IV))は、 3ーニトロフロログルシン

カルポン酸アミド誘導体と同じくニトロ基を有するがアミド構造を持たないことか

ら、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体の阻害活性発現におけるアミ

ド構造の役割を考察するためには適当な化合物である。

しかし、ニトロフロロフェノン誘導体では、ケトン側鎖の伸長に伴う活性変動は

認められていない[10)。従って、3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体

とニトロフロロフェノン誘導体は、構造的には類似しているが、その阻害様式が異

なっている可能性が示唆された。

viii) エステル誘導体

これまでの結果により、フロログルシノール系化合物が高いPET阻害活性を示すた

めには、フロログルシノール核が互いに異なる二つの電子吸引性基により置換され

ており、その二つの置換基の電子吸引性の差が大きく、またそのうち一方が適当な

疎水性t閉鎖を有する必要性が再び示された。また、 3ーニトロフロログルシンカルボ

ン酸アミド誘導体の阻害活性の発現には、アミノ基窒素原子上の水素原子の存在が

重要であることを述べた。そこで、第一の市子求引性置換基としてニトロ基を、第

22 
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二のfE子求引性置換基としてアミド基やケトン基以外の置換基を有するフロログル

シノール誘導体である、 3 ニトロフロログルシンカルポン酸エステル誘導体の阻害

ii5性を検討した。

区11・15に示すように、 3 ニトロフロログルシンカルポン酸エステル誘導体の活性

は、対応するアミド誘導体の1/10から 1/1∞程度であったが、 アルキル側鎖の伸長

(即ち、疎水性の上昇)に伴って活性が上昇するという、アミド誘導体などと同様

の傾向が認められた。

plso 
9 

8 

7 

6 

5 

4 

一一台一一

ー一一.... 一一ー

Amide 

Ester 

o 10 
Alkyl side chain length 

20 
(R=n-Alkyl) 

OH 0 

よj.l R 

ri:1 -x. 
A ...... A 

HO' 1 'OH 

N02 

Amide 
Ester 

X=NH 

X=O 

図1-15 3-ニトロフロロ グルシンカ ルホン酸工ステル体と
アミド体の活性

以上、本節では、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体の椛造変換に伴う活

性変動を検討することにより、定性的ながらも、 3ーニトロフロログルシンカルボン

酸誘導体の結合苦11位近傍の構造要求性に迫った。
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1-3 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体の光合成電子伝達系阻害にお

ける定量的情造活性相関 (QSAR)解析

3-ニトロフロログルシンカルボン般誘導体は、フロログルシノール誘導体の中で

は段も強力な阻害活性を示すことから、前節で検討したその権造要求性をより定量

化することができれば、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体のみならず、そ

れ以外のフロログルシノール系光合成屯子伝達阻害斉IJの構造と活性の関係について

も質量な情報が得られるものと考えられる。また、解析結果を生かすことにより、

新しい阻害剤の分子デザインへの道も開けることが期待される。そこで、前節で検

討した、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体の阻害活性発現のための椛造要

求性を、より信頼性の高い結論へと導くために、定量的な解析を行う必要があると

考えられた。このためには、化学機造と活性の関係をより詳細に、且つ定量的に解

析することが必要である。そこで、特にアミノ基1l!!J鎖の置換基の物理化学的性質が

阻害活性に及ぼす影響を解明する目的で、 Hansch、藤田らによって研究が開始され

発展してきた定量的構造活性相関 (QuantitativeStructure-Activity Relationships， QSAR) 

解析を行った[19，25]0

一般に、 QSAR解析の結呆は、以下のような式で表現される。

Log(JC，o)=AX，+BX
2
+CX，+ '・ 1 ・， ，・ +const

この式では、薬剤の生理活性(この場合には50%有効濃度、 IC珂)を、化合物の化

学的あるいは物理化学的性質(パラメータ一、 X)の線形一次結合で表している。

それぞれのパラメーターの係数は丞回帰分析法により求め、各係数の有意性を判定

する。吏に、有志:な項それぞれの最適他を求めることで、最も有効な化合物の構造

が抗定できることになる。このような解析を行うためには、対象となる化合物の総
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てが同ーの作用部位に、同じ機mで作用する必要があり、通常は同ーの基本干1・4告を

祈する化合物群について解析する。また各パラメ一夕一にlは土加成性が成立し、簡イ

1法去として、基本骨 絡の位換必の物理化学的パラメー ターを用いて亙回帰分析する方

法が一般的には探られている。

そこで本研究では、フロログルシノール核上の置換基の物理化学的パラメーター

を用いてQSAR解析を行った。

1 )パラメーターの選定と解析方法

生物を構成する単位である細胞はリン脂質の二重膜に包まれている。E!Pち、薬剤

を効率的に作用音1I位に到達させるための最初で最も重要な障壁は、朕透過の過程で

ある。従って、薬剤の構造活性中日間を議論する場合、脂質二重膜透過性に係わるパ

ラメーターが極めて重要である。藤田らは、多種多様な化合物のQSAR解析に、各化

合物の水/1ーオクタノールの分配係数を元にした疎水性パラメーターの導入を検討

し、良好な結果を得ている[19，25)。

疎水性パラメーターとしては、水/1ーオクタノ ールの分配係数以外にも、分自己

(逆相)~層クロマトグラフィーにおける Rf値や逆相系高速液体クロマトグラフイ

ーの保持時間などが用いられているが、違った系から求められた疎水性パラメータ

ーの問には高い相関関係が認められている(19)0QSAR解析には、水/1ーオクタノー

ルの分配係数(実測値)が用いられることが多く 、これまでに行われた多くの実験

結来・から、JW(水性パラメーターには加l成性が成り立つことが明らかとなっている(19)。

即ち、各位J笑基の疎水性定数に基づいて、特定の分子構造における疎水性の苦1・与を

解析することが可能である。

本研究のように破砕災級体 をmいた検定系では、阻害剤分子と01タンパク質にあ

る受容部{立が直接接触できる。一方、 Dlタンパク質はl民結合性の疎水性タンパク llJ
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であり、阻害剤はDlタンパク質内でti性の高いも結合音I1位に結合するので、阻害

剤分子の政はく性パラメーターは透過性よりも結合性を示すものであることが予怨さ

れる。これまでに行われた多くのPET阻害刻のQSAR解析から、分子の疎水性が阻害

活性にi誌も大きな影響を与えることが示されており、いずれの場合にも以uJ<性近換

法定数を用いて良好な回帰式が得られている[26・28]0 3 ニトロフロログルシンカ

ルボン酸誘導体についても、例えば、ア Jレキルアミド誘導体のアルキル側鎖長と活

性の関係からも明らかなように、分子の疎水性が阻害活性に大きな彩響を与えてい

るものと考えられた。

そこでノド研究では疎水性位投法定数をまず第一にQSARパラメーターとして用いた。

疎水性佐換基定数は、既にHanschらにより報告されているN 置換安息香殻アミドの

疎水性置換基定数π(水/1ーオクタノール系での分配係数を基にして決定されてい

る[29]) を用いた。なお、 Hanschらにより報告されていない置換基については、岩村

らのアニリド類[30，31]やトリアジン類[24，27]についての実視IJ値および計算値に基づ

いて;n-nした。また、オルト置換アニリド誘導体については、 岩村などにより測定

されたオルト置換アニリド類の分配係数[30]から求めた。

一方、置換基の電子的効果も活性に影響を与える ことが知られている。そこで、

屯子的効果のパラメーターとしてHammertの置換基定数σ[32]を用いて、特に、 3ーニ

トロフロログルシンカルボン酸アニリド誘導体について、その置換器の定子的効果

が活性に及ぼす影響を検討した。

本解析にf日いた化合物とその疎水性位換基定数、およびHammettの置換器定数を表

ト4に示す。本解析には、前節において合成し、活性を検定した全てのアミド体及び

チオアミドイ本を用いたが、比絞的111活ttであったエステJレイ本は用いなかった。また

本節においては、チオアミド体も広義のアミド体と考えて、活性傾向、問活性を示

すための.fll~ili要求性などについて論じた。
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第1]主

2 )結果と考察

i) Nーアルキルアミド誘導体、Nーフ ェニルアルキルアミド誘導体、Nーアルキル

チオア ミド誘導体

図ト16に示したように、 Nーアルキルアミド誘導体、 N フェニルアルキルアミド

誘導体、 Nーアルキルチオアミド誘導体の活性は疎水性置換基定数と高い二次元の相

関を有し、基本的な活性の強さがそれぞれの系列で異なっていることが認められた。

即ち、各系列の化合物を区別する擬変数を導入すれば、すべての化合物の活性を疎

水位置換基定数のみを変数とした回帰式で表すことができるはずである。

plso 

9 

圃

au K
3
5
z
u
d
H
 

• 
~ 、
.8 7 
五3

Z二
c 

トUー」
a. 

フェニルアルキルアミド

• PNOalkyl ・PNS
• PNOAral 

A 

5 
0 2 4 8 10 

π 

図1-16 各種化合物のPET阻害活性と

疎水性置換基定数(π)との関係
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そこで、チオアミド体についての擬変数l(S)(チオアミド体のみl他のものでは0)、

およびアラルキル体についての擬変数I(Ar剖)(アラルキル体のみ1他は0) を導入して

主回帰分析を行っ たところ、式 (1)に示すような極めて高い相関係数を持つ回帰式

が符=られた。この式のように疎水性[丘換基定数の2次式と各系列化合物に関する擬変

数を用いて良好な回帰式が得られたことは、これらの化合物の阻害活性が基本的に

はアミド基上の世換基の疎ぱく性だけで説明できることを示している。

pI，o= 1.24πー0.10rc' -0.89 I(Ar百1)+ 0.381(S) + 4.39 (式 (1)) 

(0.25) (0.025) (0.35) (0.36) (0.53) n = 30， s = 0.36， r = 0.95 

当式において、括弧内は各係数の95%信頼限界を表す。 nは回帰式に用いた化合物

の数を、 sは回帰式からの襟準偏差を、 rは相関係数をそれぞれ表している(以下の

バにおいてもすべて同様)

ii)置換アニリド (Nー置換フェニルアミド)誘導体

世換アニリド体の活性については、ベンゼン環上の置換基の疎水性と電子的効果

の両者について活性との関係を検討した。しかし、図1-17に示す ように阻害活性と

疎水性置換基定数の問にはかなり高い相関が認められたが、電子的置換基定数との

問には有意な相関関係は認められなかった。即ち、置換アニリド体についても、式

(2)のように疎水性世換法定数を変数とした回帰式により、構造と活性の関係を記

述できることが分かった(フェニルチオアミド体および、pl却<5.0の4化合物を除い

た24化合物で解析)。

pI，o = + 0.54π+ 5.15 (式 (2)) 

(0.23) (0.63) n = 24， S = 0.37， r = 0.72 
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plso plso 
7.8 7.8 
7.6 。 7.6 ロ
7.4 r=O.72 7.4 r=O.42 
7.2 。o。 。 7.2 日 ロ

7 7 ロ ロ ロ
6.8 

。
6.8 

6.6 。8 。 。。
6.6 ロロ ロ 日 ロロ。

6.4 。o。 6.4 ロロロ
6.2 。 6.2 ロ

6 
。

6 ロ

5.8 
8。 。

5.8 ロ ロ ロ ロ。
5.6 5.6 

1 1. S 2 2.5 3 3.5 4 4.5 08 .1 .12 .14 .16 .18 .2 .22 .24 

π σ 

図1・17 アニリド体の PET阻害活性と π(疎水性置換基定数).

σ(Hammettの置換基定数ー電子的パラメ ー ター)との相関

iii) 3ーニトロフロロクルシンカルボン酸アミド誘導体のQSAR

以上のようにいずれの系列の化合物の活性も、疎水性置換基定数を変数とした回

帰式により表すことができることから、式(1)にアニリド体の擬変数I(Ph)を加えて

霊回帰分析を行うと、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体全体の活性

を示す回帰式 (3) が得られることが判明した(表1-5)。即ち、 3 ニトロフロログ

ルシンカルボン酸アミド誘導体の活性は、そのアミノ基側鎖の置換基の疎水性だけ

で定量的に説明できることが判明した。

pI，o = 1.18π ー0.09 Jt2 -0.32 I(Ph)ー0.84I(Ar叫)+ 0.38 I(S) + 4.48 (式 (3)) 

(0.22) (0.02) (0.25) (0.37) (0.32) (0.46) 

II = 55， S = 0.37. r = 0.92 
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表1-5QSAR解析結果

OH X 

本!JR
HO 

N02 

Activity 

Compound pI，o 

NO. X R Obs Calc. 6pI，o 

l 。 Methyl 5.5 5.1 0.4 

2 。 Ethyl 6.1 5.7 0.4 

3 。 Propyl 6.0 6.2 0.2 

4 。 Butyl 6.1 6.6 -0.5 

5 。 Pentyl 7.0 7.0 0.0 

6 。 Hexyl 7.2 7.3 -0.1 

7 。 Cyclohexyl 6.2 6.8 0.6 

8 。 Heptyl 7.8 7.6 0.2 

9 。 Octyl 8.1 7.8 0.3 

10 0 Nonyl 8.3 8.0 0.3 

11 0 Decyl 8.4 8.1 0.3 

12 0 Undecyl 8.4 8.1 0.3 

13 0 Tridecyl 8.1 8.1 0.0 

14 0 Pentadecyl 7.3 7.8 -0.5 

15 0 Octadecyl 7.1 7.0 0.1 

16 0 Benzyl 5.5 5.7 -0.2 

17 0 2-Phenethyl 5.3 6.2 一0.9

18 0 (R)ーα-Phenethyl 6.0 6.1 -0.1 

19 0 (5) α Phenethyl 6.3 6.1 0.2 

20 0 3-Phenylpropyl 6.8 6.5 0.3 

21 0 4-Phenylbutyl 7.4 6目 8 0.6 

22 0 2-Phenoxyethyl 6.1 6.5 -0.4 

23 0 2-(4-Cl-Phenoxy)ethyl 7.1 7.1 0.0 

24 0 Phenyl 6.3 6.1 0.2 

25 0 N-Me-Phenyl く5

26 0 2-Cl-Phenyl 5.9 6.2 -0.3 

27 0 3-Cl-Phenyl 6.7 6.8 -0目 1
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第 1章

このようにして得られた式 (3) から、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミ

ド誘導体の構造と活性の関係は以下のように要約できる。

1. i前生発現にはアミド法側鎖の疎水性が重要な要因であり、 πの二来項が有意で

あることから、その疎水性には最適値が存在する。なお、式 (3) から求めら

れるπの最適他は6.6であり、 Kはkis[26]、清水[27]らにより報告されているHill

反応阻害剤の疎水性の最適値とよく 一致する。

2. アミド基の置換基としてフェニ Jレ基およびフェニルア Jレキル基の導入は活性

を低下させる。

3. アミド体よりチオアミド体の活性が高い。

一方、活性発現にアミド基側鎖の電子的効果が影響しない理由は、フロログルシ

ノール核の高度に非局在化した電子状態に比較して、アミド基側鎖の電子的効果は

微小なためと考えられる。いいかえれば、フロログルシノール母核の電子状態は、

結合部位との親和性において重要であるが、相対的に微小な側鎖部の種々の置換基

による電子的変化は、この母核の電子状態に殆ど影響しないためと考えられる。

本解析により得られた式 (3) の相関係数と標準偏差は、当式が3ーニトロフロロ

グルシンカ Jレポン酸アミド誘導体の活性を十分に説明しているものと考えられるが、

式 (3) による阻害活性の計算値と笑測値が95%信頼限界から大きくはずれる化合物

が存在する。

例えば、表1-6に示すようにNーブチル体、 N シクロヘキシル体、 Nーペンタデシ

ル体、 Nー (3，5ージクロロ)およびNー (2，3 ジクロロフェニル)体の阻害活性の

実測値は計算値よりもかなり低く、逆に、 Nー (4ーフエニルプチル)体やNー (4

ートリフルオロメチルフェニル)体、 N-(2ーメトキシフェニル)体の実測値は計

t+他よりも2-3倍高い。特に、実iJ!1j他が計算他を大きく上回る化合物は、他の化合

物と比べて活性部位とより高い籾利性を持つため高活性を示すと考えられることか
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ら、活性部位の高次構造を考察する上で重要な化合物である。例えば前項でも述べ

たように、 N フェニルアルキルアミド体では、アミド窒素原子とベンゼン環の問の

アルキレン鎖の伸長に伴って阻害活性は一旦低下し、その後上昇した(図1・13) 。

即ち、 Nーフェネチルイ本はNーペンジル体より{及活性であったが、 Nーフェニルプロ

ピル体、 Nーフェニルプチル体は高活性を示した。このような疎水性では説明できな

い活性変動のため、特にNーフェニルプチル体では計算値と笑測値が大きくずれてい

るのであろう。

表 1-6 QSAR回帰式3では回帰できない化合物群

R 

/ヘ/ヘ

-0 

OH 0 

1 U .R 

Hミ了 -w 
11.1 H 

Aι ，そA、
HO' Y 'OH 

N02 

c.plso R c.plso 

-0.5 ............... も +0.6

-0.6 

+0.6 
......(CH2)'4 ......・0.5

イ)-CF3

〉也 -0.9 も +0.5 

一。 -0.9 

CI 

母 -0.6 

lIpISO=plsO(ObS.トplso(Calc.)
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先に述べたように、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体の母絞部に

おいてはむ子的な結合要求性が存在する。またそのアミド基側鎖は、受容部位の疎

水性~Jil或と相互作用している。その以ぱt性領域はベンゼン環のような立体的に郡高

い，mi主を受け入れることができるが、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘

導体のアミド窒素原子から 3-5炭素結合協たった部位でおそらく立体的にtたくなっ

ており、ベンゼン深のような商高い世保基を受け入れにくくなっているものと推定

される(図1-18)。このことは、この立体的制約を考慮した阻害剤分子設計の重要

性を示している。

電子的性質の

認識部位 _-… 
//;H2 
i r:ミ治/、N

I ..~).にp人nuH/-ι ....... ~、、HO- Y 、OHi

¥判 N02
〆

河 川 知 一 時J

疎水性の

図1-18 3-ニ トロフロロ グルシンカルポン酸アミ ド類の
結合部位仮想図

3) QSAR解析結果に基づく阻害斉IJの分子設計

3-ニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体のアミド窒素原子から3-5炭素

結合離れた位世に存在する立体的制約を回避した化合物として、 4-フエノキシアニ

リド体を検討した。これは図 ト19に示すように、疎水性領域の狭い音[1分が丁度二つ

のベンゼンmの問に入るため、立イ本的制約を受けないものと考えられたからである。
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図1-19 フエノキシア二リド体の結合仮想図

また、これまでに検討したアニリド体では、疎水性置換基の導入により活性が上

昇する傾向であったが、アニリン部分の疎水性置換基定数πは総て最適値 (6.6) よ

りかなり小さいものばかりであった。従って、より疎水性の高い置換基を導入した

アニリド体は高い活性を示すものと予怨される。フエノキシル恭の疎水性置換基定

数は、これまで検討した置換基に比べてはるかに大きいことから、疎水性の上昇に

よる活性増大も期待できる。なお、 4ー (4ークロロフエノキシ)ア ニリド体も合成

し、阻害活性を検定した。

その結果、表1-7に示すように、両化合物とも強力な阻害活性を示した。また、こ

れらの化合物の示した活性は、回帰式 (3) による計算値 (4ーフエノキシアニリド

体=7.4、 4一 (4 クロロフエノキシ)アニリド体=7.6)を約4倍と大きく上回り、

これらの化合物が疎水性だけでは説明できない結合部位との高い親和性を持つこと

が示唆された。なお、 4ー (4 クロロフエノキシ)アニリド体が4-フエノキシアニ

リド体より若干高い活性を示しているのは、塩素原子の導入に伴う疎水性の上昇に

よるものと考えられる。また、 4ーフエノキシアニリド体に較べるとベンゼン環の相

対的位世が若干異なるN フエノキシフエノキシエチル体も高活性を示した。以上の

結果:はすべて、前述のような受容部位の立体的制約についてのモデルを肯定するも

のである(図1-20)。
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表 1-7 フエノキシ アニ リ ド体の活性

ぷASGx
11 _1 H 

N02 

Compound (X) plso 

None 

4-CI 

Ph-O-Ph-O.Et・NH

8.0 

8.1 

8.3 

第 l章

N-(フエノキシフエノキシ)エチル体

電子的性質の

図1-20 フエノ キシフエノ キシエチル体の結合仮想図

1-4 まとめ

本市ではおいPET阻害活性を目棋に、程々の3ーニトロフロログルシンカルボン酸

誘導体を合成し、その活性を検定し、またこれらの活性について定会的な構造活性

相関解析を行った。

まず合成法については、多種の~i総体を tJiJ製するための対~ ~事的な合成法を見いだ

し、この方法を用いて多種多織なii'1J笑4を有する3ーニトロフロログJレシンカ Jレボン
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限誘導体の合成に成功した。合成した化合物のなかにはDCMUの20-30倍の活性を

示す強力なPET阻害斉IJが存在し、合成ターゲツトとして選定した3ーニトロフロログ

ルシンカルボン酸誘導体の有効性を示した。また、種々の置換基を有する3ーニトロ

フロログルシンカルポン酸アミド誘導体を用いて、定量的構造活性相関解析を行い、

そのアミド置換基の疎はく性が活性発現に重要であることを示した。さらにQSAR解析

からはずれる化合物の活性情報をもとに、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導

体の結合部位近傍の立体的及び電子的要求性について考察を加えた。またこの考察

に基づき、高活性が期待される新規な誘導体を設計・合成し、これらが予想したと

おり高い活性を有することを確認した。
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第 2章 3一二卜口フ口口 クルシンカルボン酸誘導体の光合成電子伝達

国害様式の解析

前市では、 3ーニ トロフロログルシンカルポン酸誘導体の結合部位との相互作用に

ついて、化合物の物理化学的性質と阻害活性の相関の解析をもとに迫った。しかし、

本化合物の詳細な作用性やその作用部位を明かにするためには、生理生化学的側面

からの解析が必要不可欠である。そこで本章ではその作用性について検討した結果

と、それをもとにしたより詳細な阻害総式の考察について述べる。

前ïlでも述べた よ うに光合成阻答~除草剤は、 その化学機造により、いくつかの

グループに分けられる。例えば図2-1に示したアイ オキシニルやジノセブに代表され

るフェノーJレ型化合物や、ジウロン、フェニュロ ンに代表されるウレア型、ア トラ

ジンやシマジンなどに代表されるシンメトリックトリアジン型化合物などである。

OH OH I 

I......~/I 02N、/久/に/

11 J I
r 

11 
'-~ ~、ふ』

xyy Me 

CN N02 

ジノセブ ジウロンアイオキシニル

Y
o
 σ

 

CI 

NムN

/へNムNJLNへ
H H 

よ

/へNJJHLN人
フェニュ ロン ンマンン ア トラ ジン

図2-1 光合成阻害型除草剤

40 



第 2章

これらの阻害剤は、生理・生化学的な作用性の違いから、フェノール型阻害剤と

ウレア/トリアジン型阻害剤とに分類されることが多い[33，34)。例えば、 トリプシ

ン処理を施したチラコイド，11子伝達の薬剤感受性は、ウレア/トリアジン型阻害斉iJ

に対しては低下するが、フェノール型阻害剤に対しては逆に上昇する[35)。また通常

のチラコイドを用いたHil1反応試験において、フェノール型阻筈剤は、薬剤を加えて

から阻筈活性が一定の値になるまでに数分程度の遅延時間を必要とする[36)。

ところで、強力なPET阻害活性を有する3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミ

ド誘導体は、フェノール類似のフロログルシノールを母核を持ち、 PET阻害における

構造要求性も、 Trebslらの提出しているフェノール型阻害剤の構造要求性[9)と良く対

応しているが、ウレア/トリアジン型阻害剤の特徴的な構造要素であるアミド基も

含んでいる。さらに、これらの誘導体のアミド基窒素原子上の水素をメチル基で置

換すると顕著な活性低下が認めらることは、ウレア/トリアジン型阻害剤の性質[27)

と一致している。つまりこれらの新しい阻害剤はその化学構造的に、フェノール型

およびウレア/トリアジン型阻筈剤の河方の特徴を有している。

本章では、この新しいPET阻害剤の作用性や作用部位を明らかにするため、葉緑体

中でのむ子伝達の過程を動的かっ物理的に解析する方法である需品発光グロー曲線に

よる解析法と、除草剤抵抗性植物の葉緑体を用いたHill反応試験により、その作用様

式を検討した結果について述べる。

2-1 熱発光グ口一曲線による3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体の阻

害様式の解析

近年、 Z長主主体におけるfE子伝達を解析する手段として、熱発光グロー曲線法が発

述し、阻害剤研究への応用が進みつつある。熱発光とは、光照射をうけた葉緑体を

瞬間的に液体袋素温度まで冷却した後、徐々に加温して行くと発光が観察される現
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象であり、 1957年Arnold，Sherwoodらによって発見されたが[37)、その機構は以下の

ように説明されている [38)。

)e令成の明反応は一種の同変化還元反応であり、葉緑体中のアンテナクロロフィル

によって捕捉された光エネルギーによって、水から電子を引き抜き酸素を発生する

酸化反応と、引き鋭いた屯子をNADP'に渡しNADPげ を発生する還元反応が共役して

いる系である。これらの反応はそれぞれ特定の受容体を通して遂行する。例えば、

被素発生系ではJoliol[39)、Kok[40)らによって提唱された酸素発生系における電子供

与体Sを、また引き抜かれた電子は光化学系Ilの電子受容1l11Jに存在する 2種類の特殊

なプラストキノン(札 Qs) [41，42)などの屯子受容体を通して最終的にはNADP'に

伝達される。

さて、先照射後直ちに葉緑体を径低温に急冷すれば、動的な分離状態にあるこれ

らの電子受容体が凍結し安定化される。この主主緑体を徐々に加熱して行くと、凍結

されていた電子受容体上の電荷が移動を開始し、その一部が再結合することにより

発光が起こる。解凍に伴う電荷の移動は、それぞれの電子受容体の安定化状態に固

有な地度で急激に活発になるので、特定の温度領域で発光強度が高まる現象が観察

される。このような発光を試科温度の関数としてプロットした曲線を熱発光グロ一

山線という。図2・2に示すようにこの熱発光グロー曲線は照射と冷却の手順によって

大きく影響を受けるが、一般に、ー160'C、 -80--20'C、ー10'C、 +25'C、 +45'Cおよび

+55'Cイ、f近に計6価の発光ピークが観察される。これらの発光ピークのうち光合成反

応に由来するのは、ー10'Cおよび+25'C、 +45'Cの、それぞれA、B，、 B2
と呼ばれるバ

ンドである。また、照射先に閃光を用いた場合、 l回の閃光によって観察されるピー

クはB2ノてンドのみである。この発光は酸素発生系における電子供与体Sの酸化型S2ま

たはSJと、光化学系日の電子受谷側に存在するQ、，弘のうち、二次電子受容体Q.が-

fG子泣元されたQ.ーとの再結合に山来するものと考えられている[43，44)。ここに、光
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化学系[[の電子受容側を阻筈する楽剤を添加すると、より低温側に発光するバンドに

変化する。これはQバンドと呼ばれており、 QA7J、ら匂への電子伝達が阻害されたため

に、 -~U:子受容体ものー屯子還元型のもーがS2またはS3との再結合によって発光する

ものと考えられている[43.45)。

阻害級式が確立されているDCMU(ウレア型阻害剤)、アトラジン(トリアジン型

阻害剤)、アイオキシニル(フェノール型阻害剤)を添加した時の熱発光は、図2-3

に示すようにQバンドとして現われるが、その発光温度は異なっており、それぞれ、

+6~+8'C、 +2~+4'C、 10~ー7'Cにピークが現われる [46.47)。これは、これらの三種

の阻害剤がいずれも系Il内の電子伝迷の同じ段階(もからQ"への電子伝達)を阻害す

るにも拘わらず、阻害機式(結合部位)が微妙に異なっていることによる。従って、

新規な阻害列lのQバンドの発光温度を測定することによって、その阻害剤がどのタイ

プに属するかを決定することが可能である。

-60'Cで励起

-20'Cで励起

Mm咽
日
米
山
附
議

O 
Temp (OC) 

勲発光グローカーブとその励起温度依存性 (38)

40 -40 

図2-2
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図2-3 各種PET阻害斉IJ存在下の熱発光グ 口一 曲線
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そこで本研究では、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体をはじめと

する種々のフロログルシノール誘導体で処理した業縁体の熱発光グロー曲線を測定

し、その阻害様式を解析した。

1 )測定方法

種々の波度のよ被験化合物で処理した主主総体を 20'cに冷却したのち、半値幅5μsec

の閃光を l回照射し、直ちに液体笠素(ー196'c )温度まで冷却した。この試料を0.8

'C/秒で芥i鼠し、昇j昆に伴って葉緑体より放出される微弱な発光を光電子像倍管を

やmえた検出器で検出した。これを121度の|珂数としてプロットし熱発光グロー曲線を

待た。
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2 )結果と考察

供試した総てのフロログルシノール誘導体で類似の熱発光グロー曲線が得られた

ので、その一例として、 Nーオクチルチオアミド体の熱発光グロ一曲線を図2-4に示

す。添加するN オクチルチオアミド体の波皮を徐々に上げていくと、 Bバンドの強

度がそれに従って減少し、 Qバンドが出現した。 BバンドはNーオクチルチオアミド

体の波皮が3μM付近で消失し、 Qバンドのみが+4.C付近に観測された。f!Pち、阻害

剤が低濃度の場合には阻害刻結合型と非結合型の光化学系IIが混在するため、それぞ

れに由来するQおよびBバンドの発光が観測される。阻害剤の波度が高まるにつれて

阻害剤結合型の光化学系Ilが増加するので、 Qバンドの強度は次第に増大し、その分

だけBバンドの強度は低下する。いいかえると、 Bバンドが阻害刻の波度増加に対応

して{11ifn'，シフトしてQバンドになるのではなく、阻害された割合に応じてQバンドの

強度が上告するのである。阻害剤添加l時のこのような熱発光グロー曲線の変化は、供

試したフロログルシノール型阻害剤に共通して認められたことから、これらの阻害

総式はいわゆる"all-or-non巴"型であることが判明した。また、そのQバンドピーク温

度を表2-1に示す。

5位に主主世換基のないニトロフロロフェノン誘導体 (1)では、 Qバンドがウレア/

トリアジン型阻害ー剤の発光温度に近い+4.Cに現われるが、 5位にプロピJレ基を有する

ニトロフロロフェノン誘導体 (2)ではフェノール型阻害斉IJの発光温度に近いーlot

に観測された。 一方、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体 (3-7)は、い

ずれもウレア/トリアジン型阻害斉IJと類似の発光泡度を示した。

3-ニトロフロログルシンカルボン敵アミド誘導体を始めとするフロログルシノー

ル型光令成屯子伝達系阻害剤の椛i主要求性は、フェノーJレ型阻害剤の椛造要求性の

モデルに良く対応しており、フェノー Jレ型阻害舟jと類似した阻害様式を村つものと

考えられていた。
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a Band: : 
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種々の濃度のN-オクチルチオアミド誘導体共存下の熱発光クロー曲線図2・4
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表2-1 各種フロログルシノール誘導体による
熱発光グロ一曲線Qバンドピーク温度

No. Structure 
Q band peak 

temp(OC) 

OH 0 

1 一~、、で'-yAFOH csH13 +4 
HO 

NO， 
OH 0 

2 、ザ~、、γ、'-ArO、HcsH13 -10 

NO， 
OH 0 

3 付 C，H +4 
HO 

NO， 
OH 0 

4 
HO 

ネコC.H
17

+6 
NO， 
OH 0 

5 ::x、人rJ.O4HM1CA3 +4 
NO， 

OH S 

，λ、r、(~阿Cが136 
HO 

NO， 
OH S 

7 HO 

{;:、rγ.AO4HMlCsH17 +4 
NO， 

Atrazine +2 

DCMU +6 

loxynil -7 
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しかし、熱発光グロー山線によれば、典型的なフェノール型阻害斉IJであるアイオキ

シニ jレ(発光沼u支ー7
0

C) に近い発克也皮を持つ化合物は、母核にプロピル基を有す

るニトロフロロフェノン誘導体 (2) (発光温度一100C) のみであった。他のフロロ

グルシノール誘導体の示した発光協皮はいずれもー1-+7
0Cの範囲であり、これらの

化合物はフエノール型阻害刻ではなく、むしろアトラジン (+2
0

C) やDCMU(+60C) 

と類似の阻害段式を持つことが示唆された。

最近、 白ttrneierらは、フェノール型阻害斉IJの一種であるアイオキシニル類縁体のフ

ォトアフィニティーラベル化合物を用いて、フェノ ール型阻害剤も Dlタンパク質の

ウレア/トリアジン型阻害剤の結合部位近傍に結合することを明らかにしている(48)。

Tr巴bstらの提唱したフェノール型の構造要求性をもっ3ーニトロフロログルシンカ

Jレボン般アミド誘導体が、 Dlタンパク11{中のウレア型阻害剤およびフェノール型阻

害剤の両結合部位に完全に依まり込むとは考えにくいが、両方の結合部位に対して

親和性を有するために高活性を発現するものと推定される。しかし、熱発光グロ一

曲線による解析は、現状のi鼠度分解能では2-3tの微妙な変化を検出するのは困難

であり、前述以上の詳細な構造と結合様式の関係の考察は不可能である。

2-2 除草剤抵抗性植物を用いた3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体の

阻害機式の解析

トリアジン系除草剤、特にアトラジンは、主要穀物のトウモロコシに対して高い

安全性を示すことから、最も広範に且つ大孟ーに使用されて来た除草剤の一つである。

しかし、長年に及ぶ同系の薬剤の使用の結果として、ノボロギク (Seneciovulgaris) 

(49)、アオピユ (AmaranthllsretrofJecus) [50)、シロザ (ChenopodiumaJbum) [51]を始

めとする多数のトリアジン系除草剤抵抗↑生存在竿が出現した。これらの抵抗性雑草に

おける楽剤の代謝や吸収/移行性には感受性程との差は認められないが[52，53]、
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l作荷!Eした~緑体の電子伝達系はトリアジン系除草剤に非感受性である [54， 55]。より

詳細な検討の結果、これらの除平刻抵抗性雑草では、葉緑体の光化学系IIの反応中心

を fl~成するタンパク質の一つである 32kOのタンパク質 (01 タンパク質)にアミノ酸

変wの起きていることが明らかとなった[56，57]0その後、高波度の阻害剤や変異原

↑生物質の存在下で緑藻類などを培養し、除草剤抵抗性変異植物を作出することによ

り、その01タンパク質のアミノ政変異と抵抗性発現の関係も調べられいる。

表2-2に示したように、除J主剤低抗性組物の01タンパク質のアミノ酸変異部位は、

いずれも、アジドアトラジン ('14Met)[58]やアジドモニユロン(目，7Tyr，血Tyr)[59]が

結合するアミノ酸残基の近傍である。また、光合成細菌ではトリアジン系除草剤の

一種であるターブトリン (2-tert-buty1amin仔 4-ethy1amino-6-methy1thio・1，3，5-triazine) が

反応中心に結合した状態でX線結晶回折が行われており、 Lサプユニ Y トの223Serある

いは22
4
Tleと水素結合していることが示されている[60]。この結合部位は、 01タンパク

質では264Serあるいは剖Asnに相当するものと推定されており [34]、表中のアミノ酸変

異の起きている場所は、まさにこの結合部位に対応する。またこれらの抵抗性変異

体の葉緑体における屯子伝達は、各種の阻害剤に対して異なった感受性(交差抵抗

性)を示すことが知られている。一般に、アトラジン抵抗性植物の業縁体における

屯子伝達は、 トリアジン型阻害剣には高い抵抗性を示し、ウレア型限筈剤である

DCMUに対しても多少の抵抗性を示すが、フェノール型阻害剤には逆に感受性を示

す[61]。また、その後作出されたOCMU耐性ラン渓では、 トリアジン型阻害剤jに対し

てはやや抵抗性を示すが、フェノール型阻害剤に対する感受性はやはり上昇するこ

とが支11られている [62]。このように、除草剤低抗性秘物の業緑体の屯子伝述系は、 ト

リアジン型、ウレア型、フェノーJレ1日阻害剤に対してそれぞれ異なった感受性を示

すことから、ある阻害斉IJに対する交差紙抗性を解析することにより、その阻害剤の

タイプ分けが可能である。
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表2-2代表的な除草剤抵抗性植物とその01タンパク質アミノ政変異部位

Resistant plam 
Mutation point Ref 

Amar，担 thushybridus 264Ser-Gly [56，57] 

SoJanum nigrum ，...S巴r-Gly [63] 

CJamydomonas reinhard白i(DCMU4)
出 Ser-Ala [64] 

のr2) 2!9YaI
_
lJe [65，66] 

(Ar207) 2SSPh巴ーTyr [65，66] 

(MZ2) 25IAla-YaI [67，68，69] 

cy釦lObac【巴riumAnacy'stis niduJans R2 2出 Ser-Gly [lQJl] 

1 )検定に用いた除草剤抵抗性植物と検定方法

そこで本研究では、京都大学細胞実験センター佐藤文彦助教授ならびにへプライ

大学問問chberg教授らの協力を得て、アトラジン抵抗性アブラナ、アトラジン抵抗性

タバコ光独立栄養 (photoautotrophic，PA)培養細胞、アト ラジン抵抗性および

DCMU抵抗性ラン藻のチラコイドを用いて、Hill反応試験により 3ーニトロ フロログ

ルシンカルボン酸誘導体の、これらの植物に対する交差抵抗性を検討した。検討に

用いた各植物と、そのDlタンパク質中のアミノ酸変異を表2-3に示す。また交差抵抗

性 (R/S値)は、抵抗性植物 (resistantbiotype) に対する印H反応阻害活性 (IC
so値;

50 %阻害波度)を、対応する感受性(野生)程 (susceptibl巴，wildtype) に対するHilJ

反応阻害活性 (IC"他)によって除nして算出した。ま た、本検定に用いた3ーニト

ロフロログルシンカルボン酸誘導体、フロログルシノール誘導体を図2-5に示す。
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表2・3 本研究に用いた除草剤耐性植物とそのD1タンパク質アミノ酸変異部位

Resistant plant 

1) Brassica napus 

2) Tobacco PA 

3) Cyanobacterium Di22 

4) Cyanobacterium Di1 

OH 0 

.1. 1.l ~R 

~y-~ 
.A........ 二人

HO- 、子、OH

N02 

1: R=C6H13 
2: R=C7H15 

3: R=CaH17 

OH 0 

Mutation point Herbicide R巴f.

2出 Ser-Gly Atrazine [72) 

261Ser-Thr A口百zme [73) 

苫lph巴ーLeu

261Ser-Ala DCMU [62，74) 

出 Ser-Ala DCMU， Atrazine [62，74) 

OH 0 OH S 

A よJ.l. _CεH" 
'I'クy -w -.- よJ.l. ~ R 

~y-W 
.A. ... 、A.A.'、与k

HO- 、y' -OH 

N02 

4 

OH 0 

HO- 、y'-OH 

N02 

5: R=C6H13 
6: R=C7H15 

7: R=CaH17 

r少、'f"、C6H口

.A'、 A
HO- 、γ-'OH 

、....r、Yジ下γ'、C
6
H

13

J みと、 A 
HO- 、~ -OH 

N02 N02 

8 9 

図2-5 本検定に用いた化合物(結果は表2-4参照)
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2 )結果と考察

実験に用いた低抗性純物の標準的な阻害剤に対するR/S比は、例えば、アトラジン

j.[抗性のBrassicanapus (加 S巴r-Gly変災) (72)では、アトラジンに対して1450倍、

DCMU、アイオキシニルに対してそれぞれ2.9倍、 0.5倍であった。佐藤らによって作

出されたアトラジン抵抗性のタバコPA細胞(副Ser-Thr変異) (73)では、アトラジン

457倍に対し、 DCMU、アイオキシニルではそれぞれ24倍、 0.9倍であった。即ち、こ

れらのアトラジン抵抗性植物の屯子伝達系は、ウレア型阻害剤であるDCMUにはわ

ずかに抵抗性を示すが、フエノール型阻害剤であるアイオキシニルに対しては逆に

感受性を示した。一方、 Hirschbergらによって作出されたが重のDCMU抵抗性ラン藻

[62，74)の光合成電子伝達系におけるR/S比は、 Di22株(2l5Phe_L巴U，拙S巴r-A1a変異)で

はDCMUに対して1093倍の抵抗性比を示したのに対し、アトラジン、アイオキシニ

ルに対してはそれぞれ1.7倍、 0.9倍であり、 Di1株(出Ser-A1a変異)ではDCMUの565

倍に対して、アトラジン、アイオキシニルではそれぞれ129倍、1.1倍であった。す

なわち、これらの2径のDCMU抵抗性ラン藻の電子伝達系は、アトラジンに対しては

ある程度の抵抗性を示すが、アイオキシニルに対してはほとんど抵抗性を示さない

か (Di22株)、逆に感受性を示した (Dil株)。このように、本実験で供試した除草

剤抵抗性他物の光合成電子伝達系は、フェノール、 トリアジン、およびウレア型阻

害剤に対して明確な感受性差異を有している。特に、被験化合物がフェノール型の

阻害様式であれば、いずれの変異株においても l以下 (Di1株ではl前後)のR/S比を

与え、 トリアジン、ウレア型であれば、 l以上のR/S比を与える筈である。

そこで、前項の熱発光グロ一山総によって阻害様式を検討したフロログルシノール

誘導体を中心として、その抵抗性比について検討を行ったところ、表2-4に示すよう

にいずれの化合物においても、またいずれの除草剤J底抗性植物においても抵抗性比

は、フェノール型化合物と類似であることを示唆する l以下の値を示した。
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表2-4 各種除草剤抵抗性他物のフロログルシノール誘導体に対する抵抗性比

Resisant plant Bra* Tob.* Di22* Dil* 

株*Compound ~ 
1 0.1 0.1 0.3 0.3 

2 0.6 0.1 0.4 0.3 

3 0.4 0.1 0.4 0.4 

4 0.1 0.1 0.2 0.8 

5 0.2 0.4 0.6 0.7 

6 0.7 0.6 1.0 0.4 

7 0.3 0.3 0.3 0.1 

8 0.2 0.1 0.1 0.5 

9 0.2 0.2 0.9 0.8 

DCルru 2.9 24.0 1093.0 565.0 

Atrazin巴 1453.0 457.0 1.7 129.0 

Ioxynil 0.5 0.9 0.9 1.1 

*各種地物は表2-3，**化合物は図2・5参照

即ち本解析によれば、これらのフロログルシノール誘導体は、典型的なフェノー

ル型化合物の限害様式を有することが示唆された。

2-3 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体の阻害機式の考察

前2節で述べたように、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体の阻害様式に

ついて解析したところ、熱発光グロ一山線による解析ではこれらがウレア/トリア

ジン型、除草剤抵抗性槌物に対する交差抵抗性の解析ではこれらがフェノール型の

阻害様式を示す結果が得られた。この両方法による解析結果が互いに整合しない理

位lについては、次の二つの可能性が考えられる。

第ーには、とちらの解-tri.y去においても既存阻害剤については詳しく調べられてい

るが、新規な化合物については卜分なデータが蓄積されていないためである。この
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ような例は他のPET問答斉IJにおいても示されている。たとえばPhillipsらは、シアノア

クリレート誘導体(図2-6) は、熱発J伝法ではDCMU類似の発光ピークを示すが[75]、

アトラジンJ底抗性アブラナを用いたHill反応試験では、置換基の磁類によって、ウレ

ア型あるいはフェノール型の挙動を示すことを報告している[72]。

〉く::OR3

図2・6 シアノアクリレ ート誘導体

第二には、熱発光法が、阻害斉IJの物理化学的結合状態をエネルギー状態として反

映するのに対して、日11反応阻害活性は、結合部位への結合強度を反映すると考えら

れるため、両解析における阻害剤の結合の意味が異なるためである。即ち前者は、

阻害剤結合部位における阻害剤の結合の強弱に無関係に、結合による電子伝達阻害

のエネルギー状態の変化を観測していると考えられる。一方後者は、結合部位にお

ける阻害剤の結合の強弱そのものを直接的に反映している有効な検定系と考えられ

るが、変異した阻害剤結合部位に結合しないタイプの阻害剤では(例えばアトラジ

ン抵抗性組物に対するフェノー jレ型阻害剤の結合)、その交差抵抗性の示す意味は、

結合に関する直接的情報を含まないため殴昧である。本章において採用したこれら

の阻害剤の結合様式解析法は、このようにまだ完全なものとはいえないが、ここで

行ったように多くの新規阻害剤の解析に用いていくなかで、阻害剤の性質を明かに

していくと共に、その信頼性も増していくことであろう。

いずれにしても、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体に代表されるフロロ

グルシノール系阻害剤は、現在までに知られている他の阻害剤とはその作用性が微

妙に兵なるものであることが示唆された。
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2-4 光合成反応中心の分子情造と3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体

の結合様相に関する考察

高等他物の光合成明反応機構については、つい最近まで不明な点が多かった。し

かし近年、分子生物学を中心とする生命科学の発展により、光合成の明反応系を構成

するチラコイド膜上の機能タンパク質や電子担体などに関する多くの知見が蓄積さ

れ、図2-7に示すようにその詳細が明らかにされた。特に、光合成の初期過程を司る

光化学系(photosystem: PS) IIについては、最小構成単位としてのタンパク質複合

体の単離なども行われ[3]、このタンパク質複合体への各種姐害剤の結合様式なども

解明されつつある。

H+ 

ADP + Pi • ATP 

Stroma 

2H+ 2H+ 

QA 

比 0_)i'-1庖 02
7 

2H+ 2H+ H+ 

4・一ーー-・P 司 - -ーーーーーー・ー
PS 11-LH cyt f/bs PS I・LH CFo・CF1

ATP 
synthase 

図2-7

Lumen 

光合成明反応の反応中心の模式図 [1] 

ーー一一一一ー・，
ーーーーーー--
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地物のPSII反応中心 を構成するタンパク質のうちD1タンパク質 (32印 )は、光合

成電子伝達系阻害剤と特異的に結合することが、アジドアトラジンを用いたフォト

アフイニティーラベル実"験により明かにされた [76]。また前述したようにD1タンパ

ク質の特定の部位にアミノ酸変異が起こると、光合成電子伝達阻害剤に対する耐性

が発現することも判明している。

一方、単純ではあるが高等組物の光合成反応中心と相向性の高い機構を有する光

合成細菌の光合成反応中心については、さらに詳細な研究が進んでいる[77]。例えば、

紅色光合成細菌の反応中心における最初の安定な電子受容体はキノン (弘)であり、

このキノンは2価の非へム鉄と共役して電子を別のキノン(も)へ伝達することや、

内部に固定されているフェオフィチンの役目などが分子生理学的に解析されている。

従って、紅色光合成細菌の反応中心の構造解析により、高等植物のPSII反応中心の

機能と構造を理解するための重要な情報が得られることが期待されていた。実際に、

加!ichel、Deisenhoferらは、代表的な紅色光合成細菌の一種である Rodopseudomonas

viridisの反応中心の結品化に成功し [78]、X線結晶解析によりその高次構造を決定し

た[2，60，79]。その結果、光合成色素やキノン、非へム鉄などの配置とその周囲のタ

ンパク質の関係を分子レベルで理解できるようになり 、光合成反応、の分子機構解明

は画期的に進歩した。一方、紅色光合成細菌のL、Mサプユニ ットとPSIIの01、D2

タンパク質には、一次構造において高い相向性が認められ、特に非へム鉄やキノン

などの結合部位は同じアミノ酸により構成されている ことが明らかとなった。

現在、植物の光合成反応中心は結晶化に成功しているが[3]、X線結晶構造解析が完

結していないので、反応中心を構成するタンパク質の高次構造は不明である。しか

し、 阻害剤結合部位を含む01タンパク質の高次構造の推定には、前述のように多く

の類似点を持つ紅色光合成細菌の反応中心の併造に関するデータを利用することが

できる。 Trebstらは、これらの知見をもとに、D1タンパク質の折り畳みを図2-8に示
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すように予想している(34)0 さらに彼らは、MichelらがX線結晶解析により明らかに

したR.viridisの反応中心における研フエナントロリンとタープトリンの結合部位に関

する結果(60)をもとに、フェノール型阻害剤は非へム鉄に配位しているHis(Lー190，

DI-215)に結合し、ウレア/トリアジン型阻害剤はSer(L・223，Dl・264)に結合すると推

定し、これら二つのタイプの阻害剤で認められるトリス処理や反応応答性の差を説

明している(34)。同時に、 Dlタンパク質上のこの二つのアミノ酸残基 (21srrisと出Ser)

は、MichelらのR.viridisの反応中心の結晶化の過程で抜け落ちたと考えられている仏

の結合部位であるとし、図2・9のようにその結合部位を予想している(34)0

一方、種々の組害剤のフォ トアフィニティーラベル化誘導体を用いた実験により、

トリアジン型阻害斉iJであるアトラジンのアジド誘導体は21"Metと21srrisから22'Argの聞

の一つのアミノ酸に結合し[58)、ウレア型阻害剤であるモニユロンのアジド誘導体は

町 Tyrと刀ゐTyrに結合することが示された[59)。一方、フェノール型阻害剤は、アジド

化アイオキシニlレが""valに結合することや(48)、フェノ ール型阻害剤抵抗性ラン藻

のDlタンパク質においては、制Asnに変異があることが示された[80，81)。図2-10にこ

れら現在までに示された、フォトアフィニテイラベルによってラベルされるアミノ

酸、ならびに除草剤抵抗性植物において変異しているアミノ酸を示す。Oettmeierらは、

これらの結果をもとにDIタンパク質の高次構造に関して考察し、初"valと2l'H:isが立体

的に近接している可能性を示唆している(48)。
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図2-9 植物光合成反応中心タンパク質複合体にお ける
OAおよびOBの結合部位予想図 (Trebstら[34])

QAの結合部位 R， viridisの反応中心における結合部位(X線解析により決定)を
直筏対応する繕物~ンパク質(02)中のアミノ酸にあてはめたもの

第2章

Q自の結合部位 R， viridisにおける銭争阻害剤(0・phenanthroline，terbutryn)の結合を
もとにその結合部位を1ft定しこれを対応する植物空ンパヲ質(01)中の
アミノ酸にあてはめたもの(QBはR， viridis結晶中では抜け落ちる)
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ロ フォトアフィニティラベルされる部位。抵抗性植物において変異 している部位

図2・10 D1タンパク質においてフォトアフィニティラベルにより
ラベルされるアミノ酸と除草剤祇抗性植物において変異が
見られるアミノ酸 (Oettmeierら[48])
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1) 3-ニトロフ口口グルシンカルボン酸アミド誘導体の01タンパク質における結

合部位の推定

以上のような知見を総合すると、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導

体のDlタンパク質における結合部位を、図2-11のように推定することができる。

OH 0 

fマr-~ 11 _1 H 
Jえ /T、

HO- 、子、OH

図2-11 3-ニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体
の01タンパク質との結合とその部位の予想図

本化合物の構造要求性がフェノール型阻害剤の構造要求性に良〈対応しているこ

とから、結合部位もやはりフェノール型阻害剤と類似であるものと予想される。即

ちTrebstらの推定するように、先ず21SHisに配位するのであろう。一方、本化合物が熱

発光グロー曲線解析においてウレア/ トリアジン型阻害剤の発光温度ピークを示し

たとと。また、アミド基窒素原子上の水素のアルキJレ化に伴う活性低下もウレア/

トリアジン型阻筈斉IJの構造要求性に当て阪まることから、本化合物のアミド部分は

ウレア/トリアジン型阻害剤結合部位である出Serの近傍に位置することが推定され
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る。また、アミド基仮IJ鎖の方向にはQSAR解析からも示唆された広い疎水性領域が存

在するが、フェニルアルキルアミド誘導体の活性を考慮すると、その疎水性領域は

アミドfII~迭の近傍 (2-3炭素結合長付近)で幾分狭くなっているものと考えられる。

2 )ウ レア構造を有する3一二トロフロログルシンカルポン酸エステル誘導体の

PET阻害活性

これまでの検討で明かとなったように、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミ

ド誘導体は、ウレア/トリアジン型阻害斉IJおよびフェノール型阻害剤の両方の特徴

を有する、極めてユニークな新規PET阻答剤である。このような性質は、これらが構

造的にフェノール性母核と、 ウレア類などの活性発現に必須とされるアミド結合を

有し、これらの官能基の配置がDlタンパク質におけるこれらの宮能基の認識部位に

適合しているため、どちらの結合部位にも近づきうるということを示唆している。

そこで、フェノール型阻害剤の結合部位に対して親和性の高いフロログルシノー

ル核と、ウレア/トリアジン型阻害斉IJ結合部位に対し て親和性の高いアミド基の間

の隔たりを最適化することにより、フェノール型阻害剤結合部位およびウレア/ト

リアジン型阻害剤結合部位の両方にうまく依まり込む、高活性化合物が得られる可

能性が高い。また逆に、フェノール型阻害剤結合部位 とウレア/トリアジン型阻害

剤結合部位の相対的な位置関係を推定することも可能である。

以上のような観点から、 3 ニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体のフロ

ログルシノール核から、ある程度の距離を隔ててアミド基を有する化合物の合成を

検討することにした。このような条件を満足する化合物としては種々の誘導体が考

えられるが、本研究ではウレア誘導体を検討することにした。その理由は、ウレア

型阻害斉IJでは活性発現に疎水性世換基が必要で、あり、この点は3ーニトロフロロ グル

シンカルボン酸アミ ド誘導体と類似の椛造要求性であることが挙げられる。また、
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トリアジン骨侍と比較すると、ウレア骨格を導入するほうが高活性を期待できるこ

と(ア トラジンのHill反応阻害活性はDCMUの1/5程度であり、ウレア型阻害剤では

DCMUを凌ぐ高活性化合物[28]も知られているが、報告されているトリアジン型阻害

剤の活性は最高のものでDCMU程度である[27]) も挙げられる。

フロログルシノ ール核とウレア構造を含んだ1lllJ鎖を3 ニトロフロログルシンカル

ボン酸アミド誘導体の様にアミド基により連結した場合は、アミド基がウレア型阻

害斉1)結合部位に親和性を持つため、ウレア構造の影響を検討しにくいと考えられる。

活性発現には、 Tr巴bstらの提唱したフェノ ール型阻害剤の置換基要求性(第 1章，図

1-3) を満たすことも必要であり、また、実際の合成の容易さも考慮すると、エステ

ル結合により母核と側鎖を連結するのが適当であると考えられる。前章でも述べた

が、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸エステル誘導体は、その側鎖の伸張に伴う

活性上昇の傾向がアミド誘導体と同様であり、アミド誘導体と類似の阻害様式を持

つものと推定される。しかも、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸エステル誘導体

は対応するアミド誘導体より低活性であり、ウレア型阻害剤結合部位に対するエス

テル部分の親和性はそれほど高くないものと考えられる。従って、ウレア型阻害剤

結合部位とフエノール型阻害剤結合部位に対して、同一分子内の別々の部分構造が

相互作用するためには、エステル側鎖に、疎水性置換基を持つウレア構造がある距

維を隔てて結合している化合物が段通である。そこで、こ のような化合物を合成し、

その阻害活性を検討した。

i)合成方法と活性検定方法

ウレア椛造を有するエステ Jレ類は、前章で述べたアルキjレ置換基を持つエステル

類と問機の方法に より合成した。 fllJち、図2-12に示すよう にまず適当な鎖長を持つ

アミノアルコールと各種イソシアン酸エステルを非水溶媒中で反応させ末端にアル
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コールを有する枝々のウレアを合成し、これをTHF中3ーニトロフロログルシンカルボ

ン酸とDCCを用いて結合させることにより目的とするエステル誘導体を調製した。

ウレア部の世換器は、代表的なウレア型阻害斉IJであるDCMUの疎水性部分構造であ

3，4ージクロロフェニル基を中心に合成した。また、ウレア徳造とエステル聞の距離

は2-4炭素結合長とし、 DCMUなどとの構造類似性を考慮し、アルキルエステル側

のアミド基窒素原子上の水素をメチル化した化合物やクロロ置換基を持たないフェ

ニjレウレア化合物も合成した。またこれらの化合物のPET阻害活性の検定には、ホウ

レンソウの破砕業縁体におけるHill反応阻害試験(第 l章と同様)を用いた。

ii)結果と考察

ウレア部分のみ、即ち、ul-ヒドロキシアルキルウレア類では、 Nーメチル基を有す

る化合物(化合物3のウレア部分)に弱い阻害活性 (pI"，=5.8)が認められたのみで、

他の化合物はいずれも阻害活性を示さなかった (pI珂く4.0)。このように、ウレア構

造の二つの窒素原子の内、フェニル基置換されていない窒素原子上の水素がメチル

化された化合物が高活性を示すことは、 DCMUなどのフェニルウレア誘導体で一般

に確認されている[82]。即ち、これらのb ヒドロキシアルキルウレア類は、低活性で

はあるが、基本的にはDCMUなとのウレア型阻害剤と同様に作用することが示唆さ

れる。

側鎖にウレア構造を有する3ーニトロフロログルシンカルボン酸エステル誘導体は、

表2-5に示したように、前章で述べたアルキルおよびフェニルアルキル側鎖をもっェ

ステル誘導体と同等以上の阻害活性を示した。また、その活性は、ウレア部分の置

換基、ウレア部分とエステJレとのr:IJのメチレンの数によって大きく変動した。

アルキ jレおよびフェニルアルキル側1Jtをもっエステル誘導体ではアミド誘導体と

同織に、 111JiJ1の疎水性が活性に段も主要である事が示唆されていた。しかし、アル
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図2.12 ウレア {~IJ 鎖を持つエステル誘導体の合成

表2.5 ウレア{Jl.1J鎖をもっエステル誘導体の PET阻害活性

0 0  B、γ，会(、司 OKHoACHdh NAY  X N H 

HO 
N02 

Compound n x Y plso 

2 H None 5.7 

2 2 H 3，4・CI2 7.7 

3 2 Me 3，4・CI2 6.8 

4 3 H 3，4・CI2 6.4 

5 4 H 3，4・CI2 6.6 
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キル、フェニルアルキル基と比較すれば、ウレア構造をもっ本化合物側鎖全体の疎

水性は全般に低下している。そこで、仰Ij鎖の疎水性だけを考えれば、本節で検討し

たエステル誘導体はアルキルおよびフェニルアルキル側鎖をもっエステル誘導体よ

り低い活性しか示さないはずである。即ち、側鎖にウレア構造を有するエステル誘

導体が高い阻害活性を示す理由は、側鎖のウレア構造が結合部位と親和性をもった

めと考えられる。特にウレアとエステルをエチレンでつないでた化合物 (2)の活性

は他に比べて強力であり、特に高い結合部位への親和性を有していると考えられる。

また、ウレア構造の二つの窒素原子のうち、フェニル基により置換されていない

窒素原子上の水素原子をメチル化すると、活性が低下しこの水素原子が結合部位へ

の配位に有利に働いていることが示唆された。

J'!pち当化合物は図2-13に示すようにフェノー Jレ部位ばかりでなくウレア/トリアジ

ン類結合部位とされるお4Serにもより強く作用するため他の化合物より高活性を示し

ていると考えられる。

図2・13 ウレア倶1]鎖を持つエステル体の

D1タンパク質との結合とその部位の予想図
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iii)除草剤抵抗性植物を用いた作用性の検討

またこれらの化合物の作用性を除草剤抵抗性植物をもちいて検討した。その結果

表2-6に示すように、いずれの誘導体ともフェノール型阻害様式であることを示す

l.0前後の交差J底抗性を示した。

ウレア仰l鎖を持つ3-ニトロー2，4，6-トリヒドロキシ安息香酸エステル

誘導体の除草剤抵抗性植物に対する交差活性

表2・6

点。吋目ζX

Di22* 

型主

0.8 1.0 

0.3 2.5 

0.1 0.1 

0.3 0.4 

・各種権物は表2-3参照

Tob.* Bra.* 

1.2 

0.4 

1.0 

0.7 

X
一H
h

H

H

n
一2
2

3

4

Resisant plant 

白血ound

1 

2 

3 

4 

本実験で用いたアトラジンやDCMUの抵抗性他物は、抵抗性を示す除草剤の結合

部位アミノ酸が変異したため、これらの除草剤と結合不能となり結果的に高い交差

:llHJc性を示す。すなわち、これらのウレア~!Ij鎖をもっ3ーニトロフロログルシンカル

ポン酸エステル誘導体が、本実験でアトラジンやDCMU的な挙1Jibを示さずフェノー

ル型の2移動をしたことは、本化合物がウレア/トリアジン結合部位に結合していな
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いのではなく、本化合物にアルキルアミド誘導体やアルキルエステル誘導体と同じ

くフェノール部位との強い結合が存在していることを示すものと考えられる。

本研究で検討した側鎖にウレア構造を有するフロログルシノール誘導体が、ウレ

ア/トリアジン型阻害剤結合部位とフェノール型阻害斉IJ結合部位の両方に作用して

いることを証明する直接的証拠は得られていない。また、既存阻害斉IJの性質を検討

することで発展し、本章でも用いたこれらの 2つの新しい除草剤作用性に関する解

析法も、先に述べたとおり、新規化合物の性質を詳細に検討するためには十分に有

効な方法とは言えない。しかしこのような現状において、本研究で行ったように阻

害剤結合部位タンパク質に対する組筈剤の結合を考慮にいれて分子デザインを行う

ことは、高活性な化合物を得るためにも、また結合部位タンパク質の高次構造の解

明のためにも重要である。

本章でのアプローチはまだまだ不完全なものであるが、 このようなアプローチを

続けることが今後とも必要である。

2-5 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体の植物に対する作用

前節までの検討から、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体はmVltrOにおい

て強力なPET阻害活性を示すことが明かとなった。この活性がJn円 VOでどのように発

現されるかということは応用的に非常に興味深い。そこで本節では、 3ーニトロフロ

ログルシンカルボン酸誘導体の除草活性の検定を行った。生物活性試験としては、

信i使なinvivoモデル検定系としてのモヤシマメ幼座軸試験、および光合成阻害型除草

剤に感受性の高いタバコ光半独立栄養培養 (photomixorrophic:PM)細胞試験ならび

に:tI1I、水田状態における除草活性を検定するための温室内ポット試験を行った。こ

のうち、前2者の試験法は、簡便な方法であるため除草剤スクリーニング法としての

有効性の検討も兼ねて行った。なお本実験においては直鎖のNーアJレキル側鎖を有す
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るアミドおよびチオアミド誘導体を用いた。また本節中の写真については、アミド

誘導体をPNO・X、チオアミド誘導体をPNS-X(Xアルキル鎖長)と記した。

1 )モヤシマメ幼佐輸に対する3ーニトロフロ口グルシンカルボン酸誘導体の作用

i)活性検定方法

発~後 1 週間程度のモヤシマメ幼妊軸を、種々の濃度の3ーニトロフロログルシン

カルボン酸誘導体の水溶液で栽培し、モヤシマメの状態を観察した。

ii)結果と考察

写真2-1-2-3に示すように、 Nーエチル体 (PNO・2)、Nープチル体 (PNO・4，

PNS・4)など、NーアルキJレ側鎖の短い化合物を100ppm以上含む溶液中で栽培する

と、栽培開始後 1日目よりモヤシマメが枯れ始めた。これらのモヤシマメには業全

体が焼ける様な症状が認められた。一般に光合成阻害型除草剤は、殺草活性を発現

するのに処理後数日を必要とし、また処理植物に認められる症状も、業の白化を伴

うものとされていることから、これらの殺草機構は光合成阻害ではない可能性が示

唆された。またinvitroでは強力なPET阻害活性を示したNーアlレキル側鎖の長い化合

物群(例えばPNO・6，PNS・9)は、 300ppmという高濃度でも目立った活性を示さ

なかった。

3-ニトロフロログルシンカルボン酸誘導体の日11反応阻害におけるQSAR解析の結

果得られたπの最適値は6.6であったが、Nーメチルアミド体 (PNO・1)のLogPの

実測値(ー 0.24)からLogPの加成性に基づいて計算すると、そのHill反応阻害の最

適切gPは5.8となる。このLogPの値は岩村らにより報告されている典型的なPET阻

害斉IJであるアニリド誘導体やシンメトリートリアジン等のHill反応阻害におけるLog

Pの最適他 (6程度)と良く一致している[24]。
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写真2-1 3-ニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘滋体の

モヤシマメ幼!B5斡に対する舵響(処理後 1日目)

写真2-2 3-ニトロフロログルシンカルポン酸チオアミド誘導体の
モヤシマメ幼匠軸に対する影響(処理後 1回目)

写真2-3 PNO-4のモヤシマメ幼庇輸に対する影響の濃度依存性

70 
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しかし、既存の光合成阻害型除草剤のLogPの平均値は2.5であることから(26)、強力

なinvitroHill反応阻害活性をもっ3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体がm

vivoにおいて顕著な殺草活性を示さないのは、疎水性が高すぎるために生体膜を透過

しにくく、作用発現の坊である業縁体中のチラコイド膜まで到達していないことな

どが考えられる。

一方、短いNーアルキル側鎖を持つ化合物のモヤシマメ幼応軌に対する殺草活性は、

光合成阻害以外の活性に基づくものと考えられる。本研究のリード化合物であるグ

ランジノールは、元々発芽阻害活性物質として単離構造決定されたものであり (5)、

その後合成された他のフロログルシノール誘導体の発芽阻害活性についても検討さ

れている[11，83，84)。これらのフロログルシノール誘導体の発芽阻害活性では、母核

上の包子吸引性置換基(アシル基)のアルキル側鎖がプチル基以上の場合、活性が

顕著に低下することが報告されている。

iii) 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体の発芽阻害活性

そこでクレス種子を用いて3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体、チ

オアミド誘導体の発芽阻害活性を検討した。その結果両化合物ともほぼ同様な傾向

で発芽阻害活性が認められた(図2-14、図にはチオアミド誘導体の活性を示した)。

発芽阻害活性は日11反応阻害とは対照的に、 Nーアルキル側鎖がG以下の場合に強く、

C8以上では極端に低下した。このような3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体

の発芽阻害活性とNーアルキル側鎖長の関係は、モヤシマメ幼JJf軸に対する殺草活性

の場合と類似している。!!fJち、短いNーアルキル側鎖を有する3ーニトロフロログル

シンカルボン酸アミド誘導体の殺草活性は、光合成生理とは無関係の発芽生理を阻

害する活性と同様な作用機作によるものである可能性が推察される。これらの活性

はさほど強力なものではないのでこれ以上の追求は行わなかったが、考えられる共
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通の作用機作としては、フェノール型化合物に認められるとされている、ミトコン

ドリアの呼吸鎖電子伝達系に対する脱共役活性[85]が考えられる。
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図2-14 3-ニ トロフロログルシンカルポン酸チオアミド誘導体
のPET阻害活性と発芽阻害活性
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2 )タバコ光半独立栄養 (PM)細胞に対する3ーニトロ フロロ グルシンカルポン

駿誘導体の作用

i)検定に用いた培養細胞と検定方法

佐藤らによって分離されたタバコ光半独立栄養 (photomixorrophic:PM)培養細胞を

被験化合物を含む培地で培養し、細胞の変化を観察、その室長の変化を測定して、

被験化合物のタバコ PM細胞に対する作用性を検定した。一本タバコPMr:m胞は、既存

除r;r.剤に対して除草活性と相|犯の高い反応を示す性質を有することがことが報告さ

れているものである[86，87]。
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-F 

図2-15および写真2-4-2-8に結果を示す。この検定の結果からも明らかなように、

Nープチルアミド体 (PNO・4)およびNープチルチオアミド体 (PNS・4)は104 M、

は10"5N-オクチルアミド体 (PNO・8)およびNーノニルチオアミド体 (PNS・9)

Mの高波度処.eI1区では対照薬剤に用いたDCMUよりも強い殺細胞活性を示したが、低

濃度処理区では細胞の形態、数に影響を与えなかった。これに比べてDCMUを処理

した区では、 10-6Mでも明らかに細胞数が減少している。却ち、 3ーニトロフロログ

jレシンカ Jレポン酸アミド誘導体は本検定系でも invitro Hi11反応試験の結果に対応する

しかし、 Nーオクチルアミド体 (PNO・8)およびNほどの活性は示さなかった。

ーノニルチオアミド体 (PNS・9)がそれぞれNーアルキル側鎖の短いNーブチルア

ミド体 (PNO・4)およびN プチルチオアミド体 (PNS・4)より高活性であった

ことは、 日11反応阻害活性と相関している。従って、本検定系はモヤシマメ幼Jlf軸試

験よりも明瞭にinvitro PET阻害活性が反映される試験系であることが示唆された。
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3 )温室内ポット試験における3ーニ トロ フロロ グルシンカルボン酸誘導体の除草

活性

i)活性検定方法

一般的に現在の除草剤開発の一次スクリーニングでは温室内ポット試験が用いら

れる。そこでチオアミド誘導体 (PNS-X)について、この方法による除草活性検定

を行った。試験方法は、水田状態の湛水処理試験と畑地状態の茎禁処理試験を用い、

被験植物は、水田雑草として食用ピエ (Echinoch1oa oryzicola L.)を、畑雑草として

はイチビ (Abu口lon的eophrastiMedic.) を用いた。被験化合物の除草活性は完全枯殺

を5、無害を Oとした 6段階評価を用いて検定した。

ii)結果と考察

検定結果を表2-7に示した。先の二穫の生理検定の結果からも予想されるとおり、

試験したいずれのチオアミド体にも、本試験において既存除草剤に比べて特に顕著

な有効性は見いだすことができなかった。その理由としては、前述したように、 3

ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体の膜透過性が悪いために作用点まで到達

できないこと、あるいは植物体内で比較的短時間に分解されてしまうことなどが考

えられる。また、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体が、 JnVltrOでは

強力なPET限害活性を示すにも拘わらず殺草活性をほとんど示さない理由としては、

全く }]IJの解釈も可能であろう。 Trebslは最近、 PET阻害と除幕活性とは直接関連して

おらず、 Dlタンパク質の代謝回転の阻害が除草活性と なって現われるという仮説を

提唱している[88)。この仮説によれば、 PET阻害活性物質の中には、Dlタンパク質の

代謝回転を阻害しない化合物が存在可能であり 、3ーニト ロフロログルシンカルポン

酸誘導体がそれに当て依まるかもま日れない。
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表2・7 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体の除草活性

p1ant Echinoch1oa Abtui10n 

compound conc(も) herbicida1 activitv 

PNS・1 l 3 3 

0.3 l l 

0.1 。 。

PNS・2 1 3 3 

0.3 。 l 

0.1 。

PNS・4 1 2 1 

0.3 。 1 

0.1 。 。

PNS・6 1 。 3 

0.3 。 1 

0.1 。 。

PNS・8 1 。 1 

0.3 。 。
0.1 。 。

PNS・10 1 。 3 

0.3 。 1 

0.1 。 。

Atrazine l 5 5 

0.3 5 5 

0.1 5 4 
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2-6 まとめ

本意では、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体のPET~..El害の様式を、熱発

光グロー曲線解析と、除草剤抵抗性組物由来の業縁体を用いたPET阻害試験により詳

細に検討した。これらの解析の結果は、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体

が、フェノール性PET阻害剤特有の傾向を示すと共に、ウレア/トリアジン型PET阻

害剤的性質を持つことを示唆した。この結果と、現在までに明かとなっている光合

成電子伝達系反応中心の分子構造に関する知見をもとに、 3 ニトロフロログルシン

カルボン酸誘導体の光合成電子伝達系反応中心における結合部位に関する考察を行

った。また、このような阻害様式をさらに強調する新規な化合物として、ウレア構

造を有する3ーニトロフロログルシンカルポン酸エステル体を設計 ・合成しその活性

を検討した。その結果、この化合物群も予想したとおり強力なPET阻害活性を発障す

ることを確認した。本研究で用いたような生物学的実験結果とその考察を阻害剤設

計に積極的に役立てていく手法は、今後ますます重要になっていくであろう。

以上の他に、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体のlnVIVOレベルの活性に

ついても検討を加えた。現在までに検討した範囲では、 3ーニトロフロログルシンカ

ルポン酸誘導体はJnV1VOにおいては顕著な活性を示さなかった。その原因についての

明確な結論を得るには至っていない。この問題は、今後3 ニトロフロログルシンカ

ルポン酸誘導体のPET組害に関する研究をより深めていくうえの重要な課題のひとつ

となるであろう。
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第3章 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体の抗発癌プロモー

ター活性とアラキドン酸代謝系に対する作用

近年、ユーカリ属植物から種々の生理活性物質が単離されている。興味深いこと

に、これらの生理活性物質の多くはフロログルシノール誘導体と見なすことができ

る。例えばXuらは決方薬として赤痢、マラリアやその他の微生物病の治療に用いら

れている EucaJyptusrobustaの業から、抗マラリア活性を有する robustadiaJ (図3・1) を

単離構造決定している [89)。また中山らは、 EucaJyptusperrinianaの業から、抗菌活性

を持つ物質として本研究のリード化合物となったグランジノールそのものを単離し

ている[7)。一方多国らは、やはりフロログルシノール構造を有する化合物に抗ヘル

ペスウイルス活性があることを報告している[90)。

以上のようなユーカリ属縞物に含まれるフロログルシノール構造を有する生理活

性物質の中でも、小嫁らがニワトリ受精卵における抗炎症活性を指標として単離構

造決定したeug1oba1類(図3-1) [91，92)は、興味深い化合物群である。即ち、小塚ら

はまた、巴ug10baJ類に抗発癌プロモーター活性が有することを、抗発癌プロモータ一

物質の一次スクリーニング法であるEpst巴in-BarrVirus早期抗原 (EBVー臥)産生抑

制試験を用いて明らかにしている [93，94)。このことは、 euglobaJ類あるいは巴uglobaJ

類の構造類縁体の中から、有効な抗ガン斉IJの見いだされる可能性を示唆している。

後述するように、巴uglobaJ類の抗発癌プロモーター活性が、 euglobaJ類に含まれるフ

ロログルシノール構造に由来するものと考えられていることから、本主主では、 3-ニ

トロフロログルシンカルボン酸誘導体の抗発癌プロモーター活性について述べる。

また本意では、抗発癌プロモーター活性に関連が深いと考えられている、アラキ

ドン酸代謝系に対する3ーニトロフロログjレシンカルボン酸アミド誘導体の作用につ

いても併せて4食言すした。
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図3・1 ユーカリより単離された

フロ ログルシノ ール部分惰造を有する生理活性物質

3 -1 3ーニトロフロロ グルシンカルボン酸誘導体のEpsteinBarrウイルス早期

抗原 (EBV-EA)産生抑制活性

Epstein-Barτウイルス (EBV)は1964年、 Epsteinらが中央アフリカの子供の顎音I1に

できやすいパーキット リンパlJill(Burkitt's Iymphoma: BL)患者の培養細胞から発見

したウイルスであり [95]、その後の研究から、本ウイルスはBしや中国広東地方に多

い上11因訊痴 (Nasopharyngealcarcinoma: NPC) を惹きおこす発箔ウイルスであること

が明かとなった[96]0一方、山本、 H.zur Hausenらは、 EBVをInVllrOで活性化する多
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くの物質がinvivo発癌実験で発癌プロモーター活性を示すことを報告した[97，98J。

伊藤らは、 EBYがヲ|き起こすこれらの悪性新生物疾患 (BLとNPC)は特有の地理病

理学的分布を示すことに注目し、山本らの方法を発展させた発癌プロモーターの新

しいスクリーニング法としてEBY早期抗原 (EBY-EA)産生試験 (EBYゲノムを内

蔵するBL由来のEBY非産性培養細胞R叩株を用いる)を開発した。また、伊藤らはこ

の方法を用いて病因論的立場から広くヒト生活環中の発癌プロモーターの検索を行

い、 トウダイグサ科 (Euphorbiacea) 、およびジンチョウグ科(Thymefaecea) の植物

中に含まれるジテルベンエステル類や、土撲中の放線菌によって産生されるインド

ールアルカロイド類が、極めて高い発癌プロモーター活性を有することを明らかに

した[99，100J。さらに伊藤らは、これらのEBY活性化物質を含有する植物種の原産地

および分布を調査し、 BLおよびNPC多発地域にEBY活性化物質を含有する植物が生

育あるいは値栽されていることを示している[96J。また、強力な発癌プロモーターと

してTPA(12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate) (図3-2) が既にクロトン油より単離

されているが[101，102J、クロトン油はトウダイグサ科の植物である巴豆 (Croton

白'gfiumの実)を圧搾して得られるものであり、この植物の分布もNPCの発病地域と良

い相関を示すことが報告されている[96J。

。ム。

図3・2 TPA 

一方岡本らは、 EBY-EA産生試験を用い

て、発癌プロモーターの作用するプロモ

ーション段階を阻害する化合物の検索を

行い、 レチノイン酸なと‘のマウス皮j脅発

癒二段階実験における効果的な発癌プロ

モーション阻害剤が、 EBY-EA産生抑制

試験においてTPAなどの発癌プロモータ

ーの活性を抑制することを示した[103J。
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即ち、 EBY-EAgg生抑制試験がマウス皮膚発癌二段階実験における抗発癌プロモ

ーター検索のための優れたinvitro試験系であることを明らかにした。その後徳田ら

は精力的に本系を用いた発癌プロモーション阻害剤の研究を行い、種々の抗発癌プ

ロモーター活性を有する物質を発見するとともに、本系がマウス皮膚発箔二段階試

験などの JnVIVOでの抗発癒プロモータ一試験と相関の高い優れたJnVltrO試験系であ

ることを示している[104，105)0

前述したように、小塚らによってEBY-EA産生抑制活性が存在することが示され

たeuglobalやrobustadial(図3・1) などは、フロログルシノール類縁体と見なせるが、

同時にテ Jレベノイド構造部分を有し、そのテルベン部分カ宅BY-EA産生抑制活性発

現に重要である可能性も考えられる。また、その構造は、代表的な抗菌性物質であ

るフラポノイド類縁体とも考えることもできる。そこで小塚らは、フラポノイド類

のEBY-EA産生抑制活性に注目し、種々のフラポノイド類がEBY-EA産生抑制活性

を示すことを見いだした[106)0一方eugloba1類はそのテルペン部分だけでは活性を示

さず、その示すEBY-EA産生抑制活性はフロログルシノール部分構造に由来するこ

とを明らかにした。実際にEBY-EA産生試験系において、グランジノールを含むフ

ロログルシノー Jレ誘導体はフラボノイド類の示した活性を上回るばかりでなく、

巴uglob討類よりも lオーダー以上高い抑制活性を示すことが明かとなった[94)0以上

の結果から小塚らは、 euglobal類のEBY-EA産生抑制活性には、フロログルシノール

部分構造が必須であること、またそのフロログルシノール核が二つ以上のホルミル、

ケトン、ニトロ等の電子吸引性置換器により置換されている場合に高活性を示すも

のと推定している [94)。

グランジノールをリード化合物として発展してきたフロログルシノール型PET阻害

剤の中でも、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体は最も強力な阻筈活性を示

し、その併造活性相l苅についても本研究で詳細に検討してきた。また、予備的な試
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験により 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体のEBV-EA産生抑制活性が確認

されたことから、 3-ニトロフロログルシンカルボン酸誘導体のEBV-EA産生抑制活

性の詳細な検討を行った。

， )活性検定方法

活性の検定には伊藤らの方法を用いた。即ち、 EBVゲノムを含むRaji車田胞を活性検

定の材料として用いた。 Raji細胞はTPAで処理すると、その早期抗原を産生する。こ

こに被験化合物を共存させると、被験化合物に抗発癌プロモーター活性が存在すれ

ば、 i法度依存的に早期抗原の産生が抑制される。産生する早期抗原の量をHeln巴らの

間接蛍光抗体法[107Jを用いて検出し、被験化合物無処理区に対する百分率を算出し、

被験化合物のEBV-EA産生抑制活性を検定した。また、=詩科の一部をト 1)パンブル

ーで染色し(死細胞が染色される)、被験化合物の細胞毒性を検定した。検定はRaji

*!IIJli証1X 10
6個を20ngのTPA(32山 1)で処理し、被験化合物はモル濃度でTPAの10-

1000倍宜添加した。細胞毒性は1000倍量添加区で検定し、特に強い毒性の見られた

試科については、低濃度処理試料も用いて検定した。なお、細胞生存率が80%を越

えるときは無毒性と判定した。

2 )結果

3ーニトロフロログルシンカルホ、ン目立のアミド誘導体、チオアミド誘導体、エステ

ル誘導体のEBV-EA産生抑制活性をそれぞれ、表3-1-3-5に示す。表には表記濃度

の化合物で処理したときのEA産生率を、無処理区のEA産生率に対する百分率で示し

た。また指弧内にはこのときの細胞生存率を百分率で示した。
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表3-1 N-アルキルアミド体のEBV-EA産生抑制活性

OH 0 

1. j.ιR  
f"、ミザ， -N 

Jt. /J.. H 
HO' 、'('"・OH

N02 

No. Inhibitor Conc. 1000 500 100 10 

(mol ratio/32nM TPA) 

R EA production(も/Cont) (viability もl

1 Methyl 43 (70) 69 93 100 

2 Eヒhyl 13 (80) 24 68 100 

3 Propyl 8 (75) 20 67 95 

4 Butyl 。(75) 9 36 76 

5 Hexyl 。(10) 11 (70) 39 65 

6 Octyl 。(10) 。(55) 23 56 

7 Decyl 13 (55) 40(50) 61 87 

8 Undecyl 23 (65) 37 72 100 

9 Tridecyl 0(60) 。 29 95 

10 Octadecyl Q...i&.Ql 。 48目 2 82.3 

表3-1-3・5 回 V一日活性は鑑処理区に対するEA産生率 (%)で表示

括弧内は細胞生存率(%)を示す

表3-2N-フ工 ニルアルキルアミド体のEBV-EA産生抑制活性

NO. Inhibitor Conc. 1000 100 10 

(mol ratio/32nM TPA) 

R* EA production( も/Cont) (viability も)

11 Phenyl 。(40) 71.4(80) 100 

12 Benzy1 0(70) 64.3 . 100 

13 Phenethy1 。(60) 57.1 91. 6 

14 Phenylpropy1 。(70) 31.8 92.8 

15 Phenylbutyl 。(30) 。(70) 88 

16 N-Me-Phenvl ~ 52 78 

*化合物の基本権造は表3-1参照
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表3-3各種置換ア二リド体のEBVーEA産生抑制活性

No. Inhibitor Conc 1000 100 10 

(mol ratio/32nM TPA) 

R* EA production(も/Cont) (viabilit主主)

17 2-Cl-Phenyl 。(20) 28.9(80) 100 
18 3-Cl-Phenyl 。(20) 42.9(80) 92.3 
19 4-Cl-Phenyl 。(20) 85.6(80) 100 
20 2，3-Cl，-Phenyl 0(60) 。 57 
21 2，4 -Cl，-Phenyl 。(20) 47.9(80) 64.6 
22 3，4-Cl，-Phenyl 。(40) 36 (80) 85.9 
23 3，5-Cl，-Phenyl 。(20) 89(80) 100 

24 4-Br-Phenyl 。(20) 49.6(60) 100 

25 2-F-Phenyl 。(50) 45.8 86.5 

26 3-F-Phenyl 。(60) 58.5 100 
27 4-F-Phenyl 。(60) 92.7 100 
28 2-CF，-Phenyl 0(20) 。(80) 100 
29 3-CF，-Phenyl 。(20) 91 (80) 100 

30 4 -CF ，-Pheny 1 。(40) 49.8(80) 100 
31 2-Me-Phenyl 。(50) 73.3 95.5 

32 3-Me-Phenyl 41(50) 100 100 

33 4-Me-Phenyl 47(50) 69.4 100 

34 2-0Me-Phenyl 。(60) 56.6 83.8 

35 3-0Me-Phenyl 。(40) 53.7 100 

36 4-0Me-Phenyl 52(60) 78.5 100 

37 3，4-0Me，-Phenyl 。(60) 36.8 100 

38 4-Et-Phenyl 。(60) 28.2 100 

39 4-nPro-Phenyl 42 (50) 58.9 92.7 

40 4-iPro-Phenyl 。(60) 41 86.9 
41 4-NMe，-Phenyl 。(50) 68.5 90.3 
42 Phenoxy-Et 。(60) 21.5 93.9 

43 4-Cl-Phenoxy-Et 0(50) 68.4 100 
44 Phenoxyphenyl 33(60) 69.9 82.3 

45 4-Cl-Phenoxyphenyl 47 (60) 72.8 88.5 
46 2，4-Cl，-Phenoxyphenyl 54(70) 79 93.9 

47 2，4，6-Cl，-Phenoxyphenyl lli2Q.l 94.8 100 

バじ合物の基本情造は表3-1委照
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表3-4 チオアミド誘導体のEBV-EA産生抑制活性

No Inhibitor Conc. 1000 500 100 10 

(mo1 ratio/32nM TPA) 

R EA production(も/Cont) (viabilitv も)

Sl Methyl 。(65) 39 98 100 

S2 Ethyl 0(60) 。 69 100 

S3 Butyl 。(70) 。 52 100 

S4 Hexyl 。(60) 。 36 90 

S5 Octyl 。(50) 。 15 70 

S6 Nonyl 。(60) 。 27 63 

S7 Decyl ~ 。 59 88 

基本j~造は下図に示す

表3・5 エステル誘導体のEBV-EA産生抑制活性

No. Inhibitor Conc. 1000 100 

(mol ratio/32nM TPA) 

R EA production(も/Cont) (viabilit主主)

E1 Ethyl 。(80) 37目 5 87.5 

E2 Butyl 。(80) 41目 7 72.5 

E3 Hexyl 。(40) 82.3(70) 100 

E4 Octy1 。(50) 30.8 65.0 

E5 Decyl 。(60) 23.6 59.8 

E6 Dodecyl 。(60) 。 64.1 

E7 Pentadecyl 。(50) 56.3 88.5 

E8 Phenyl 0(60) 83.3 100 

E9 Benzyl 0(60) 。 38.7 

E10 Phenylpropyl ~ 33.9 87.5 

基本構造は下図に示す
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これらの化合物はTPAの1000倍から 10倍(モル/モル)の範囲の投与によってTPA

によるEBウイルスの発現を抑制した。代表的な抗発癌プロモーターであり、多くの

抗発焔プロモーション実験系 (invivo、invitro)において有効な活性を示すレチノー

ルは、本試験系においてTPAの50倍-100倍(モル/モル)程度で早期抗原の産生を

50%抑制 (TC，O) することから[103]、3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体は

有効なEBV-EA産生抑制物質であるといえる。

3 )考察

本研究で検討した3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体は、その側鎖置換基

の構造から、アミド体、チオアミド体、エステル体に大別される。またアミド体は、

Nーアルキルアミド体、置換アニリド体およびN フェニルアルキルアミド体の 3つ

に分けられる。そこで、各系列別に徳造と活性の関係を評価・考察する。

i) Nーアルキルアミド誘導体

Nーアルキルアミド体の活性は図3-3に示したように、側鎖の伸長に伴って上昇し、

Csアルキル付近で最高活性に達しその後活性が低下した。

一方、 TPAの1000倍量においてはかなり強い細胞毒性が観測され、活性の上昇に伴

って細胞毒性も増大する傾向を示した。しかし、 EBV-EAの産生を50%抑制する濃

度では80%以上の細胞が生存していることから、 Nーアルキルアミド体は若干の毒

性を示すものの有効なEBVー臥産生抑制活性をもち、抗発癒プロモーターとして有

望であることが示唆された。なお、本図のように、以下の図に示す各化合物の抑制

活性は、 EBV-EAの産生を50%抑制するモJレ濃度の逆対数、 pI即値で示した。また、

車1111泡毒性はTPAの1000倍処理における車111胞生存率で表示した。
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ii) Nーフ工二ルアルキルアミド誘導体

Nーフ ェニルアルキルアミド体(図3-4) は、フェニル基をc
3
-c.のア Jレキル基と見

なした場合、対応するN アルキルアミド体より低活性であった。また、活性上昇に

伴って細胞毒性も増大した。このことから、 EBY-EA産生抑制においては、フェニ

ル基の，(;:止な立体的に嵩高い置換tfのアミド基側鎖への導入は、活性を低下させるも

のと考えられる。

EBY-EA産生試験系は、生きた車111胞に直接被験化合物を与える tnVIVOにかなり近い

実験系であり、化合物の膜透過や移行性などの要因もEBY-EA産生抑制活性に影響

を与えると考えられている。従って、 NーフェニルアJレキルアミド体の活性の傾向か

ら、直ちに抑制剤の受容音1¥位がこのような化合物を受け入れにくいと断定すること

88 



第 3章

はできない。しかしながら、フェニル2主導入による活性の低下の傾向は、高活性な

化合物の分子設計を行うにあたって、ひとつの重要な指針を示すものである。

plso 
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6.0 
，.， ・4
〉-u 
《

>0 5.5 
』

O 
M -.0 
五三
c -5.0 

4.5 

o 1 2 3 4 N. Me 

H点目"，(CH
2
)。

Alkyl Length (n) in Phenyalkyl Compounds (N-Me= N-Me phenyl) 

図3・4 N-フ工 ニルアルキルアミド体のEBV-EA産生抑制活性

iii)置換アニリド誘導体

置換アニリド体は、アルキルアミド体に比べると全般に低活性ではあるが、明瞭

なEBY-EA~生抑制活性を示した。区13・5 に種々のクロロ置換アニリド体の活性を示

しfこ。

EBY-EA産生抑制における置換アニリド体の構造要求性は、 PET阻害の場合とは異

なっている。即ちPET阻害阻害活性の場合には、オルト位置換体はパラ位、メタ位置

換体に比べると低活性であったが、 EBY-EA産生抑制活性の場合には逆に、オルト

位置換体が最も高い活性を示した。また、メタ位置換体では活性が上昇したが、パ

ラ位置換休の活性は若干低下した。同様の傾向は二世換体でも認められたが、特に
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オルト位への置換基導入による活性上昇が顕著であった。その他、フッ素原子 (25，

トリフルオロメチル基 (28，29，(オルト ・メタ・パラのJJ[真、以下同じ)、26，27) 

(表3-3参照)などい30)、メチル基 (31，32，33)、メトキ シル基 (34，35，36)

ずれの場合にもオルト置換体が最も高い活性を示した。この様なオルト位への置換

基の導入による特異的な活性上昇は、オルト位の置換基の立体障害により、アニリ

ド部分のベンゼン環がアミド基のsl'"炭素の結合平面からねじれ、その結果、膜透過

や結合部位との結合に適した立体構造をとるためと推定される。

置換アニリド体の高濃度における細胞毒性は、同程度の活性を示すNーアルキルア

ミド体の細胞毒性と比較するとかなり強く、安全性の点からは好ましくない。また

前述したように、アニリド体のEBY-FA産生抑制活性は全般に低活性であった。し

かし、オルト位への置換基の導入による特異的な活性上昇は、高活性化合物の分子

設計のための重要な情報である。また、 2，3ージクロロアニリド体 (20)および 2，4

ージクロロアニリド体 (21)体はアニリド体の中では比較的高い活性を示したが、

このうち2，3ージクロロアニリド体 (20)体は細胞毒性が低く注目に値する。

んANbl
11 1 H 

j In間関品

CI-Substltutlon Posltlon on Ct-substituted Anlllde 

6.51 plSO 

6.0 

5.5 

5.0 

』=〉=υ
《
、
C
O
M

一a-zc
一

クロロ置換アニリド体の EBV-EA産生抑制活性
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iv)チオア ミ ド誘導体

チオアミド体については直鎖Nーアルキル基を持つものしか合成していないが、ア

ミド体では直鎖のNーアルキル体が辰も高い活性を示したことを考慮すると、構造要

求性の検討は十分可能であると思われる。チオアミド体の活性と細胞毒性を図3-6，

3-7に示す。

チオアミド体のアミド基側鎖のアルキル鎖長の変化に伴う EBY-EA産生抑制活性

の変動は、アミド体の場合と同じ傾向であった。全般的に、チオアミド体の活性は

アミド体の活性に及ばなかったが、チオアミド体の細胞毒性はアミド体に比べてか

なり弱かった。即ち、アミド体で高活性化合物を得ることができれば、チオアミド

体とすることによって、おそらく若干の活性低下は伴うものの、細胞毒性を下げる

ことが可能であるものと考えられる。

v)エステル誘導体

エステル体の場合も、アミド体と類似の傾向を示した。また、チオアミド体と同

様に、細胞毒性はかなり改善されている(図3-6，3-7) 。特に、ベンジルエステル体

(E9，表3-5参照)は高い活性を示すが比較的低毒性であり、抗発癌プロモータ ー活

性化合物としての優れた性質を持つものと思われる。

vi)まと め

以上の結果から、 C，-C，o程度のアルキル側鎖を有する3ーニ トロフロログルシンカ

ルボン酸誘導体が高いEBY一日 産生抑制活性を示すことが判明した。また、ニトロ

基以外の核i也換器については、アミド基、チオア ミド器、エステJレ基いずれにおい

ても卜分な活性が認められ、これら三つ系列の国lの活性の差は、 PET阻害の場合ほど

顕著ではなかった。この傾向が、一連のフロログルシノール類縁体の，構造活性相関
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にすべて当てはまるかどうかは不明であるが、小塚らのeuglobaJ類およびフロログル

シノール誘導体の構造活性相関に基づいた考察とは若干異なる点も明らかになった。

即ち小塚らは、フロログルシノール核の置換基の組み合わせとしてケトンーホル

ミル(グランジノーJレ類縁体)およびケトン ニトロ(ニトロフロロフェノン類)

を有する化合物のEBV-EA抑制活性を検討しているが、側鎖部にプロピル基などの

低級アルキル基を有する化合物に高活性なものが多いことから、これらのフロログ

ルシノール誘導体に一般的に存在する発芽阻害活性との関連性を指摘している [94)。

しかし、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体の発芽阻害活性(第 2章図2・15

参照)とEBVー臥抑制活性の間には、顕著な相関は認められなかった。

一方核置換器については、小塚らの結果と本研究の結果を総合すると、ホルミル

ーケトンの組合せ、 flPちグランジノールの類縁体が最も高活性であるものと考えら

れる。また小塚らによれば、ホルミル ケトン体の場合には、光合成電子伝達系阻

害では活性を低下させる傾向であった核置換アルキル基の導入は、 EBV-EA抑制活

性の顕著な上昇をもたらしたが同時に細胞毒性も上昇させている[94)0

本研究では強力な光合成電子伝達系阻害活性物質の探索を目的とした分子設計を

行ってきたため、これまでに合成した化合物はEBV-EA産生抑制活性における構造

要求性を詳細に検討するためには十分でない。特に母核の置換基については、電子

吸引性基の組み合わせしか検討しておらず、 EBV-EA産生抑制活性における構造要

求性を より詳細に検討するためには、今後多様な置換機式のフロログルシノ ーJレ誘

導体を用いた研究が必要である。

3-2 3ーニトロフロロクルシンカルボン酸アミド誘導体のマウス皮膚発癌二段

階試験における抗発癌プロモーション活性

前述した ようにEBV-EA産生抑制活性試験は invivoにおける抗発癌プロモーショ
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ン活性と高い相関を示し、有用かつ簡便迅速な抗発癌プロモーター検索系であるが、

抗発痴プロモーターとしての有効性は、 lnVIVO試験によって最終的に評価される必

要がある。フロログルシノール誘導体のm V1VOにおける抗発癌プロモーシヨン活性

については現在まで検討されておらず、これらの化合物のm VlVO試験における抗発

箔プロモーターとしての有効性は不明であった。そこで、 EBV-EA検定系において

高い活性を示したNーオクチルアミド体および、対照として比較的低活性であったN

ーメチルアミド体について、マウス皮膚発癌二段階試験によりこれらのlnVIVOでの

抗発内プロモーシヨン活性を検討した。

1 )活性検定方法

6週令のSIc:ICR雌マウス 15匹に、イニシエーターとしてD加IBA(ジメチルベンズア

ントラセン)390 nmo1を塗布し、その一週間後から、 20週にわたり週二回の割合で

1.7 nmo1のTPAを塗布した。 TPA処理の一時間前に85nmo1 (TPAの50倍モル)の也教

化合物を塗布し、被験化合物のTPAによって誘導される発癌プロモーションにおよ

ほす影響を検定した。被験化合物の活性は燈窮を発生したマウスの数とマウス一匹

あたりの腫疹発生数の平均値を無処理群 (TPAのみの処理)と比較することによっ

て判定した。

2 )結果と考察

図3-8および写真3・1-3-3に示すとおり、 Nーオクチル体およびNーメチル体のいず

れもTPAの50倍処理により、マウス皮膚でのj座長Eの発現を抑制し、特にマウスあた

りのl座長5の発生数を顕著に抑制した。 ~lrlち、これらの化合物は有効な抗発癌プロモ

ーター活性を示すことが確認された。またこれらの化合物の活性の問には、 EBV

EA産生抑制活性の場合ほどの差はみられなかった。
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本検討により、これらの3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体が、抗発癌プ

ロモーターとして有効な活性を有することが示された。また、 EBY-EA産生抑制試

験における差ほどの活性差が両化合物問で見られなかったことは、 EBY-EA産生抑

制試験系でさほど高活性を示さなかった化合物の中にも、マウス皮膚二段階発癌試

験系において、十分有効な抗発痴プロモーター活性を示す化合物が存在する可能性

を示唆している。また本結果は、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体

に代表されるすべてのフロログルシノール誘導体が、抗発癌プロモーターとしてm

VIVOの試験においても有効であることを示すものではないが、その可能性を強〈示

唆するものであろう。

3 -3 3-ニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体のアラキドン酸代謝系

に対する作用-1 ヒト5ーリポキシゲナーゼ (5ーLO)阻害活性

前節に述べた抗発癌プロモーター活性の検定では、 TPAを発癌プロモーターとして

用いた。 TPAの作用部位や作用性については種々の検討が行われており、特に前節

で述べたようなマウス皮膚の発癌二段階試験における作用性は良〈検討されている

[108]0 TPA処理によってマウス皮膚に惹起される反応、は、発癒プロモーシヨンの他

に、 DNA合成の促進[109，110]、オルニチンデカルポキシラーゼ (ODC)活性の向上

[111，112]、プロスタグランジン (PG)類の合成促進[113，114， 115]などが挙げられ

る。これらの反応のうち特に注目されるのは、生体内で炎症や免疫反応のメデイエ

ーターとして働いているとされているPG類の合成促進である。

現在のところ、 TPAによる発痴プロモーシヨン作用は、 PG類に代表されるアラキ

ドン酸代謝産物を媒介として起こっている可能性が有力視されている。例えば、

TPAによってマウス皮r¥iJに引き起こされるODC活性の誘導やDNA合成促進はPG類合

成の鎚酵素であるシクロオキシゲナーゼ(∞)の阻害剤であるインドメタシンによ
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って阻害され、これはPGE2投与により回復することが知られている[116]。一方、ア

ラキドン敵代謝の他の鍵酵素であるホスホリバーゼA， (PLA，)や5・リポキシゲナー

ゼ (5-LO) の阻害剤もTPAによる禿痴プロモーシヨンやODC活性の向上を抑制する

ことも報告されている[117，118， 119]。また、 S.Fishcerらは、稜々の系統のマウスを

用いて皮膚発癒二段階試験における各種アラキドン酸代謝酵素系阻害刻の影響を詳

細に検討し、 PLA，阻害弗jや5-1β阻害剤は、いずれの系統のマウスにおいても発癌

プロモーシヨンを阻害するが[120]、インドメタシンはSENCERマウスにおいてむし

ろ発癌プロモーションを促進することを報告している[121]。これらのことから、 S

FischerらはTPAによって惹起されるマウス皮膚発痕プロモーシ三ンにおいては、シク

ロオキシゲナーゼ産物よりもリポキシゲナーゼ産物が重要な役割を示している可能

性を示唆している。

一方、 PG類、ロイコトリエン (LT)類[122，123]などのアラキドン酸代謝産物が密

接に関与していることが知られている炎症反応との関連も、詳細に検討されている。

例えば、 TPAに代表される発癌プロモーターはいずれも炎症性を示すこと 、発癌プ

ロモーターによって惹起された炎症を阻害する化合物の大部分が抗発箔プロモータ

ー活性を示すことが報告されている[124]0

即ち、前節において3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体、特に3ーニトロ

フロログルシンカルポン酸アミド誘導体が発癌プロモーションをm VIVOにおいても抑

えることを示したが、これらの化合物は同時に抗炎症活性を有することも期待され

た。また小塚らが、抗炎症活性との関連で、抗発癌プロモーション活性物質に到達

したという事実からも、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体を含めたフロロ

グルシノール誘導体の抗炎症活性の有無について興味がもたれた。そこで3ーニトロ

フロログルシンカルボン酸誘導体の抗炎症性についても検討した。

抗炎症剤の一次スクリーニングとしては、アラキドン酸代謝酵素系に対する作用
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を検討することが一般的である。また抗炎症剤スクリーニングにおいては、 CO、5

一LO、PLA，などに対する阻害活性が重要な指標とされ、よく用いられている。これ

らの酵素の阻害剤は数多く知られているが、図3-9に示すとおりこのうち特に5-1ρ

の阻害剤には、フラポノイド類やコーヒー酸などのようにフロログルシノールと類

似の構造を有すると考えられるフエノール型化合物が数多く存在する[125)。特にコ

ーヒー酸類縁体は、 5-LQに特異的に作用することが知られ、有望な選択的5ーLO阻

害剤として合成化学的、生物学的検討が行われている[126)0

一方、これらの化合物の抗発癌プロモーション活性についても検討されており、

例えばケルセチンなどのフラボノイド類は、抗発癌プロモーター活性を示すことが

報告されている[127)0

H00ゐ COOH
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図3-9 種々の5-リポキシゲナーゼ阻害剤
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コーヒー酸に対する化学構造の類似性からも、 3ーニトロフロログルシンカルボン

酸誘導体のアラキドン酸代謝系に対する作用として、 5-lβに対する作用を検討する

ことが最も有効であると考えられる。

そこで本研究では、 3-ニトロフロログルシンカルボン酸誘導体のうち特にアミド

誘導体について、その5-1..(コに対する限筈活性を検討することにした。

また、抗炎症活性と抗発癌プロモーシヨン活性との関連性や、 TPAの作用機構を考

察するためには、アラキドン酸代謝系の他の酔素、例えば、 PG類の生合成初発酵素

である COゃ、細胞膜内に組み込まれているアラキドン酸を遊離させる PL~に対する

作用も検討する必要がある。そこで本研究では数種の化合物についてそのCOに対す

る作用も検討した(次節で詳述する)。

1 )活性検定方法

本検定には5-lβ酵素として、日本たばこ産業の野口らによって遺伝子工学的手法

により作製された、組替えヒト 5-lβを用いた。本酵素の生化学的性質は現在のとこ

ろ天然由来の物と同じであると考えられている[128]。即ち、当酵素は天然のヒト 5-

Iβと同様にアラキドン酸を5勾 droperoxy-6，8，11， 14-eicosa[etraenoic acid (5-HPE百 )に

変換する。また一般にヒト 5-LOは、 5・HPETEからロイコトリエンへを合成するこつ

の反応を触媒するが、後者の反応速度は前者と比較して遅いことが知られている。

本酵素はこの交でも天然のヒト 5-lβと同様であり、本研究に用いた条件下では後者

の反応は無視しうるものであった。なお、本実験系では粗酵素液を用いたため、比

較的不安定な5-HPETEは容易に還元され、 5-hydroxy-6，8，11，14引 cosatetraenoicacid 

(5-HETE)が少量生成した。従っても皮教化合物の阻害活性は、基質であるアラキド

ン酸から変換された5-HPETEと5・F正TEの総:丑の無処理区に対する比により判定し、

その50%阻害波皮 (IC，o)を求めた。
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2 )結果

表3-6に示すように、 3-ニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体はヒト 5-

1ρ阻害活性を示した。また本実験系におけるコーヒー酸のrc，oは1000μMであった。

表3-6 3-ニトロ フロロ グルシンカルボン酸アミド誘導体のヒト5ーLO阻害活性

Jームri福島、OAYYA'HK 司- GU OH N H R 

HO 

N02 

No. R 1C50 (μM) No R 1C50 (μM) 

1 Methy1 5900 20 2-C1-Phenv1 1400 
2 Ethy1 3000 21 3-C1-Pheny1 450 
3 Butv1 2600 22 4-CI-Pheny1 300 
4 Hexy1 400 23 2-F-Pheny1 4500 
5 Hepty1 180 24 3-F-Pheny1 1200 
6 Octy1 160 25 4-F-Pheny1 510 
7 Undecy1 200 26 2-CF

3-Phenyl 200 
8 Tridecyl 430 27 3-CF3-Pheny1 370 
9 Pentadecy1 720 28 4-CF

3
-Phenyl 110 

10 Octadecyl 1600 29 2，3-Cl，-Phenyl 150 
11 Phenyl 1000 30 3，4-Cl，-Phenyl 130 
12 Benzyl 1800 31 3，5ーCl，-Pheny1 190 
13 2-Phenethyl 460 

14 3-Phenylpropyl 60 32 N-Methy1-Butyl 7100 
15 4-Phenylbutyl 35 33 N-Ethyl-Buty1 1900 
16 5-Phenylpentyl 40 34 N-Me-Phenyl 9200 
17 4-Phenoxybutyl 270 

18 6-Phenoxyhexyl 160 

19 8-Phenoxyoctγl 50 Cont* Caffeic acid 1000 

Cont*; positive control 
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3 )考察

前節などと同様に、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体のヒト5-

LO阻害活性について、側主ilの置換様式により、 NーアJレキルアミド誘導体、 N-フェ

ニルおよびNーフエノキシアルキルアミド誘導体、置換アニリド誘導体に分類し、各

々の活性{頃向について以下詳述する。なお図中の活性はpI"， (-Log(IC"，))で表記した。

i) Nーアルキルアミド誘導体

Nーアルキルアミド誘導体のヒト 5-1.，(コ阻筈活性は、図3-10に示すように側鎖アル

キル基の伸張に伴って上昇し、c，-C
IIアルキル体で最高活性となりその後低下する。

この中で段高の活性を示したNーオクチルアミド体は、代表的な選択的5ーLO阻害剤

であるコーヒー酸の5倍程度の活性を示した。

plso 
4 

k
A
H
一〉一日

υ《
K
A
』

0
2
2
一

z
z

OH 0 

.A. ..J.I.、 R

五ご〔目
HO. Y -OH 

Caffelc acid 
の阻害レベル

O
」
目
的

N02 

o 10 20 

Alkyl Chain Length (R) 

図3-10 直鎖Nーアルキルアミド体のヒト 5-LO阻害活性
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ii) Nーフ ェニルおよびNーフエ ノキシアルキルアミ ド誘導体

図3ー11に示すようにフェニル(フエノキシ)基を末端に持つアミド誘導体は、 N

ーアルキルアミド誘導体と同級にアルキル基の伸張に よる活性の上昇が認められた

が、 Nーアルキルアミド誘導体よりも全体的に高い活性を示した。フェ ニル基および

フエノキシル基をC，-C，程度のアルキル基(図中ではC
4として表示)に相当すると考

えた場合には、この活性の差を説明できない。即ち、 ヒト5-1..(コの阻害には、側鎖に

ベンゼン環のような嵩高い置換法の存在が好ましいことが示唆された。 なお、フェ

ニJレ基あるいはフエノキシル基とアミド釜素原子の問のアルキレン側鎖の伸長によ

る活性低下は、供試した化合物の範囲では認められなかった。

plso 

3
 

kmzz-U
4
h』
O
Z』一

z
c
-
o
J凶

OH 0 

A J.l、 R

Iごr-~ 
HO- 、""-OH 

N02 

→ー_Alkyl 

-.- Phenylalkyl 

一寸砂ー Phenoxyalkyl 

2 
0 10 20 

Relative Chaln Length' 

図3-11 N-フ工ニル (フエノキシ) アルキルア ミ ド体の

ヒト5-LO阻害活性

(・フ ェニル基の長さをアルキル4鎖長分と して表示)
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iii)置換アニリド誘導体

置換アニリド誘導体では、無置換体 (11)に比べてパラ位置換体が高いヒト 5-

LO阻害活性を示した(図3-12にはクロロ置換体の活性を示す)。特に、疎水性置換

法である底素原子およびトリフルオロメチル置換体で顕著な活性上昇が認められた。

ジク ロロ体 (29)- (31)、および2ートリフルオロメチル体 (26)、4ートリフ

ルオロメチル体 (28) (表3-6参照)ではコーヒー酸の5-10倍強力な活性を示した。

8 

よiNbC1

11.1 H 

c

u

a

崎

、A
H
一〉

Z
U《
由
〉
二
伺
一

U
Z

2 

o 
None 2 3 4 2，3 3，4 3，5 

CI substitution poisition on CI-substituted aniline 

図3-12 ク口 口置換アニリド体のヒト 5・LO阻害活性

iv) 3ーニトロフロログルシンカルボン酸関連化合物の活性

一方、表3・7に示したように、疎水性似IJ鎖を持たないフロログlレシノーlレ (35)、

ニトロフロログルシノール (36)、フロログルシンカルボン殻 (37)および3ーニ

トロフロログルシンカルボン酸 (38)は、いずれも低活性であった。
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表3-7 3-ニトロフロログルシンカルポン酸関連化合物のヒト5-LO阻害活性

OH 

HO)[、よγ;r、XOH 

Y 

No. X Y ICso (μM) 

35 H H(Phloroglucinol) <10000 

36 NO， H 4300 

37 H CO，H 4300 

38 NO， CO，H 2500 

39 H CONHC，H13 700 

40 H CONHC'OH" 20 

これらの結果は、疎水性側鎖の存在が高活性発現に重要であることを示しており、

PET阻害における併造要求性と一致している。しかし、 PET阻害活性には、フロロ グ

ルシノール核上に二つの電子求引性置換基の存在が必要であり、その組み合わせと

してはニトロ基とアミド基(あるいはチオアミド基)が最適であったが、ヒト 5-W

阻害活性ではニトロ基を持たないアミド体 (39，40)にも活性が認められた。また、

PET阻害では必須であったアミド基窒素原子上の水素も 、ヒト5ーLO阻害では必ずし

も必要ではない。即ち、 N メチル体 (32，34)では、それぞれに相当するアミド

基水素を持つ化合物 (3，20)と比べ活性は低下するが、Nーエチル体は、同程度の

活性を示した (33vs 3) 0 PET阻害では、化合物32-34はいずれも低活性であり、

ヒト 5ーLOlm害と PET阻害におけるアミド恭窒素原子上の水素の役割lは明らかに異な

っていることが判明した。
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iv) まとめ

以上の様に、アミノ基側鎖に適当な疎水性置換基を有する3-ニトロフロログルシ

ンカルポン酸アミド誘導体は強力なヒト5-LO阻害活性を示すことが判明した。特に、

本研究で検討した3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体の中では、 N

-フエノキシオクチル体や、 Nーフェニルプチル体が最も高活性であり、そのヒト5

-LO阻害活性はコーヒー酸の20-30倍強力であった。コーヒー酸の活性に対する相

対活性(文献値)で比較すれば、 Nーフエノキシオクチル体やNーフェニルプチル体

の活性は、近年発展著しいコーヒー酸誘導体のうちの高活性なものには及ばないが

(126]、他のタイプの阻害剤、例え IfKF8540(129]やAA-861(130](それぞれコ ーヒー

酸の25倍、 5倍) (化合物は図3-9参照)よりは強力な5-LO阻害剤である。しかし、

本実験に用いた組替えヒト 5-L(コ酵素は、多核型白血球や好塩基球から得られる 5

LO酵素に比べて阻害剤に対する感受性が低い(コ ーヒー己責のIC珂値は前者で1000μM、

後者では5μM)。また、多核型白血球や好塩基球から得られる 5-LO酵素を用いる

検定方法では、インドメタシンによりシクロオキシゲナーゼを阻害した条件で5-lβ

の活性を測定するので、本研究の結果と文献値を直接比較することには問題がある。

今後、 invivoにおける抗炎症作用の検討など、多くの5-1ρ関連の活性を検討するこ

とで、本研究で行った5-LO阻害活性の検定方法と抗炎症活性との関わりが明らかと

なって行くものと考えられる。特に、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体は、

構造的に走行しいタイプの5-1β阻害剤として位置づけることができることから、今後

その有効性について種々の検討を加えて行くことが必要であろう。

3-4 3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体のアラキドン酸代謝系

に対する作用-2 シクロオキシゲナーゼ (CO)阻害活性

前自↑Jでは3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体がヒト 5-LOを阻害す
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ることを示した。しかし前述したように、 COやPLへも発癌プロモーションや炎症に

関わる重要な酵素である。このうち特にCOは、アスピリンに代表される非ステロイ

ド抗炎症斉IJの一時作用点であり [122]、抗炎症活性を検定する場合極めて重要な酵素

である。そこで代表的な3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体について

coの阻害活性を検定することにした。

表3・8 3-ニトロー2，4，6-トリヒドロキシベンズアミド誘導体の

シク ロオキ シゲナーゼ阻害活性

OH 0 
.1 1.l R 

."，、も〆 N'

J!. .... J.. H 
HO~ 、..，...- -OH 

N02 

compound conc. IO'
S
M 1O-6M 

R PGE2 synthesis ( %/ Control) 

Bucyl 49.5 76.5 

H巴xyl 33.7 66.2 

Octyl 

Undecyl 

TIidecyl 

Phenyl 

2-CI-Phenyl 

4-CI-Ph巴nyl

Phenylbucyl 

Indometacin巴*

26.4 

44.1 

53.9 

31.2 

39.5 

23.7 

24.8 

107 

71.1 

68.7 

65.7 

85.1 

114.9 

100.7 

104.7 

31.6 

*positive control 
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1 )活性検定方法

COとしてはウサギ腎臓髄質ミクロソーム画分を用い、放射性標識されたアラキド

ン取を器質として阻害刻存在下で反応させ、生成するPGE
2の量を測定することによ

り阻害効果を検討した。

2 )結果と考察

表3・8に示すように3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体はインドメタ

シンの10倍程度の量でインドメタシンと同等の活性を示すことが判明した。

近年のアラキドン酸代謝酵素阻害斉iJ研究においては、選択的なこれらの酵素の阻

害剤に加えて、ふたつ以上の酵素に有効な阻害活性を有する阻害剤も重要視される

(131)。即ち、本結果は3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体が、有効な

アラキドン酸代謝系阻害剤であることを示す重要な知見である。

3-5 3一二トロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体の5一LO阻害活性と

EBV-EA産生抑制活性における情造要求性の比較

3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体のアラキドン酸代謝系酵素阻害

活性と、前章で述べたEBY-EAiff生抑制活性あるいは抗発癌プロモーション活性に

おける構造要求性を比較することは、発箔プロモーターである TPAの作用機構や、

発癌プロモーシヨンの機構を採るためにも極めて重要である。そこで以下では、多

数の化合物について活性を検定した、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘

導体のヒト 5-[β阻害とEBY-FA産生抑制活性における構造要求性を比較する。

Nーアルキルアミド体の両活性は図3-13のような傾向を示す。 Nーオクチル誘導体

まで両活性ともアルキル鎖長の伸張にしたがって上昇している。 Nーオクチルを越え

るアルキ jレ鎖長のイql張と活性の関係は、両活性で異なるがともに活性の顕著な上昇
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は、ほぽ類似であるといえる。

は見られず、Nーオクチル付近に活性の極大があるという点で、両活性の構造要求性
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図3-13 N-アルキルアミド体の EBV-EA産生抑制活性と
ヒト5・LO阻害活性との活性傾向の比較
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図3-14 N-アルキル体、 N-フ工ニルアルキル体の
EBV-EA産生抑制活性

(ヒト5・LO阻害の活性傾向については図3-11参照)
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一方、 Nーフェニルアルキルアミド体の活性傾向をみると、ヒト 5-L(コ阻害活性の

方は側鎖のイ中張に従って活性が大きく上昇し、 Nーアルキルアミド体の活性を凌ぐ

(図3-11)。しかしながらEBY-EA産生抑制活性は、 Nーフエニルアルキルアミド体

の活性はNーアルキルアミド体より低い(図3-14)。即ち、 Nーフェニルアルキル置

換~の活性におよほす効果は、ヒト 5- L(コ阻害と EBY-EA産生抑制活性で対照的で

ある。

置換アニリド体の活性がNーアルキルアミド体と比較して低下する傾向は、ヒト5

-LO阻害、 EBY-臥 産生抑制活性とも似通っているが、フェニル基上の置換基の効

呆は両活性で異なっている。例えばモノクロロアニリド体の無置換アニリド体に対

する活性は、ヒト S-LO阻害では、パラ、メタ置換体で活性が上昇し、オJレト置換体

では活性が低下したのに対し、 EBY-EA産生抑制活性では、オルト置換体が最も高

い活性を示した (図3・15)。

〉、

ー
〉-u 

20 

<1: 10 
由
〉-'" <l> 
包

。

よANiOC111.1 H 

None 2 3 4 

• EBY 

ロ 5LO

2，3 3，4 3，5 

CI substitution position on CI・subustitutedaniline 

図3-15 クロロ置換アニリド体のEBV-EA産生抑制活性と
ヒト 5-LO阻害活性との活性傾向の比較
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また、アミド基窒素原子上の水素をアルキル置換した三級アミド体の活性は、そ

れぞれの系で明らかに異なっていた。即ち、ヒト5-LO阻害活性では、 Nーメチル-

Nーフェニlレ体および、 Nーメチル-Nーブチル体では対応するこ級アミド体に比べ

て明らかに活性が低下しているが、 Nーエチル-Nープチル体では対応するこ級アミ

ド体とほとんど同じ程度の活性を示している。このことは、 3ーニトロフロログルシ

ンカルポン酸アミド誘導体のヒト5-lβ阻害においては、アミド基窒素原子上の水素

は必ずしも必要ではないことを示唆している。これとは対照的にEBY-EA産生抑制

(PET阻害でも同級)では、これらの三級アミド体の活性は、対応するこ級アミド体

に比べて明らかに低下し、活性発現にはアミド基窒素原子上の水素が重要であるも

のと考えられる。この点においてもヒト 5-LO阻害活性とEBY-EA産生抑制活性に

おける構造要求性は異なっている。しかし最近、マウス皮膚発癌二段階試験におい

ては、三級アミド体である Nーエチル-N-プチル体も有効な抗発癌プロモーター活

性を示すことが示唆された[132]。

以上のように、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体のEBY-EA産生

抑制活性とヒト 5-lρ悶害活性の構造要求性は、その側鎖に疎水性置換基の存在が重

要である点では類似しているが、細部では異なっていることが示された。 EBY-EA

産生抑制試験は動物細胞を用いているために活性発現には膜透過性も関わっている

が、本~で検討したヒト 5-L(コ阻害活性は抽出した酵素を用いているために、化合物

の}tiI;透過性の影響は考慮する必要がない。両活性の詳Y:f!な関係は明らかではないが、

本検討により、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体のヒト 5-LO阻害

活性と EBY-EAM生抑制活性の1mにある程度の相関関係が認められたことは、 TPA

がアラキドン酸代謝系に作用して活性を発現する [133]という TPAの発箔プロモーシ

ヨンにおける作用機構についての従来の説を支持するものである。

1
 

1
 

1
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3-6 まとめ

以上ノド章では、 3-ニトロフロログルシンカルポン酸誘導体に、有効な抗発癌プロ

モーシヨン活性が存在すること、また3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体が

抗炎症性につながるとされているアラキドン酸の代謝系酵素阻害活性を有すること

を明らかにした。また、抗発癌プロモーシヨン活性とアラキドン酸代謝系酵素阻害

活性との関連について、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体のEBV-

EA産生抑制活性とヒト5-LO阻害活性の構造要求性を検討することによって考察を

加えた。そして3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体が高活性を示すた

めの問活性の機i主要求性に、細部では異なるものの、多くの類似点があることを認

めた。即ち本研究により、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体、特に3ーニ

トロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体がアラキドン酸代謝系酵素組害活性を

有すること、また抗発箔プロモーターとしての活性を有することが明かとなり、こ

れらの活性の間にある程度の相関関係が認められた。この結呆は、前述したように、

TPAの発癌プロモーションにおける作用機併に、アラキドン酸代謝系が関与してい

るとする従来の説を支持するとともに、 5ーリポキシゲナーゼやシクロオキシゲナー

ゼによって誘導されるロイコトリエン類やプロスタグランジン類が、発癌プロモー

ションに何らかの影響を与えていることを示唆するものであろう。

前述したように、ロイコトリエン類やプロスタグランジン類などのアラキドン酸

代謝物と発癌プロモーションとの関係については現在でもまだ決定的な証拠が得ら

れていない。本化合物のような新規な母核をもっ阻害剤を開発し、その性質を解明

していくことは、この問題をj拝がとするための有効なアプローチのひとつであろう。

3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体に代表されるフロログルシノー

ル誘導体の抗発箔プロモーシヨン活性や、アラキドン般代謝酵素系に関する活性の
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研究はまだその端緒についたばかりで、高活性発現のための構造最適化も行ってい

ない。また、アラキドン酸代謝物は動物の種々の生理的局面において重要な役割を

果たしているため、フロログルシノール誘導体の種々の生理的過程に対する活性の

検討が必要である。そのためには、今後、フロログルシノール誘導体に関する有機

化学および生理生化学的研究のより 一層の発展が望まれる。
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総合考察

総合考察 3ーニトロフ口ログルシンカルボン酸誘導体の生理活性と作

用部位に関する考察

総ー 1 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体の各種生理活性の相関

本研究により 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体が、植物の光合成電子伝

達系や動物のアラキドン酸代謝系など、往々の生理反応に作用することが判明した。

特にアミド体では、そのアミド基側鎖の借造と活性の関係には異なる生理試験系に

おいて類似した傾向が認められた。そこで、 PET阻害活性、 EBY-EA産生抑制活性、

ヒト5-Lρ阻害活性の相関を検討した(図総ー1，2，3)。

この図からも明かなように、 PET阻害活性とEBYー臥産生抑制活性の問の相関はか

なり低く(相関係数0.34)、日Y-EA産生抑制活性とヒト 5-1β阻害活性の問には中

程度の相関(相関係数0.47)が認められた。これに対して、 PET阻害活性とヒト 5-

LO阻害活性の問には比較的高い相関 (相関係数0.66)が認められた。 この事実は、

PET阻害とヒト 5-1ρ阻害における、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘

導体の作用点ないしは作用性がかなり類似していることを示唆する。そこで、 PET系

のDlタンパク賀、アラキドン酸代謝系の酵素について、その薬剤受容部位と3ーニト

ロフロログルシンカルボン酸誘導体との相互作用について考察した。

総-2 光合成電子伝達系とアラキドン酸代謝系の受容部位に関する考察

PET系とアラキドン酸代謝系の共通点は、その反応の基質がDlタンパク11ではプラ

ストキノン、アラキドン酸酵素系ではアラキドン酸であり、いずれも脂溶性化合物

であることである。いずれの系においても、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘

導体の疎水性i泣換&のLogPの増大が阻害活性を上昇させたことから、反応基質との

fil~造類似性が阻筈活性発現にlli~な;即応をもつことが示唆された。
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回総-3 PET阻害活性とヒ卜 5-LO阻害活性

図総-1，2，3 3-ニトロフ ロロ グルシンカルポン酸アミド類

の示した各活性問の相関 (r=相関係数)
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フロログルシノール核とこれらの酵素系における受容部位との親和性を説明する

場合に重要なのは鉄原子の存在であろう。Dlタンパク質においては、タンパク質中

に存在する 2価非へム鉄が0...Qsのキノン問の電子伝達に共役していることが示され

ており [134]、Oeisenhoferらによる光合成細菌の反応中心タンパク質の X線結晶構造

解析からも確認されている[2.60]。フェノール型光合成電子伝達阻害剤は01タンパ

ク質の2"Hisに結合(あるいは配位)していると考えられているが[34]、この2l>日sは

非へム鉄に配位しており、またもも結合するとされている[34]。本論文で考察したよ

うに、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体も、その阻害様式の解析結果から、

D凹l夕ンパク質のこの2引II泊H

一方、 5-LOやcoについては、 現在のところ、光合成反応中心のようにX線結品

構造解析による高次構造の検討は行われていない。しかし酵素の生化学的性質は詳

しく検討されている。即ち、ヒト5-1βは一個の非へム鉄をもつことが最近発見され

た[135]0また石井らはESRスペクトル解析により、ダイズリポキシゲナーゼで証明

されているように[136]、この鉄が三価の場合に酵素活性を発現することを最近確認

した[137]。一方、一般にCOはへム鉄を持つことが知られている[138]。また松本らは、

5ーLOの非へム鉄に配位するアミノ酸について検討を加え、本研究で用いたヒト 5-

LOと種々のリポキシゲナーゼにおいてはぽ完全に保存されている 546番目から558番

目までの配列中の550番目のHis残基が、重要であることを指摘している[139]。従っ

て、 3ーニトロフロログルシンカルボン酸誘導体が、リポキシゲナーゼやシクロオキ

シゲナーゼにおいても、反応中心の鉄原子の結合部位近傍にその母核を位置させ、

その反応を直接的に阻害している可能性がある。今後、フォトアフィニティーラベ

ル化合物などを用いた研究により、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体とDl

タンパク質やリポキシゲナーゼなどとの結合に関与するアミノ酸残基の解析を行う

必要がある。そのような解析を通じて受容体特有の結合様式が明らかになれば、新
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規な特異的な光合成阻害剤やアラキドン酸代謝阻害剤の分子設計に強力な指針が与

えられるであろう。一方、 3ーニトロフロログルシンカルポン酸誘導体が鉄原子を反

応中心に持つタンパク質に一般的な親和性があるならば、チトクローム系タンパク

質なども阻害する、いわゆる選択性のない毒物である危険性も懸念される。ある物

質が選択毒性を有するかどうかを決定するためには、可能な限り多くの生理検定系

における活性を調べる必要があるが、生命体の全酵素系に対する影響を調べること

は非現実的である。選択的活性を有する化合物を検索するための有効な方法は、 PET

阻害について本研究などによって行ってきたように、特定の生理活性の向上を狙う

ことであろう。そのためには、ターゲツトである酵素や代謝系の生理生化学に関す

る充分な理解に基づいた分子設計が最も重要である。

現時点では、本研究で阻害作用のターゲツトに設定した光合成電子伝達系、 Epstein

Barrウイルス早期抗原産生現象、アラキドン酸代謝系などは、分子生物学的領域で突

出した進歩を遂げている生理反応であるが、完全には分子レベルの解明に至ってい

ない。従って、阻害剤と受容部位との相互作用の論理的最適化を行うことはまだ可

能となっていない。しかし、本研究のように可能なかぎり生物情報を採り入れなが

ら生理活性分子の設計を行うことは、新しいターゲットを探索するための重要なア

プローチとなるであろう。
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1) 3-ニトロフロログルシンカルポン酸誘導体の合成

1. フロログJレシノールを原料とした3-ニトロフロログルシンカルポン酸アミドおよびチオアミド

の合成

1)ニトロフロログJレシノーJレの合成(15)

機iIt式かき混ぜ器をそなえた5∞ml容の4つロフラスコ中、 12.6g (0.1 mol)のフロログルシノ-)レを

2∞mlの50%(v/v)硫酸に溶解させた。室温下温度上昇に注意しながら、 50%硫酸60mlと濃硝酸(60%

印，0，)12.6 mlの混液を徐々に加え、 1時間室温下で撹件、した。これを 11の氷水にあけ、沈澱を漣取し

た。沈澱を少量の冷水で洗浄したのち、熱水より再結晶して、ニトロフロログJレシノールの針状結晶

を得た。収量11.5go 

MS; m/z (陀1.inl.)・ 213(M-， 1∞ %)， 183 (45)， 166 (30)， 155(35) 

2)ニトロフロログルシノーJレからの3-ニトロフロログJレシンカルポン酸アミドおよびチオアミドの

合成

本工程は用いるイソシアネートが異なることにより反応時間、分縫及び再結晶条件が微妙』こ異なる

が本質的には共通の方法を用いた。一般的な例を以下に示す。

i) N-ヘキシJレー3-ニトロー2人6・トリヒドロキシベンズアミドの合成

~化カ Jレシウム乾燥管をつけたよく乾燥した2∞ mlのフラスコ中、 1 ) で得られたニトロフロログ

ルシノーJレ680mg (4 mmol)を無水ニトロベンゼン50mlに溶解し、 1.5g (12 mmol)の無水浸化71レミニ

ウムを加えた。反応液は直ちに黒色を呈した。ヘキシJレイソシアネート520mg (4 mmol)を加えたのち

約70"Cに加熱し一昼夜撹祥を続けた。反応液を放冷後l∞mlのlN塩酸水溶液中に加えたのち、約30

分撹排した。ニトロベンゼン層を分取した後、水層を酢酸エチJレで抽出し、これをニトロベンゼン層

と合わせて、飽和食温水で洗浄したのち、無水硫酸ナトリウムで乾燥後減圧下波書宿した。ヘキサン・

酢酸エチJレ・ギ酸=3∞l(泊 lを用いるシリカグJレカラムにより精製後、主丸ヘキサンから再結晶し伴ヘ

キシjレー3・ニトロー2人6-トリヒドロキシベンズアミドを7∞mg得た。

融点 73-74 "c 

'H-NMR(1i・CDC1，!TMS ppm): 0.9 (3H， t， J=6Hz)， 1.2-2.0 (8H)， 3.5 (2H. d， t， J=6Hz，6Hz)， 6.1 (IH. s)， 
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8.3 (1 H， br)， 16.1 (1 H， br) 

ii) Nーへキシjレー3-ニトロー2，4，ふトリヒドロキシベンズチオアミドの合成

塩化カルシウム乾燥管をつけたよく乾燥した2∞m1のフラスコ中、 1) で得られたモノニトロフロ

ログルシノーlレ680mg (4 mmo1)を無水ニトロベンゼン50m1に溶解し、1.5g (12 mmo1)の無水温化7}レ

ミニウムを加えた。反応液は直ちに黒色を呈した。ヘキシルイソチオシアネート680mg (4 mmo1)をB日

えたのち約70"cに加熱し一昼夜撹件、を続けた。反応液を放冷後100m1の1N塩酸水溶液中に加え、約

30分撹持した。ニトロベンゼン層を分取し、水層を酢酸エチJレで抽出した。これをニトロベンゼン層

と合わせて、飽和食温水で洗浄したのち、無水硫酸ナトリウムで乾燥後減圧下波給した。ヘキサン。

酢酸エチJレギ酸=300: 1∞: 1を用いるシリカゲJレカラムにより精製後、熱ヘキサンから再結晶しN-ヘ

キシJレー3-ニトロー2人6トリヒドロキシベンズチオアミドを9∞mg得た。

融点 126-128 "c 

IH_NMR (o-CDC1，! TMS ppm): 0.9 (3H， t， J=創 Z)，1.2-2.0 (8問， 3.7 (2H， d，t， J=6Hz，6Hz)， 6.1 (1 H， s)， 

9.6 (1H， br)， 11.0 (IH， br)， 14.4 (IH， br) 

2 フロログルシンカルボン酸を原料とした3ーニトロフロログルシンカルボン酸アミド誘導体およ

び、エステル誘導体の合成

1) 3-ニトロフロログJレシンカ Jレポン酸の合成

機械式かき混ぜ器をそなえた500m1容の4つロフラスコに、 200m1の60% (v/v)硫酸を入れ、 18.8g 

(0.1 mo1)の 7ロログルシンカルポン酸を徐々に加え、均ーになるまで(約15分くらい)撹件、した。こ

こにω%術政15.6m1を徐々に加え、氷冷を保ちながら約3時間撹祥した。

反応液を2∞Eの氷水中にあけ、生じた沈澱を減取した。沈殿を氷冷した塩酸酸性飽和食温水で洗浄

したのち、 5∞m1の熱メタノ-}レで十分に他出した。不溶物を漣別後減圧下波給乾燥し、収量20gで

3・ニトロフロログlレシンカ Jレポン駿の粗製物を得た。粗製物は、このままで次の工程に用いることが

でき、本製法においてもこのまま用いることとした。より精製するときは以下の方法によった。

粗製物5gをアセトンを溶媒とする活性炭のカラムにより精製し、熱酢酸エチJレから再結晶し、ほほ

純粋な3・ニトロフロログJレシンカ Jレポン酸3gが得られた。

融点 170"C (分解)

IH_NMR(ふDMSO-dJTMS ppm): 5.6 (1 H， s) 
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本精製物は、分離前の粗製物より不安定であるため、保存には適さない。また前述した通り粗製物

でも以下の反応に支障がないことが判明しているので、以下ではすべて粗裂物を反応原料として用い

た。

2) 3-ニトロフロログルシンカ Jレポン酸からの3・ニトロフロログjレシンカルポン酸アミド誘導体およ

ぴ、エステル誘導体の合成

当工程も基本的にはいずれも同一であり、各7ミンの反応性の追いにより 、反応条件が一部異なる

のみである。以下、代表的なものについてその反応条件を記す。

i) N-プチJレー3-ニトロー2人6・トリヒドロキシベンズアミドの合成

Jl化カルシウム乾燥管をつけたよく乾燥した2∞mlのフラスコ中、 1)で得られた3-ニトロフロログ

Jレシンカ Jレポン般の粗結品860mg (4 mmol)を720mg (6 mmol)のN-ヒドロキシスクシニミドとともに

無水THFloomlに室温にて溶解し、その後氷冷した。ここに830mg (4 mmol)のジシクロヘキシJレカル

ポジイミド (DCC)の丁目F溶液を徐々に加えた後、約20分間後祥を続けた。更に3∞mg(4 mmol)のn

-プチJレアミンのTHF溶液を滴下し、反応液を室温に戻し約3時間撹持した。

不溶物をひだおりiJ.!紙によって泊別したのち、主主液を減圧下浸結後、ヘキサン酢酸エチJレギ酸=

3∞: 1∞: 1を用いるシリカゲJレカラムにより締製した。熱ヘキサン より再結晶し伴プチJレふ ニトロ

ー2，4，6-トリヒドロキシベンズアミドを700mgをf専た。

融点 98-1∞℃  

¥H-NlvfR (8-CDCI，! TMS ppm): 1.0 (3H， t， J=任Iz)，1.2-2.0 (4問，3.5(2H， d，t， J=6Hz，6Hz)， 6.1 (IH， s)， 

8.3 (IH， br)， 11.3 (IH， s)， 13.7 (IH. s)， 16.1 (IH， s) 

ii) N-(3'，4'-CI，-フェニJレ)-3・ニトロー2人6・トリヒドロキシベンズアミドの合成

I量化カルシウム乾燥管をつけたよく箆燥した2∞mlのフラスコ中、 1)で得られた3・ニトロ 7ロログ

Jレシンカルポン酸の粗結晶860mg (4mmol)を720mg (6mmol)のN-ヒドロキシスクシニミドとともに無

水THFloomlに室泡にて浴解し、その後氷冷した。ここに830mg (4 mmol)のDCCのTHF溶液を徐々に

加えた後、約20分間撹持、を続けた。更に680mg (4mmol)の3，4-CIγアニリンのTHF溶液を滴下した。そ

の後、 トリエチJレアミン8∞mg(8mmoI)を添加し、室I昆に戻した。その後6時間撹排した。

不浴物をひだおり 減紙によって減別したのち、i慮液を減圧下浸縮後、ヘキサン酢酸エチル・ギ&.=

2∞。 ω0: 1 をmいるシリカゲJレカラムに よ り tilJ~ した。熱メタノ ー ル よ り再結晶し、 N- (3'，4'-CI，-フエ

ニJレ)ふ ニトロー2人6・トリヒドロキシベンズアミドS∞mgを得た。
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融点 18ト183"C(分解)

'H-NMR ( O-DMSO-d，/ TMS ppm): 6.0 (lH， s)， 7.2 (IH， s)， 7.7-7.8 (2H， m) 

本化合物は、前例に示した方法をそのまま適用することでは合成が不可能であった。そこで反応条

件について種々検討した結果、反応中にトリエチルアミンを添加することにより反応が迅速に進行し、

目的物が得られることが明らかになった。また目的物を得られまでに長い反応時間を要する化合物に

おいても、 トリエチJレアミンの添加により、反応が迅速に進行し、目的物が得られることが明かとな

った。したがって、他のアミド体の合成においても反応の進行具合を検討しながら、適宜反応系にト

リエチルアミンをr岳B日した。

iii) 3・ニトロー2人6・トリヒドロキシベンゾエートの合成

エステル体の合成についても基本的には本方法が応用できた。ただしエステJレ体を合成する際には、

伴ヒドロキシスクシニミドは不要であった。以下に反応例を挙げる。

(オクチJレー3-ニトロー2人6-トリヒドロキシペンゾエートの合成)

J1l:1ヒカJレシウム乾燥管をつけたよく乾燥した2∞mlのフラスコ中、 1)で得られた3-ニトロフロログ

ルシンカルポン駿の粗結品860mg (4 mmol)とオクタノーJレ7∞mg(6 mmol)を、室温にて溶解し、そ

の後氷冷した。ここに、 830mg (4 mmol)のDCCのTHF溶液を徐々に加えた。このまま約30分間撹祥

を続けた。不溶物をひだおり語紙によって減過したのち、減液を減圧下波結後、ヘキサン酢酸エチ

ルギ酸=5∞l∞lを用いるシリカゲJレカラムにより精製した。熱メタノーJレから再結品し、オクチ

Jレー3-ニトロー2人6トリヒドロキシベンゾエート 700mgをf早た。

融点 47-49 "c 

'H-N加IR( O-CDCI，! TMS ppm)・0.9(31-1， t， J=7Hz)， 1.3-1.7 (10町，1.9 (2H， m)， 4.4 (2H，した7Hz)，

6.2 (IH， s)， 11.5 (lH， s)， 12.7 (IH， br)， 12.9 (lH， s) 

これらの方法をJ.Ilい合成した全化合物の物性値を表EトI-EI-4，E2-I，2に示す。
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表 E1-1 3ーニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体の'H-NMRスペク トル

NON-substutuent lH-NMR IO-CDC1]/TMS ppm.) Solvent IA) -Acetone-d6， (D)ーOMSO-d6

Methyl 4.5Id，2H，J=5Hz)， 6.211H，s)， 8.3(1H，br)， 11.3(1H，s)， 

13.8 I1H， s)， 16.1 I1H， s) 

Ethyl 1.313H，t，J=7Hz)， 3.512H，d，t，J=7Hz，7Hz)， 6.111H，s) 

Propyl l.OI3H，t，J=7Hz)， 1.2-2.0(m，2H)， 3.412H，d，乞，J=6Hz，6Hz) ， 

6.111H，S)，8.311H，br)， 1l.3(lH，s)， 13.711H，s)， 16.111H，s) 

Butyl 1.0 13H， t， J=6Hz)， 1.2-2.0 Ibr， 4H)， 3.5 12H， d， t， J-7Hz， 7Hz)， 

6.111H，s)，8.311H，br)， 11.311H，s)， 13.811H，s)，16.311H，s) 

Penty1 l.OI3H，t，J=6Hz)， 1.2-2.016H)， 3.512H，d，t，J=6Hz，6Hz)， 

6.111H，S)，8.311H，br)， 16.111H，br) 

Hexyl O.913H，t，J=6Hz)， 1.2-2.018H)， 3.512H，d，t，J=6Hz，6Hz)， 

6.111H，s)，8.311H，br)， 16.111H，br) 

Heptyl O.9(3H，t，J=6Hz)， 1.2-2.0(lOH)， 3.512H，d，t，J=6Hz，6Hz)， 

6.111H，s)，8.111H，br)， 1l.211H，s)， 13.811H，s)， 16.111H，br) 

Octyl 0.9 13H， t， J=6Hz)， 1.2-2.0 112H)， 3.5 (2H， d， t， J=6Hz， 6Hz)， 

6.111H，S)， 8.211H，br)， 16.111H，br) 

Nonyl O.913H，t，J=6Hz)， 1.2-2.0114H)， 3.412H，d，t，J=6Hz，6Hz)， 

10 Decyl 

11 Undecyl 

12 Tridecyl 

13 Pentadecyl 

14 Octadecyl 

IS Cyclohexyl 

16 Phenyl 

17 2-CI-Phenyl 

18 3-CI-Phenyl 

6.111H，s)，8.211H，br)， 1l.211H，s)， 13.811H，s)， 16.111H，br) 

O.913H，t，J=6Hz)， 1.2-2.0(16H)， 3.512H，d，t，J=6Hz，6nz)， 

6.111H，s)， 8.211H，br)， 16.111H，br) 

O.913H，t，J=6Hz)， 1.2-2.0118H)， 3.512H，d，t，J=6Hz，6Hz)， 

6.111H，s)， 8.211H，br)， 16.111H，br) 

O.9(3H，t，J=6Hz)， 1.2-2.0122H)， 3.512H，d，t，J=6Hz，6Hz)， 

6.111H，S)， 8.211H，br)， 16.111H，br) 

O.913H，t，J=6Hz)， 1.2-2.0126H)， 3.512H，d，t，J=6Hz，6Hz)， 

6.111H，s)， 8.211H，br) 

0.9 13H， t， J=6Hz)， 1.2-2.0 132H)， 3.4 12H， d， t， J=6Hz， 6Hz)， 

6.1 I1H， s)， 8.2 I1H， br) 

1.0-2.3111H)， 6.1 I1H，s)， 8.2 I1H，br)， 11.2 I1H，br)， 

13.811H，br)， 16.111H，br) 

5.811H，S)，7.0-7.815H，m) IA) 

6.111H，s)，7.2-7.813H，m)，8.1-8.311H，m) (0) 

6.111H，s)，7.2-8.014H，m) (0) 
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19 4-Cl-Phenyl 

20 3，5-ClrPhenyl 

21 4-Br-Phenyl 

22 Benzyl 

23 Phenethyl 

24 (R) α-Phenethyl 

25 (5) -α-Phenethyl 

26 Phenylpropyl 

27 Phenylbuヒyl

28 N-Me-Phenyl 

29 3，4-C12-phenyl 

30 2，3-ClrPhenyl 

31 2，4-ClrPhenyl 

32 4-CFrPhenyl 

33 4-iPro-Phenyl 

34 4-NMerPhenyl 

35 Phenoxy-Et 

36 4-Cl-PhenoxyーEt

37 2-F-Phenyl 

38 3-F-Phenyl 

39 4-F-Phenyl 

40 3-0Me-Phenyl 

41 3，4-0MerPhenyl 

42 2-CF3-Phenyl 

43 3-CFrPhenyl 

実験の部

5.9(lH ， s) ， 7.2(2H ， d ， J-10Hz) ， 7.6(2H ， d ， J~10HZ) (0) 

6.1 (lH， s)， 7.3 (lH， t， J~2Hz) ， 7.7 (2H，d， J~2Hz) (0) 

6.1(lH，S)，7.6(4H，S) (0) 

4.6(2H ， d ， J~5Hz) ， 6.1(lH，s)， 7.3(s，5H)， 8.6(lH，br)， 

11. 3 (lH， br)， 13.7 (lH， bど)， 15.9(lH，br) 

2.9(2H，t，J'・6Hz)，3.7 (2H， d， t， J~6Hz ， 6Hz)， 6.0 (lH， s)， 7.1 (5H， s)， 

8.2(lH，br)， l1.3(lH，s)， 13.7(lH，s)， 16.1(lH，s) 

1. 6(d ， 3H ， J~7Hz) ， 5.2(lH ， d ， q ， J~7Hz ， 7Hz) ， 6.0(:H，s)， 7.2(5H，s)， 

8.4(lH，br)， 15.9(lH，br) 

1.6(d，3H，J-7Hz)， 5 . 2(lH ， d ， q ， J~7Hz ， 7Hz) ， 6.0(lH，s)，7.2(5H，s)， 

8.4(lH，br)， 15.9(lH，br) 

2.0 (2H， t， t， J~7Hz ， 7Hz)， 2.7 (2H， t， J~7Hz) ， 3.4 (2H， d， t， J=7Hz， 7Hz) 

6.0(lH，S)， 7.1(5H，s)， 8.2(lH，br)， 11.3(lH，s)， 13.5(1H，s)， 

工6.1(lH，S)

1.7(4H，t，t，J=7Hz，7Hz)， 2.6(2H，t，J=7Hz)， 3.4(2H，d，t，J=7Hz，7Hz) 

6.1(lH，S)， 7.1(5H，s)， 8.3(lH，br)， 11.3(lH，s)， 13.7(lH，s)， 

16.1(lH，s) 

3.3(s，3H)，5.7(lH，S)，7.1(5H，s) (0) 

6.0(lH，s)，7.2(lH，s)，7.7-7.8(2H，m) (0) 

6.1(lH，s)，7.2(2H，d，J=6Hz)，8.1-8.3(lH，m) (0) 

6.1(lH，S)， 7.2(lH，d，d，J=2Hz，10Hz)， 7.4(lH，d，J=2Hz)， 

8.3(lH，d，J=10Hz) (0) 

6.0(lH，S)，7.5(2H，d，J=10Hz)，7.7(2H，d，J=10Hz) (0) 

1.2 (6H， d， J~7Hz) ，2.6-2.9 (lH， m) ，5.9 (lH， 5) ， 6 . 9 (2H， d， J~8Hz) ， 

7.2(2H，d，J=8Hz) (0) 

2.9(6H，s)， 5.9(lH，s)， 6.7(2H，d，J=9Hz)， 7.4(2H，d，J=9Hz) (0) 

3.8(2H，t，J=5Hz)， 4.2(2H ， t ， J~5Hz) ， 6.1(1H，s)， 6.8-7.2(5H) (0) 

3 . 8 (2 H， t， J= 5 H z)， 4. 2 (2 H， t， J= 5 H z) ， 6 . 1 (1 H， 5) ， 

6.8(2H，d，J=9Hz) (0) 

6.0(lH，S)， 6.8-7.3(3H，m)， 7.9-8.2(lH，m) (0) 

6.1(lH，s)， 6.6-6.9(lH，m)， 7.1-7.7(3H，m) (0) 

6.1(lH，S)， 6.8-7.2(2H，m)，.7.3-7.9(2H，m) (0) 

3.8(3H，s)， 6.2(lH，s)， 6.5-6.8(lH，m)， 6.9-7.4(3H，m) (0) 

3.8(3H，S)， 6.1(lH，s)， 6.8(lH，d，J=9Hz)， 7.0(lH ， d ， d ， J~9Hz ， 2Hz) ， 

7.2(lH，d，J=2Hz) (0) 

6.0(lH，S)，7.1-8.1(4H，m) (0) 

6 . 1 (lH， S) ， 7 .2 -8 . 0 (3H， m) ， 8 . 1 (1 H， bど) (0) 
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44 4-Et-Phenyl 

45 4-nPro-Phenyl 

46 2-Me-Phenyl 

47 3-Me-Phenyl 

48 4-Me-Phenyl 

49 2-0Me-Phenyl 

50 4-0Me-Phenyl 

51 Phenoxybutyl 

52 Phenoxyhexyl 

53 Phenoxyoctyl 

54 Phenoxydecyl 

55 Phenoxydodecyl 

実験の部

1.2(3H，t，J-7Hz)， 2.6(2H，q，J-7Hz)， 5.6(lH，s)， 7.0(2H，d，J-8Hz)， 

7.4(2H，d，J-8Hz) (0) 

1.1(3H，t，J-7Hz)， 1.4-1.9(2H，m)， 2.6(2H，q，J-7Hz)， 5.6(lH，s)， 

7.0 (2H， d， J=8Hz)， 7.4 (2H， d， J-8Hz) (0) 

2.3(3H，S)， 6.1(lH，s)， 6.9-7.3(3H，m)， 7.6-7.9(lH，m) (0) 

2.3(3H，S)， 6.1(lH，s)， 6.8-7.4(4H，m) (0) 

2.3(3H，s)， 6.1(lH，s)， 7.1(2H，d，J-8Hz)， 7.4(2H，d，J-8Hz) (0) 

3.9(3H，s)， 6.1(lH，s)， 6.8-7.1(3H，m)， 8.1-8.3(lH，m) (0) 

3.8(3H，s)， 6.1(lH，s)， 6.8(2H，d，J-9Hz)， 7.4(2H，d，J-9Hz) (0) 

1 . 2 -2 . 0 ( 4 H)， 3. 5 (2 H， d， t， J-6 H z， 6 H z)， 4. 0 (2 H， t， J-6 H z) ， 

6.1(lH，s)， 6.9-7.3(5H)， 8.3(lH，br)， 11.2(lH，br)， 16.1(lH，s) 

1.2-2.0(8H)， 3.5(2H，d，t，J-6Hz，6Hz)， 4.0(2H，t，J-6Hz)， 

6.1(lH，S)， 6.9-7.3(5H)， 8.3(lH，br)， 11.2(lH，bど)， 16.1(lH，s) 

1.2-2.0(12H)， 3.5(2H，d，t，J-6Hz，6Hz)， 4.0(2H，t，J-6Hz)， 

6.1(lH，S)， 6.9-7.3(5H)， 8.3(lH，br)， 11.2(lH，br)， 16.1(lH，s) 

1.2-2.0(16H)， 3.5(2H，d，t，J-6Hz，6Hz)， 4.0(2H，t，J-6Hz)， 

6.1(lH，S)， 6.9-7.3(5H)， 8.3(lH，br)， 11.2(lH，br)， 16.1(lH，s) 

1.2-2.0(20H)， 3.4(2H，d，t，J-6Hz，6Hz)， 4.0(2H，t，J-6Hz)， 

6.1(lH，S)， 6.9-7.3(5H)， 8.3(lH，br)， 11.2(lH，br)， 16.1(lH，s) 

56 Phenoxyphenoxyethyl 3.8(2H，d，t，J-6Hz，6Hz)， 4.1(2H，t，J-6Hz)， 6.1(lH，s)， 

6.8-7.3 (9H) ，8.6 (lH， t， J-6Hz) ， 11 . 1 (lH， bど)，15.9(lH，s)

57 Phenylpentyl 1.2-1.8(6H)， 2.6(2H，t，J-7Hz)， 3.4(2H，d，t，J-7Hz，7Hz)， 

6.1(lH，S)， 7.0-7.3(5H)， 8.2(lH，br) 

58 3-(3，4ClrPhenyl)-urea 6.1(lH，s)， 7.4(2H，d，J-2Hz)， 7.9(lH，d，J-2Hz)， 

8.6(lH，s)， 9.2(lH，s)， 11.5(lH，br) (0) 

59 Phenoxyphenyl 

60 4-CI-Phenoxyphenyl 

6.2(lH，s)， 6.9-7.6(9H)， 9.9(lH，br)， 11.2(lH，s)， 

15.9(lH，s) 

6.2(lH，S)， 7.0(2H，d，J-9Hz)， 7.1(2H，d，J-9Hz)， 

7.3(2H，d，J-9Hz)， 7.6(2H，d，J-9Hz)， lO.6(lH，br)， 

11.3(lH，br) (0) 
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表 E1・2 3-ニトロフロログルシンカルポン酸チオアミド誘導体の'H-NMRスベヲトル

N-substutuent 

S-Methy1 

S-Ethy1 

S-Buty1 

S-Hexy1 

S-Hepty1 

S-Octy1 

S-Nony1 

S-Decy1 

lH-NMR(O-CDC1]/TMS ppm.) 

3.3(3H，d，J-6Hz)， 6.2(lH，s) 

1.3(3H，t，♂'-7Hz)， 3.S-3.9(2H，m)， 6.1(lH，s) 

1.0(3H，t，J-6Hz)， 1.2-2.0(4H)， 3噌 7(2H，d，t，J-6Hz，6Hz)，

6.1(1H，S)， 9.4(lH.，br)， 11.0(lH，br)， 14.4(lH，br) 

0.9(3H，t，J-6Hz)， 1.2-2.0(8H)， 3.7(2H，d，t，J-6Hz，6Hz)， 

6.1(1H，s)， 9.6(1H.，br)， 11.0(1H，br)， 14.4(lH，br) 

0.9(3H，t，J-6Hz)， 1.2-2.0(10H)， 3.7(2H，d，t，J-6Hz，6Hz)， 

6.1(1H，s)， 9.6(1H.，br)， 11.0(1H，br)， 14.4(1H，br) 

O.9(3H，t，J-6Hz)， 1.2-2.0(12H)， 3.7(2H，d，t，J-6Hz，6Hz)， 

6.1 (1H，s)， 9.6 (1H. ，br)， 11.0 (1H，br)， 14.4 (1H，br) 

0.9(3H，t，J-7Hz)， 1.2-2.0(14H)， 3.7(2H，d，t，J-7Hz，7Hz)， 

6.1(1H，S)， 9.6(1H.，br) 

o . 9 ( 3 H， t， J-6 H z) ， 1 . 2 -2 . 0 ( 16 H)， 3. 7 (2 H， d， t，♂:6Hz， 6Hz) I 

61(1H，S)， 9.6(1H.，br)， 1l.0(1H，br)， 14.4(lH，bど)

表 E1-3 3-ニトロフロログルシンカルポン酸エステル誘導体の同守NMRスペクトル

Q-substut.uent 

Methy1 

Ethy1 

Buty1 

Hexy1 

Octy1 

Nony1 

Decy1 

lH-NMR(O-CDC1]/TMS ppm.) 

4.0(3H，s)， 6.2(1H，s)， 11.S(1H，br)， 12.5(1H，br)， 13.0(1H，br) 

1.5(3H，t，J-7Hz)， 4.S(2H，q，J-7Hz)， 6.1(lH，s)， 11.5(lH，br)， 

12.7 (1H， br)， 12.9 (lH， bど)

1.0(3H，t，J-7Hz)， 1.6(2H，m)， 1.9(2H，m)， 4.5(2H，t，J-7Hz)， 

11.6(1H，br)， 12.7(1H，br)， 13.0(1H，br) 

0.9(3H，t，J-7Hz)， 1.3-1.7(6H)， 1.9(2H，m)， 4.4(2H，t，J-7Hz)， 

6.2(1H，s)， 12.S(1H，br) 

0.9(3H，t，J-7Hz)，1.3-1.7(10H)， 1.9(2H，m)， 4.4(2H，t，J-7Hz)， 

6.2(1H，s)，11.S(1H，s)， 12.7(lH，br)， 12.9(1H，s) 

0.9(3H，t，J-7Hz)， 1.3-1.7(12H)， 1.9(2H，m)， 4.4(2H，t，J-7Hz)， 

6.2(1H，S)， 11.S(1H，s)， 12.7(1H，br)， 12.9(1H，s) 

0.9(3H，t，J-7Hz)， 1.3-1.7(14H)， 1.9(2H，m)， 4.4(2H，t，J-7Hz)， 

6.2(1H，S)， 11.5(lH，s)， 12.7(1H，br)， 12.9(1H，s) 
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E8 

E9 

E10 

E11 

E12 

E13 

E14 

NO 

U1 

U2 

U3 

U4 

Undecyl 

Dodecyl 

Tridecyl 

Pentadecyl 

Phenyl 

Benzyl 

Phenylpropyl 

実験の部

O.9(3H ， t ， J~7Hz) ， 1.3 - 1.7(16H) ， 1.9(2H，rn)， 4.4(2H ， t ， J~7Hz) ， 

6.2(lH，s)， 11.5(lH，s)， 12.7(lH，br)， 12.9(lH，s) 

O.9(3H ， t ， J~7Hz) ，1. 3 - 1. 7(18H) ， 1.9(2H，m)， 4.4(2H，ヒ， J=7Hz)，

6.2(lH，S)， 11.5(lH，s)， 12.7(lH，br)， 12.9(lH，s) 

O.9(3H ， t ， J~7Hz) ， 1.3-1.7(20H)， 1.9(2H，m)， 4.4(2H，t，J-7Hz)， 

6.2(lH，s)， 11.5(lH，s)， 12.7(lH，br)， 12.9(lH，s) 

0.9 (3H， t， J~7Hz) ， 1.3-1.7 (24H)， 1. 9 (2H，m)， 4.4 (2H， t， J~7Hz) ， 

6.2(lH，S)， 1l.5(lH，s)， 12.7(lH，br)， 12.9(lH，s) 

6.2(lH，s)， 7.2-7.6(5H)， 1l.5(lH，s)， 12.6(lH，br)， 13.2(lH，s) 

5.5(2H，s)， 6.2(lH，s)， 7.2-7.6(5H)， l1.5(lH，s)， 12.7(lH，br)， 

13.0(lH，S) 

2.1(2H，t，ヒ，J=7Hz，7Hz)， 2.8 (2H， t， J~7Hz) ， 4.4 (2H， t， J=7Hz)， 

62(lH，s)， 7.2-7.5(5H)， l1.5(lH，s)， 12.8(lH，br)， 13.0(lH，br) 

表 E1-4 3-ニトロフロログルシンカJレポン酸エステル誘導体(ウレア誘導体)

の'H-NMRスベクトル

Substutuent 

3，4-ClrPh-Et 

3，4-C12-Ph-N-Me-Et 

3，4-C12-Ph-Pro 

3，4-C12-Ph-8U 

l H-NMR(O-DMSO-d6/TMS ppm.) 

3.7(2H ， d ， t ， J~6Hz ， 6Hz) ， 4.4(2H，t，J=6Hz)， 6.1(lH，s)， 

6.3(lH ， t ， J~6Hz) ， 7.2(lH，d，d，J=9Hz，2Hz)， 

7.3 (lH ， d ， J~9Hz) ， 7.8 (lH ， d ， J~2Hz) ， 8.9 (lH，s) 

3.0 (3H， s)， 3.7 (2H， t， J-6Hz)， 4.4 (2H， c， J-6Hz)， 

6.0(lH，s)， 7.3(lH，d，J=9Hz)， 7.4(lH，d，J=9Hz)， 

7.8(lH，S)， 8.5(lH，s) 

1.9(2H，m)， 3.7(2H，d，t，J=6Hz，6Hz)， 4.4(2H，t，J=6Hz)， 

6.1(lH，s)， 6.3(lH，t，J=6Hz)， 7.2 (l H ， d ， d ， J~9Hz ， 2Hz) ， 

7.3(lH，d，J=9Hz)， 7.8(lH，d，J=2Hz)， 8.9(lH，s) 

1.6(2H，m)， 2.0(2H，m)， 3.2(2H，d，t，J=6Hz，6Hz)， 

4.4(2H ， t ， J~6Hz) ， 6.1(lH，s)， 6.3(lH，br)， 

7.2(lH，d，d，J-9Hz，2Hz)， 7.3(lH ， d ， J~9Hz) ， 

7.8(lH，d，J-2Hz)， 8.6(lH，s) 

U5 Ph-Eヒーurea 3.7(2H，d，t，J-6Hz，6Hz)， 4 . 4(2H ， t ， J~6Hz) ， 6.1(lH，s)， 

6.3(lH，t，J-6Hz)， 6.8-7.4(5H)， 8.9(lH，s) 
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表 E2-1 3-ニトロフロログルシンカルポン酸アミド誘導体、チオアミド誘導体の物性悩

(融点、高分解能7ススベクトル分析11)

No N-Substituent mp Mol. For官lula HRMS Spectra (M+) 

MW. Ca1c. MW. Found 

1 Methy1 163 CaHa06Nz 228.0382 228.0392 

Ethy1 149-150 C9H1006NZ 242.054 242.05 

3 Propy1 146-147 C10HIZ06NZ 256.0695 256.0665 

Buty1 98-100 CllHl，06NZ 270.0852 270.0858 

Penty1 78-80 CIZH1606NZ 284.1008 284.0975 

Hexy1 73-74 C13H1S06NZ 298.1165 298.1148 

Hepty1 93-95 C14HZ006NZ 312.1321 312.1317 

Octy1 84-86 C1SHZZ06NZ 326.1478 326.1499 

Nony1 76-78 C16HZ，06NZ 340.1634 340.1613 

10 Decy1 92-94 C17HZ606NZ 354.1791 354.1824 

11 Undecy1 99-100 C1SHZS06NZ 368.1ヨ47 368.1937 

12 Tridecyl 97-98 CZOH]206NZ 378.2155* 378.2186* 

13 Pentadecyl 102-103 CZZHJ606NZ 406.2468合 406.2507会

14 Octadecy1 105-106 CZSH'Z06NZ 448.2938合 448.2963* 

15 Cyc1ohexy1 127-130 C13H1606NZ 296.1008 296.1036 

16 Pheny1 182-183 C13H10N206 290.0539 290.0561 

17 2-C1-Pheny1 194-196 C13H9C1NZ06 324.0149 324.0103 

18 3-C1-Pheny1 199-201d C13H9C1NZ06 324.0149 324.0139 

19 4-C1-Pheny1 186-188d C13H9C1NZ06 324.0149 324.0157 

20 3，5-C1z-Pheny1 176-179d C13HSC1ZNZ06 357.9759 357.9712 

21 -4-Br-Pheny1 16ヨー171d C13H9BrN206 367.9644 367.9689 

22 Benzy1 151-152d Cl，H12N206 286.0590* 286.0566* 

23 Phenethy1 142-143d C1SH1，N206 318.0851 318.0846 

24 (R) -α-Phenethyl 97-98d C1SH1，N206 300.0746* 300.0724* 

25 (5) -α-Phenethyl 97-98d C1SH1，NZ06 300.0746安 300.0791* 

2 6 Phenylpropyl 102-103 C16H16N206 332.1008 332.0974 

27 Phenylbutyl 101-102 C17HlaNz06 346.1165 346.1166 

2 8 N-Me-Pheny1 204-205d Cl，H1ZN206 304.0695 304.0714 

29 3，4-Clz-Pheny1 181-183d Cl)HSCIZNZ06 357.9759 357.9737 
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30 2，3-ClrPhenyl 190-193d C13H8C12N206 357.9759 357.9753 

31 2，4-ClrPhenyl 220-223d C13H8C12N206 357.9759 357.9769 

32 4-CFrPhenyl 229-231d C14H9F3N206 358.0412 358.0363 

33 4-iPro-Phenyl 16ユ-164 C16H16N206 332.1008 332.1009 

34 4-NMerPhenyl 160-164d ClsH1SN306 333.096 333.0963 

35 Phenoxy-Et 145-148d C1SH14N207 334.0801 334.0757 

36 4-Cl-Phenoxy-Et 159-161d ClsH13C1N207 368.0411 368.043 

37 2-F-Phenyl 164-166d C13H9FN206 308.0444 308.0483 

38 3-F-Phenyl 203-205d C13H9FN206 308.0444 308.0403 

39 4-F-Phenyl 199-202d C13H9FN206 308.0444 308.0416 

40 3-0Me-Phenyl 186-189d C14H12N207 320.0644 320.0611 

41 3，4-0MerPhenyl 204-207d C1SH14N208 350.075 350.078 

42 2-CF3-Phenyl 148-150d C14H9F3N206 358.0412 358.0439 

43 3-CF3-Phenyl 172-175d C14H9F3N206 358.0412 358.0417 

44 4-Et-Phenyl 185-188d ClsH14N206 318.0851 318.0882 

45 4-npro-Phenyl 175-177d C16H16N206 332.1008 332.1005 

46 2-Me-Pheny工 192-194d C14H12N206 304.0695 304.0733 

47 3-Me-Phenyl 191-193d C14H12N206 304.06ヨ5 304.0684 

48 4-Me-Phenyl 192-195d C14H12N206 304.0695 304.0682 

49 2-0Me-Phenyl 215-217d C14H12N207 320.0644 320.061 

50 4-0Me-Phenyl 204-207d C14H12N207 320.0644 320.0646 

Thioamides 

可
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内
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CJW

拘
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n

a

F

O

S-Methyl 

S-Ethyl 

S-Sutyl 

S-Hexyl 

S-Heptyl 

S-Octyl 

S-Nonyl 

S-Decvl 

166-168d C8H80SN2S 226.0048安 226.0044*

162-164 C9HIOOSN2S 240.0205* 240.0218* 

119-121d CllH140SN2S 286.0623 286.0646 

126-128 C13H180SN2S 296.0830女 296.0807脅

121-123 C14H200SN2S 310.0987* 310.0963合

123-124 ClsH220SN2S 324.1144* 324.1152* 

117-119 C16H240SN2S 338.1300* 338.1280* 

119-121 C17H260SN2S 352.1457* 352.1447* 

mp: d; decomposition temparature 

HRMS: *; comfirmed by M~ ー 18 peak 
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2 )光合成電子伝達系阻害活性試験

各化合物の光合成電子伝達系阻害活性は、ホウレンソウより調製した葉緑体を用い 1~HiIl反応試験

により検討した。

1 葉緑体の調製

茎の部分を除いたホウレンソウの策100gをよく水洗いした後、脱イオン水でよくすすいだ。これ

をミキサー中に氷冷した調製用緩衝液(0.4M シヨ糖，5mM MgCI" 10 mM  NaCI， 50 mM Tricine pH 7.8) 

3∞mlを加え、ミキサーで約20秒間破砕した後、 8層に重ねたガーゼで主主過した。波液を冷却遠心器

で6∞Oxgで10分間遠心し、上澄みを姶てて沈澱部分を 100mlの緩衝液に懸濁した。この際絵筆など

の先の柔らかいものを使い、説;澱をほぐすようにして懸濁させると葉緑体を傷めずにうまく行うこと

ができる。ついでωOxgで2分間遠心し、生じた沈澱を徐き、上澄み部分を用いて再びOO∞xgで10

分間の遠心操作を繰り返しおこなった。操作終了後遺量の緩衝援で懸濁させ、下記に示すようにその

総クロロフィ Jレ量を測定し、プラスチックチユ プに入れ液体窒素で凍結保存しておく。 PET試験の

際はこれを解凍して、氷冷下Bdi3庁で保存しながら使用した。

(クロロフィルの定量)

葉緑体懸濁液10μlに80%アセトン4mlを加え、 1500x gで約3分間遠心し上清を得る。この液の663

nm (A，;.，)と 645nm (A剖)の吸光度を測定し以下の式により総クロロフィ Jレ (Chl)量を算出する。

Chl a (!J.g/ml) = (12.7 x A“3・2.59x A剖)x 400 

Chl b (μg!ml) = (22.9 x A，;.， -4.67 x Aωx 400 

総Chl(μg!ml) = Chl a + Chl b 

2 光合成電子伝達系(PET)阻害活性の測定

各化合物のPET阻害活性は、 2，6-ジクロロフェノールインドフエノーJレ (DCPIP) を電子受容体とす

る Hi Il反応の阻害により検定した。 ~p ち、波数化合物存在下における DCPIPの光遺元速度を非存在下

と比較することで、被験化合物のHiIl反応阻害活性を検定することができる。また、 DCPIPの光還元

最は600nmにおける吸光度の減少により定量することができる。そこで本実験正おいては、 DCPIPの

光還元を経時的に測定するため、キユベァトに光を照射できるように改良したuv吸収測定装置を用

いた。照射する光は、 600Wのハロゲンランプを光源とし、熱除去のための水柑と赤フィ Jレタ ーを通
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して測定器に導入した。またこの光導入部には光照射、遮断のために外側に金属製のシャッターを設

けた。

Hill反応液は、日音所でディスポーザプルのキユベット中、 2mlの測定用緩衝液 (20mMメチルア ミ

ン.50件M DCPIP. 50 mM  HEPES. 10 mM NaCI. pH 7.0)、O.lmgJml程度のクロロフィル波皮に単緯

液 (0.4M ショ泌.5mM MgCI2• 10 mM NaCI. 50 mM  Tricine pH 7.8)で希釈した菜縁体10μ1(終波度

0.5ほImlクロロフイ Jレ)、被験化合物のエタノー Jレ溶液5-20μlを順次加え援滋後持することにより

調製した。被験化合物を溶解するのに用いたエタノーJレはこの範囲ではHil1反応に影響を与えなかっ

た。また化合物の性質によって、阻害活性が発現するまでにある程度のインキユベーション時間を必

要とするものがあることが知られている。本実験においては、日昔所で約5分のインキュベーションを

行った後光を照射しHil1反応、を開始させた。 Hil1反応により観測されるDCPIPの光還元速度をコントロ

ールの速度と比絞し、も皮験化合物のHil1反応阻害 (PET阻害)活性を算出した。またこれらの測定は

室温 (20-27'C)でおこなった。

各化合物の活性は、 50% PET阻害を示す渡度 (IC"，)の逆対数値 (pl"，)で表した。

3 ) 熱発光グロー曲線の測定

熱発光は、葉緑体中で起こった光化学反応およびそれに伴う電子伝違反応の逆反応によって起こる

発光現象である。本研究では試科(葉緑体)を加凱することでこの反応を起こさせ、放出される光を

検出、記録した。この発光収率は非常に低いため通常はフォトカウンター必要とする。測定装置の概

略を図E-1に示す。本装置は、レンズ系を含むサンプJレホJレダ一部とフォトカウンテイング部に分け

られる。サンプJレホJレダ一部には、加熱することができるようにヒーターを内蔵し、加熱に伴う試料

温度の変化を銅ーコンスタンタン熱電対により測定した。加主えに伴って試科から放出された光を、レン

ズ系を通して集光し、赤のカットオフフィルターを通してフォトカウンテイング部の光電子士宮倍管

(浜松ホ トニクス R1333) により検知した。さらに、光電子増倍管からの信号を増幅した後、フォト

カウンティングユニットに入れてフォトン数を計測し、出力をアナログ変換してX-yレコーダーのY

端子に接続した。先の晶体十温度調IJ定のための熱電対からの出力をX軸端子に接続して問時記録するこ

とより、温度の関数として熱発光『温度を記録した。
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1 試料の前処理

葉緑体は、 Hill反応に用いたものと問機にホウレンソウより調製し、 4∞-500四 Chl/mlの設度とな

るように、測定溶液 (25% (v/v)グリセローJレ， 50 mM  MES-NaOH (pH = 6.5)， 10 mM  MgCI，)で希釈

し、オレンジ色の連続光を45秒間照射した後、室温 (25 'C)で5分間暗順応させ、その後氷冷した。

ただし室混が低いときには、 7分間日音順応させた。以上の操作はすべて暗い緑色光下で行なった。

2 熱発光現IJA:の手順

上記の方法にしたがって処理を行なった葉緑体懸濁液80μlをサンプjレホ Jレダ にのせた2cm角の

i慮紙に均一に塗布し、アクリ Jレ板で覆った。この試科を -20'cに冷却した後に、半値幅5μ抵 の閃光を

l回照射し、照射後ただちに液体重2素温度下(・196'C)で試科を凍結させ、調IJ定装置に移した。測定

装置内にてこの試科を毎秒0.8'cずつ昇温していき、そのときの発光強度を温度の関数として、 X-yレ

コーダーで記録した。阻害剤存在条件下において熱発光測定を行なうときは、葉緑体懸濁液180μlに

各濃度の阻害剤1.8μlを加えた試料を作成し、このうちから 80μlずつ用いた。

サンプルホルダ一部 フォトカウンテインク音E

Sample prove Photomullipller 

図 E-1熱発光測定装置の概要



実験の音1I

4 ) 除草剤抵抗性植物の葉緑体を用いたHill反応阻害活性の検定

1 植物材料

1)アブラナ(拙Ser-Gly変異株)

7トラジン抵抗性を示すセイヨウアブラナ (Brass四国IpUS) の業縁体は、発芽後Iカ月間温室内で生

育させた他物体の若い業を芹jいて調製した。

2) タバコ光独立栄養培養細胞内Ser羽 r変異抹)

アトラジン、 OCMUに対して交差ほ抗性を示すタバコ光独立栄養培養細胞 (PA細胞)は、京都大学

農学部山田康之教授より供与された。

タバコPA細胞は、通常の倍量のビタミンと 10μMナフタレン酢酸 (NAA) ， 1μMカイネチンを含

む糠無添加のLinsmaier-Sk∞g (LS)基本培地(表E3-1)を用い、 1-2%に富化したCO，濃度、明所下

(6∞0-80∞Lux) で100巾m綴蓋培養した。細胞は26"c前後で培養し、 3週間毎に継代培養を行った。

3) ラン淡の人為的変異株 (Oi22，Oil各変異株)

用いたラン藻の変異株cyanobac【.crium S ynechococc凶 R2 (Anacystic nidu1aI百 R2)は、 日r詑 hberg教授

(η1e Hebrew Univ. of Je刊日lem，Is目el)より供与されたものであり 、次のような薬剤耐性を示すこと

が明らかになっている。

Oi22 (出Phe-Leu，出Scr-AIa変異株) : OCMU抵抗性

Oi1 (出Ser-A1a変異株) ・OCMU，アトラジン交差抵抗性

これらのラン深の培養は、薬剤添加BG11培地(表E3-2) を用い、 30"c前後で以下に示す方法によ

り行った。

i) ラン淡を薬剤l添加BGll寒天培地にて培養

ii) 30 ml三角フラスコ中の5mlのBGl1液体培地に植え継ぎ3-4日間援遊培養

iii) 50 ml BGII液体培地に秘え継ぎ通気 (3%CO，を含む空気)培養。ある程度増殖したら薬剤l

を添加し培養を継続 (3日間)

川 2 I培養ピン (BGII液体培地)に結え継ぎ4-5日間沼気培養

v) 組物体を集め、チラコイド朕を調製
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表 E3.1 Linsmaier.Skoog (LS)培地の組成

mg/ml mM 

NH.，NO， 1650 20.6 

剛 0， 199 18.8 

胞もPO， 170 1.25 

CaCIρH，O 440 3.0 

MgSOJ7H，O 370 1.5 

μM 

MnSOJ4H，O 22.3 l∞ 
H，BO. 6.2 l∞ 
ZnSOJ7H，O 8.6 30 

悶 0.83 5.0 

Na，Moj2H，O 0.25 1.0 

CuSOJ5H，O 0.25 0.1 

CoClj6H，O 0.25 0.1 

Na，EDTA 37.3 I∞ 
FeSOJ7H，O 27.8 l∞ 
イノシトーJレ l∞ 
チアミン塩酸塩 0.4 

表 E3.2BG11培地の組成

agj.b_ mM 

NaNO， 15∞ 18 

MgSOJ7H，O 65 0.3 

CaCI♂H，O 36 0.3 

K，HPO. 40 0.3 

Na.，CO， 20 0.2 

μM 

NaMgEDTA 2.7 

Fcrric ammon山mc山'3le 6 20 

Ci山 caid 6 30 

H，BO‘ 2.86 46 

MnClj4H，O 1.84 9.3 

ZnSOJ7H，O 0.22 0.8 

Na，MぱコJ，H，O 0.39 1.6 

CuSOJ5H，O 0.08 0.3 

CMNO、〉2/'6H?。 0.05 0.2 
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2 葉緑体及びチラコイド膜の調製

アブラナ及びタバコPA細胞からの葉緑体の調製は、前章に述べたホウレンソウの葉緑体の調裂と同

犠に行った。

ラン淡については、以下のような方法でチラコイド膜を調製し実験に供した。

i) ラン淡を集め35"cで9∞ox g， 10 min遠心

ii) 沈殺を50m M  ，)ン酸緩衝波 ωH6.8)に懸濁、これを35"C， 12000 x g， 10 min遠心

iii) 沈殺を0.4M?ンニト-)レ， 50mM  1)ン酸緩衝液(pH6.8) (調製液)に懸濁

iv) リゾチーム処理

v) 調24液で、最終濃度0.25mg Chl./mlに希釈

vi) リゾチームおよびEDTA (足一終汲度1.5mg/ml， 2 mM)を添加

vii) 35 "cで2時間細胞壁を消化後35"C， 12∞o x g， 10 min遠心

viii) 沈澱を調製法に懸濁し35"C， 12∞o x g， 10 min遠心

ix) 沈澱を少量の調製液で懸濁し15倍量の20mM  HEPES NaOH (pH 7.0)を加えて撹持

x) MgCl，iU:¥加 (投終波度 5mM) i$<'2-3 i商のDNase1を加えて撹件以後は氷冷化にて操作

xi) 2 M ショ糖， 2∞mMHEPES NaOH (pH 7.0)，40 mM  MgCl，を加えショ縫混度を0.5Mにした後

撹伴、遠心 (3ω∞xg， 15 min， O"C) 

xii) 沈澱を0.5M ショ糖， 50 mM  HEPES NaOH (pH 7.0)， 10 mM  MgCl，で懸濁後遠心 (3ω00x g， 

15 min， O"C)ー数回繰り返す。

xiii) 七t澱を少量の 1Mシヨ結，50 mM HEPES N;心H(pH 7.0)， 10 mM MgCl，で懸濁

xiv) 懸濁液を液体窒索中に滴下し粒状に凍結した後保存(-80"C) 

(クロロフィ Jレの定量)

E車体のクロロフィ Jレ定量 深体の懸濁液20mlに100%メタノ -W2mlを加え 100倍の希釈液を作り、

3500 x gで1-2分i童心した。この上澄みの665nm(A，;畠)の吸光度を測定し下記の計算式よりクロロブイ

jレ合去を定量した。

Chl (μg/ml); 13.42 x (A..，)川00

テラコイドのクロロフィル定量 チラコイドsl懸濁液10μlに80%アセトン2mlを加え200倍の希釈

液を作成し、 3500x gで1-2分遠心した。この上澄みの663nm(A曲)の吸光度を測定し下記の計算式よ

りクロロフィル合主を定量した。

Chl (μg/ml); 12.19 x (A副)x 100 
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3. PET阻害試験

これらの他物の単維業緑体及ぴチラコイドを用いたHill反応は、ホウレンソウの場合と同様に行つ

た。

5 ) ウレア1.11.11鎖をもっ3-ニトロフロログルシンカルポン酸 エステル類 の合成

本化合物の合成も基本的には 1)と同線である。即ち、先ずフロログJレシンカ lレボン酸をニトロ化

して3ーニトロフロログJレシンカルボン酸を得た。ついでこれにやはり前章のエステJレ誘導体の合成の

項で述べたようにウレア側鎖を持つ7)レコ ルを、 DCCを用いてカップリングさせ、目的とするウレ

ア側鎖を持つエステル誘導体を合成した。

また、合成に用いた各種ウレア側鎖を持つアルコー Jレの合成も、基本的には丁べて同様に方法によ

って得ることができた。以下、代表的なものについてその反応条件を記す。

1 ウレア側鎖部の合成

(N・ヒドロキシエチlレー伴フェニJレウレアの合成)

極化カ jレシウム乾燥管をつけた200mlのフラスコ中、 トアミノエタノーJレ0.61g (10 mmol)を室

温にて塩化メチレンに浴解し、後持しながら氷冷した。塩化メチレンに溶解したフェ ニJレイソシアネ

ート 1.19g (10 mmol)を滴下し、約1時間援非を続けたのち、析出した結晶を雄取すると、目的とする

件ヒドロキシエチJレ-NフェニJレウレ7が定量的に得られた。

'H-NMR (o-CDCI"CD，OD/ TMS ppm): 3.3(2H， m)， 3.7 (2H， m)， 7.0-7.5σH) 

同様に、用いるイソシアネートを3バージクロロフェニJレイソシアネートとし各筏ア ミノアルコーjレ

と反応させると、各極N守ヒドロキシ7)レキJレN-3，4・ジクロロフェニJレウレアを得る ことができた。

2 ウレア倒l鎖部と3-二 トロフロログルシンカルポン酸のカ yプリング

(2-(3-フェニJレウレイド)エチjレ)・3ニトロー2人6-トリヒ ドロキシベンゾエートの合成)

3-ニトロフロログJレシンカ jレボン般の4宜主主品860mg (4 mmol)を伴 ヒドロキシエチJレーNe7エニJレウ
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レ71.8g (10 mmol)とともに無水THFI00mlに、室温で溶解し、その後氷冷した。ここに、 830mg (4 

mmol)のDCCのTHF溶液を徐々に加えた。このまま約20分間撹枠を続け、その後室温に戻し、 3時間

撹件、した。

民応、液の不溶物をひだおり減紙によって樋過し、減圧下濃縮後、ヘキサン酢酸エチJレ。ギ酸=100 

100: 1を用いるシリカゲルカラムにより精製した。

へキサン酢蔽エチJレから再結晶し、 (2-(3-7ェニルウレイド)エチJレ)-3-ニトロー2人6ートリヒドロ

キシベンゾエートを800mg1尋た。

融点 125-127'C

'H-N加!R(o-DMSO-dJ TMS ppm): 3.7 (2H， d，l， J=6Hz，6Hz)， 4.4 (2H， l， J=6Hz). 6.1 (IH， s)， 

6.3 (IH，l， J=6Hz)， 6.8-7.4 (5町， 8.9(IH， s) 

各化合物の物性値は表EI-4， E2-2に表示した。

6) I月 VIVO 除草活性試験

1 モヤシマメ幼自主軸試験

播種後約1週間-10日のモヤシマメ幼匹輸を葉のついたまま長さ約8cmに水切りした。これを2ml 

の試科を含む小試験管にいれ、昼27'c夜20'cに保たれたガラス温室中で培養し、適宜蒸留水を補充

しながら、生長を観察した。

2 ヲパコ光mixotrophic細胞生育試験

タバコ光mixolfophic;f!UR包は京都大学山田教佼から供与された。この細胞0.5gを50mt三角フラスコ

中、 0.5-0.25mlの試科のメタノーJレ溶液を含む 12.5mtのLS改変培地 (3%ショ結、10μMナフタ レン

酢酸、 lμMカイネチン、 2倍霊のビタミン類を含むLS基本培地(培地組成は表E3・l参照) )中で2週

間、明所 (60∞-8∞olux)下、 26'cにて生育させた。培地を吸引減過により取り除き、細胞の生重量

を測定し、また形態を観察した。試d料の生育阻害活性は、対照区に対する重量比で判定し、 rc"(50 

也生育阻害汲皮)および、 pl" (rc却の逆対数値)を求めた。
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3 ポット試験による除草活性試験

ポット試験による除草活性試験では、供試化合物を 9倍量のキャリ 7 (ジークライト 97%、

ソJレポー Jレ800A:1. 5 %、 7)レキルベンゼンスルホン酸ナトリウム1.5% (w/w) )と均一

に混和して製剤jした 10% (w/w)水和剤を用いた。

1)茎禁処理試験(畑地条件)

畑土境(段土)を充境した200cm'の総裂ポットに、イチビの種子を 0.5cmの深さに婚穫

し、出芽後(イネ科雑草の2~定期)に、所定量の薬剤を含む水和剤水希釈液を 10//.の水量で

茎楽にu_iU喜処理した。薬剤l処理後、それぞれのポァトをガラス室内 (20-30'C)に20日間

静置し、除草活性を評価した。

2)溢水土塊処理(水田条件)

代かき状態の水田土~(洪積火山灰土、埴捜土)を充演した200 cm'の滋製ポットに、食

用ピエの種子を土擁表層より 0.5cmの深さに混合した。次いでi!水深を 2cmとし、 3日後に

所定量の薬剤を含む水和斉IJ水希釈液を 10//.の水量で水簡に滴下処理した。薬剤処理後、そ

れぞれのポットをガラエ室内 (20-30'C)に21 日間静置し、除草活性を評価した。

4. 7レス種子発芽試験

内径5cmのディスポーザプJレのペトリ皿に直径5cmの櫨紙を敷き、これに被験化合物のエタノーJレ

溶液を染み込ませたのち、風乾してエタノ-)レを除去した。この後1mlの蒸留水を加え、クレス種子

を25粒均一に播種した。ペトリ皿をアルミ箔で覆い、 25'cで48時間培養した後、未発芽種子の数を

から発芽阻害活性を検定した。
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7) Epstein Barr Virus早期抗原(EBV-EA)産生抑制試験

1. EBV-EA産生抑制試験の実験条件

1)培地の銅製

実験の部

粉末RPMI・1640培地を表E4に示す組成になるように、脱塩後2皮蒸留した蒸留水に溶かした。この

際、小指の先程のドライアイスを加えpHを6.0f立まで下げ溶解を容易にした。粉末が完全に溶解した

後、緩衝斉1)として炭酸水素ナトリウム(0.56g! 10ω ml)を、抗生物質としてベニシリンGカリウム (20

万単位)および硫酸ストレプトマイシン(250mg)を加えた。この溶液を滅菌漣過し、 RPMI-I640培地

とした。この培地に牛胎児血清σBS)を、細胞滋養用には8%になるように、 EBV-EA産生抑制試験用

には4%になるように加え基礎培地として実験に用いた。

2) R旬 ccllの培養

EpSlCin-Barr Virus早期抗原(EBV-EA)産生指示細胞であるRajicellの培養にはポリスチレン製270ml 

容(75cm')細胞培養フラスコを使用し、 8% FBSを含むRPMI-I640培地を用いて、 CO，インキュベータ

ー内で、 37"C.5 % CO，.存在下で培養した。細胞数が1-2，10' cclls/mlになった時点で、これを約5倍に

希釈して継代的に培養した。なおこの結え継ぎ操作は3-4日にl度の頻度で行なった。 EBV-EA産生抑制j

試験には細胞数が1-2，10' cells/mlになったステージの細胞を用いた。

3) Raji ccllの保存および解凍

Raji cellは適宜以下に示すような方法で凍結保存した。!lDち、総砲数が1・2， 10' cells/mlになった時

点で、細胞を含む培養液を 150，gで10分間遠心し、上澄みを除いた後、細胞にDMSOを10%含む8%

FBS/RPMI-I640培地を加えて 1.5， 10' cells/mlになるように懸濁させ、 -80"cで凍結保存した。凍結し

た細胞の解凍は30"cの水浴上で行なった。解凍後細胞を8% FBS爪PMI-I640培地で3回洗浄した後、

保存したときの5倍量の8% FBS/RPMI-I640培地で培養した。

4)被験化合物溶液の調製

被験化合物浴液の澗裂は実験の直前に行なった。溶媒にはDMSOを用い、培養液中の最終的な

DMSOの波皮が、早期抗原産生に影響を与えない1.0%以下になるように調製した。

5) TPA浴液ならびにn-酪酸浴液の調製

TPAは1μg!mlの涜皮になるようにDMSOに浴解し、これを原液として-20 "cで保存し、使用の際に

は20ng!mlの波度になる ようにRPMI-I640培地で希釈して使用 した。 TPAによるEA発現率を上げ、検

出感度を高めるために用いるn酪酸ナトリウムは0.5Mの保菌溶液として4"Cで保存した。
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2. EBV-EA産生抑制試験

4 % FBSを含むRPMI・1640培地(1ml/ lube)にn酪酸 (4mM)およびTPA(20 ng!ml)を加え、さらに所定

.の被験化合物溶液をプラスチック試験管・に加えて検定用培地とした。あらかじめ8% FBSI RPM1-

1640培地で培養しておいた検索用の指示細胞のあるRaji印 11を遠心分離操作で集め、これを 1x 10' 

cclls/mlになるように検定培地に懸濁した。この懸濁液を37"C， 5 % COr存在下で48時間培養後、遠心

を行ない上消を除去、 Mg，Caなどを含まないリン酸緩衛生理食塩水(PBS(-))(KCI2∞mg凡悶もPO.2∞
mg/l， NaCI 8 g/l， Na，回0.1.15g!I) 0.1 mlで懸濁した。この細胞懸濁液をEBV-EA産生抑制試験および

指示細胞の生存率の試験に使用した。

1)臥 産生細胞率の測定

EBV-EA産生細胞率の測定は以下に示すとおり間操蛍光抗体法[107]で行なった。1.0mlの検定用培地

で反応させた細胞を 150x gで10分間違心分離し、上清を除いたt支PBS(ー)を0.1ml加え細胞を懸濁しむ

この懸濁液を盤蛍光スライドグラスに塗抹し、風乾後、このスライドグラスをアセトン中に10分間浸

潰して細胞をスライドグラス表面に完全固定し、これを検鏡用の試料として用いた。一次抗体として、

EBV-EA抗体価が高い上咽頭癌 (n出 oph町yng阻 Icarcinoma; NPC )患者の血清 [EA(+)，カプッシド抗原

(viraJ capsid剖 ligen;VCA)(+)]をあらかじめ反応に最適な抗体価となるようにPBS(ー)で希釈調整してお

き、これをスライドグラス上の各スポットに載せた後、水を含ませたベーパータオルを入れたペトリ

m内に置き、 37"cで45分間抗原抗体反応を行なわせた。反応終了後、スライドグラスを約100mlの

PBS(ー)に浸潰し、容器ごと 30秒間援護洗浄を行なった。この洗浄操作を2回行なった後にスライドグ

ラスを風乾、つづいて二次抗体として、 PBS(ー)で20倍に希釈した蛍光性イソチオシアン酸エステJレ

(fluorescein印刷出Y加剖.e;FITC)標識ヒト IgG抗体(ヤギ)を同スポットにのせ、一次抗体反応と同様

に37"cでの分間反応させた。反応終了後、 PBS(ー)で2回洗浄し、無蛍光グリセリンを20%含むPBS(ー)

で封入を行ない、蛍光顕微鏡で細胞を観察した。 EA産生細胞はFITCの蛍光を発するため容易に判断

することができる。 TPAのみを加えたEA産生細胞(陽性細胞)を対照として各被験化合物を加えた陽

性細胞を鋭察しその割合を百分率で表して抑制効果として記録した。各処理については、最低250細

胞観察、2i!で行ない、結果はその平均値で示した。

2)細胞生存率の測定

細胞生存率の測定はトリパンブルー染色法によって行なった。即ち、細胞懸濁液0.05mlに、トリパ

ンブルーを0.25%含むPBS(ー)浴液0.05mlを加え軽〈按排後、懸渇液の一部を血球計算板に取り、生細
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胞数と、 トリパンブルーによって染まっている死細胞数をそれぞれ計測した。なお結果は2逮での平

均値で示した。

表E-4RPMI-1640培地組成 (10∞ml中)

レ7)レギニン

しアスパラギン(一水温)

レアスパラギン殻

しシスチン二~ñま猛

レグJレタミン酸

レグルタミン

グルタチオン

グリシン

しヒスチジン

レヒドロキシプロリン

レイソロイシン

レロイシン

しリジンJïñ量~

レメチオニン

しフェニJレアラニン

しプロリン

しセリン

レスレオニン

レトリプトファン

レチロシン

しパリン

ピオチン

パントテン酸カルシウム

塩化コリン

~酸
，-イノシトーJレ

ニコチン酸アミド

パラアミノ安息香酸

塩化ピリドキシン

リポアラピン

t量破チアミン

シアノコノてラミン

J:1l:化ナトリウム

塩化カリウム

硝酸カ Jレシウム(無水)

リン酸ー水素ナトリウム(無水)

硫酸マグネシウム(無水)

ブドウ結

フェノーJレレッド
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200.0 mg 

56.8 mg 

20.0 mg 

65.0 mg 

20.0 mg 

300.0 mg 

1.0 mg 

10.0 mg 

15.0 mg 

20.0 mg 

50.0 mg 

50.0 mg 

40.0 mg 

15.0 mg 

15.0 mg 

20.0 mg 

30.0 mg 

20.0 mg 

5.0 mg 

20.0 mg 

20.0 mg 

0.2 mg 

0.25 mg 

3.0 mg 

1.0 mg 

35.0 mg 

1.0 mg 

1.0 mg 

1.0 mg 

0.2 mg 

1.0 mg 

5.0μE 

6.0 g 

0.4 g 

69.5 mg 

801.0 mg 

48.8 mg 

2.0 g 

ユ旦旦且
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8 )マウス皮膚発癌二段階試験

6週令のsrc:rCR雌マウスの背昔日を剃毛した後、その翌日に剃毛した部分の皮膚に390nmolのジメチ

Jレベンズ7ントラセン(DN也 A)を含む0.1mlのアセトン溶液を一回塗布した。 D肘aA塗布一週間後に

同じ部位に12-0-テトラデカノイ JレホlレポーJレー13ーアセテート(TPA)1.7 nmolを含む0.1mlのアセトン溶

液を週二回、 20週にわたって塗布した。被験化合物のE重傷発生抑制効果を見る操作として、上記TPA

の塗布60分前に依験化合物をTPAに対して50倍すなわち85nmolを含むアセトン洛液を塗布し、同様

の処理を20週にわたって行ない股蕩の発生状態を観察した。試験動物数は各処理群とも 15匹を使用

した。 E重傷発生抑制j効果は、 E重傷を発生したマウスの数とマウス l匹あたりの麗語発生数の平均値を

鉦処理群と比較することにより判定した。

9 )ヒト5ーリポキシゲナーゼ酵素阻害活性測定

1 ヒト5・リポキシゲナ ゼ (5-LO)の調製

1)ヒト5・LOの大腸菌による生産

ヒト 5-LO産主主大腸菌(菌抹 MVI184/ph5LOKC) を100μg/mlのアンピシリンを含むLB培地12.5ml 

(BaClO tryplone 10 g/I， Yeasl cxtracl 5 g/I，トlaCI5g/I， NaOH (pH=7.5))に、白金耳で小量接種し、 30"C

終夜培妥(約12時間)にて前培養した。増婚した菌体5mlを、 TYSG培地5∞ml (Baclo tryplone 10 

g/I， Y凶 Sl町田Cl5 g/l， NaCI 20 g/I， グリセロール 20ml月，pH = 7.8) (3 Iひだっき三角フラスコ2本

を用いる)に移継し、 180rpm， 22 "C， 10時間培養した。この後、フラ スコl本あたり 120μmolのイソ

プロピlレ-13-0-ガラクトピラノシド(lPTG)を添加し(ヒト5-LOを誘導する)、終夜(180中m，22"C，

14時間)培養した。この菌体よりヒト5・LOを調製した。

2) ヒト 5-Lβの調製(大腸菌からの抽出、精製)

前記のヒト5・LOを産生した大腸菌菌体を、 6α)()巾m.6min遠心で集菌した後、生理食糧水で2回洗

浄した(菌体軍最約15g)。酵素の抽出効率を上げるため、 この菌体を、KP-IBuffer 150 ml (50 mM 

リン酸緩衝液， ゆomM NaCI， 2 mM EDTA (pH = 7.1)) に懸濁 しー70"cで保存した。保存液を溶かした

後、 防潔の失活を逃けるため、 ジチオスレイト Jレ(DTT)、フェ ニjレメチルスルホニルフ Jレオリド

(PMSF)をそれぞれ0.3mg Iml， 0.5 mMになるように加え、その後リゾチームを0.5mg Imlになるよ
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うに添加し、これを氷中l時間放置した。以下の操作は、酵素の失活を避けるためすべて氷冷ないし

4"Cで行なった。超音波で処理 (1分間隔でl分間、 5回繰り返す)し完全に菌体を破砕した後、 6500

巾m、20分IUJ遠心し、その上清を得た。符られた上清は、よく氷冷したメスシリンダーでその液量を

測定し、 176gJlのよく粉砕した硫安を加えた (30%硫安)。このとき、 2NのNaOH溶液でpHを7-7.5に

保った。硫安が完全に浴解しでも約l時間後作を続けた。 65∞ゅm、20分間違心してその上清を得、

これに同級に 198g /1のよく粉砕した硫安を加えた匂0%硫安)。以下も同線に処理し、 65∞叩m，20

分間遠心の沈殿、 2Dち30%-60%硫安函分を得た。これを通量のTESBuffcr (50 mM  Tris HCI， 2 mM  

EDTA. I mM DTI， 20% (v/v)グリセローJレ， pH~ 7.9) に浴解し、透析してヒト5・LOの粗酵素浴液を得

た。得られた粗酵素溶液はー 70"Cで保存した。

(:$1ンパヲ貿含量の測定)

組E手ユ告液を0.1M Tris bufferで極々の汲皮に希釈した溶液20μlにproteinassay dyc reagcnt (BioRad社)

の51音jjj釈浪Imlを添加し、 30"C、 5分反応させた。この溶液の595nmの吸収 (A別)を測定し、ウシ

"(-グロプリンをも官準タンパク質浴液として定量した。本粗M~匠液のタンパク]1含量は20 mg protein Iml 

であった。

2 醇素阻害活性検定

得られた粗酵素液を用いて以下に示すように被主主化合物の阻害活性を検討した。

被験化合物のDMSO溶液10μi、ヒト 5-LO粗酵素溶液IOμlを含む98μlの検定溶液 (O.IMTrisHCI， 2 

mM CaCI" 2 mM ATP， I mM還元型グJレタチオン pH8.0) を30"C， 2分援還した (前処理)。ここに

器質として50mMのアラキドン酸2μlを添加し、 30"C， IO分振遺することにより酵素反応を進行させ

た。 0"Cのメタノー jレ(内部標準物質として 13-0H-リノレン酸 200ng/mlを含む)3∞ μ，1Mの酢酸

水浴II11μlをi向けることによって反応を停止し、川別叩m，IO分間遠心しメタノーJレ層を上清とし

て得、これを HPLC分析(分析条件カラムーCapccllPak C" 4.6中x150 mm ;浴媒メタノーJレ水

俳1'J1~ 75: 25: 0.0 I ;カラム温度 38"C;流速1.2ml/min ;検出 UV233 nm (吸収))に供した。

被験化合物の阻害活性はアラキドン酸より誘導される5-HET主と 5-HPETEのピーク面積の和を内部

標準 ( 1 3-01-1-リノレン駿)を基準として求め、~1l:;g:斉1)怪処理区との比をもとに判定した。

本検定条件における阻害斉1)盤添加時の静索活性は 1.8nmol pr凶 uct(5-HET芭+5・HPETE)Im g protcinで

あった。また本検定条件において、約 IO'>Mのコーヒー駿(阻害活性のPositivcControl)が、静索活

性を50%阻害した。
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1 0) シクロオキシゲナーゼ酵素阻害活性測定法

1. シヲロオキシゲナーゼの羽製

(ウサギ腎臓髄ミクロソームより酵素を調!'U)

i) ウサギより腎臓を摘出し、その表皮、脂肪を除去。以下の作業は氷冷下 (4"C)にて行った。

ii) 腎臓を約3等分し、リン酸緩衝液 (0.1M，pH=7.5，1 mM還元型グJレタチオン)に浸浪。

iii) 腎臓の皮質を徐去、内側にある脂肪も徐去。

iv) テフロングラスホモジナイザーを用いて破砕。

v) 9α氾xg， 15 min遠心し、図形物を除去 (RA-3，9α泊中m)。

vi) 二重のガーゼにて語過。

vii) Il械をはわ∞ xg， I hr超遠心 (RP-30，3α別巾m)。

viii) 上消を捨て、沈殿が舞い上がらないように軽くパッ 77ーで洗浄。最初に用いた腎臓随質と

同じ重さのパァ 77ーで沈殿を懸渇。

ix) これをガラスホモジナイザーに移し、ホモジナイザーを数回ピストン運動させ均一にホモジ

ナイズ。これを粗鮮素液として検定に用いた。また本粗酵素は-80"cの保存でl年以上活性

を維持した。

2 阻害活性検定

上記の粗醇素液を用い以下の条件で被験化合物の当酵素に対する阻害活性を検定した。

検定溶液

10mM ヘモグロビン 5μl 

40 mM トリプトファン 50μ1 

80 mM 還元型グjレタチオン IOμl 

0.5 M リン酸バッファー(pH7.5) 40μl 

H，O 63μl 

Enzvme 20 111 

188μl 

反応

被験化合物 (DMSOi制在)2μ1， 1.35μCi7ラキドン般 (エタノ ール溶液)10μ1，検定溶液
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188μlを混合し37"C， 20分反応 (i車続短滋)

iii) 停止 1 N HCI 50μl 添加、ジエチルエーテjレ250μlにて抽出

iv) 分離 2∞0ゅm.5 min遠心

v) 分析 ジエチJレエーテJレ相50μlをTLCにて展開

TLC条件

TLC : Wal回加 HPTLC10 x 10 cm ， 0.2 mm山ickn悶 (No.4805-411 ) 

$olvenl: CHCI，:McOH:CH，COOH = 108: 6: 6 

vi) 展開後TLCをFujiBAI∞Filmに露光 (終夜)

vii) BAI∞Film R由主主にて読み取り

阻害活性は各化合物処理区のプロスタグランジンE，伊G巳)函分の放射活性をコントローJレの

PGE，薗分の値の百分率として倹定。

viii) 本検定系において、インドメタシン (Pos山 vcConlrol )は約 10ι10.7MのlC
IOイ直を示した。
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