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序論

生体内の各種の酵素は、化学的観点から見れば特異な反応を効率良く行なうこ

とが多u、。これら酵素反応の特異性は、主に以下の 3つの理由により生じると考

えられている。

①基質を活性部位付近に同定する基質結合部位の存在

②活性中心付近の特徴的な反応場環境の形成

③高い反応性を持つ活性径の生成

具体的には、ある特定の基貨の特定の音1¥位が活性中心に|白lいて間定されるよう

に、活性部位近傍に、イオン性、求核性、その他の反応性基がうまく配置されて

いる例が数多く知られている。 さらに活性部位の比誘電率、疎水性などが、通常

の溶液中とは大きく異なり得ることも、特別な反応性を引き出す要因の lつとさ

れている。

このような特徴を持つ酵素の9'で、シトクロムP450に代表される酸化僻素類は、

比較的基質認識能が低いものが多い。特に動物で異物代謝を司るシトクロム

P450は、基質認識能は低く、幅広い基質の酸化を行うことが知られている。す

なわち、ある特定の基質にのみ特異的に、強国に結合する基質結合音111立は存在し

ないと考えられる。ところがこのように上記①の理由がないにも関わらず、これ

らのシトクロムP450はオレ フィン類のエポキシ化、脂肪族、芳香族化合物の水

酸化、ヘテロ原子の酸化、脱アルキル化反応ーなど、多種多様な酸化反応を効率良

く行なうことが知られている H。よってこれらのシトクロムP450では主に②、③

の理由のみで、化学的には実現困難な反応を含む幅広い酸化反応を効率良く実現

していると考えられるため、その酸化活性種が何であり、どのような反応性を持

っかと言う点に興味が集中している。

さて、このような基質認識能の低い酵素類の反応機構内卒中斤には、活性中心の構

造と類似した化学モデル系をmいることは、最も効果のあるアプローチの lつと
なる 。 実際これまでに、生体類似~モデル化学酸化系として、 F巴 111 0 11 系目、

Udenfriend系nなどOHラジカル様活性種を産生すると考えられる系から、鉄ポル

フイリン ー酸化斉IJ系に代表される、より酸化酵素類に近い活性種を産生すると考

えられる系まで、数多くの系が開発されてきた。ところが、その酸化活性種の構

造が決定しているものはそう多くはない。また各モデル酸化系の化学的性質は、

少数のモデル基質から得られる酸化生成物の分布、収量を指標として検討される

ことが多い。酸化反応機構を朋いて、各酸化系の化学的性質を検討した例も数例

知られているが4.5) 基質として用いられる化合物はごく少数に限られている。そ

こで筆者は、ある特定の共通機造を持つ化合物群を基質として用い、そこから得
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られる生成物の構造や生成量に加え、そ の反応機式も詳細に解析し、これを JHい

て各系の酸化活性種の反応特性を明確に表すことを 円指した。 また、これを各酸

化酵素類と比較し、各活性種の情造と反応特性との相関を見出すことも目標とし

た。

具体的には、酸素官能基を有する芳喬族化合物のOー脱アルキル化反応、芳香f清

水酸化反応に注目して、反応の解析を行った(Schem巴 P-I)。アルキルアリルエー

テル類の0-脱アルキル化反応は、 COMT(カテコール0-メチルトランスフ エラー

ゼ)による不活化過程の逆反応であり、生理活性発現のRilJ術l反応として生体内で

重要な意味を持つ反応である。 また芳香環水酸化反応は、異物代謝、内在性物質

合成のキーステ yプとなる反応であり、やはり生体内で重要な意味を持っている。

前述したとおり、両反応ともシトクロムP450により効率良く進行することが知

られている。

A O-Dealkvlation of alkvl arvl ethers 

σ σ 
B. Aromatic hvdroxvlation of nhenols 

σOH σOH 
Scheme P-l. 

ところが、これらの反応はいずれもそのエネルギ 障壁が高いため、化学酸化

系で進行させるには、過酷な反応条件が必要であると推定される。 また、 一般の

化学酸化系では、その反応が求電子反応であるため、生成物である水酸化体を 2

次的な酸化を起こさずに安定に得ることは非常に困難であることも予想される。

実際に、強自主 (HI、Hsr)、CANなどの酸化剤 、ルイス酸 (ssr，、AICI) なと

を用いた 0-脱アル キル化反応や、 Fe nt on系、有機過酸、 !n~機 j@酸などによる芳香

環水酸化反応が現在までに知lられているが、いずれも副反応や 2次酸化反応をと

もない、多くの場合選択性は非常に低い結果に終わっている則。
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この傑な化学酸化系の中で、 Cu11ーアスコ ルビン酸 -0，系は仙の酸化系と大き

く異なり、 0-メトキシフ ェノールのO-JJiiメチル化反応、及びフ ェノール類の水酸

化反応を非常に選択性良〈起こすことが、当教室粟飯原らにより見いだされてき

た7-10)。また これらの反応は、他の酸化反応を受けやすいと考えられるアミノ基

や、炭素ー炭素 2重結合を持つ基質においても、選択性良く進行することも見い

だされている (Sch巴ITICP-2)。そこでまず、本反応系による恐々のアルキルアリル

エーテル類の0脱アルキル化反応収率、機構を詳細に検討し、そ の知見を基に

Cu'φーアスコルビン自主一0，系の反応性の特徴を明らかにすることを包指した。 ま

た種々の基質の0・脱アルキル化反応機備を指標として、カンマラジオリシス法に

よって発生させたOHラジカルとの反応性の比較を行い、 Cu"-アスコルビン百貨

0，系の酸化活性種を推定を試みた。さらに、 0-脱アルキル化反応が非常に選択

性良く進行するという、 Cu" アスコルビン酸 0，系の化学酸化系としては特異

な反応性の要因を採る検討も行った(第 l章)。

次にシトクロム P450酸化活性種の反応性の特徴を見いだ寸べく、肝ミクロソー

ム系による種ノヤの基質の0脱アルキル化反応機構を詳細lに検討した。ここから 、

これまでに知られていなかった反応機構の基質依存的な変化が見いだされ、新た

な0-脱アルキル化反応機構を提唱した(第 2章)。さらに、ここまでに得られた

知見を基に、シトクロム P450の化学モデル系として最もよく用いられる種々の

鉄ポルフィリン類一酸化斉IJ系の反応性の特徴を明らかにすることを試みた。 また、

各鉄ポルフィリンの構造と、その酸化活性種の反応特性との相関を見いだすこと

も試みた (第3章)。

第4章では、 Cu'φーアスコルビン酸 0，系により効率よく進行する酸化反応の

1つであるフェノールの水酸化反応に注目し、Cu1"ーアスコルビン酸ー0，系によ

る種々のフェ ノール類の水酸化反応効率を、王に置換基効果の観点から詳細に検

討した。その結果、酸化反応系としては特異な置換基効果が見いだされた。 また

この結果から、 Cu'φーアスコルビン酸 0，系によりフェノール類の水酸化反応が、

高次酸化反応を起こさずに選択性よく進行する理由を推定した。さらに、ガンマ

ラジオリシス法、肝ミクロソーム系によるフェノー ル類水酸化反応に及ぼす置換

基効果も併せて検討し、各酸化系問の比較を行った。
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A. O-Demethvlation of 0・methoxvDhenols
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Scheme P-2. O-Demethylation of o-methoxyphenols and aromatic 

hydroxylation of phenols by the Cu2+ -ascorbic acid-02 system 

* The yields in parentheses are based on substrate consumed 
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第 l章 Cu'φーアスコルビン首長一0，系によるアルキルアリールエーテル類の0脱

アルキル化反応

アルキルアリールエーテル類の0ー脱アルキル化反応機怖として、主に Scheme 

1-1に示した 2反応機怖が考えられている。Aに示した水素原子引き抜き機備は、

アルキル基の水素原子の引き抜きを初発反応とし、カーボンラジカルへ活性種が

リハウンドして生成するヘミアセタールが分解してO-JJ見アルキル化生成物を与え

る機備である 。 Bに示した JpSO置換機情は、アルコキシ基の付け恨の位置 (ipso

位)へ酸化活性種が付加する反応を初発とし、アルコ ールの脱離を経て生成する

フエノキシラジカルが還元されて0-脱アルキル化生成物を与える機構である。 な

おJpSO置換機構ではl悦離するのはアルコキシ基であるため、正確にはこの機憐で

進行する反応は脱アルキル化反応とは呼べないが、本論文では便宜上生成するフェ

ノール類は反応機構によらず全て、脱アルキル化生成物と呼ぶことにする。

いずれの反応機構で反応が進行したかは、主に 2つの実験から判断することが

できる。 まず、活性経由来の酸素原子が生成物に導入されるか否かを 、'"0ラベ

ルした酸化剤を用いて検討することで、反応機備の推定ができる。以下本論文で

は、中を塗りつぶした酸素原子で、酸化活性種由来の酸素原子を表すこととする

が、水素原子引き抜き機構では酸化斉IJEl:1来の酸素原子はアルデヒドとな って脱離

するため、生成物に導入されない(Schcm巴 1-1)。一方 、Jp叩置換機mでは、脱離
分子はアルコールであり、よって活性極由来の酸素原子が生成物に導入される 。

第2の方法として、アルキル基の水素原子を重水素原子で置き換えた基質との反

応速度比 (同{立体効果、 k，/ko)を!日いて反応機構を推定する方法がある 。水素

原子引き抜き機併では、初発反応の水素原子を引き抜く過程が通常律速となるた

め、垂水素ラベルした基質を用いると、 C-H結合と C-D結合のエネルギー差に由

来する反応速度の低下が見られ、 kII/k IJ i直は6以上の大きな{直となると考えられて

いる。一方JpSO置換機構では、開裂するのはフェニル基の炭素原子と酸素原子と

のエーテル結合であるため、同f立体効果は表れず、k"/k0 i直はほぼ lに近い債が得
られる。

反応機構は、主に用いる酸化系によって決定すると考えられている。すなわち

シトクロムP450関与の反応や、ヨードソベンゼンを酸化斉IJとする欽ポルフイリ

ン系などでは水素原子引き抜き機構で、 Fenlon系や、 u【Icnfriencl系などではJpSO
置換機N4で反応が進行すると考えられている 1110 
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A. H Abstraction Mechanism 

• Cytochrome P-450， FeTPPCI -PhIO 

. ，!he o?，yg!n_ at?_m _of the active oxygen species doe，c 1tot incorpomte 
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Scheme 1-1. Two possible pathways of anisole O-demethylation 



第 1節 メトキシフェノール、ジメトキシベンゼンの0-11見メチル化反応

( 1) 0ー悦メチル化反応収率、およびその選択性

Cu"ーアスコルビン酸ー0，系による、メトキシフ エノール、ジメトキシベンゼ

ンの0脱メチル化反応を行った。いずれの構造の基質とも、その置換位置がoー又

lJ:p-の基質は、収率は20%程度ながら、原料消費量に対する生成物収量である

Convcrsion yi巴Id (以下、選択性と 11予ぷ)がほぼ100%で0・脱メチル化反応が進行

した(Tabl巴 ト 1;Rllns 1，3，4，6)0 Cu"ーアスコルビン酸ー0，系による 0-脱メチル

化反応は序章で述べた通り、これまで0-メトキンフェノール類のみを基質として

きたが、本結果から本反応系による 0-脱メチル化反応には、フェノール性OH基

は必須ではなく、メトキシ基もほぼ同線の効果を持つことが明らかとなった。

一方、 111-置換休ではいずれの構造の基質とも 0脱メチル化収率は5%程度と低

く、また選択性も 40%以下と低い結果となった(RllI1S2，男)。選択性が低下したの

は、 111-置換体からは 0-，1'-置換体と異なり、芳香環水間変化生成物がかなり生成し

たためである。例えば、 111-ジメトキシベンゼンからは、 2，4ジメトキシフ ェノー

ル、 2，6-ジメ トキシフ ェノールがそれぞれ3.1%、3.0%の収率で生成した(Run5)。

さらに比較のため、アニソールを基質とした反応も行ったところ、 0・脱メチル

化収不は5%程度と低く、また芳香環水酸化体であるoーメトキン 7..r.ノールがや

はり 5%程度の収率で得られ、 0-11見メチル化反応の選択性は低いことが明らかと

なった(Run7)。これは前述のm メトキシフェノール、 tn-ジメトキシベンゼンと

ほぼ同機の結果である。

(2 )反応機構の検討

180ラベルした酸素分子 (180，)を用い、生成物への酸化斉IJ由来の酸素原子の導入

率から、 Cu'・アスコルビン酸一0，系によるメトキシフェノール、ジメトキシベ
ンゼンのo-ij見メチル化反応機構を検討した。 180導入率はGC/SIM!去を用いて求め

た。実際に実験に用いた酸化斉IJの 180コンテントは、通常・ 100%ではないので、以

下本論文では、 100%の"0コンテントの酸化斉IJを用いた場合に換算した値を同O

導入率として掲載した。いずれの構造の基質とも、 0-，1'-置換体は酸化斉IJからの

はO導入率が高いこと見いだされ、 Ip50置換機構で反応が主に進行していること

が明らかとなった (Tabl巴 1-2;Runs 1，3，4，6)。一方、 m 置換体ではいずれの構造

の基質とも 180導入率は低い結果となった(Runs2，5)。酸化斉IJ由来の酸素原子の導

入率が低かった 111-置換体に関しては、 "0ラベルした水分子(H，"O)を用い、水分

子由来の酸素原子の0・JJ見メチル化生成物への導入率も検討したが、導入率はほぼ

0%であ った(Runs2，5)。よって、基質のアルコキシ基由来の酸素原子は多く保持



Table 1-1. Oxidative conversion of methoxyphenols， dimethoxybenzenes and anisole by the 
Cu2+-ascorbic acid-02 system 

Conversion 

Run Substrate Prod uct Reaction type Yield yield 

1 0・l¥1ethoxyphenol Catechol O-Demethylation 20.00/， 100併

2 m-Methoxyphenol Resorcinol O-Demethylation 5.7 25 

3 p-Methoxyphenol Hydroquinone 0・Demethylation 20.3 93 

0・Dimethoxybenzene o-Methoxyphenol O-Demethylation 

m-Dimethoxybenzene m-Methoxyphenol O-Demethylation 

2，4-Dimethoxyphenol Aromatic hydroxylation 
2，6-Dimethoxyphenol Aromatic hydroxylation 

18.7 94 

4.7 33 

3.1 22 

3.0 21 

6 p-Dimethoxybenzene p-Methoxyphenol O-Demethylation 17.2 93 

7 Anisole Phenol O-Demethylation 5.5 32 

o-Methoxyphenol Aromatic hydroxylation 5.2 30 
p-Methoxyphenol Aromatic hydroxylation 0.8 4 

These reaclions were carried oul under the following conditions. ^ mixlure of a subslrale (50 mM)， 
CU(C104)2 (50 mM) and ascorbic acid (500 mM) in acctonc-watcr was slirrcd undcr a pure 02 

almosphere al room lcmperalure for 24 h. Yields wcrc delermincd by J IPLC 

Table 1-2. 180 1n∞rporation from 1802 or H2180 in the O-demethylation of methoxyphenols， 
dimethoxybenzenes and anisole by the Cu2+-ascorbic acid-02 system 

Run Substrate 

2 

3 

4 

5 
6 

0・Methoxyphenol

m-Methoxyphenol 

p-Methoxyphenol 

o-Dimethoxybenzene 

m・Dimethoxybenzene
p-Dimethoxybenzene 

Anisole 

Product 

Catechol 

Resorcinol 

Hydroquinone 

o-Methoxyphenol 

m-Methoxyphenol 

p-Methoxyphenol 

o-Methoxyphenol 

180 1ncorporation 

from 1802 from H2180 

90 % n.dal 

33 < 1 % 
66 n.d. 

77 n.d. 

17 < 1 

65 n.d 

49 n.d 

Experimenlal condilions were idenlicallo lhose described in Table 1-1， excepllhal slirring under an 
1802-Ar mixture for 2-4 h for delermining lhe 180 incorporalion from 1802， or thal reaclions were 

carricd out in acetone-H2180 medium for 2-4 h for delennining lhe 180 incorporalion from 112180 

All lhe products were extracted with chloroform and lrimelhylsilylaled before analysis. 180 

lncorporation was determined by GC/SIM as M + peak area ratio 
alnol cletermir、ed



されており、 m-置換休では水素原子引き抜き機併で反応が主にj並行していること

が明らかとなった。次に比較のため基質としてアニソールをfIJいた場合の般化活

性種からの"0導入率を検討したところ、 49%という値が得られた(Run7)。

酸化斉1)由来の酸素原子導入率は、 Tablc1-1 に示した選択性とよく対応している。

すなわら 、0・脱メチル化反応が選択性良く進行したメトキシフェノール、ジメト

キシベンゼンのoー，p-置換体では、酸化斉1)由来の酸素原子導入率も高い。選択性

の低かったこれらの/))-置換体およびアニソールでは、酸化斉1)1到来の酸素原子導入

率も、{直に幅は見られるが全体的に低い結果となっている。

基質の櫛造に依存した0-脱メチル化反応機構の変化は、基質の ipsof立電子密度

を用いて説明することができる 。水酸基、メトキシ基は O-，p一円日向性の5g1い電子

供与性基であり、 0・，pーメトキンフェノールやO-，p-ジメトキシベンゼンのメトキ

シ基のついている芳香環電子宮度 (ipso位電子密度)は、もう 一方の置換基によっ

て高められている。 よって、親屯子的性質を持つ酸化活性種は JpSO付加反応を起

こしやすくなり、これがメチル基からの水素原子引き抜き反応よりも速いため、

反応は主に JpSO置換機備で進行すると説明できる (Sch巴me1-2; A)。一方、 /))-置換

休やアニソールでは JpSO位電子密度は高められないため、 JpSO付lJO反応がり-.p-置

換休に比べ遅く、よ って相対的に/.K素原子引き抜き反応が優先し、活性径由来の

酸素原子導入率が低下したと説明される (Sιhcmcト2;B)。これらのipsof立電子密

度の低い基質問で、 "0導入率に差が見られることに関しては、本章第 3節で詳

しく議論する。

以上のように、 Cu'φーアスコルビン酸 0，系によるOー脱メチル化反応機構は、

用いる基質のJpSO位電子密度によって大きく変化することが明らかとなった。

第2節 水素原子の引き抜き易さの異なる基質の0・脱アルキル化反応

前節の結果から、 0・脱メチル化反応機憐は基質の JpSO位電子密度によって変化

することが示唆された。そこで次にCu"ーアスコルビン酸ー0，系による 、メチル

基以外のアルキル基を有するアルキルアリー ルエーテ ル類の0・脱アルキル化反応

を検討した。

( 1) 0・ベンジルオキンアニソールを基質とした反応

まず、 Cu'φ アスコルビン酸-0，系によるoベンジルオキシアニソールの0-脱

アルキル化反応を検討した(Sch巴mcト3)。 この基質はメトキシ基とベンジルオキ

-9-



A. 0・.lJ-Isomers 
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ト己主J → 。ORCOOR
Scheme 1-2. Mechanisms of O-Demethylation of Methoxyphenols and 

Dimethoxybenzenes by the Cu2+-Ascorbic Acid-02 System 



シ基を併せ持つため、分子内で0脱メチル化反応、 0・脱ベンジル化反応の比較を

することが可能である。
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Reaction type 0・Demetbylation O.Debenzylation 

Yield 4.7 % 5.1% 3.2% 

Conversion yield 30% 33 % 

'SO Incorporation 70% 35 % 

Scheme 1-3. O-Dealkylation of 0・benzyloxyanisoleby the Cu2+-ascorbic 

acid-02 system 

O.脱アルキル化反応収率は、若干0-脱ベンジル化反応が優先したが、いずれの

反応とも 5%程度とあまり良くなく、また選択性も両反応、を併せても 65%程度と

あまり高くはなかった。こ れは本基質の水溶性が低いため、コソルベントとして

アセトンをかなり(水と同量)用いる必要があったためと考えている。

酸化斉IJ由来の酸素原子導入率では 、同反応で顕著な差が観察された。0・脱メチ

ル化反応では、 70%と0-ジメトキシベンゼンとほぼ同じ程度の 180導入率となり 、

lpSO置j契機構が優先したが、 0-脱ベンジ ル化反応では、 35%と低い値となり 、水

素原子引き抜き機構が優先して反応が進行することが見いだされた。さらに 、O

-脱ベンジル化反応が水素原子引き抜き機構で進行するとき生成するベンズアル

デヒドも定量したところ、収率は3.2%であった。これは0ー脱ベンジル化収率の

64%にあたり、ここから水素原子引き抜き機構の比率は64%であり 、lpSO置換機

構の比率は残りの36%であると推測された。この結果は"0導入率から得られる

lpSO置換機構の比率と非常によく 一致する。

本基質は、 0-ジアルコキシベンゼンであることから 、lpSO位電子密度はかジメ

トキシベンゼンとほぼ同程度に高められていると考えられる 。O.)j見メチル化反応

でlpSO置換様式が優先したことは、前節と同様にこの lpSO位電子密度から説明さ

れる。一方0・脱ベンジル化反応では、ljJSO付加速度は同程度に速いはずであるが、

それ以上にベンジル基の水素原子が引き抜きやすいため 、水素原子引き抜 き機憐

が優先したものと考えられる (Schemeト4)。

-11-
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Scheme 1-4. Mechanisms of O-debenzylation of o-benzyloxyanisole by the 

Cu2+-ascorbic acid-02 system 

(2) 1，2ーメチレンジオキシベンゼン類を基質とした反応

1，2ーメチレンジオキシベンゼンを基質とした反応を行ったところ、これまで用

いた基質 とは異なるタイム コース で反応が進行した 。通常のCll'φーアスコルビン

酸 0，系の反応は、反応開始から6f1寺間程度で反応液の色が黄緑色から茶色へと

変化し、不溶物が析出しはじめ、反応、はそれ以 |ー進行しなくなる 。 ところが 1，2

・メチレン ジオキシベンゼンをまま質とした反応では、反応i夜の色が変化したとこ

ろで原料の消費は止まるものの、0-脱メチレン化生成物であるカテコールはその

後も生成し続け、反応開始 511後も l収率の増加が見られた(Figllreト 1)。 またカ

テコール以外にHPLC上で大きなピークが見られ(Chart1-1)、これは反応開始4時

間後に最大となり、その後は徐々に減少したが、 5日後もこのピークは存在した

(Figure 1-1)。 このタイムコースから、このピークがカテコール生成の中間休で

あると考え単離を試みたが、カラム精製途中で分解し、カテコールへと変換され

てしまうことがわかった 。またこの中間体は、 2N-HCIの添加により容易に分解

し、カテコールとなることも見いだされた。 これらの結果は、 1，2メチレンジオ

キシベンゼンの0脱メチレン化反応は、ある中間体を経由し 、これがアスコルビ

ン酸酸性下で徐々に加水分解されて進行することを示唆している。反応開始5日

後のカテコール収率をSch巴m巴 1-5に示したが、まだこの時点でも中間体は残って

おり、これが全て加水分解されると仮定すると、カテコール収率は 17.9%、選択

性は77%となると予想される。

1，2メチレンジオキシベンゼンの0・Jj見メチレン化反応における、酸化斉Ij由来の

酸素原子導入率を求めた結果をSchemc1-6にまとめた。 まず反応i夜に2N-I-ICIを

加え、中間体を全てカテコールに加水分解した後に、 GC/SIM法でカテコールの
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the Cu2+-ascorbic acid-02 system 



1・Mーー一

"0導入率を求めたところ、 11%と低いllliが得られ、反応は主に水素原子引き tk

き機備でj並行することが明らかとなった。 Schclllc1-7にo-J1見メチレン化反応機備
を示したが、水素原チ引き抜き機fIIiならは、、図中波紋を付したギ酸エステルを中

間体として反応が進行すると考えられる 。]IIj述の中間体のtI~造を決めるため、反

応液を反応 i金中 (411寺間後)で l立 t~を血化メチレンで tllll.L:し、抽出物の l 卜I -N MR を

とったところ、 U8.33に中間体山来のSinglctpeakが観察された。 この化学シフ

トは一般的なホルミルプロトンの化学シフトとよく 一致する。以上のことから、

1，2・メチレンジオキシベンゼン の0脱メチレン化反応は、主に水素原子引き抜き

機構で進行し、カテコールモノホルミルエステルを中間体として、これが加水分

解されてカテコールとなることが明らかとなった。本基質の ipsof立電子密度は、

0・ジメトキシベンゼンとほぼ変わらないと考えられ、 IpSO付加速度も同程度に速

いはずであるが、メチレンジオキシ基からの水素原子引き抜きがそれ以上にかな

り容易なため、反応は主に水素原子引き抜き機構で進行したものと考えている。

反応が完全に終了する前に、酸を添加して加水分解することなくそのまま温化

メチレンで抽出した tlll出物の"0導入率も調べたところ、カテコールに28%と前

述の 11%より多くの"0が導入 されていることが見いだされた(Schem巴ト6)。これ

は以下のように説明でき、ここから反応ーのダイナミズムがより確からしくなった

と考えている。すなわち、一部起きている IpSO置換機構での反応は、中間体とし

てへミアセタールを経由し、この中間体は本反応条件下では速やかに分解しカテ

コールを生成すると考えられる。反応途中では、水素原子引き抜き機併で反応し

た物の一部はギ酸エステルの形をとっており、よってこの時点でのIpSO置換機構

由来のカテコールの比率は、加水分解が全て完了した反応終結11寺よりも高いと説

明できる。中間体であるギ酸エステルも、 GC/SIMで検出された。その"0導入率

は2%という低い値であったが(Schem巴 1-6)、一般にカルボニル酸素は、水分子

の酸素との交換が比較的速く起きることが知られており、このギ酸エステルでも

同様の交換が起きているためと考えられる。

メチレンジオキシ基のIpSO位電子密度を高めた基質である、 4-メトキシー 1，2-メ

チレンジオキシベンゼンを基質とした反応を行い、 0-脱アルキル化生成物への酸

化斉IJ由来の酸素原子導入率を検討した。その結果、 O-IJ見メチレン化反応生成物へ

の"0導入率は 18%と、 1，2ーメチレンジオキシベンゼンの場合に比べやや大きな値

が得られた(Schemeト6)。 これは IpSO位電子密度が上昇したためと考えられるが、

それでもなお水素原子引き抜き機備が多くを占めることには変わりなく、本結果

はメチレンジオキシ基からの水素原子引き抜きがかなり容易であることを示唆し

ている。

これまでの結果から、主に基質のIpSO位電子密度とアルキル基の水素原子の引

-15-



db Cu2+ ， 1802 2N-HCI 占OHAscorbic Acid Hyd，'olysis 

180 Incorporation n % 

ク Cu2+ ， 1802 30H+占γAscorbic Acid 

180 lncorporation 28 % 2% 

ず Cu2+ ， 1802 2N-HCI 。OH+ゲAscorbic Acid Hydrolysis 

OCH3 OCH3 OH 
Reaction type O-Demethylenation 0・Demethylation

18 o Incorporation 18% 60% 

Scheme 1-6. 180 Incorporation into the O-dealkylation products by the 

Cu2+-ascorbic acid-1802 system 
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Scheme 1-7. Mechanisms ofO-demethylenation of 1，2-methylenedioxy 

benzene by the Cu2+-ascorbic acid-02 system 



き抜き易さの 2つの化学的性質の比によ って、 Cu'・アスコルビン酸-0';れによ
る0脱アルキル化反応の選択性、反応機構とも大きく変化することが明らかとな っ

た。

第3節 01-1ラジカルによる反応との機構の比較

Cu" アスコルビン酸ー0，系は、その情成要素から Fcnton系に類似した化学酸

化系であると考えられ、その酸化活性種として01-1ラジカルがまず挙げられる 。

しかし、 Fenton系でもその立の活性径は01-1ラジカルではないとする論文も最近

多く報告されている 11.1])。そこで'Cu'φーア スコルビン酸一Oヲ系の反応性を、様々

な基質に対する 0-脱アルキル化反応機併を指標として、 01-1ラジカルの反応性と

よヒ車交した。

01-1ラジカル産生系としてガンマラジオリシス j去を用いた 。ガンマラジオリシ

ス法とは、種々の水溶液系にガンマ線を照射し、様々な活性磁を発生させる方法

である 。 詳細は第 4 章第 2 節で述べるが、_i!~酸化室奈川，0) 飽和水溶液に y 線を

照射することで、反応性に富む活性稜として01-1ラジカルのみが存在する系を作

ることができることが知られている。実験手法の特殊性から、 "0導入率を求め

ることは困難であるため、 0・}J見アルキル化反応機慨は分子内向位体効果を問いて

検討した。 ガンマラジオリシス法による O-}J見メチル化反応は、アスコルビン自主を

基質の2j音量添加した条件下でも行った。

基質としては 、ジメトキシベンゼン類および2，6-ジメトキシフェノールを検討

した。いずれも分子内の lつのメトキシ基を、重水素ラベルした重メト キシ基に

置換した化合物を用い、分子内向位体効果はGC/SIM!去を用いて求めた。その結

果をTableト3にまとめた。 O-，p-ジメトキシベンゼン 、2，6-ジメ トキシフ ェノー

ルを基質とすると、いずれの反応系、反応条件でも k，，!kDはほぼ1.0に近い値が得

られた。これに対して、 m ジメトキシベンゼンでは、 Cu'φーアスコルビン酸 0， 

系でk，，/kυ=2.2とやや高い値が得られ、またアスコルビン酸を添加していない通

常のガンマラジオリシス法でも、他の基質に比べるとやや高い値が得られた。 こ

れは、本章第 l節の"0導入率から得られたま目見と 一致する結果であり、基質の

IpSO位電子密度により機構は変化し、 IpSO位電子密度の高い基質では主に IpSO置

換機構で反応が進行し、 IpSO位電子密度のあまり高くない/))ジメトキシベンゼン

では水素原子引き抜き機備の占める割合がj首加することを示している。この点で

両系はよく一致している。
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Table 1-3. I{jnetic isotope effects on the O-demethylation of dimethoxybenzenes 

and 2，6-dimethoxyphenol by the Cu2+-ascorbic acid(AA)ー02system and y-
radiolysis 。CD3 QCD3 QH 

[寸OCH3 I一十OH + I 十 OCH3

D3C万 OCH3 D3COゥーかOCH3
K"fkD， Oxidizing system 

Substrate Cu2+-AA-02 system y-Radiolysis y-Radiolysis( +AA) 

0-(OCD3)ーAnisole l.0 l.0 0.8 

m-(OCD3)-Anisole 2.2 l.3 1.1 

P-(OCD3)-Anisole l.3 1.1 l.0 

2-(OCD3)ー6-(OCH3)ーPhenol l.4 1.1 l.0 

Reaction conditions for the Cu2+-ascorbic acid-02 system were identical lo those 

described in Table 1・1.r-irradiation was performed in N20-saturated 0.1 M phosphale 

buffer (pH 6) conlaining a subslrate (5 mM) in the presence or absence of ascorbic acid 

(10 ml¥1). Total radiation dose was 600 Gy. All the products were extracted with 

chloroform and trimethylsilylated before analysis. Kinetic isotope effects were 

determined by GC/SIl¥1 as l¥1 + pealミarearatio 



一方で、 cu--アスコルビン問主ー0，系でのk，/k"j直は、ガンマラジオリシス i去に
よる{直に比べ者干大きくなる傾向も見られた。これは Cu'・ーアスコルビン自主 0、

系の活性径がフリーのOHラジカルとは異なり、やや水素原子引き抜きを起こし

やすい、あるいは '/)SO付加を起こしにくいことを示唆している。 しかし第 2章で

後述する肝ミクロソーム系と比べると、 Cu'φーアスコルビン酸ー0，系の反応性は

やはり 01-1ラジカルの反応性に圧倒的に近い。 よって現在ではCu21ーアスコルビ

ン酸ー0，系の活性種は、反応、系中の銅2価湿の濃度がかなり濃いことも i井せ考え、

OHラジカルが金属イオンにパインドしている形である、クリプトタイプのOHラ

ジカルなどのOHラジカル類似活性種であると考えている。

ガンマラジオリシス i去による0脱メチル化反応機構に及ぼすアスコルビン自主の

効果は、全体にk"/k" j直を下げる方向に表れている。例えI.fm-ジメトキンベンゼ

ンでは 1.3から 1.1へと k"/k，，j直は小さくなり、 0脱メチル化反応で '/)SO置換機憎の

占める割合が噌加したことを示している。 同じOHラジカルによる反応であって

も、アスコルビン酸の共存により機構が'/)S口笹換株式の万にやや傾く理由は以下

のように推測される。すなわちSchcm巴 卜8に示した'pSO付加を初発反応としても、

O脱メチル化生成物とならず芳香環水酸化生成物を与える経路が存在する と考え

ている。活性種が'/)SO付加した形の中間体は、アルコールの脱縦、還元を経て 0

1見メチル化生成物となる (PalhA)が、これ以外に次の酸化を受け最終的に芳香環

水酸化生成物となる経路(Palhs)もあり、この経路をとると活性種がi/)soj‘I加し

ても 0脱メチル化反応は進行せず、よって相対的に水素原子引き抜き機怖が0-脱

メチル化反応で優先するようになる。アスコルビン酸の添加により還元過程を含

むPalhAが速くなり、 。ー脱メチル化反応機械に占める '/)SO置換株式の割合が増え、

k"/kD値が小さくな ったと考えられる。

このアスコルビン酸の添加による PalhA， Bの比率の変化は、 0-脱メチル化反応、

生成物と芳香環水酸化生成物の収量比に表れるはずである。詳しくは次節で述べ

るが、アスコルビン酸の添加により Oー脱メチル化反応の選択性は確かに向上する

ことから、上記の推測は正 しいものと考えている。

さらに、本章第 1節で述べたCu" アスコルビン酸ー0，系による0脱メチル化

反応で、アニソールに比べnトジメトキシベンゼン、 m・メトキシフェノールでの

活性種由来の酸素原子導入率が低かった (Tabl巴ト2;Runs 2，5，7)理由は、 Scheme 

1-8を用いて説明できる。すなわち、 mー置換体では芳香環上の電子密度の偏りが

大きく、 'pSO付加中間休のラジカルが電子密度の高い芳香環炭素上に展開するた

め、 Palhsが速いと考えられる。 よって同程度の'pSO位電子16'度を持つ基質でも、

m-置換体では相対的に水素原子引き抜き機構が0-脱メチル化反応で優先し、活

性種由来の酸素原子導入率が低下したと推測できる。
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S chelllc 1 ・ 8 に述べた推測は間変化生成物の舵類からも支持された の i~IJ えば Cu"

ーアスコルビン酸ー0，系による O-JJ見メチル化反応でm・ジメトキンベンゼンを基

質とすると、 0脱メチル化生成物である Ill-メトキシフ ェノール、通常の芳香I農

水酸化生成物である2，4-ジメトキシフ ェ ノール、 2，6 ジメトキシフ_r_/ール以外

に、 PathBで生成すると考えられる3ーメトキシカテコール、 4-メトキシカテコー

ル、メトキシハイドロキノンも比較的多く生成することがGC/SIMi:去により確認

された。

第4節 O-}j見メチル化反応に及ぼすアスコルビン酸の還元的雰囲気の効果

Cu'今一アスコルビン自主 0，系は、前節で論じたようにOHラジカル類似活性径を

生成する酸化反応系であり、この点でFcnton系な どに類似した化学酸化系である。

しかし一方で第 l節で詳述した織に、本反応系によるメトキシフエノール、ジメ

トキシベンゼンの0・，p-置換体の0-脱メチル化反応は非常に選択性が高く、芳香

環水酸化反応はほとんど進行しないという、化学酸化系としては特異な反応性を

持つ。Fcnton系などでは様々な酸化反応が同日寺にi並行し、酸化生成物が多数得ら

れるため、 0脱メチル化反応の選択性は低い。この点でCu'φーアスコルビン酸

0，系は合成反応にも応用できる有用な化学酸化系であると言える。 この Cu2+

-アスコルビン酸ー0，系の特徴的な反応性の要因を探るため、ガ ンマラジオリン

ス法で発生させたOHラジカルによる 0-脱メチル化反応に及ぼす、アスコルビン

酸の添加効果を検討した。反応は基質として 0-ジメトキシベンゼンを用い、この

バ yファー水溶液(pH6.6)に様々な量のアスコルビン般を添加し、亜酸化皇室素

(N，O)存在下これに y線を 1500Gy照射し て行った。酸化生成物としては、 。ー脱

メチル化生成物と 2磁の芳香環水酸化生成物の収量をGC/SIM法を用いて定量し
マ.，、。

その結果、添加したアスコルビン酸の波度依存的に、各生成物とも生成量は減

少した(Figure1-2)。これはより酸化されやすいアスコルビン酸の酸化が進行し

たためと考えられる。添加したアスコルビン酸濃度に依存した生成量の減少の仕

方は、各生成物で異なることが見いだされた。例えば0-脱メチル化生成物はアス

コルビン酸低濃度ではあまり減少しないが、水酸化生成物はかなり減少した

(Figure 1-2)。 この傾向は生成量比をとることでより明らかになる。 0 脱メチル

化/芳香環水酸化比を、各アスコルビン自主濃度について計算した結果を Figure

1-3に示した。アスコルビン酸を添加していない場合、 0・脱メ チル化/全芳香環
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水酸化比は約3であるが、アスコルビン酸を2.5111M添加することでこの比は約 11

と3倍強の値とな った。すなわち、アスコルビン般のI添加により、 OHラジカル

による0脱メチル化反応の選択性は飛躍的に向上した。

以上の結果から、 Cu"ーアスコルビン酸 0，系の特徴的な反応性は、アスコル

ビン酸の還完的雰囲気下での般化反応という特殊な状況に出来すると推測してい

る。Schcl11c1・9にその挑定機構を示した。酸化活性種(前節で論じた様にクリプ

トタイプのOHラジカルを活性極と考えているが、図では簡便のためOHラジカル

としている)がlpSO位以外の芳芥環炭素上に付加したシクロヘキサジエニル中間

体は、さらに酸化されれば芳香lfi水酸化生成物となるが、アスコルビン酸が共存

すると中間体は還元され、元の」主質に戻り間変化生成物は生成しない。これに対し

活性種がlpSO付加し たlt間体は、還元されることにより 0-脱メチル化生成物 とな

る。よってアスコルビン駿存在下では、その還元作用により O-Jj見メチル化反応の

みが選択的に遂行するようになると考えられる。 また、この般定機備は前節の

Schcl11巴 1-8にもあてはまるものである。

第5節 その他のCu'φ アスコルビン酸ー0，系の反応

( 1 )種々の0-置換フ ェノールからのカテコール生成反応

本章第 1節では、 Cu'φーアスコルビン自主 0，系によるメ トキシフ ェノール類 、

ジメトキシベンゼン類の0脱メ チル化反応を行ったが、その反応機構から考えれ

ば、 ipsol立電子密度がある程度高ければ、脱離基はメトキシ基以外でも反応は進

行するはずである。そこで様々な置J呉基をo一位に持つフェノール類を基質とした、

Cu'φーアスコルピン駿 一0，系の反応を行った。 用いた基質は、 oーメチルフ エノー

ル (0クレゾール)、 0-クロロフェノール、 0-フeロモフェノール、。ーアセチルフェ

ノール (0 ハイドロキシアセトフ ェノン) 、0-ニトロフ ェノール、 0・シアノフェ

ノールである。その結果、 0-クレゾ ルを除く全ての基質で、各置換基が水酸基

に置換された生成物 (OH置換反応生成物と以下11芋ぶ)であるカテコールが生成

した。 (0-クレゾールからは、 trace量(収率にして約0.2%)のカテコールの生

成が、 HPLC上観察されたが、きらんとした構造確認を行うことのできる量では

なかったため、カテコールであるかの確認は行っていない。)笹換基による脱離

のしやすさは 、メトキシ >アセチル>ハログノ>ニ トロ>シアノの 111買であ った

(Table 1-4， Figure 1-4)。

この様に、メトキシ基以外でも数種の置換基でOH置換反応が起きることがわ
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Table 1-4. OH Substitution reaction of o-substituted phenols by a Cu2+ -ascorbic 

acid -02 system 

OH  王 OH

~R H王O~ム人人、\巴、〉、、、""、、~ザザ，白

lJ + lJ 
00 Ilydroxylation Pr.oduct 

+ 

OH 

〆人，-/OH

lJ 
Catechol 
(SUhlltill・tiOIlPI"oduct) 

Cu2+ ，02 

Ascorbic Acid 叩む
。苧Substituent OCH3 COCI-I3 Br CI N02 

Catechol Yield (%) 11.3 6.2 2.3 2.3 1.6 1.0 
Conditions: A m山 edsolutions of a substrate (1 mmol)， Cu(CI04)2・6H20(1 mmol) and 
asc沼【bicacid (10 mmol) in waier (20 ml) and aceione (6 ml) was stirred vigorously under 
02 atmosphere at room temperaiure [or 24 hOllrs and the producis were analyzecl by 
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かった。その中でもアセチル基、シアノ基の場合は、 C・C結合切|析を伴う反応で

あり、代謝化学の観点からは、この反応性は興味深いものである。

OH置換反応効率の順には、株々な要因が複雑に作用している と思われるつす

なわち、置換基の脱離のしやす さ、芳香環電子宮度に及(i'す置換基の効果、さら

には第 4T世で詳しく述べるが、木反応では水酸化反応も同H寺に進行するため、そ

の置J呉基の効果なとが複雑に作mした結呆であると考えている。

( 2 )基質の金属イオンへの配位の検討

Cu1+ーアスコルビン酸ー0，系は、フ ェノールをか位選択的に水酸化すること、

及び0-メトキシフ ェノール類のO-IJ見メチル化反応を効率良く起こすことから、当

初はCu'φ イオンへ基質が円目立し、その効果で近傍のoイ立に酸化反応を起こすと考

えられていた。 しかし本章第 l節で論じた 、p-置換体でも効率よく 0・脱メチル化

反応がi並行するという結果からは、反応における配位の重要性は低いことが予想

される 。 そこでこれをさらに li{g かめるため、 C U 2~ ー アスコルビン酸 0，系によ る

0-メトキシフェノール、 p-メトキシフ ェノールのo-IJ見メ チル化競争反応を行った。

もし、フ ェノール性OH基の金属イオンへの両日位が大きな意味を持つならば、両日

位作用の強いoメトキシフ ェノールのOー脱メチル化反応の方が優先すると考えら

れる。結果はTableト5に示す通 り、原料消資量、 0脱メチル化生成物収率とも

ほぼ同じであったことから、 Cu'・ アスコルビン酸ー0，系の反応では、基質は金

属イオンには配位せずに酸化反応が起きていることが示唆された。(なお、フ ェ

ノールのo一位選択的な水酸化反応の要因に関しては、第 4章第 2節に記述した。)

Table 1-5. Competitive O-demethylation of o-methoxyphenol and p-
methoxyphenol by a Cu2+-ascorbic acid-02 system 

Substrate Substrate consumption O-demethylation yield 

o-Methoxyphenol 17.5 % 13.1 % 

p-Methoxyphenol 18.0 % 15.7% 
Conditions: An aqueous solution of CU(CI04)2 (50 mM)， ascorbic acid (500 mM)， 0 

methoxyphenol (50 mM) and p -methoxyphenol (50 mM) was stirred under pure 02 

atmosphere at r.t. and the subslrale consumption and the O-demethylalion yield were 

determined by HPLC alter 24 hr 
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第2章 肝 ミクロソ ームーNADPH/O，系によるア ニソール類の0脱メチル化反応

第l節 メトキシフ ェノ}ル、 ジメトキシベンゼン類のOー脱メチル化反応

ントクロム P450によるアルキルアリールエーテル類の0脱アルキル化反応は、

アニソ ールを基質とした検討などから水素原子引き抜き機構で進行すると 一般に

は考えられている川、。 しかしこれまでに、広範な基質に対する機倦を詳細に解析

した例はない。そこで前章で見 られたような基質の付与造に依存した反応機構の変

化が、シトクロムP450関与の反応でも見られるかどうか以下検討した。

( 1 )分子内向位体効果を用いた検討

まず、反応機構を簡便に推測することが可能な分子内同位体効果を用い、肝ミ

クロソームによる invitroイ七謝反応におけるジメトキシベンゼン の0-脱メチル化

反応機構を検討した。本節では以下、フ ェノパルピタールで誘導したラ y トより

調製した肝ミクロソームを反応に用いている。kH/kDはGc/slMi去によって求めた。

その結果、ジメトキシベンゼン の0脱メチル化反応では、その置換位置によらず

10以上の高いk"lkDf直が得られ、水素原子引き抜き機構で反応が進行することが

明らかとな った(Tabl巴2-1;RUJ1s 1-3)。アニソールよりも lpSO位電子密度の高い

基質である 0-あるいはp-ジメトキ シベ ンゼンでも、 0-脱メチル化反応は水素原子

引き抜き機構で進行する点がCU
2φ
ーアスコルビン酸ーO

2系やガンマラジオリシス

法と大きく異なる。

同{立体効果が、単純に C-H結合と C-D結合のエネルギー差によ って生じるとす

ると、 k"lkD=7.0が最大伎となると計算できる lへところがこれまでにも、水素

原子引き抜きを律速段階とする酸化反応({$'I]えば、脂肪族炭化水素の水酸化反応

など)において、いくつかの酸化反応系で10を越えるkH/kD1直が報告されている

15.16)。これ らは、 GC/S1 Mi去による定量結果であり、 GC/MS法を用い、あるスキャ

ンナンハーのみから k，.fkD1直を言j.Si:したときに見られがちな、重水素体と軽水素
体の若干の保持時間の差から生じる誤差に由来するものではない 1710 最近ではこ

の理論値を超えるkH/kD値は、その温度依存的変化の検討から、水素原子移動の

際のトンネル効果に由来すると考えられている 18.1引。質量数 lの軽水素原子と質

量数2の重水素原子ではそのトンネル半径に大きな差があるため、基質と酸化活

性種が非常に接近して反応する場合、この効果が顕著に現れ、10を越える大きな

kH/kD 11直が観測される 。 また、 10を越える大きな k，，/ku1直が観測されたことを逆に

利用し、酸化反応の際の基質と活性種の距離および方向を推測している報告もあ

る1710 本実験で得られた、肝ミクロソーム系による 0-脱メチル化反応の際の 10を
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Table 2-1. Kinetic isotope effects on the O-demethylation of 
dimethoxybenzenes and 2，6-dimethoxyphenol by the phenobarbital-treated 
rat liver microsomes-NADPH/02 system 

QCD3 QCD3 QH 

I寸 OCH3 -十OH + I トOCH3

D3COウ
0
叫 一 一

DaCOゥーかOCH3
Run 

1 
2 

3 
4 

Substrate 

。ー(OCD3)ーAnisole
m-(OCD3)-Anisole 

P-(OCD3)ーAnisole

2-(OCD3)-6-(OCH3)-Anisole 

主旦生2
6.2 ::!: 0.1 

12.6::!: 0.4 

11.9::!:0.1 
1.0士0.0

The data represent the mean ::!: S.E. of three experirn巴nts.

Experimental conditions were as follows. A mixture of substrate (500 nmol)， 

cofactors， glucose-6-phosphate dehydrogenase (10 units) and phosphate buffer (0.1 
M， pH 7.4) was incubated for 15 min under air. All the products were extracted 

with chloroform and trimethylsilylated before analysis. Kinetic isotope effects 

were determined by GC/SIM as M+ peak area ratio 



越える大きなk，/k[)11直は、 GC/SIM!去による値であり誤差によるものではない。酵

素系であるため、同f立体効果のj品j支依存性の検討は鰍しく、行っていないので推

測の成を出ないが、本反応系によるジメトキシベンゼンの0-脱メ チル化反応にお

いても、基質と酸化活性径はかなり接近して水素原子引き抜き反応が起きており、

よって 10以上の大きなk，，/k[)1直が観測されたものと考えている。

次に、 2，6・ジメトキシフェノールの0-脱メチル化反応機構を検討したところ、

k，，/k[)= 1. 0と小さな値が得られた。 ここからこの基質では、これまで考えられて

きたシトクロムP450関与の反応の機憾と異なり、 IpSO置換機構で反応が進行する

ことが見いだされた 。 ~f ミクロソーム系によるアルキルアリールエーテル類の O

-脱アルキル化反応においても、 IpSO置換機併で反応が進行することを示した例

は、これが初めてである。そこでさらに、 "02を酸化斉IJとし、 0-脱メチル化生成

物への酸化斉IJ由来の酸素原子導入率を用いて反応機構を詳細iに検討した。

(2) 0ー脱メチル化生成物への酸化斉IJ由来の酸素原子導入率を用いた検討

，802を用い、生成物への酸化斉IJ由来の酸素原子の導入率から、 JJFミクロソーム

系によるメトキシフェノール、ジメトキシベンゼンの0ー脱メチル化反応機備を検

討した。，80導入率はGC/SIM!去によって求めた。その結果、0・およびpーメト キシ

フェノールで高い，80導入率が観測され、これらの基質の0-脱メチル化反応が

IpSO置換機備によって進行することが見いだされた (Table2-2; Runs 1，3)。同じ

メトキシフェノールでも m・メトキシフェノールでは、活性種由来の酸素原子はほ

とんど生成物に導入されず、水素原子引き抜き機構で反応が進行した (Run2)。

ジメトキシベンゼンではその置換位置によらず生成物への"0導入率は低かった

(Runs 4-6)。 また H2"0を用いた検討から、水分子由来の酸素原子も生成物へ は

全く導入されないことが見いだされ(Runs4-6)、よ って水素原子引き 抜き機構で

反応が進行することが明らかとなった。 これは、分子内同位体効果を用いた検討

から得られた結論と 一致する。

以上の結果より、肝ミクロソーム系による 0ー脱メチル化反応においては、基質

のフエノール性OH基の有無、およびその置換位置によって反応機憎が大きく変

化することが明らか となった。

( 3 )フエノール性OH基を有するアニソール類の新しい0ー脱メチル化反応機構

これまでの結果から、肝ミクロソーム系による0・脱メチル化反応において、基

質のフェノール性OH基が反応機構に大きく関与寸ることが明 らかとなった。 と

ころが、これまでに知られている水素原子引き抜き機構、ipso置換機構の2反応

機構では、フェノール性OH基は直按は関与しないため、前段までに得られた基

-~-



Table 2-2. 180 Incorporation from 1802 or H2180 in the O-demethylation of 

methoxyphenols and dimethoxybenzenes by the phenobarbital-treated rat liver 

microsomes-NADPH/02 system 

180 Incorporation 

Run Substrate Product from 1802 from H2180 

1 o-Methoxyphenol Catechol > 99 % n.d.a) 

2 m-Methoxyphenol Resorcinol 3 n.d 

3 p-Methoxyphenol Hydroquinone 84 n.d 

4 o-Dimethoxybenzene o-Methoxyphenol 4 < 1 % 
5 m-Dimethoxyb巴nz巴ne m-Methoxyphenol く 1 < 1 
6p-Dimethoxybenzene p-Methoxyph巴nol 1 < 1 

Experimental conditions for determining the 180 incorporation from J802 were ilS 

follows. The standard incubalion mixlures contained substrate (500 nmol)， cofactors， 

glucose-6-phosphate dehydrogenase (10 units) and phosphate buffer (0.1 M， pH 7.4) 

The reaction was initiated by the addition of microsomes (5 mg protein， 2.2 nmol P450/ 

mg protein) under an 1802-Ar mixture， and was performed at 37・Cunder an 1802-Ar 
mixture for 15 min. Experimental conditions for determining the 180 incol'poration 

from H2J80 were identical to those described above， except that reactions were carried 

out in the medium containing H2180 under air. All the products were extracted with 

chloroform and trimethylsilylated before analysis. J80 Incol'poration was detel'mined 

by GC/SIM as M+ peak area ratio. 

a)not determined 



質のフェ ノール性OH基の有無、およびその置換位置に依存した反応機備の変化

を説明することはできない。そこで、 |百jじ'p.>o置換株式、すなわち生成物へ酸化

斉1)由来の酸素原子が導入される機怖であ っても、経由する中間体の異なる新たな

機備を考 えた。 それを、 Schemc2-J; Aに示 した。 この新反応機構はまず、活性

種が基質の フェ ノール性OH基を酸化し、フ エノキシラジカルを生成する反応を

初発反応とする。次にこのラジカルが'pso位へと展開し、ここに活性種がリバウ

ンドする 。その後メタノ ールの脱離を経てキノン体を生じ、これがNADPH依存

的に還元されて0脱メチル化生成物となる。この経路でも活性種由来の酸素原子

は生成物へ導入されるため、 'p50笹J奥様式の一つに数えられるが、 'pso付加lを初

発とする従来の機構とは大きく異なる。肝ミクロソーム系では、基質のフ ェノー

ル性OH基の酸化が速い と考えれば、。およびp-メトキシフ ェノールはこの反応

機憾で0-脱メチル化反応がj並行し、生成物に活性種由来の酸素原子が導入 される。

一方m メトキシフ ェノールでは、生成したフ エノキシ ラジカルは'pso位へ と展開

できないため、この反応機構では0・脱メチル化反応は進行せず、よ って従来の水

素原子引き抜き機構で反応が進行 したと説明される (Scheme 2ーJ;B)。以上のよう

に、フ エノキシラジカル生成を初発反応とする新反応株式を考えることで、 JJ干ミ

クロソーム系による0ー脱メチル化反応機構の、基質のフ ェノール性OH基の有無、

およびその置換位置による変化が矛盾なく説明できた。ごく最近本研究とは独立

に、アニリン類を基質としたシトクロム P450による酸化反応の検討から、ここ

に示した機構と同様にラジカルの'pso位への展開を含む機構を推定した報告がな

された2010 しかし、これまで論じてきた様な反応機構の基質依存性の詳細な検討

を基に機構を提唱した例は、本研究がはじめてである。

第2節 各種誘導肝ミクロソーム問での0ー脱メチル化反応機構の比較

シトクロム P450の反応性には、アイソザイムに よって大きな差がある。例えは

JAタイプのアイソザイムは芳香狭性を持つ平面的な分子の酸化を得意とし、 2B

タイプは非平面分子の酸化を得意とする。 またシ トクロムP4502EJは、エタノー

ルなとの小分子の酸化を行うことが知られている H。 さらに 2EJによる反応は 、

Compound [などのへムを含む活性穫によるものではなく、真の活性種はリーク

した過酸化水素由来のOHラジカルであるとする 報告もある 21.22)。 この様なアイ

ソザイム聞の反応性の違いが、ア ニソール類の0-脱メチル化反応機構に表れるか

どうか検討するため、各種誘導斉1)で誘導したラットより調整したJ)干ミクロソーム
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Scheme 2-1. Proposed mechanisms of O-demethylation of methoxyphenols 

by PB-treated rat liver microsomes-NADPHl02 system 



を用いて、アニソール類の0脱メチル化反応機備を検討した。誘導斉1)として、フ L

ノハルピタール、3-メチルコランスレシ、アセトンの3liD:の化合物を用いた。 7..L

ノノ〈ルピター lレは28タイフ。を、 3-メチルコランスレンは IAタイフ。を、アセトン

は2EIをそれぞれ誘導することが知lられている 。これらの誘導斉1)で誘導したJ)fミ

クロソーム系による、 p-ジメトキシベンゼン、 2，6 ジメトキシフ 4 ノールの0-1)見

メチル化反応機構を分子|人l 同{立体刃~~棋を用いて検討した 。 その結果を Tabl c 2-3に

まとめた 。いずれの誘導剤を用いても、フ 4 ノール性OH基を持たないp-ジメト

キンベンゼンでは 10以上の大きなkll/kuf直が、フェノ ール性OH基を有する2.6-ジ

メトキシフェノールでは 1.0とノj、さな k"/ku値カf得られた。これらの結果から、シ

トクロムP450の活性極自体の反応性には、各アイソザイム問で大きな差はない

ことが示唆された。

アセトン誘導肝ミクロソーム系によるp-ジメトキシベンゼンの0脱メチル化反

応においても 10以上の大きな kJku値が観測されたことは、シトクロムP4502EI

の酸化活性穫の議論に大きな知見をもたらす。もしこれがOHラジカルによる反

応であれは¥第 l章で論じた通り ipsof立電子密度の高いp-ジメ トキシベンゼンの

0・脱メチル化反応は、 lpSO置換機構で進行し、 1.0に近い小さなkll/kυ値が観測さ

れるはずである。 kll/kυ=10.9と他 2径の誘導肝ミクロソ ームに比べると若干小さ

な値であるが、 k，，1k，，=12. 0をへム を含むシトクロムP450酸化活性径の値として 、

k"/ku= 1 O. 9から計算されるOHラジカルの反応に占める割合は 1%に満たない。詳

細な議論は、特異的阻害斉1)を用いた実験や桁製P450を斤jいた実験の結果を待た

なければならないが、本結果はシトクロムP4502EIによる反応はリークしたOH

ラジカルによるものではなく、へムを含む酸化活性経による反応であることを示

唆している。
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Table 2-3. Kinetic isotope effects on the O-demethylation of p 

dimethoxybenzene and 2，6-dimethoxyphenol by various inducer-treated rat 
liver microsomes-NADPH/02 system 。CD3 OCDa 9H 

1: 1I 1- 11 + I~ 1I 

OCH3 OH OCH3 

OH OH OH 

D3CO，..A_.....OCH3 D3CO，-，ふ¥ノOH HO，/.必¥ノOCHa

1 | 一一一一一 1 11 + 1 11 

kH/kD ， Substrate 
Inducer P-(OCD3)-Anisole 2-(OCD3)-6-(OCH3)-Phenol 

Phenobarbital 11.9 ::t 0.1 1.0::t 0.0 
3・MethyJcholanthrene 12.0 ::t 0.1 1.0士0.0
Acetone 10.9 ::t 0.1 1.0::t 0.0 
The data represent the mean ::t S.E. of three experiments 
Experimental conditions were identical to those described in Table 2・1
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第 3章

アニソール類の0-脱メチル化反応機構を指標とした、

各種鉄ポルフイリン錯体一酸化剤系及び

肝ミクロソームーNADPH/02系の反応特性の比較
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第 3~ アニソール類の0-脱メチル化反応機構を指標とした、各種鉄ポル フィリ

ン錯体一酸化方IJ系及び肝ミクロソームφNADPH/O，系の反応特性の比較

これまでに数多くのシトクロムP450のモデル酸化系が開発されてきたが、その

中で最もよく用いられるものは、プロトヘム IXと類似した構造の各種鉄ポルフイ

リン類を触媒として用いる酸化系である。この酸化系は用いる酸化斉IJにより さり

に2f重に大別される。それは、酸化斉IJとして過酸化水素、クメンハイドロパーオ

キサイドなとのパーオキシド類、 j邑酢首長、 mCPBAなどの過酸類、及びヨー卜ソ

ベンゼン類を用い、いわゆる "Shul11palhway"により酸化活性種を生成するモデ

ル酸化系と、酸化斉IJとして酸素分子を用い、系中に水素化ホウ素ナトリウムなと

の還元斉IJを共存させることにより酸素分子を還元的に治性化し、百貨化活性磁を生

成するモデル系である。 (Shul1lpalhwayについては、木章第 3節のSchcmc:¥・1

に紹介した。) シトクロムP450関与の酸化反応は、通常の生体内反応であれば

後者の反応であるが、前者のShU111系によ って も活性種は生成することが知られ

ている。ただし、前者の系で用いる酸化斉IJによっては、生成する円変化活性慢が後

者とは異なるとする報告もある川。第2主主で検討した、 IJfミクロソーム系による

川 vllro代謝反応は、 ElcclronsourccとしてNADPI-Iを用いた後者の系の反応であ

るため、月干ミクロソーム系との反応性の比較を行う場合、鉄ポルフィリン類をm
いた酸化系として、 f走者に属するものを用いる方が望ましい。しかし後者の系の

反応は、触媒として用いる鉄ポルフィリンの種類によっては反応が進行しない場

合もあり、また反応途中で様々な活性酸素種を生じる可能性があるため、前者の

系に比べ複雑な反応となることが予想される。そこで、より単純な酸化反応が進

行すると考えられる前者のShunlpalhwayによって酸化活性種を生成する、種今

の鉄ポルフィリンー酸化斉IJ系の反応性を 以下検討することとした。

触媒として用いた鉄ポルフイリン類は、 Figur巴 3・lに示した 6種類である。 ま

ず最初は、メソ伎にフ ェニ ル基を有する FeTPPCI、メシチル基を有するFeTMPCI、

ぺンタフルオロフェニル基を有する FeTPFPPCIの 3種の欽メソフェニルポルフィ

リン類で、これらは全てクロロアニオンを剥l配位子として持つ。FeTPPCIは最も

単純な鉄ポルフイリンとしてよく用いられる。フェニル基の2.6・1立に置換基を持

つFeTMPCI、FeTPFPPCIは酸化反応中に分解されにくく、酸化反応効率が良い

とされる。またF巴TPFPPCIはペンタフルオロフ ェニル基の電子吸引性の効果から

強力な酸化能を有するという特徴を持つ。 以上の3種の鉄ポルフィリンは、機々

な研究に最もよく用いられている欽ポルフィリン類である。次に、反応特性に及

Ii'す軸配位子の効果を検討するために 2種の鉄ポルフイリン、ピス トメチルイミ

ダゾール配位鉄ポルフィリンである FeTMP(I-M巴Im)2C104、および当教室で開発
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きれた分子内チオレート配位欽ポルフイリンである S.R.錯体を用いた。これらは

それぞ れ、生体内酸化酵素であるパーオキシデース類、シトクロムP4.'i0の紬配

1立子の特徴をモデル化した鉄ポルフイリン頒として用いた。このうらS.R 鈴休は、

ントクロム P450の大きな特徴である第 5両目立子としてのチオレートの配位をモ

デル化した錯体で、酸化に対して比較的安定であることがこれまでの当教室での

倹討から明らかにされており 、酸化反応に用いることのできる、これまでに知ら

れているロ佐ーのチオレート配位鉄ポルフィリンである。最後にプロトヘム IXに最

も近い十構造を持つ鉄ポルフィリンとして、ピロールの 日位にエチル基を有する

FcOEPCIを用いた。メソ位にフェニル基を有する鉄ポルフイリン類は、その

HOMO軌道の対称性がa2uであり、こ れはプロトへム IXのHOMO軌道の対称性と

考えられる a，"と異なることが知られている。鉄ポルフィリン系の反応性には、そ

のHOMO軌道の対称性が重要な意味を持っとする報告もあり川、この観点からプ

ロトヘム IXと同じa"対称の HOMO軌道を有すると考えられる、メソ位に置換基

を持たないF巴OEPCIを用いた酸化系の反応性を検討した。

第l節 p-ジメトキシベンゼンの0-脱メチル化反応機構を指標とした各系の反応

性の評価

鉄ポルフイリン 酸化斉1)系の反応性は、脂肪族炭化水素の水酸化反応効率など

の酸化能を指標とすることが多いが、酸化反応機構を検討した例 もこれ までにい

くつか報告されている。しかし0・脱アルキ ル化反応機構 を検討した例は少な く、

また用いられる基質の種類も|浪られており 、アニ ソールを用いた例がほ とんどで

ある。以下に代表的な例 を紹介した(Table3・I) ，1)。

Table 3-l.a) Kinetic isotope effects on the O-demethylation of 
anisole 

Oxidizin耳 ~~m ~~D 

FeTPPC1-PhIOb) 9.0:t 3.0 

FeTPFPPC1-PhIO > 8.0 
Rat liver microsomes-NADPH/Oz 10.5:t 0.7 

Rat liver microsomes-tBuOOHcl 12.3:t 2.5 
Rat livel・microsomes-mCPBAd) 8.4:t 0.3 

a川)Lind白sa勾ySmi仙t仕山h，J. R. eωt αal. J. Che悶e川 .S品ocム，Peス宅初旨切F戊kir，川nT.れ/'巴'an

b肋)Iodωos勾ylbe印nz詑en問e. C)川t-But旬削y川1I凶hy凶dro叩pe町ro凹XI凶de. dω) ηm-Chlorop戸er巾be印nz叩01叩ca抗c口l凶d 
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冒回国島ーー l

この報告ではF巴TPPCI-PhIO系、 FcTPFPPCI-PhIO系、月下ミクロソーム系による

アニソールの 0-脱メチル化反応機怖を同位体効果を用いて検討し、会ての系で8

以上の大きなk，，!k D f直が得られたことから、これらの欽ポルフイリン ー酸化剤系

の反応性は、シトクロム P450の反応性に類似しており、良いP450モデル酸化系

であると結論づけている。

さて第 l叢で論じた通り、 OHラジカル械活性極によるアルキルアリル エーテ

ル類の0・脱アルキル化反応機構は、基質のipsol立電子音皮と H原子の引き政き易

さによって、大きく変化した。鉄ポルフィリン ー酸化育IJ系でこのような機構の基

質依存的変化を検討した例はこれまでにはなし、。筆者は、鉄ポルフィリン系の反

応性を評価するためには、アニソールを用いた検討のみでは不十分と考え、以下

鉄ポルフィリン系での0ー脱アルキル化反応機構の基質依存的変化を検討した。具

体的にはまず、 IpSO位電子密度のより高い基質であるp-ジメトキンベンゼンの、

各鉄ポルフイリン系によるOー脱メチル化反応機構を検討した。

(J)鉄ポルフイリン類 フェニル過酢酸系の酸化活性径の検討

鉄ポルフィリン系の酸化斉IJとして、パーオキサイド類、過首長類を用いると、そ

の0-0結合の開裂線式によって、酸化状態の異なる酸化活性種が生成すると考え

られる 。 0-0結合がヘテロリティックに/J日裂すれば 2電子酸化体である

Compound 1が、ホモリティックに院l裂すれば l電子酸化体であるCompound11が

酸化活性援として生成する(Schel1lc}-I)。 当教室の島田らは、モデル錯体の酸化

活性種の生成に関する研究を行い、酸化剤として過酸を用いると、生成する酸化

活性径の種類を酸化剤由来の分解物から推定できることを示した 141。例えばフ i

ニル過酢酸を酸化剤とした場合、 0・0結合がヘテロリティ yクに開裂すると、活

性径としてCompound1が生成し、酸化斉IJ由来の分解物としてフェニル酢酸が生

成する(Sch巴m巴 3ー1)00-0結合がホモリティックに開裂すると、活性種として

Compound [[が生成し、酸化斉IJ由来の分解物としてアシルオキシラジカルが生成

する。このラジカルは拡散律速で脱炭酸し(k> 10")ベンジルラジカルとなり、最

終的にベンジルアルコール又はトルエンとなる (Scheme}-I)。ヘテロリティック

開裂で生じたフェニル酢酸が、再酸化されることによりアシルオキシラジカルを

生成する経路も考えられるが、島田らはこの経路の反応はほとんど起こらないこ

とを確かめ、以上より酸化斉IJ由来の分解生成物であるフェニル酢酸とベンジルア

ルコール及びトルエンの収量から、生成する酸化活性種の種類を推定できること

を示した。本研究においてもこれを踏まえ、以下主にフェニルj!JiJ酢自主を酸化斉IJと

して用いた。

p-ジメトキシベンゼンを基質としたときの、各種鉄ポルフィリン ーフェニルj!JiJ
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酢自主系で生成する酸化活性極の.f.lli類を、酸化市IJtll来の分解生成物から検討した η

反応はベンゼンを溶媒とし、 7.Lニル;0)酢目立をAr下川iFして開始し、室温で 10分

間行った。 フェニルjlUt自主由来の分m生成物として、フ 4 ニル酢酸とベンジルア
ルコールを定立した。酸化斉IJ の設は鉄ポルフィリンに対して l 当 Eのみとし、~

質大過剰の条件で反応を行った。酸化斉IJ1lfを]当量のみとしたのは、 S.R.f.骨体は

他のチオレート両日位鉄ポルフイリンに比べると酸化に対して安定であるが、実際

の酸化反応の条件下ではやはり分解しやすく 、S.R. f.昔体に対し酸化斉IJ量が l当量

以上になると、反応終了後多くはハイスピン鈴休となってしまうことが明らかに

されているためである 24)。仙の欽ポルフィ リン類でも条約4 を揃えるため、この酸

化斉IJ量に統ーした。S.R.t.昔体を月]いた場合、反応終了後にESRスペクトルをとり

ロースピン鈴体が多く残存していることを確認しているは値=2.31，2.22，1.96)。

一部はやはり分解されハイスピン錯休とな ってし まっていたがは値=5.9)、i盈酸

により分解されて生成するハイスピン錯体の反応性は、 S.R.錯休に比べ lオーダー

低いことが見いだされている 2川ことから 、この条件下では分解されていないS.R.

鈴体そのものによって反応がほとんど進行していると結論できる。

フェニル過酢首長由来の分解生成物を定量した結果 をTablc3-2に示した。検討し

た鉄ポルフイリン系は全て (SR 錯体， FcTPPCI， FeTMPCI， FcTPFPPCI， 

FeOEPCI)、フ ェニ ル酢酸がベンジルアルコールよりも多く生成しており、これ

らの鉄ポルフイリン系では全て主に Compound1タイプの活性種が生成している

ことが明らかとな った(Sch巴m巴3-2)00-脱メチル化反応生成物であるp・メトキシ

フェノールの収量も定量したが、いずれも数%程度と低い収率であった。これは

酸化斉IJ量が少ないこと、及び生成物が再酸化されやすい構造であることによるも

のと考えている。

( 2 )分子内同位体効果を用いた0-脱メチル化反応機械の検討

アニソールに比べ、 Ip50位電子密度の高い基質であるp-ジメ トキシベンゼンの、

各鉄ポルフイリン系による 0-脱メチル化反応機慨を分子内同位体効果を用いて検

討した。基質としてp-(OCD，)-Anisolcを用い、 k，作。{直はGC/SIMi去で求めた。 そ
の結果をTable3-3にまとめた 。S.R.f.昔体を 用いた系では 、ベンゼン中の反応で

kH/ko11直が 10を越える大きな値となり、反応が水素原子引き抜き機構で進行する

ことが見いだされた。塩化メチレンを溶媒とすると k"/k[)11直は 4- 6程度に小 さ

くはな ったが、それでも水素原子引き抜き機憾で主に反応は進行していると考え

られる値である。第 2:1;i第 ]節で検討した通り 、J]干ミクロソーム系によるp-ジメ

トキシベンゼンの0 脱メチル化反応の際のk，，/k[)1直は 11.9であり、水素原子引き

抜き機構で反応が進行した。すなわち、 S.R系では、 iP50f立電子密度の高いp-ジ
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Table 3-2. 0・Demethylationof p-dimethoxybenzene by various ir刀nporphyrin-
peroxyphenylaωtic acid systems 

Yield 

PhCH2COOH PhCH20H p-Methoxy 2，5-Dimethoxy 
Jron porphyrin (Heterolysis) (J[omolysis) phenol phenol 

S.R > 97 % 4% 1.8 % 0.39 % 

FeTPPCl 66 10 2.8 0.20 

FeTMPCl 65 16 1.7 0.22 

FeTPFPPCl 59 21 8.0 0.37 

FeOEPCl 74 7 2.4 0.30 

Reaction was carried out as follows. To a mixed benzene solution of p-dimethoxybenzene 

(0.1 Ml and iron porphyrin (1.0 mMl， peroxyphenylacetic acid (1.0 eq. to iron porphyrin， 

benzene solutionl was added dropwisely and stirred at r.t. under Ar for 10 min. All the 

products were trimethylsilylated and analyzed by GC/SIM 

PhCH2COOOH ~ 
+ 

くEつ 、、、

、、‘

Hom.olys目、色、

くb
Compound 1 

くb
Compound II 

S.R. Complex 
FeTPPCl 
FeTMPCI 
FeTPFPPCl 
FeOEPCl 

Scheme 3・2. Heterolytic cleavage of 0-0 bond in the S.R.， FeTPPCI， 

FeTMPCI， FeTPFPPCI and FeOEPCl-Peroxyphenylacetic acid(PPAA) 

system 



Table 3-3. Kinetic isotope effects on the O-demethylation of p-dimethoxybenzene 
by various iron porphyrin-oxidant system 

~D' Iron porphyrin 。。+ Oxidant 

OCH3 OH OCH3 

Iron porphyrin Axial ligand Oxiclant Solvent kl-I/kDc) 

S.R Thiolatc PPAAa) C6H6 11.7 (11.9) 

CH2Cl2 5.5 (3.9) 

FeTPPCl Cl- PPAA C6H6 1.0 (1.1) 
CH2Cl2 1.0 (1.0) 

FeTMPCl Cl- PPAA C6H6 1.2 (1.1) 
CH2CI2 1.0 (0.83) 

FeTMP(l・Melm)2C104 Imiclazole PPAA CH2CI2 1.2 (1.1) 
FeTPFPPCI Cl PPAA C6H6 1.1 (1.1) 

CH2CI2 1.0 (1.2) 
FeOEPCl Cl- PPAA C6H6 1.1 (1.1) 

CH2Cl2 0.59 (0.64) 

FeTPPCl CI- PhIOb) CH2CI2 1.9 
一一一一一一一同町山何 '圃 圃圃司可・ ・‘・.

Rat liver microsomes Thiolate 02 H20 11.9 
a) Peroxyphenylacetic acicl. b) Ioclosylbenzene. C) The clata in parentheses were in the 

case of lsubstratel=10 111M. <1) 10 eq. (to iron porphyrin) of iodosylbenzene was added to a 

substrate solution in one portion as an oxidant. 

Experimental conditions were identical to those described in Table 3-2 ancl Table 2-1 

unless otherwise mentioned. Kinetic isotope effects were cletermined by GC/SIM as M+ 

peak area ratio 



ー.._

メトキシベンゼンを基質としても、 IJ干ミクロソーム系と同じ機併でO-IJ見メチル化

反応がj]主行することカ言明らかとなった。

ー方、その他の鉄ポルフイリン類(FcTPPCI，F巴TMPCI，FcTPFPPCI， F巳OEPCI)

ーフェニル過酢酸系では、ベンゼン'1.1でも、 j島化メチレン中でも k，，/k 01直はほぼl

に近い値となった。これは 、肝ミクロソーム系と異なる機構で反応がj並行したこ

とを示している 。 ピスイミダゾール円日位鉄ポルフイリンである

FeTMP( 1 Melm)，CIO，はベンゼンに対する溶解性が低いため塩化メチレン中の検

討のみを行ったが、 k，/k"値はやはり lに近い小さな値となり 、車Ul両日位子としてイ

ミダゾールを有する欽ポルフィリンでも 、肝ミクロソーム系の反応性とは大きく

異なることが明らかとなった。次に、塩化メチレンを溶媒としたFcOEPCI系で、は、

kH/kυ=0.6程度と lよりかなり小さな値が得られた 。 k，，/ko=0.8程度までは

Sccondary isotope effcctとして観測 された例が知られているがm 0.6まで小さな

値が得られた例はこれまでには知られていなし、。興味深いデータではあるが、原

因は現在のところ不明である。さらに、酸化剤としてヨードソベンゼンを用いた

FeTPPCI系も検討した 。その 結果k，，/ko=1. 9とやや大きな値が得られたが、それ

でも水素原子引き抜き機様が優先しているとは言えない値であり、 S.R系や月干ミ

クロソーム系とは反応性が異なることが見いだされた。Table3ーlに示した

Lindsay Smithらの報告"'によると、アニソールを基質とすると FeTPPCI-PhIO系

ではkH/ko=9.0と大きな値とな っていることから 、鉄ポルフィリン系でも基貨の

ipsol立電子密度に依存して機構が変化することが明らかとなった。

前段でも述べた通り、 0-脱メチル化収率はいずれの反応系でもかなり 低し、。 そ

こで、同位体効果を算出するのに用いているピークが、生成物由来のピークであ

ることを示す必要があると考え、代表的な系 (SR系、F巴TPFPPCI系)でその

生成物の高分解能GC/MSをとった 。その結果、 p-(OCH，)-Ph巴nolのTMS化体と考

えているピーク (M+196)、p-(OCD，)-PhenolのTMS化体と考えているピーク (Mφ

199)ともに、理論値と許容誤差範囲内で一致した。 よってこ れま でに得られた同

位体効果は、 生成物由来の正しいピークをもとに計算さ れている ことが確認さ れ

た。

( 3 )酸化斉IJ由来の酸素原子導入率を用い たO-Jj見メチルイヒ反応機備の検討

前段で同f立体効果を用いて得られた結果をさらに確かめるため 、酸化斉IJ由来の

酸素原子の0・脱メチル化生成物への導入率を用いて反応機構を検討した。K"Oヲ

を'80源として合成した、 ['80]フェニ ル過百十:酸を酸化剤 とした 、各種鉄ポルフイ

リン系によるp-ジメ トキシベンゼンの 0-脱メチル化反応を行った 。生成物への

"0導入率はGC/SIM1去を用いて求めた。反応はベンゼンを溶媒として行った。 そ
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の結果をTabJe3-4に示した。

Table 3-4. 180 Incorporation in the O-demethylation of p一dimethoxybenzeneby 

various iron porphyrin-oxidant system 

~H' Iron porphyrin る[1801-PPAA 

OCH3 OCH3 

Iron porphyrin Axial ligand Oxidant Solvent 180 Incorporationbl 

S.R Thiolal巴 PPAAa) C6H6 く 1% (< 1 %) 
FeTPPCl Cl- PPAA C6H6 90 (96) 
FeTMPCl Cl- PPAA C6H6 51 (62) 
FeTPFPPCl Cl- PPAA C6H6 89 (98) 
FeOEPCl C卜 PPAA C6H6 66 (80) 

山.. ... ......~...._..__. .......... ........ . ... . _... ... _-.......一日

Rat livel・mlcrosomes Thiolate 02 H20 1 
a) Peroxyphenylacetic acid. b) The data in parentheses were in the case of Isubstratel=lO 

mM 

Experimental conditions were identical to those described in Table 3-3. 180 Jncorporation 

was determined by GC/SIM as M+ peak area ratio. 

S.R系では、 180導入率はほぼ0%となり、水素原子引き抜き機構で反応が進行

することが明らかとなった。肝ミクロソーム系では、第 2章第 l節で検討した通

り180導入率は 1%と低く、水素原子引き抜き機構で反応、が進行したことから、

s. R系は肝ミクロソーム系と同じ反応機構であることが見いだされた。これは、

前段の結論と 一致する。

一方、その他の鉄ポルフィリン系(FeTPPCJ，F巴TMPCJ，FeTPFPPCJ， FeOEPCJ) 

では高い 180導入率とな った。前段でこれらの鉄ポルフィリン系ではk，/kof直がlに
近く、肝ミクロソーム系と異なる機構で反応が進行することが示されたが、活性

種由来の酸素原子が生成物に導入されることから、 IpSO置換様式で反応、が進行し

たことがここから明らかとなった。

以上の結果より、肝ミクロソーム系と同じ反応機構でp-ジメ トキシベンゼンの

0脱メチル化反応が進行する系は、分子内でチオレートの配位し ているS.R錯体

を用いた系のみであることが見いだされた。前述したように過酸由来の分解物の

定量から、ここで検討した鉄ポルフイリン系ではいずれも、生成する酸化活性径

は主にCompound1タイプである 。すなわち、 同じCornpound1タイプの活性種で

あっても、軸配位子の効果によりその反応性が大きく異なることを本結果は示し

ている。肝ミクロソーム系と同じ反応性を有する系が、 S.R系のみであるという



結果は、チオレートの配位自体がシトクロム P450の特徴的な酸化活性の要閃と

なっていることを示 11会しており、 j主口に値する 。なお、チオレート円己1立の効果に

関しては、第 3節でさらに考察する。

第2節 トリメトキシベンゼン、テトラメトキシベンゼンの0脱メチル化反応機

構を指標とした、各系の反応性の評価

前節では、アニソールに比べ lpSO位電子密度の高いpージメトキシベンゼンを基

質とした、 0-脱メチル化反応機構の検討を行った。その結果、鉄ポルフィリン系

問で反応機構が大きく異なり、肝ミクロソーム系と同じ水素原子引き抜き機構で

反応が進行するのは、分子内チオレート配位鉄ポルフィリン錯体であるS.Rのみ

であることが明らかとな った。そこで次に、特にp ジメトキシベンゼンでも水素

原子引き抜き機併で0-脱メチル化反応が進行したこれら 2反応系について、さら

に高い lpSO位電子密度を持つと考えられるトリメトキシベンゼン、テトラメトキ

シベンゼンを基質とした反応を行い、反応機tI~の基質依イF的な変化を詳細に検討

し、各酸化系の反応特性をさらに詳細11に評価することを試みた。 また、 FeTPPCI

とF巴TPFPPCIによる0脱メチル化反応機構も、 pジメトキシベンゼンで肝ミク

ロソーム系と異なる lpSO置換様式で反応が進行した鉄ポルフィリン系の代表とし

て、併せて検討した。

基質として、 1，2，4-トリメトキシベンゼン、 1.2.3-トリメトキシベンゼン

1，2，4，5ーテトラメトキシベンゼンを用いた。 1，2，4-トリメ トキシベンゼンでは、

l位の lpSO位は 2位、 4f立の 2つのメ トキシ基によって電子密度が高められて い

るが、 2位、 4位の ipsof立は lつのメトキシ基によってしか電子密度は高められ

ておらず、 p-ジメトキシベンゼンの lpSO位とほぼ同じ電子密度であると考えられ

る。同様に 1，2，3-トリメトキシベンゼンでは 2位が、1，2，4，5ーテ トラメ トキンベ

ンゼンでは全てのipsof立が2つのメトキシ基によって活性化されていると考えら

れる。Table3-5上部にこれらを模式的に示した図を付 した。 この図で大きな円は

2つのメ トキシ基によって、小 さな円は lつのメ トキ シ基に よって電子密度の高

められている lpSO位を僕式的に表している。分子軌道計算プログラムである

Spartan 3. O. 1を用いて、半経験的方法であるAMII去によりそれぞれの基質の分子

軌道、電子密度を計算したところ、最終的な分子のGcomctryにより若干の値の

ばらつきが見られるため定量的な数値を得ることはできなかったが、定性的には

上記の模式図とほぼ同様の電子密度を得ることができた。
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18 
Table 3-5. >00 Incorporation in the O-demethylation of tri-and 

tetramethoxybenzenes by rat liver microsomes-NADPHJ02 system and various 

iron porphyrin-peroxyphenylacetic acid(PPAA) systems 

Elρctron densities at ivso Dositions of the substrates 

OCHベ

~OCH3 

OCHa 

QCH3 

HaCO"、伝益kOCH3
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180 I ncorporation， Oxidizing system 

Substrate 
Elect.ron densit.y 

Product at. ipso・positiol1
Microsomes 
-NADPII/O， 

S.R 
-PPM 

l'eTPPCl 
-PPM 

FeTPFPPCl 
PPM 

。CII，
..A....-OCH， 

OCH， 

011 

~OC'" 笥 1
11 I + +-' 

OC1I3 

QCH， 
ノ-1.._011

OCH3 。OCH，
H3COウOC町 110ウ0叫

II，COウ叫

'CH， QH 
..A....-OCH， /'丸.......OCI-l3

H，COへ'(' H，CÔy戸
OCH， OCH3 

+ b) 

+ く 1

6% 86 % 

+ く 1

43 % 77 % 

++ 71 

1 n.d. c) n.d. 

++ 17 

< 1 

4 n.d. n.d. 

< 1 (14) d) )
 

J
U
 )
 

噌

E
ム(
 

17 96 91 

63 69 83 

Experimental conditions were identical to those described in Table 3-4 and Table 2-2. 
18
0 Jncorporation 

~as determined by GC/SIM as M+ pealζarCR ratJO 

・'Twomelhoxy groups elevale the eleclron densily at. the ;/).50・position.bl One mclhoxy group elevates t，hc 

e1ectron density at the ipso-position. cl not detected. dl10w yield 



肝ミクロソーム系、 S.R.-PPAA系による 0-脱メチル化反応では、 lつのメトキ

シ基によってしか活性化されていない場所は全て、同0導入率はほぼ0%であり、

水素原子引き抜き機併で反応が進行した。それに対して、 2つのメトキシ基によっ

て電子密度の高められている lpSO位の反応では、 f直に悶はあるものの酸化斉IJ由来

の酸素原子が導入されることが見いだされ、 I{JSO置換機H~で反応が進行すること

が明らかとなった(Tablc3-5)。このように、 2つ以上のメトキシ基によって lpSO

位電子密度が高められている場所では、 0-脱メチル化反応がlpSO置t奥様式で進行
するようになる点において両反応系はよく 一致し、活性極の反応特性が類似して

いることがさらに強く示された。 また、別ミクロソーム系による0ー脱メチル化反

応において、フェノール性OH基を持たない基質でも lpSO置換機併で反応が進行

しうることを示したのは本研究が初めてである。 (第 2主主で論じたiiIlり、フェノー

ル性OH基を持つ基質に関しでも、木研究により lpSO置換機備で反応が進行しう

ることが示されている。)

一方で、その"0導入率の絶対値は基質によって大きく異なる結果となった。 こ

れは、 lpSO位電子密度のみでは説明できない。特に肝ミクロソーム系ではこれが

顕著で、 1，2，3-トリメトキシベンゼンの 2位の0-脱メチル化反応では、 71%と他

の2基質に比べて非常に高い"0導入率を示した 。すなわち本結果は、この場所

での0脱メチル化反応は、電子密度から考えられる以上に lpSO置換機備で起こり

やすいことを示している。これは、立体的に込み合った場所であることが原因で

あると考えている。これは同線の傾向が、月干ミクロソーム系によるジメトキシベ

ンゼン類の0-脱メチル化反応においても見られることから、ある程度一般性のあ

る現象と考えられる。すなわち、ジメトキシベンゼンの0-脱メチル化反応のl努の

kllfkD f直は、 0-置換体のみ6.2と他の 2置換休に比べ小さい{直となったこと (Tabl巴

2-1， 3-6)、酸化斉IJ由来の酸素原子も 0・置換体のみわずかではあるが生成物に導入

されたこと (Tablc2-2)がこれを示している。S.R系ではこのような傾向は見 られ

なかった 。 すなわち、ジメトキシベンゼンのOー脱メチル化反応の|努の k ，，/k ~fl直は、

いずれの置換位置であっても 10以上の大き な値とな った(Table3-6)。以上の点で

肝ミクロソーム系と、 S.R系は異な る結果を与え、こ れらの結果は肝ミクロソー

ム系でか置換体なとの立体的に込み合った基質を用いる と、酵素反応の際の立体

的な影響が反応機構に表れることを示唆している。酸化活性穫自体の反応特性を

議論するためには、このような点を考慮して基質を選ぶ必要があると考えられる。

FeTPPCI、FeTPFPPCI系ではまず、 lつのメトキシ基によってしか活性化され

ていない場所の0-脱メ チル化反応はほとんど進行しなかった(Table3・5)。これは、

より電子密度の高い 2つのメ トキ シ基に よって活性化されている場所への付加が

速いためと考えられる。 2つのメトキシ基によって電子密度の高められている場
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所での0脱メチル化反応は、いずれも "0導入率は高い結果となった(Table3-5)。

これらの結果は、前節までの結果とよく一致し、酸化活性極がlpSO付加lしやすい

性質を持つことがさらに確かめられた。 (1，2，3-トリメトキシベンゼンの 1fまの

0脱メチル化反応における "0導入率が低い結果となったが、これはほとんと反

応が進行せず、生成物収率が極端に低いため、基質中に含まれたわずかな不純物

としての0脱メチル化体が、見かけ上"0導入率を低下させるためと考えている。)

Table 3-6. Kinetic isotope effects on the O-demethylation of dimethoxybenzenes 
by rat liver microsomes-NADPH/Oz system and S.R.-peroxyphenylacetic 
acid(PPAA) system 。CD3 9CD3 9H 

1寸 OCH3 I十 OH + I十 OCH3

Substrate 

O-<OCD3)-Anisole 
m-(OCD3l-Anisole 

P-(OCD3)-Anisole 

kH/kD ， Oxidizing system 
Microsomes-NADPH/Oza) S.R.-PPAAb) 

6.2:i: 0.1 13.5 (11.1) 

12.6 :i: 0.4 14.4 (12.2) 
11.9:i: 0.1 11.7 (11.9) 

Experimental conditions were identical to those described in Table 2-1 and Table 3-3 
a) The data represent the mean :t S.E. of three experiments. b) The data in 

parentheses are in the case of IsubstrateJ=10皿M

第3節 酸化活性種の反応特性に及ぼす軸配位子の効果に関する考察

前節までの、様々 なアニソール類の0税メチル化反応機構を指標とした酸化活

性種の反応特性の検討で、チオレート配位欽 7ドルフィリンであるS.R鈴休のみが、

肝ミクロソーム系と同じ反応機構の基質依存性を示したことから 、チオ レート の

配位自体が酸化活性種の反応特性に大きな影響を及ぼすことが示唆された。そこ

で、このチ オレー ト軸配位子の効果について以下考察した。

シトクロムP450は、 酸化酵素のなかでも強力な酸化能を有し 、ま た第 5配{立子

としてチオレー トを有す る大きな特徴を持つ。そ こで、これまでにもチオレ ー ト

の配位と 酸化活性の相関を見出すこ とを 目的 とした研究が、当教室での研究を含

め幾っか行われて きた242630 これま での研究は主に 、シトクロムP450の触媒サイ

クル、特に0・0結合開裂ステップ(Sch巴m巴3・3;Path A)に及ぼす軸配位子の効果に
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Scheme 3-3. Catalytic cycle of cytochrome P450 



注目して行われてきた。それらの研究によれば、チオレート配位子は0-0結合開

裂を起こりやすくさせる効果を持つとされている。すなわち、シトクロム1'450

の第 6配位子側は非常に疎水的で0-0結合のヘテロリティック開裂には不利な環

境であるが、チオレート配位子がその強い押し出し効果により 0-0結合のヘテロ

リティック開裂を促進させるため、酸化活性種の効率の良い生成が可能とな って

いると考えられている 24.川。当教室島田らは、このチオレート車u配位子の0-0結
合開裂に及ぼす効果を、 J品目査を酸化斉IJとしたモデル系を用いて明確に示した。す

なわち、非極性溶媒中での0-0結合の開裂様式は、チオレートの配位している

S.R系で最もヘテロリシスの割合が高く、他の鉄ポルフィリン系ではその割合が

低下することが明らかにされている 24)。

-s.酸化活性種が生成したならば、その後の各酸化酵素の酸化能 (との様な基

質のどの様な酸化反応を起こすことができるか)の違いは、第 6配位子側の環境

にその要因があると考えられることが多い。 シトクロム 1'450では、第 6同日1立子

側の基質を取り込む空間が比較的広く、よって徐々な基質の酸素移行型酸化反応

(Oxygenalion)が可能であると考えられている 。一方ホースラデイツンユパーオ

キシデース (HRP)などでは、へム上空はアポ蛋白質で覆われており、基質は活性

種の酸素原子に近づくことはできないため、へムエッジでの l電子酸化反応を初

発とする酸化反応(Oxidalion)を起こすとされている 2引。 シトクロム 1'450の高い酸

化能は、以上のようなへム近傍の環境に由来するとした報告が多い。

本研究で見られた、鉄ポルフィリン ー酸化斉IJ系による O-}J見アルキル化反応機構

に及ぼすチオレー ト配位子の効果は、モデル系であるため上記のへム近傍環境に

よるものではない。 ここから、チオレート軸配位子は酸化活性種の反応特性に直

接大きな効果を及ぼしていることが強く示唆された。本研究は、チオレート軸両日

位子の反応性に及ぼす効果を明確に示した侵初の例である。

さて、軸配位子の酸化活性種自体の反応性に及 ぼす効果に注目した研究例は、

まだ非常に少ない。その中て、Championは、シトクロム 1'450川，の ラマン スベクト

ル、 XAFSの解析から、チオレート 1MI配位子の効果は、同じ 2電子酸化体ではあ

るが電子配置の異なる 2種の酸化活性種間の平衡に表れていると 推定した 27」そ

の概略をSch巴m巴 3-4に示した。チオレート軸配位子は、その強い電子の押し出し

効果に併せ、第 3周期の元素であるため空の3d!JiJt道がエネルギー的に近い位笹に

存在し、この軌道に欽原子上の電子が8ackdonationする事ができるという特徴

を持つ。 この強い配位子効果のために、 Fe-O結合次数が低下し、 Compound1タ

イプのカチオンラジカル種から、酸素原子上にラジカルの存在する酸化活性種

(Oxygen radical type)に平衡が移動する(Scheme3-4; A)。一方、イミダゾール両日

位などのへムでは 、配位子効果はチオレー トに比べると 小 さく 、Compound1タ

ーωー
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oxo structures involving thiolate-or imidazole-ligated h巴me



イプの活性種fi!IJに平衡が傾くと推測している (Sch巴me3-4; B)。

このChampionの推測に基づいて考えるならば、 S.R系、肝ミ 7ロソーム系で

は、そのチオレート配位のために、 2~竜子酸化体である活性径は Oxyge n radical 
typeの構造をとりやすいと考えられる。 この酸素原子上にラジカルの存在する酸

化活性径は 、カチオンラジカルタイプの活性種に比べて水素原子引き抜き反応を

起こしやすいと仮定すれば、本研究で得られたチオレート軸配位子の酸化活性径

の反応性に及u.'す効果を説明できる。基質酸化反応点に最も近い酸素原子上にラ
ジカルがかなり局在すること、また生成する炭素ラジカル中間体は Fc-Oの反結合

性軌道を介して安定化することが可能であることなどから、この仮定はかなり硲

からしいと考えている。

最後に、 S.R系以外の鉄ポルフィリン系によるp-ジメトキシベンゼンなとの

IpSO位電子密度の高い基質の 0-脱アルキル化反応機構について以下考察する 。 こ

れらの酸化系による反応は、生成物に酸化斉IJ由来の酸素原子が導入され、また同

位体効果がほぼ見られないことから、 Ip50置J奥様式でi並行している。 ところが第

l章Schem巴 1-1;Bに紹介した Ip50置換機備には還元過程が存在するため 、本章

で用いた鉄ポルフィリンー酸化斉IJ系にそのまま当てはめることはできない。そこ

で脱離基の異なる新たな反応機構を考えた(Schcme3-5)。この機構では、まず酸

化活性穫が基質から l電子を引き抜き、生成した基質のカチオンラジカルのIp5口

位に活性種がリバウンドし、カチオン中間体が生成する。 また、Compound1タ

イプの活性種が直接基質のIp50位に付加する過程を初発反応としても 、同じカチ

オン中間体となる経路を考えることができる。このカチオン 中間体から ホルムア

ルデヒドが協奏的に脱離し、 O-s見アルキル化生成物となる。(最後のステップは

メトキシカチオンの脱維と考えてもよく 、これがホルムアルデヒ ドとプロ トンと

なる。)この機構は還元過程を含まず、また生成物に活性種由来の酸素原子が導

入されるため、 S.R.系以外の鉄ポルフイリンー酸化斉IJ系による 、JpSO位電子密度

の高い基質の0-脱アルキル化反応機構として妥当であると考えている。
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第4章 各種酸化系による フェ ノール類水酸化反応に及ぼす置換基の効果

第l節 Cu'・ーアスコルビン駿一0，系によるフェノー ル類水酸化反応

(1 )各種フェ ノール性化合物を基質とした反応

序論で述べたようにCu"ーアスコルビン 酸ー0，系は、様々なフ ェノール類や、

カテコール類をより生理活性の増強された形であるカテコール化合物に変換する

化学酸化系である 。 そこで当初、これをフェノール性OH ~きを持つ生理活性物質

に応用し、生成するカテコール化合物が新たな生理活性を獲得したり、活性が増

強したりする例を見いだすことを目指して、数種の生理!活性物質を基質とした反

応を行った。

生体アミンであるオクトパミンは、 ClI'・ーアスコルビン酸 H，O，系により水酸

化反応が選択性はあまり良くないがi並行し、ノルエビネフリンが収率7.2%で生

成した(Schcme4-1) 0 (なお、 ClI"-ア スコルビン自主 H，O，系は、 ClI"ーアスコ

ルビン 酸ー0，系の酸素の代わりにアル ゴン下で過酸化水素を酸化斉IJとして用いる

ものであり、反応性の面ではほとんと両者に差はなく、水酸化体収率は若干過酸

化水素を用いた方がよいことが当教室で既に明らかとなっている7)0 )次に、生

体内で最も活性の強い卵胞ホルモンであるエストラジオールと可逆的に移行する

ことが知られているエス卜ロンを基質 としたところ 、7..r.ノー ル性OH基をも っ

化合物であるにも関わらず、カテコール体は全く生成せず、ベンジルf立が酸化さ

れた構造の化合物が 2種類、低収率で得られたのみであ った(Sch巴m巴4-1)。この

原因として、エストロンは水溶性が低いため、コソルベン卜として酢酸を溶媒で

ある水の 2倍量も加えたことが考えられたので、次に水溶性が比較的高く、かっ

エストロンと類似した構造をもっ5，6，7，8-テトラハイドロー2-ナフトールを基質と

したCu" アスコルビン酸一0，系の反応を行った。しかし、この場合もコソルベ

ントを減らしたにも関わらず、カテコール体は生成せず、ベンジル位酸化体がわ

ずかに生成したのみであ った(Schemc4・1)。

本結果は、Cu"_ア スコルビン酸ー0，系によるフェノール類水酸化反応は、基

質として用いるフェノール類によって、その効率が大きく異なることを示してい

る。反応が効率良く進行するフ ェノールと、 全く 進行しなか った5，6，7，8テトラ

ハイドロー2ーナフトールの構造上の大きな差異は、水自主基の111位、 p-i立にメチレ
ン基を有するか否かである 。そこで、 ClI'φーアスコルビン首長 0，系による水酸化
反応の基質依存的な効率の変化を l明らかにすべ〈、以下様々な置f呉基を有するフ ム

ノール類を基質とし、本反応系による芳香環水酸化反応に及ぼす置換基効果を検

討した。
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(2) 1lJ-置換フェノール類を基質とした反応

まず、 1lJ-位に置換基をもっフェノール類(1lJ-メ トキシフェ ノール、 111-ニトロ

フェノール、 m-アセチルフェノール (m ハイドロキシアセトフ ェノン)、 11l・シ

アノフェノール)を基質とした反応を行った。その結果、原料消費量は、シアノ

基、アセチル基、ニ トロ落といった電子吸引性基をもっフエノールの方が、フ 4

ノールに比べ 2~ 4倍程度に噌加し、逆に電子供与性基であるメトキシ基をもっ

ブエノールは、 2分の l程度に減少することが見いだされた (Figurc4-1)。原料

消費量ばかりでなく 、対応する水酸化生成物であるみ置換カテコール、 4-置J奥カ

テコール、 2・置換ハイドロキノンの生成量も、電子l吸引性基をもっフ ェノールで

7エノールに比べ増加がみられ、カテコール体で約 2倍、ハイドロキノン体で IS

-20倍程度の収率とな った(Tabl巴4-1)。ハイドロキノン体で劇的 な収率増加が

みられるが、これはフエノールを基質とした反応の場合、 0-位選択的に水酸化反

応が進行し、 P一位水酸化体であるハイドロキノンはほとんど生成しなかったため

である。すなわち、 /)]-f立に電子吸引性基をもっフェノールを基質とした場合、水

酸化反応はより効率よく進行するようになるが、フ ェノールで見られたような o

イ立選択的な水酸化反応ではなくなることが明らかとな った。

(3) p-置換フェノール類を基質とした反応

次に、 p-位に置換基をもっフエノール類 (p-メチルフ L ノール (pクレゾール)

p-ニトロフェノール、p-アセチルフ ェノール (p-ハイドロキシアセ トフェノン)

p-シアノフェノール)を基質とした反応を行 った。その結果、1lJ置換体の場合と

同様に、アセチル基、シアノ基、ニトロ基といった電子吸引性基をもっフェノー

ルの方が、フェノールに比べ原料消費量が増加し、逆に電子供与性基であるメチ

ル基をもっフェノー ルで減少することが明らかとなった(Figure4-2)。 対応す る

水酸化体である4-置換カテコール生成量も 、電子I吸引性基をもっフェノールで増

加し、電子供与性基をもっフエ ノールで減少する ことが確認さ れた(Table4-2)。

以上の よう に、 Cu2+ーアスコルビン酸 O
2系に より、 1lJ-置換体、 p-置換体のい

ずれの場合も、電子吸引↑生基をもっフェノールの方がより効率良〈 水酸化 され、

対応するカテコール体、ハイ ドロ キノン体に変換されることがあき らかと なった。

通常の化学酸化系は、 活性種が親電子的であるため、 芳香環電子密度の大 きい基

質を好むが、 Cu" アスコルビン酸ー0，系は 、酸化系であるにも 関わらず、 芳香

環電子密度の低い基質をより効率よく 水酸化するという特異な反応性を持つこと

がわかっ た。
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Hydroxylation of m-substituted phenols by a Cu2+-ascorbic acid-

側ーハい
γ
叩倒。Hも+Cu2+ ， ~ 

Ascorbic Acid 

Table 4-1 

02 System 

OH 

OR 
Substrate 4-Substituted 3・Substituted 2-Substituted 

Run 川 Substituent consumption catechol catechol hydroquinone 

1 R=H 12.0 % 11.0 % 0.9 % 

2 R=N02 70.8 9.9 % 11.9 % 13.8 
3a) R=CN 66.7 10.0 13.8 21.2 

Conditions: A mixed solutions of a substrate (1 mmol)， Cu(CIO 4)Z・6H20(1 mmol) and 

ascorbic acid (10 mmol) in water (20 ml) was stirred vigorously under 02 atmosphere at 

room temperature for 24 hours and the products were analyzed by HPLC 
.) 2.0 ml of acetone was used as a cosolvent. 
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Figur巴4-1. Time-course of consumed m-substituted phenols by a Cu
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ascorbic acid-02 system 

Experimental conditions were iclentical to those described in Table 4-1 except that 2 mmol 

of substrate was used 
a) Based on copper salt adcled 



Hydroxylation of p-substituted phenols by a Cu2+-ascorbic acid-02 

阻ん
U
Y
R

Cu2+ ，02 

Ascorbic Acid 中

Table 4-2 

system 

Substrate 4-Substituted Conversion 
型 n p主ubstitu巴nt Consumption Catechol yield 

1 R=H 12.0 % 11.0 % 91.7 % 

2a) R=N02 51. 7 25.1 48.5 

3a) R=CN 49.1 29.2 59.5 

Conditions: A mixed solutions of a subslrate (1 mmol)， Cu(CIO 4)2・6H20(1 mmol) and 

ascorbic acid (10 mmol) in waler (20 ml) was stirred vigorously under 02 atmosphere at 
room lemperature for 24 hours and the products were analyzed by I-IPLC 
a) 2.0 ml of acetone was used as a cosolvent. 
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Figure 4-2. Time-course of consumed p-substituted phenols by a Cu2+-

ascorbic acid-02 system 

Experimental conditions were identical to those described in Table 4-2 except that 2 mmol 

of substrate was used 

a) Based on copper salt added 



(4 )カテコール類を基質とした反応

フエノールを基質とした場合、プlテコール、ハイドロキノンを合わせると、原

料消費量に対して90%以上の収率で生成するのに対し、ニトロフェノールなと電

子吸引性基を持つフェノールの場合、対応するカテコール類、ハイドロキノンの

収率は合わせても、原料消費量の50%程度にしかならなかった(Tablc4-1，4-2)。

前段までの結果からこれは、生成する ニ トロカテコールなどは、電子吸引性暴で

あるニトロ基の効果により、再水酸化によるトリオール類の生成がカテコールに

比べ容易なためではないかと考え、 Cu1tーアスコルビン酸一0，系の基質として、

カテコール、 4-ニトロカテコールをiIiいた反応を行った。

その結果、カテコールではほとんと原料消費が見られないのに対し、電子吸引

性基を持つ 4-ニトロカテコールでは、予想通り 、かなりの消費が観察された

(Figure 4-3)。 また、 4-ニ トロカテコールからの主生成物の構造は、シリカカラ

ムで精製後、 400MHz 1 H-NMRにより、3f.重の芳香環水酸化生成物であるトリ

オール体と確認した(Schemc4-2)。 以上の結果から、カテコール類に関しでも 、

フェノール類と同様に芳香環電子密度の低い方が、より効率良く水酸化されるこ

とがわかった。

( 5 )フェ ノール類芳香環水酸化反応の特徴のまとめ

本節でこれまでに述べた、 Cu'φーアスコルビン酸 0，系によるフエノール類水

酸化反応の特徴を Scheme4-3にまとめた。この図で、矢印の太い方が、より効

率よく反応が進行することを表している。フェノール性OH基を持つ基質ならば、

その芳香環電子密度の低い方が、より効率良〈水酸化され、逆に電子密度の高い

基質は水酸化されにくし、。これが、本反応系の反応性の特徴であり、通常の化学

酸化系とは全く逆の傾向である。

この反応性の特徴から、電子吸引性基を待つフ ェノールで、原料消費量に対す

る水酸化体の収率が低いことが説明できることは前段で述べた通りである。また、

フェノールから高選択的にカテコールを生成可能であること も、 この傾向から説

明される。すなわち 、カテコールは、フェノールにさらに水酸基と いう電子供与

性基が導入された形なので、 一旦生成すると再水酸化されにくく 、よってフェノー

ルの水酸化反応は高選択的に進行すると説明できる。
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第2節 ガンマラジオリシス法によるフェノール類水酸化反応

(1 )ガンマラジオリシス法について

X線や y線などの放射線は、大きなエネルギーを有するので、物質に作用する

と、その構成成分の電子をたたき出すことができる。その結果、元の分子は、飛

び出して自由電子とな った電子と正に荷電した分子に分離する 。分離したこれら

の化学種は、ラジカル的性格を持ち、反応性が非常に高いものが多い。そこで、

この方法は物理的には不安定な、反応性に富む活性種を生成する方法として用い

られている 。 またこのとき、これらの放射線を電離放射線あるいはイオン化放射

線と呼ぶ。

ガンマラジオリシス法とは、 y線を電離放射線として用い、種々の活性種を生

成する方法の総称である。特に、各種水溶液に y線を照射することで、様々な活

性酸素種を生成することが可能であるため、生物有機化学の領域でも近年繁用さ

れるようになってきた。

まず、単純に水のみに y線が照射された場合を想定する。 このときに最初に誘

起きれる化学変化は、 Scheme 4-4 eq. 1に示すように、 H，O分子から電子がたた

き出される変化である 。このとき、たたき出される電子はすぐに水で水和され、

水和電子(巴…)となる。 また、正に荷電したH，O令はすぐにプロトンを放出し、 OH

ラジカルとなる(巴q.2)。 よって水の l次放射線分解種i;l:、巴;111、H'，OHラジカル

となる。 100eVのエネルギ を照射したときに生成する化学種の個数を G値

(G-valu巴)といい、これら 3径の化学種の G値は2.7である (Tabl巴4-3)。 また、

これら3I重以外にも、 e，q + H，O → OH'+ H の反応により、 Hラジカルも生成

する (G値 0.55)。

この様に、水のみに y線を照射すると 、反応性に富むラジカル種がいろいろと

生成してしまう。ところが、亜酸化窒素(N，O)を飽和させた水溶液に y線を照射

すると、 Sch巴m巴4-4巴q.1.2は確かに起きるが、生成したにq はすぐに 巴q.3にし

たがって、 N，Oと反応し、 o となり、この化学種もすぐに H，Oと反応してOHラ
ジカルとなる(巴q.4)。 以上の eq.I-4を総合してみると、反応性に富む活性種と

してOHラジカルのみが主に存在する系を実現することができる。(ただしpH< 

5の領域では、 OHラジカル以外の活性穫も無視できない程度に存在するようにな

るので、 pH> 5の条件下でのみ、OHラジカルが主に存在する系が実現できるこ

とになる。)また、この他にギ酸(HCOOH)水溶液に y線を照射すると 、スーパー

オキシド (0ヲー)のみが存在する系を実現できることも知られている。

第l章第 3節で論じた様に、様hな基質に対する o-D見アルキル化反応機構の検

討から、 Cu'φ アスコルビン酸一0，系の活性種は、真のOHラジカルとは異なる
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Scheme 4-4. y-Radiolysis as a purely・OHgenerating system 

Table 4-3. The yield of products from the excitation and 
ionization ofHzO by irradiation 28) 

Product G-Value a) 

eaq 2.7 
H. 0.55 
.OH 2.7 

HZ 0.45 

HzOz 0.7 

H30+ 2.7 
a) The number of molecules per 100 eV of Absorbed Energy 



が、クリプトタイプのOHラジカルなとのOHラジカル類似活性種であることが推

察された 。そこで、これをさらに確からしいものにするため、 OHラジカルのみ

を産生することのできるガンマラジオリシス i去を用いて、各種フエノール類の水

酸化反応を行い、その置換基効果などをCu'・アスコルビン酸 0，系と詳細に比
較した。

以下の実験では、 y線照射量を600Gy (グレイ;1 Gy=IOO rad)に統ー した。 こ

の線量から生成するOHラジカ ル量は、 Gf直から計算して約 360μMである。 また、

フェノール類水酸化反応では、その反応に最低でも OHラジカル 2分子が必要で

あるので、生成するカテコール類は最大で 180~M となる (Sc h eme 4-4)。

( 2 )フェ ノール類水酸化反応及びその置換基効果

1準々なp置換フェノール類を基質とした、ガンマラジオリシス j去による酸化反

応を行った。反応は、アスコルビン酸(10rnM)の溶解した、基質(5rnM)のN，O飽

和水溶液(pH5.9)にy線を照射して行い、生成物の分析はHPLCを用いて行 った。

その結果をTable4-4にまとめた。 フェノールを基質とすると、 l収率Ij:良くないが

カテコールが生成することが確認され、またハイドロキノンは Iracc量であ った

(Run 1)0 111位水酸化体であるレゾルシノールは全く生成しなかった(Rlln1)。 こ

れらの生成物のパターンは Cu" アスコルビン駿一0，系の反応に非常に類似して

いる 。特に、 OHラジカルのみによる反応でも水酸化体のo-/pー比率が、 Cu2+

アスコルビン酸 0，系と同禄に高い点は、 Cu2t アスコルビン酸ーOラ系の反応

機構を考える際に興味深い結果である。

p-f立に電子吸引性基を有する pニトロフェノール、 p-シアノフェノールを基質

とすると、水酸化体である4ーニトロカテコール、 4-シアノカテコールがそれぞれ

90μM、169μM生成し、フェノールに比べ効率良く水酸化反応が進行すること

が明らかとなった (Runs2，3)。逆に電子供与性基を有す るpメチルフェノール

(pークレゾール)を基質とすると、水酸化体である4メチルカテコール(ホモカ

テコール)は 5.7μMしか生成せず、水酸化効率が低下することが見いだされた

(Run 4)。 この様に 、芳香環Z恵子密度の低いフェノール類の方がより効率良く水

酸化されるという 、Cu'φーアスコルビン酸ー0，系で見られた特徴的な置換基効果

が、カンマラジオリシス法を用いた、アスコルビン酸共存下のOHラジカルによ

る反応においても見られることが明らかとなった。

p-置換フェノール類から生成する4-置換カテコール類の収率を用いて 、Cu"

ーアスコルビン酸 0，系と tfンマラジオリシス法を比較した図を Figure4-4に示

した。 この図では、左側の軸にCll" アスコルビン酸ー0，系の反応開始後6時間

後の収率を、右側の軸にガンマラジオリシス法による収率をとってある。両者に
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Table 4-4. Radiation yields of hydroxylated products of p・substitutedphenols in 

the presence of 10 mM  of ascorbic acid 

ぷ....... _OH 

1. 11 5mM 

K 可/ ぷ....... _OH 
y-Irradiation r9'可r

Ascorbic Acid 10mM 
vv帆/vvvvvvvvvv'一一争・ 1 11 

600 Gy uノ¥え!.I
N20 Saturated O.IM 

NaH2P04・Na2HP04 10ml 
Buffer (pH=5.9) 

Ru n Substrate 

1 Phenol 

2 p-Nitrophenol 

3 p-Cyanophenol 

4 p-Cresol 

Product 

Catechol 

Resorcinol 

Hydroquinone 

4-Nitrocatechol 

4-Cyanocatechol 

4-Methylcatechol 

-- OH 

Yielda) 

8.0μM (4.4 %) 
< 0.1 

trace 
90 (50.1) 

169 (94.4) 

5.7 (3.1) 

Experimental conditions were as follows. An N 20 saturated buffer solution (0.1 M 
phosphate buffer， pH 5.9) containing a substrate (5 mM) and ascorbic acid (10 mM) was 
irradiated with 60Co rod. The yields were measured by HPLC a仇era radiation dose of 600 

Gy. 

a) The yield in parentheses is based on the half of theoretical amounts of OH radical after 

a radiation dose of 600 Gy 
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は非常に良い相関が認められ、ここから Cu1'ーアスコルビン酸ー0，系の酸化活性

種は、 OHラジカルに非常に類似した反応性を持つことが示された。以上の結果

から、 Cu'。ー アスコルビン固まー0，系の酸化活性種は、クリプトタイプのOHラジ

カルなとのOHラジカル類似活性種であるという第 1章第 3節での推定は、さら
に支持された。

第3節 特徴的な置換基効果を有するフェノール類水酸化反応機構の推定

(1 )重水素ラベルしたフ ェノールを基質とした反応

フェノールの21立を重水素原子でラベルした2-Dフェノールを基質とし、。一位の

水酸化反応に及ぼす同位体効果を検討した 。GC/SIM法を用い、水酸化体である

カテ コールの重水素保持率から同位体効果を求めたところ、 kH/k
oはほぼ1.0であっ

た(Sch巴me4-5)。 ここから、水酸化反応の様式として、芳香環から直接水素原子

を引き抜く過程を含むものは適さないことがわかった。

次に、 4-0フェノールを基質とし、芳香環水酸化反応の際のNIHシフトを測定

した。その結果、 Dがシフトした生成物である2-Dハイドロキノンが、全ハイド

ロキノンの 9%程度生成していることがわかった(Schem巴 4-6)。 シトクロム

P450による芳香環水酸化反応のNIHシフトは、一般に大きな値が観測されること

が知られており、その機構はアレンオキサイド経由であると考えられている。 し

かし、 Fenton系な との化学モデル系で、大きなNIHシフトが観測された例はなく

むしろ電解酸化など、生体系との類似性があまり無いと思われる系で、大 きな値

が観測されている。 また、シトクロム P450による反応であっても、基質によっ

てNIHシフトの大きさはまちまちで、フェノールの様なキノン型をとりうる基質

では、一般に小さい値しか観測されないとも言われている 29)。よって、 4-0フエ

ノールで観測された 9%という値が、との様な意味を持つのかは一概には言えな

い。しかしあまり大きな値ではないことは確かであり、ここから Cu2φ アスコル

ビン酸 O2系によるフェノール類水酸化反応は 、アレンオキサイドを主たる中間

体とするものではないことが示唆された。

( 2 )ニトロベンゼンを基質とした反応

cte-アスコルビン酸一0，系によるフエノール類水酸化反応で観察された特徴
的な置換基効果が、置換2まそのものが反応に関与しているためであるかどうかを

検討するため、フェノール性OH基を持たないニトロベンゼンを基質とした反応
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を行った。結果、全く水酸化反応は進行せず(Schem巴 4・7)、置換基そのも のが反

応に関与している可能性は否定された。

(3 )異種フェノール問の競争反応

フェノール類水酸化反応の置換基効果が、電子吸引性器を持つフェノール類が、

Cu'φ等に配{立するなどして、より強い活性種を産生している可能性を検討するた

め、 Cu'・ アスコルビン酸ー0，系によるフエ ノールとmニ トロフ エノールを基質

とした競争反応を行 った。 Figure4-S;Aには競争反応の、 Bにはそれぞれの基質

を単独で反応させた場合の、それぞれの基質消費量の時間変化を示した。競争反

応の方に若干の減少が見られるが、両者に大きな差はなく、ここから電子吸引性

基を持つフエノール類がより強い活性種を形成しているという可能性は百定され

た。

(4) Cu" アスコルビン酸 0，系によるアニソール類の水酸化反応に及ぼす置

換基効果の検討

Cu'φーアスコルビン酸 0，系によるフ ェ ノール類の水酸化反応では 、その置換

位置がm一位であってもp-位であ っても、電子l汲引性基がより反応効率を高める と

いう特徴的な置換基効果が観察 された。この反応にフェノール性OH基が直緩関

与するかどうかを調べるため、水酸基の代わりにメトキシ基を持つアニ ソール類

の水酸化反応に及ぼす置換基効果を検討した。具体的にはmー置換アニソール類を

基質として用いた。電子吸引性2去を有するアニソールとしてm-アセチルアニソー

ルを、電子供与性基を持つアニソールとして/lJジメトキシベンゼンを用い、アニ

ソールとの原料消費量及び水酸化体収率の比較を行 った。

その結果、電子吸引性基を持つm アセチルアニソールは 、アニソールに比べ原

料消費、水酸化体生成量共に減少し、逆に電子供与性基を持つ/))ージメトキシベン

ゼンではいずれも増加することが見いだされた(Table4-5)0これは 、フェノール

類とは全く逆の置換基効果であり、一般に酸化反応において考えら れる通常の置

換基効果である。メトキシ基の電子供与性効果はほぼ水酸基と 同 じであると考え

られるため、芳香環電子密度などはアニソール類とフェノール類ではほぼ同 じで

ある。よって、両基質問で置換基効果が大きく異なり、フェノール類にのみ、電

子吸引性基が反応、を活性化するという特徴的な置換基効果が見られるという事実

は、フェノール類水酸化反応にはフェノール性OH基が直接関与していることを

示唆していると考えられる。
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Figure 4・5. Time-course of competitive hydroxylation of m-nitrophenol 

and phenol by a Cu2+ -ascorbic acid-02 system 

A. Competitive hydroxylation of m-nitrophenol and phenol. 

B. Hydroxylation of m-nitrophenol or phenol 

Conditions: An aqueous solution of Cu(CI04)z (50 mM)， ascorbic acid (500 mM) and 

(A)m・nitrophenol(50 mM) and phenol (50 mM)， (B) m-nitrophenol (50 mM) 01' phenol 

(50 mM) was stirred under O2 atmosphere at room temperature. Substrate 

consumption was determined by HPLC 
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Tabl巴4-5. Hydroxylation of m・substitutedanisoles by a Cu2七 ascorbicacid-

02 System 。CIも
J、 cu2+，匂

~R Ascorbic Acid 
ょ:+H04+占:H
OH 

4-Hydroxylated 6-Hydroxylated 2-Hydroxylate 
Products Products Products 

Substrate 4-Hydroxylatecl 6-Hydroxylated 2-Hyclroxylated 

Run m-Substituent consl1mption procluct procluct procll1ct 

1 R=H 10.0 % 0.6 % 4.5 % (= 6-lIydroxylated) 

2 R=CH3CO 5.6 n.c1.a) 0.2 % n.c1a) 

3 R=OCH3 13.0 2.9% (= 4-Hydroxylated) 3.0 % 

Conditions: A mixed sollltions of a substrate (1 mll1ol)， ClI(CI04)2・6H20
(1 Inmol) and ascorbic acid (10 mmol) in water (20 ml)-acetone was stirred vigorollsly lInder 02 

atlllosphere at room temperatllre for 6 hours and the products were analyzed by HPLC 
a) not determined. 

(5) Cu"ーアスコルビン酸ー0，系によるフェノール類の水酸化反応機構

本章でこれまでに得られた反応性に関する知見から推定される、 Cu"ーアスコ

ルビン酸 0，系によるフェノール類の水酸化反応機構をSchcm巴4-8に示した。ア

ニソール類とフェノール類で、水酸化反応における置換基効果が大きく異なるこ

とから、フェノール性OH基が反応に 直接関与すると考えられ、よってメトキシ

基では起こり得ない、フ ェ ノール性01-1基が酸化されフエノキシラジカルとなる

過程が含まれる機構を考えた。

この機構の初発反応であるフ エ ノキシラジカル生成反応が、電子吸引性基によ

り促進されると仮定すると、フェノール類水酸化の際の特徴的な置換基効果を説

明することが可能となる。一般に芳香環への付加反応は電子供与性基によって促

進されると考えられているが、フェノール性01-1基のフエノキシラジカルへの酸

化に及ぼす置換基の効果は未だ明らかではなく、上記の仮定の真偽を確かめるこ

とは現段階ではできていない。電子吸引性基を有するフェノール類は 、pKaが小

きいため、反応液中にごく少量ではあるが存在するフエノキシアニオンの量が多

〈、これが l電子酸化される反応が非常に速いため、特徴的な置換基効果が現れ

てくるという可能性も考えられる。 しかし、同程度の電子吸引性効果を持つシア

ノ基とニトロ基で、 水酸化効率が2倍程度違うことや、電子吸引性効果はこれら

に比べると弱いアセチル基が、ニトロ基と同程度の水酸化効率を示すことなどか
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ら考えると、この可能性はほぼ否定される。

特徴的な註f呉基効果の要因を、アスコルビン酸による還元的雰図気下での反応

であるこ とを用いて考えることも可能である。 まずフ エノキシラジカルが生成し、

竜子吸引性基は、このラジカルを芳存環仁に!よ く展開させる効果を持つと仮定す

る。展開したラジカルはもう l分子のOHラジカルとカ yプリングし、水酸化生

成物となる。一方、電子供与性基を持つフ ェノール類では、フエノキシラジカル

は芳香環上にあまり展開せず、ラジカルは自主素原子上に局在すると考え、これは

アスコルビン酸により還元され元の基質に戻る。電子供与性基を持つフェノー ル

や普通のフェノールでは、水酸化体収率も低いが原料消費量:も 少ない という結果

を、この仮定はうまく説明する。ラジカルが芳香環上へ展開する証拠を得る目的

で、様々な計算方法(半経験的、非経験的方法)で各種世換基を有するフ エノキ

シラジカルの分子軌道を言十算した。 しかし用いる方法によって、結果は非常にば

らつき 、信頼性のあるデータは今のところ得られていない。

以上に織に、反応機構はまだ推定の岐を出ていないが、 1屯下吸引性基が酸化反

応を促進さ せるという置換恭効果は非常に興味深く、今後、 と記推定機!1~の検証

を含め様々な機構の検討を行っていきたいと考えている。

第4節 目干ミク ロソームを用いた III vllro代謝反応によるフェノール類水酸化反

応

第2章で論じたように、肝ミクロソーム系によるアルキルアリールエーテル類

の0-脱アルキル化反応機構の基質依存性は、Cu'φーアスコルビン酸 0，系やガン

マラジオリシス法のそれとは異なることから 、酸化活性種の反応性の違いが明ら

かとなった。そこで次に、こ の反応特性の異なる活性穫を生成する肝ミクロソー

ム系による、フェノール類水酸化反応に及ぼす置換基効果に興味を持ち、以下検

討を行った。反応は、 p-置換フ ェノール類を基質とし、 37"c、 15分間インキユベー

卜して行い、水酸化体生成量はHPLCを用いて定量した。 また、この反応がシト

クロム P450関与であるかとうか検討するため、その特異的阻害斉IJと言われてい

るSKF-525Aを添加した阻害実験も同時に行った。

具体的には、フェノール、電子吸引性基を有するpニトロフェノール、電子供

与性基を持つpークレゾールを基質として 用いた。それぞれの水酸化体である4・置

換カテコール生成量を示したものが、Table4-6である。ここで、括弧内の数字は

系中に加えた基質量(500nmol)に対する変換収率を示している。水酸化体生成量
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は、ニトロ>>メチル>Hの順となり、電子吸引性基を導入することにより絡段に

水酸化体生成量が多くなることがわかった。 また、ミクロソーム系の場合、電子

供与性基であるメチル基を導入することでも若干水酸化体収率が上昇することが

わかった。またSKF-525Aの添加により、 70-90%とかなり阻害がかかったこと

から、この水酸化反応はシトクロムP450関与であることが示唆さ れた。

これまでにp-ニトロフェノールを基質として、その水酸化活性からシトクロム

P45u量の定量を行った報告はあるが10) これは水酸化生成物である4ニトロカテ

コールは可視領域に比較的強い吸収波長を持ち、定量に便利であることから用い

ており、置換基効果を意識したものではない。電子吸引性基を持つフェノールの

方がより効率よく水酸化されると言う、特徴的な置換基効果が月干ミクロソーム系

においても見られると言う本結果は新たな知見である。

第2章で詳述した通り 、 フェノール性OH基を持つ化合物を肝ミクロソーム系

の基質とすると、フェノール性OH基の酸化が速いことが、 0・脱メチル化反応機

構の基質依存的変化から示唆された。Cu"ーアスコルビン酸一0，系などで見られ

た特徴的な置換基効果が、肝ミクロソーム系でも同様に観察されたことは、上記

の示唆をさらに支持するものと考えられる。すなわち、 明らかに酸化活性種の異

なる系であっても 、フェノール類を基質とするとフェノール性OH基の酸化が起

こりやすいため、ほほ同じ置換基効果が観察されたと推測している。

Table 4-6. Amount of 4-subslituted catechols obtained from p-substituted phenols 

by PB-treated rat liver microsome-NADPH/02 system 

Amount of 4-substituted catechol (nmol/mg protein) 

P-Substituent Complete ( )a) +SKF-525A ( )a) s町 一525AInhibition 

R=H 1.01 :t 0.05 (1.21 %) 0.38 :t 0.06 (0.46 %) 62.4 % 

R=CH3 1.65士0.08(1.98) 0.48 :t 0.01 (0.58) 70.9 

R=N02 6.38士1.04(7.66) 0.63士0.15<0.76) 90.1 

The data represent the mean :!: S.E. of thrωexperiments 

a) The nurnber in parentheses represents the conversion yield based on substrate. 
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総括

酸化酵素類、化学モデル酸化系の反応性はこれまで、少数の限られた化合物を

基質とした反応を行い、その生成物の位類、収率から議論した例がほとんとであっ

た。そこで筆者は、検討する基質を様々な特徴を持つ化合物群に拡張し、また生

成物収率、選択性に加え、その反応機構も検討対象とし、これらの基質依存的な

変化の仕方を指標として、より詳細!な各系の反応性の評価を日抱して研究を行っ

てきた。

まず種々の生体類似型酸化反応を高選択的に進行させることが知られている

Cu"ーアスコルビン盟主一0，系による、嫌々なアルキルアリールエーテル類の0-脱

アルキル化反応の効率、選択性、及びその反応機構を許制に検討した。その結果、

主に基質の IpSO位電子密度とアルキル基の水素原子の引き抜き易さの 2つの化学

的性質の比によって、選択性、反応機mとも大きく変化することが明らかとなっ
た。0-脱アルキル化反応機構は、これまでの少数の限られた基質を用いた議論か

らは、主に用いる酸化系によ って決定されると考えられてきたが、本結果は同 ー

の酸化活性種による反応でも、用いる基質によって機構は大きく変化することを

明確に示している。

次にガンマラジオリシス法を用い、 01-1ラジカルによるアニソール類のO-IJ見メ

チル化反応機構の基質依存性を、 Cu'φーアスコルビン酸ー0，系と比較した。 ここ

から、 Cu'φ ーアスコルビン酸ー0ヲ系の酸化活性穫は01-1ラジカルに比べ 、水素原

子引き抜き反応がやや優先する、あるいはipso付加反応がやや遅いという反応特

性を持つことが明らかとなった。ここから、 Cu'φーアスコルビン酸 0，系の酸化

活性種は、クリプトタイプの01-1ラジカルなどの01-1ラジカル類似活性種であると

推定した。 この様な詳細な酸化活性種の反応性の違いを見い出すことは、様々な

特徴を持つ基質群を用いる本手法により初めて可能となると考えている。

さらにガンマラジオリシス法を用いた01-1ラジカルによる0脱メ チル化反応の

選択性、機構に及ぼすアスコルピン酸の添加効果を検討した。その結果、 Cu'φ

ーアスコルビン酸ー0，系により、 他の酸化系と大きく異なり高選択的にo-IJ見アル

キル化反応が進行するのは、アスコルビン酸の還元的雰囲気下での酸化反応であ

ることが大きな要因となっていることが示唆された。ここから、シトクロム

P450による反応が高選択的に進行するのも、 NADPI-Iに由来する電子による還元

的雰囲気下での酸化反応であることがその大きな理由となっていると考えられた。

シトクロムP450は、通常の化学酸化系では実現困難な種々の酸化反応を効率よ

く行うことが知ら れているが、上記の様な還元的雰閤気下での酸化反応という観

点から、その酸化活性を見直すことは興味深いと考えている。
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医薬品化学の観点からは、 Cu'φーアスコルビン酸 0，系により o置換フェノ-

lレの種身の置換基が脱離し、カテコールに変換されるという結果も大変興味深い。

生体内薬物代謝反応においても本反応が起こることは十分に考えられ、特にニト

ロ基、シアノ基といった、これまであまり脱離することはないと考えられていた

置換基を持つ薬物では、代謝経路の lつに木反応形式を入れる必要があることを

示唆している 。

次に、肝ミクロソーム系によるアニソール類の0脱メチル化反応機併の基質依

存的な変化を検討した。その結果、基質のフェノール性OH基の有無及びその置

換位置によって機構が変化することが明らかとなった。 これまでは、シトクロム

P450関与の0-脱アルキル化反応は水素原子引き抜き機構で進行するとされてき

たが、本結果は基質によ っては IpSO置換線式で反応が進行することを示した初め

ての例である。この機構の基質依存的な変化を説明するために、これまでに考え

られている機構とは異なる新反応機構を提唱した。

ここまでに得られた知見を応用し、シトクロムP4S0のモデル系として最もよく

用いられる穫々の鉄ポルフイリン ー酸化剤系の反応性の検討、及びその肝ミクロ

ソーム系との比較を行った。様々な鉄ポルフイリン系がこれまでに開発されてき

たが、その反応性は主に基質酸化効率から議論されてきた。酸化反応機構から議

論した例は少なく、また基質として用いられる化合物はごく少数であり、それら

によれば、ほほ全ての鉄ポルフィリン系はシトクロムP450と同じ反応性を持つ

とされている。本研究では、 ipsof立電子密度の高い基質群を用いて、。脱メチル

化反応機構の基質依存的変化を詳細に検討し、その結果、分子内チオレート配位

鈴体であるS.Rのみが肝ミクロソーム系と同じ反応性を持ち、その他の鉄ポルフィ

リン系では異なる機構で反応が進行することを見いだした。すなわち、様々な基

質群に対する機備の変化を指標とする本手法により 、これまでには知られていな

かった各鉄ポルフィリン系の反応特性の違いを、初めて明確に見いだすことがで

きた。 これまでもチオレートの配位は、シトクロムP450の強力かつ特徴的な反

応性の lつの重要な要因であると考えられてきた。しかしそれらの研究の多くは、

触媒サイクルの0-0結合開裂ステ yプに及ぼす車Ii配位子の効果に注目したもので

あった。本研究によって得られた知見は、生成した酸化活性種の反応特性そのも

のにも、チオレート配位子は大きく関与していることを示しており 、今後シトク

ロムP450の反応性の研究に大きな影響を及ぼすものと考えている。

以上の結果から、現在までの多くの研究で各基質からの生成物収量を指僚とし

て酸化活性種の酸化力の強さを議論してきたのと問機に、各基質の酸化反応機構

を指標として酸化活性種の反応性を詳細に議論することが可能であることを示し

たと考えている。 0-脱アルキル化反応に着目してこれまで研究を行ってきたが、
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この反応は幅広い酸化酵素系、化学酸化系、酵素モデル系でj並行することが知lら

れており、各酸化系聞の比較を行う意味で有用な反応である。生成物収量を指標

とした場合は、生成物がさらに酸化されて生成する種々の高次酸化生成物の収量

も定量しなければならず、反応選択性の低い酸化系ではこれは困難であり、正確

な各系問での比較は難しい。一方で0-11比アルキル化反応機備の検討は、いずれの

機構で反応が進行しでも生成物は同じであるため、反応選択性が低い酸化jれでも、

高次酸化反応がi並行するしないに関わらず、 "0導入率なとから信頼性の高いデー

タを得ることが可能である。このように、 0脱アルキル化反応機構の基質依存的

な変化を指標として、各酸化系の反応性を評価する手法は徐々な利点を持つ。今

後、幅広い酸化酵素類(例えば、非へム酵素であるが高い酸化活性を持つメタン

モノオキシゲネースなと)、化学モデル系に本手法を適用し、詳細な反応性の評

価を行うことは、広範な酸化酵素類の機能解明に大きく貫献するものと期待され

る。
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実験の部

L立益金鉦

融点は、柳本微量融点iHIJ定基で測定し、その{直は未補正値である。赤外吸収ス

ペクトル (IRspectrulll、以下IRと略記する)は、日本分光工業DS-70J Gを使用

し、 cnV単位で表し、必要があればピークの形状を以下の略号を用い併記した

(sh: shouJder、br:broad)。核磁気共鳴スベクトル (NMRspectrulll、以下

NMRと略記)は目立R-24B (60 MHz、CW型)、または日本電子JNMGSX-400 

(400 MHz、FT型)の各NMRspectrolll巴lelで測定した。化学シフト値は、主に

テトラメチルシラン (TMS) を内部標準物質として、 S値 (ppm単位)で示した。

溶媒が垂水、重アセトンの場合で、内部標準物質の表記がない場合は、それぞれ

HDO、(CHD，)COCD司に由来するピークを基準とした化学シフト値を月lいている。
また、分裂様式は以下の略号を用いた (s:singJet、cl:doubJ巴1、t:IripJ巴I、q

4uartet、m:llluJtipJet、br:broad)。マススベクトル (Massspcctrulll、以下MSと

略記)は、日本電子DX-300、D・300、DX-303、またはSX-J02Aを使用して測定

した。元素分析 (EJ巴mentaJanaJysis、以下AnaJと略記)は、東京大学薬学部中

央分析室において行われた。

高速液体クロマトグラフィー (HPLC)は、ポンプとして日本分光工業 880-PU、

または TwincJeHPLC pumpを用い、検出器として日本分光工業 870-UY、また

はUYJDECJOO-Y Spectrometerを用い、定量は絶対検量線から、ピーク面積法

で行った。 2種類のポンプはその微妙な性能の違いからか、同じ溶媒流量でも 、

同一物質の保持時聞が若干異なることが多かった。よってどちらのポンプを使用

したかによって、JY.に燭載した各化合物の保持時間は多少異なる。



L 試薬・溶媒ーカラム初体

試薬は市販品をそのままか、あるいは必要に応じて再結晶や蒸溜等による精製

をした後に使用した。

溶媒は、特記しない限り、以下の通りに市販品をそのまま又は、精製したもの

を使用した。水は蒸留したものを用いた。メタノールとエタノールは、 Mgと1，存

在下、還流後蒸留した。HPLC用メタノールは、乾燥剤なしに蒸留した。アセト

ニトリルは、市販の残留農薬試験用(Cica-Merck)をそのまま使用した。アセトン

は、 KMn0
4存在下、必要最小限の渇度で加熱還流後蒸留した。酢酸エチル、塩化

メチレン、 n-ヘキサンは、 CaCI，存在下、還流後蒸留した 。 ピリジン、クロロホ

ルム、ベンゼンは、 CaH，存在下、還流後蒸留した。 ジエチルエーテルとジイソ

プロピルエーテル(IPE)は、 CaH，と少量のF巴(CI04)，存在下、還流後蒸留した。 テ

トラヒドロフランは、用時、 Naとベンゾフェノンケチル存在下、 Ar気流下で還

流後蒸溜した。

薄層クロマ トグラフイー(TLC)は、蛍光f旨示薬のつ いたシリ カゲル60-F254

(Merck No.5554)を用いた。

カラムクロマ トグラフイー用シリカゲルは、シリカゲルC-200(和光純薬製)

またはシリカゲルBW-300(富士デヴイットソン製)を用いた。

逆相HPLC用カラムは、主としてTSKg巴1ODS-120T (4.6xJ50 tntnまたは250

mm) (東ソー)を用いた。
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川 名化合物の合成、およびその機器データ

以下に、各基質、生成物標品の合成法及びその機器データを示した。なお、特

に合成の記述のないものは、 Cu
2t
アスコルビン酸ー0，系によって生成したもの

を、カラム等によって精製したものである。

. 0-ベンジルオキシアニソールの合成

グアヤコール 1.24g (10 mmo l ) 、 í!!~水炭酸カリウム 1 .66 g (12 mmol)をテト

ラヒドロフラン (10ml)ージメチルスルホキシド (101111)混合溶媒に!皆、濁させ、こ

こにAr気流下で臭化ベンジル 2.05g (1211111101)を滴下ロートより滴下し、 Ar下、

500Cで 5時間反応させた。反応液に40mlの水を加え 、これを温化メチレンで 3

回抽出した。集めた有機層を、 2規定水酸化ナトリウムノk溶液、飽和食塩水で洗

浄し、無水硫酸ナトリウム乾燥後、溶媒をi威圧i留去した。得られた淡黄色油状物

質をシリカゲルカラム精製 (50g、塩化メチレン nーヘキサン=1 : 2) し、無色

団体 1.775gを得た(収率 83%) 0 nーヘキサンより再結晶し、~色針状品を得

た。

m.p. 57.5-58.5 oC 

'H-NMR (400 MHz; CDCI，/TMS) o 7.26-7.48 (m. 5H; Ar-H)， 6.83・6.95(m 
4H; Ar-H)， 5.16 (8. 2H; Ph-CH，-)， 3.89 (8. 3H; -OCH，) 

カテコールモノホルメート

'H-NMR (400 MHz; CDCI，/TMS) o 8.33 (8. IH;ーO(CO)H)，7.13-7.18 (d.d 
t.dの重なり 2H，Ar-H)， 7.01 (d.d. IH; Ar-H)， 6.94 (I.d. IH; Ar-H) 

. 2，4-ジメトキシフェノールの合成

2，4-ジメトキシベンズアルデヒド 1.66 g (10 mmol ) 、 tn - クロロ ì~安息香酸 3 .45

g (20 mmol)を無水塩化メチレン25mlに懸濁させ、これを2.5時間加熱還留した。

析出物をろ過し、また沈殿物は数回塩化メチレンで洗い、ろ液と これらの温化メ

チレン層を合わせ、溶媒を留去し、 (このとき 、防爆フェンスをつけた)黄桜色

油状物質を得た。これを自作自主エチルに溶解し、5%炭酸水素ナ トリウム水溶液で

3回、飽和食塩水で 1回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、ろ過後溶媒を留

去し黄色油状物質を得た。これをエタノール (50ml)-30%アンモニア水 (50ml) 

混合溶媒に溶解し、 Ar下、室温で遮光して l日撹持した。反応溶液をそのままエ

ハポレーターでj威圧にし、未反応のアンモニア、およびエタノールの一部を除い

た。ここに 2規定塩酸を加え液性を酸性(pHく 1)とし、これを酢自主エチルで 3回

抽出し、合わせた有機層を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で 2回、飽和食塩水で
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l回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、ろ過後溶媒を留去した。{尋られたH音

鐙色r白状物質をシリカゲルカラム (sW・300;70 g、塩化メチレン)で精製し、無

色 j白状物質を得た。これをドライアイスで冷却し、~色固体 1 .0 1 8 gを得た(収

率66%) 0 nヘキサンより -800Cで再結晶し、型軽色板状品を得た。

m.p. < 30 oC 

'H-NMR (400 MHz; COCI/TMS) o 6.82 (d. 1 H， 1" = 8.79 Hz; Ar(6)ー1-1)，6.49 

(d. IH， 1m = 2.93 Hz; Ar(3)ーH)，6.39 (d.d. IH， 1" = 8.79 Hz， 1 川=2.93 Hz; 

Ar(5)-H)， 5.20 (s. IH; Ar-OH， 0，0 Exchangcable)， 3.87 (s. 3H;ーOCH，)，3.77 

(s. 3H;ーOCH3)

2，5-ジメトキシフ ェノールの合成

2，5-ジメトキシベンズアルデヒド 1.66g (10 mmo l ) 、 III クロロ過安息香~!l: 3.45 

g (20 mmol)を無水塩化メチレン 25mlに!懸濁させ、これを 4時間加熱還留した。

析出物をろ過し、また沈殿物は数回塩化メチレンで洗い、ろ液とこれらの極化メ

チレン層を合わせ、溶媒を留去し、 (このとき 、防爆フェンスをつけた)黄桜色

揚状物質を得た。これを酢百貨エチルに溶解し、 5%炭酸水素ナトリウム水溶液で

3回、飽和食塩水で l回洗浄後、者lt水硫酸ナトリウムで乾燥し、ろ過後硲煤を留

去し槌色固体を得た。これをエタノール (50ml)-30%アンモニア水 (50ml)混合

溶媒に溶解し、 Ar下、室混で遮光して l口撹排した。反応溶液をそのままエバポ

レーターで減圧にし、未反応のアンモニア、およびエタノールの一部を除いた。

ここに 2規定塩酸を加え液性を酸性(pH< 1)とし、これを酢酸エチルで 3回抽出

し、合わせた有機層を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で 2回、飽和食塩水で l回

洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、ろil!J後溶媒を留去した。得られたH音程色

油状物質をシリカゲルカラム (C-200;50 g、塩化メチレン)で精製し、淡黄色

i自状物質 1.172gを得た(収率 76%)。これを nーヘキサンより・800Cで再結晶

し、紫色針状品を得た。

m.p. < 30 oC 

'H-NMR (400 MHz; COCI，/TMS) o 6.77 (d. 1 H， 10 = 8.79 Hz; Ar(3)-H)， 6.56 
(d. IH， 1m = 2.93 Hz; Ar(6)-H)， 6.37 (d.d. IH， 10 = 8.79 Hz， 1m = 2.93 Hz; 

Ar(4)-H)， 5.63 (s. IH; Ar-OH， 0，0 Exchangeable)， 3.85 (s. 3H;ーOCH，)， 3.75 

(s. 3H;ーOCH，)

3，4-ジメトキシフェノールの合成

ベラトルアルデヒド 2.49 g (15 mmol)、nトクロロ過安息香酸 5.18g(:i0

mmol)を無水塩化メチレン35mlに懸濁させ、これを 3時間加熱還留した。析出
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物をろ過し、また沈殿物は数回温化メチレンで洗い、ろ液とこれらの底化メチレ

ン層を合わせ、溶媒を留去し、 (このとき、|坊爆フ ェンスをつけた)黄綬色ilIJ状

物質を得た。 これを酢酸エチルに溶解し、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で 3回、

飽和食塩水で l回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、ろ jf!IJ後溶媒を留去し H音

桜色油状物質を待た。これをエタノール (201111)-25%アンモニア水(301111)混合

溶媒に溶解し、 Ar下、室温で遮光して l日撹持した。反応溶液をそのままエパポ

レーターで減圧にし、未反応のアンモニア、およびエタノールの一部を除いた 。

ここに 2規定塩酸を加え液性を首長性(pH< 1)とし、これを酢酸エチルで 3回摘出

し、合わせた有機層を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で 2回、飽和食塩水で l回

洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、ろ過後溶媒を留去した。得られたH音赤色

r由状物質をシリカゲルカ ラム (C-200;60 g、塩化メチレン n-ヘキサン=9 : 1) 

で精製し、 i炎桃色国体1.709 gを得た (収率 74%)。 これをベンゼン ーnヘキサ

ンより再結晶し、 j炎桃色板状品を得た。

m.p. 79.0-82.0 oC 

'H-NMR  (400 MHz; CDCIJ/TMS)δ6.73 (d. IH， J" = 8.79 Hz; Ar(5)ーH)，6.47 

(d. IH， Jm = 2.93 Hz; Ar(2)ーH)，6.35 (d.d. IH， J" = 8.79 Hz， J 川=2.93 Hz; 

Ar(6)ーH)，4.71 (5. IH; Ar-OH， D，o Exchangeable)， 3.84 (5.31-1;ーOCH，)， 3.83 
(5. 3H; -OCHJ) 

-各種(OCDJ)アニソールの合成

メトキシフェノール 1.24g(1011111101)、無水炭酸セシウム 6.52g (20 11111101)、

ヨウ化メチル-dJ1.0 g (6.9 I11rnol)をジメチルホルムアミド 10rnlに懸濁させ、こ

れを密栓し、室温で 6時間撹作した。反応溶液に飽和食温水を加え塩析し 、これ

を塩化メチレンで 3回:JluiBし、合わせた有機層を 2規定水酸化ナトリウム水溶液

で2回、飽和食塩水で I回洗浄後、 J!軽水硫酸ナトリウムで乾燥し、ろ jf!IJ後溶媒を

留去した。得られた油状物質をシリカゲルカラム (C-200;100 g、血化メチレン

トヘキサン=1 : 3) で精製し、 o-(OCDJ)ーアニソール、mー(OCD，)-アニソールは

無色油状物質として、 p-(OCD，)-アニソールは無色国体として得た。

'4ーメトキシカテコールの合成

1，2，4-トリハイドロキシベンゼン(ハイドロキシハイドロキノン) 2.52 g (20 

010101)、borax(Na，B，O，・101-1，0)14.6 g (3811111101)を水2951111に溶解した水溶液を

室温下撹枠し、ここに水酸化ナトリウム 4.79g (120 11111101)を水 181111に溶解した

水溶液とジメチル硫酸 11.01111(115 11111101)をそれぞれ滴下ロートより 20分かけて

同時に滴下した。このまま l日撹排を続けた。冷却しながら反応溶液に濃硫酸を
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加え、 i夜性を酸性(pH< 1)とし、これを酢目立エチルで 3回1111出し、合わせた有機

層を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液、飽和l食塩水で洗浄後、!!lIi水硫酸ナトリウム

で乾燥し、ろ過後溶媒をw1去した。これをシリカゲルカラム (C-200;100g，塩化

メチレン :nヘキサン=5 : 1)で 2回桁製し、 j炎燈色油状物質 1.782 gを得た

(収率 64%)。

'H-NMR (400 MHz; CDCI，/TMS) 06.77 (d. 1 H， J" = 8.79 Hz; Ar(6)ート1)，6.51 
(d. IH， J"， = 2.93 Hz; Ar(3)ーH)，6.35 (d.d. IH， J" = 8.79 Hz， J川=2.93 Hz; 

Ar(5)-H)， 3.74 (s. 3H;ーOCH，)

. ["0)フェニル過酢酸の合成

6規定塩酸 400μ1(2.4 tn010l as HCI)にK"O，150 O1g (2.0 tntnol)を氷冷下加え
た。このとき発泡が激しいので注意した 。無水硫酸マグネシウム 2.8O1g (23 

μmol)、水酸化ナトリウム 135O1g (3.4 010101)を水(1.35ml)ージオキサン (1.70

ml)混合溶媒に溶解した溶液に、上記反応液を氷冷下加え、次にここにフェニル

アセチルクロライド 175O1g (1.13 T11tnol)を加え、これを氷冷下 5分間撹排した。

反応液に20%硫酸1.13tnl、飽和食塩水20011を加え、これを塩化メチレン 30011 

で3回抽出し、合わせた有機層を0.2M NaPi (pH 6.7) 20011で 2回、飽和食塩水

でl回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、ろi&1後溶媒を倍去した。 さらにベ

ンゼンで 2回共沸しジオキサンを飛ばした 。これを減圧乾燥し、無色国体49.8

mgを得た。

"0コンテントは、シクロヘキサノンの Baeyer-Villiger反応を用い、 GC/SIM法

で決定した。その結果、 ["0)フェニル過酢酸の"0コンテントは69.40%であった。

'H-NMR (400 MHz; CDCI，/TMS) 011.284 (br.s. IH;ーOH)，7.28-7.38 (tn. 5H; 
Ar-H)， 3.74 (s. 2H; -CH，・)

. 2，4，5-トリメ トキシフェノールの合成

2，4，5-トリメトキシベンスアルデヒド 2.94g (15 010101)、m クロロ j目安息香酸

5.18 g (30 010101)を無水塩化メチレン 40011に懸濁 させ、これ を3時間加熱還留

した。析出物をろ過し、また沈殿物は数回塩化メチレンで洗い、ろ液とこれらの

塩化メチレン層を合わせ、溶媒を留去し、 (このとき、防爆フェンスをつけた)

燈色国体を得た。これを酢酸エチルに溶解し、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で

3回、飽和食塩水で l回洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、ろ過後i容媒を留

去し黄槌色国体を得た。 これをエタノール (75011)-25%アンモニア水 (75011)混

合溶媒に溶解し 、Ar下、室温で遮光して 1日撹排した。反応溶液をそのままエバ

ポレーターで減圧にし、未反応のアンモニア、およびエタノールの一部を除いた。
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ここに 2規定塩酸を加え液性を酸性(pH< 1)とし、これを酢酸エチルで3回ialW

し、合わせた有機層を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で 2回、飽和食取水で l回

洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、ろ過後溶媒を留去した。得られたj炎黄色

国体をシリカゲルカラム (C-200;150 g， UUヒメチレン :11・ヘキサン=5 : 1)で
精製し、淡桃色固体1.625 gを得た(収率 58%) 。 これをクロロホルム nーヘキ

サンより再結品し 、無色針状品を得た。

日1.p. 58.5・60.5oC 

'H-NMR (400 MHz; CDCI，/TMS) 86.61 (s. 1H; Ar-H)， 6.58 (s. 1H; Ar-H)， 
5.29 (s. 1 H; Ar-OH， D，O Exchang巴ab1c)，3.85 (s. 3H;ーOCH，)，3.84 (s. 3H; 

-OCH，)， 3.82 (s. 3H; -OCH，) 

. 1，2，4，5テトラメトキシベンゼンの合成

2，4，5-トリメトキシフ ェ ノール 1.11 g (6.0 mmol)、ヨウイtメチル 1.70g(12

mmol)、無水炭酸セシウム 3.91g (12 11111101)をアセトン 101111に懸濁させた溶液

を、密栓して室温下 1日撹枠した。反応液に 2規定塩酸を加え 、これを塩化メチ

レンで 3回抽出し、合わせた有機層を 2規定水酸化ナトリウム水溶液で 2回、飽

和食塩水で l 回洗浄後、~水硫酸ナトリウムで乾燥し、ろ過後 i容媒を iZi 去し、 i炎

黄色国体 1.161gを得た (収率 97%)。 これを 11-ヘキサンより再結晶し、無色針

状品を得た。

m.p. 104-104.5 oC 

'H-NMR (400 MHz; CDCI，/TMS) 86.61 (s. 2H; Ar-H)， 3.86 (s. 12H;ーOCH，)

-エストロンー6・ケトイ本

'H-NMR (400 MHz; CDCl，/TMS) 87.53 (IH; Ar(4)-H)， 7.32 (IH; Ar(l)ーH)，
7.08 (IH; Ar(2)-H) 

MS m/z = 284 (M') 

-エストロンー6-1、イドロキシ体

'H-NMR (400 MHz; CDCI，/TMS) 87.21 (IH; Ar(I)-H)， 6.86 (IH; Ar(4)-H)， 
6.78 (IH; Ar(2)ーH)，4.80 (IH; B巴I1zyl(6)-H)

MS 111/Z = 286 (M')， 268 (M'ー16)

5，6，7，8-テトラハイドロー2ナフト ールー8・オン

'H-NMR (400 MHz; CDCI，/TMS) 87.55 (IH; Ar(I)-H)， 7.16 (IH; Ar(4)ーH)，
7.03 (IH; Ar(3)ーH)
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. 5，6，7，8-テトラハイドロ 2-ナフトールー5-オン

'H-NMR (400 MHz; CDCI，/TMS) o 7.93 (IH; Ar(4)-H)， 6.68 (IH; Ar(I)-H)， 
6.77 (IH; Ar(3)-H) 

4ニトロカテコール

'H-NMR (400 MHz; CDCI/TMS) o 7.79-84 (d.d. 1 H， J" = 8.79 Hz， J"， = 2.20 

Hz; Ar(5)-H)， 7.78 (d. IH， Jm = 2.19 Hz; Ar(3)-H)， 6.95-97 (d. IH， J" = 8.79 

Hz; Ar(6)-H) 

。3-ニトロカテコール

m.p. 86.0-88.0 oC 

'H-NMR (400 MHz; CDCI，/TMS) o 7.64-69 (d. IH， J" = 8.79 Hz; Ar(4)-H)， 
7.24-26 (d. IH， J，，= 8.42 Hz; Ar(6)-H)， 6.89-93 (1. IH， Jぃ=8.42 Hz; Ar(5)ーH)

IR (KBr) cm" 1540 (v，，， -NO，)， 1355 (v， -NO，) 

MS m/Z 155 (M')， 109 (M'-NO，) 

2-ニトロハイドロキノン

m.p. 134.0-134.5 oC 

'H-NMR (400 MHz; CDCI，/TMS) o 7.54 (d. IH， J
m 
= 2.93 Hz; Ar(3)-H)， 

7.16-19 (d.d. IH， Jo = 9.16 Hz， Jm = 2.93 Hz; Ar(5)ーH)，7.07(d.IH，J，， =9.16

Hz; Ar(6)-H) 

IR (KBr) cm" 1525 (v，，， -NO，)， 1345 (v， -NO，) 

4-シアノカテコールの合成

プロトカテキュアルデヒド 2.76g (20 mmol)、ニトロメタン 3.00g (40 mmol)、

無水酢酸ナトリウム 3.28g(40 mmol)を酢酸 4mlに貯.濁させ、これを Ar気it下

4時間加熱還流させた。反応液を 100mlの氷水に注ぎいれ、これをエーテル抽出

した。集めた有機層を、飽和炭酸水素ナ トリ ウム水溶液で洗浄し、熊水硫酸ナト

リウム乾燥後、溶媒を減圧i留去した。得られた茶色残査をシリカゲルカラム精製

(150 g、塩化メチレン酢酸エチル =4:1) し、無色団体 236mgを得た(収率

9 %)。 エーテルーn-ヘキサンより再結晶し、無色針状品を得た。

'H-NMR (400 MHz; CDCI，/TMS) o 7.15 (d.d. 1 H， Jm = 1.83 Hz， J" = 8.06 Hz; 
Ar(5)ーH)，7.13 (d. IH， J

m 
= 1.83 Hz; Ar(3)-H)， 6.91 (d. IH 入、=8.06 Hz; 

Ar(6)-H)， 6.09 (br.s. IH; Ar-OH)， 5.93 (br.s. IH; Ar-OH) 
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IR (K Br) 2240 cn'-' (ーCN)

2，4，5・トリハイドロキシニトロベンゼン

'H-NMR (400 MHz; CDCI，/TMS) B 10.87 (s. IH; Ar-OH)， 8.73 (br.s. IH; 
Ar-OH)， 7.84 (br.s. IH; Ar-OH)， 7.56 (s. IH; Ar(6)-H)， 6.59 (s. 1H; Ar(:l)-H) 

. 3，4，5-トリハイドロキシニトロベンゼン

'H-NMR (400 MHz; Acelon巴ーd.)δ 8.81 (br.s. 3H; Ar-OH)， 7.34 (s. 2H; 

Ar(2，6)-H) 

2，3，4ートリハイドロキシニトロベンゼン

'H-NMR (400 MHz; CDC1，/TMS) O 10.86 (s. 1H; Ar-OH)， 7.70 (br.s. 1H; 

Ar-OH)， 7.66 (d. 1 H， J刊=9.52 Hz; Ar(4)-H)， 7.07 (br.s. IH; Ar-OH)， 6.59 

(d. 1 H， J'4 = 9.16 Hz; Ar(3)-H) 

. 5-メチルグアヤコールの 3段階合成

① 0-ベンゾイルグアヤコールの合成

グアヤコール 1.86g (15 010101)、 トリエチルアミン 1.82g (18 010101)、 ジメ

チルアミノピリジン 220O1g (1.8 rn0101)を塩化メチレン 15011に溶解し、ナス型

コルベンに入れ、これをooCに保ちなカZら、ベンゾイルクロライド 2.53g(18
mmol)をここに滴下した。塩化カルシウム管をつけた後、温度を徐々に室温まで

上げ、 l 時間撹はんした。水2.0011を加え反応を止めた後、さらに l規定塩酸を

50 1111加え、これを塩化メチレンで抽出した。集めた有機層を l規定塩酸、飽和

炭酸水素ナトリウム水溶液、飽和食塩水で洗浄し 、無水硫酸ナ トリウム乾燥後 、

溶媒を減圧溜去した。3.65gの無色油状物質が得られた(収率 quanl.)。

② 5・クロロメチルグアヤコールベンゾエー トの合成

パラホルムアルデヒド 1.40gを酢酸 18011に溶解し、これを還流冷却器をつ

けた 2けいコルベンに入れ、撹伴しながら、 200C以下で塩化水素ガスを30分間

通じた。ここに、 0・ベンゾイルグアヤコール 3.00gを数回に分けて加え、 (こ

のとき、液温が20oCを越えないように氷浴で冷ゃしながら行った。)さらに 5

時間、温化水素ガスを通じながら70oCで撹持した。力スを止め、さらに 2時間

800Cで撹持を続けた 。反応液を氷水に注ぎいれ、これをベンゼンで抽出した 。

集めた有機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウム乾燥後、溶媒を減圧溜

去した。得られた無色の残査を、ベンゼン ールヘキサンより再結品し、無色針状
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品2.34gを得た(収率 64%) 。

③ 5-メチルグアヤコールの合成

5-クロロメチルグアヤコールベンゾエート 2.3gを酢酸 15mlに溶解し、室温

で撹枠しながら 、亜鉛末 5gを少しずつ加え、 Ar気流下、 800Cで 4時 間撹持 し

た。反応i夜を吸引ろ過し、ろ液から溶媒を j威圧i留去し、この残査にベンゼン 50

011を加え、これを飽和炭酸水素ナトリウム水溶液、飽和食塩水で洗浄し、無水

硫酸ナトリウム乾燥後、溶媒をi成圧i留去し、うす黄色の油状物質を得た。ここに、

10 %水酸化ナトリウムエタノール溶液を 30ml加え、 Ar気流下、 1.5時間加熱還

流した。エタノールをi威圧溜去した後、 i規定塩酸 100mlを加え、これをベン

ゼンで抽出した。集めた有機層を、飽和I炭酸ナトリウム水浴i夜、飽和食塩水で洗

浄し、無水硫酸ナトリウム乾燥後、 i符媒をi成圧I留去し、うすオレンジ色のilu状物

質900mgを得た(収率 78%)。 これをカラム精製 (45g、塩化メチレン Iトヘ

キサン=1 : 1) し、無色inl状物質 799mgを得た。冷蔵庫に入れ冷やすと、結品

化した。

'H-NMR (400 MHz; CDCI)/TMS) 06.75 (br.s. (d.?) IH; Ar(6)-H). 6.74 (d 

IH. Ju = 8.06 Hz; Ar(3)ーH)，6.64 (d.d. IH， Ju = 8.32 Hz， Jm = 2.20 Hz; 

Ar(4)ーH)，5.54 (br.s. IH; Ar-OH)， 3.86 (s. 3H;ーOCH，)， 2.26 (s. 3H;ーCH，)

5-シアノグア ヤコールの合成

イソパニリン 4.56g (30 mmol)、ニトロメタン 4.50g (60 mmol)、無水酢酸ナ

トリウム 4.92g(60 mmol)を酢酸 6mlに懸濁させ 、これを Ar気iiiE-F 8時間加熱

還流させた。反応液を 100mlの氷水に注ぎいれ、これ をエーテ ル抽出した。集め

た有機層を、飽和炭酸水素ナ トリウ ム水溶液で洗浄し、 í~~水硫酸ナトリ ウム乾燥

後、溶媒を減圧i留去した。得られた茶色残査を 2回シリカゲルカラム精製 (100

B、塩化メチレン)し 、無色固体 716mgを得た(収率 16%)。ベンゼン ルヘ

キサンより再結晶し、~色針状品を得た 。

'H-NMR (400 MHz; CDCI，/TMS) 07.20-23 (d.d. IH， J" = 8.43 Hz， Jm = 2.20 
Hz; Ar(4)-H)， 7.18 (d. 1 H， J

m 
= 2.20 Hz; Ar(6)-H)， 6.88 (d. 1 H， J" = 8.43 Hz; 

Ar(2)ーH)，5.76 (br.s. IH; Ar-OH)， 3.96 (s. 3H;ーOCH))

IR (KBr) 2225 cm" (ーCN)

MS m/z = 149 (Mφ)，134(M'-CH，) 

2-Dフェノールの 3段階合成

① Oベンジル 0・ブロモフェノールの合成
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。プロモフ ェ ノール 5.19g (30 I11mol)、無水炭酸カリウム 4.98g (3611111101)を

エタノール 15mlに懸濁し、室温、 Ar気流下激しく撹はんし、ここにベンジルブ

ロマイド 4.28g (25 mmol)を満下した。これをさらに、 500Cで 311寺!日j激しく撹

はんした。反応液に水 30mlを加え(この時 pH= 13) 、これを エーテルでJllJiJj 

した。集めた有機層を l規定水酸化ナトリウム水溶液、飽和食温水で洗浄し、 mr，

水硫酸ナトリウム乾燥後、 ;~f 媒を 1官l去し、淡黄色油状物質 6.46 gを得た (収率

98 %)。 アルミナカラム精製 (アルミナ担体 50g， 11-ヘキサン )すると、紫色

t由状物質となった。

'H-NMR (400 MHz; CDCI，/TMS) o 6.6-7.6 (m. 9H; Ar)， 5.07 (5. 2H: 
ph-CH，-O-) 
IR (Neat) cm' 3060， 3030，2920，2870 (ーCH，-)

② グリニヤル反応による0-ベンジル 2・D フェノールの合成

マグネシウム 583I11g (24 mmol)を還流冷去[J器、 i商下ロートをつけた 2けいコ

ルベンに取り、 Ar気流下、 1200Cで 3時間激しく撹はんし、活性化させた。 これ

を室温までに冷やした後、 0-ベンジル oブロモフェノール ラ26g (20 11111101)を乾

燥したテトラヒドロフラン 10011に溶解した溶液を滴下した。反応が始まるよう

に、ドライヤーで少し暖めてやる と激しく反応が開始し、 1時間ほとで深緑色の

懸濁液となった。 ここに、重水 801mg (40 mmol)を乾燥したテトラヒドロフラ

ン0.8mlと混合した溶液を滴下した。30分ほとで反応は終結したので、ここに

2規定塩酸を析出物が溶解するまで加え、これをヱーテル抽出した。無水硫酸ナ

トリウム乾燥後、溶媒をi留去し、黄色の油状物質 3.71gを得た(収率 quant.)。

これをシリカゲルカラムで精製 (30g、塩化メチレン n-ヘキサン=1 : 3) し、

無色油状物質を得た。 この物質はコルベン墜をこすると簡単に結品化したが、再

結晶はうまくいかなかったので、このまま次の反応に用いることにした。

③ 2-D フェノールの合成

0-ベンジル 2-D フェノール 3.43g (18.5010101)、ノfラジウム ーカーボン 1gを

メタノール 30011に懸濁させ、これを室温で水素気流下 3時間撹はんした。 2号

ろ紙でろ過したろ液の溶媒を減圧溜去し、淡黄色油状物質を得た(収率 quant.)。

これを、シリカゲルカラム精製 (40g、塩化メチレン)し、!!時色油状物質を得た。

冷蔵庫に入れ冷却すると、結晶化した。

ITI. p.壬 25oC 

'H-NMR (400 MHz; CDCI/TMS) o 7.22-27 (01. 2H; Ar(3)-H + Ar(月)-H).6.93 

(d.t. IH， 10 = 7.33 Hz， 1m = 1.20 Hz; Ar(4)ーH)，6.83 (d.d. 1 H， 1" = 8.42 Hz， 
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J
m 
= 0.8 Hz; Ar(6)-H) 

IR (KBr) cm，l 1300. 1115.625 (C-O) 

MS m/z = 95 (Mφ) 

DR巴lenlion94.2% (Calculaled by inlcnsili巴sof MS fragl11enlS) 

.4-0フェノールの 3段階合成

① Oーベンジルpブロモフェノールの合成

p-ブロモフェノール 5.19g (30 11111101)、無水炭酸カリウム 4.98g (16 mmol)を

エタノール 15mlに懸濁し、室混、 Al気流下激しく 撹枠し、ここにベンジルブロ

マイド 4.28g (25 mmol)を滴下した。これをさらに、 500C で 311寺問激しく撹排

した。反応液に水 30mlを加え(この時 pH= 13)、これをエーテルで抽出した。

集めた有機層を l規定水酸化ナトリウム水溶液、飽和食塩;j(で洗浄し、無水硫酸

ナトリウム乾燥後、溶媒を 1官l去し、 j炎黄色残査得た。n-ヘキサンか ら再結晶し、

無色針状品 3.47gを得た。(収率 53%) 

② グリニヤル反応による0-ベンジル 4-0・フェノールの合成

マグネシウ ム 365mg (15 I11mol)を還流冷却器、滴下ロートをつけた 2けいコ

ルベンに取り、 Ar気流下、 1200Cで 2時間激しく撹祥し、活性化 させた。 これを

室温まで冷やした後、 0・べンジルpブロモフェノール 3.16g (12 ml11ol)を乾燥

したテ トラヒドロフラン 61111に溶解した溶液を滴下した。反応が始まるように、

ドライヤーで少し暖めてやると激しく反応が開始し、 1 時間ほどで深緑色の懸濁

液となった。ここに、重水 481mg (24 11111101)を乾燥したテトラヒドロフラン

0.8 mlと混合した溶液を滴下した 。30分ほどで反応は終結したので、ここに 2

規定塩酸を析出物が溶解するまで加え 、 これを塩化メチレン 抽出した。無水硫酸

ナトリウム乾燥後、溶媒をj留去し、 i炎黄色の油状物質を得た。これをシリカゲル

カラムで精製 (40g、塩化メチレン ルヘキサン = 1 : 9) し、無色団体を得た

(収率 95%)。この物質は融点が室温付近らしく、 少 し暖かいとすぐに液体に

なった。

③ 4-0フェノールの合成

0-ベンジル 4・D フェノ ール 2.11g (11.4 I11mol)、ノfラジウム カーボン 807

mgをメタノール 20mlに懸濁させ、これを室温で、水素気流下3時間撹はんした。

2号棟紙で1慮。過した溶液の溶媒を減圧i留去し 、淡黄色油状物質を待た(収率

quanl. )。 これを、シリカゲルカラム精製 (30g、クロロホルム) し、無色iUI状

物質を得た。 冷蔵庫に入れ冷却すると、結晶化した。
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m.p.壬 25oC 

MS m/z 95 (Mφ) 

D Retention 61.9 % (Calculatcd by int巴nsitiesof MS fragm巴nts)
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1¥1 各章の実験操作

[第l章の実験]

。Cu'・ーアスコルビン酸ー0，系く〉
(1 )生成物収率、選択性を求める実験

〈反応、〉

過塩素酸鋼大水塩 (Cu(CIO，)，'6I-1，O)(1 mmol)、アスコルビン酸(10mmol)、

および各基質(1mmol)を蒸溜水(20ml)に溶解する。(水溶性が低い基質の場合、

これに必要最低量のアセトンをコソルベントとして加え、均一相とした。 コソル

ベントの量は、以下の各基質の項を参照のこと 。) これを0，雰囲気下、室温で一

定時間 i~x しく撹持して行 っ た 。 定量は HPLCで行った 。

(I-IPLCによる分析法〉

反応液2.0μlをI-IPLCにそのままアプライして各生成物を分離し、その収量は絶

対検量線法でピーク面積をもとに求めた 。反応液に不溶物が認められるときは、

メンプレンフィルターで 1慮過したI慮i夜を I-IPLCにアプライした。カラム、 i容出ィ容

媒などは、各基質の項に特記なき|浪り以下の通りである。

Column: TSKgel ODS-120T (4.6 x 150 mm) (東ソー)

Detection 280 11m 

Eluent: CI-I，CN -O. I % I-I，PO，aq. = I : 3 
Flow rate: 1.0 ml/min 

〈各基質の反応条件と I-IPLC条件〉

0-メトキシフェノール(グアヤコール)の反応

(HPLC条件)

Column Partisi卜5ODS-3 (4.3 x 150 mm) 

Retention tim巴 カテコール 3.0min;基質 5.5min 

. m-メトキシフェノールの反応

(HPLC条件)

R巴1巴ntlOntlme レゾルシノール 3.1min;基質 7.7min 

p-メトキシフェノールの反応
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(HPLC条件)

Rctention time ハイドロキノン 2.5min; ~質 6.0 min 

'0・ジメトキシベンゼンの反応

(反応条件)

コソ ルベント アセトン 12.0ml 

(HPLC条件)

Eluent: CH3CN -0.1 % H、PO，aq.= 1 : 1 
Ret巴ntlOnIlme 0-メトキシフェノール 5.2min;基質 7.0min 

tn-ジメトキシベンゼンの反応

(反応条件)

コソルベン ト アセトン 8.0ml 

(HPLC条件)

Eluent: CH，CN -CH，OH -0.1 % H，P04aq. = 45 : 55 150 
Ret巴ntlontlm巴 tn-メトキシフェノール 5.6min; 2，4-ジメトキシ フェノール

5.0 min; 2，6ジメトキン フェノール 5.2min;基質 17.7min 

. p-ジメトキシベンゼンの反応

(反応条件)

コソルベン ト アセトン 12.0ml 

(HPLC条件)

Column: TSKgel ODS-120T (4.6 x 250 mm) (東ソー)

Eluent: CH，CN -0.1 % H3PO，aq. = 1 : 2 
Retentio日Ilme: pメトキシフェノール 7.1min;基質 23.2min 

-アニソールの反応

(反応条件)

コソルベント:アセトン 8.0ml 

(HPLC条件)

Eluent: CH，CN -CH，oH -0.1 % H，PO，aq. = 45: 55 150 
Ret巴ntlontllne フェノール 5.2min; 0-メトキシフ ェノール 5.5min; p メト

キシフェノール 4.5min;基質 15.6min 

0-ベンジルオキシアニソールの反応
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(反応条件)

コソルベン ト アセトン 20.01111

(HPLC条件)

Elucnt: CH，CN -O. 1 % H，PO，aq. = 1 1 

Retcntion ti01e 0・ベンジルオキシフェノ ール 8.1O1in; 0-メトキシフ 4 ノー

ル 3.201in;ベンズアルデヒド 4.1min;基質 13.601in

. 1，2メチレンジオキシベンゼンの反応

(反応条件)

コソルベント:アセトン 8.0011

(HPLC条件)

Column: TSKg巴IODS-120T(4.6x250m01) (東ソー)

Eluent: CH，CN -0.1 % H，PO，aq. = 1 : 2 

Retention ti01巴 カテコ ール 5.0min;カテコールモノホルメート 7.501in;基

質 23.8min 

(2) "0導入率を求める実験

〈反応〉

A 酸化斉IJ ("0，)由来の同0導入率を求める実験

まず"0，の封入されたガラス容器を、空気中の 1602が混入しないように十分注意

して(真空ライン内の脱気、 Ar置換を数卜回繰り返した。)真空ラインに接続し

た(SchemeE-I)。接続後もコック Cより右il!IJには空気中の1.0，が混入しないよう
に十分注意した。実験は、 3けいコルベンをSch巴meE-Iに示したように真空ラ イ

ンに接続して、以下の手順で行 った。 コルベン内には、アスコルビン百貨(2.5

mmol)、およ び各基質(0.25ml11ol)を蒸溜水(3.0011)に溶解した(水溶性が低い基

質の場合、上記(1 )の各基質の項に示した量の 4分の l量のアセトンをコソル

ペン トとして用いた)溶液を入れ、また過塩素酸銅六水塩 (Cu(CI04)，・6H，0)

(0.25 m01ol)を蒸留水(2.0ml)に溶解した水溶液を図のようなすりガラス容器に入

れ、これをコルベンに装着した。残りの l口にはシーラムキャ yプをつけた。

まず、全コックが閉じていることを確認してから真空ポンプのスイ yチを入れ、

Hg柱の高さで内部圧力をモニターしながら、コ yクA，sを用いて脱気、 Ar置換を

繰り返し、コルベン内を十分にAI置換 した。次に、コ yクA，sを月]いてコルベン

内を真空(当然水蒸気圧があるため実際には真空にはならない。その温度の水蒸

気圧程度まで内部圧を下げるということ)にし 、その後コック Aのみを閉じ、す
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Hg 

Aqueous solution containing 
• Substt'ate 
• ASC01'bic acid 
(・ Acetoneas co・solvent)

Scheme E-1. An apparatus for Cu2+-ascorbic acid-1802 system 



ぐにコ yクCを開き
18
0，をコルベン内に導入し、またすくにコックCを閉じた。 こ

の時点ではコルベン内圧力は大気圧に達していないので、コ:;'7 Bを操作してAr

で全圧を大気圧に等しくした。以上の操作によりコルベン内は'"O，-Ar雰聞気下と

なった。

次にコルベンを真空ラインよりはずした。その後、すりガラス容器を回すこと

で過塩素酸銅水溶液とアスコルビン酸、基質溶液をコルベン内で混合し、反応を

開始した 。室j昆下激しく 2-4時間撹作し、反応を行った。溶液の色が徐々に薄く

なり、ほぽ無色透明にな っ たならばそれ以上反応は進行しないので、溶液が再!~色

透明になったならば、シーラムキャ y プより十分にArバブルした 2N-寝百貨を3.0

ml注入し反応を完全に止めた。 その後、シーラムキャ yプより塩化メチレン 5.0

mlを注入し、数分間激しく償枠し反応生成物なとを抽出した。撹祥を止め、 三方

コyクをはずし、塩化メチレン層をバイアルに移し、これを無水硫酸ナトリウム

で乾燥した。

なお、真空ラインのコック C，D聞はこのH寺点では引圧になって いる。空気中の

"0，の混入を防ぐために、実験終了後できるだけ早く Arて、この間の圧力を大気圧

に等しくする 。 さらに、実験後はコ y クDの左右で酸素濃度が異なるので、しば

らくの問コ yクDを開け(当然このときコ 1クCは閉じである) 、拡散により濃

度を等しくしておき、次の実験に備えた。 ('80，-Ar比は、真空ラインの長さの計

測から、実験開始直後はほぼ1: 4であると算出された。ただし、実験を行う度に

180，_Ar比は徐々に減少する。)

B.水 (H，'80)由来の 180導入率を求める実験

反応溶媒として、 蒸留7.K-H，'80混合溶媒(3: I (v/v))を用いた以外は、 ( 1 )に

示した条件 と同じ条件で反応を行 った。 (但 し、使用する H，'"Oの量を減 らすた

めに 10分の lにスケールダウンした。)反応は2-4時間行い、その後塩化メチレ

ンを加え て反応生成物なとを抽出 した。塩化メチレ ン層をとり 、これ を無水硫首長

ナトリウムで乾燥し た。

この一部にほぼ等量(v/v)のTMS化剤 (BSTFA-ピリ ジンーTMSCI= 5 : 4 : 1 ) を

加え 、数分間室温で放置して生成物をTMS化させたものをGC/SIM法で分析 した。

(GC/SIMによる分析、及び180導入率の算出〉

上記の塩化メチレ ン抽出溶液に 、TMS化斉IJ (BSTFAピリジンーTMSCl= 5 : 4・

1)を等霊(v/v)加え、室j昆で数分間放置し、 0-脱ア ルキル化生成物を誘導化後 、

これをGC/SIM法で分析した。GC条件 、Mass条件は各基質の項に特記なき !唄り
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以下の通りである。

くGC条件>

Colurnn RTX-5， Capillary， 30 m 

Carri巴rgas : He 

Flow rat巴 33-35Hc 

Column head pressur巴:9.5 psi 

1 njector t巴mperature: 220・c
Inlet t巴mperatur巴 250・c
Separator temp巴ratur巴 250・c
GC temperature : 80・C(1 rnin)ー 16"C/min -220 "C (2 5 rnin) 

Purge on tim巴 0.50rnin (splitl巴ss)

< Mass条件>
Mass : SX-102A (JEOL) 

Coll巴ctorslit : 400μm 

lonizing volt : 70 Y 

Accel volt : 10.0 kY 

Charnber t巴rnperature: 220-250 "C 

"0導入率は、 SIM法を用い、 "0生成物のM'と"0生成物の M'のピーク面積比

から算出した。このとき、主にケイ素の天然同位体存在比に由来する同O生成物

のM・+2ピークも 、"0生成物のMφのピークに含まれてしまうので、これを各基質

の項に記した天然、存在比をもとに補正して 180導入率を算出した。

実験に用いた 180，の 180コンテントは、 Cu"ーアスコルビン酸-0，系によるフエ

ノールの水酸化反応で生成するカテコールの 180導入率から求めた。 (当教室で

のこれまでの検討により、フェノールを基質とした Cu'・ーア スコルビン酸ー0，系

の反応で生成するカテコールに導入される酸素原子は、100%酸素分子由来であ

ることが明らかにされている。)その結果、真空ラ インを立ち あげた当初の"0

コンテン トは90.6%であることがわかった。しかし、 実験を重ねるごとに徐々 に

この 180コンテン トは低下した。そこで 、各基質から副生成物として若干量生成

する水酸化体への 180導入率を、各実験で用いた 180，の 180コンテントとして、O

-脱アルキル化反応のIpSO置換率を計算した。(ただし、全ての実験で水酸化体

のはO導入率は75-90%の範囲であったので、 "0コンテントを90.6%に固定して

IpSO置換率を計算しでも、値はほとんと変化 しない。)

〈各基質由来のO-s見アルキル化生成物の分析条件〉
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0・メトキシフェノール(グアヤコール)の反応

['.0]0-脱メチル化生成物(TMS化体)のMφ 254.1158 

["0]0-脱メチル化生成物(TMS化体)のM・256.1201 

[同0]0-脱メチル化生成物(TMS化体)のM'+2I Mφ比 9.6439 % 

[同0]水酸化生成物(TMS化体)のM': 284.1264 

["0]水酸化生成物(TMS化体)のM': 286.1307 

["0]水酸化生成物(TMS化体)のM・+2I M・比 10.127 % 

Mass : OX -303 (J EOL) 

Column 08-5， Capillary， 25 m 

Rel巴口tlOnIlme カテコール 7.18min; 3-メトキシカテコール 8.65min メト

キシハイドロキノン 9.12min;基質 6.13min 

'mーメトキシフェノールの反応

(生成物(TMS化体)のMφはoーメトキシフェノールの項に同じ)

Column: 08-5， Capillary， 25 m 

Relenlion lime レゾルシノール 8.26min: 3メトキシカテコール 9.19min 

4・メトキシカテコール 9.54min;メトキシハイドロキノン 9.66min;基質

7.32min 

. p-メトキシフェノールの反応

(生成物(TMS化体)のMφはoーメトキシフェノールの項に同じ)

Column: 08-5， Capillary， 25 m 

Retention lim巴 ハイドロキノン 8.44min; 4-メトキシカテコー ル 9.56min;

基質 7.49min 

. 0 ジメ トキシベン ゼ ンの反応

['.0]0_脱メチル化生成物(TMS化体)のM・:196.0920 

["O]O-ij見メチル化生成物(TMS化体)のMφ 198.0963 

['.0]0脱メチル化生成物(TMS化体)のMφ+2I Mφ比 4.9336 % 

['.0]水酸化生成物(TMS化体)のMφ 226. 1025 

["0]水酸化生成物(TMS化体)のM': 228.1068 

['.OJ水酸化生成物(TMS化体)のM'+2I Mφ比 5.3296% 

Column RTX-5， Capillary， 27 m 

Relenlion lime 0-メトキシフェノール 5.83min; 2，3-ジメ トキシフェノー ル

7.21 min; 3，4-ジメトキシフェノール 8.07min;基質 5.04min 
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'111 ジメトキシベンゼンの反応

(生成物(TMS化体)のMφはoジメトキシベンゼンの項に同じ)

Column : RTX-5， Capillary， 27 m 

Retention time: m-メトキシフ ェノール 6.38min: 2.4-ジメトキシフェノール

7.93 min; 2，6ジメトキシフ ェ ノール 7.47min;基質 5.29min 

. p-ジメトキシベンゼンの反応

(生成物(TMS化体)のMφはoージメトキシベンゼンの項に同じ)

Column : RTX-5， Capillary， 27 m 

Retention time: p-メトキシフ ェノール 6.44min; 2，5ージメトキシフ ェ ノール

7.77 min;基質 5.26min

アニソールの反応

["0]0-脱メチル化生成物(TMS化体)のMφ:166.0814 

['80]0脱メチル化生成物(TMS化体)のM': 168.0803 

["0]0-脱メチル化生成物(TMS化体)のMφ+2/M'比 4.5515%  

["0]水酸化生成物(TMS化体)のMφ:196.0920 

["0]水酸化生成物(TMS化体)のM':198.0963 

['60]水酸化生成物(TMS化体)のM・+2/M'比 4.9336 % 

Column: RTX-5， Capillary， 22 m 

Retention time フェノール 5.21min; 0-メトキシフ ェ ノール 6.89min;基質

4.16 min 

. 0・ベンジルオキシアニソールの反応

["0]0-メトキシフェノール(TMSイヒイ本)のM令。 196.1

[，80]0・メトキシフェノール(TMSイヒ{本)のM・ 198.1 

['60]0・メトキシフェノール(TMS化イ本)のM'+2/ M・比:4.93 % 

["0] 0 ベンジルオキシフ ェノール(TMS化イ本)のMφ:272.1 

['80]0-ベンジルオキシフェノール(TMS化体)のM・274.1 
["0]0・ベンジルオ キシフェノール(TMS化イ本)のMφ+2/Mφ比 6.80 % 

Mass : DX-303 (JEOL) 

Column : NB-5， Capillary， 25 111 

R巴tentlontlme 0-ベンジルオキシフェノール 10.83l11in; 0 メトキシフェノー

ル 5.70min 
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. 1，2-メチレンジオキシベンゼンの反応

[160]カテコール(TMS化体)のM・254.1 
["0]カテコール(TMS化イ本)のM・256.1 
[160]カテコール(TMSイヒイ本)のM'+2/ M'上七・ 10.3%

[
16
0]カテコールモノホルメート (TMS化体)のM・210.1 
["0]カテコールモノホルメ ー ト(TMS1ヒ体)のM・212.1 
[同0]カテコールモノホルメート (TMS化体)のMφ+2/Mφ比 4.23 % 

[160J水酸化生成物(TMS化体)のM・210.1 

[180J水酸化生成物(TMS化体)のMφ 212.1

[160]水酸化生成物(TMS化体)のM・+2/M'比 4.23 % 
Mass : DX-303 (JEOし)

Column' NB-5， Capillary， 25 m 

Retention time :カテコ ール 6.57min;カテコール モノホルメー ト 6.35min; 

セサモール(4ハイドロキシー1，2-メチレンジオキシベンゼン)7.15 min 

. 4-メトキシー1，2-メチレンジオキシベンゼンの反応

[160]4_メトキシカテコール(TMS化{本)のMφ 286.1 

['80J4メトキシカテコール(TMS化体)のMφ 284.1 

[160]4メト キシカテコール(TMS化体)のMφ+2/M・比 10.4 % 

[160]セサモール(TMS化体)のM・210.1 

[180]セサモール(TMS化体)のM・212.1 
[160]セサモール(TMS化体)のM'+2/ Mφ比 :4.23 % 

Mass : DX -303 (J EOL) 

Column : NB-5， Capillary， 25 m 

Retention time 4-メトキ シカテコール 8.42min;セサモール(4-ハイドロキシ

ー1，2メチレンジオキシベンゼン)7.15 min 

フェノールの反応

(カテコ ール(TMS1ヒイ本)のM'は0-メトキシフェノールの項に同じ)

Mass : DX-303 (JEOL) 

Column : NB-5， Capillary， 25 m 

Retention tim巴 カテコ ール 6.55min 
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( 3 )分子内同位体効果(k，.lk，，)を求める実験

〈反応、 GC/SIMによる分析、>>-ひ:'kII/k"の算出〉

重メトキシ基を持つ化合物を基質として用いた以外は、反応、生成物の抽出、

誘導化、 GC/SIM分析条件は全て (1)、 ( 2 )に既述した条件と同じである 。

基質として用いた化合物のD、化率は、 GC/SIMi去により寸べて99，5%以上である

ことを確認した。 k ，，/ k。は、生成物の H ，f本、 0 ， 1本の存在比から ~t 山した 。 以下、

各基質の項にH，f本、 o，f本のM' 及び主にケイ素の天然同{立体存在比に由来する
補正{直を記した。

{各基質由来の0脱アルキル化生成物の分析条件〉

・0・(OCO，)-アニソール、 m-(OCO，)-アニソール、 p-(OCO，)-アニソ ールの反応

[H，JO-脱メチル化生成物(TMS化休)のMφ 196.0920 

[0，10-脱メチル化生成物(TMS化体)のM': 199，1108 

[H，10-1悦メチル化生成物(TMS化体)のM'+3/ M'比:0，4988 % 

Column， Retention timeは、 ( 2 )の各基質の項を参照。

2-(OCO，)-6・(OCH
J
) フェノールの反応

[H，10-脱メチル化生成物(TMS化体)のM': 284， 1264 

[0310・脱メチル化生成物(TMS化体)のMφ 287.1452 

[H310ー脱メチル化生成物(TMS化体)のM・+3/M'比 1.6819 % 
Column : RTX-5， Capillary， 25 m 

Retention tim巴子メトキシカテコール 7，58min;基質 6，88min 

(4) 0・置換フェノールからのカテコール生成反応

〈反応、 HPLCによる分析法〉

反応条件、 HPLCによる分析法は、 ( 1 )を参照のこと。ただし HPLCカラム

は、各基質の項に特記なき限り以下の通りである。

Column: TSKgel 00S-120T (4，6 x 250 mm) (東ソー)

〈各基質の反応条件と HPLC条件〉

， 0-クレゾールの反応

(反応条件)

コソルベント アセトン 6，0ml 

(HPLC条件)
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Retention time 基質 22.4min 

0-クロロフ ェノールの反応

(反応条件)

コソルベント アセトン 6.0ml 

(HPLC条件)

R巴tcnt10nt1me カテコール 6.2min;基質 26.4111川

(水酸化生成物と思われるピークー 7.2min， 13.6 minl 

0-プロモフェノールの反応

(反応条件)

コソルベント アセトン 6.0ml 

(HPLC条件)

Ret巴nt10nt1me カテコール 6.2min;基質 32.0mi日

(水酸化生成物と思われるピーク 8.1111in， 16.9 min) 

'0・ハイドロキシアセトフ ェノンの反応

(反応条件)

コソルベント アセトニペ 6.01111

(HPLC条件)

R巴tentlOnI1me カテコール 6.2min;基質 34.0min 

(水酸化生成物と思われるピーク 8.8min，11.7min)

0-ニトロフェノールの反応

(反応条件)

コソルベント アセトン 6.0ml 

(HPLC条件)

Retention tim巴 カテコール 6.2min;基質 29.1min 

(水酸化生成物と思われるピーク 12.8 min) 

'0・シアノフェノールの反応

(反応条件)

コソルベン ト アセトン 6.0ml 

(HPLC条件)

Retention tim巴:カテコール 6.2m川;基質 13.0min 
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(水酸化生成物と思われるピ-;;:5.8 min， 8.5 min) 

。ガンマラジオリシス法。

(1 )分子内向位体効果(kll/kυ)を求める実験

〈サンプル調裂、 y線照射条件〉

サンプル調裂のプロトコル、 y線照射条件なとは第 4章の実験に詳述した。 た

だし本章の実験では、以下の点に若干変更を加えた。

m-(OCD，)-アニソール、 p-(OCD，)アニソールは水溶性が低いため、第 4章に示

したプロトコルに従ってサンプルを調製することはできなかった。そこで、これ

らの基質では、基質をノミ ッファ ー(101111)に飽和させ、これにN、0をノ、ブルするこ

とでサンプルを調製した。

y線照射時間は、 it照射量が600Gyとなるように実験ごとに調整した。

{GC/SIMによる分析、及びk，作。の算出〉

反応終了後、サンプルの一部を庖化メチレンで抽出し、塩化メチレン層を#軽水

硫酸ナトリウムで乾燥後、 TMS化斉IJ (BSTFAーピリジンーTMSCI= :; : 4 : 1 )によ

り誘導化し、これをGC/SIMで分析した。{各基質由来の0脱アルキル化生成物

の分析条件〉は、 Cu'・ーアスコルビン酸ー0，系の (3)を参照のこと 。

(2) 0ー脱メチル化反応に及ぼすアスコルビン酸の還元的雰囲気の効果の検討

〈サンプル調製、 y線!1噴射条件〉

サンプル調整のプロトコルは、第 4宣言の実験を参照のこと 。ただし、アスコル

ビン酸の添加による pHの変化をできるだけ少なくするため、緩衝液として0.2

M， pH 6.6のリン酸バッファーを用いた。

なお本実験では、 y線照射量を 1500Gyとした(照射時間は 1hr 42min 44sec) 。

{GC/SIMによる分析〉

反応終了後、サンプル2.0mlをとり、これに 1.S. (ピフェニル)の溶解したク

ロロホルム 3.0mlを加え、よく振り混ぜて生成物を抽出した。 クロロホルム層は

無水硫酸ナトリウムで乾燥後、 TMS化斉iJ (BSTFAーピリジンーTMSCI= 5 : 4 : 1 ) 
により誘導化し、これを GC/SIMで分析した。 (0脱メチル化生成物、水酸化生

成物の分析条件〉は、 Cu'φーアスコルビン酸-0，系の(2 )を参照のこと 。
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[第2章の実験]

。肝ミクロソー ムーNADPH/02系く〉

(1 )分子内同位体効果(kll/k，，)を求める実験

〈反応、GC/SIMによる分析、及びkll/kυの算出〉

サンプル調梨 、 反応条件は第 4 章を参~!買のこと。

反応を冷却して止め、冷クロロホルムで抽出、遠心分離、クロロホルム層の溶

媒留去(完全にドライア yプはしない)した後、これにTMS化斉IJ (BSTFA-ピリ

ジン TMSCI= 5 : 4: 1 )を加え誘導化し、 GC/SIM!.去により分析、 k"/k，，を算出

した。 kw'k"の算出方法、および各基質からの生成物の分析に関しては、第 l章

の実験のCu'・アスコルビン酸ーO2系 (3)項を参照のこと 。

(2) "0導入率を求める 笑験

〈反応〉

A 酸化斉IJ ("0，) 由来の 180導入率を求める実験

反応は、真空ラインに 2けいコルベンをつけたSchemeE-2に示す装置を用いて

行った。コルベ ン内には、基質(500nmol、NaOH叫抽出又はアルミナカラムで精

製したもの)、 G-6PDH(10unit)、Cofactor1 set( 1. 0 ml、成分に関しては第 4章

の実験を参照)を入れ(全量は 1.121111) 、すりガラス容器には肝ミクロソーム(5

mg proteln，シトクロム P450コンテント;2.15 nmol / mg prolein)、0.1M NaPi(pH 

7.4， 0.78 ml)を入れた(全量 は0.881111)。反応開始まではできるだけこれらの

溶液を低温に保つように注意した。反応容器内を 180，_Ar雰凶気とするプロトコル

は、第 l章の実験のCu2'ーアスコルビン駿一0，系(2)項と 同じとした。

次に反応容器を真空ラインよりはずした。反応容器を、温度を37・Cに保った湯

浴に浸け、その後すりガラス容器を回すことでミクロソームと 、基質溶液をコル

ベン内で混合し、反応を開始した。反応時間は 15分間とした。15分たったならば、

速やかに反応容器を氷水に浸け、反応を停止させた。十分冷却した後、 三方コ y

クをはずし、直ちに冷クロロホルム5.0mlを加え、数分間激しく撹持して反応生

成物などを抽出した。全液を試験管に移して遠心分離し、クロロホルム層を とり 、

これを溶媒留去した(完全にドライアップはし ない)後、TMS化斉IJ(BSTFA-ピ

リジン TMSCI= 5 : 4 : 1 )を加え誘導化し、 GC/SIM法で分析し、酸化斉IJ("0，) 

由来の 180導入率を求め た。
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B 水 (H，"O)由来の"0導入率を求める実験

H1
'80コンテン トが50%のCofactor1 溶液を 1.0ml用いた他は、第 4市の実験に

準じた。(反応液全量は2.01111となるので、全体での H，'胃Oコンテントはお%と

なる。)但しこれを、使用する H1
'80の量を減らすために4分の lにスケールダウ

ンした。反応は 15分間インキュベー卜して行い、その後冷クロロホルムを加えて

激しく振り混ぜ、反応生成物などを抽出した。遠'L、分向性後クロロホルム層をとり、

これを溶媒留去した(完全にドライア yプはしない)後、 TMS化斉IJ (BSTFA-ピ

リジンーTMSCI= 5 : 4 : 1 )を加え誘導化し、GC/SIM法で分析し、酸化斉IJ ('80，) 
由来の 180導入率を求めた。

{GC/S 1 Mによる分析、及び"0導入率の算出〉

GC条件、 Mass条件、観測した生成物の M'，主にケイ素由来の天然存在比の補

正値などは、第 l章の実験のCu1・ アスコルビン酸ー 0，系(2)の項を参照の こ

と。



[第3章の実験]

。各種鉄ポルフイリンー酸化剤系く〉

(1) 0ー脱メチル化反応収率、及び酸化斉11の0・0結合開裂係式の検討

〈反応〉

反応を行う前に各基質はアルカリ水溶液で洗うか、アルミナカラムを通すこと

により、 0・脱アルキル化生成物であるフェノール類が含まれないように精製した。

lつの口にシーラムキャ yプを付した 2けいコルベンに、基質(0.1M又は 10

mM)、鉄ポルフィリン(1.0mM)のベンゼン溶液 1.0mlを入れ、脱気、 Ar置換を数

回繰り返し、コルベン内をAr雰囲気とした。コルベン内溶液をおだやかに撹祥し 、

ここにシリンジを用いシーラムキャップを通してフェニル過酢酸のベンゼン溶液

(5.0 mM) 0.20 mlを滴下し、反応を開始した。反応は AI雰囲気、室温下、おだや

かに撹持して10分間行った。 10分後、シリンジを用い シーラムキャップを通して 、

トリフェニ ルフォスフ インのベンゼン溶液(20mM) 0.50 mlを反応溶液に加え 、

未反応の酸化剤を分解して反応を停止させた。このまま Ar下でさらに 5分間撹持

した。反応液0.50mlにI.S. (安息香酸エチル)のベンゼン溶液を0.50ml加え、

これに TMS化剤 (BSTFA-ピリジンーTMSCI= 5 : 4 : 1 )を 加え誘導化し、

GC/SIMでこれを分析し、各生成物を内音11標準法で定量した。各生成物は、 2つ

以上の異なる質量数のピーク比が、 AUlh巴nllcと一致することを確認した。

〈反応生成物の分析条件〉

GC条件、 Mass条件 は、第 l章の実験のCu'φーアスコルビン 酸 0，系 (2)の

項に記 した通 りである。

pジメ トキシベ ンゼンの反応

(モニターした生成物(TMS化体)のM・及びフラグメンテーションは以下の通り)

pーメトキシフェノール(TMS化体):196.0920 (M'). 181.0685 (M'-CH，) 

2.5・ジメ トキシフェノール(TMSイヒ{本): 226.1025 (Mφ).211.0790 (M'-CH，) 

フェニル酢酸(TMS化体): 208.0920 (M') 

ベンジルアルコール(TMS化体):180.0970 (Mφ). 165.0736 (MφCH，) 

安息香酸エチル(I.S.):150.0681 (M') 

Relention time p-メト キシフェノー ル 6.68min; 2.5-ジメ トキシフェノー ル

8.03 min;フェニル酢酸 6.75min;ベンジ ルアルコール 5.35min;安息香酸エ

チル 5.57min
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( 2 )分子内同位体効果(k，，/k!))を求める実験

〈反応〉

鉄ポルフィリン←フェニル j~酢酸系の反応は、

塩化メチレンを反応溶媒とした反応も行 った点

以外は、上記(1 )に記した通りである。(塩

化メチレンは、実験に使用する直前に水素化カ

ルシウム共存下で蒸留したものを!日いた。) ヨー

ドソベンゼンを酸化斉IJとした反応は、 Scheme

E-3に示した装置を用い、 Ar下で基質(0.1M)、

鉄ポルフィリン(1.0111M)の塩化メチレン溶液

Vacuum pump 

↑ 

Phlu suspen制 on

1.0111川】lとヨ一ドソベンゼンの温化メチレン懸濁 if口お品は5t;ム:1An川a叩p仰》平p叫 u凶ωs伽M 仇町附附eぜ叩T引「円卯P附】
液(完全にi溶容角解平したと仮定すると 20111Mとなる

!ぜ濁i夜)0.501111を混合させて行った。反応はAr雰囲気、室j昆下て、1.5時間行った。

各反応液にTMS化斉IJ(BSTFAービ リジンーTMSCI= 5 : 4 : 1 )を加え誘導化し、

これをGC/SIM法により分析、 k，，/k!)を第一出した。kll/k!)の算出方法、および各基質

からの生成物の分析に関しては、第 l章の実験のCu
2φ
アスコルビン自主 0，系

(3 )項を参照の こと。

(3 )酸化斉IJ([180)フェニル過酢酸)由来の 180導入率を求める実験

〈反応〉

酸化斉IJとして [180)フェニル過酢酸を用いた点以外は、 (1 )に示 した方法に準

じた。

(GC/SIMによる分析、及び180導入率の算出〉

GC条件、Mass条件、 また以下に記した基質以外の基質の 0-脱メチル化反応に

おいて観測 した生成物のM'，主にケ イ素由来の天然存在比の補正値などは、第

1 :章の実験のCu'φ アスコルビン酸一0，系 (2)の項を参照の こと。

1，2，4-トリメト キシベンゼンの反応

[1'0)0脱メチル化生成物(TMS化体)のMφ 226.1025 

[180)0脱メチル化生成物(TMS化体)のMφ。228.1068

[160)0ー脱メチル化生成物(TMS化体)のMφ+2/M・比 :5.3296%
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["0]水酸化生成物(TMS化体)のMφ ・256.1131

["0]水酸化生成物(TMS化体)のM・258.1174 

['.0]水酸化生成物(TMS化体)のM・+2/Mφ比 5.7396 % 
Retention timc: 2，4ージメトキシフェノール 8.28min; 2，5-ジメトキシフェノー

ル 8.15min; 3，4-ジメトキ シフェノール 8.40min; 2，4，5-トリメトキシフェノー

ル 9.43min;基質 7.80min 

. 1，2，3-トリメトキシベンゼンの反応

(生成物(TMS化体)のMφは1，2，4-トリメトキシベンゼン の項に同じ)

GC temperature : 90・C (1 min)ー 16・C/min-220・C (3 l1lin)ー 20・C/min-

250・C(2 min) 

Ret巴ntiontil1le : 2，3ージメトキシフェノール 6.93l1lin; 3，4-ジメトキシフェノー

ル 7.17l1lin; 2，3，4-トリメトキシフェノ ール 8.07l1lin;基質 6.53min

1，2，4，5-テトラメトキシベンゼンの反応

本基質は、 1njector内で触媒非関与で0-脱メチル化反応、が進行してしまうため、

Injector temperatur巴を下げ、またSplitmod巴で測定を行った。

['.0]0ー脱メチル化生成物(TMS化体)のM': 256. 1 131 

["0]0脱メチル化生成物(TMS化体)のM': 258.1174 

["0]0脱メチル化生成物(TMS化体)のM・+2/M・比 5.7396 % 

Injector t巴mperature: 150・c
Purge on tim巴 0.0min (split) 

Collector slit : 350μm 

GC t巴mperature 90・C(1 l1lin)ー 16oC/min -220・C (3 min) -20・C/ll1in-

250・C(2 min) 
Column RTX-5， Capillary， 27 l1l 

R巴tentiontime: 2，4，5-トリメトキシフェノール 8.55min;基質 7.97min 

。肝ミクロソームーNADPH/O，系く〉

( 1) "0導入率を求める実験

〈反応〉

A 酸化斉IJ ("0，)由来の"0導入率を求める実験
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B.水 (H，"O)由衰の"0導入率を求める実験
いずれも第 2章の実験の肝ミクロソ ームーNADPH/O，系(2)の項を参照のこと 。

(GC/S 1Mによる分析、及び"0導入率の算出〉

GC条件、 Mass条件、観測した生成物の M'，主にケイ索由来の天然、存在比の補

正値などは、上記の鉄ポルフイリン 酸化斉IJ系 (3)の項を参照のこと 。
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[第4章の実験]

く>Cu'令ー アスコルビン酸 0，系。

( 1 )生成物収率を求める実験

〈反応〉

以下の 〈各基質の反応条件と HPLC条件〉の項に特記なき限り、次の条件で反

応を行った 。過塩素酸銅六水塩 (Cu(CIO，)，'6H，o) (1 I11mol)、アスコルビン酸
(10 11111101)、および各基質 (111111101または 2 I11mol、詳細は本文中の Figure、

Tableを参照のこと)を蒸留水(201111)に溶解する。(水溶性が低い基質の場合、

これに必要最低量のコソルベントを加え、均一相とした。コソルベントの種類、

量は、以下の各基質の I頁を参照のこと 。 )これを 0，雰囲気下、室温で一定H寺問 i~~

しく撹排して行った。定量lま単離するか、 HPLCで行った。

〈単離操作〉

反応液をそのままかあるいは塩析後、酢自主エチルで数回抽出し、合わせた有機

層を IN塩酸と飽和食塩水で洗い、無水硫酸マグネシウム乾燥した。ろ過後、溶

媒を留去し、得られた残査をシリカゲルカラムで分離、精製した。

(HPLCによる分析法〉

反応液2.0μlをHPLCにそのままアプライして各生成物を分離し、その収量は絶

対検量線法でピーク面積をもとに求めた 。反応液に不溶物が認められるときは 、

メンブレンフィルタ ーでj慮過した減液を HPLCにアプライした。カラム 、i容出溶

媒なとは、各基質の項に特記なき限り以下の通りである。

Column: TSKgel ODS-120T (4.6 x 250 mm) (東ソー)

Detection 280 nm 

Eluent: CH
3
CN -0.1 % H3PO，aq. = 1 : 3 

Flow rat巴1.0 ml/min 

〈各基質の反応条件と HPLC条件〉

オクトパミンの反応

(反応条件)

酸化斉IJとして過酸化水素(10mmol)を用いた。

-エストロンの反応
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(反応条件)

基質(0.35mmol)、銅塩(0.3511111101)、アスコルビン自主(3.5mmol)、蒸iftl水

(10.0 ml) 

酸化斉IJとして過酸化水素(711111101)を川いた。

コソルベント 酢酸 20.01111

. 5，6，7，8テトラハイドロ 2ナフトールの反応

(反応条件)

基質(0.3mmol)、銅塩(0.15ml11ol)、アスコルビン酸(1.5 mmol)、蒸留水(10

ml) 

コソルベント。アセトン 5.01111 

-フェノールの反応

(HPしC条件)

R巴tentlOntlme ノ、イドロキノン 4.1min;カテコール 6.4m川， 基質 1I.8min

m メトキシフ ェノールの反応

(HPLC条件)

Column: Partisil-5 ODS-3 (4.3 x 150 111m) 

Eluent : CH
3
CN -H，O = 1 : 3 

Retention tim巴基質 11. 5 min 

m ニトロフェノールの反応

(HPLC条件)

Retention til11巴 :4ニトロカテコール 11.0l11in; 3-ニトロカテコール 13.7min; 

2-ニトロハイドロキノン 13.7min;基質 21.6min 

. m-ハイドロキシアセト フェノンの反応

(反応条件)

コソルベン卜 アセトン 2.0ml 

(HPLC条件)

Eluent : CH，CN -H，O = 1 : 3 
R巴tentiontime : 2，5ージハイドロキシアセトフェノン 3.7min; 3，4-ジノ、ィドロ

キシアセトフェノン 5.3min; 2，3-ジハイドロキシアセ卜フェノン 11.3min; 

基質 9.3min 
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ITトシアノフェノールの反応

(反応条件)

コソルベント アセトン 2.0ml 

(HPLC条件)

Retention time : 2シアノハイドロキノン 5.3min; 4 シアノカテコール 6.6

min; 3-シアノカテコール 7.7min;基質 12.1min 

'Pクレゾールの反応

(反応条件)

コソルベント アセトン 2.0ml 

(HPLC条件)

R巴tentiontime 4-メチルカテコ ール 10.0min;基質 22.1m川

'Pニトロフ ェノールの反応

(反応条件)

コソルベント アセトン 2.0ml 

(HPLC条件)

Retention tim巴・ 4ーニトロカテコール 11.0min;基質 19.0min 

'Pーハイドロキシアセトフ ェノンの反応

(反応条件)

コソルベント アセトン 2.01111

(HPLC条件)

R巴tentiontime 3，4-ジハイドロキシアセトフェノン 5.0min;基質 7.4min 

'Pーシアノフェノールの反応

(反応条件)

コソルベント アセトン 2.0ml 

(HPLC条件)

Retention time : 4-シアノカテコール 7.7min;基質 11.7min 

4ニトロカテコールの反応

(反応条件)

蒸留水 40.0ml 
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(HPLC条件)

Retention time : 3，4，5ートリハイドロキンニトロベンゼン 6.6min; 2，3，4-トリ

ハイドロキシニトロベンゼン 7.7min; 2，4，5ートリハイドロキシニトロベンゼ

ン 9.0min;基質 11. 0 min 

.111-ニトロフェノールとフェノールの競争反応

(反応条件)

111-ニ トロフェノール、フェノールともに 1mmolずつを系中に共存させ、反

応を行った。 HPLC条件は上記各基質の項を参p~のこと 。

.111-アセチルアセトフェノンの反応

(反応条件)

コソルベン ト アセ トン5.0ml 

(HPLC条件)

Retention time :アセトバニロン (4'-ハイドロキシ-3'ーメ トキシアセ トフェノ

ン)6.1 min;基質 16.8min 

(2 )重水素ラベルしたフェノールを基質とした反応

〈反応〉

上記(1 )に準じた。

〈分析条件〉

各反応液をその まま クロロホ ルムで抽出 し、濃縮後TMS化し、 GC/Msi去により

2-Dカテコー ル とカテコー ル、 およびハイドロキノンと 2-Dハイド ロキノンの生

成比を、そ れぞれのMφの強度比から求めた。

(GC/MS条件、 生成物の分析条件)

Mass : OX-300 

Column OB-17ワイド ホ、ア 25m 

Injector temperature : 200 'c 

GC temp巴rature:80 'c (1 min) -16 'C/min・ 180'c (2.5日lin)

Retentio日 tlme カテコー ル 4.5min; ハイ ドロキノ ン 5.3min 
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。ガンマラジオリシス法。

〈装置〉

6υCo線j原、および照射装置は、東京大学原子力センター別館(浅野地区)のも

のを使用した。装置のおおまかな概略をSchem巴 E-4に、外観写真を PhotoE-Iに

示した。照射実験は特殊コンクリ トで図われた子部屋内で行われる。仙Co線源

は、外部からの操作により 上下し、照射時間にはこの上下の間の時聞を補正した

値も入るようになっている。よって、 5分以上の照射時間ならば照射線量と、照

射時間はほとんど比例すると考えてよい。

〈照射時間〉

1991年 10月17日現在の附Co線源は、 1986年3月31日に設置されたrodである 。

照射線量は、試料のrodからの距離、および台上の高さに大きく左右される。距

離が離れるほど、時間当りの照射線量は減少する。台上の高さは、高すぎても、

低すぎても照射効率が低くなるので、注意を要する。今回の実験は、その操作の

簡便さなとから、 rodからの距離 10.0cm、台上の高さ 21.5cmの条件で行った。

この条件でのrod設置日現在の時間当りの線量は、 2.25x 10' Gy/hrである。制Co

の半減期は 1921日であるから、 rod設置日から2026日後である実験開始日には、

同条件で、 1.085x 10'Gy/hrの時間線量となる。よって、照射線量を600Gyにす

るには、33分12秒の y線照射を行えばよいことになる。以下の実験では、この照

射時間を用いている。

Photo E-l. An apparatus for y-radiolysis 
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Scheme E-4. An Apparatus for γRadiolysis 



〈実験方法〉

実際の実験操作は、 Koppenolらの論文川を参考にし、以下のプロトコルに従 っ

て行った。

<Protocob 

9.9 ml ofO.1 M Sodium phosphate buffer 

(pH 5.9， containing ascorbic acid 0.1 mmol ) 

N，O Bubbling 5 min 

Add 100ml of 0.5 M substrate solution 

N，O Bubbling 30 sec 

y-Ray irradiation (Radiation dose = 600 Gy ) 

HPLC Analysis 

基質が、 揮発しやすいフェノール類であることを考慮し、N，OBubblingを二度

に分けて行った。二度のBubblingが終わったならばすぐに密栓し、これを原子力

センターにもって行き、 y線照射を行い、すぐにこれを持ち帰り 、HPLCで絶対

検量線法を用いて生成物の定量を行った。

〈各基質からの生成物のHPLC条件〉

第 4章の実験のCu'+ーアスコルピン酸-0，系の項を参照の こと。

く〉肝 ミクロソー ム系による In刊行o1t謝実験く〉

〈反応〉

肝ミクロ ソー ムーNADPH/U，系によるInvllro代謝実験は、以下に示す反応条件、

コファクタ一 、プロトコルに従って行った。

<Protocob 
Reaction mixture ( Microsome， Cofactor， G-6-PDH， 

O.lM Phosphate Buffer ) at OOC 

370C Preincubation 30 sec 
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Add 8KF-525A solution (or Ethanol in case ofComplete) 

370C Preincubation 30 sec 

A d d s u bs tr a te s 0 1 u ti 0 n 

370C 1ncubation 15 min 

Add 6.0 ml CHC13 ，stopperd ，shake， stored at OOC 

Extraction ，Centrifugation ( 2000 r.p.m. ， 10 min ) 

Water layer vacuumed out， take 5.0 ml ofCHC1
3 
layer 

Evaporation (壬 250C)

Add 1.8. solution ，analyzed by HPLC 

Microsome systems and reaction conditions Cofactor 

8ubstrate 500 nmol MgCl， 
Rat liver microsome (PB treated) 6 mg protein KCl 

Cofactor 1ml G-6-P 

G-6-PDH 20 unit NADPH 

(8KF-525A) 2mM NADH 

0.1 M Phosphate buffer 760ml Na，HPO， 
Total volume 2ml NaH，PO， 
AlI reactions were carried out at 370C for 15 min. 

〈各生成物のHPLCによる分析、定量法〉

8.6mM 

17.0 

2.6 

2.0 

2.2 

42.1 

10.3 

各水酸化体の生成量は、内部標準法でHPLCを用いて定量した。内部標準物質

(1. S. )としては、フェノール、 pニトロフェノールを基質とした場合は p-ハイド

ロキシアセトフェノンを、 p-クレゾールを基質としたときはカテコールをそれぞ

れ用いた。生成物のHPLC条件は、第 4章の実験のCu'φ アスコルビン酸 0，系

の項を参照のこと。
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