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ER  endoplasmic reticulum 
ERAD  endoplasmic reticulum-associated degradation 
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Et  ethyl 
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GPCR  G protein-coupled receptor 
h, hr(s)  hour(s)  
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KC  ketocholesterol 
LBD  ligand binding domain 
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NMR  nuclear magnetic resonance 
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PBS  phosphate buffered saline 
PBST  phosphate buffered saline Tween 20 
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序論 

 現在市販されている医薬の50%以上が, 膜タンパク質を標的としており1, 膜タンパク質に

対するリガンド (標的タンパク質に特異的に結合する化合物)を創製することの重要性が窺

い知れる. タンパク質とリガンドの結合評価は, 一般に, 精製タンパク質と標識されたリガン

ドを用いて行われる 2,3. しかし, 膜タンパク質の場合には, その脂溶性の高さゆえに, 生理的

な三次元構造を保持して精製することが難しく4, 結合を指標としたリガンドスクリーニング

は容易ではない. それに対し本研究では, リガンドが変異体タンパク質におよぼす局在修正

作用 (pharmacological chaperone作用)を結合の指標とすることで, 膜タンパク質を精製

することなく, 細胞レベルでリガンドスクリーニングを行うことを試みた. 

 本研究の対象としたのは, NPC1L1というコレステロールトランスポーターであるが, こ

のタンパク質は当研究室で過去にpharmacological chaperoneの創製研究を行ったNPC1

とホモログの関係にある. NPC1に関して得られた知見と, そこから導き出されたNPC1L1

に関する作業仮説について第1章で述べる. 

 NPC1L1の阻害剤の創製を目指すにあたり, まずNPC1L1リガンドを得ることを試みた. 

リガンドスクリーニングには, 異常な局在を示すNPC1L1変異体に対するpharmacological 

chaperone作用を利用した. 評価系の構築の過程と, ステロイド骨格を有するリガンドの発

見および構造最適化について第2章で述べる.  

 研究開始時点でNPC1L1のリガンドとして知られていたのは, N末端ドメインと呼ばれる

部位に結合するステロール類と, loop2に結合するezetimibe (既に臨床応用されている

NPC1L1阻害剤)およびその類縁体の2種類のみであった. 第3章には, N末端ドメインおよ

びezetimibeの結合部位と, 本研究で創製したNPC1L1リガンドの結合部位が同一であるか

検討した結果を記す. 

 第2章で創製したNPC1L1リガンドがNPC1L1の機能, すなわちコレステロールの輸送に

対しておよぼす影響について, 第4章に記す.  

 第3章および第4章では, ステロイド骨格を有するNPC1L1リガンドについて議論してき

た. それに対し第5章では, 非ステロイド性NPC1L1リガンドの発見および構造最適化につ

いて記載する. 
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第1章  研究背景 

  
 

1.1. コレステロールトランスポータNPC1L1の構造と機能  

 コレステロールは細胞膜の構成成分であるばかりでなく各種ホルモンの原料となり, 本来

生体にとって必要な物質である. しかしながら近年, 特に先進国においてはコレステロール

の過剰摂取による高コレステロール血症(脂質異常症)が問題となっている. 生体内のコレス

テロールは, 食餌からの吸収および体内における生合成の2種類の経路に由来するが, 本研究

の対象としたNPC1L1は前者に関わるタンパク質である. 

 NPC1L1は, 小腸および胆管の頂端膜上に発現する膜タンパク質であり, 消化管から食餌

由来のコレステロールを腸 ·肝細胞内へ, 細胞膜を隔てて輸送する機能を有している5,6 

(Figure 1-1 左). コレステロール吸収阻害剤として既に臨床応用されていたezetimibeの

標的がNPC1L1であると同定されて以降7,8, NPC1L1は脂質異常症治療薬の標的として注目

されている (Figure 1-1 右). 

 
Figure1-1 NPC1L1の機能 (左)とezetimibeの構造式 (右). 

 NPC1L1は13回膜貫通型の膜タンパク質であり, 細胞外側に3つの大きなループを有する 

(Figure 1-2). これら3つのループのうち, 最もN末端側に存在するものはN末端ドメイン

と呼ばれ, ここへのステロールの結合が示されている9,10. NPC1L1によるコレステロールの

輸送がどのように起きているのかは詳細には解明されていないが, Geらのグループは, N末
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第1章のまとめ 
‣本研究の目的は, 第二のステロール結合部位を標的とした, 新規クラスのNPC1L1
阻害剤を創製することである. 
‣新規NPC1L1阻害剤を見出すため, pharmacological chaperone作用を利用した
リガンドスクリーニングを行う. 
‣pharmacological chaperone作用を利用した結合検出には, 従来の結合検出法に
はない利点が期待できる.
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端ドメインに結合したコレステロールとNPC1L1が同時にエンドサイトーシスされること

で輸送が起きるというモデルを提唱している11(Figure 1-3). 

 
Figure 1-2. NPC1L1の模式図 

 
Figure 1-3. Geらが提唱するNPC1L1によるコレステロール輸送のメカニズム. 
NPC1L1は, コレステロールが不足しているときには細胞膜上に存在する. この状態で
コレステロールを加えると, コレステロールはNPC1L1のN末端ドメインに結合し, 両
者が同時にエンドサイトーシスされてERC (endocytic recycling compartment)に
分布する. 

 2番目のループはloop 2と呼ばれ, ここはezetimibeの結合部位とされている12. 

ezetimibeによるNPC1L1の阻害がどのように起きるのかも, 現時点では未解明である.  し

かし, NPC1L1のコレステロール依存性エンドサイトーシスにはflotillinという脂質ラフトを

形成するタンパク質との相互作用が必要であり, ezetimibeがこの相互作用を阻害するとい

うことを示した報告は存在する13.  

 前述の通りNPC1L1は脂質異常症治療薬の標的として注目され, 阻害剤の探索が盛んに行

われている. しかし, 研究開始時点で報告されていた阻害剤はいずれも, ezetimibeとの競合

を指標としたスクリーニングにより見出されており, 結合部位が異なる化合物は存在してい

なかった14-17. このようなスクリーニング系を採用している理由は不明だが, おそらくは

NPC1L1の機能, すなわち細胞内へのコレステロールの取り込みを簡便に検出できる, ハイ

スループットな評価系が存在しないことが理由のひとつだと考えられる. ezetimibeは強い

血中コレステロール低下作用を有し, コレステロールの生合成を阻害するスタチン系薬剤と

の併用という形で, 臨床で汎用される. しかし, NPC1L1はα-トコフェロール (ビタミン E)

の吸収にも関与し, この吸収もezetimibeによって阻害される18. ビタミンE は, 通常の食生

活では不足することがほぼないため, ezetimibeの副作用でビタミンE欠乏症を発症すること

核
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NPC1L1
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はない. しかし, これ以外の未知の脂溶性栄養素の吸収に関しては, ezetimibeによる影響を

受けている可能性を否定できない.  

 以上で述べた背景に基づき, ezetimibeとは結合部位が異なるNPC1L1阻害剤を創

製できれば, 吸収を阻害する基質の種類もezetimibeとは異なり, 有用なものになり

得ると考えた. NPC1L1のホモログについて当研究室で得ていた知見から, このような阻害

剤は, pharmacological chaperone作用を応用した新たなスクリーニングを用いることで

見出せるとの着想を得た . 膜タンパク質のフォールディングとpharmacological 

chaperone作用, およびこれを利用して新規NPC1L1阻害剤を創製できると考えた経緯に

ついて, 以下で説明する. 

 

1.2. 変異タンパク質のフォールディング異常と遺伝性疾患  

 タンパク質は, 核内でDNAから転写されて生じたmRNAが, 細胞質において翻訳されるこ

とで合成される. タンパク質のうち膜(貫通)タンパク質と分泌タンパク質は, 翻訳と同時に小

胞体に入り, ここで正しい三次元構造をとったものだけが本来機能するべき場所へと輸送さ

れる19. 一方で, 適切な構造をとることができなかったタンパク質は, ERAD (ER-

associated degradation) と呼ばれる機構により排除され, 分解される20,21 (Figure1-4). 

タンパク質が正しく折り畳まれる確率, すなわちフォールディングの効率は決して高くはな

く, 30%に満たない場合もある22.  

 
Figure 1-4 細胞膜に局在する膜タンパク質の合成過程. 小胞体で適切な三次元構造
をとったもののみが, ゴルジ体以降へと輸送される.  

 タンパク質に変異が入ると, このフォールディングの効率がさらに低下する. その結果, 変
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第1章のまとめ
‣本研究の目的は, pharmacological chaperone作用を応用したリガンドスクリー
ニングにより, 新規NPC1L1阻害剤を創製することである.
‣本研究により, ezetimibeとは作用点の異なる新たなNPC1L1阻害剤を得られる可
能性がある.
‣pharmacological chaperone作用を利用した結合検出が可能になれば, 特に膜タ
ンパク質に対するリガンド創製に役立つと考えている.
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異タンパク質は小胞体にとどまり, 本来機能するべき場所での量が不足する. この局在異常

によりタンパク質の機能が欠失し, このことが原因で重篤な遺伝性疾患を発症することがあ

る23,24 (Figure1-5). しかしながら, このような疾患の原因となる変異タンパク質では機能

自体が保持されていることも多く25,26, 後述するpharmacological chaperoneによる治療が

有効な場合がある. 

 
Figure 1-5 変異が入った膜タンパク質の輸送経路. 適切な三次元構造がとれなかっ
た場合にはゴルジ体以降への輸送が起きず, 機能が欠失する. 

 

1.3. リガンドによる変異体タンパク質の局在修正作用  

 タンパク質と特異的に結合する小分子化合物をリガンドと呼ぶ. リガンドが標的タンパク

質に対して及ぼす作用は, 標的タンパク質の機能に対する作用と構造に対する作用の2種類

に大別できる. 機能に対する作用は, リガンドが標的タンパク質を活性化したり不活性化し

たりする作用を指し, アゴニスト活性·アンタゴニスト活性といった言葉でよく知られている. 

一方で構造に対する作用というのは, リガンドが結合することで標的タンパク質が安定化し

たり , フォールディングの効率が向上したりする作用を指す 27. 以下で述べる

pharmacological chaperone作用は, この構造面からの作用による.  

 タンパク質に変異が入ると, フォールディングの効率の低下とそれに伴う局在異常が起こ

り, このことが遺伝性疾患の原因になることは前に述べたとおりである (Figure1-5). この

ような変異体タンパク質にリガンドを作用させると, リガンドの結合により標的タンパク質

の安定化およびフォールディング効率の向上が起き, 局在異常の修正や機能の回復が起きる. 

リガンドのこのような作用は, あたかもリガンドがタンパク質を折り畳むシャペロンのよう
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ンパク質に対するリガンド創製に役立つと考えている.
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に機能していることからpharmacological chaperone作用と呼ばれる28,29 (Figure1-

6). 現在までに報告されているpharmacological chaperoneには, Fabry病, Gaucher病な

どの原因となるリソソーム酵素を標的としたもの30-33や嚢胞性線維症, 腎性尿崩症などの原

因となる膜タンパク質を標的としたもの34-36がある. 当研究室でも Niemann-Pick病C型の原

因タンパク質であるNPC1を標的としたpharmacological chaperoneの創製を行っている
37. 

 
Figure 1-6 pharmacological chaperone作用による局在修正. フォールディング効
率の低下した変異タンパク質にリガンドが結合すると適切な三次元構造が惹起され, 局
在の修正および機能の回復が見られる. 

 

1.4. 変異NPC1の局在修正と第二のステロール結合部位  

 細胞が利用するコレステロールは, 細胞内における生合成38, あるいは細胞外からのとりこ

みの2つの経路に由来する. 細胞外から取り込まれるコレステロールは, LDLの形でエンドサ

イトーシスされることで細胞内に入る. エンドサイトーシスされたLDLはエンドソームに到

達し, ここでコレステロールが遊離する4,39. このコレステロールを, エンドソーム膜を隔てて

輸送するのが, NPC1L1のホモログであるNPC1 (42% identity, 51% similarlity)5,6,40の役

割だと考えられている7,8,41 (Figure 1-7). NPC1に変異が入り機能が欠失すると, エンドソ

ームへのコレステロールの蓄積を特徴とする, Niemann-Pick病C型という神経変性疾患を

発症する.  

ゴルジ体 細胞膜

核

mRNA

転写

翻訳

糖鎖修飾

目的地に輸送

リボソーム

小胞体

リガンドの結合

輸送される

変異

LDL

LDL受容体

エンドサイトーシス

後期エンドソーム/リソソーム

コレステロール

NPC1
他の細胞内小器官へ核

LDL

LDL
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Figure 1-7 細胞内から取り込まれたコレステロールの輸送経路. NPC1はコレステ
ロールを, エンドソームの膜を隔てて輸送する役割を担っている. 

 Niemann-Pick病C型の原因となるNPC1の変異I1061T(Ile→Thr)では, タンパク質の機能

自体は保持されているものの, フォールディング効率の低下とそれに伴う局在異常により細

胞全体としては機能が欠失することが示されていた9,10,26. そこで当研究室出身の大金は, 

NPC1I1061Tに対するpharmacological chaperoneの探索に着手し, 局在異常の修正および機

能の回復を引き起こす化合物を創製した14-17,37. またこの研究の過程で, NPC1の新たなステ

ロール結合部位に関する知見を得ている. NPC1はNPC1L1と同様の模式図で表される13回

膜貫通型の膜タンパク質であり, NPC1L1と同様にN末端ドメインがステロール結合部位と

して知られていた19,42,43 (Figure 1-8). しかし, N末端ドメインを欠失させた変異体におい

てもpharmacological chaperone作用による局在修正や光親和性プローブによる標識が見

られることから, NPC1にはN末端ドメインとは異なる第二のステロール結合部位が存

在し, pharmacological chaperone作用の発現に重要なのはこの第二のステロー

ル結合部位であることが示された. 精製NPC1と[3H]-コレステロールを用いた結合試験で

は , この部位に対する結合を検出できておらず42, 第二のステロール結合部位は

pharmacological chaperone作用を用いることで初めて発見されたものであると言える. 

また, NPC1I1061Tに対してpharmacological chaperone作用を示すリガンド(すなわち

NPC1の第二のステロール結合部位に結合するリガンド)がNPC1の機能を阻害する可能性

があることから, 第二のステロール結合部位には何らかの機能的意義が存在すると考え

られる22,37. なお, 欠失変異体を用いた絞り込みにより, 第二のステロール結合部位は膜貫通

領域2から膜貫通領域7の間に存在することが示唆されている23,24,44.  

ゴルジ体 細胞膜

核

mRNA

転写

翻訳

糖鎖修飾

目的地に輸送

リボソーム

小胞体

リガンドの結合

輸送される

変異

LDL

LDL受容体

エンドサイトーシス

後期エンドソーム/リソソーム

コレステロール

NPC1
他の細胞内小器官へ核

LDL
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Figure 1-8 NPC1の模式図とI1061T変異の位置. 膜貫通領域3~7はsterol-sensing 
domain (ステロールの制御に関わる膜タンパク質の間で保存されている配列)である. 

 NPC1に関して得た新たな知見から, 大金はNPC1によるコレステロールの輸送メカニズ

ムについて以下のような仮説を提案している44. エンドソームにはNPC2という可溶性のコ

レステロール結合性タンパク質が存在し, このタンパク質の機能欠失もまたNiemann-Pick

病C型の原因となる. NPC2については過去に (1) NPC2-コレステロール複合体がNPC1の

loop 2に結合すること45 (2) NPC2がNPC1のN末端ドメインにコレステロールを口移し的

に受け渡すこと46 の2点が示されていた. ここから, LDL由来のコレステロールはまずNPC2

に結合し, その後NPC1のN末端ドメインに受け渡され, 膜を隔てた輸送が起きると考えられ

るが, 最後の膜を隔てた輸送のステップが具体的にどのように起きているのかは全くわかっ

ていない. しかし大金は, 上述の通り新たなステロール結合部位を見出しており, この結合部

位は膜貫通領域に存在する可能性がある. したがって, NPC1によるエンドソーム膜を隔て

たコレステロールの輸送は, 第二のステロール結合部位を通過させることで起きている可能

性があると考えている(Figure 1-8).  

 
Figure 1-8. 仮説: NPC1によるコレステロール輸送のメカニズム. NPC1のN末端ド
メインは, NPC2からコレステロールを受け取る (左). その後, NPC2の解離とコンフォ
メーション変化が起き, 第二のステロール結合部位を通過させることで, コレステロー
ルを輸送する可能性があると考えている (右).  

 

1.5. 本研究の目的   

 前述の通りNPC1L1は, N末端ドメインで結合したコレステロールと同時にエンドサイト

ーシスされ, ERCに分布するが (Figure 1-3), それ以降の膜を隔てた輸送のメカニズムに

第二のステロール結合部位

N末端ドメイン
(既知のステロール結合部位)

C末端

2 3 4 5 6 7
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(腸•肝細胞)

コレステロール
(消化管内腔)

NPC1L1NPC1L1
N

O

OH

F

OH

F

ezetimibe

(細胞質側)

loop 3loop 2

NPC2コレステロール
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ついては未解明である. しかし, NPC1L1はNPC1とホモログの関係にあるので, NPC1L1に

も第二のステロール結合部位が存在し, この部分を介して輸送されている可能性がある

(Figure 1-9). もしそうであるならば, NPC1L1の第二のステロール結合部位に結合するリ

ガンドは, ezetimibeとは異なる新たな阻害剤になると考えられる. 

 
Figure 1-9. 仮説: NPC1L1によるコレステロール輸送のメカニズム. N末端ドメイ
ンで捕捉したコレステロールとともにERCへ移行し, その後第二のステロール結合部
位を介した輸送が起きる. なお, NPC1L1の場合には, NPC1に対するNPC2のように 
コレステロールを受け渡すタンパク質は見出されていない. NPC1L1は消化管上で胆
汁酸ミセル中のコレステロールを引き抜くため, このような可溶性タンパク質は必要な
いのかもしれない. 

 前述の通りNPC1の第二のステロール結合部位は, 精製タンパク質を用いた結合試験では

見落とされている. したがって, NPC1L1の第二のステロール結合部位に対する結合も, 

変異NPC1L1に対するpharmacological chaperone作用を利用することによっ

てのみ検出できると考えられる.  

 以上より,  

(1) NPC1L1にも, N末端ドメインとは異なる第二のステロール結合部位が存在する 

(2) NPC1L1の第二のステロール結合部位に対するリガンドの結合は, 変異NPC1L1

に対する局在修正作用 (pharmacological chaperone作用)を指標とすることで

検出可能である 

(3) NPC1L1の第二のステロール結合部位に結合するリガンドは, NPC1L1の機能を

阻害する 

NPC2コレ

結合
細胞膜

コレステロール

エンドサイトーシス

ERC

膜を隔てた輸送
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という仮説に基づき , ezetimibe と の 競 合 に よ ら な い , pharmacological 

chaperone作用による変異NPC1L1の局在変化を結合の指標としてリガンドを探索

し, 新規NPC1L1阻害剤を創製することを本研究の目的とした.  

 前述の通りpharmacological chaperone作用は遺伝性疾患の治療を指向して研究されて

おり, 結合検出に応用した例は存在しない. しかし, 変異体タンパク質に対する局在修正活性

と標的タンパク質への結合能が相関するとの報告25,26,47は存在するため, リガンドスクリーニ

ングへの応用は可能だと考えられる. NPC1L1の第二のステロール結合部位に関しては, 

“pharmacological chaperone作用を用いない限り結合を検出できないこと”を理由に, こ

の手法を利用した. しかし, pharmacological chaperone作用を利用した結合検出には, 以

下の挙げる長所が期待でき, 他のタンパク質に対しても有用だと考えられる. 

(1) 標的タンパク質を精製せず, 細胞内で結合に相当する指標を得られる (→特に精製

の難しい膜タンパク質で有利) 

(2) RIもしくは蛍光で標識されたリガンドを必要としない 

(3) 機能を指標としたスクリーニングが不可能なタンパク質に対しても有効 
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第2章 ステロール性NPC1L1リガンドの創製  

 
 

2.1. Pharmacological chaperone作用の評価系の構築  

 Pharmacological chaperone作用による細胞内での局在の変化を利用して結合検出を行

うには, 適度にフォールディング効率の低下した変異NPC1L1が必要である. この節では

NPC1L1の局在の可視化と, NPC1L1変異体の作製および選択について記述する. 

2.1.1. NPC1L1の局在の可視化  

 NPC1の局在は, C末端にGFPを融合させることで可視化している27,37. これにならい, 

NPC1L1のC末端にGFPを融合させることで, 局在の可視化を目指した. 最初に作製したの

はNPC1L1のC末端に, 5アミノ酸からなるリンカーを介してtGFPを融合させたコンストラ

クトであったが, これをHEK293細胞に発現させたところ, NPC1L1本来の細胞膜局在では

なく, 小胞体局在を示した. おそらく, NPC1L1とtGFPが近すぎたため干渉してしまい, フォ

ールディングに支障を来したのであろう. そこで, 文献28,29,48を参考にしつつ, リンカーを伸ば

しGFPの種類を替えたコンストラクトYu-L1-EGFPを作製した (Figure 2-1a, リンカー部

分は17アミノ酸). これをHEK293細胞に発現させたところ, 細胞膜マーカー (CellMask 

Orange plasma membrane stain)との共局在が見られ, NPC1L1本来の細胞膜局在を示す

ことが確認できた (Figure 2-1b). 以下のNPC1L1WT-GFPとは, このYu-L1-EGFPを指す. 

また特に記述がない場合, 以下の実験は NPC1L1-GFPをHEK293細胞に安定発現させた細

胞を用いて行っている.  

第2章のまとめ
‣NPC1L1の本来の局在は細胞膜だが, NPC1L1L1072T/L1168Iは小胞体局在を示す.
‣この変異体に対する局在修正活性を指標としてリガンドスクリーニングを行い, ス
テロール骨格を有するリガンドを得た.

(細胞外)

EGFP
リンカー

DYKDDDDKGGRDPPAVT
FLAG tag

NPC1L1-GFP plasma membrane merge

(a)

(b)
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Figure 2-1 (a) NPC1L1WT-GFPの模式図. NPC1L1とEGFPを, リンカーを介して融
合させている. (b) NPC1L1WT-GFPをHEK293細胞に発現させた際の蛍光顕微鏡写真
(左), 細胞膜染色試薬 CellMask Orange plasma membrane stainによる染色像(中
央), および両者の重ね合わせ(右). merge画像より, NPC1L1WT-GFPが細胞膜に局在し
ていることがわかる. 

2.1.2. NPC1L1変異体の作製および選択  

 Pharmacological chaperone作用により局在が修正される変異体は, 小胞体局在を示す

程度にはフォールディング効率が低下しつつも, 化合物処理による局在修正が起きる程度に

フォールディング効率を保持している必要がある. 小胞体局在を示す変異体タンパク質の中

でも, フォールディング異常が軽微なものについては, 低温培養により局在異常を修正でき

ることが示されている30-33,49. そこで, NPC1L1変異体を数種作製し, それらについて低温培

養による局在異常の修正が見られるか検討することで, pharmacological chaperone作用

による局在修正が可能な変異体を得ることができると考えた. 

 NPC1L1に導入する変異の位置については, NPC1との対応を参考にして検討した. 前章

で述べたとおり, NPC1に関しては, I1061T変異体の局在異常がpharmacological 

chaperone作用により修正可能である. そこで, NPC1のIle1061に対応するNPC1L1のア

ミノ酸Leu1072周辺に変異を導入したものでは, pharmacological chaperone作用による

局在修正が見られる可能性があると考え, 変異の位置を検討した (Figure 2-2a,b).  

 NPC1L1WT-GFPに点変異を導入することで, L1072T, L1072M, L1072A, L1072Sの4

種のNPC1L1変異体を作製し, これらをHEK293細胞に発現させて局在を確認した. このう

第2章のまとめ
‣NPC1L1の本来の局在は細胞膜だが, NPC1L1L1072T/L1168Iは小胞体局在を示す.
‣この変異体に対する局在修正活性を指標としてリガンドスクリーニングを行い, ス
テロール骨格を有するリガンドを得た.

(細胞外)

EGFP
リンカー

DYKDDDDKGGRDPPAVT
FLAG tag

NPC1L1-GFP plasma membrane merge

(a)

(b)
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ちL1072T, L1072M, L1072Aの3種については, 野生型と同様の細胞膜局在を示したこと

から, 変異によるフォールディング効率の低下が十分ではなかったと考えられる (Figure 

2-2c). L1072Sは核の周辺に網目状に分布したことから小胞体に局在していると考えられ

た (Figure 2-2c). しかし, 低温培養による局在の修正は見られなかったため, フォールデ

ィング効率の低下が著しくpharmacological chaperone作用を用いた結合評価には適さな

いと, この時点では判断した (章末に補足あり). L1072が位置するloop 3とは少し離れた場

所にある変異L1168Iも作製したが, これも大部分は細胞膜に局在した (Figure 2-2c). そ

こで, L1072Tにさらに変異を導入したL1072T/L1168Iを作製したところ, この二重変異体

は小胞体マーカーであるcalnexinと共局在し (Figure 2-2d), かつ低温培養による局在修

正が見られた (Figure 2-2e). このことから, NPC1L1L1072T/L1168I-GFPを用いて, 以降の

pharmacological chaperone作用による結合検出を行うこととした. 
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Figure 2-2 (a) NPC1L1の, 変異を導入したアミノ酸の位置. (b) NPC1のI1061周
辺およびNPC1L1のL1072周辺のアミノ酸配列. (c) 各種NPC1L1変異体をHEK293
細胞に一過性発現させた際の蛍光顕微鏡写真. L1072T, L1072M, L1072Aの3種は細
胞膜局在を示したが, トランスフェクション後の時間が短いと小胞体局在にも見えるこ
とから , 野生型と比較すると多少安定性が低下していると考えられる . (d) 
L1072T/L1168Iの局在(左)と抗calnexin抗体による染色像(中央). 両者が重なる(右)こ
とから, この変異体が小胞体に局在することがわかる. (e) L1072T/L1168Iを27 ºCで
培養したところ(右), 野生型(左) と同じ局在を示した. 

L1072
L1168

NPC1   SADFIDALKKARLIASNVTETM-GING--SAY
NPC1L1 SQDYTEALRAARELAANITADLRKVPGTDPAF
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37 ºC 37 ºC 27 ºC

L1072T/L1168I calnexin merge

(e)
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L1072S
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2.2. 変異NPC1L1に対する局在修正作用の構造活性相関 

 この節では, NPC1L1L1072T/L1168I-GFPに対するpharmacological chaperone作用の構造活

性相関について記述する. はじめに, オキシステロールおよびその類縁体を用いてスクリー

ニングを行い, ステロイド骨格を有するリード化合物を得た. このリード化合物について, 

17位側鎖部分と3位水酸基部分を構造展開した化合物をデザイン・合成し, 活性を評価した. 

なお, EC50の算出方法については, 章末の補足1を参照されたい. 

 
Figure 2-3 コレステロールの構造. 環の名称と炭素番号を示す. 

2.2.1. オキシステロールおよび類縁体による局在修正活性 

 NPC1L1L1072T/L1168I-GFPの局在異常を修正する化合物を得るため, オキシステロールおよ

びその類縁体に活性が見られるか検討した (Table 2-1). NPC1L1が基質としているコレ

ステロール(cholesterol, chol)自身では, 局在修正作用が見られなかった. 一方で, 25位に水

酸基を有する25HC(25-hydroxycholesterol)で処理した場合には局在異常の修正が見られ, 

NPC1L1L1072T/L1168I-GFPと細胞膜マーカーとの共局在率が野生型と同程度の水準まで回復し

た (Figure 2-4). 本研究の仮説通りであるならば, コレステロールもNPC1L1の第二のス

テロール結合部位に結合し, 局在修正作用を示すと考えられる. しかし, コレステロールは水

に対する溶解性が低く (0.01 µM程度でも析出するという報告がある50), 実効濃度が低下し

た結果, 活性を示さなかった可能性が考えられる. 培地中に直接加えたコレステロールが小

胞体に到達しないことは, 他のグループの実験結果からも示されており51, 小胞体に届かない

化合物はpharmacological chaperoneとして機能しないという知見34-36,52,53と矛盾しない. 

また, ホモログのNPC1変異体の局在についても, 25HCにより修正されるがコレステロール

では修正されないという結果が得られている. 
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Figure 2-4 (a) NPC1L1L1072T/L1168I-GFPのvehicle処理時の局在(上段)と, 10 µMの
25HCで24時間処理したときの局在(下段). それぞれ左からL1072T/L1168I変異体の
局在, CellMask plasma membrane stainによる細胞膜染色像, 両者の重ね合わせを
示す. (b) NPC1L1-GFPと細胞膜マーカーとの共局在率. NPC1L1L1072T/L1168I-GFPを
25HCで処理したときには, 野生型と同程度の水準まで回復している. error bar: S.D. 
(n=13). 

 コレステロールに水酸基を導入することで膜透過性が向上し, 活性が増大すると上で述べ

たが, B環周辺に水酸基を導入したオキシステロール (6αHC, 6βHC, 7βHC) では活性の

向上はそれほど高くなく, 中でも水酸基を2つ導入した5α6βHCでは活性が消失している. 

このことから, 一般にB環周辺の親水基は許容されないと考えられる. しかしながら, 6位に

ケトンを導入した6KC (6-ketocholesterol)は25HCと同程度の活性を示すことから, 

proton donorとならない一部の親水基は許容される可能性がある. B環以外の19位, 20位, 

22位に水酸基を導入したオキシステロール (19HC, 20HC, 22(R)HC, 22(S)HC)はいずれ

も活性を示さず, この部位の親水基が許容されないことがわかる. 
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dehydroepiandrosterone(DEA)では, 局在修正作用が見られなかった. そこで, 17位側鎖

部分が活性に重要であると考え, この部分の構造最適化を計画した.  

Table 2-1 オキシステロール関連化合物による局在修正活性. 

 
2.2.2. 17位側鎖部分の構造最適化 

 まず, 大金が合成した側鎖修飾体による局在修正活性を検討した (Table 2-2). その結果, 

25HCよりも一炭素短い側鎖を有するOG766では, 25HCと比較して活性が減弱し, さらに

OG766のメチル基を欠失させたOG737では活性が消失した. このことから, 25HCが有す

る2つのメチル基の存在およびその位置が活性に重要だと考えられる. 25HCの2つのメチル

基に対応する位置にメチル基を有するアミド体OG828では, 25HC以上の活性が見られた. 
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なお, OG737およびOG766の合成については, 大金の博士論文に報告がある37,44.  

 OG828に強い活性が見られたので, 他のアミド体の合成および活性評価を計画した. アミ

ド体は, 3β-hydroxy-∆5-cholenic acid(CA)にクロロギ酸イソブチルを作用させた後, 各種

アミンで処理することで合成した (Scheme 2-1). これらの活性を評価したところ 

(Table 2-2), 末端アミド体のFK076およびモノメチルアミド体のFK082ではいずれも

OG828と比較して活性が減弱しており, 上述したメチル基の重要性を裏付ける結果となっ

た. 炭素鎖を伸ばしたジエチルアミド体OG1033とジプロピルアミド体FK190では, 1 µM

処理によっても毒性が見られ, 局在修正活性を評価できなかった. 3β-hydroxy-∆5-cholenic 

acidのアミドが細胞に対し増殖抑制作用や分化誘導作用を示すという報告38,54もあることか

ら, OG1033およびFK190による毒性はNPC1L1とは別の作用点を介したものであると考

えている. さらに炭素鎖を伸長させたOG1060では細胞毒性の減弱が見られたものの, 評価

可能な最大濃度では局在修正活性が見られなかった.  

Table 2-2 17位側鎖修飾体による局在修正活性 (toxic: at 1 µM). 

 

 
Scheme 2-1 側鎖アミド体の合成経路 

2.2.3. 3位水酸基部分の構造最適化 

 前節に述べたとおり, 17位側鎖部分についてはOG828のようなジメチルアミド型が最適

OG766

NA

HO

R

H H

H
H

OG737

FK082

OG828

OG1033

FK190

0.80 >3

(toxic)

(toxic)

OG1060

OH

EC50 (µM) EC50 (µM) EC50 (µM)no. no. no.

OH

O
CA

OH

> 10

> 10

FK076 N

O
H

H

> 10

> 10N

O
Me

H

N

O
Me

Me

N

O
Et

Et

N

O
n-Pr

n-Pr

N

O
n-Bu

n-Bu

R R R

HO
H H

H
H

OH

O

HO
H H

H
H

N

O

R'

R

FK076    R=R'=H         93%
FK082    R=H, R'=Me  81%
OG828   R=R'=Me       84%
OG1033 R=R'=Et        88%
FK190    R=R'=n-Pr     82%
OG1060 R=R'=n-Bu    85%

isobutyl chloroformate
Et3N, THF
0 ºC, 10 min;

amine
r.t.
2 h-o/n



18 
 

であると考えられる. しかし, OG828は3位に無置換の水酸基を有しており, この部分には構

造展開の余地があった. 変異NPC1に対するpharmacological chaperoneの探索において

は , 3 位水酸基の修飾により , 活性が増大することが示されている . そこで , 

NPC1L1L1072T/L1168Iに対する局在修正活性においても同様の活性向上が見られることを期待

し, 3位側鎖部分の構造展開を行った. なお , 変異NPC1に対するpharmacological 

chaperoneの探索においては, 3位水酸基にリンカーを介してアミドを導入しているが, 

NPC1に対する作用とNPC1L1に対する作用の分離を図るため, 本研究では各種カルバメー

トを合成した.  

 OG828をトリホスゲンと種々のアミンで処理することで各種カルバメート体を合成し 

(Scheme 2-2), その活性を評価した (Table 2-3). 窒素原子部分が無置換のFK087より

もアルキル基を有するFK176, FK086, FK202のほうが高活性ではあるが, アルキル基を伸

長させるごとに活性は減弱し, ジブチル体のFK101では活性が消失した. また, 末端に水酸

基を有するFK085では, ほぼ同じ長さでありながら無置換のアルキル基を有するFK202よ

り高活性となっており, この部分に親水性のポケットが存在することが示唆された. しかし

ながら, FK085より剛直な親水基を有するFK084およびFK092ではあまり活性は高くなく, 

ある程度自由度の高い構造が必要であると考えられる. 

Table 2-3 3位カルバメート体による局在修正活性 
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Scheme 2-2 3位カルバメート体の合成経路 

 3位にbis(2-hydroxyethyl)carbamateを有するFK085では, 3位無置換のOG828よりも

高活性となった. そこで, 他のステロールについても, 3位bis(2-hydroxyethyl)carbamate

体を合成し, 対応する3位無置換体と活性を比較することを計画した.  

 7位酸化体の合成経路を以下のScheme 2-3に示す. まず, コレステロールをカルバメー

ト化することで, FK113を得た. そして, この化合物の5,6位二重結合をジヒドロキシル化す

ることでOG1078を得た. 次に, FK113の末端ヒドロキシル基をTBS基で保護し, ７位のア

リル位を酸化することでFK116を得た55. その後, TBSの脱保護により7位ケトン体の

FK119を得, これをLuche還元することでFK118を得た. 
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Scheme 2-3 3位修飾型のオキシステロールの合成 (7位酸化体) 
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 6位酸化体の合成経路を以下のScheme 2-4に示す. コレステロールの3位水酸基をTBS

保護した後, hydroboration-oxidationにより6位に水酸基を導入した. なお, この反応は文

献既知56であり, NMRにより位置·立体選択性の確認もとれている. 次に, 新たに6位に生じた

水酸基をアセチル基で保護し, 3位TBS基を脱保護, カルバメート化しFK130を得た. 

FK130の6位アセチル基を脱保護すればFK131を得ることができると考えたものの, 

FK130のカルバメート部分は塩基性条件で開裂してしまい, 脱保護することができなかった. 

これは, 末端の水酸基が塩基性条件下で, カルバメート炭素に求核攻撃したことが原因だと

考えられる. そこで, 一度末端水酸基をTBS保護した後にアセチル基とTBS基の脱保護を順

次行うことで, 6α位ヒドロキシル体のFK131を得た. 6位ケト体のFK134については, 

FK132の6位水酸基をPCC酸化した後, 末端水酸基を脱保護することで得た. このFK132を

水素化ホウ素ナトリウムで還元することで, 6β位ヒドロキシル体のFK139を得た. なお, 6

位カルボニルの還元反応も既知57であり, NMRにより立体選択性を確認している. 
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Scheme 2-4 3位修飾型のオキシステロールの合成 (6位酸化体) 

 以上で合成した3位修飾型オキシステロールの活性を評価したところ (Table 2-4), いず

れの化合物も対応する3位無置換体 (Table 2-1)より高い活性を示した. これらのbis(2-

hydroxyethyl)carbamate体の活性はいずれもFK085には劣っていたが, これはFK085の

母核となったOG828が他のオキシステロール誘導体よりも高活性であるという事実と齟齬

のない結果だと考えられる.  
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Table 2-4 3位bis(2-hydroxyethyl)calbamate型オキシステロールの活性 

 
 

2.3. 局在修正作用はNPC1L1変異体に対する結合を介する 

 上述のとおり, FK085をはじめとする一連の化合物はNPC1L1L1072T/L1168Iの局在異常を修正

したが , これらが仮説通りに pharmacological chaperone として機能している 

(NPC1L1L1072T/L1168Iに結合することで, このような作用を示す) のかは不明であった. そこで, 

局在修正作用がNPC1L1L1072T/L1168Iの結合を介した作用なのかを以下で検討した. 

2.3.1. 局在修正活性を有する化合物による安定化作用 

 一般にリガンド (タンパク質に結合する化合物)は標的タンパク質を安定化させる作用を

有しており, 不安定な変異体タンパク質に作用させると, 安定性が向上し, 発現量が増大する

ことが知られている58. そこで, NPC1L1L1072T/L1168I-GFPを安定発現させたHEK細胞にFK085

を作用させることでNPC1L1L1072T/L1168Iの発現量が増大するのか, GFP由来の蛍光強度を発現

量の指標とすることで検討した (Figure 2-4). 局在修正作用を示さない19HCで処理した

場合には, 蛍光強度の変化が見られないのに対し, FK085で処理した場合には, 濃度依存的

な蛍光強度の増大が見られた. このことから, FK085がNPC1L1L1072T/L1168Iに結合し, 

pharmacological chaperoneとして機能することで, 局在異常を修正していることが示唆

された.  
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Figure 2-4 リガンドのNPC1L1L1072T/L1168Iに対する安定化作用. 局在修正活性を有す
るFK085が濃度依存的に変異NPC1L1の発現量(GFP由来の蛍光強度)を増大させるが, 
局在修正活性のない19HCでは, このような作用が見られない. error bar: s.e.m. 
(n=3). 

 

2.3.2. 局在修正作用のNPC1L1に対する選択性 

 上述のとおりFK085はNPC1L1L1072T/L1168Iの局在異常を修正し, 発現量を増大させた. しか

し, 以上の結果では, 標的タンパク質に対する結合を介さずに, 非特異的にこのような作用を

示した可能性も否定できない. なぜならば, 遺伝子の転写そのものを活性化させたり, タンパ

ク質の生合成経路 (小胞体のシャペロンやトランスロコンなど)に働きかけて非特異的にフ

ォールディング効率を上昇させたりした場合にも, 局在異常の修正や発現量の増大が起きる

可能性があるからである. 

 そこで, NPC1L1L1072T/L1168Iと同様にCMVプロモーターにより発現させたNPC1I1061Tに対し, 

FK085が局在修正活性を示すのか検討した. その結果, NPC1I1061Tに対する局在修正活性の

EC50は1.6 µMであり, NPC1L1L1072T/L1168Iに対するEC50 0.65 µMよりも2.5倍程度大きな値を

示した. 完全ではないにせよ標的タンパク質間の選択性を示したことから, FK085は非特異

的に変異体タンパク質の局在異常を修正するのではなく, NPC1L1L1072T/L1168Iに特異的に結合

し, pharmacological chaperoneとして作用したと考えるのが妥当であろう. 
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補足1. 局在修正作用の定量方法 

 NPC1I1061Tに対する局在修正活性の定量の際には, ベシクル局在スコアというものを算出

している37. これは, 細胞ひとつひとつの局在を「小胞体」「小胞体とベシクルの混合」「ベ

シクル」に分類し, それぞれ０, 0.5, 1のスコアを付し, 平均化するというものである. 当初

はNPC1L1L1072T/L1168Iに対する局在修正活性についても同様に定量することを試みたが,  (1) 

NPC1L1L1072T/L1168Iの場合は小胞体から細胞膜への変化を観察することになるが, 細胞の密度

により細胞膜の見え方がかなり変化する  (2) 細胞膜の見え方が連続的に変化するので, 

個々の細胞の局在を「小胞体」「小胞体と細胞膜の混合」「細胞膜」の3パターンに分類す

るのが難しい という理由で断念した.  

 個々の細胞の局在を判断するのは難しいが, 個々の蛍光顕微鏡画像 (3~7個の細胞の集団)

について, 局在を分類するのは容易だと考えた. そこでNPC1L1L1072T/L1168Iに対する局在修正

活性の定量の際には, 1化合物濃度1点あたり25枚の蛍光顕微鏡画像を用意し, それらの局在

を「小胞体のみ」「小胞体のほうが多い」「小胞体と細胞膜の混合」「細胞膜の方が多い」

「細胞膜のみ」の5種に分類し, それぞれ0, 0.25, 0.5, 0.75, 1のスコアを付して平均化する

ことで細胞膜局在スコアを算出した. 以下に各分類の代表的な写真と, FK085によるスコア

の変化を示す (Figure 2-5). 
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Figure 2-5 NPC1L1L1072T/L1168Iに対する局在修正活性の定量方法. (a) 各スコアに分類
した蛍光顕微鏡写真. 小胞体局在を示すもののスコアを0, 小胞体にわずかに細胞膜が
混じった局在を示すものを0.25, 小胞体と細胞膜が同程度の割合で混在するものを0.5, 
細胞膜局在に小胞体が混じるものを0.75, 細胞膜局在のものを1とした. (b) FK085で
処理した際の, 各スコアに分類される蛍光顕微鏡画像の割合. (c) FK085による局在修
正活性の用量-反応曲線.  

 

補足2. L1072S変異体に対する局在修正作用 

 NPC1L1のL1072S変異体については, 低温培養によっても局在異常が修正されなかった

ため, スクリーニングに使用するには不適切であると判断したことを2.1.2.節で述べた 

(Figure 2-6a). しかし, NPC1L1L1072SをFK085で処理したところ, 局在異常の修正が見ら

れた (Figure 2-6b). このことから, 低温で培養した場合よりもFK085で処理した場合の

ほうが, 局在の修正が起きやすく, NPC1L1L1072T/L1168Iよりもフォールディングの低い

NPC1L1L1072Sの局在異常を修正するには, 低温培養では不十分であったと考えられる. すな

わち, ある変異体の局在異常が低温培養によって修正されなかったとしても, 適切な化合物

で処理することにより, 局在修正が起きる可能性は残されているということになる. 
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Figure 2-6 (a) NPC1L1L1072SをHEK293細胞に一過性発現させ, 37 ºCもしくは27 
ºCで培養した後, 局在を比較した. いずれも小胞体局在を示しており, 低温培養による
局在の修正は見られていない. (b) HEK293細胞にNPC1L1L1072Sを安定発現させ, 蛍光
顕微鏡を用いて局在を確認した. 化合物処理なし(左)では完全な小胞体局在を示すが, 
FK085で処理すると細胞膜へと局在が修正される. 

  

37 ºC 27 ºC

(a)

(b)
vehicle FK085 (10 µM)
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第3章 新規NPC1L1リガンドの結合部位 

 
 

3.1. 結合部位はN末端ドメインではない 

 NPC1のステロール結合部位はN末端ドメインであることが報告されていたが42,43, 大金は

NPC1I1061Tに対するpharmacological chaperone作用の発現に重要な結合部位が, N末端ド

メインとは異なる第二のステロール結合部位であることを見いだしている37. この知見に基

づき, 前章で得た新たなNPC1L1リガンドもN末端ドメインとは異なる部位に結合する可能

性があると考え, その検証を行った. 

3.1.1. N末端ドメイン欠失変異体に対する局在修正作用 

 局在修正活性の発現に重要な結合部位がN末端ドメインであるのか検討するため, N末端

ドメイン(N-terminal domain, NTD)を欠失させた∆NTD-NPC1L1-GFPおよびその変異体

である∆NTD-NPC1L1L1072T/L1168I-GFPを作製した10 (Figure 3-1a). ∆NTD-NPC1L1-GFP

をHEK293細胞に発現させたところ, 主には野生型と同じ細胞膜局在を示したが, 野生型と

比較して小胞体に局在する割合が多いという結果になった (Figure 3-1b). これは, N末端

ドメインを欠失させること自体により, タンパク質の安定性が低下することに起因すると考

えている. N末端ドメインを欠失させ, さらに変異を導入した∆NTD-NPC1L1L1072T/L1168Iは完

全な小胞体局在を示したが, FK085で処理することにより, 局在異常が修正された (Figure 

3-1b 下段). このことから, pharmacological chaperone作用による局在修正に, N

末端ドメインは必要ではないことが明らかになった. 

第3章のまとめ
‣pharmacological chaperone作用の発現に重要な結合部位は, N末端ドメインとは
別の第二のステロール結合部位である.
‣第二のステロール結合部位は, ezetimibeの結合部位とは異なる可能性が高い.
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Figure 3-1 (a) N末端ドメインを欠失させた変異体∆NTD-NPC1L1の模式図. (b) 
full-lengthおよび∆NTDをHEK293細胞に発現させた際の蛍光顕微鏡画像. ∆NTDは
full-lengthと比較して小胞体に局在しやすく, 局在修正に要する化合物濃度はfull-
lengthと比較して高い. 

 次に, ∆NTD-NPC1L1 L1072T/L1168Iを前章で合成した化合物で処理し, full-lengthの場合と活

性の順序を比較した (Table 3-1). その結果, full-lengthの変異体に対して高い活性を示す

化合物は, N末端ドメインを欠失させた変異体に対しても高活性を示すという結果が得られ

た. このことからも, NPC1L1L1072T/L1168Iの局在修正に重要な結合部位は, N末端ドメイ

ンとは異なる第二のステロール結合部位であることが示唆される. なお, N末端ドメイン

を欠失させた変異体に対するEC50は, full-lengthに対する ものと比較して3倍程度値が大き

くなっているが, これは先に述べたN末端ドメインの欠失によるフォールディング効率の低

下に起因すると考えられる. 

  

第3章のまとめ
‣pharmacological chaperone作用の発現に重要な結合部位は, N末端ドメインとは
別の第二のステロール結合部位である.
‣第二のステロール結合部位は, ezetimibeの結合部位とは異なる可能性が高い.
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Table 3-1 full-length/∆NTDのNPC1L1L1072T/L1168Iに対する局在修正活性. 

 
 

3.1.2. リガンドによるN末端ドメイン欠失変異体の安定化作用 

 次に, N末端ドメインを欠失させた変異体を用いて, リガンドによる安定化作用が見られる

のか検討した. ∆NTD-NPC1L1L1072T/L1168IをFK085で処理したところ, 濃度依存的な発現量の

増大が見られたが, pharmacological chaperone作用を示さない19HCでは, このような現

象は見られなかった (Figure 3-2). このことからも, FK085はN末端ドメインとは別の第

二のステロール結合部位に結合することで, NPC1L1変異体の局在異常を修正することが示

唆される. 
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Figure 3-2 リガンドの∆NTD-NPC1L1L1072T/L1168Iに対する安定化作用. N末端ドメイ
ンを欠失させた変異体においても, full-lengthと同様の安定化作用が見られる. error 
bar: s.e.m. (n=3). 

 

3.2. 結合部位はezetimibeの結合部位とは異なる 

 NPC1L1阻害剤として既にezetimibeという化合物が臨床応用されているが, ezetimibe

はNPC1L1のloop2に結合することで阻害作用を示すとされている12 (Figure 3-3). この

ezetimibeの結合部位が, 前章で見いだしたリガンドの結合部位, すなわち第二のステロール

結合部位と同一であるか検討した. 

 
Figure 3-3 Ezetimibeの構造(左)と結合部位(右) 

 最初に , ezetimibe自身がNPC1L1L1072T/L1168Iの局在異常を修正するのか検討した. 

NPC1L1L1072T/L1168Iを10 µMのezetimibeで処理し, 蛍光顕微鏡で観察したところ, vehicle処

理と同様の小胞体局在を示したことから, ezetimibeには局在修正活性がないことが明らか

になった (Figure 3-4). Pharmacological chaperone作用がリガンドの適切な位置への

結合により起こるものであると考えるのであれば, ezetimibeの結合部位と第二のステロー

ル結合部位は異なる可能性が高いということになる. 
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Figure 3-4 NPC1L1L1072T/L1168Iをezetimibeで処理したもの(右). vehicle処理のとき
(左)と同様の局在を示すことから, ezetimibeには局在修正活性がないことがわかる. 

 次に, ezetimibeがFK085による局在修正活性を競合的に阻害するのか検討した. 

Ezetimibe 10 µMの存在下でFK085を作用させ, dose-response曲線を描いたところ, 

ezetimibe非存在下におけるものと比較して, 明確な差は見られなかった (Figure 3-5). こ

のことから, 第二のステロール結合部位はezetimibeの結合部位とは別の部位である

と考えられる. 

 
Figure 3-5 FK085単独処理時の用量-反応曲線(実線)と10 µM ezetimibeと併用し
たときの用量-反応曲線(破線). 両者の間に明確な差は見られない.  

 

補足. N末端ドメイン内の変異L216Aの影響 

 N末端ドメイン内の変異L216Aでは, N末端ドメインに対するステロールの結合能が低下

することが報告されている10. そこで, L216A/L1072T/L1168I三重変異体を作製し, リガ

ンドによる局在修正作用を検討したところ, L216A変異存在下でも局在変化が見られること

が明らかになった (Figure 3-6). N末端ドメインを欠失させた変異体を用いたときほど直

接的ではないが, この結果からもステロール誘導体がN末端ドメインとは別の第二のステロ

ール結合部位に結合していることが示唆される. 
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Figure 3-6. (上) NPC1L1L216A/L1072T/L1168I模式図. (下) NPC1L1L216A/L1072T/L1168Iに対する
局在修正作用. L216A変異の存在下でも, pharmacological chaperone作用による局
在修正が見られる. 
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第4章 新規リガンドのコレステロール吸収阻害作用  

 
 
 第2章および第3章で, 以下の2点を示した. 

(1) pharmacological chaperone作用を結合の指標としてリガンドスクリーニング

を行うことで, 新規NPC1L1リガンドを得た 

(2) この新規リガンドの結合部位は, N末端ドメインともezetimibeの結合部位とも異

なる第二のステロール結合部位である 

この章では, 新規リガンドが作業仮説通りにNPC1L1の機能を阻害するのか, Caco-2細胞お

よびマウスを用いて検討した結果について議論する. なお, これらの実験については, 東京大

学医学部付属病院薬剤部の高田龍平講師ならびに山梨義英助教に行っていただいた. 

 

4.1. Caco-2細胞を用いたNPC1L1阻害作用の検討 

 東京大学医学部付属病院薬剤部では過去に, Caco-2細胞を用いてNPC1L1の機能を評価

する系を構築している18,59. この系の概要は, rat NPC1L1を過剰発現させたCaco-2細胞を, 

[3H]-コレステロールを含有するミセルで処理し, 細胞内に取り込まれた[3H]-コレステロール

を計測するというものである. [3H]-コレステロールの取り込み量はezetimibe処理により抑

制されることが示されているが, 同様の抑制作用がFK085処理によっても見られるのか検討

した (Figure 4-1). NPC1L1を過剰発現させたCaco-2細胞については, ezetimibe処理に

は劣るものの, FK085処理によるコレステロール吸収の抑制が見られた. このことから, 

FK085がNPC1L1の機能を阻害する可能性があると言える. なお, control細胞においても

コレステロールの取り込み阻害が見られるが, これはCaco-2細胞の内在性のNPC1L1を

ezetimibeおよびFK085が阻害したからだと考えられる. 

第4章のまとめ
創製したNPC1L1リガンドは, Caco-2細胞およびマウスのコレステロール吸収を
抑制する.
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Figure 4-1. ezetimibeおよびFK085の, Caco-2細胞のコレステロール吸収に対す
る抑制作用. インキュベーション: 3 時間. ezetimibe, FK085ともに40 µM処理. 
**p<0.01, n=3, error bar: S.D.. 

 

4.2. マウスを用いたNPC1L1阻害作用の検討 

 東京大学医学部付属病院薬剤部では, Caco-2細胞を用いた評価系以外に, ラットを用いた

評価系を構築している18,60. そこで, マウスに対し同様の手法を用い, FK085によるコレステ

ロール吸収阻害作用を評価していただいた. なお, 今回ラットではなくマウスを用いたのは, 

将来的にNPC1L1ノックアウトマウスを用いた検討を計画しているからである. 

 マウスの十二指腸に挿入したカニューレから[3H]-コレステロール入りのエマルジョンを

投与し, 2時間後に血漿および肝臓を回収し, [3H]-コレステロールの量を測定した (Figure 

4-2). 血漿単独および肝臓単独では, FK085がコレステロールの吸収を阻害する傾向が見え, 

血漿および肝臓の和では, 有意な吸収阻害作用が見られた. NPC1L1に対する特異性につい

ては今後の検討課題であるが, この結果から, FK085が作業仮説通りにNPC1L1によるコレ

ステロールの吸収を阻害する可能性があると言える. なお, 過去にラットを用いて行った実

験では, 血漿·肝臓それぞれについてezetimibe処理により吸収率が有意に減少するという結

果が得られている18. しかし今回は, 血漿単独ではezetimibe処理によっても有意な取り込み

の抑制は見えていない. この原因として (1) ラットでは投与3時間後のコレステロール濃度

第4章のまとめ
創製したNPC1L1リガンドは, Caco-2細胞およびマウスのコレステロール吸収を
抑制する.
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を測定していたが, マウスでは投与2時間後に測定を行ったため, 十二指腸から血漿中までの

移行が完了しなかったこと (2) 消化管から吸収されたコレステロールは, 肝臓を経て血漿に

移行すると考えられているが, 血漿の方が肝臓と比較してステップ数が多いため個体間での

ばらつきが生じやすく, 有意差が出にくいこと の2つが可能性として考えられる. 

 
Figure 4-2. マウスのコレステロール吸収に対するezetimibeおよびFK085の作用. 
ezetimibe, FK085ともに0.74 µmol/kg. n=5 (mock) or 3 (ezetimibe, FK085). 
error bar: s.e.m.. *p< 0.05. 
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第5章 非ステロイド性リガンドの探索 

 
 
 第4章までで述べた通り, NPC1L1変異体に対するPC作用を指標として探索•構造最適化

したステロイド性の化合物FK085は, 作業仮説通りにNPC1L1阻害剤となる可能性が考え

られる. しかし, ステロイドを認識するタンパク質は生体内に数多く存在するため, 実際に医

薬に応用する際には, 代謝不安定性や選択性の欠如が懸念される. そこで, 非ステロイド性の

リガンドの探索に着手した. その詳細についてこの章で述べる. 

 

5.1. フェナンスリジノン骨格を母核とした構造展開 

5.1.1. リード化合物の発見 

 ホモログのNPC1については, フェナンスリジノン骨格を有する MN424が変異体の局在

異常を修正することが明らかになっていた44 (Figure 5-1. 局在修正作用のEC50は11 µM). 

この化合物は, (1) NPC1がオキシステロールを認識すること  (2) オキシステロールを認識

するタンパク質のひとつとしてLXR (Liver X receptor)が挙げられること  の2点に着目し, 

当研究室で保有するLXRリガンド関連ライブラリーを対象としたスクリーニングにより得

られたものである そこで, NPC1L1に対しても同様のスクリーニングを行った.  

 
Figure 5-1. LXRリガンドおよびその類縁体の構造式 

第5章のまとめ 
‣フェナンスリジノン骨格を有するLXRリガンド誘導体の一部に, NPC1L1変異体に
対する局在修正活性が認められた. 
‣平面性の低下を目指した構造展開を行い, ベンゾシクロヘプタキノリノン骨格を有
する化合物群を見出した. 
‣新たに創製したNPC1L1リガンドが, 脂質異常症治療薬として望ましくないLXRア
ゴニスト活性を有していないことを確認した.
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 LXRアゴニストとして知られるT0901317およびGW3965で処理した場合61,62, 30 µMで

は毒性が発現し, 10 µMでは活性が見られなかった (Figure 5-1). しかし, フェナンスリジ

ノン骨格を有する化合物の一部に活性が認められた (Table 5-1). スクリーニングの対象

とした化合物の中では, ラクタム窒素上にn-ブチル基を, 2位にジエチルアミドをそれぞれ有

するOG1130が最も高活性であった. したがって, 以下で述べる構造展開は, この化合物を基

にして行った. なお, OG1130にはNPC1変異体に対する局在修正作用はなく44, この時点で

ある程度の選択性は得られている. 

Table 5-1  フェナンスリジノン誘導体を対象としたスクリーニング 

 

5.1.2. 2位アミド部分の構造展開 

 活性の向上を期待して, まずフェナンスリジノンの2位部分の変換を試みた. 初期スクリー

ニングの結果よりアミドの存在は必須だと考えられたので (Table 5-1), アミド上アルキ

ル基の検討を行った. 各化合物の合成経路を以下に示す (Scheme 5-1). 4-アミノ安息香

酸メチルと2-ブロモベンゾイルクロリドとのSchotten-Baumann反応によりFK205を得た. 

アミド窒素上をn-ブチル化し, 分子内Heck反応によりフェナンスリジノン骨格を構築した

FK207を得た. その後, エステル部分を加水分解してカルボン酸FK208とし, 各種アミドを

合成した.  
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Scheme 5-1. フェナンスリジノンの２位の構造展開 

 変異NPC1L1に対する局在修正作用を評価した結果を以下に示す (Table 5-2). なお, こ

れらの化合物については活性が低く, EC50を算出できなかったので, 30 µMおよび10 µMに

おける細胞膜局在スコアを示した. 2位アミド窒素上には親水性の置換基は許容されないこ

と (FK215, OG1131), および直鎖アルキル基が長くなるほど活性が向上すること

(OG1129, OG1130, FK209, FK210)から, この部分にはある程度脂溶性の置換基が必要だ

と考えられる. しかし, アミド-NH プロトンが存在しても活性は保持され (FK211, FK235, 

FK236), 場合によってはアミド-NH プロトンがないものよりも高活性となること 

(OG1128, OG1129)から, 水素結合の寄与もあり得る. かさ高く剛直なアミド (FK213, 

FK238)では活性が低いが, 比較的コンパクトなc-プロピルアミド (FK211)およびかさ高く

ても自由度の高いn-ブチルアミド (FK210)では高活性となった. 
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Table 5-2. 2位アミド部分に関する構造活性相関 (*は析出が疑われるもの) 

 
 

5.1.3. ラクタム窒素上アルキル基の構造展開 

 2位アミド部分を変換しても活性が大幅に向上することはなかったので, この部分を当初

と同じジエチルアミドに固定し, ラクタム窒素上の置換基の検討を行った. 合成経路を以下

に示す (Scheme 5-2). 4-アミノ安息香酸のカルボン酸をジエチルアミドへと変換し, 

Schotten-Baumann反応を行った. 生成したFK218のアミド窒素をp-メトキシベンジル 

(PMB)基で保護した後, 分子内Heck反応によりフェナンスリジノン骨格を構築しFK220を

得た. このFK220のPMB基を酸性条件下で脱保護し, アルキル化を行った. アルキル基の末

端にエステルを有するFK225およびFK227については, この部分を加水分解した後, ジメチ

ルアミド化を行ってFK233およびFK234を得た. 
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Scheme 5-2. フェナンスリジノンのラクタム窒素上アルキル基の構造展開 

 これらの化合物の活性を評価した結果を以下に示す (Table 5-3). ラクタム窒素上のア

ルキル基は必須で, ある程度の長さが必要であることがわかる (FK221, FK223, FK222, 

OG1130). また, エステル(FK225, FK227), カルボン酸 (FK229, FK230), アミド(FK233, 

FK234)では活性が見られないことから, 親水性の置換基は許容されないものと考えられる. 

このように, 脂溶性の置換基が活性の向上に寄与する可能性があるものの, ベンジル体

(FK224)では化合物が析出してしまい, 正確に活性を評価することができなかった. 
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Table 5-3. ラクタム窒素上置換基に関する構造活性相関 (*: 析出の疑いあり) 

 
 

5.2. フェナンスリジノン以外の母核の探索 

5.2.1. “非フェナンスリジノン化”を目指した構造展開 

 前節で述べたとおり, フェナンスリジノンを母核とした構造展開では, ステロール誘導体

に匹敵するほど活性の高い化合物は得られなかった. また, フェナンスリジノン骨格を有す

る化合物は, おそらくは化合物の平面性が高いため溶解性に乏しく, 構造展開および活性評

価が難しいという課題があった. そこで, フェナンスリジノンとは異なる骨格を有し, 

NPC1L1変異体の局在を修正する化合物の探索に着手した. 

 スクリーニングでヒットしたOG1130の構造を基に, 三環系·二環系骨格を有する以下の

化合物をデザインし, 合成した (Figure 5-2). なお, 二環系であってもラクタム窒素上の芳

香環がフェナンスリジノンのC環の代わりにポケットに結合する可能性があると考え, ラク

タム窒素上をn-ブチル化した化合物だけではなくp-メトキシベンジル化した化合物も同時

に合成した. 
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Figure 5-2. デザイン·合成した三環系/二環系化合物. R=nBu, PMB (テトラヒドロ
キノリンについてはR=nPr, PMP). 

 テトラヒドロフェナンスリジノンの合成経路を以下に示す (Scheme 5-3). シクロヘキ

サノンを出発物質とし, 文献既知のホルミル化および酸化63によりFK258を得た. 後にA環部

分となるアニリンについては, トリフルオロアセトアミド体FK275とした後, アルキル化お

よび脱保護を行い, アルキルアニリンFK273およびFK291を得た. これらと先ほど得たカル

ボン酸FK258を縮合させ, 得られたアミド体を分子内Heck反応により環化させることでテ

トラヒドロフェナンスリジノン骨格を構築し, FK274およびFK296を得た. エステル基を加

水分解した後, ジエチルアミンと縮合させることで, 目的とするFK289およびFK299を得た. 

なお, FK299のPMB基については, トリフルオロ酢酸を用いた脱保護を行ったが, 対応する

フェナンスリジン体(FK220→FK221, Scheme 5-2)ほど円滑には進行しなかった. 
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Scheme 5-3. テトラヒドロフェナンスリジノンの合成. 

 ヘキサヒドロフェナンスリジンの合成経路を以下に示す (Scheme 5-4). 後にA環とな

るアニリン部分については, Schotten-Baumann反応によりアシル体FK338とした. C環と

なる飽和環部分については, Scheme 5-3で得たアルデヒドFK257をLuche還元して, アル

コール体FK337とした. このアルコールをメシル化し, FK338とのSN2反応を行い, FK340

を得た. 分子内Heck反応によりB環を構築し, エステルを加水分解したのち, ジエチルアミ

ンとの縮合反応を行い, 目的とするFK352を得た. 
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Scheme 5-4. ヘキサヒドロフェナンスリジンの合成. 

 ジヒドロキノリノンの合成経路を以下に示す (Scheme 5-5). 3,4-Dihydro-2(1H)-

quinolinoneをN-ブロモスクシンイミドでブロモ化することで, FK246を合成し64, カップリ

ングによりフェニルエステルを導入して65FK285を得た. FK285のラクタム窒素をアルキル

化し, 過酸化水素存在下でエステルを加水分解した66後, ジエチルアミンとの縮合反応により

目的とするFK310およびFK312を得た. 

 
Scheme 5-5. ジヒドロキノリノンの合成. 

 Figure 5-2のその他の化合物の合成については, 実験項 (Scheme s2, 3, 4)を参照さ

れたい. 上記で合成した化合物について, NPC1L1変異体に対する局在修正活性を評価した 

(Table 5-4). その結果, テトラヒドロフェナンスリジノン骨格を有するFK289および

FK299に局在修正活性が認められた. ラクタム窒素上の置換基が, n-ブチルのもの(FK289)

では活性があり, 無置換体(FK300)には活性ないという結果は, フェナンスリジンの場合

(Table 5-3)と一致している. したがって, テトラヒドロフェナンスリジノンとフェナンス

リジンの結合様式は, 似通っていることが示唆される. しかしながら, PMB基を有する化合

物については, テトラヒドロフェナンスリジノン型 (FK299)が比較的高活性であるのに対し, 

フェナンスリジノン型 (FK220)ではあまり活性が高くない. FK220の析出は明確ではなか
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ったが, 視認できない程度に化合物が析出して実効濃度が低下していたのに対し, FK299で

は溶解性の問題が克服されたために比較的高い活性を示したということが, ひとつの可能性

として考えられる. 三環系の化合物でも, 中央環のラクタム構造をなくしたFK352と中央環

を七員環にしたHF40では活性が消失した. この一因として, 中央環の平面性が局在修正活性

の発現に重要である可能性が挙げられる. 二環系の化合物については, いずれも局在修正活

性を示さず, ステロイドを模倣するためには三環系が必須である可能性が考えられる. 化合

物をデザインした当初は, ラクタム窒素上に導入した芳香環がフェナンスリジノンのC環の

代わりにポケットに入って活性を示す可能性があると考えていたが, そのような効果は見ら

れなかった. なお, NA (No Activity)と表記したものについては細胞膜局在スコアを算出し

ていないが, ほぼ完全な小胞体局在を示しており, 算出したとしても10未満となることが予

測される.  

Table 5-4. 種々の母核を有する化合物の局在修正作用 

 

5.2.2. C環部分に関する構造活性相関 

 テトラヒドロフェナンスリジノンの飽和環(C環)部分に着目し, さらなる構造展開を計画

した. 具体的には, 飽和環の大きさを変えた化合物 (FK329, FK330, FK356)および飽和環

上にヘテロ原子を導入した化合物 (FK372, FK373)をデザインし, 合成を行った (Figure 

5-3). FK329, FK330およびFK356の合成経路は, テトラヒドロフェナンスリジノン体

FK289のものと同じなのでここでは省略する. 詳細は実験項 (Scheme s1)を参照された

い. 
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Figure 5-3. テトラヒドロフェナンスリジノン類縁体 

 飽和環上にアミノ基を導入したFK372およびFK373の合成経路を以下に示す (Scheme 

5-6). 後にA環となる芳香環については, 4-ヨード安息香酸を出発物質とし, ジエチルアミド

化およびアミノ基の導入67を行うことでFK361とした. C環 (飽和環)部分については, N-(4-

oxocyclohexyl)phthalimideを出発物質とし, テトラヒドロフェナンスリジノンと同様の手

法によりカルボン酸FK362を合成した. 続くアミド化および環化も, テトラヒドロフェナン

スリジノンの場合と同様に行った. FK366のフタロイル基を, ヒドラジン一水和物を用いて

脱保護することでFK372を合成し, このアミノ基をアセチル化することでFK373を得た. 

 
Scheme 5-6. FK372およびFK373の合成経路 

 上記の化合物がNPC1L1変異体におよぼす局在修正作用を評価した (Table 5-5, 5-6). 
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飽和環の大きさと活性との関連については, 五員環 (FK329), 六員環 (FK289), 七員環 

(FK330)の順に活性が増大したものの, 八員環 (FK356)では六員環と同程度の活性になると

いう結果が得られた. よって, この部分については七員環 (ベンゾシクロヘプタキノリノン

型)が最適であると言える. 窒素原子を導入した化合物については, 中間体のフタルイミド体

FK366を含めて, 活性が認められず, この部分にヘテロ原子を導入すると活性が消失するこ

とが示唆される.  

Table 5-5. 飽和環の大きさと局在修正活性の関係 

 

Table 5-6. 飽和環上に窒素原子を導入した化合物の活性評価 

 
 

5.3. ベンゾシクロヘプタキノリノンを母核とした構造展開 

 上述した通り, ベンゾシクロヘプタキノリノン骨格を有するFK330が, フェナンスリジノ

ン骨格を有するリード化合物OG1130より高活性であるという結果が得られた. そこで, ベ

ンゾシクロヘプタキノリノンを母核とし, 2位アミド部分およびラクタム窒素上アルキル基

に関する構造活性相関研究を行った. 

5.3.1. 2位アミド部分の構造展開 

 ラクタム窒素上のアルキル基をn-ブチル基に固定し, 2位アミド部分に関する構造活性相

関研究を行った. 2位アミド体の合成は, FK330合成時の中間体であるカルボン酸FK325と, 

各種アミンを縮合させることで行った (Scheme 5-7). シクロプロピルアミド体FK379に

N O

Et2N

O n

compound n
%PM localization

30 µM 10 µM

FK329 1 N.D.115
FK289 2 242
FK330 3 3248 2

3 µM

N.D.

FK356 4 544 N.D.

N

Et2N

O

O

NRR'

compound R' %PM localization (30 µM)

FK366
FK372
FK373

R

HH
H Ac

Phth NA
NA
NA



49 
 

ついては, アミド部分のメチル化およびエチル化を行い, 3級アミドFK388およびFK389を

得た. 

 
Scheme 5-7. ベンゾシクロヘプタキノリノンの2位アミド体の合成経路 

 2位アミド部分の構造活性相関は, フェナンスリジノンの場合と大筋では似ており, ある程

度の長さ/大きさを持ったアルキル基が必要だが, (FK335とFK375, FK376, FK377等の比

較より), 親水性の置換基は許容されない (FK383)という結果になった (Table 5-7). しか

し, t-ブチル基やi-プロピル基を有する化合物の場合, フェナンスリジノンではある程度高活

性であったが, ベンゾシクロヘプタキノリノンでは活性が消失または減弱している (FK381

およびFK380). これについては, ベンゾシクロヘプタキノリノンのC環はフェナンスリジノ

ンのものよりも大きいため, その分だけアミド部分に対応するポケットが狭まり, 許容され

る置換基の大きさが小さくなったものと考えている. i-プロピル基よりコンパクトな構造を

とるであろうシクロプロピル基では, 活性が保持されている (FK379). アミドNHプロトン

については許容され, むしろメチル化体のほうが低活性であった (FK375とFK385, FK379

とFK388の比較より). しかし, エチル基を導入した化合物では, 無置換体と同程度の活性を

保持している (FK376とFK330, FK379とFK389の比較より). 可能性のひとつとして, ベン

ゾシクロヘプタキノリノンの2位アミド付近には, 水素結合が可能な部位とエチル基と相互

作用可能な部位の両方が存在し, メチル化体ではどちらとも相互作用しないために活性が低

下したことが考えられる. 
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Table 5-7. ベンゾシクロヘプタキノリノンの2位アミド部分に関する構造活性相関 

 

5.3.2. ラクタム窒素上アルキル基の構造展開 

 次に, 2位アミド部分をシクロプロピルエチルアミドに固定し, ラクタム窒素上アルキル基

に関する構造活性相関研究を行った. テトラヒドロフェナンスリジノンの合成においては, 

ラクタム窒素上の保護基をPMB基としていたが (Scheme 5-3), 脱保護が容易でなかった

ことから今回は2,4-dimethoxybenzyl (DMB)基を用いている (Scheme 5-8). まず, 4-ヨ

ード安息香酸のカルボン酸部分をシクロプロピルエチルアミドへと変換してFK391を得, 続

いて文献67に従って2,4-dimethoxybenzyl amineとのカップリングを行ってFK392を得た. 

カルボン酸FK317との縮合反応の後, 分子内Heck反応を行い, 酸性条件化でDMB基を脱保

護しFK395を得た. この脱保護は, テトラヒドロフェナンスリジノンのPMB基の脱保護 

(reflux, 8 hrs, 63%)と比較して, かなり円滑に進行した. その後, FK395に各種アルキルハ
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ついては, FK404のTBS基をTBAFで脱保護することで合成した. 

 
Scheme 5-8. ベンゾシクロヘプタキノリノンのアルキル化体の合成経路 

 ラクタム窒素上アルキル基の構造活性相関についても, フェナンスリジノンの場合と似通

っており, ある程度の長さを有するアルキル基が必要だが (FK395とFK398, FK389等の比

較より), 親水基は許容されない (FK403およびFK405)という結果になった (Table 5-8). 

アルキル基の長さについてはn-ブチル (FK389)が最適であると言える. 一方, かさ高いアル

キル基を有する化合物FK399およびFK402では, 細胞毒性によりスコアを評価できず, 活性

に対する寄与については議論できない. この細胞毒性はNPC1L1を発現していないcontrol

のHEK293細胞でも見られることから (データ非掲載), NPC1L1とは無関係の, オフターゲ

ットな作用によるものだと考えられる. 
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Table 5-8. ベンゾシクロヘプタキノリノンのラクタム窒素上アルキル基の効果 

 
 

5.4. 非ステロイド性リガンドによる安定化作用 

 第2章 (2.3.1. 局在修正作用を有する化合物による安定化作用)では, ステロール誘導体

FK085がNPC1L1L1072T/L1168Iを安定化し, 発現量を増大させることを述べた. ここでは, ベン

ゾシクロヘプタキノリノン誘導体がNPC1L1L1072T/L1168Iにおよぼす安定化作用について記述

する. 

  局在修正作用が比較的強いFK389, わずかに作用のあるFK396, および全く活性をもた

ないFK395の3種の化合物で, NPC1L1L1072T/L1168Iを安定発現させたHEK293細胞を24時間

処理し, GFP由来の蛍光強度を測定した. FK389とFK396で処理した場合には蛍光強度の増

大が見られたが, FK395ではvehicle処理およびezetimibeで処理した場合とほぼ同じであっ

た (Figure 5-3). FK389およびFK396がNPC1L1変異体に対し安定化作用を示したこと

から, これらはNPC1L1に結合することで, 局在を修正していることが示唆される. また, 局

在修正作用と安定化作用の活性の序列が同じであったことから, これらの化合物に関しては, 

局在修正作用の強弱がNPC1L1に対する結合能をある程度反映していることが予想される. 
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Figure 5-3. ベンゾシクロヘプタキノリノン誘導体による安定化作用. error bar: 
s.e.m. (n=3).  

 

5.5. 非ステロイド性リガンドはLXRアゴニスト活性をもたない 

 LXRは核内受容体スーパーファミリーに属するリガンド依存性転写因子である. LXRの標

的遺伝子には, コレステロールの輸送および排出に重要なAbca1や脂肪酸·トリグリセリド

の合成を制御するSrebp-1cが含まれており, LXRは脂質代謝に重要な転写因子だと考えら

れている. 実際に, LXRに対しアゴニスト活性を有する化合物は, 血中トリグリセリド濃度を

上昇させることが知られている61. 本研究で得た非ステロイド性NPC1L1リガンドは, LXR

リガンド関連ライブラリーから得られた化合物の構造を基にしているが, このように血中ト

リグリセリド濃度を上昇させる作用は, 脂質異常症治療薬を目指す上では望ましくない. そ

こで, 創製した非ステロイド性NPC1L1リガンドがLXRに対するアゴニスト活性をもたない

ことを, レポータージーンアッセイにより確認した. 

 LXRアゴニスト·アンタゴニスト活性の評価は, 酵母の転写因子であるGal4とLXRのリガ

ンド結合ドメイン (ligand binding domain, LBD)を融合させた“CMX-Gal4N-hLXR”と, 

Gal4結合部位であるMH-100とルシフェラーゼを融合させた“tk-MH100x4-luc”の2種類の

プラスミドを一過性発現させたHEK293細胞を用いて行った. Gal4-LXR融合タンパク質の

Gal4部分はMH100-Luc融合遺伝子のMH100部分に結合するが, アゴニストが存在しない

第5章のまとめ 
‣フェナンスリジノン骨格を有するLXRリガンド誘導体の一部に, NPC1L1変異体に
対する局在修正活性が認められた. 
‣現在, ベンゾシクロヘプタキノリノン骨格を母核とした構造展開を行っている.
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状態ではLBDには内在性のCorepressorが結合しており, 転写は抑制されている (Figure 

5-4, 左). しかし, LBD部分にアゴニストが結合すると, Corepressorの解離および

Coactivatorの会合が起き, Luciferaseの転写が活性化される (Figure 5-4, 右). この

Luciferaseにより生成したLuciferinの発光量を指標とすることで,  LXRの転写活性を評価

した. なお, トランスフェクション効率のぶれや細胞毒性によるぶれを補正するために, β-

galactosiaseを発現するプラスミドを同時に発現させ, その活性により規格化を行った. 

 
Figure 5-4. レポータージーンアッセイの原理 (68より改変). CoR: Corepressor, 
CoA: Coactivator. 

 LXRの2つのサブタイプ (αおよびβ)のうち, LXRαに対するアゴニスト活性を評価した

結果を示す (Figure 5-5). ポジティブコントロールであるGW3965では濃度依存的な発

光強度の増大が見られるのに対し, リードとしたOG1130および構造展開後のFK389では

変化せず, LXRαアゴニスト活性を有していないことがわかる. LXRβに対しても同様の実

験を行い, アゴニスト活性を示さないことを確認した. また, LXRのターゲット遺伝子である

ABCA1に対するプロモーター活性を, 内在性のLXRを用いて評価した際にもアゴニスト活

性は見られなかった. 以上より, 本研究で創製した非ステロイド性NPC1L1リガンドは, 脂質

異常症治療薬として望ましくないLXRアゴニスト活性を有していないことが確認できた.  

 
Figure 5-5. LXRα(LBD)に対するアゴニスト活性. n=3, error bar: S.D. 

  

第5章のまとめ 
‣フェナンスリジノン骨格を有するLXRリガンド誘導体の一部に, NPC1L1変異体に
対する局在修正活性が認められた. 
‣現在, ベンゾシクロヘプタキノリノン骨格を母核とした構造展開を行っている.
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終章 

 本研究では, pharmacological chaperone作用による局在変化を結合の指標としてリガ

ンドスクリーニングを行い, NPC1L1に対する新規阻害剤を創製することを試みた. その結

果, ezetimibeおよびN末端ドメインとは異なる部位に結合するステロール誘導体の創製に

成功し (第2章, 第3章), この化合物がCaco-2細胞およびマウスのコレステロール吸収を抑

制することも明らかにした (第4章). また, 非ステロイド性リガンドを発見し, 構造活性相関

研究を行った (第5章). 

 現在, NPC1L1阻害剤の探索が盛んに行われており, 脂質異常症治療薬の標的としての

NPC1L1の有用性が伺える. しかし, 現在までに創製された阻害剤はスクリーニングの時点

でezetimibeとの競合を指標としているため, 結合部位が異なるものは見出されていない. そ

れに対し本研究では, ezetimibeの結合部位とは異なる第二のステロール結合部位を標的と

することで, 新たな阻害剤を創製できる可能性を提示できた. 脂質異常症は慢性疾患であり, 

患者は恒常的に薬を服用し続けなければならない. それ故に, 治療の選択肢を複数確保する

ことが重要だと考えられるが, 本研究によりこの新たな選択肢を提起できたと考える.  

 脂質異常症の治療に応用できる可能性があるだけでなく, NPC1L1によるコレステロール

輸送のメカニズムの解明に寄与できる可能性がある点も, 本研究の意義として挙げられる. 

現在, NPC1L1によるコレステロール吸収のメカニズムとして提案されているのは, コレス

テロールがNPC1L1のN末端ドメインに結合し, 両者が共にエンドサイトーシスされ, ERC

へと移行するというものである10,11. しかし, ERCに到達した後の, 膜を隔てた輸送のメカニ

ズムについては, まだ何もわかっていない. 本研究では, NPC1L1にもNPC1と同様の第二の

ステロール結合部位が存在し得ること, およびこの第二のステロール結合部位に何らかの機

能的意義があり得ることを示唆できた. NPC1に関して構築した仮説44と同様に, NPC1L1が

膜を隔ててコレステロールを輸送する際にも, 第二のステロール結合部位を通過させている

可能性があると考えられる. 

 本研究は, 遺伝性疾患の治療を目的として研究されてきたpharmacological chaperone

作用を, リガンドスクリーニングに応用したはじめての例である. 変異体に対する局在修正

活性には, 化合物の細胞内での局在という因子も絡んでくるため, 局在修正作用と結合能は

必ずしも相関しない. また, 膜透過性のないリガンドの結合は, 検出することができない52,53. 

しかし, 既知のリガンドがないタンパク質や, 機能が解明されていないタンパク質にも応用

可能であるという, 他の手法にはない利点も有している. また, 本研究で使用した変異体は, 

ホモログのNPC1の変異をもとに作製したものである . したがって本手法は , 



56 
 

pharmacological chaperoneが知られているタンパク質と相同性があるタンパク質に対し

ても容易に応用できると考えられる. Pharmacological chaperoneが知られているタンパ

ク質には, GPCR52,69やABCトランスポーター29,70が含まれていることから, 適用範囲はかな

り広いと考えられ, 一般性の拡張が待たれる. 

  



57 
 

補章1 第二のステロール結合部位の同定に向けた試み 

 NPC1の第二のステロール結合部位は膜貫通領域2~7に存在することが明らかにされて

いるが44, それ以上の詳しい位置は不明である. 本章では, 第二のステロール結合部位の位置

を同定するために検討を行った結果について述べる. 

S1.1. NPC1のP691S変異による結合能の低下 

 NPC1およびNPC1L1は, 膜貫通領域3~7にsterol-sensing domain (SSD)と呼ばれる領

域を有している71. SSDとは, HMG-CoAレダクターゼやSCAP, Patchedのようなステロー

ルの合成·制御に関わる膜タンパク質に共通して含まれる配列であり72, ステロールセンサー

であることが予測されている. しかし, SSDに対するステロールの結合を実験的に示した例

は未だ存在しない. 

 NPC1のSSD内に存在するP691S変異は, Niemann-Pick病C型の原因となる (Figure 

s1-1a). 大神らはこの変異体について解析を行っており, (1) NPC1P691Sが野生型と同様に

後期エンドソーム/リソソームに局在すること  (2) 光反応性官能基を有するコレステロール

アナログを用いて光親和性標識を行った場合, NPC1WTは標識されるのに対し, NPC1P691Sは

標識されないこと を見出し, NPC1に対するステロールの結合にはintactなSSDが必要であ

ることを明らかにした 73. こ れを受けて大金は , P691S変異がNPC1に対する

pharmacological chaperone作用に対しておよぼす影響を調べた. その結果, NPC1I1061Tの

局在を修正するステロール誘導体の一部は, NPC1P691S/I1061Tの局在を修正しない, すなわち

P691S変異の導入によりpharmacological chaperone作用が消失することを見出した44.  

 25HCがNPC1P691S/I1061Tに対する局在修正能を保持するのに対し, mo56CFA (Figure 

s1-1b)では活性が消失する. この原因のひとつとして, 25HCはN末端ドメインに対する結

合能を有するので, ここへの結合を介してpharmacological chaperone作用を発現するが, 

mo56CFAはN末端ドメインには結合できないため, 局在を修正できないというものが考え

られた. そこで, N末端ドメインを欠失させた二重変異体∆NTD-NPC1P691S/I1061Tの局在を, 

25HCおよびmo56CFAが修正するか検討した (Figure s1-1c). N末端ドメインを欠失さ

せてもfull-lengthのものと同様に, 25HCでは局在修正が見られるのに対し, mo56CFAでは

見られないという結果になった. したがって, この現象には第二のステロール結合部位の寄

与がある, すなわちP691S変異によりmo56CFAの第二のステロール結合部位に対する結合

は阻害されるが, 25HCではあまり影響を受けないという可能性が考えられる. 
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Figure s1-1. N末端ドメインを消失させたP691S/I1061T二重変異体に対する
pharmacological chaperone 作 用 . (a) ∆NTD-NPC1P691S/I1061T の 模 式 図 . (b) 
mo56CFAの構造式. NPC1I1061Tに対するpharmacological chaperone作用のEC50は
0.086 µM. (c) ∆NTD-NPC1P691S/I1061Tに対するpharmacological chaperone作用. N
末端ドメインを欠失させても, 25HCによる局在修正が見られる. 

 次に, P691S変異が第二のステロール結合部位に対する結合に影響することを示すことを

試みた. 大金は, NPC1の第二のステロール結合部位に対する結合を光親和性標識法により

証明しており44, これと同様の手法でNPC1P691Sが標識されるか検討した (Figure s1-2b, 

c). その結果, NPC1P691SはUV依存的にラベルされるものの, 競合はかからないということが

明らかになった. この結果は, NPC1の第二のステロール結合部位に対する結合が, 

P691S変異により阻害されることを意味する. 
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Figure s1-2. NPC1P691Sに対する光親和性標識. (a) 光親和性プローブmo56AZKの
構造. NPC1I1061Tに対するpharmacological chaperone作用のEC50は0.068 µM. (b) 
NPC1(WT, P691S)に対する光親和性標識. (c) bの定量結果. UV照射なしを1とした
相対値でシグナル強度を定量した.  

 

S1.2. 点変異試験による第二のステロール結合部位の絞り込み 

 P691S変異が, NPC1の第二のステロール結合部位に対する結合を阻害した原因として, 

691Proが第二のステロール結合部位近傍に存在しており, 変異により導入されたSer残基

がステロール誘導体と干渉した可能性が考えられる44. 25HCではP691S変異存在下でも局

在修正活性が保持されるのに対し, より大きな置換基を有するmo56CFAでは活性が消失す

るという結果は, この仮説を支持するものである. もし第二のステロール結合部位が691Pro

近傍, すなわちSSD内に存在するのであれば, SSD内の他の変異も, 第二のステロール結合部

位に対する結合に影響を与える可能性がある. そこで, SSD内に変異を有するNPC1変異体

を作製し, この変異が結合に影響を与えるか検討することを計画した. 

 導入する変異については, Niemann-Pick病C型の原因になるものから選択することとし

た (Figure s1-3). これらの変異体では少なくとも細胞全体としてのNPC1の機能が欠失

しており, (1) I1061T変異体と同様, 正常な局在をとれないため機能が欠失する  (2) 

P691S変異体と同様, ステロールが結合できないために機能が欠失する  のいずれかである

可能性が高いと考えられる.  
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Figure s1-3. NPC1のSSD (膜貫通領域3~7)のアミノ酸配列. 変異を導入したアミ
ノ酸をマゼンタ, 691Proを青でそれぞれ示す. 図はTOPO2を用いて作製した 
(http://www.sacs.ucsf.edu/TOPO2/). 

 作製した変異体を5α6β25HCおよびmo56AZKで処理した際の蛍光顕微鏡写真を以下

に示す (Figure s1-4). なお, 5α6β25HCは25HCと同様にNPC1P691S/I1061Tの局在を修正

するが, mo56AZKはmo56CFAと同様に修正しない. NPC1I1061Tがベシクルの残った小胞体

局在を示すことから, I1061Tとの二重変異で完全な小胞体局在となるものは, フォールディ

ング効率が低下する変異であると判断できると考え, 二重変異体を優先して作製した. 

L684F/I1061T以外の6種の二重変異体については, vehicle処理で完全な小胞体局在を示し

ており, 新たに導入したSSD内の変異によりフォールディング効率が低下することが伺える. 

これらの変異体の中でもS666M/I1061T, D700N/I1061T, A767V/I1061Tの3種では

mo56AZK処理による局在修正が見えており, 新たに導入した変異が第二のステロール結合

部位に対する結合に影響を与えないことが示唆される. 一方, G673V/I1061Tおよび

V727F/I1061Tでは,  5α6β25HCおよびmo56AZKで処理しても局在は修正されない. こ

れらについてはフォールディング効率の低下が著しく, 化合物による局在修正が起きないも

のと考えられる. M754K/I1061Tについては, 一過性発現では局在修正が起きているのか判

断できなかった. 以上で述べた変異体とは対照的に, L684F/I1061Tではvehicle処理でベシ

クルが残った局在を示すものの, 5α6β25HCおよびmo56AZKで処理による局在修正が見

られるという結果が得られた. おそらくL684Fはフォールディング効率が正常であり, かつ

第二のステロール結合部位に対する結合能を保持した変異体であって, フォールディングお
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よび結合能とは別の原因で機能が欠失すると考えられる. 

 
Figure s1-4 (continued). 
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Figure s1-4. 各種NPC1変異体を5α6β25HCおよびmo56AZKで処理した際の蛍
光顕微鏡写真. *は一過性発現. 

 対照実験のため loop 2内に存在するアミノ酸に変異を導入したY509Sおよび

Y509S/I1061T変異体も作製したが, いずれもvehicle処理で完全な小胞体局在となってお

り, フォールディング効率が低下していることがわかる. Y509S/I1061Tでは化合物処理に

よる局在修正は見られず, Y509Sについても一過性発現では判然としなかった (Figure 

s1-4). 
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Figure s1-5. NPC1のY509S変異体およびY509S/I1061T二重変異体を5α6β
25HCおよびmo56AZKで処理した際の蛍光顕微鏡写真. *は一過性発現. 

 結論として, P691Sと同様に正常な局在を保ちつつ, 結合能を低下させる変異体を得るこ

とはできなかった. 数を増やせばこのような変異体を得ることも可能かもしれないが, 

NPC1発現ベクターは大腸菌内で不安定であり44, 遺伝子工学実験により所望のプラスミド

を得ることは容易ではない. そのため, 効率よく点変異試験を行うには, 大腸菌に対し毒性を

発現する配列を改変するなど, 何らかの工夫が必要だと考えられる. しかし今回, Niemann-

Pick病C型の原因となるSSD内の変異約25種のうち3割にあたる7種について検討を行った

ものの, 結合能に影響を与える変異体は全く得られなかった. このことは, 疾患関連変異を網

羅的に作製して, 結合能の低下する変異体を得るというアプローチに無理があることを示し

ているのかもしれない. 第二のステロール結合部位の同定は, 光親和性標識法と質量分析法

の組み合わせで行い, そこで同定されたアミノ酸周辺に変異を導入し, 確証を得るというア

プローチのほうが妥当だと考える.  
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補章2 NPC1L1の エンドサイトーシスに関する考察 

S2.1. NPC1L1のコレステロール依存性エンドサイトーシス 

 GeらはNPC1L1-GFPを発現させたMcArdle RH7777 rat hepatoma cell lineを用いた

検討を行っており, (1) NPC1L1-GFPは , 通常の培養条件ではendocytic recycling 

compartment (ERC)に局在するが, メチル-β-シクロデキストリン (CDX)処理によりコレ

ステロールを枯渇させると細胞膜へと移動する  (2) NPC1L1-GFPが細胞膜に局在している

状態で(CDX complexとして)コレステロールを加えると, NPC1L1-GFPとコレステロール

が同時に取り込まれ, ERCへと局在する  という2つの事項を明らかにしている11. また同グ

ループは別報で, (3) N末端ドメインを欠失させたNPC1L1や, N末端ドメイン内にコレステ

ロールの結合能が低下する変異を有するNPC1L1では, 細胞膜からERCへの局在変化が起き

ないこと  も報告している10. 以上3点の実験結果より彼らは, NPC1L1によるコレステロー

ル輸送のメカニズムについて, N末端ドメインでコレステロールを捕捉し, NPC1L1とコレ

ステロールが同時にエンドサイトーシスされることで起きるというモデルを提唱している 

(Figure s2-1). また, ezetimibeはNPC1L1のコレステロール依存性エンドサイトーシス

を妨げることで, コレステロールの吸収を抑制するということも彼らは主張している. 

 
Figure s2-1. Geらが提唱するNPC1L1によるコレステロール輸送のメカニズム 

 研究開始当初はこの細胞膜からERCへの局在変化を利用して, NPC1L1の機能, すなわち

コレステロールの輸送を評価する予定であった. Geらの実験結果を再現することを試みたと

ころ, CDX存在下でNPC1L1が細胞膜に移行し, ここにコレステロールを添加することで

NPC1L1が細胞内に移行するような結果を得ることができた (Figure s2-1 上段). しかし, 

ezetimibeを共存させた場合にも, この局在変化は阻害されず (データ非掲載), NPC1L1の

遺伝子多型やCDXおよびcholesterol/CDXのロット, 細胞の種類などに関して検討を重ね

ても, ezetimibeがエンドサイトーシスを阻害するという結果を再現できなかった. また, 

CDXにより細胞内から細胞膜へと局在が変化するという現象は, コントロールとして用いた

rhodopsinでも見られたことから (Figure s2-1 下段), NPC1L1に依存したものではない

と考えられる. 
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Figure s2-1. McArdle RH7777 rat hepatoma cell lineにNPC1L1-GFPまたは
rhodopsin-GFPを発現させ, コレステロール量を変化させた際の蛍光顕微鏡写真 (固定
せずに撮影). before: CDX処理前 (DMEM 10% FBS). after: CDX処理(2% in 
DMEM, 10-15 min)後, cholesterol/CDX入りの培地 (125 µM in DMEM, 8% FBS)
で処理し, 経時変化を追った. rhodopsinは一過性発現で, コレステロール添加処理は
行っていない. 

 今回筆者が試みた限りでは, Geらの実験結果を再現することはできなかった. しかし, 同

じグループがマウス小腸においても細胞系と同様のエンドサイトーシスが起きるという報

告をしていること74, および細胞系ではあるが, 別のグループもNPC1L1の局在変化について

報告していること48を鑑みると, 「NPC1L1の局在が, コレステロールの濃度に応じて変化す

る」ということは事実だと考えられる. NPC1L1のコレステロール依存性エンドサイトーシ

スが再現できなかった原因は, CDXのロット (入手元の関係でGeらと同じものは使用できな

かった)やLPDS (lipoprotein-deficient serum)の作製方法などにあるのかもしれない.  

 

S2.2. pharmacological chaperone作用のFBS依存性 

 NPC1L1L1072T/L1168Iに対するpharmacological chaperone作用の検討を行う過程で, 同じ

25HC (10 µM) 24 時間処理という条件であっても, 培地中のFBSが1%のときのほうが5%

のときと比べて局在変化が確認しやすいという現象が起きた (Figure s2-2 a). これを受

け, FK085による局在修正作用の用量-反応曲線を5% FBSと1% FBSで比較したところ, 

5% FBSものは1% FBSのものと比べて3倍程度右にシフトするということが明らかになっ

た (Figure s2-2 b). このように, pharmacological chaperone作用による局在変化が

FBSの濃度に依存するという現象は, ホモログのNPC1では見られない.  
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Figure s2-2. (a) NPC1L1L1072T/L1168Iを安定発現させたHEK293細胞を, FBSを5%も
しくは1%添加したDMEM中で, 25HCで24時間処理した際の蛍光顕微鏡写真. (b) 
FBS 5% (赤)およびFBS 1% (黒)におけるFK085による局在修正の用量-反応曲線. 
FBS 5%, 1%におけるEC50はそれぞれ2.4 µM, 0.85 µM. 

 上述のようにNPC1L1は, 高コレステロール条件下ではエンドサイトーシスされ, ERCに

分布するとされている. このことから, FBSが十分にある条件 (5%)では, 局在が修正されて

細胞膜に移行したNPC1L1変異体が, FBSに含まれるコレステロールによりエンドサイトー

シスされてERCに局在するが, ERCと小胞体が見た目では判別できないため, 一見

pharmacological chaperone作用自体が起きにくくなっているように見えると考察した

(Figure s2-3). 

 
Figure s2-3. NPC1L1変異体に対するpharmacological chaperone作用にFBS依
存性が生じる理由の考察. 小胞体に局在するNPC1L１変異体はpharmacological 
chaperone作用により細胞膜へと移行するが, FBS中のコレステロールによりエンド
サイトーシスが起き, 最終的にERCに分布する. 小胞体とERCの判別が困難なのであれ
ば, 見かけ上局在が変化していないように見えると考えられる.  

 そこで, NPC1L1変異体を発現させた細胞を25HCで処理し, さらにCDXで処理するとい

う実験を行った (Figure s2-4). FBSを5%添加した培地中で培養したものであっても, 

CDX処理後には明確な細胞膜局在を示しており, 上記の考察を支持する結果となっている.  
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Figure s2-4. NPC1L1L1072T/L1168Iを安定発現させたHEK293細胞を25HCで24時間処
理し, さらにCDX処理 (25 min)を行った後の蛍光顕微鏡写真 (固定後に撮影). 

 FBS中のリポタンパク質は, 細胞のコレステロール源となる. そこで, リポタンパク質を除

去したLPDSをFBSの代わりに使用した場合, FBSよりもpharmacological chaperone作用

による局在変化が視認しやすくなると考え, 検討を行った (Figure s2-5). しかし結果は予

想に反し, FBSとLPDSの間で明確な差異は見られないというものだった. 

 
Figure s2-5. FBS存在下およびLPDS存在下におけるpharmacological chaperone
作用. 両者の間に明確な差異はない.  

 pharmacological chaperone作用のFBS依存性がNPC1L1では見られるのに対し, 

NPC1では見られないという実験事実は, Figure s2-3に示した仮説を支持している. しかし, 

NPC1L1変異体に対するpharmacological chaperone作用の見え方が, FBSとLPDSで差

がなく (Figure s2-5), 筆者らはNPC1L1のコレステロール依存性エンドサイトーシスを再

現できていない (S2.1.). したがって, pharmacological chaperone作用のFBS依存性が, 

小胞体とERCの判別ができないことに起因すると結論づけるのは尚早である.  いずれにせ

よ, 第2章 補足1に記したように, 蛍光顕微鏡写真を小胞体局在から細胞膜局在に分類し, 
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スコア化してEC50を算出する方法では,  (1) pharmacological chaperone作用による小胞

体から細胞膜への局在変化 (2) 細胞膜上に発現したNPC1L1の内在化  の2つの和を評価し

ている可能性があることは否めない. NPC1L1の内在化の要素を排除するためには, 

NPC1L1と小胞体マーカーとの共局在率を算出し, 小胞体に局在しているか否かを評価する

ことが有効だと考えられる. 
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実験項1 –生化学実験- 

DNA constructs 
The cDNA of human NPC1L1 (GenBank BC117178) in pCR-XL-TOPO vector was 
obtained from Mammalian Gene Collection (IMAGE id 40125729). The coding sequence of 
human NPC1L1 was amplified from this construct, and subcloned into the pCMV6-AC-
turboGFP vector (from Origene) at the SgfI and NotI sites, and the linker and turboGFP 
were replaced with a FLAG tag-containing linker (DYKDDDDKGGRDPPVAT) and EGFP. 
Site-directed mutagenesis was carried out using a KOD—Plus— Mutagenesis Kit (from 
Toyobo) according to the manufacturer’s protocols. 
 
Primers for sequencing 
seqF, GGACTTTCCAAAATGTCG, Tm=49 ºC 
L1-462, GGCCTATGAGGCCTTCTACC, Tm=58 ºC 
L1-1183, GCTTTCCATGACCAGCATTT, Tm=55 ºC 
L1-1619, TGAGCTGCATGGCTGACTAC, Tm=58 ºC 
L1-2258, CTGAGGCCATCTGCTTCTTC, Tm=56 ºC 
L1-2540, GTGTTGTGCTGCTGCTGTTT, Tm=58 ºC 
L1-2917, GGCCCCAATAAGGACAAGTT, Tm=56 ºC 
L1-3476, GGGGCATCAGTTACAATGCT, Tm=57 ºC 
XL39, ATTAGGACAAGGCTGGTGGG, Tm=58 ºC 
 
Mutagenic primers and PCR protocols 
[L1072T] 
L1072Tf, ACTGCAGCCAACATCACTGCTGACCTG, Tm=64 ºC 
L1072Tr, L1072Sr was used. Tm=67 ºC 
PCR condition: 94 ºC, 2 min-(98 ºC, 10 sec-59 ºC, 30 sec-68 ºC, 10 min 30 sec) x 11 
[L1072M] 
L1072Mf, ATGGCAGCCAACATCACTGCTGACCTGTm=64 ºC 
L1072Mr, L1072Sr was used. Tm=67 ºC 
PCR condition: 94 ºC, 2 min-(98 ºC, 10 sec-57 ºC, 30 sec-68 ºC, 10 min 30 sec) x 15 
[L1072A] 
L1072Af, GCTGCAGCCAACATCACTGCTGACCTG, Tm=64 ºC 
L1072Ar, L1072Sr was used. Tm=67 ºC 
PCR condition: 94 ºC, 2 min-(98 ºC, 10 sec-57 ºC, 30 sec-68 ºC, 10 min 30 sec) x 15 
[L1072S] 
L1072Sf, TCAGCAGCCAACATCACTGCTGACCTG, Tm=64 ºC 
L1072Sr, CTCTCGAGCTGCCCGCAGAGCTTC, Tm=67 ºC 
PCR condition: 94 ºC, 2 min-(98 ºC, 10 sec-59 ºC, 30 sec-68 ºC, 10 min 30 sec) x 11 
[L1168I] 
L1168If, ATCATCAACCTGGTCTCGGCGGTG, Tm=65 ºC 
L1168Ir, GGACACAGCATTGTAACTGATGCCCCAC, Tm=65 ºC 
PCR condition: 94 ºC, 2 min-(98 ºC, 10 sec-60 ºC, 30 sec-68 ºC, 10 min 30 sec) x 11 
[∆NTD] 
∆NTDf, GCATCCTGTCCTGCCATAGCCCG, Tm=65 ºC 
∆NTDr, GCGCAGGAGCAGGGCCCACAG, Tm=69 ºC 
PCR condition: 94 ºC, 2 min-(98 ºC, 10 sec-60 ºC, 30 sec-68 ºC, 10 min 30 sec) x 11 
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Cell culture and transfection 
HEK293 cells were cultured in DMEM supplemented with 5% FBS and penicillin and 
streptomycin at 37 °C in a humidified incubator (5% CO2). Cells were transfected with 
Lipofectamine LTX (Invitrogen). To obtain cell lines stably expressing NPC1L1 construct, 
G418-resistant colonies were isolated and maintained in the presence of G418 (0.4 
mg/mL). 
 
CellMask Orange plasma membrane stain 
At day 1, cells were seeded onto poly-D-lysine-coated glass-bottomed dishes, and treated 
as indicated at day 2. At day 3, CellMask Orange plasma membrane stain (0.25 µg/mL, 
pre-diluted with DMEM supplemented with 1% FBS) was added to the dishes and 
incubation was continued at 37 °C for 5 min. Then the cells were fixed (4% 
paraformaldehyde-PBS, 37 °C, 10 min) and washed three times with PBS. Images were 
immediately acquired, and the extent of colocalization was quantified as described 
previously37. 
 
Immunocytochemical staining of calnexin 
Cells were fixed (3.7% formaldehyde in PBS, rt, 30 min), permeabilized (0.1% Triton X-100 
in PBS, rt, 10 min), and blocked in 1% BSA-PBST for 1 h. The samples were incubated 
with goat anti-calnexin (C-20) antibody (1:100 in blocking buffer, from Santa Cruz) for 2 h, 
and then washed three times with PBS. The samples were incubated with anti-goat IgG 
AlexaFluor 546 (1:250 in blocking buffer) for 1 h, then washed with PBS, and images were 
acquired. 
 
NPC1L1L1072T/L1168I localization assay 
At day 1, HEK293 cells stably expressing NPC1L1L1072T/L11168I under control of the CMV 
promoter were plated at a density of 16,000 cells/well in DMEM supplemented with 1% 
FBS onto a poly-D-lysine-coated glass-bottomed plate. At day 2, cells were treated with 
the test compounds pre-diluted with DMEM (final DMSO concentration was 0.1%). After 
24 h, cells were fixed (3.7% formaldehyde-PBS, rt, 30 min) and washed with PBS. Images 
were obtained using an IX70 inverted fluorescence microscope (Olympus) with a x100 
objective. For quantitative assessment of NPC1L1 localization to the plasma membrane, 
25 images were acquired and analyzed. Cells with ER localization, near-ER localization, 
mixed localization, near-PM localization, and PM localization were counted as 0, 0.25, 0.5, 
0.75, and 1, respectively, and the average value was presented as a percentage (% 
plasma membrane localization). Images of typical cells and a representative dose–
response curve obtained from the quantification procedure are shown in Figure 2-5. 
 
Quantification of GFP fluorescence in lysates 
For evaluation of steady-state NPC1L1-GFP expression levels, GFP fluorescence of 
lysates was measured and normalized by total protein concentration. In a 12-well plate, 
cells were cultured to 70% confluency in medium without phenol red and treated with 
vehicle or test compounds. After 24 h, the medium was removed and the cells were lysed 
in TNET buffer (1% Triton X-100, 25 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 7.5) for 1 h 
on ice. The debris was removed by centrifugation (13,500 rpm at 4 °C for 5 min), and the 
fluorescence of the supernatant was measured with a Wallac 1420 multilabel counter 
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(PerkinElmer Life Science). The total protein concentrations were determined by BCA 
assay, and fluorescence intensities were normalized. 
 
LXR reporter assay 
HEK 293 cells were plated at a density of 20% confluent/96 well plate 24 h prior to 
transfection. One well of cells was cotransfected with 15 ng of CMX-Gal4N-hLXRα or 
CMX-Gal4N-hLXRβ expression plasmids, 50 ng of tk-MH100x4-luc reporter, and 10 ng of 
CMX-β-galactosidase expression vector. Transfections were performed by the calcium 
phosphate coprecipitation method. After 8 h, transfected cells were treated with test 
compounds of DMSO for 16 h. Treated cells were assayed for luciferase activity in a 
luminometer. The luciferase activity of each sample was normalized by the level of β-
galactosidase activity. Each transfection was carried out in triplicated.  
 
mutagenesisの手順  
 PCRチューブに milli Q (液量が全体で 25 µLになるように調整), テンプレートとなるプラスミド 25 ng, 
10x buffer 2.5 µL, 25 mM MgSO4 1.5 µL, 2 mM dNTP 2.5 µL, primer mix (5 µM each in milli Q) 1.5 µL, KOD-
plus 0.5 µLを混合し, PCR反応を行う. PCR条件は一般的に 94 ºC, 2 min-(98 ºC, 10 sec-Tm-5 ºC, 30 sec-
68 ºC, X min) x X cyclesとしている （Xはプラスミドの全長 (kb)). PCR後に DpnIを 1 µL加えて混合し, 
37 ºCで 1 時間インキュベートする. 新しい PCRチューブに DpnI処理物 3.5 µL, ligation high ver. 2.5 µL, 
10 mM ATP 0.5 µL, T4 kinase 1 µLを加えて混合し, 16 ºCで 2 時間インキュベートすることでライゲーシ
ョンを行う.  
 ライゲーション後のサンプル 2 µLを用いて DH5α コンピテントセル (タカラバイオより購入)の形質転
換を行う. まず, あらかじめ分注しておいた DH5α 18 µLにライゲーション産物を加え, 氷上で 30 分間静
置する. その後, 42 ºCの湯浴を用いて 45 秒間ヒートショックを行い, すぐに氷上で 2分間冷却する. ここ
に SOC培地を 180 µL加え, 37 ºCで 1時間程度インキュベートする. インキュベートした培地 LB＋アン
ピシリン 寒天培地に 40-100 µL/枚で塗り広げ, 37 ºCで終夜培養する.  
 寒天培地にコロニーが生えれば, これをピックアップして TB+アンピシリン培地で 20-24 時間液体培
養する. この培養液から, miniprep キット (BioRadより購入)を用いて目的のプラスミドを回収する. 回収
したプラスミドのサイズおよび濃度は 0.75% アガロースゲル電気泳動 (アガロース 90 mg/TAE buffer 12 
mL, エチジウムブロミド (10 mg/mL)1.2 µL)を行い確認する. 必要によりシーケンス解析を行うが, これに
ついては Macrogen社に委託していた. 
 
トランスフェクションの詳細  (容量 120 µL の well の場合 )  
トランスフェクションは Lipofectamine LTX (Invitrogen)を用いて, 細胞を播種した翌日(25-50% conf.)に行
っていた. まず, プラスミド 100 ngを Opti-MEM (無血清培地, Invitrogen) 10 µLで希釈したものに, Opti-
MEMで 10倍希釈した PLUS試薬を 1 µL加え, タッピングした後, 室温で 5分間静置する. ここに Opti-
MEMで 40倍希釈した Lipofectamine LTXを 10 µL加え, タッピングした後室温で 30 分程度静置する. こ
れを全量, 培地に添加する. 
 
安定発現株の作製  
 3.5 cm dishに HEK細胞を 0.3/2 conf.で播種し, 37 ºCで終夜培養する. 翌日, Lipofectamine LTXを用い
てトランスフェクションを行う (プラスミド 2.0 µg, Opti-MEM 400 µL, PLUS試薬 2.0 µL, Lipofectamine 
LTX 5.0 µL. PLUS試薬および Lipofectamine LTXは希釈せずに使用する). さらに翌日, 10 cm dishに全量
播き直し, G418を用いた selectionを開始する. G418は HEK細胞用の培地に 10 mg/mLとなるように希
釈, フィルター滅菌したものをあらかじめ作製しておき, selection 時にはこれを 10 cm dish 1 枚あたり
800 µL (G418の終濃度は 0.8 mg/mL)加える. selection期間中は, 細胞の増え具合を見ながら, 数日に一度
培地交換を行う.  
 selection終了後 2回程度継代した後に, single cloneにするための操作を開始する. 継代時にはがした細
胞を, 1 wellあたり 0.8細胞程度になるように希釈して 96 well plateに播き, ある程度増えたところで, 目
的の遺伝子を発現している細胞が入った well (GFP 融合タンパク質であるならば, 蛍光顕微鏡観察により
緑色蛍光が認められる well)を選択し, 6 cm plateに播き直して培養する. single cloneにした後の細胞を培
養する際には, 発現を維持するために G418を 0.4 mg/mL程度培地に添加する. 
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低温培養  (一過性発現の場合 )  
1日目に, poly-D-lysineでコートされた triple-well glass-bottomed dishes (IWAKI)に HEK293細胞を 0.5/10 
conf.で播種し, 終夜 37 ºCで培養する. 2日目に Lipofectamine LTXを用いてトランスフェクションを行う. 
3日目に培地を 100 µL/wellで追加し, 27 ºCで 24時間培養し, 固定して蛍光顕微鏡観察を行う. 当研究室
には 27 ºC に設定できる CO2 インキュベーターがなかったため, 密閉容器に適量のドライアイスを加え
ることで代用していたが, この方法だと培地の pH が酸性に傾いて, 細胞毒性が発現することも少なくな
かった. 現在では, 容器を細胞培養用の 37 ºC CO2インキュベーター内に静置し, 容器内を 5% CO2で満た
した後に, 27 ºCでの培養を行っている. 
 

実験項2 –有機合成- 

General methods for organic synthesis. 
Proton and carbon nuclear magnetic resonance spectra (1H and 13C NMR) were recorded 
on a JEOL JNM-ECA 500 (500 MHz) spectrometer in the indicated solvent. Chemical 
shifts (d) are reported in parts per million relative to the internal standard, tetramethylsilane. 
Fast atom bombardment (FAB) mass spectra were recorded on a JEOL JMA-HX110 mass 
spectrometer. Steroids and reagents were purchased from Aldrich, TCI, Wako Pure 
Chemical Industry, and Kanto Kagaku and used without purification. Open column and 
flash column chromatography were performed using silica gel 60 (particle size 0.060–
0.210 mm) supplied by Kanto Kagaku. 
 

ステロール誘導体の合成 (第2章) 

General procedure for synthesis of amide derivatives of 3β-hydroxy-∆5-cholenic 
acid (Scheme 2-1) 
To a solution of 3β-hydroxy-∆5-cholenic acid (0.1 mmol) and Et3N (20 µL, 0.144 mmol) in 
THF (8 mL) was added isobutyl chloroformate (20 µL, 0.154 mmol) at 0 °C. The mixture 
was stirred at 0 °C for 10 min, and then amine (200 µL) was added at 0 °C. The whole 
was stirred at ambient temperature for 2 h to overnight, and then diluted with AcOEt. The 
organic layer was washed with saturated aqueous solution of NH4Cl and brine, dried 
(Na2SO4), filtered and evaporated. The desired compounds were purified as indicated 
below. 
 
3β-Hydroxy-∆5-cholenamide (FK076). 
Open column chromatography (n-hexane/AcOEt = 1:3 to 1:7) gave FK076 (39.2 mg, 
0.105 mmol, 93% yield) as colorless plates (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane/MeOH, 
mp 252.5–255.0 °C). 1H NMR (CDCl3–CD3OD) δ: 5.36–5.33 (1H, m), 3.51–3.41 (1H, m), 
3.37–3.32 (2H, m), 1.02 (3H, s), 0.97 (3H, d, J = 6.71 Hz), 0.70 (3H, s). 13C NMR (CDCl3–
CD3OD) δ: 182.16, 144.77, 125.30, 75.10, 60.64, 59.73, 54.04, 46.24, 45.67, 43.64, 
41.15, 40.36, 39.45, 36.45, 35.71 (2C), 34.96, 31.93, 28.07, 24.91, 23.06, 22.00, 15.55. 
13C NMR (DMSO-d6) δ: 174.66, 141.24, 120.39, 69.98, 56.20, 55.37, 49.59, 42.21, 41.84, 
36.91, 36.05, 34.92, 31.97, 31.44, 31.40, 31.34 (2C), 27.62, 23.86, 20.61, 19.13, 18.28, 
11.69. FAB-MS m/z: 374 (MH+), 356 ([M-OH]+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C24H40NO2 
374.3054, found 374.3053. 
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N-Methyl-3β-Hydroxy-∆5-cholenamide (FK082). 
Open column chromatography (n-hexane/AcOEt = 1:4 to 1:5) gave FK082 (32.1 mg, 
0.0828 mmol, 81% yield) as a colorless powder (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 
218.4–220.2 °C). 1H NMR (CDCl3– CD3OD) δ: 6.05 (1H, br s), 5.36–5.32 (1H, m), 3.54–
3.45 (1H, m), 2.77 (3H, s), 1.00 (3H, s), 0.93 (3H, d, J = 6.71 Hz), 0.68 (3H, s). 13C NMR 
(CDCl3–CD3OD) δ: 175.21, 141.09, 121.83, 71.73, 56.98, 56.07, 50.35, 42.64, 42.29, 
40.01, 37.51, 36.74, 35.82, 33.70, 32.13 (3C), 31.61, 28.39, 26.40, 24.50, 21.31, 19.63, 
18.61, 12.10. FAB- MS m/z: 410 (MNa+), 388 (MH+), 370 ([M-OH]+). Anal. Calcd for 
C25H41NO2�1/2H2O: C, 75.71; H, 10.67; N, 3.53. Found: C, 75.45; H, 10.44; N, 3.20. 
 
N,N-(Dimethyl)-3β-Hydroxy-∆5-cholenamide (OG828) 
This reaction was performed on 0.4 mmol scale. Open column chromatography (n-
hexane/AcOEt = 1:3 to 1:4) gave OG828 (141.1 mg, 0.351 mmol, 84% yield) as a 
colorless solid. 1H NMR (CDCl3) δ: 5.29–5.27 (1H, m), 3.49–3.42 (1H, m), 2.91 (6H, br s), 
0.94 (3H, s), 0.88 (3H, d, J = 6.71 Hz), 0.62 (3H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 173.82, 140.76, 
121.61, 71.71, 56.70, 55.89, 50.07, 42.35, 42.26, 39.74, 38.69, 37.24, 36.47, 35.65, 
35.60, 31.86, 31.85, 31.61, 31.23, 30.33, 28.16, 24.26, 21.05, 19.37, 18.51, 11.86. FAB-
MS m/ z: 402 (MH+). 
 
N,N-(Diethyl)-3β-Hydroxy-∆5-cholenamide (OG1033). 
Flash column chromatography (n-hexane/ethyl acetate 2:1 to 1:1) gave OG1033 (36.7 mg, 
0.085 mmol, 88%) as colorless plates (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 171.7–
172.9 °C). 1H NMR (CDCl3) δ: 5.35 (1H, br s), 3.56–3.49 (1H, m), 3.42–3.25 (4H, m), 2.36– 
2.16 (4H, m), 1.18 (3H, t, J = 7.0 Hz), 1.10 (3H, t, J = 7.0 Hz), 1.01 (3H, s), 0.95 (3H, d, J 
= 6.7 Hz), 0.68 (3H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 173.59, 141.63, 122.53, 72.63, 57.60, 56.86, 
50.98, 43.25, 43.16, 42.84, 40.88, 40.64, 38.13, 37.36, 36.57, 32.75 (2C), 32.52, 32.48, 
31.02, 29.06, 25.16, 21.95, 20.27, 19.43, 15.32, 13.98, 12.75. FAB- MS (glycerol-mNBA 
2:1 + NaCl) m/z: 430 (MH+), 452 (MNa+). Anal. Calcd for C28H47NO2: C, 78.27; H, 11.03; N, 
3.26. Found: C, 77.99; H, 11.05; N, 3.26. 
 
N,N-(Di-n-propyl)-3β-Hydroxy-∆5-cholenamide (FK190). 
Open column chromatography (n-hexane/AcOEt = 3:1 to 2:1) gave FK190 (41.0 mg, 
0.0896 mmol, 82% yield) as colorless plates (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 
117.1–118.5 °C). 1H NMR (CDCl3) δ: 5.33–5.30 (1H, m), 3.55–3.47 (1H, m), 3.32–3.10 (4H, 
m), 0.99 (3H, s), 0.94 (3H, d, J = 6.9 Hz), 0.67 (3H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 173.61, 140.87, 
121.68, 71.78, 56.79, 56.06, 50.17, 49.83, 47.68, 42.45, 42.34, 39.83, 37.34, 36.55, 
35.79, 31.94 (2C), 31.83, 31.69, 30.16, 28.26, 24.33, 22.38, 21.15, 20.99, 19.46, 18.61, 
11.94, 11.38 (2C). FAB-MS m/z: 480 (MNa+), 458 (MH+). Anal. Calcd for C30H51NO2: C, 
78.72; H, 11.23; N, 3.06. Found: C, 78.50; H, 11.03; N, 3.22. 
 
N,N-(Di-n-butyl)-3β-Hydroxy-∆5-cholenamide (OG1060). 
Flash column chromatography (n-hexane/ethyl acetate = 3:1 to 2:1) gave OG1060 (35.8 
mg, 0.074 mmol, 85%) as a colorless powder (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 
112.1–114.0 °C). 1H NMR (CDCl3) δ: 5.32 (1H, d, J = 5.5 Hz), 3.53–3.46 (1H, m), 3.32– 
3.17 (4H, m), 0.98 (3H, s), 0.94–0.87 (total 9H, m), 0.66 (3H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 
173.07, 140.52, 121.43, 71.52, 56.49, 55.74, 49.86, 47.59, 45.46, 42.14, 42.05, 39.52, 
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37.02, 36.25, 35.47, 31.64, 31.50, 31.40, 31.05, 29.87, 29.68, 27.96, 24.04, 20.84, 
20.02, 19.90, 19.16, 18.33, 13.64, 11.64. FAB-MS (glycerol- mNBA 2:1) m/z: 486 (MH+). 
Anal. Calcd for C32H55NO2: C, 79.12: H, 11.41; N, 2.88. Found: C, 79.13; H, 11.43; N, 
2.97. 
 
General procedure for synthesis of carbamate derivatives of compound OG828 
(Scheme 2-2) 
To a solution of OG828 (0.1 mmol) and pyridine (80 µL, 0.991 mmol) in CH2Cl2 (8 mL) was 
added triphosgene (33.3 mg, 0.112 mmol) at 0 °C. The mixture was stirred for 20 min at 
an ambient temperature. Then amine (200–500 µL) was added and stirring was continued 
at ambient temperature overnight. The whole was diluted with CH2Cl2. The organic layer 
was washed with water, saturated aqueous solution of NH4Cl and brine, dried (Na2SO4), 
filtered and evaporated. 
 
N,N-(Dimethyl)-∆5-cholenamid-3β-yl carbamate (FK087). 
Open column chromatography (n-hexane/AcOEt = 1:2) gave FK087 (25.6 mg, 0.0576 
mmol, 62% yield) as colorless cubes (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 199.8–
202.5 °C). 1H NMR (CDCl3) δ: 5.41–5.36 (1H, m), 4.60 (2H, br s), 4.53–4.45 (1H, m), 3.01 
(3H, s), 2.94 (3H, s), 1.01 (3H, s), 0.95 (3H, d, J = 6.10 Hz), 0.68 (3H, s). 13C NMR (CDCl3) 
δ: 173.66, 156.40, 139.61, 122.56, 74.66, 56.60, 55.84, 49.95, 42.34, 39.67, 38.35, 
37.31, 36.93, 36.51, 35.58, 35.38, 31.83 (2C), 31.20, 30.31, 28.12, 27.98, 24.25, 21.00, 
19.29, 18.51, 11.85. FAB-MS m/z: 467 (MNa+), 445 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for 
C27H45N2O3 445.3425, found 445.3383. 
 
N,N-(Dimethyl)-∆5-cholenamid-3β-yl N,N-dimethylcarbamate (FK176). 
Open column chromatography (n-hexane/ AcOEt = 1:2) gave FK176 (24.2 mg, 0.0512 
mmol, 48% yield) as colorless cubes (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 170.9– 
173.1 °C). 1H NMR (CDCl3) δ: 5.38–5.34 (1H, m), 4.57–4.44 (1H, m), 2.97 (6H, s), 2.88 
(6H, s), 1.01 (3H, s), 0.94 (3H, d, J = 6.87 Hz), 0.67 (3H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 173.67, 
156.30, 139.98, 122.33, 74.67, 56.64, 55.85, 49.96, 42.37, 39.71, 38.73, 37.34, 37.03, 
36.57, 36.26, 35.85, 35.61, 35.40, 31.88 (2C), 31.22, 30.33, 28.30, 28.16, 24.28, 21.03, 
19.37, 18.54, 11.88. FAB-MS m/ z: 495 (MNa+), 473 (MH+). Anal. Calcd for C29H43N2O3: C, 
73.68; H, 10.23; N, 5.93. Found: C, 73.98; H, 10.32; N, 5.89. 
 
N,N-(Dimethyl)-∆5-cholenamid-3β-yl N,N-diethylcarbamate (FK086). 
 Open column chromatography (n-hexane/ AcOEt = 1:1) gave FK086 (13.3 mg, 0.0266 
mmol, 29% yield) as colorless cubes (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 145.1– 
147.8 °C). 1H NMR (CDCl3) δ: 5.40–5.35 (1H, m), 4.56–4.47 (1H, m), 3.26 (4H, br s), 3.01 
(3H, s), 2.94 (3H, s), 1.11 (6H, t, J = 7.02 Hz), 1.02 (3H, s), 0.95 (3H, d, J = 6.71 Hz), 0.68 
(3H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 173.64, 155.53, 140.00, 122.22, 74.22, 56.62, 55.84, 49.94, 
42.35, 41.13 (2C, br s), 39.69, 38.69, 37.31, 37.03, 36.55, 35.58, 35.38, 31.85 (2C), 
31.20, 30.30 (2C), 30.05, 28.29, 28.13, 24.26, 21.01, 19.36, 18.52, 11.85. FAB-MS m/z: 
523 (MNa+), 501 (MH+). Anal. Calcd for C31H52N2O5: C, 74.35; H, 10.47; N, 5.59. Found: 
C, 74.09; H, 10.18; N, 5.49. 
 
N,N-(Dimethyl)-∆5-cholenamid-3β-yl N,N-di-n-propylcarbamate (FK202).  
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Open column chromatography (n-hexane/ AcOEt = 1:2) gave FK202 (30.0 mg, 0.0567 
mmol, 53% yield) as colorless cubes (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 81.4– 
83.2 °C). 1H NMR (CDCl3) δ: 5.37–5.32 (1H, m), 4.52–4.44 (1H, m), 3.14 (4H, s), 2.96 (6H, 
s), 1.00 (3H, s), 0.93 (3H, d, J = 6.87 Hz), 0.86 (6H, t, J = 7.45 Hz), 0.66 (3H, s). 13C NMR 
(CDCl3) δ: 173.67, 156.01, 140.02, 122.25, 74.30, 56.64, 55.85, 49.95, 49.03, 48.50, 
42.36, 39.71, 38.68, 37.34, 37.05, 36.58, 35.61, 35.41, 31.88 (2C), 31.22, 30.33, 28.30, 
28.16, 24.28, 21.87, 21.38, 21.04, 19.40, 18.54, 11.88, 11.30 (2C). FAB-MS m/z: 551 
(MNa+), 529 (MH+). Anal. Calcd for C33H56N2O3·1/2 H2O: C, 73.70; H, 10.68; N, 5.21. 
Found: C, 73.57; H, 10.95; N, 5.22. 
 
N,N-(Dimethyl)-∆5-cholenamid-3β-yl N,N-di-n-butylcarbamate (FK101). 
Open column chromatography (n-hexane/ AcOEt = 1:1) gave FK101 (36.5 mg, 0.0656 
mmol, 71% yield) as a colorless oil. 1H NMR (CDCl3) δ: 5.39–5.34 (1H, m), 4.54–4.45 (1H, 
m), 3.25–3.13 (4H, m), 3.01 (3H, s), 2.94 (3H, s), 1.02 (3H, s), 0.95 (3H, d, J = 6.71 Hz), 
0.92 (6H, t, J = 7.32 Hz), 0.68 (3H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 173.61, 155.88, 139.96, 
122.19, 74.26, 56.59, 55.81, 49.91, 46.98, 46.31, 42.31, 39.66, 38.63, 37.29, 37.00, 
36.53, 35.55, 35.35, 31.83, 31.17, 30.70, 30.27 (2C), 28.24, 28.11, 24.23, 20.98, 
20.01(2C), 19.33, 18.49, 13.84, 11.84. FAB-MS m/z: 579 (MNa+), 557 (MH+). HRMS (FAB, 
[M+Na]+) calcd for C35H60N2NaO3 579.4496, found 579.4449. 
 
N,N-(Dimethyl)-∆5-cholenamid-3β-yl morpholinecarbamate (FK084).  
Open column chromatography (n-hexane/ AcOEt = 1:2 to 1:3) gave FK084 (34.6 mg, 
0.0672 mmol, 74% yield) as colorless cubes (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 
175.8– 177.2 °C). 1H NMR (CDCl3) δ: 5.40–5.35 (1H, m), 4.58–4.49 (1H, m), 3.68–3.62 
(4H, m), 3.48–3.43 (4H, m), 3.01 (3H, s), 2.94 (3H, s), 1.02 (3H, s), 0.95 (3H, d, J = 6.71 
Hz), 0.68 (3H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 173.61, 155.01, 139.70, 122.48, 75.01, 66.58 (2C), 
56.58, 55.82, 49.90, 43.93 (2C, br s), 42.31, 39.65, 38.55, 37.29, 36.94, 36.51, 35.56, 
35.35, 31.82 (2C), 31.17, 30.28, 28.14, 28.10, 24.23, 20.98, 19.30, 18.49, 11.83. FAB-
MS m/z: 537 (MNa+), 515 (MH+). Anal. Calcd for C31H50N2O4: C, 72.33; H, 9.79; N, 5.44. 
Found: C, 72.07; H, 9.77; N, 5.34. 
 
N,N-(Dimethyl)-∆5-cholenamid-3β-yl 4-methylpiperazinecarbamate (FK092). 
Open column chromatography (CHCl3/ MeOH = 100/0 to 100/3) gave FK092 (30.0 mg, 
0.0568 mmol, 60% yield) as as a colorless powder (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, 
mp 158.9–160.0 °C). 1H NMR (CDCl3) δ: 5.39–5.36 (1H, m), 4.55–4.47 (1H, m), 3.51–3.46 
(4H, m), 3.01 (3H, s), 2.94 (3H, s), 2.37–2.35 (4H, m), 2.30 (3H, s), 1.02 (3H, s), 0.95 (3H, 
d, J = 6.71 Hz), 0.68 (3H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 173.62, 154.97, 139.82, 122.39, 74.81, 
56.59, 55.82, 54.72 (2C), 49.91, 46.16, 43.49 (2C, br s), 42.33, 39.66, 38.59, 37.30, 
36.97, 36.53, 35.57, 35.36, 31.83 (2C), 31.18, 30.29, 28.17, 28.12, 24.24, 20.99, 19.32, 
18.51, 11.84. FAB-MS m/ z: 550 (MNa+), 528 (MH+). Anal. Calcd for C32H53N3O3�1/3 H2O: 
C, 72.00; H, 10.13; N, 7.87. Found: C, 72.22; H, 9.75; N, 7.98. 
 
N,N-(Dimethyl)-∆5-cholenamid-3β-yl N,N-bis(2-hydroxyethyl)carbamate (FK085). 
Open column chromatography (CHCl3/MeOH = 20/1) gave FK085 (20.5 mg, 0.0385 mmol, 
49% yield) as a colorless powder (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 149.1–
151.2 °C). 1H NMR (CDCl3) δ: 5.40–5.35 (1H, m), 4.57– 4.49 (1H, m), 3.88–3.75 (4H, m), 
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3.57 (2H, br s), 3.52–3.42 (4H, m), 3.01 (3H, s), 2.93 (3H, s), 1.02 (3H, s), 0.95 (3H, d, J = 
6.71 Hz), 0.68 (3H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 173.77, 156.73, 139.62, 122.59, 75.22, 61.93 
(2C), 56.60, 55.86, 52.45, 51.94, 49.93, 42.35, 39.68, 38.59, 37.35, 36.97, 36.54, 35.61, 
35.42, 31.83 (2C), 31.21, 30.35, 28.23, 28.13, 24.26, 21.02, 19.34, 18.52, 11.85. FAB-
MS m/z: 555 (MNa+). Anal. Calcd for C31H52N2O5: C, 69.89; H, 9.84; N, 5.26. Found: C, 
69.59; H, 9.97; N, 5.09. 
 
Synthesis of bis(2-hydroxyethyl)carbamate derivatives of oxysterols (Scheme 2-3) 
 
Cholest-5-en-3β-yl N,N-bis(2-hydroxyethyl)carbamate (FK113). 
To a solution of cholesterol (779.2 mg, 2.02 mmol) in CH2Cl2 (6 mL) and pyridine (20 mL) 
was added triphosgene (507.8 mg, 1.71 mmol) at 0 °C. The mixture was stirred for 20 min 
at 0 °C. In a separate flask, diethanolamine (4 mL, 41.5 mmol) was dissolved in THF (60 
mL). The former solution was added dropwise to the latter solution at 0 °C, and the 
mixture was stirred overnight at ambient temperature. The reaction was quenched by 
adding water and the whole was extracted with CH2Cl2. The organic layer was washed 
(water, aqueous ammonium chloride, brine), dried (Na2SO4), and concentrated. The 
residue was purified by open column chromatography (n-hexane/ AcOEt = 2:1 then 
CHCl3/MeOH = 94/6) to afford the title compound (795.8 mg, 1.54 mmol, 76%) as 
colorless cubes (recrystallised from n-hexane/CH2Cl2, mp 161.3–164.1°C). 1H NMR 
(CDCl3) δ: 5.40– 5.35(1H, m), 4.56–4.46 (1H, m), 4.45–4.16 (2H, br m), 3.83–3.73 (4H, m), 
3.51–3.39 (4H, m), 1.02 (3H, s), 0.92 (3H, d, J = 6.71 Hz), 0.87 (3H, d, J = 6.71 Hz), 0.86 
(3H, d, J = 6.71 Hz), 0.68 (3H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 156.57, 139.58, 122.56, 75.22, 
61.68, 61.54, 56.61, 56.12, 52.47, 51.99, 49.93, 42.25, 39.67, 39.44, 38.55, 36.93, 
36.50, 36.13, 35.75, 31.84, 31.80, 28.17 (2C), 27.93, 24.22, 23.82, 22.75, 22.51, 20.99, 
19.30, 18.66, 11.79. FAB-MS m/z: 540 (MNa+). Anal. Calcd for C32H55NO4: C, 74.23; H, 
10.71; N, 2.71. Found: C, 74.01; H, 10.71; N, 2.68. 
 
5α,6β-Dihydroxy-cholestan-3β-yl N,N-bis(2-hydroxyethyl)carbamate (OG1078).  
The title compound was prepared according to reported procedures37,75. To a solution of 
FK113 (146.0 mg, 0.282 mmol) in CH2Cl2 (6 mL) was added mCPBA (186.0 mg, 0.753 
mmol, ca. 70%). The mixture was stirred overnight at ambient temperature and then 
diluted with ethyl acetate. The organic layer was washed with saturated aqueous solution 
of NaHCO3 and brine, dried (MgSO4) and concentrated. The crude epoxide was subjected 
to the next reaction without further purification. To a solution of the epoxide in THF (8 mL) 
was added HIO4·2H2O (130.0 mg, 0.5727 mmol) at 0 °C. The solution was stirred at 
ambient temperature for 2 h and then diluted with ethyl acetate. The organic layer was 
washed with saturated aqueous solution of NaHCO3 and brine, dried (MgSO4) and 
concentrated. The residue was purified by flash column chromatography (AcOEt/CH2Cl2/ 
MeOH = 10/10/1 to 10/10/2) to afford the title compound (27.0 mg, 0.049 mmol, 17%) as 
a colorless powder. 1H NMR (CDCl3/ CD3OD) δ: 5.04–4.97 (1H, m), 3.75 (4H, br s), 3.55–
3.33 (5H, m), 2.10 (1H, dd, J = 12.20, 12.20 Hz), 1.98 (1H, dt, J = 12.41, 2.59 Hz), 1.17 
(3H, s), 0.90 (3H, d, J = 6.71 Hz), 0.87 (3H, d, J = 6.71 Hz), 0.86 (3H, d, J = 6.71 Hz), 
0.68 (3H, s). 13C NMR (CDCl3/CD3OD) δ: 157.01, 75.80, 75.12, 72.90, 61.07, 60.96, 
56.16, 55.76, 52.17, 51.62, 45.04, 42.62, 39.84, 39.39, 38.12, 37.02, 36.06, 35.72, 
34.29, 32.07, 30.19, 28.12, 27.88, 27.02, 24.04, 23.79, 22.66, 22.40, 20.98, 18.53, 
16.40, 11.98. FAB-MS m/z: 574 (MNa+). 
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Cholest-5-en-3β-yl N,N-bis[2-(tert-butyldimethylsilyloxy)ethyl]carbamate (FK115). 
To a solution of FK113 (395.3mg, 0.764 mmol) in CH2Cl2 (4.5 mL) and DMF (4.5 mL) was 
added imidazole (423.4 mg, 6.22 mmol) and TBSCl (441.1 mg, 2.93 mmol) at 0 °C. The 
mixture was stirred for 16 h at ambient temperature and then diluted with AcOEt. The 
organic layer was washed (water, brine), dried (Na2SO4), and concentrated. The residue 
was purified by open column chromatography (n-hexane/AcOEt = 100/0 to 95/ 5) to afford 
the title compound (560.9 mg, 0.752 mmol, 98%) as a colorless oil. 1H NMR (CDCl3) δ: 
5.34–5.30 (1H, m), 4.52–4.43 (1H, m), 3.68 (2H, t, J = 5.49 Hz), 3.63 (2H, t, J = 6.41 Hz), 
3.39– 3.32 (4H, m), 0.97 (3H, s), 0.86 (3H, d, J = 6.71 Hz), 0.84 (9H, s), 0.83 (9H, s), 0.81 
(3H, d, J = 6.71 Hz), 0.81 (3H, d, J = 6.71 Hz), 0.62 (3H, s), 0.00 (6H, s), -0.01 (6H, s). 13C 
NMR (CDCl3) δ: 155.65, 139.84, 122.38, 74.49, 61.52 (2C), 56.66, 56.12, 51.14, 50.73, 
50.00, 42.29, 39.73, 39.50, 38.67, 37.02, 36.55, 36.17, 35.78, 31.87 (2C), 28.27, 28.21, 
27.98, 25.88 (6C), 24.27, 23.82, 22.79, 22.54, 21.02, 19.31, 18.70, 18.21, 14.09, 11.82, 
-5.38 (2C), -5.44 (2C). 
 
7-Oxocholest-5-en-3β-yl N,N-bis[2-(tert-butyldimethylsilyloxy)ethyl]carbamate 
(FK116).  
The allylic oxidation was performed following a reported procedure55. To a stirred mixture 
of FK115 (447.8 mg, 0.600 mmol) in 1,2-dichloroethane (3 mL) and RuCl3- ·nH2O (2.2 mg) 
in water (200 µL) was added dropwise TBHP (800 µL), in a water bath. The mixture was 
stirred overnight at ambient temperature. The reaction was quenched by adding acetone 
(3 mL) and saturated aqueous Na2S2O3 (3 mL). The whole was stirred for 2 h at 60 °C and 
then diluted with AcOEt. The organic layer was washed (water, brine), dried (Na2SO4), and 
concentrated. The residue was purified by open column chromatography (n-
hexane/AcOEt = 10/0 to 9/1) to afford the title compound (151.1 mg, 0.199 mmol, 33%) 
as a colorless oil. 1H NMR (CDCl3) δ: 5.68–5.64 (1H, m), 4.65–4.55 (1H, m), 3.69 (2H, t, J 
= 5.49 Hz), 3.64 (2H, t, J = 6.41 Hz), 3.37 (4H, t, J = 5.80 Hz), 1.16 (3H, s), 0.88 (3H, d, J 
= 6.71 Hz), 0.85 (9H, s), 0.84 (9H, s), 0.82 (3H, d, J = 6.71 Hz), 0.82 (3H, d, J = 6.71 Hz), 
0.64 (3H, s), 0.01 (6H, s), 0.00 (6H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 201.88, 164.16, 155.28, 
126.58, 72.80, 61.43, 61.39, 54.74, 51.08, 50.65, 49.95, 49.77, 45.36, 43.09, 39.43, 
38.64, 38.28, 38.25, 36.14, 36.00, 35.67, 28.50, 27.94, 27.86, 26.27, 25.58 (6C), 23.79, 
22.76, 22.51, 21.14, 18.83, 18.22, 18.17, 17.23, 11.92, -5.40 (2C), -5.45 (2C). 
 
7-Oxocholest-5-en-3β-yl N,N-bis(2-hydroxyethyl)carbamate (FK119).  
A solution of FK116 (151.1 mg, 0.199 mmol) and TBAF (1 M in THF, 360 µL, 0.36 mmol) 
in THF (4 mL) was stirred for 15 h at ambient temperature, and then diluted with AcOEt. 
The organic layer was washed (water, aqueous ammonium chloride, brine), dried (Na2SO4), 
and concentrated. The residue was purified by open column chromatography (n-
hexane/AcOEt = 1:1 then CHCl3/ MeOH = 9/1) to afford the title compound (58.1 mg, 
0.109 mmol, 55%) as colorless plates (recrystallised from n-hexane/CH2Cl2, mp 144.5–
146.8 °C). 1H NMR (CDCl3) δ: 5.71–5.69 (1H, m), 4.68–4.59 (1H, m), 4.16 (2H, br s), 3.86–
3.74 (4H, m), 3.52–3.42 (4H, m), 1.21 (3H, s), 0.92 (3H, d, J = 6.10 Hz), 0.87 (3H, d, J = 
6.71 Hz), 0.86 (3H, d, J = 6.71 Hz), 0.68 (3H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 202.12, 164.22, 
156.15, 126.51, 73.40, 61.56, 61.41, 54.75, 52.41, 51.88, 49.89, 49.69, 45.35, 43.05, 
39.39, 38.58, 38.26, 38.18, 36.11, 35.92, 35.66, 28.47, 27.92, 27.76, 36.23, 23.81, 
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22.74, 22.49, 21.12, 18.80, 17.22, 11.89. FAB-MS m/z: 554 (MNa+). Anal. Calcd for 
C32H53NO5: C, 72.28; H, 10.05; N, 2.63. Found: C, 71.98; H, 9.99; N, 2.61. 
 
7β-Hydroxycholest-5-en-3β-yl, N,N-bis(2-hydroxyethyl)carbamate (FK118).  
The title compound was prepared according to a reported reaction condition56,76. To a 
mixture of FK119 (36.0 mg, 0.0677 mmol) and CeCl3·7H2O (76.2 mg, 0.205 mmol) in THF 
(2 mL) and MeOH (1 mL) was added NaBH4 (16.1 mg, 0.426 mmol) at 0 °C. The mixture 
was stirred at ambient temperature for 14 h and then diluted with AcOEt. The organic layer 
was washed (water, aqueous ammonium chloride, brine), dried (Na2SO4), and 
concentrated. The residue was purified by open column chromatography (CHCl3/MeOH = 
10/0 to 9/1) to afford the title compound (30.7 mg, 0.0575 mmol, 85%) as a colorless 
powder (recrystallised from n-hexane/CH2Cl2, mp 147.8–150.2 °C). 1H NMR (CDCl3) δ: 
5.31 (1H, s), 4.59–4.50 (1H, m), 3.85–3.72 (1H, m), 3.84–3.76 (4H, m), 3.53–3.40 (4H, m), 
1.06 (3H, s), 0.92 (3H, d, J=6.10Hz), 0.87 (3H, d, J=6.71Hz), 0.86 (3H, d, J=6.71Hz), 0.69 
(3H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 156.62, 142.31, 126.34, 74.78, 73.17, 61.74 (2C), 55.89, 
55.46, 52.41, 51.91, 48.15, 42.90, 40.68, 39.48 (2C), 38.08, 36.66, 36.48, 36.18, 35.72, 
28.52, 28.18, 27.99, 26.35, 23.85, 22.79, 22.54, 21.03, 19.11, 18.76, 11.80. FAB-MS m/ 
z: 556 (MNa+). Anal. Calcd for C32H55NO5·1/2 H2O: C, 70.81; H, 10.40; N, 2.58. Found: C, 
70.66; H, 10.32; N, 2.51. 
 
Synthesis of bis(2-hydroxyethyl)carbamate derivatives of oxysterols (Scheme 2-4) 
 
6α-Hydroxycholesterol tert-butyldimethylsilyl ether (FK128).  
The 6α-hydroxylation was conducted by employing a reported reaction condition56. To a 
solution of cholesterol (1180.0 mg, 3.052 mmol) in CH2Cl2 (15 mL) and DMF (15 mL) was 
added imidazole (803.1 mg, 11.80 mmol) and TBSCl (896.6 mg, 5.949 mmol) at 0 °C. The 
mixture was stirred for 4 h at ambient temperature and then concentrated to remove 
CH2Cl2. Hexane was added to the residue, and then the hexane layer was washed (water, 
MeOH) and concentrated. The resultant silyl ether was used for the next reaction without 
further purification. A solution of the silyl ether in THF (30 mL) was treated with BH3·THF 
(1.03 M in THF, 4 mL, 4.12 mmol) at 0 °C. The whole was stirred for 5 h at ambient 
temperature, and then 2 M aqueous NaOH (5 mL) and 30% aqueous H2O2 (5 mL) were 
added to the solution at 0 °C. The whole was stirred at ambient temperature for 17 h and 
then diluted with AcOEt. The organic layer was washed (aqueous ammonium chloride, 
water, brine), dried (Na2SO4), and concentrated. The residue was purified by open column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 20/1) to afford the title compound (468.8 mg, 0.903 
mmol, 30% for 2 steps) as colorless crystals. 1H NMR (CDCl3) δ: 3.57–3.49 (1H, m), 3.44–
3.36 (1H, m), 0.91 (3H, d, J = 4.88 Hz), 0.88 (9H, s), 0.86 (3H, d, J = 6.10 Hz), 0.86 (3H, d, 
J = 0.86 Hz), 0.80 (3H, s), 0.64 (3H, s), 0.05 (6H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 72.05, 69.61, 
56.21 (2C), 53.89, 51.85, 42.59, 41.64, 39.87, 39.51, 37.44, 36.28, 36.14, 35.75, 34.30, 
32.57, 31.67, 28.18, 28.01, 25.94 (3C), 24.20, 23.80, 22.80, 22.55, 21.15, 18.66, 18.21, 
13.49, 12.03, -4.54 (2C). FAB-MS m/z: 541 (MNa+). 
 
Cholesterol-6α-yl acetate (FK129). 
 A solution of FK128 (468.8 mg, 0.903 mmol), Ac2O (500 µL, 5.29 mmol) and DMAP (23.4 
mg, 0.192 mmol) in pyridine (5 mL) was stirred at ambient temperature for 19 h and then 
diluted with AcOEt. The organic layer was washed (aqueous ammonium chloride, aqueous 
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sodium bicarbonate, brine), dried (Na2SO4), and concentrated. The resultant acetate was 
used for the next reaction without further purification. A solution of the acetate and TBAF 
(1 M in THF, 2 mL, 2.00 mmol) in THF (20 mL) was stirred at ambient temperature 
overnight and then diluted with AcOEt. The organic layer was washed (water, aqueous 
ammonium, brine), dried (Na2SO4), and concentrated. The residue was purified by open 
column chroma- tography (n-hexane/AcOEt = 3:1) to afford the title compound (361.5 mg, 
0.809 mmol, 90% for 2 steps) as colorless crystals. 1H NMR (CDCl3) δ: 4.71–4.64 (1H, m), 
3.56–3.48 (1H, m), 2.02 (3H, s), 0.90 (3H, d, J = 6.10 Hz), 0.88–0.84 (6H, m), 0.87 (3H, s), 
0.65 (3H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 170.71, 72.45, 70.62, 56.08, 56.05, 53.57, 48.57, 42.46, 
39.63, 39.33, 37.53, 37.06, 36.42, 35.99, 35.59, 33.97, 31.99, 30.90, 28.00, 27.82, 
23.94, 23.71, 22.65, 22.41, 21.07, 20.98, 18.52, 13.19, 11.86. FAB-MS m/z: 469 (MNa+). 
 
6α-Acetoxy-5α-cholestan-3β-yl N,N-bis(2-hydroxyethyl)carbamate (FK130). 
To a solution of FK129 (361.5mg, 0.809 mmol) in CH2Cl2 (25 mL) and pyridine (5 mL) was 
added triphosgene (258.5 mg, 0.872 mmol) at 0 °C. The mixture was stirred for 20 min at 
0 °C. In a separate flask, diethanolamine (2 mL, 20.7 mmol) was dissolved in CH2Cl2 (25 
mL). The former solution was added dropwise to the latter solution at 0 °C, and the 
mixture was stirred overnight at ambient temperature. The reaction was quenched by 
adding water and the whole was extracted with CH2Cl2. The organic layer was washed 
(water, aqueous ammonium chloride, brine), dried (Na2SO4), and concentrated. The 
residue was purified by open column chromatography (n-hexane/ AcOEt = 1:1 to 1:5) to 
afford the title compound (259.5 mg, 0.449 mmol, 55%) as colorless crystals. 1H NMR 
(CDCl3) δ: 4.71– 4.64 (1H, m), 4.62–4.54 (1H, m), 4.10 (2H, br s), 3.86–3.72 (4H, m), 
3.57–3.33 (4H, m), 2.03 (3H, s), 0.90 (3H, d, J = 6.71 Hz), 0.88 (3H, s), 0.86 (3H, d, J = 
6.10 Hz), 0.86 (3H, d, J = 7.32 Hz), 0.65 (3H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 170.99, 156.58, 
74.38, 72.34, 61.71, 61.66, 56.16, 56.04, 53.45, 52.51, 51.91, 48.46, 42.54, 39.66, 
39.41, 37.57, 36.83, 36.50, 36.06, 35.69, 34.04, 28.74, 28.08, 27.92, 27.59, 24.02, 
23.79, 22.74, 22.49, 21.27, 21.03, 18.61, 13.24, 11.94. FAB-MS m/z: 600 (MNa+), 578 
(MH+). 
 
6α-Hydroxy-5α-cholestan-3β-yl N,N-bis[2-(tert-butyldimethylsilyloxy)ethyl] 
carbamate (FK132).  
To a solution of FK130 (198.1 mg, 0.343 mmol) in CH2Cl2 (1 mL) and DMF (3 mL) was 
added imidazole (220.2 mg, 3.234 mmol) and TBSCl (232.0 mg, 1.539 mmol) at 0 °C. The 
mixture was stirred overnight at ambient temperature and then diluted with AcOEt. The 
organic layer was washed (water, aqueous ammonium chloride, brine) and concentrated. 
The resultant silyl ether was used for the next reaction without further purification. A 
mixture of the silyl ether and potassium carbonate (956.1 mg, 6.918 mmol) in MeOH (12 
mL) and CH2- Cl2 (2 mL) was stirred overnight at ambient temperature and then diluted 
with AcOEt. The organic layer was washed (aqueous ammonium chloride, brine), dried 
(Na2SO4), and concentrated. The residue was purified by open column chromatography 
(n-hexane/AcOEt = 7/1) to afford the title compound (179.8 mg, 0.235 mmol, 69% for 2 
steps) as a colorless amorphous solid. 1H NMR (CDCl3) δ: 4.59–4.51 (1H, m), 3.70 (2H, t, 
J = 5.49 Hz), 3.65 (2H, d, J = 6.41 Hz), 3.42–3.31 (4H + 1H, m), 0.89–0.88 (3H, m), 0.87 
(9H, s), 0.86 (9H, s), 0.84 (3H, d, J = 6.71 Hz), 0.84 (3H, d, J = 6.10 Hz), 0.80 (3H, s), 0.63 
(3H, s), 0.03 (6H, s), 0.02 (6H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 155.70, 72.24, 69.42, 61.49 (2C), 
56.16, 56.08, 53.66, 51.69, 51.11, 50.67, 42.52, 41.76, 39.75, 39.44, 37.06, 36.23, 
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36.08, 35.71, 34.28, 28.76, 28.12, 27.93, 27.72, 25.85 (6C), 24.14, 23.77, 22.75, 22.50, 
21.07, 18.60, 18.19, 18.15, 13.32, 11.97, -5.40 (2C), -5.46 (2C). 
 
6α-Hydroxy-5α-cholestan-3β-yl N,N-bis(2-hydroxyethyl)carbamate (FK131). 
A solution of FK132 (56.9mg, 0.0745 mmol) and TBAF (1 M in THF, 200 µL, 0.200 mmol) 
in THF (2 mL) was stirred at 45 °C for 2 h. Then the mixture was cooled to ambient 
temperature and diluted with AcOEt. The organic layer was washed (aqueous ammonium, 
brine), dried (Na2SO4), and concentrated. The residue was purified by open column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 1:5 then AcOEt/MeOH = 10/1) to afford the title 
compound (34.4 mg, 0.0642 mmol, 86%) as colorless needles (recrystallised from n-
hexane/CH2Cl2, mp 198.3–200.1 °C). 1H NMR (CDCl3) δ: 4.62–4.53 (1H, m), 4.25 (2H, br 
s), 3.87–3.68 (4H, m), 3.58–3.52 (2H, m), 3.41–3.27 (2H + 1H, m), 0.90 (3H, d, J=6.10Hz), 
0.87 (3H, d, J=6.71Hz), 0.86 (3H, d, J=6.71Hz), 0.83 (3H, s), 0.65 (3H, s). 13C NMR 
(CDCl3) δ: 156.79, 75.15, 69.37, 61.54, 61.46, 56.27, 56.16, 53.69, 52.38, 51.88, 51.69, 
42.58, 41.65, 39.80, 39.47, 37.09, 36.31, 36.14, 35.78, 34.33, 28.79, 28.16, 27.98, 
27.72, 24.19, 23.89, 22.78, 22.54, 21.13, 18.64, 13.39, 12.02. FAB-MS m/z: 558 (MNa+), 
536 (MH+). Anal. Calcd for C32H57NO5: C, 71.73; H, 10.72; N, 2.61. Found: C, 71.50; H, 
10.59; N, 2.54. 
 
6-Oxo-5α-cholestan-3β-yl N,N-bis[2-(tert-butyldimethylsilyloxy)ethyl] carba-mate 
(FK134’).  
To a suspension of Celite (117.8 mg), sodium acetate (19.9 mg, 0.243 mmol) and PCC 
(68.2 mg, 0.316 mmol) in CH2Cl2 (1 mL) was added a solution of FK132 (122.9 mg, 0.161 
mmol) in CH2Cl2 (2 mL) at ambient temperature. The whole was stirred at ambient 
temperature for 13 h, filtered through a pad of Celite, and concentrated. The residue 
waspurified by open column chromatography (n-hexane/AcOEt = 9/1) to afford the title 
compound (59.6 mg, 0.0782 mmol, 49%) as a colorless oil. 1H NMR (CDCl3) δ: 4.61–4.54 
(1H, m), 3.71 (2H, t, J = 5.80 Hz), 3.67 (2H, t, J = 6.10 Hz), 3.42–3.36 (4H, m), 0.90 (3H, d, 
J = 6.71 Hz), 0.88 (9H, s), 0.87 (9H, s), 0.86 (3H, d, J = 6.71 Hz), 0.85 (3H, d, J = 6.71 Hz), 
0.75 (3H, s), 0.65 (3H, s), 0.04 (6H, s), 0.03 (6H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 210.56, 155.62, 
73.45, 61.62, 61.40, 56.66, 56.60, 56.11, 53.84, 51.20, 50.71, 46.66, 42.97, 40.95, 
39.44 (2C), 37.98, 36.47, 36.06, 35.67, 28.00, 27.98, 27.39, 26.59, 25.87 (7C), 23.94, 
23.79, 22.77, 22.52, 21.48, 18.61, 18.20, 13.04, 11.98, -5.40 (2C), -5.43 (2C). 
 
6-Oxo-5α-cholestan-3β-yl N,N-bis(2-hydroxyethyl)carbamate (FK134). 
A solution of FL134’ (59.6 mg, 0.0782 mmol) and TBAF (1 M in THF, 200 µL, 0.200 mmol) 
in THF (2 mL) was stirred at 45 °C for 3 h, then cooled to ambient temperature and diluted 
with AcOEt. The organic layer was washed (aqueous ammonium, brine), dried (Na2SO4), 
and concentrated. The residue was purified by open column chromatography (n-
hexane/AcOEt = 1:5 to 1:9) to afford the title compound (28.4 mg, 0.0532 mmol, 68%) as 
a colorless powder (recrystallised from n-hexane/CH2Cl2, mp 138.9– 140.1 °C). 1H NMR 
(CDCl3) δ: 4.65–4.54 (1H, m), 3.86–3.74 (4H, m), 3.63 (2H, br s), 3.52–3.39 (4H, m), 0.91 
(3H, d, J = 6.71 Hz), 0.87 (3H, d, J = 6.71 Hz), 0.86 (3H, d, J = 6.71 Hz), 0.77 (3H, s), 
0.66 (3H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 210.82, 156.59, 74.14, 61.84 (2C), 56.65, 56.52, 56.11, 
53.79, 52.53, 51.92, 46.64, 42.98, 40.99, 39.43 (2C), 37.99, 36.40, 36.07, 35.67, 27.98 
(2C), 27.30, 26.56, 23.94, 23.80, 22.77, 22.52, 21.48, 18.61, 13.07, 11.98. FAB-MS m/ 
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z: 556 (MNa+), 534 (MH+). Anal. Calcd for C32H55NO5·1/3 H2O: C, 71.20; H, 10.39; N, 2.59. 
Found: C, 71.34; H, 10.24; N, 2.53. 
 
6β-Hydroxy-5α-cholestan-3β-yl N,N-bis(2-hydroxyethyl)carbamate (FK139).  
Following a reported protocol, the 6- keto group was reduced to 6β-hydroxyl group57. To a 
solution of FK134’ (20.8 mg, 0.0390 mmol) in MeOH (1 mL) was added NaBH4 (4.4 mg, 
0.12 mmol) at 0 °C. The mixture was stirred at ambient temperature overnight and then 
diluted with AcOEt. The organic layer was washed (water, aqueous ammonium chloride, 
brine), dried (Na2SO4), and concentrated. The residue was purified by open column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 1:5 to 1:10) to afford the title compound (14.5 mg, 
0.0271 mmol, 69%) as colorless plates (recrystallised from n-hexane/CH2Cl2/MeOH, mp 
194.0–196.2°C). 1H NMR (CDCl3/CD3OD) δ: 4.69–4.60 (1H, m), 3.81–3.70 (4H + 1H, m), 
3.56–3.33 (4H, m), 1.04 (3H, s), 0.91 (3H, d, J=6.71Hz), 0.87 (3H, d, J=6.71Hz), 0.86 (3H, 
d, J=6.71Hz), 0.69 (3H, s). 13C NMR (CDCl3) δ: 156.83, 75.31, 71.51, 61.30, 56.20, 56.03, 
54.02, 52.29, 51.78, 47.08, 42.58, 39.80, 39.48, 38.43, 38.18, 36.08, 35.70, 35.30, 
31.68, 30.30, 29.60, 28.11, 27.92, 27.76, 24.13, 23.75, 22.69, 22.44, 20.94, 18.58, 
15.52, 11.98. FAB-MS m/z: 558 (MNa+), 536 (MH+). Anal. Calcd for C32H57NO5 1/4 H2O: C, 
71.13; H, 10.73; N, 2.59. Found: C, 71.11; H, 10.35; N, 2.53. 
 

非ステロイド性化合物の合成 (第5章) 

Synthesis of amide derivatives of 5,6-Dihydro-5-n-butyl-6-oxo-phenanthridine-2-
carboxylic acid (Scheme 5-1). 
 
Methyl 4-[(2-bromobenzoyl) butylamino] benzoate (FK205). 
To a vigorously stirred mixture of methyl 4-aminobenzoate (1581 mg, 10.46 mmol) in 
CH2Cl2 (50 mL) and saturated aqueous solution of NaHCO3 (50 mL) at 0 ºC was added 2-
bomobenzoyl chloride (1800 µL, 13.78 mmol). Stirring was continued for 9 hrs at ambient 
temperature. The biphasic mixture was separated and the organic phase was washed with 
saturated aqueous solution of NaHCO3, saturated aqueous solution of NH4Cl and brine, 
dried (Na2SO4) and concentrated. The residue was recrystallised from CH2Cl2 / n-hexane 
to afford the title compound (3060 mg, 9.157 mmol, 88% yield) as colorless needles. 1H-
NMR (CDCl3) δ: 8.05 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.93 (1H, brs), 7.73 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.66-7.64 
(2H, m), 7.42 (1H, ddd, J=6.9, 6.9, 1.2 Hz), 7.34 (1H, ddd, J=8.0, 8.0, 1.7 Hz), 3.91 (3H, 
s). 13C-NMR (CDCl3) δ: 166.52, 165.58, 141.60, 137.28, 133.64, 132.01, 130.93 (2C), 
129.93, 127.86, 126.18, 119.19, 119.11 (2C), 52.11. FAB-MS m/z: 336 (MH+, 81Br), 334 
(MH+, 79Br). 
 
Methyl 5,6-dihydro-5-n-butyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxylate (FK207). 
To a solution of FK205 (1026 mg, 3.072 mmol) in DMF (6 mL) was added NaH (210.1 mg, 
5.253 mmol, ca. 60%) at 0 ºC. The whole was stirred for 1 hr at ambient temperature. 
Then 1-iodobutane (750 µL, 6.60 mmol) was added and the whole was stirred at ambient 
temperature overnight. Then water was added and the whole was extracted with ethyl 
acetate. The organic layer was washed with water and brine, dried (Na2SO4) and 
concentrated. The resultant oil was subjected to the next reaction without further 
purifications. The deaerated mixture of the oil, Pd(OAc)2 (81.8 mg, 0.364 mmol), 
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PCy3·HBF4 (143.6 mg, 0.3718 mmol) and Cs2CO3 (821.6 mg, 2.523 mmol) in DMA (10 mL) 
was stirred at 130 ºC for 4 hrs. The whole was cooled to ambient temperature and filtered 
through a celite pad and the celite pad was washed with ethyl acetate. The filtrate was 
washed with water and brine, dried (Na2SO4) and concentrated. Open column 
chromatography (n-hexane / ethyl acetate = 8 / 1 to 4 / 1) gave the title compound (639.1 
mg, 2.066 mmol, 67% yield for 2 steps) as a colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.97 (1H, 
d, J=2.3 Hz), 8.53 (1H, dd, J=8.1, 1.2 Hz), 8.35 (1H, d, J=8.0 Hz), 8.16 (1H, dd, J=9.2, 
2.3 Hz), 7.79 (1H, ddd, J=6.9, 6.9, 1.1 Hz), 7.62 (1H, ddd, J=8.1, 8.1, 1.2 Hz), 7.42 (1H, d, 
J=9.2 Hz), 4.39 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.99 (3H, s), 1.81-1.75 (2H, m), 1.57-1.49 (2H, m), 1.02 
(3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 166.55, 161.44, 140.40, 133.10, 132.75, 130.33, 
128.86, 128.49, 125.53, 125.49, 123.79, 121.85, 119.19, 114.99, 52.28, 42.84, 29.48, 
20.33, 13.87. FAB-MS m/z: 310 (MH+). 
 
5,6-Dihydro-5-n-butyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxylic acid (FK208). 
A solution of FK207 (616.3 mg, 1.992 mmol) and LiOH·H2O (278.4 mg, 6.635 mmol) in 
THF (12 mL) and water (8 mL) was stirred at ambient temperature for 4 hrs. The whole 
was adjusted to pH2 using 2 N aqueous solution of HCl and extracted with ethyl acetate. 
The organic layer was washed with water and brine, dried (Na2SO4) and concentrated to 
afford the title compound (609.3 mg, 2.063 mmol, quant.) as a colorless solid. 1H-NMR 
(DMSO-d6) δ: 8.91 (1H, d, J=2.3 Hz), 8.50 (1H, d, J=8.6 Hz), 8.34 (1H, dd, J=8.0, 1.7 Hz), 
8.10 (1H, dd, J=9.2, 2.3 Hz), 7.86 (1H, ddd, J=8.0, 8.0, 1.2 Hz), 7.68-7.65 (2H, m), 4.33 
(2H, t, J=7.5 Hz), 1.65-1.62 (2H, m), 1.43-1.39 (2H, m), 0.93 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR 
(DMSO-d6) δ: 166.85, 160.30, 139.75, 133.19, 132.61, 130.52, 128.67, 128.09, 124.99, 
124.75, 124.53, 122.39, 118.25, 115.81, 41.96, 29.11, 19.64, 13.75. FAB-MS m/z: 296 
(MH+). 
 
General procedure for synthesis of amide derivatives of 5,6-Dihydro-5-n-butyl-6-
oxo-phenanthridine-2-carboxylic acid. 
To a solution of FK208 (40 mg, 0.15 mmol) and DMF (100 µL) in CH2Cl2 (1 mL) was added 
oxalyl chloride (30 µL, 0.35 mmol) at 0 ºC. The whole was stirred at this temperature for 10 
min. Then triethylamine (100 µL, 0.721 mmol) and amine (100 µL) was added at 0 ºC. The 
whole was stirred at ambient temperature for 20 min. Then the whole was diluted with 
ethyl acetate. The organic layer was washed with water and brine, dried (Na2SO4) and 
concentrated. The desired compounds were purified as indicated below. 
 
N,N’-(Di-n-propyl)-5,6-dihydro-5-n-butyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide 
(FK209). 
Open column chromatography (n-hexane / ethyl acetate = 2 / 1) gave the title compound 
(45.0 mg, 0.119 mmol, 83% yield) colorless cubes (recrystallized from CH2Cl2/n-hexane, 
mp 80.1–80.7 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.56 (1H, dd, J=8.0, 1.1 Hz), 8.32 (1H, d, J=1.7 Hz), 
8.26 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.77 (1H, ddd, J=7.7, 7.7, 1.8 Hz), 7.61 (1H, dd, J=7.0 Hz), 7.56 
(1H, dd, J=8.6, 1.8 Hz), 7.42 (1H, d, J=8.6 Hz), 4.40 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.51 (2H, brs), 3.28 
(2H, brs), 1.83-1.76 (2H, m), 1.75 (2H, brs), 1.62 (2H, brs), 1.57-1.49 (2H, m), 1.02 (3H, t, 
J=7.5 Hz), 1.02 (3H, brs), 0.79 (3H, brs). 13C-NMR (CDCl3) δ: 171.10, 161.28, 137.62, 
133.12, 132.59, 131.11, 128.90, 128.35, 127.80, 125.68, 122.28, 121.65, 119.37, 
114.99, 50.97, 46.62, 42.67, 29.49, 22.08, 20.80, 20.34, 13.89, 11.52, 11.18. FAB-MS 
m/z: 379 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C24H30N2O2 379.2386, found 379.2426. 
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N,N’-(Di-n-butyl)-5,6-dihydro-5-n-butyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide 
(FK210). 
Open column chromatography (n-hexane / ethyl acetate = 3 / 1) gave the title compound 
(54.3 mg, 0.134 mmol, 95% yield) a colorless oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.55 (1H, dd, J=8.0, 
1.7 Hz), 8.33 (1H, d, J=2.3 Hz), 8.26 (1H, d, J=8.1 Hz), 7.77 (1H, ddd, J=7.5, 7.5, 1.8 Hz), 
7.61 (1H, ddd, J=7.5, 7.5, 1.2 Hz), 7.56 (1H, dd, J=8.6, 1.8 Hz), 7.42 (1H, d, J=8.6 Hz), 
4.41 (2H, t, J=8.1 Hz), 3.55 (2H, brs), 3.30 (2H, brs), 1.82-1.76 (2H, m), 1.70 (2H, brs), 
1.57 (2H, brs), 1.57-1.49 (2H, m), 1.45 (2H, brs), 1.18 (2H, brs), 1.02 (3H, t, J=7.5 Hz), 
1.02 (3H, brs), 0.81 (3H, brs). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.96, 161.29, 137.63, 133.12, 
132.58, 131.09, 128.90, 128.35, 127.83, 125.69, 122.29, 121.65, 119.33, 114.98, 49.09, 
44.84, 42.67, 31.02, 29.70, 29.49, 20.34, 20.17, 19.85, 13.90, 13.82, 13.75. FAB-MS 
m/z: 407 (MH+). FAB-MS m/z: 379 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C26H35N2O2 
407.2699, found 407.2701. 
 
N-c-Propyl-5,6-dihydro-5-n-butyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide (FK211). 
Open column chromatography (n-hexane / ethyl acetate = 1 / 1) gave the title compound 
(44.7 mg, 0.134 mmol, 92% yield) a colorless powder (recrystallised from 
CH2Cl2/MeOH/n-hexane, mp 203.3–204.9 °C). 1H-NMR (CDCl3/CD3OD) δ: 8.67 (1H, d, 
J=2.3 Hz), 8.39 (1H, d, J=8.0 Hz), 8.23 (1H, d, J=8.6 Hz), 7.89 (1H, dd, J=8.6, 1.8 Hz), 
7.66 (1H, ddd, J=7.8, 7.8, 1.2 Hz), 7.61 (1H, brs), 7.52 (1H, dd, J=7.5, 7.5 Hz), 7.28 (1H, 
d, J=9.2 Hz), 4.25 (2H, t, J=8.0 Hz), 2.98-2.95 (1H, m), 1.72-1.66 (2H, m), 1.49-1.46 (2H, 
m), 0.98 (3H, t, J=7.5 Hz), 0.89 (2H, dd, J=12.6, 6.9 Hz), 0.75-0.73 (2H, m). 13C-NMR 
(CDCl3/CD3OD) δ: 168.81, 161.55, 138.89, 133.13, 132.72, 128.58, 128.40, 128.11, 
128.03, 125.19, 122.95, 121.83, 119.15, 114.99, 42.78, 29.46, 23.25, 20.28, 13.83, 6.50 
(2C). FAB-MS m/z: 335 (MH+). Anal. Calcd for C21H22N2O2: C, 75.42; H, 6.63; N, 8.38. 
Found: C, 75.14; H, 6.66; N, 8.25. 
 
N-c-Pentyl-5,6-dihydro-5-n-butyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide (FK212). 
Open column chromatography (n-hexane / ethyl acetate = 2 / 1) gave the title compound 
(35.7 mg, 0.0985 mmol, 70% yield) a colorless powder (recrystallised from CH2Cl2/n-
hexane, mp 179.8–180.8 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.65 (1H, d, J=1.7 Hz), 8.45 (2H, d, 
J=8.0 Hz), 8.21 (1H, d, J=8.1 Hz), 7.82 (1H, dd, J=9.2, 2.3 Hz), 7.67 (1H, ddd, J=6.9, 6.9, 
1.1 Hz), 7.54 (1H, dd, J=8.0, 8.0 Hz), 7.27 (1H, d, J=8.6 Hz), 6.66 (1H, d, J=7.5 Hz), 4.51-
4.42 (1H, m), 4.28 (2H, t, J=7.5 Hz), 2.18-2.11 (2H, m), 1.84-1.73 (2H, m), 1.73-1.66 (4H, 
m), 1.66-1.57 (2H, m), 1.52-1.42 (2H, m), 0.98 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 
166.65, 161.29, 138.88, 133.02, 132.54, 128.72, 128.70, 128.33, 127.58, 125.40, 
122.95, 121.78, 119.13, 114.80, 51.92, 42.65, 33.21 (2C), 29.44, 23.91 (2C), 20.28, 
13.85. FAB-MS m/z: 363 (MH+). Anal. Calcd for C23H26N2O2: C, 76.21; H, 7.23; N, 7.73. 
Found: C, 76.19; H, 7.27; N, 7.70. 
 
N-c-Hexyl-5,6-dihydro-5-n-butyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide (FK213). 
Open column chromatography (n-hexane / ethyl acetate = 12 / 5 to 2 / 1) gave the title 
compound (39.3 mg, 0.104 mmol, 70% yield) colorless needles (recrystallised from 
CH2Cl2/n-hexane, mp 173.5–174.1 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.66 (1H, d, J=2.3 Hz), 8.46 
(1H, dd, J=6.9, 1.2 Hz), 8.22 (1H, d, J=8.6 Hz), 7.83 (1H, dd, J=8.6, 1.8 Hz), 7.68 (1H, 
ddd, J=8.1, 8.1, 1.2 Hz), 7.55 (1H, ddd, J=8.0, 8.0, 1.2 Hz), 7.29 (1H, d, J=9.2 Hz), 6.54 
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(1H, d, J=8.0 Hz), 4.29 (2H, t, J=8.1 Hz), 4.07-4.02 (1H, m), 2.11-2.08 (2H, m), 1.83-1.77 
(2H, m), 1.74-1.36 (3H, m), 1.50-1.41 (4H, m), 1.40-1.33 (2H, m), 1.26-1.21 (1H, m), 0.98 
(3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 166.05, 161.28, 138.88, 133.01, 132.54, 128.82, 
128.73, 128.32, 127.56, 125.41, 122.95, 121.78, 119.14, 114.81, 48.98, 42.64, 33.27 
(2C), 29.44, 25.57, 25.04 (2C), 20.27, 13.84. FAB-MS m/z: 377 (MH+). Anal. Calcd for 
C24H28N2O2·2/3H2O: C, 74.20; H, 7.61; N, 7.21. Found: C, 74.21; H, 7.32; N, 7.26. 
 
5,6-Dihydro-5-n-butyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxylic acid piperazine amide 
(FK216). 
Open column chromatography (n-hexane / ethyl acetate = 2 / 1 to 1 / 1) gave the title 
compound (44.1 mg, 0.122 mmol, 86% yield) colorless needles (recrystallised from 
CH2Cl2/n-hexane, mp 100.5–102.3 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.50 (1H, dd, J=8.0, 1.7 Hz), 
8.34 (1H, d, J=1.7 Hz), 8.22 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.72 (1H, ddd, J=6.9, 6.9, 1.2 Hz), 7.58-
7.53 (2H, m), 7.38 (1H, d, J=8.6 Hz), 4.36 (2H, t, J=7.5 Hz), 3.58 (4H, brs), 1.78-1.72 (2H, 
m), 1.71-1.66 (2H, m), 1.61 (4H, brs), 1.52-1.45 (2H, m), 0.98 (3H, t, J=6.9 Hz). 13C-NMR 
(CDCl3, 50 ºC) δ: 169.73, 161.24, 138.04, 133.14, 132.48, 130.05, 128.91, 128.28, 
128.14, 125.78, 122.88, 121.65, 119.41, 114.86, 46.29 (2C), 42.64, 29.55, 26.15 (2C), 
24.59, 20.27, 13.73. FAB-MS m/z: 363 (MH+). Anal. Calcd for C23H26N2O2: C, 76.21; H, 
7.23; N, 7.73. Found: C, 76.38; H, 7.31; N, 7.71. 
 
5,6-Dihydro-5-n-butyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxylic acid pirrolidine amide 
(FK217). 
Open column chromatography (n-hexane / ethyl acetate = 1 / 2) gave the title compound 
(46.7 mg, 0.134 mmol, 93% yield) a colorless oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.50-8.48 (2H, m), 
8.23 (1H, d, J=8.6 Hz), 7.73-7.67 (2H, m), 7.55 (1H, ddd, J=8.0, 8.0, 1.2 Hz), 7.37 (1H, d, 
J=9.2 Hz), 4.34 (2H, t, J=7.5 Hz), 3.61 (4H, brs), 1.93 (4H, brs), 1.77-1.71 (2H, m), 1.52-
1.44 (2H, m), 0.97 (3H, t, J=6.9 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 168.90, 161.22, 138.09, 133.03, 
132.51, 130.41, 128.75, 128.32, 128.26, 125.50, 123.18, 121.65, 119.08, 114.70, 48.30 
(2C), 42.59, 29.40, 25.40 (2C), 20.23, 13.79. FAB-MS m/z: 349 (MH+). HRMS (FAB, 
[M+H]+) calcd for C22H25N2O2 349.1916, found 349.1954. 
 
N-i-Propyl-5,6-dihydro-5-n-butyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide (FK235). 
Open column chromatography (n-hexane / ethyl acetate = 2 / 1) gave the title compound 
(39.8 mg, 0.118 mmol, 85% yield) colorless cubes (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, 
mp 181.1–183.9 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.62 (1H, d, J=2.3 Hz), 8.41 (1H, dd, J=8.1, 1.2 
Hz), 8.17 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.80 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.62 (1H, ddd, J=7.4, 7.4, 1.2 
Hz), 7.50 (1H, ddd, J=8.0, 8.0, 1.2 Hz), 7.23 (1H, d, J=9.7 Hz), 6.59 (1H, br d, J=6.9 Hz), 
4.37-4.30 (1H, m), 4.24 (2H, t, J=7.5 Hz), 1.66 (2H, tt, J=7.5, 7.5 Hz), 1.44 (1H, tt, J=7.5, 
7.5 Hz), 0.94 (1H, t, J=7.4 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 166.15, 161.21, 138.85, 132.95, 
132.47, 128.64, 128.54, 128.26, 127.55, 125.33, 122.89, 121.71, 119.06, 114.74, 42.59, 
42.12, 29.38, 22.78 (2C), 20.20, 13.76. FAB-MS m/z: 337 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) 
calcd for C21H25N2O2 337.1916, found 337.1909. 
 
N-t-Butyl-5,6-dihydro-5-n-butyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide (FK236). 
Open column chromatography (n-hexane / ethyl acetate = 3 / 1) gave the title compound 
(40.3 mg, 0.115 mmol, 82% yield) a colorless amorphous. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.59 (1H, d, 
J=1.7 Hz), 8.43 (1H, dd, J=8.0, 1.2 Hz), 8.21 (1H, d, J=8.1 Hz), 7.72 (1H, dd, J=8.6, 1.7 
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Hz), 7.67 (1H, ddd, J=8.0, 8.0, 1.2 Hz), 7.53 (1H, ddd, J=7.5, 7.5, 1.2 Hz), 7.23 (1H, d, 
J=8.6 Hz), 6.31 (1H, br s), 4.25 (2H, t, J=7.5 Hz), 1.68 (2H, ttt, J=7.4, 7.4 Hz), 1.52 (9H, s), 
1.48-1.41 (2H, m), 0.96 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 166.36, 161.23, 138.76, 
132.99, 132.51, 129.44, 128.68, 128.28, 127.29, 125.40, 122.82, 121.73, 119.09, 
114.68, 51.85, 42.59, 29.39, 28.89 (3C), 20.23, 13.79. FAB-MS m/z: 351 (MH+). HRMS 
(FAB, [M+H]+) calcd for C22H27N2O2 351.2073, found 351.2040. 
 
N-Benzyl-5,6-dihydro-5-n-butyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide (FK238). 
Open column chromatography (n-hexane / ethyl acetate = 3 / 1) gave the title compound 
(42.0 mg, 0.109 mmol, 78% yield) colorless needles (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, 
mp 152.0–154.2 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.73 (1H, d, J=1.7 Hz), 8.41 (1H, dd, J=8.0, 1.1 
Hz), 8.18 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.87 (1H, dd, J=9.2, 2.3 Hz), 7.61 (1H, ddd, J=7.8, 7.8, 1.2 
Hz), 7.50 (1H, ddd, J=7.5, 7.5, 1.2 Hz), 7.36-7.22 (7H, m), 4.66 (1H, d, J=4.6 Hz), 4.24 
(2H, t, J=8.0 Hz), 1.66 (2H, tt, J=7.5, 7.5 Hz), 1.43 (2H, tt, J=7.5, 7.5 Hz), 0.94 (3H, t, 
J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ:166.82, 161.25, 139.09, 138.20, 132.92, 132.53, 128.65 
(4C), 128.32, 127.86 (2C), 127.70, 127.48, 125.33, 123.12, 121.74, 119.18, 114.85, 
44.18, 42.62, 29.38, 20.19, 13.77. FAB-MS m/z: 385 (MH+). Anal. Calcd for C25H24N2O2: 
C, 78.10; H, 6.29; N, 7.29. Found: C, 78.25; H, 6.31; N, 7.20. 
 
N,N’-Bis(2-hydroxyethyl)-5,6-dihydro-5-n-butyl-6-oxo-phenanthridine-2-
carboxamide (FK215).  
To a solution of FK208 (43.8 mg, 0.148 mmol) and DMF (100 µL) in CH2Cl2 (1 mL) was 
added oxalyl chloride (30 µL, 0.35 mmol) at 0 ºC. The whole was stirred at this 
temperature for 10 min. Then the whole was added to the vigorously stirred solution of 
diethanol amine (30 µL, 0.31 mmol) in saturated aqueous solution of NaHCO3 (1 mL). 
Stirring was continued for 5 hrs at ambient temperature. The biphasic mixture was 
separated and the organic phase was washed with saturated aqueous solution of NH4Cl 
and brine, dried (Na2SO4) and concentrated. Open column chromatography (ethyl acetate 
then CHCl3 / MeOH = 9 / 1) gave the title compound (15.8 mg, 0.0413 mmol, 28% yield) 
colorless cubes (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 80.8–82.1 °C). 1H-NMR (CDCl3) 
δ: 8.60 (1H, d, J=1.2 Hz), 8.40 (1H, dd, J=8.0, 1.2 Hz), 8.17 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.72 (1H, d, 
J=8.6 Hz), 7.63(1H, ddd, J=7.5, 7.5, 1.2 Hz), 7.50 (1H, dd, J=8.0, 8.0 Hz), 7.31 (1H, d, 
J=8.6 Hz), 4.25 (2H, t, J=8.0 Hz), 4.02 (2H, brs), 3.81 (2H, brs), 3.74 (2H, brs), 3.55 (2H, 
brs), 1.72-1.66 (2H, m), 1.47-1.42 (2H, m), 0.96 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 
173.15, 161.22, 137.90, 133.04, 132.62, 129.12, 129.07, 128.59, 128.29, 125.32, 
123.94, 121.87, 119.03, 115.05, 60.46, 59.49, 53.49, 49.29, 42.62, 29.40, 20.25, 13.82. 
FAB-MS m/z: 383 (MH+). Anal. Calcd for C22H26N2O4·4/5H2O: C, 66.58; H, 7.01; N, 7.06. 
Found: C, 66.48; H, 6.99; N, 6.67. 
 
Synthesis of 5-alkyl derivatives of N,N’-(diethyl)-5,6-dihydro-6-oxo-phenanthridine-
2-carboxamide (Scheme 5-2). 
 
N,N’-(diethyl)-4-(2-bromobenzoyl)aminobenzoic amide (FK218). 
To a suspension of 4-aminobenzoic acid (1379 mg, 10.05 mmol) and DMF (2 drops) in 
CH2Cl2 (10 mL) was added thionyl chloride (3 mL, 40 mmol) at 0 ºC. The whole was stirred 
at 40 ºC for 1 hr and 60 ºC for 1 hr. Then the whole was cooled to ambient temperature 
and diethyl amine (10 mL) was added. The whole was stirred overnight at ambient 
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temperature. Then the whole was poured into water and extracted with CH2Cl2. The 
organic layer was then washed with water and brine, dried (Na2SO4) and concentrated. 
The residue was subjected to the next reaction without further purifications. To a 
vigorously stirred mixture of the crude amide in CH2Cl2 (50 mL) and saturated aqueous 
solution of NaHCO3 (50 mL) was added 2-bromobenzoyl chloride (1.8 mL, 13.78 mmol) at 
0 ºC. Stirring was continued for 15 hrs at ambient temperature. The biphasic mixture was 
separated and the organic phase was washed with saturated aqueous solution of NaHCO3 
and brine, dried (Na2SO4) and concentrated. Open column chromatography (n-hexane / 
ethyl acetate = 1 / 1 to 1 / 2) gave the title compound (1621 mg, 4.320 mmol, 43% yield 
for 2 steps) a brown solid. 1H-NMR (CDCl3/CD3OD) δ: 7.68 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.64 (1H, d, 
J=8.0 Hz), 7.61 (1H, brs), 7.60 (1H, dd, J=7.5, 1.2 Hz), 7.43-7.40 (1H, m), 7.36 (1H, d, 
J=8.0 Hz), 7.39-7.31 (2H, m), 3.52 (2H, brs), 3.31 (2H, brs), 1.23 (3H, brs), 1.14 (3H, brs). 
13C-NMR (CDCl3/CD3OD) δ: 171.23, 166.20, 138.72, 137.91, 133.44, 132.95, 131.60, 
129.47, 127.67, 127.36 (2C), 119.86 (2C), 119.42, 43.51, 38.54, 14.26, 12.82. FAB-MS 
m/z: 377 (MH+, 81Br), 375 (MH+, 79Br). 
 
N,N’-(diethyl)-4-[(2-bromobenzoyl)-p-methoxybenzyl]aminobenzoic amide (FK219). 
To a solution of FK218 (1621 mg, 4.320 mmol) in DMF (15 mL) was added NaH (237.5 mg, 
5.938 mmol, ca. 60%) at 0 ºC. The whole was stirred for 1 hr at ambient temperature. 
Then 4-methoxybenzyl chloride (750 µL, 5.56 mmol) was added and the whole was stirred 
at ambient temperature overnight. Then water was added and the whole was extracted 
with ethyl acetate. The organic layer was washed with water and brine, dried (Na2SO4) and 
concentrated. Open column chromatography (n-hexane / ethyl acetate = 1 / 1) gave the 
title compound (2137 mg, 4.314 mmol, 100%) as an yellow amorphous. 1H-NMR (DMSO-
d6) δ: 7.45 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.28-7.21 (3H, m), 7.17 (1H, dd, J=8.1 Hz), 7.13-7.04 (5H, 
m), 6.85 (2H, d, J=8.6 Hz), 3.70 (3H, s), 3.36-3.26 (2H, m), 2.88-2.78 (2H, m), 1.04 (3H, 
brs), 0.81 (3H, brs). 13C-NMR (DMSO-d6) δ: 169.03, 167.48, 158.49, 141.35, 138.14, 
135.93, 132.17, 130.17, 129.60 (2C), 129.15, 128.68, 128.03 (2C), 126.94, 126.39 (2C), 
119.05, 113.76 (2C), 54.95, 50.85, 40.00, 39.00, 13.80, 12.73. FAB-MS m/z: 497 (MH+, 
81Br), 495 (MH+, 79Br). 
 
N,N’-(Diethyl)-5,6-dihydro-5-p-methoxybenzyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide 
(FK220). 
The deaerated mixture of the FK219 (1974 mg, 3.984 mmol), Pd(OAc)2 (97.5 mg, 0.434 
mmol), PCy3·HBF4 (192.2 mg, 0.4976 mmol) and Cs2CO3 (1005 mg, 3.085 mmol) in DMA 
(15 mL) was stirred at 130 ºC for 4 hrs. The whole was cooled to ambient temperature and 
filtered through a celite pad and the celite pad was washed with ethyl acetate. The filtrate 
was washed with water and brine, dried (Na2SO4) and concentrated. Open column 
chromatography (n-hexane / ethyl acetate = 1 / 1) gave the title compound (1565 mg, 
3.774 mmol, 95% yield) as a pale yellow amorphous. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.62 (1H, dd, 
J=8.0, 1.2 Hz), 8.34 (1H, d, J=2.3 Hz), 8.30 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.81 (1H, ddd, J=7.5, 7.5, 
1.7 Hz), 7.65 (1H, ddd, J=7.5, 7.5, 1.2 Hz), 7.43 (1H, dd, J=8.6, 2.3 Hz), 7.36 (1H, d, 
J=8.6 Hz), 7.20 (2H, d, J=9.2 Hz), 6.83 (2H, dt, J=8.6, 2.9 Hz), 5.61 (2H, brs), 3.76 (3H, s), 
3.58 (2H, brs), 3.33 (2H, brs), 1.34-1.23 (3H, m), 1.23-1.11 (3H, m). 13C-NMR (CDCl3) δ: 
170.52, 161.80, 158.79, 137.88, 133.31, 132.86, 131.24, 129.21, 128.45, 128.23, 
127.83 (2C), 127.52, 125.57, 122.01, 121.77, 119.45, 115.90, 114.22 (2C), 55.24, 46.00, 
43.41, 39.51, 14.34, 12.88. FAB-MS m/z: 415 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for 
C26H26N2O3 415.2022, found 415.2004. 
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N,N’-(Diethyl)-5,6-dihydro-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide (FK221). 
A solution of FK220 (1531 mg, 3.694 mmol) in TFA (4 mL) was refluxed for 8 hrs. The 
whole was cooled to ambient temperature and diluted with ethyl acetate. The organic layer 
was washed with water, saturated aqueous solution of NaHCO3 and brine, dried (Na2SO4) 
and concentrated. Open column chromatography (n-hexane / ethyl acetate = 1 / 2 to 1 / 
3) gave the title compound (681.4 mg, 2.314 mmol, 63%) as colorless cubes 
(recrystallised from CH2Cl2/MeOH/n-hexane, mp 233.2–236.0 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 
10.82 (1H, brs), 8.59 (1H, dd, J=8.0, 1.2 Hz), 8.33-8.29 (2H, m), 7.84 (1H, ddd, J=8.0, 8.0, 
1.2 Hz), 7.66 (1H, ddd, J=7.4, 7.4, 1.2 Hz), 7.53 (1H, dd, J=8.6, 1.8 Hz), 7.40 (1H, d, 
J=8.0 Hz), 3.60 (2H, brs), 3.36 (2H, brs), 1.28 (3H, brs), 1.21 (3H, brs). 13C-NMR 
(CDCl3/CD3OD) δ: 175.53, 166.70, 140.77, 138.22, 137.23, 135.06, 132.44, 132.09, 
131.40, 129.64, 126.54, 125.38, 122.51, 120.57, 47.88, 43.90, 18.12, 16.63. FAB-MS 
m/z: 295 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C18H19N2O2 295.1447, found 295.1418. 
 
General procedure for synthesis of 5-alkyl derivatives of N,N’-(diethyl)-5,6-dihydro-
6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide. 
A solution of FK221 (30 mg, 0.1 mmol), Cs2CO3 (70 mg, 0.2 mmol) and alkyl iodide or alkyl 
bromide (0.5 mmol) in DMF (500 µL) was stirred at 90 ºC for 1 hr. The whole was diluted 
with ethyl acetate. The organic layer was washed with water and brine, dried (Na2SO4) and 
concentrated. The desired compounds were purified as indicated below. 
 
N,N’-(Diethyl)-5,6-dihydro-5-ethyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide (FK222). 
Ethyl iodide was used for the reaction. Open column chromatography (n-hexane / ethyl 
acetate = 1 / 2) gave the title compound (27.2 mg, 0.0844 mmol, 86% yield) as a colorless 
oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.56 (1H, dd, J=8.0, 1.1 Hz), 8.36 (1H, d, J=1.8 Hz), 8.28 (1H, d, 
J=8.0 Hz), 7.78 (1H, ddd, J=6.9, 6.9, 1.2 Hz), 7.62 (1H, ddd, J=8.1, 8.1, 1.2 Hz), 7.58 (1H, 
dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.45 (H, d, J=8.6 Hz), 4.48 (2H, q, J=7.5 Hz), 3.60 (2H, brs), 3.38 (2H, 
brs), 1.42 (3H, t, J=6.9 Hz), 1.37-1.13 (6H, m). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.66, 161.09, 
137.47, 133.12, 132.61, 131.02, 128.86, 128.38, 127.67, 125.73, 122.22, 121.70, 
119.44, 114.86, 43.49, 39.57, 37.85, 14.42, 13.03, 12.71. FAB-MS m/z: 323 (MH+). 
HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C20H23N2O2 323.1760, found 323.1796. 
 
N,N’-(Diethyl)-5,6-dihydro-5-methyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide (FK223). 
Methyl iodide was used for the reaction. Open column chromatography (n-hexane / ethyl 
acetate = 1 / 2) gave the title compound (20.9 mg, 0.0678 mmol, 73% yield) as colorless 
cubes (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 122.1–123.4 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.55 
(1H, dd, J=8.0, 1.1 Hz), 8.34 (1H, d, J=1.7 Hz), 8.27 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.77 (1H, ddd, 
J=6.9, 6.9, 1.2 Hz), 7.61 (1H, ddd, J=7.4, 7.4, 1.2 Hz), 7.58 (1H, dd, J=8.6, 1.8 Hz), 7.43 
(1H, d, J=8.6 Hz), 3.83 (3H, s), 3.60 (2H, brs), 3.36 (2H, brs), 1.29 (3H, brs), 1.22 (3H, brs). 
13C-NMR (CDCl3) δ: 170.65, 161.58, 138.54, 133.07, 132.65, 131.23, 128.97, 128.41, 
127.62, 125.71, 121.99, 121.76, 119.21, 114.93, 43.52, 39.60, 30.11, 14.43, 13.02. 
FAB-MS m/z: 309 (MH+). Anal. Calcd for C19H20N2O2: C, 74.00; H, 6.54; N, 9.08. Found: 
C, 74.14; H, 6.64; N, 8.99. 
 
N,N’-(Diethyl)-5,6-dihydro-5-benzyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide (FK224). 
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Benzyl bromide was used for the reaction. Open column chromatography (n-hexane / 
ethyl acetate = 1 / 1) gave the title compound (11.0 mg, 0.0286 mmol, 27% yield) as 
colorless cubes (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 221.5–223.0 °C). 1H-NMR 
(CDCl3) δ: 8.63 (1H, dd, J=8.0, 1.2 Hz), 8.35 (1H, d, J=1.7 Hz), 8.31 (1H, d, J=8.0 Hz), 
7.82 (1H, ddd, J=7.4, 7.4, 1.2 Hz), 7.65 (1H, ddd, J=7.7, 7.7, 1.2 Hz), 7.41 (1H, dd, J=8.6, 
2.3 Hz), 7.32-7.23 (6H, m), 5.68 (2H, brs), 3.58 (2H, brs), 3.33 (2H, brs), 1.26 (3H, brs), 
1.19 (3H, brs). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.53, 161.85, 137.90, 136.22, 133.37, 132.95, 
131.33, 129.27, 128.86 (2C), 128.52, 127.58, 127.33, 126.49 (2C), 125.55, 122.06, 
121.83, 119.50, 115.95, 46.57, 43.48, 39.52, 14.40, 12.87. FAB-MS m/z: 385 (MH+). 
Anal. Calcd for C25H24N2O2: C, 78.10; H, 6.29; N, 7.29. Found: C, 77.99; H, 6.37; N, 7.20. 
 
General procedure for synthesis of 5-(ethoxycarbonyl)alkyl derivatives of N,N’-
(diethyl)-5,6-dihydro-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide. 
A solution of FK221 (120 mg, 0.39 mmol), Cs2CO3 (240 mg, 0.74 mmol), TBAI (20 mg, 
0.05 mmol) and alkyl bromide (1.9 mmol) in DMF (2 mL) was stirred at 90 ºC for 1 hr. The 
whole was diluted with ethyl acetate. The organic layer was washed with water and brine, 
dried (Na2SO4) and concentrated. The desired compounds were purified as indicated 
below. 
 
N,N’-(diethyl)-5,6-dihydro-5-(ethoxycarbonyl)methyl-6-oxo-phenanthridine-2-
carboxamide (FK225). 
Open column chromatography (n-hexane / ethyl acetate = 1 / 1 to 1 / 2) gave the title 
compound (114.0 mg, 0.2996 mmol, 77% yield) as a colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 
8.55 (1H, dd, J=8.0, 1.7 Hz), 8.36 (1H, d, J=1.7 Hz), 8.29 (1H, d, J=8.6 Hz), 7.81 (1H, 
ddd, J=7.5, 7.5, 1.7 Hz), 7.63 (1H, ddd, J=7.5, 7.5, 1.2 Hz), 7.53 (1H, dd, J=8.6, 2.3 Hz), 
7.16 (1H, d, J=8.6 Hz), 5.21 (2H, s), 4.26 (2H, q, J=7.2 Hz), 3.60 (2H, brs), 3.35 (2H, brs), 
1.28 (3H, brs), 1.27 (3H, t, J=7.2 Hz), 1.21 (3H, brs). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.47, 168.23, 
131.49, 137.73, 133.39, 133.13, 131.65, 129.19, 128.57, 127.73, 125.28, 122.33, 
121.90, 119.46, 114.43, 61.86, 44.44, 43.49, 39.56, 14.33, 14.16, 12.95. FAB-MS m/z: 
381 (MH+). 
 
N,N’-(diethyl)-5,6-dihydro-5-(3-ethoxycarbonyl)propyl-6-oxo-phenanthridine-2-
carboxamide (FK227). 
Open column chromatography (n-hexane / ethyl acetate = 2 / 1 to 1 / 2) gave the title 
compound (103.6 mg, 0.2538 mmol, 66% yield) as a colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 
8.55 (1H, dd, J=8.1, 1.2 Hz), 8.36 (1H, d, J=1.8 Hz), 8.28 (1H, d, J=8.1 Hz), 7.78 (1H, 
ddd, J=6.9, 6.9, 1.1 Hz), 7.67-7.58 (3H, m), 4.47 (2H, t, J=6.9 Hz), 4.18 (2H, q, J=7.5 Hz), 
3.60 (2H, brs), 3.38 (2H, brs), 2.55 (2H, t, J=6.9 Hz), 2.13 (2H, tt, J=6.9 Hz), 1.29 (3H, t, 
J=7.5 Hz), 1.34-1.16 (6H, m). 13C-NMR (CDCl3) δ: 173.18, 170.64, 161.39, 137.65, 
133.21, 132.72, 131.21, 128.90, 128.39, 127.78, 125.55, 122.24, 121.77, 119.41, 
115.17, 60.64, 43.52, 42.12, 39.62, 31.34, 22.40, 14.40, 14.25, 12.97. FAB-MS m/z: 409 
(MH+). 
 
General procedure for synthesis of 5-(carboxy)alkyl derivatives of N,N’-(diethyl)-5,6-
dihydro-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide. 
To a solution of ethyl esters (0.15 mmol) in MeOH (15 mL) and water (10 mL) was added 
10 N aqueous solution of NaOH (200 µL). The whole was stirred at ambient temperature 
for 16 hrs and then adjusted to pH 2 using 2 N aqueous solution of HCl. The whole was 
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extracted with ethyl acetate. The organic layer was washed with brine, dried (Na2SO4) and 
concentrated to give the desired compounds. 
 
N,N’-(diethyl)-5,6-dihydro-5-(carboxy)methyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide 
(FK229). 
60.3 mg, 0.171 mmol, 94%. A colorless powder (recrystallised from CH2Cl2/MeOH/n-
hexane, mp 283.5–285.1 °C). 1H-NMR (CDCl3/CD3OD) δ: 8.53 (1H, d, J=8.0 Hz), 8.36 (1H, 
d, J=1.7 Hz), 8.32 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.83 (1H, ddd, J=7.7, 7.7, 1.8 Hz), 7.65 (1H, dd, 
J=8.0, 8.0 Hz), 7.54 (1H, dd, J=8.0, 1.8 Hz), 7.28 (1H, d, J=8.6 Hz), 5.19 (2H, s), 3.60 (2H, 
brs), 3.36 (2H, brs), 1.31 (3H, brs), 1.21 (3H, brs). 13C-NMR (CDCl3/CD3OD) δ: 171.49, 
170.32, 162.26, 138.04, 133.70 (2C), 131.53, 129.13, 129.04, 127.91, 125.32, 122.35, 
122.28, 119.85, 115.34, 44.67, 44.16, 40.21, 14.43, 12.91. FAB-MS m/z: 353 (MH+). 
HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C20H21N2O4 353.1501, found 353.1541. 
 
N,N’-(diethyl)-5,6-dihydro-5-(3-carboxy)propyl-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide 
(FK230). 
51.3 mg, 0.135 mmol, quant. Colorless cubes (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 
181.1–184.7 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.54 (1H, dd, J=8.0, 1.1 Hz), 8.36 (1H, brs), 8.29 (1H, 
d, J=8.0 Hz), 7.99 (1H, ddd, J=8.3, 8.3, 1.1 Hz), 7.64-7.63 (3H, m), 4.37 (2H, t, J=7.5 Hz), 
3.62 (2H, brs), 3.38 (2H, brs), 2.52 (2H, t, J=6.9 Hz), 2.10 (2H, tt, J=7.5, 7.5 Hz), 1.31 (3H, 
brs), 1.22 (3H, brs). 13C-NMR (CDCl3) δ: 176.38, 171.21, 161.46, 137.62, 133.16, 132.83, 
130.73, 128.94, 128.49, 127.92, 125.41, 122.18, 121.75, 119.40, 115.39, 43.68, 42.08, 
39.81, 30.94, 22.20, 14.37, 12.94. FAB-MS m/z: 381 (MH+). Anal. Calcd for 
C22H24N2O2·1/3H2O: C, 68.38; H, 6.43; N, 7.25. Found: C, 68.18; H, 6.26; N, 7.13. 
 
General procedure for synthesis of 5-(N,N’,-dimethylcarbamoyl)alkyl derivatives of 
N,N’-(diethyl)-5,6-dihydro-6-oxo-phenanthridine-2-carboxamide. 
To a solution of the acids (0.1 mmol) and triethylamine (20 µL, 0.14 mmol) in THF (10 mL) 
and CH2Cl2 (4 mL) was added isobutyl chloroformate (18 µL, 0.14 mmol) at 0 ºC. The 
whole was stirred at this temperature for 20 min. Then dimethylamine (40% in water, 0.5 
mL) was added and the whole was stirred at ambient temperature for 30 min. Then the 
whole was diluted with ethyl acetate. The organic layer was washed with water and brine, 
dried (Na2SO4) and concentrated. The desired compounds were purified as indicated 
below. 
 
N,N’-(diethyl)-5,6-dihydro-5-(N,N’,-dimethylcarbamoyl)methyl-6-oxo-phenanthridine-
2-carboxamide (FK233). 
Open column chromatography (ethyl acetate then CHCl3 / MeOH = 40 / 1) gave the title 
compound (22.0 mg, 0.0580 mmol, 53% yield) as colorless plates (recrystallised from 
CH2Cl2/n-hexane, mp 227.4–230.0 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.52 (1H, dd, J=8.0, 1.2 Hz), 
8.33 (1H, d, J=1.7 Hz), 8.27 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.78 (1H, ddd, J=7.7, 7.7, 1.7 Hz), 7.60 
(1H, ddd, J=8.0, 8.0, 1.1 Hz), 7.50 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.19 (1H, d, J=8.6 Hz), 5.24 
(2H, s), 3.59 (2H, brs), 3.36 (2H, brs), 3.36 (3H, s), 3.04 (3H, s), 1.28 (3H, brs), 1.20 (3H, 
brs). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.65, 166.41, 161.64, 138.24, 133.48, 132.93, 131.34, 
129.04, 128.35, 127.55, 125.32, 122.09, 121.81, 119.38, 115.15, 44.52, 43.42, 39.55, 
36.61, 35.97, 14.30, 12.96. FAB-MS m/z: 380 (MH+). Anal. Calcd for C22H25N3O3·1/5H2O: 
C, 68.98; H, 6.68; N, 10.97. Found: C, 69.16; H, 6.67; N, 10.80. 
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N,N’-(diethyl)-5,6-dihydro-5-(N,N’,-dimethylcarbamoyl)propyl-6-oxo-phenanthridine-
2-carboxamide (FK234). 
Open column chromatography (ethyl acetate then CHCl3 / MeOH = 40 / 1) gave the title 
compound (26.9 mg, 0.0660 mmol, 74% yield) as colorless plates (recrystallised from 
CH2Cl2/n-hexane, mp 112.9–115.5 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.54 (1H, dd, J=8.0, 1.2 Hz), 
8.36 (1H, d, J=2.3 Hz), 8.29 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.93 (1H, d, J=8.6 Hz), 7.77 (1H, ddd, 
J=7.7, 7.7, 1.2 Hz), 7.63-7.59 (2H, m), 4.48 (2H, t, J=7.5 Hz), 3.60 (2H, brs), 3.37 (2H, 
brs), 3.03 (3H, s), 3.00 (3H, s), 2.55 (2H, t, J=6.3 Hz), 2.14 (2H, tt, J=7.5, 6.3 Hz), 1.29 
(3H, brs), 1.22 (3H, brs). 13C-NMR (CDCl3) δ: 172.16, 170.76, 161.42, 137.85, 133.34, 
132.61, 131.13, 128.79, 128.24, 127.86, 125.59, 122.19, 121.80, 119.32, 115.80, 43.51, 
42.74, 39.55, 37.23, 35.53, 30.35, 22.54, 14.39, 13.04. FAB-MS m/z: 408 (MH+). HRMS 
(FAB, [M+H]+) calcd for C24H30N3O3 408.2287, found 408.2238. 
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Synthesis of tetrahydrophenanthridinone and its derivatives (Scheme 5-3 and 
Scheme s1). 
 

 
Scheme s1. Synthesis of tetrahydrophenanthridinone and its derivatives. 

 
General procedure for synthesis of 2-bromocycloalkene-1-carbaldehydes. 
The formylation was conducted by employing a reported reaction condition63.To a mixture 
of DMF (9 mL) and CHCl3 (18 mL) was added PBr3 (2.2 mL, 23 mmol) dropwise at 0 ºC. 
The whole was stirred at ambient temperature for 2 hrs until pale-yellow precipitate was 
observed. Then cycloalkanone (20 mmol) in CHCl3 (1.6 mL) was added and the whole was 
refluxed for 2 hrs. Then n-hexane (20 mL) and 1 N aqueous solution of NaOH (20 mL) was 
added and the whole was extracted with AcOEt/n-hexane=1/1. The organic layer was 
washed (water, brine), dried and concentrated. The desired compounds were purified as 
indicated below. 
 
2-Bromo-1-cyclopentene-1-carbaldehyde (FK314). 
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 99/1 to 91/9) gave the title compound (894.4 
mg, 5.110 mmol, 26% yield) as a brown oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 9.88 (1H, s), 2.88 (2H, tt, 
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J=7.5, 2.3 Hz), 2.51 (2H, tt, J=7.5, 2.3 Hz), 2.00 (2H, tt, J=7.5, 7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) 
δ: 189.23, 141.41, 139.97, 42.52, 29.23, 21.34. 
 
2-Bromo-1-cyclohexene-1-carbaldehyde (FK257). 
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 99/1 to 92/8) gave the title compound (1233 
mg, 6.522 mmol, 33% yield) as a pale-yellow oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 10.03 (1H, s), 2.76-
2.73 (2H, m), 2.29-2.27 (2H, m), 1.78-1.76 (2H, m), 1.70-1.68 (2H, m). 
 
2-Bromo-1-cycloheptene-1-carbaldehyde (FK315). 
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 99/1 to 91/9) gave the title compound (1738 
mg, 8.557 mmol, 43% yield) as a pale-yellow oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 9.90 (1H, s), 3.03-
2.97 (2H, m), 2.49-2.45 (2H, m), 1.81-1.75 (2H, m), 1.67-1.61 (2H, m), 1.46-1.40 (2H, m). 
13C-NMR (CDCl3) δ: 193.28, 148.35, 140.51, 44.23, 31.38, 25.64, 25.15, 24.79. 
 
2-Bromo-1-cyclooctene-1-carbaldehyde (FK343). 
To a mixture of DMF (2.4 mL) and CHCl3 (8 mL) was added PBr3 (2.4 mL, 25 mmol) 
dropwise at 0 ºC. Then cyclooctanone (1258 mg, 9.968 mmol) in CHCl3 (3 mL) was added 
at 0 ºC,  and the whole was stirred at ambient temperature for 6 hrs. Then n-hexane (10 
mL) and water (20 mL) was added and the whole was extracted with AcOEt. The organic 
layer was washed (water, brine), dried and concentrated. Column chromatography (n-
hexane/AcOEt = 99/1 to 91/9) gave the title compound (127.4 mg, 0.5868 mmol, 6% 
yield) as a colorless oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 9.96 (1H, s), 2.92 (2H, t, J=6.3 Hz), 2.45 (2H, t, 
J=5.7 Hz), 1.81-1.73 (2H, m), 1.54-1.40 (6H, m).. 13C-NMR (CDCl3) δ: 193.46, 146.61, 
138.20, 39.67, 29.83, 28.24, 26.52, 26.16, 25.51. 
 
General procedure for synthesis of 2-bromocycloalkene-1-carboxylic acid. 
The oxidation was conducted by employing a reported reaction condition63. To a mixture 
of the aldehyde (0.59 to 8.5 mmol), NaH2PO4 (19.6 to 318 mg, 0.16 to 2.6 mmol, 0.3 eq.) 
and 30% aqueous H2O2 (0.06 to 1.1 mL) in CH3CN (0.5 to 9 mL) and water (0.25 to 9 mL) 
was added NaClO2 (92 to 1500 mg, 0.81 to 13 mmol, 1.4 eq. ca. 80%) in water (0.7 to 14 
mL) at ambient temperature. The whole was stirred at this temperature for 6-16 hrs, 
alkalified by the addition of 10 N aqueous solution of NaOH, and then washed with AcOEt. 
Then the whole was acidified with 2 N aqueous solution of HCl and extracted with 
CHCl3/iPrOH=3/1. The organic layer was washed (water, brine), dried and concentrated to 
give the desired compounds. 
 
2-Bromo-1-cyclopentene-1-carboxylic acid (FK316). 
828.0 mg, 4.335 mmol, 85% yield as off-white solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.99 (1H, brs), 
2.84 (2H, tt, J=8.0, 2.3 Hz), 2.66 (2H, tt, J=8.0, 2.3 Hz), 1.97 (2H, tt, J=8.0, 8.0 Hz). 13C-
NMR (CDCl3) δ: 168.96, 135.60, 131.37, 43.53, 32.86, 21.56. FAB-MS m/z: 193, 191 
(MH+). 
 
2-Bromo-1-cyclohexene-1-carboxylic acid (FK258). 
1567 mg, 7.642 mmol, 95% yield as colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 2.68-2.61 (2H, m), 
2.46-2.39 (2H, m), 1.76-1.65 (4H, m). 
 
2-Bromo-1-cycloheptene-1-carboxylic acid (FK317). 
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1681 mg, 7.671 mmol, 90% yield as colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 2.90-2.84 (2H, m), 
2.53-2.47 (2H, m), 1.81-1.74 (2H, m), 1.65-1.56 (4H, m). 13C-NMR (CDCl3) δ: 173.37, 
135.17, 132.10, 42.92, 31.19, 31.05, 25.56, 24.58. FAB-MS m/z: 221, 219 (MH+). 
 
2-Bromo-1-cyclooctene-1-carboxylic acid (FK346). 
121.6 mg, 0.5217 mmol, 89% yield as colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 2.81-2.75 (2H, 
m), 2.51-2.44 (2H, m), 1.76-1.67 (4H, m), 1.55-1.48 (4H, m). 13C-NMR (CDCl3) δ: 172.35, 
132.47, 131.01, 38.64, 30.72, 30.00, 28.09, 26.32, 25.66. FAB-MS m/z: 233, 235 (MH+). 
 
Methyl 4-(2,2,2-trifluoroacetamido)benzoate (FK275) 
To a solution of methyl 4-aminobenzoate (616.7 mg, 4.080 mmol) and triethylamine (2.0 
mL, 14 mmol) in CH2Cl2 (30 mL) was added trifluoroacetic anhydride (1.0 mL, 7.1 mmol) at 
0 ºC. The whole was stirred at ambient temperature for 14 hrs. Then saturated aqueous 
solution of NaHCO3 was added dropwise.  The whole was extracted with CH2Cl2 and the 
organic layer was washed (saturated aqueous solution of NaHCO3, brine), dried and 
concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 96/4 to 68/32) gave the title 
compound (974.0 mg, 3.941 mmol, 97% yield) as off-white solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.74 
(1H, brs), 8.05 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.72 (2H, d, J=8.6 Hz), 3.92 (3H, s). 13C-NMR (CDCl3) δ: 
166.45, 155.16 (q, J=38.4 Hz), 139.45, 130.89 (2C), 127.52, 119.98 (2C), 115.52 (q, 
J=287.9 Hz), 52.28. FAB-MS m/z: 248 (MH+). 
 
Methyl 4-(butylamino)benzoate (FK273) 
To a suspension of FK275 (1497 mg, 6.057 mmol) and Cs2CO3 (2792 mg, 7.914 mmol) in 
dry DMF (2 mL) was added n-butyl iodide (1350 µL, 12.0 mmol). The whole was stirred at 
90 ºC for 2 hrs and diluted with AcOEt. The organic layer was washed (water, brine), dried 
and concentrated. To a solution of the crude trifluoroacetylamide in MeOH (8 mL) was 
added K2CO3 (2500 mg, 18.09 mmol). The whole was stirred at 70 ºC for 1 h and diluted 
with AcOEt. The organic layer was washed (water, brine), dried and concentrated. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 98/2 to 84/16) gave the title compound (702.6 mg, 
3.390 mmol, 56% for 2 steps) as colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.85 (2H, d, J=8.6 
Hz), 6.54 (2H, d, J=8.6 Hz), 4.08 (1H, brs), 3.85 (3H, s), 3.19-3.14 (2H, m), 1.65-1.58 (2H, 
m), 1.47-1.39 (2H, m), 0.96 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 167.35, 152.11, 131.53 
(2C), 117.98, 111.27 (2C), 51.49, 43.04, 31.39, 20.19, 13.84. FAB-MS m/z: 208 (MH+). 
 
General procedure for synthesis of methyl 4-(2-bromo-N-butylcycloalk-1-ene-1-
carboxamido)benzoate. 
To a solution of the acid (0.50 to 1.0 mmol, 2 eq.) and DMF (2 drop) in dry CH2Cl2 (500 µL) 
was added oxalyl chloride (45 to 85 µL, 0.52 to 0.99 mmol, 2 eq.) at ambient temperature. 
The whole was stirred at this temperature for 10 min. Then FK273 (56 to 98 mg, 0.27 to 
0.47 mmol) and DMAP (68 to 130 mg, 0.55 to 1.0 mmol, 2 eq.) was added and the whole 
was stirred at 60 ºC for 2 hrs. Then the whole was diluted with CH2Cl2. The organic layer 
was washed (water, 2 N HCl aq., 2 N NaOH aq., brine), dried (Na2SO4) and concentrated. 
The desired compounds were purified as indicated below. 
 
Methyl 4-(2-bromo-N-butylcyclopent-1-ene-1-carboxamido)benzoate (FK318). 
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 96/4 to 68/32) gave the title compound 
(165.0 mg, 0.4339 mmol, 92% yield) as a pale-yellow oil. 1H-NMR (DMSO-d6, 100 ºC) δ: 
7.95 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.38 (2H, d, J=8.6 Hz), 3.87 (3H, s), 3.77 (2H, d, J=6.9 Hz), 2.44 
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(2H, tt, J=7.5, 2.3 Hz), 2.36 (2H, tt, J=7.5, 2.3 Hz), 1.76 (2H, tt, J=7.5, 7.5 Hz), 1.51-1.44 
(2H, m), 1.34-1.26 (2H, m), 0.86 (3H, t, J=7.5 Hz). FAB-MS m/z: 382, 380 (MH+). 
 
Methyl 4-(2-bromo-N-butylcyclohex-1-ene-1-carboxamido)benzoate (FK259). 
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 97/3 to 76/24) gave the title compound 
(122.2 mg, 0.3099 mmol, 84% yield) as a colorless oil. 1H-NMR (DMSO-d6, 100 ºC) δ: 
7.97 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.45 (2H, d, J=8.6 Hz), 3.87 (3H,s), 3.74 (2H, t, J=7.5 Hz), 2.28 
(2H, brs), 2.12 (2H, brs), 1.54-1.35 (6H, brm), 1.34-1.25 (2H, m), 0.85 (3H, t, J=7.5 Hz). 
FAB-MS m/z: 396, 394 (MH+). 
 
Methyl 4-(2-bromo-N-butylcyclohept-1-ene-1-carboxamido)benzoate (FK319). 
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 94/6 to 52/48) gave the title compound 
(184.0 mg, 0.4506 mmol, 97% yield) as a colorless oil. 1H-NMR (DMSO-d6, 100 ºC) δ: 
7.98 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.45 (2H, d, J=8.6 Hz), 3.88 (3H, s), 3.72 (2H, t, J=7.5 Hz), 2.55 
(2H, brs), 2.18 (2H, brs), 1.54 (2H, brs), 1.49-1.42 (2H, m), 1.39 (2H, brs), 1.34-1.25 (4H, 
m), 0.85 (3H, t, J=7.5 Hz). FAB-MS m/z: 410, 408 (MH+). 
 
Methyl 4-(2-bromo-N-butylcyclooct-1-ene-1-carboxamido)benzoate (FK347). 
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 98/2 to 84/16) gave the title compound (63.6 
mg, 0.151 mmol, 56% yield) as a colorless oil. 1H-NMR (DMSO-d6, 100 ºC) δ: 7.95 (2H, d, 
J=8.0 Hz), 7.45 (2H, d, J=8.0 Hz), 3.87 (3H, s), 3.74 (2H, t, J=7.2 Hz), 2.46 (2H, brs), 2.21 
(2H, brs), 1.62 (2H, brs), 1.56 (2H, brs), 1.51-1.40 (6H, m), 1.34-1.25 (2H, m), 0.85 (3H, t, 
J=7.2 Hz). FAB-MS m/z: 424, 422 (MH+). 
 
General procedure for the synthesis of methyl 5-butyl-4-oxo-2,3,4,5-tetrahydro-1H-
cycloalka[c]quinoline-8-carboxylate 
A deaerated mixture of the amide (0.14 to 0.44 mmol), Pd(OAc)2 (3.4 to 11 mg, 0.015 to 
0.049 mmol, 10 mol%), PCy3-HBF4 (5.6 to 19 mg, 0.015 to 0.049 mmol, 10 mol%) and 
Cs2CO3 (51 to 160 mg, 0.16 to 0.48 mmol, 1.1 eq.) in DMA (0.5 to 1.5 mL) was stirred at 
130 ºC for 4 hrs. The whole was cooled to ambient temperature and diluted with AcOEt. 
The organic layer was washed (water, brine), dried and concentrated. The desired 
compounds were purified as indicated below. 
 
Methyl 5-butyl-4-oxo-2,3,4,5-tetrahydro-1H-cyclopenta[c]quinoline-8-carboxylate 
(FK321). 
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 94/6 to 52/48) gave the title compound (91.0 
mg, 0.304 mmol, 72% yield) as colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.12 (1H, d, J=1.7 Hz), 
8.07 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.30 (1H, d, J=8.6 Hz), 4.24 (2H, t, J=7.4 Hz), 3.89 (3H, s), 
3.11 (2H, t, J=6.9 Hz), 2.92 (2H, t, J=6.9 Hz), 2.14 (2H, tt, J=6.9, 6.9 Hz), 1.69-1.61 (2H, 
m), 1.47-1.39 (2H, m), 0.94 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 166.36, 160.61, 150.16, 
141.99, 133.81, 129.96, 127.52, 123.04, 119.23, 114.23, 52.08, 42.01, 32.19, 31.23, 
29.66, 22.43, 20.15, 13.72. FAB-MS m/z: 300 (MH+). 
 
Methyl 5-butyl-6-oxo-5,6,7,8,9,10-hexahydrophenanthridine-2-carboxylate (FK274).  
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 97/3 to 68/32) gave the title compound (74.5 
mg, 0.238 mmol, 83% yield) as colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.43 (1H, d, J=1.7 Hz), 
8.13 (1H, dd, J=9.2, 1.7 Hz), 7.37 (1H, d, J=9.2 Hz), 4.32 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.95 (3H, s), 
2.92 (2H, tt, J=6.3, 1.7 Hz), 2.67 (2H, tt, J=5.7, 1.7 Hz), 1.92-1.86 (2H, m), 1.85-1.79 (2H, 
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m), 1.75-1.69 (2H, m), 1.53-1.46 (2H, m), 1.00 (3H, t, J=6.9 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 
166.73, 162.00, 142.04, 140.49, 129.75, 129.38, 126.08, 123.08, 121.03, 114.03, 52.19, 
42.53, 29.66, 25.56, 24.54, 21.88, 21.86, 20.33, 13.85. FAB-MS m/z: 314 (MH+). 
 
Methyl 5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-
carboxylate (FK322). 
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 97/3 to 76/24) gave the title compound (91.8 
mg, 0.280 mmol, 64% yield) as a colorless oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.49 (1H, d, J=1.7 Hz), 
8.08 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.32 (1H, d, J=8.6 Hz), 4.27 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.92 (3H, s), 
3.07-2.98 (4H, m), 1.90-1.84 (2H, m), 1.72-1.62 (4H, m), 1.59-1.53 (2H, m), 1.50-1.42 (2H, 
m), 0.96 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 166.64, 161.73, 148.64, 141.06, 134.31, 
129.85, 126.82, 123.05, 120.19, 114.22, 52.11, 43.08, 32.07, 29.48, 28.02, 26.53, 25.76, 
25.31, 20.25, 13.75. FAB-MS m/z: 328 (MH+). 
 
Methyl 5-butyl-6-oxo-5,6,7,8,9,10,11,12-octahydrocycloocta[c]quinoline-2-
carboxylate (FK348). 
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 97/3 to 76/24) gave the title compound (27.4 
mg, 0.0803 mmol, 56% yield) as colorless oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.44 (1H, d, J=1.7 Hz), 
8.09 (1H,dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.33 (1H, d, J=8.6 Hz), 4.29 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.92 (3H, s), 
3.10 (2H, t, J=6.3 Hz), 2.91 (2H, t, J=5.7 Hz), 1.85-1.78 (2H, m), 1.74-1.66 (4H, m), 1.51-
1.41 (6H, m), 1.38-1.22 (2H, m), 0.97 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 166.67, 
161.40, 145.22, 141.25, 132.56, 129.77, 127.18, 123.14, 119.93, 114.26, 52.15, 42.82, 
29.88, 29.61, 29.57, 27.24, 26.58, 26.54, 25.91, 20.26, 13.78. FAB-MS m/z: 342 (MH+). 
 
General procedure for the synthesis of 5-butyl-4-oxo-2,3,4,5-tetrahydro-1H-
cycloalka[c]quinoline-8-carboxylic acid 
A solution of the ester (0.080 to 0.30 mmol) in THF (2 or 4 mL) and MeOH (1 or 2 mL) was 
treated with 0.5 M aqueous NaOH (0.5 or 1 mL). The whole was stirred at ambient 
temperature overnight, acidified by the addition of hydrochloric acid, and then extracted 
with CHCl3/iPrOH=3/1. The organic layer was washed (water, brine), dried, and 
concentrated. The desired compounds were purified as indicated below. 
 
5-butyl-4-oxo-2,3,4,5-tetrahydro-1H-cyclopenta[c]quinoline-8-carboxylic acid 
(FK324).  
Recrystallisation (CH2Cl2/MeOH) gave the title compound (69.0 mg, 0.248 mmol, 80% 
yield) as colorless solid. 1H-NMR (CDCl3/CD3OD) δ: 8.26 (1H, d, J=1.7 Hz), 8.19 (1H, dd, 
J=9.2, 1.7 Hz), 7.42 (1H, d, J=9.2 Hz), 4.34 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.20 (2H, t, J=7.5 Hz), 3.00 
(2H, t, J=7.5 Hz), 2.22 (2H, tt, J=7.5, 7.5 Hz), 1.77-1.69 (2H, m), 1.54-1.46 (2H, m), 1.01 
(3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3/CD3OD) δ: 168.30, 161.06, 150.80, 141.99, 133.65, 
130.48, 128.06, 123.42, 119.37, 114.45, 42.24, 32.23, 31.17, 29.71, 22.50, 20.16, 13.72. 
FAB-MS m/z: 286 (MH+). 
 
5-butyl-6-oxo-5,6,7,8,9,10-hexahydrophenanthridine-2-carboxylic acid (FK286). 
The acid was subjected to the next reaction without further purifications (71.7 mg, 0.240 
mmol, 100% yield) as colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.51 (1H, d, J=1.7 Hz), 8.20 (1H, 
dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.41 (1H, d, J=8.6 Hz), 4.34 (2H, t, J=7.5 Hz), 2.94 (2H, t, J=6.3 Hz), 
2.68 (2H, t, J=6.3 Hz), 1.93-1.87 (2H, m), 1.87-1.79 (2H, m), 1.77-1.70 (2H, m), 1.55-1.47 
(2H, m), 1.01 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.21, 162.03, 142.05, 141.06, 
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130.26, 129.54, 126.85, 121.98, 121.11, 114.18, 42.60 29.65, 25.52, 24.53, 21.85, 
21.82, 20.31, 13.84. FAB-MS m/z: 300 (MH+). 
 
5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-carboxylic acid 
(FK325). 
Reprecipitation (CHCl3/MeOH) gave the title compound (78.2 mg, 0.250 mmol, 90% yield) 
as colorless solid. 1H-NMR (DMSO-d6) δ: 8.44 (1H, d, J=1.7 Hz), 8.07 (1H, dd, J=9.2, 1.7 
Hz), 7.62 (1H, d, J=9.2 Hz), 4.27 (2H, t, J=7.5 Hz), 3.31 (3H, s), 3.08-3.02 (2H, m), 2.97-
2.92 (2H, m), 1.88-1.81 (2H, m), 1.65-1.54 (4H, m), 1.51-1.44 (2H, m), 1.43-1.35 (2H, m), 
0.93 (3H, t, J=6.9 Hz). 13C-NMR (DMSO-d6) δ: 171.01, 160.70, 148.26, 140.54, 133.43, 
130.12, 126.12, 123.78, 119.31, 115.07, 42.22, 31.52, 29.22, 27.31, 25.90, 25.48, 24.92, 
19.62, 13.72. FAB-MS m/z: 314 (MH+). 
 
5-butyl-6-oxo-5,6,7,8,9,10,11,12-octahydrocycloocta[c]quinoline-2-carboxylic acid 
(FK349).  
Recrystallisation (CH2Cl2/n-hexane) gave the title compound (21.1 mg, 0.0644 mmol, 80% 
yield) as colorless solid. 1H-NMR (CDCl3/CD3OD) δ: 8.53 (1H, brs), 8.17 (1H, d, J=9.2 Hz), 
7.40 (1H, d, J=9.2 Hz), 4.34 (2H, t, J=7.5 Hz), 3.15 (2H, t, J=6.3 Hz), 2.95 (2H, t, J=5.2 
Hz), 1.89-1.81 (2H, m), 1.78-1.70 (4H, m), 1.55-1.44 (4H, m), 1.42-1.36 (2H, m), 1.01 (3H, 
t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3/CD3OD) δ: 168.72, 161.60, 145.63, 141.23, 132.36, 130.19, 
127.65, 123.24, 119.96, 114.36, 42.91, 29.80, 29.58, 29.53, 27.17, 26.55, 26.50, 25.87, 
20.19, 13.72. FAB-MS m/z: 328 (MH+). 
 
General procedure for the synthesis of 5-butyl-N,N-diethyl-4-oxo-2,3,4,5-tetrahydro-
1H-cycloalka[c]quinoline-8-carboxamide. 
To a solution of acid (0.064 to 0.12 mmol) and DMF (50 to 100 µL) in CH2Cl2 (1 mL) was 
added oxalyl chloride (16 to 33 µL, 0.19 to 0.38 mmol, 3 eq.) at ambient temperature. The 
whole was stirred at this temperature for 10 min. Then diethylamine (33 to 67 µL, 0.32 to 
0.65 mmol, 5 eq.) and triethylamine (44 to 90 µL, 0.32 to 0.65 mmol, 5 eq.) was added. 
The whole was stirred at ambient temperature for 30 min. Then the whole was diluted with 
ethyl acetate. The organic layer was washed with water and brine, dried (Na2SO4) and 
concentrated. The desired compounds were purified as indicated below. 
 
5-butyl-N,N-diethyl-4-oxo-2,3,4,5-tetrahydro-1H-cyclopenta[c]quinoline-8-
carboxamide (FK329). 
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 88/12 to 4/96) gave the title compound (32.9 
mg, 0.0966 mmol, 89% yield) as a colorless oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.55 (1H, d, J=2.3 Hz), 
7.50 (1H, dd, J=8.6, 2.3 Hz), 7.33 (1H, d, J=8.6 Hz), 4.27 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.42 (4H, brs), 
3.09 (2H, t, J=7.5 Hz), 2.95 (2H, t, J=7.5 Hz), 2.16 (2H, tt, J=7.5, 7.5 Hz), 1.71-1.64 (2H, 
m), 1.49-1.40 (2H, m), 1.19 (6H, brs), 0.96 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.55, 
160.64, 149.82, 139.50, 133.96, 130.23, 127.50, 123.99, 119.50, 114.37, 43.26, 41.96, 
39.47, 32.15, 31.29, 29.75, 22.56, 20.22, 14.01, 13.79, 13.21. FAB-MS m/z: 341 (MH+). 
HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C21H29N2O2 341.2229, found 341.2258. 
 
5-butyl-N,N-diethyl-6-oxo-5,6,7,8,9,10-hexahydrophenanthridine-2-carboxamide 
(FK289).  
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Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 88/12 to 4/96) gave the title compound (31.4 
mg, 0.0886 mmol, 91% yield) as a colorless oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.77 (1H, d, J=1.7 Hz), 
7.53 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.36 (1H, d, J=8.6 Hz), 4.31 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.57 (2H, brs), 
3.34 (2H, brs), 2.86 (2H, t, J=6.3 Hz), 2.67 (2H, t, J=6.3 Hz), 1.90-1.85 (2H, m), 1.82-1.80 
(2H, m), 1.75-1.69 (2H, m), 1.53-1.47 (2H, m), 1.40-1.07 (6H, brm), 1.00 (3H, t, J=7.5 Hz). 

13C-NMR (CDCl3) δ: 170.96, 161.91, 141.63, 137.89, 130.30, 129.50, 127.25, 122.42, 
121.23, 114.15, 43.65, 42.43, 39.61, 29.75, 25.61, 24.66, 22.01, 21.96, 20.41, 14.50, 
13.94, 12.98. FAB-MS m/z: 355 (MH+). FAB-MS m/z: 341 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) 
calcd for C22H31N2O2 355.2386, found 355.2383. 
 
5-butyl-N,N-diethyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-
carboxamide (FK330). 
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 88/12 to 4/96) gave the title compound (39.3 
mg, 0.107 mmol, 91% yield) as a colorless oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.85 (1H, d, J=1.7 Hz), 
7.48 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.31 (1H, d, J=8.6 Hz), 4.27 (2H, t, J=7.5 Hz), 3.41 (4H, brs), 
3.04-2.97 (4H, m), 1.89-1.83 (2H, m), 1.73-1.60 (4H, m), 1.59-1.53 (2H, m), 1.50-1.41 (2H, 
m), 1.19 (6H, brs), 0.96 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.85, 161.60, 148.21, 
138.47, 134.36, 130.10, 127.25, 123.26, 120.42, 114.18, 43.11, 42.92, 39.94, 32.04, 
29.50, 28.01, 26.50, 25.81, 25.24, 20.27, 13.78, 13.61 (2C). FAB-MS m/z: 369 (MH+). 
FAB-MS m/z: 341 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C23H33N2O2 369.2542, found 
369.2532. 
 
5-butyl-N,N-diethyl-6-oxo-5,6,7,8,9,10,11,12-
octahydrocyclooctaycloocta[c]quinoline-2-carboxamide (FK356). 
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 92/8 to 36/64) gave the title compound (23.4 
mg, 0.0612 mmol, 95% yield) as colorless cubes (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 
91.1–92.0 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.82 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.53 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 
7.36 (1H, d, J=8.6 Hz), 4.32 (2H, t, J=7.5 Hz), 3.56 (2H, brs), 3.36 (2H, brs), 3.08 (2H, t, 
J=6.3 Hz), 2.95 (2H, t, J=6.3 Hz), 1.84-1.78 (2H, m), 1.77-1.49 (4H, m), 1.53-1.46 (4H, m), 
1.42-1.35 (2H, m), 1.24 (6H, brs), 1.01 (3H, t, J=6.9 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.81, 
161.28, 144.76, 138.66, 132.60, 130.21, 127.33, 123.48, 120.08, 114.31, 43.40, 42.67, 
39.58, 29.88, 29.59, 29.52, 27.20, 26.58 (2C), 26.00, 20.29, 14.29, 13.81, 12.89. FAB-
MS m/z: 383 (MH+). Anal. Calcd for C24H34N2O2: C, 75.35; H, 8.96; N, 7.32. Found: C, 
75.30; H, 8.89; N, 7.26. 
 
Synthesis of other tetrahydrophenanthridinone derivatives (Scheme 5-3). 
 
FK291.  
To a suspension of FK275 (252.8 mg, 1.023 mmol) and Cs2CO3 (700.3 mg, 1.985 mmol) 
in dry DMF (2 mL) was added 4-methoxybenzyl chloride (270 µL, 2.00 mmol). The whole 
was stirred at 90 ºC for 2 hrs and diluted with AcOEt. The organic layer was washed 
(water, brine), dried and concentrated. To a solution of the crude trifluoroacetylamide in 
MeOH (10 mL) was added K2CO3 (412.0 mg, 2.981 mmol). The whole was stirred at 70 ºC 
for 1 h and diluted with AcOEt. The organic layer was washed (water, brine), dried and 
concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 97/3 to 76/24) gave the title 
compound (193.4 mg, 0.7128 mmol, 70% for 2 steps) as colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) 
δ: 7.84 (2H, d, J=9.2 Hz), 7.23 (2H, d, J=9.2 Hz), 6.86 (2H, d, J=9.2 Hz), 6.55 (2H, d, 
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J=9.2 Hz), 4.56 (1H, brs), 4.26 (2H, s), 3.81 (3H, s), 3.77 (3H, s). 13C-NMR (CDCl3) δ: 
167.26, 158.88, 151.74, 131.42 (2C), 130.20, 128.60 (2C), 118.21, 113.99 (2C), 111.47 
(2C), 55.15, 51.41, 46.94. FAB-MS m/z: 271 (M+). 
 
FK294.  
To a solution of FK258 (300.0 mg, 1.463 mmol) and DMF (3 drops) in dry CH2Cl2 (1 mL) 
was added oxalyl chloride (124 µL, 1.45 mmol) at ambient temperature. The whole was 
stirred at this temperature for 10 min. Then a solution of FK291 (193.4 mg, 0.7128 mmol) 
and DMAP (188.7 mg, 1.545 mmol) in dry CH2Cl2 (2 mL) was added and the whole was 
stirred at 60 ºC for 2 hrs. Then the whole was diluted with CH2Cl2. The organic layer was 
washed (water, 2 N HCl aq., 0.5 N NaOH aq., brine), dried (Na2SO4) and concentrated. 
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 96/4 to 84/16) gave the title compound 
(310.6 mg, 0.6776 mmol, 95% yield) as a colorless oil. 1H-NMR (CDCl3) δ:  7.94 (2H, d, 
J=8.6 Hz), 7.21 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.15 (2H, d, J=8.6  Hz), 6.78 (2H, d, J=8.6 Hz), 4.93 
(2H, brs), 3.91 (3H, s), 3.77 (3H, s), 2.27 (2H, brs), 1.43 (6H, brs). FAB-MS m/z: 460, 458 
(MH+). 
 
FK296. 
A deaerated mixture of the FK294 (310.6 mg, 0.6776 mmol), Pd(OAc)2 (15.9 mg, 0.0708 
mmol), PCy3·HBF4 (31.3 mg, 0.0810 mmol) and Cs2CO3 (189.9 mg, 0.5828 mmol) in DMA 
(2.5 mL) was stirred at 130 ºC for 4 hrs. The whole was cooled to ambient temperature 
and diluted with AcOEt. The organic layer was washed (water, brine), dried and 
concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 94/6 to 52/48) gave the title 
compound (174.2 mg, 0.4615 mmol, 68% yield) as colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 
8.42 (1H, d, J=1.7 Hz), 8.01 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.33 (1H, d, J=8.6 Hz), 7.16 (2H, d, 
J=8.6 Hz), 6.82 (2H, d, J=8.6 Hz), 2.95 (2H, t, J=6.3 Hz), 2.73 (2H, t, J=6.3 Hz), 1.95-1.88 
(2H, m), 1.88-1.82 (2H, m). 13C-NMR (CDCl3) δ: 166.63, 162.39, 158.81, 142.63, 140.70, 
129.81, 129.40, 128.38, 127.99 (2C), 125.93, 123.41, 121.09, 114.91, 114.21 (2C), 
55.27, 52.17, 45.73, 25.64, 24.68, 21.86 (2C). FAB-MS m/z: 378 (MH+). 
 
FK298.  
A solution of FK296 (106.4 mg, 0.2819 mmol) in THF (4 mL) and MeOH (4 mL) was 
treated with 0.5 M aqueous NaOH (2 mL). The whole was stirred at ambient temperature 
for 14 hrs, acidified by the addition of hydrochloric acid, and then extracted with CH2Cl2. 
The organic layer was washed (water, brine), dried, and concentrated to afford the title 
compound (107.1 mg, 0.2947 mmol, quant.) as colorless solid. 1H-NMR (CDCl3/CD3OD) δ: 
8.46 (1H, d, J=1.7 Hz), 8.04 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.35 (1H, d, J=8.6 Hz), 7.15 (2H, d, 
J=8.6 Hz), 6.83 (2H, d, J=8.6 Hz), 5.33 (2H, brs), 3.76 (3H, s), 2.97 (2H, t, J=6.3 Hz), 2.71 
(2H, t, J=6.3 Hz), 1.96-1.89 (2H, m), 1.88-1.82 (2H, m). 13C-NMR (CDCl3/CD3OD) δ: 
168.31, 162.67, 158.83, 143.14, 140.63, 130.26, 129.18, 128.33, 127.96 (2C), 126.35, 
123.79, 121.15, 115.04, 114.26 (2C), 55.30, 45.84, 25.67, 24.66, 21.85 (2C). FAB-MS 
m/z: 364 (MH+). 
 
FK299. 
To a solution of FK298 (71.8 mg, 0.198 mmol) and DMF (3 drops) in CH2Cl2 (2 mL) was 
added oxalyl chloride (43 µL, 0.50 mmol) at ambient temperature. The whole was stirred at 
this temperature for 10 min. Then diethylamine (100 µL, 0.971 mmol) and triethylamine 
(140 µL, 1.01 mmol) was added. The whole was stirred at ambient temperature for 30 min. 
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Then the whole was diluted with ethyl acetate. The organic layer was washed with water 
and brine, dried (Na2SO4) and concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 
88/12 to 4/96) gave the title compound (73.9 mg, 0.177 mmol, 89% yield) as a colorless 
amorphous. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.76 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.40 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.31 
(1H, d, J=8.6 Hz), 7.15 (2H, d, J=8.6 Hz), 6.82 (2H, d, J=8.6 Hz), 5.51 (2H, brs), 3.75 (3H, 
s), 3.54 (2H, brs), 3.29 (2H, brs), 2.88 (2H, t, J=6.3 Hz), 2.73 (2H, t, J=6.3 Hz), 1.94-1.87 
(2H, m), 1.87-1.81 (2H, m), 1.23 (3H, brs), 1.17 (3H, brs). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.65, 
162.13, 158.65, 142.06, 137.95, 130.43, 129.32, 128.46, 127.88 (2C), 127.08, 122.15, 
121.11, 114.84, 114.06 (2C), 55.16, 45.49, 43.38, 39.40, 25.51, 24.62, 21.81, 21.77, 
14.30, 12.84. FAB-MS m/z: 419 (MH+). 
 
FK300. 
A solution of FK299 (44.8 mg, 0.107 mmol) in TFA (2 mL) was stirred at 80 ºC for 20 hrs. 
Then the whole was diluted with ethyl acetate. The organic layer was washed (water, 
saturated aqueous solution of NaHCO3, brine), dried (Na2SO4) and concentrated. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 20/80 to 0/100) gave the title compound (16.1 mg, 
0.0540 mmol, 50% yield) as colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.75 (1H, d, J=1.2 Hz), 
7.51 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.47 (1H, dd, J=8.0, 1.2 Hz), 4.24 (1H, brs), 3.54 (2H, brs), 3.26 
(2H, brs), 2.90 (2H, t, J=6.3 Hz), 2.68 (2H, t, J=6.3 Hz), 1.91-1.85 (2H, m), 1.85-1.78 (2H, 
m), 1.22 (3H, brs), 1.15 (3H, brs). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.83, 163.39, 145.44, 136.39, 
131.53, 128.44, 127.46, 121.80, 120.59, 116.50, 43.43, 39.61, 25.68, 23.67, 21.69, 
21.56, 14.19, 12.93. FAB-MS m/z: 299 (MH+). 
 
Synthesis of 5-butyryl-N,N-diethyl-5,6,7,8,9,10-hexahydrophenanthridine-2-
carboxamide (Scheme 5-4). 
 
Methyl 4-butyramidobenzoate (FK338). 
To a vigorously stirred mixture of methyl 4-aminobenzoate (3037 mg, 20.09 mmol) in 
CH2Cl2 (50 mL) and saturated aqueous solution of NaHCO3 (50 mL) at 0 ºC was added 
butyryl chloride (2700 µL, 25.85 mmol). Stirring was continued for 11 hrs at ambient 
temperature. The biphasic mixture was separated and the organic phase was washed with 
saturated aqueous solution of NaHCO3 and brine, dried (Na2SO4) and concentrated. The 
residue was recrystallised from CH2Cl2 / n-hexane to afford the title compound (3190 mg, 
14.42 mmol, 72% yield) as colorless needles. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.96 (2H, d, J=8.9 Hz), 
7.65 (1H, brs), 7.59 (2H, d, J=8.9 Hz), 3.87 (3H, s), 2.34 (2H, t, J=7.5 Hz), 1.73 (2H, tq, 
J=7.5, 7.5 Hz), 0.97 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 171.66, 166.65, 142.20, 
130.77 (2C), 125.36, 118.75 (2C), 52.00, 39.67, 18.88, 13.68. FAB-MS m/z: 222. 
 
(2-Bromocyclohex-1-en-1-yl)methanol (FK337). 
To a solution of FK257 (1148 mg, 6.074 mmol) in THF (20 mL) and MeOH (10 mL) was 
added CeCl3·7H2O (3409 mg, 9.151 mmol) and NaBH4 (711.4 mg, 18.81 mmol). The 
whole was stirred at ambient temperature for 1 hr. Then the whole was partitionated 
between ethyl acetate and water, and the water layer was extracted with ethyl acetate. 
The combined organic layer was washed (water, brine), dried and concentrated. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 98/2 to 84/16) gave the title compound (1097 mg, 
5.740 mmol, 95% yield) as a colorless oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 4.21 (2H, s), 2.52-2.46 (2H, 
m), 2.27-2.21 (2H, m), 1.72-1.64 (4H, m).13C-NMR (CDCl3) δ: 135.30, 121.49, 66.31, 
36.62, 29.13, 24.62, 22.24. FAB-MS m/z: 192 (MH+). 
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Methyl 4-(N-((2-bromocyclohex-1-en-1-yl)methyl)butyramido)benzoate (FK340). 
To a solution of FK337 (189.6 mg, 0.9923 mmol) and triethylamine (210 µL, 1.52 mmol) in 
CH2Cl2 (1 mL) was added methanesulfonyl chloride (120 µL, 1.55 mmol) at 0 ºC. The 
whole was stirred at this temperature for 6 hrs. Then water was added and the whole was 
extracted with ethyl acetate. The organic layer was washed (water, brine), dried and 
concentrated. The mixture of the mesylate and the chloride was subjected to the next 
reaction without further purification. To a solution of FK338 (223.7 mg, 1.011 mmol) in dry 
DMF (300 µL) was added NaH (42.3 mg, 1.06 mmol, ca. 60%) and the whole was stirred 
at ambient temperature for 1 hr. Then TBAI (39.2 mg, 0.106 mmol) and the mixture of the 
mesylate and the chloride in dry DMF (600 µL) was added and the whole was stirred at 90 
ºC for 2 hrs. Then the whole was diluted with ethyl acetate. The organic layer was washed 
(water, brine), dried and concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 96/4 
to 68/32) gave the title compound (196.7 mg, 0.4988 mmol, 50% for 2 steps) as a pale-
yellow oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.08 (2H, d, J=8.0 Hz), 7.21 (2H, d, J=8.0 Hz), 4.63 (2H, s), 
3.94 (3H, s), 2.37 (2H, brs), 2.14 (2H, brs), 2.06 (2H, t, J=7.5 Hz), 1.66-1.56 (6H, m), 0.83 
(3H, t, J=6.9 Hz).13C-NMR (CDCl3) δ: 172.69, 166.25, 145.88, 131.14, 130.71 (2C), 
129.43, 128.23 (2C), 123.41, 52.61, 52.27, 36.65, 36.26, 29.05, 24.55, 22.17, 18.84, 
13.74.. FAB-MS m/z: 396, 394 (MH+). 
 
Methyl 5-butyryl-5,6,7,8,9,10-hexahydrophenanthridine-2-carboxylate (FK341). 
A deaerated mixture of the FK340 (104.8 mg, 0.2658 mmol), Pd(OAc)2 (6.4 mg, 0.029 
mmol), PCy3·HBF4 (11.0 mg, 0.0285 mmol) and Cs2CO3 (91.7 mg, 0.281 mmol) in DMA (1 
mL) was stirred at 150 ºC for 7 hrs. The whole was cooled to ambient temperature and 
diluted with AcOEt. The organic layer was washed (water, brine), dried and concentrated. 
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 96/4 to 68/32) gave the title compound (52.6 
mg, 0.168 mmol, 63% yield) as colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.88 (1H, d, J=1.7 Hz), 
7.83 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.21 (1H, brs), 4.21 (2H, s), 3.90 (3H, s), 2.44 (2H, t, J=7.5 
Hz), 2.42-2.38 (2H, m), 2.18-2.13 (2H, m), 1.81-1.72 (2H, m), 1.71-1.63 (4H, m), 0.89 (3H, 
t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 172.72, 166.79, 139.99, 135.00, 131.59, 127.22, 
126.70, 125.87, 123.49, 123.16, 52.12, 45.92, 36.09, 28.12, 24.27, 22.41, 22.08, 19.34, 
13.79. FAB-MS m/z: 314 (MH+). 
 
5-Butyryl-5,6,7,8,9,10-hexahydrophenanthridine-2-carboxylic acid (FK351). 
A solution of FK341 (51.1 mg, 0.163 mmol) in THF (2 mL) and MeOH (1 mL) was treated 
with 0.5 M aqueous NaOH (0.5 mL). The whole was stirred at ambient temperature for 6 
hrs and diluted with water and 0.5 M aqueous NaOH. The whole was washed with CH2Cl2, 
acidified by the addition of hydrochloric acid, and then extracted with CHCl3/iPrOH=3/1. 
The organic layer was washed (water, brine), dried, and concentrated. Recrystallisation 
(CH2Cl2/n-hexane) gave the title compound (28.3 mg, 0.0945 mmol, 58%.) as pale-yellow 
solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.94 (1H, d, J=2.0 Hz), 7.90 (1H, dd, J=8.6, 2.0 Hz), 7.31-7.19 
(1H, m), 4.23 (2H, s), 2.46 (2H, t, J=7.5 Hz), 2.44-2.39 (2H, m), 2.19-2.15 (2H, m), 1.82-
1.76 (2H, m), 1.73-1.65 (4H, m), 0.90 (3H, t, J=6.9 Hz). FAB-MS m/z: 300 (MH+). 
 
5-butyryl-N,N-diethyl-5,6,7,8,9,10-hexahydrophenanthridine-2-carboxamide (FK352). 
A mixture of FK351 (26.1 mg, 0.0872 mmol), diethylamine (28 µL, 0.27 mmol) DMAP (11.9 
mg, 0.0974 mmol) and EDC (40.5 mg, 0.211 mmol) in CH2Cl2 (1.5 mL) was stirred at 
ambient temperature for 14 hrs. Then the whole was diluted with ethyl acetate. The 
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organic layer was washed (water, 2 M aqueous HCl, saturated aqueous NaHCO3, brine), 
dried, and concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 92/8 to 36/64) 
gave the title compound (18.4 mg, 0.0519 mmol, 60% yield) as a colorless oil. 1H-NMR 
(CD3OD) δ: 7.42 (1H, brs), 7.27 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.23 (1H, dd, J=8.0, 1.7 Hz), 4.21 (2H, 
brs), 3.54 (2H, brs), 3.33 (2H, brs), 2.51 (2H, t, J=7.5 Hz), 2.42-2.37 (2H, m), 2.25-2.19 
(2H, m), 1.84-1.78 (2H, m), 1.75-1.69 (2H, m), 1.66-1.57 (2H, m), 1.25 (3H, brs), 1.16 (3H, 
brs), 0.88 (3H, t, J=6.6 Hz). 13C-NMR (CD3OD) δ: 174.79, 173.23, 138.00, 135.30, 133.44, 
128.60, 127.23, 125.21, 125.03, 121.33, 45.02 (2C), 40.97, 36.71, 29.06, 25.31, 23.62, 
23.27, 20.20, 14.48, 13.95, 13.04. FAB-MS m/z: 355 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd 
for C22H31N2O2 355.2386, found 355.2376. 
 
Synthesis of N,N-diethyl-1-alkyl-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinoline-6-carboxamides 
(Scheme 5-5). 
 
6-Bromo-3,4-dihydroquinolin-2(1H)-one (FK246). 
The bromination was conducted by employing a reported reaction condition64. To a 
solution of 3,4-dihydro-2(1H)-quinolinone (454.8 mg, 3.090 mmol) in DMF (5 mL) was 
added N-bromosuccinimide (587.1 mg, 3.299 mmol) in DMF (5 mL) at 0 ºC. The mixture 
was then allowed to warm up to ambient temperature and stirred for 9 hrs. Then the 
mixture was diluted with ethyl acetate. The organic layer was washed with water and brine, 
dried, and concentrated. The residue was recrystallized from ethanol / water to yield the 
title compound (385.5 mg, 1.705 mmol) as an off-white solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.56 (1H, 
brs), 7.30-7.26 (2H, m), 6.68 (1H, d, J=8.0 Hz), 2.96 (2H, t, J=7.5 Hz), 2.63 (2H, t, J=8.0 
Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 171.37, 136.34, 130.85, 130.39, 125.71, 116.84, 115.45, 30.32, 
25.14. 
 
Phenyl 2-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinoline-6-carboxylate (FK285). 
The carbonilation was conducted by employing a reported reaction condition65. A 
deaerated mixture of the FK246 (49.2 mg, 0.218 mmol), FK278 (51.3 mg, 0.420 mmol), 
tributylamine (95 µL, 0.40 mmol), Pd(OAc)2 (5.2 mg, 0.023 mmol) and P(tBu)3·HBF4 (26.6 
mg, 0.0917 mmol) in NMP (600 µL) was stirred at 150 ºC for 4 hrs. The whole was cooled 
to ambient temperature and diluted with AcOEt. The organic layer was washed (water, 2 N 
aqueous solution of HCl, brine), dried and concentrated. Column chromatography (n-
hexane/AcOEt = 94/6 to 52/48) gave the title compound (28.0 mg, 0.105 mmol, 48% 
yield) as colorless solid. 1H-NMR (CD3OD/CDCl3) δ: 8.01 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.99 (1H, dd, 
J=8.6, 1.7 Hz), 7.43 (2H, dd, J=8.0, 7.5 Hz), 7.27 (1H, t, J=7.5 Hz), 7.19 (2H, d, J=8.0 Hz), 
6.99 (1H, d, J=8.6 Hz), 3.05 (2H, t, J=6.9 Hz), 2.63 (2H, t, J=6.9 Hz). 13C-NMR 
(CD3OD/CDCl3) δ: 173.79, 166.30, 152.46, 144.11, 130.97 (2C), 130.51 (2C), 126.91, 
125.39, 124.88, 122.84 (2C), 116.43, 31.26, 25.96. FAB-MS m/z: 268 (MH+). 
 
Phenyl 1-butyl-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinoline-6-carboxylate (FK288). 
To a suspension of FK285 (28.3 mg, 0.106 mmol) and Cs2CO3 (54.8 mg, 0.155 mmol) in 
DMF (500 µL) was added butyl iodide (23 µL, 0.20 mmol). The whole was stirred at 
ambient temperature for 3 hrs and diluted with AcOEt. The organic layer was washed 
(water, brine), dried and concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 95/5 
to 60/40) gave the title compound (30.6 mg, 0.0946 mmol, 89% yield) as a colorless oil. 
1H-NMR (CDCl3) δ: 8.10 (1H, dd, J=8.0, 2.3 Hz), 8.01 (1H, d, J=2.3 Hz), 7.44 (2H, dd, 
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J=7.5, 7.5 Hz), 7.31-7.26 (1H, m), 7.21 (2H, d, J=7.5 Hz), 7.09 (1H, d, J=8.0 Hz), 3.99 (2H, 
t, J=7.5 Hz), 2.99 (2H, t, J=7.5 Hz), 2.70 (2H, t, J=7.5 Hz), 1.69-1.61 (2H, m), 1.46-1.37 
(2H, m), 0.98 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.05, 164.65, 150.92, 144.20, 
130.05, 129.88, 129.50 (2C), 126.48, 125.87, 123.42, 121.71 (2C), 114.64, 42.09, 31.60, 
29.19, 25.38, 20.11, 13.81. FAB-MS m/z: 324 (MH+). 
 
Phenyl 1-(4-methoxybenzyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinoline-6-carboxylate 
(FK306). 
To a suspension of FK285 (56.8 mg, 0.213 mmol) and Cs2CO3 (111.5 mg, 0.3160 mmol) 
in DMF (1 mL) was added 4-methoxybenzyl chloride (54 µL, 0.40 mmol). The whole was 
stirred at ambient temperature for 3 hrs and diluted with AcOEt. The organic layer was 
washed (water, brine), dried and concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt 
= 92/8 to 36/64) gave the title compound (66.8 mg, 0.174 mmol, 81% yield) as a colorless 
amorphous. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.98 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.95 (1H, dd, J=8.0, 1.7 Hz), 7.40 
(2H, ddd, J=8.6, 8.6, 1.7 Hz), 7.26-7.22 (1H, m), 7.16-7.12 (4H, m), 7.00 (1H, d, J=8.0 
Hz), 6.83 (2H, d, J=8.6 Hz), 5.16 (2H, brs), 3.76 (3H, s), 3.04 (2H, t, J=6.8 Hz), 2.81 (2H, t, 
J=6.8 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.42, 164.57, 158.82, 150.87, 144.25, 129.98, 129.71, 
129.47 (2C), 128.30, 127.72 (2C), 126.33, 125.86, 123.69, 121.66 (2C), 115.49, 114.26 
(2C), 55.25, 45.49, 31.58, 25.34. FAB-MS m/z: 388 (MH+). 
 
1-Butyl-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinoline-6-carboxylic acid (FK305). 
The hydrolysis was conducted by employing a reported reaction condition66. A solution of 
FK288 (47.8 mg, 0.148 mmol) in dioxane (1.5 mL) was treated with 30% aqueous H2O2 
(400 µL) and 2 M aqueous NaOH (400 µL). The whole was stirred at ambient temperature 
for 1 hr. Then 2 M aqueous Na2S2O3 was added and the whole was acidified by the 
addition of hydrochloric acid, and extracted with CHCl3/iPrOH=4/1. The organic layer was 
washed (water, brine), dried, and concentrated. Recrystallisation (CH2Cl2/n-hexane) gave 
the title compound (36.3 mg, 0.147 mmol, 99% yield) as colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) 
δ: 7.98 (1H, d, J=8.6 Hz), 7.89 (1H, s), 7.04 (1H, d, J=8.6 Hz), 3.95 (2H, t, J=8.0 Hz), 2.94 
(2H, t, J=6.9 Hz), 2.67 (2H, t, J=6.9 Hz), 1.65-1.57 (2H, m), 1.42-1.35 (2H, m), 0.94 (3H, t, 
J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.18, 144.33, 130.11, 129.91, 129.63, 126.39, 115.26, 
114.60, 42.16, 31.54, 29.19, 25.32, 20.10, 13.80. FAB-MS m/z: 248 (MH+). 
 
1-(4-Methoxybenzyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinoline-6-carboxylic acid (FK308). 
A solution of FK306 (66.8 mg, 0.172 mmol) in dioxane (1.5 mL) was treated with 30% 
aqueous H2O2 (400 µL) and 2 M aqueous NaOH (400 µL). The whole was stirred at 
ambient temperature for 1 hr. Then 2 M aqueous Na2S2O3 was added and the whole was 
acidified by the addition of hydrochloric acid, and extracted with CHCl3/iPrOH=4/1. The 
organic layer was washed (water, brine), dried, and concentrated. Recrystallisation 
(CH2Cl2/MeOH/n-hexane) gave the title compound (47.7 mg, 0.153 mmol, 89% yield) as 
colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.88 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.85 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 
7.12 (2H, d, J=8.6 Hz), 6.96 (1H, d, J=8.6 Hz), 6.82 (2H, d, J=8.6 Hz), 5.13 (2H, brs), 3.75 
(3H, s), 3.01 (2H, t, J=7.4 Hz), 2.80 (2H, t, J=7.4 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.84, 170.53, 
158.78, 144.41, 130.03, 129.71, 128.26, 127.68 (2C), 126.22, 123.43, 115.40, 114.23 
(2C), 55.24, 45.57, 31.52, 25.27. FAB-MS m/z: 312 (MH+). 
 
1-Butyl-N,N-diethyl-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinoline-6-carboxamide (FK310). 
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To a solution of FK305 (33.0 mg, 0.133 mmol) and DMF (2 drops) in CH2Cl2 (1.5 mL) was 
added oxalyl chloride (40 µL, 0.47 mmol) at ambient temperature. The whole was stirred at 
this temperature for 10 min. Then diethylamine (80 µL, 0.78 mmol) and triethylamine (100 
µL, 0.721 mmol) was added. The whole was stirred at ambient temperature for 30 min. 
Then the whole was diluted with CH2Cl2. The organic layer was washed (water, brine), 
dried and concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 88/12 to 0/100) 
gave the title compound (30.8 mg, 0.102 mmol, 76% yield) as a colorless oil. 1H-NMR 
(CDCl3) δ: 7.24 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.20 (1H, d, J=1.7 Hz), 6.96 (1H, d, J=8.6 Hz), 
3.90 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.42 (4H, brs), 2.87 (2H, t, J=7.5 Hz), 2.62 (2H, t, J=7.5 Hz), 1.62-
1.55 (2H, m), 1.40-1.32 (2H, m), 1.78 (6H, t. J=6.9 Hz), 0.93 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR 
(CDCl3, 60 ºC) δ: 170.78, 169.79, 140.68, 131.40, 126.69, 126.62, 125.81, 114.45, 41.95, 
41.52 (2C), 31.75, 29.36, 25.62, 20.09, 13.67, 13.54 (2C). FAB-MS m/z: 303 (MH+). 
HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C18H27N2O2 303.2073, found 303.2058. 
 
N,N-diethyl-1-(4-methoxybenzyl)-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydroquinoline-6-carboxamide 
(FK312). 
To a solution of FK308 (47.7 mg, 0.153 mmol) and DMF (3 drops) in CH2Cl2 (1.5 mL) was 
added oxalyl chloride (40 µL, 0.47 mmol) at ambient temperature. The whole was stirred at 
this temperature for 10 min. Then diethylamine (80 µL, 0.78 mmol) and triethylamine (100 
µL, 0.721 mmol) was added. The whole was stirred at ambient temperature for 30 min. 
Then the whole was diluted with CH2Cl2. The organic layer was washed (water, brine), 
dried and concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 83/17 to 0/100) 
gave the title compound (48.6 mg, 0.133 mmol, 87% yield) as a colorless oil. 1H-NMR 
(CDCl3) δ: 7.18 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.10 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.09 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 
6.86 (1H, d, J=8.6 Hz), 6.80 (2H, d, J=8.6 Hz), 5.08 (2H, s), 3.73 (3H, s), 3.44 (2H, brs), 
3.29 (2H, brs), 2.94 (2H, t, J=7.5 Hz), 2.74 (2H, t, J=7.5 Hz), 1.13 (6H, s). 13C-NMR (CDCl3) 
δ: 170.55, 170.28, 158.62, 140.54, 131.49, 128.55, 127.60 (2C), 126.42, 126.30, 125.49, 
115.16, 114.09 (2C), 55.17, 45.44, 43.18, 39.32, 31.57, 25.37, 14.09, 12.82. FAB-MS 
m/z: 367 (MH+). 
 
Synthesis of N,N-diethyl-3-oxo-3,4-dihydro-2H-benzo[b][1,4]oxazine-7-
carboxamides (Scheme s2). 

 
Scheme s2. Synthesis of benzooxazinones. 
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To a mixture of methyl 4-amino-3-hydroxybenzoate (171.0 mg, 1.023 mmol) and K2CO3 
(463.7 mg, 3.350 mmol) in CH3CN (3 mL) was added bromoacetyl chloride (200 µL, 2.389 
mmol) at ambient temperature. The whole was stirred at 70 ºC for 5 hrs. Then water was 
added and the whole was extracted with CHCl3/iPrOH=3/1. The organic layer was washed 
(brine, saturated aqueous solution of (NH4)2SO4), dried and concentrated. Recrystallisation 
(EtOH) gave the title compound (84.7 mg, 0.409 mmol, 40% yield) as a colorless oil. 1H-
NMR (DMSO-d6) δ: 11.06 (1H, s), 7.57 (1H, dd, J=8.0, 1.7 Hz), 7.42 (1H, d, J=1.7 Hz), 
6.97 (1H, d, J=8.0 Hz), 4.64 (2H, s), 3.80 (3H, s). FAB-MS m/z: 208 (MH+). 
 
FK268. 
To a suspension of FK253 (27.1 mg, 0.131 mmol) and Cs2CO3 (71.2 mg, 0.202 mmol) in 
DMF (1.5 mL) was added butyl iodide (30 µL, 0.26 mmol). The whole was stirred at 
ambient temperature for 3 hrs and diluted with AcOEt. The organic layer was washed 
(water, brine), dried and concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 96/4 
to 68/32) gave the title compound (25.9 mg, 0.0984 mmol, 75% yield) as colorless solid. 
1H-NMR (CDCl3) δ: 7.74 (1H, dd, J=8.0, 1.7 Hz), 7.64 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.02 (1H, d, 
J=8.0 Hz), 4.63 (2H, s), 3.95 (2H, t, J=7.5 Hz), 3.91 (3H, s), 1.68-1.61 (2H, m), 1.46-1.38 
(2H, m), 0.97 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 166.08, 164.08, 144.88, 132.50, 
125.49, 124.57, 118.24, 114.45, 67.43, 52.18, 41.07, 29.02, 20.02, 13.72. FAB-MS m/z: 
264 (MH+). 
 
FK256. 
To a suspension of FK253 (32.4 mg, 0.156 mmol) and Cs2CO3 (81.1 mg, 0.230 mmol) in 
DMF (2 mL) was added 4-methoxybenzyl chloride (35 µL, 0.25 mmol). The whole was 
stirred at ambient temperature for 3 hrs and diluted with AcOEt. The organic layer was 
washed (water, brine), dried and concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt 
= 95/5 to 60/40) gave the title compound (39.4 mg, 0.120 mmol, 77% yield) as colorless 
solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.63 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.61 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.18 (2H, d, 
J=9.2 Hz), 6.96 (1H, d, J=8.6 Hz), 6.85 (2H, d, J=9.2 Hz), 5.12 (2H, s), 4.74 (2H, s), 3.87 
(3H, s), 3.77 (3H, s).  13C-NMR (CDCl3) δ: 166.02, 164.56, 159.06, 144.87, 132.59, 128.05 
(2C), 127.34, 125.74, 124.53, 118.09, 115.35, 114.33 (2C), 67.52, 55.27, 52.18, 44.43. 
 
FK271. 
A solution of FK268 (25.9 mg, 0.0984 mmol) in THF (1.6 mL) and MeOH (0.8 mL) was 
treated with 0.5 M aqueous NaOH (0.4 mL). The whole was stirred at ambient temperature 
for 7 hrs, acidified by the addition of hydrochloric acid, and then extracted with CHCl3. The 
organic layer was washed (water, brine), dried, and concentrated. The crude acid was 
subjected to the next reaction without further purification. To a solution of the crude acid, 
DMAP (14.6 mg, 0.120 mmol) and diethylamine (30 µL, 0.29 mmol) in CH2Cl2 (2 mL) was 
added EDC (37.7 mg, 0.197 mmol) at ambient temperature. The whole was stirred at this 
temperature for 21 hrs and diluted with AcOEt. The organic layer was washed (water, 
brine), dried and concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 88/12 to 
4/96) gave the title compound (24.7 mg, 0.0812 mmol, 82% yield for 2 steps) as a 
colorless oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.07 (1H, dd, J=8.0, 1.7 Hz), 7.02 (1H, d, J=1.7 Hz), 6.99 
(1H, d, J=8.0 Hz), 4.61 (2H, s), 3.94 (2H, t, J=7.5 Hz), 3.53 (2H, brs), 3.31 (2H, brs), 1.68-
1.61 (2H, m), 1.45-1.37 (2H, m), 1.22 (3H, brs), 1.18 (3H, brs), 0.97 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-
NMR (CDCl3) δ: 169.98, 163.93, 145.04, 132.56, 129.22, 121.03, 115.48, 114.74, 67.50, 
43.32, 40.91, 39.30, 29.00, 20.00, 14.14, 13.70, 12.83. FAB-MS m/z: 305 (MH+). 



105 
 

 
FK262. 
A solution of FK256 (39.3 mg, 0.120 mmol) in THF (1.6 mL) and MeOH (0.8 mL) was 
treated with 0.5 M aqueous NaOH (0.4 mL). The whole was stirred at ambient temperature 
for 12 hrs, acidified by the addition of hydrochloric acid, and then extracted with CHCl3. 
The organic layer was washed (water, brine), dried, and concentrated. The crude acid was 
subjected to the next reaction without further purification. To a solution of the crude acid, 
DMAP (11.5 mg, 0.09413 mmol) and diethylamine (40 µL, 0.39 mmol) in CH2Cl2 (6 mL) 
and DMF (2 mL) was added EDC (38.1 mg, 0.199 mmol) at ambient temperature. The 
whole was stirred at this temperature for 18 hrs and diluted with AcOEt. The organic layer 
was washed (water, brine), dried and concentrated. Column chromatography (n-
hexane/AcOEt = 88/12 to 4/96) gave the title compound (16.3 mg, 0.0442 mmol, 37% 
yield for 2 steps) as a colorless amorphous. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.18 (2H, d, J=8.6 Hz), 
7.02 (1H, brs), 6.96-6.91 (2H, m), 6.86 (2H, d, J=8.6 Hz), 5.10 (2H, s), 4.73 (2H, s), 3.78 
(3H, s), 3.50 (2H, brs), 3.27 (2H, brs), 1.20 (3H, brs), 1.13 (3H, brs). 13C-NMR (CDCl3) δ: 
169.92, 164.46, 159.03, 145.03, 132.89, 129.45, 128.03 (2C), 127.58, 121.03, 115.60, 
115.40, 114.32 (2C), 67.64, 55.29, 44.43, 43.27, 39.32, 14.20, 12.90. FAB-MS m/z: 369 
(MH+). 
 
Synthesis of -N,N-diethyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline-6-carboxamides (Scheme s3). 

 
Scheme s3. Synthesis of tetrahydroquinolines. 
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To a solution of FK263 (120.4 mg, 0.6296 mmol) and triethylamine (220 µL, 1.59 mmol) in 
CH2Cl2 (600 µL) was added butyryl chloride (125 µL, 1.20 mmol) at ambient temperature. 
The whole was stirred for 1 h at this temperature. Then water was added and the whole 
was extracted with CH2Cl2. The organic layer was washed with water and brine, dried and 
concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 96/4 to 60/40) gave the title 
compound (129.5 mg, 0.4956 mmol, 79% yield) as a pale-yellow oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 
7.87-7.84 (2H, m), 7.40 (1H, brs), 3.90 (3H, s), 3.79 (2H, t, J=6.3 Hz), 2.78 (2H, t, J=6.9 
Hz), 2.50 (2H, t, J=7.5 Hz), 2.00-1.95 (2H, m), 1.74-1.67 (2H, m), 0.93 (3H, t, J=6.9 Hz). 
13C-NMR (CDCl3) δ: 173.03, 166.73, 143.21, 130.04, 128.10, 127.48, 126.21, 124.32, 
52.11, 43.76, 36.85, 27.02, 23.87, 19.21, 13.82. FAB-MS m/z: 262 (MH+). 
 
FK281. 
To a solution of FK263 (116.5 mg, 0.6092 mmol) and triethylamine (220 µL, 1.59 mmol) in 
CH2Cl2 (600 µL) was added 4-methoxybenzoyl chloride (160 µL, 1.18 mmol) at 0 ºC. The 
whole was stirred for 1 h at ambient temperature. Then water was added and the whole 
was extracted with CH2Cl2. The organic layer was washed with water and brine, dried and 
concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 96/4 to 52/48) gave the title 
compound (193.9 mg, 0.5960 mmol, 98% yield) as colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 
7.85 (1H, d, J=2.3 Hz), 7.54 (1H, dd, J=8.0, 2.3 Hz), 7.34 (2H, d, J=8.6 Hz), 6.78 (2H, d, 
J=8.6 Hz), 6.75 (1H, d, J=8.0 Hz), 3.91 (2H, t, J=6.3 Hz), 3.87 (3H, s), 3.81 (3H, s), 2.89 
(2H, t, J=6.9 Hz), 2.09-2.04 (2H, m). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.37, 166.77, 161.50, 144.09, 
130.86 (2C), 130.69, 130.08, 127.74, 127.13, 125.41, 124.91, 113.52 (2C), 55.32, 52.03, 
44.85, 27.09, 23.82. FAB-MS m/z: 326 (MH+). 
 
FK280. 
A solution of FK277 (129.5 mg, 0.4956 mmol) in THF (8 mL) and MeOH (4 mL) was 
treated with 0.5 M aqueous NaOH (2 mL). The whole was stirred at ambient temperature 
for 18 hrs, acidified by the addition of hydrochloric acid, and then extracted with CH2Cl2. 
The organic layer was washed (water, brine), dried, and concentrated. Recrystallization 
(CH2Cl2/n-hexane) gave the title compound (77.9 mg, 0.315 mmol, 64% yield) as colorless 
solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.93 (1H, dd, J=8.0, 2.3 Hz), 7.92 (1H, brs), 7.45 (1H, brs), 3.81 
(2H, t, J=6.9 Hz), 2.81 (2H, t, J=6.3 Hz), 2.52 (2H, t, J=7.5 Hz), 2.02-1.97 (2H, m), 1.76-
1.69 (2H, m), 0.94 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 173.16, 170.98, 143.91, 132.26, 
130.67, 128.15, 125.22, 124.40, 43.87, 36.88, 27.03, 23.80, 19.19, 13.80. FAB-MS m/z: 
248 (MH+). 
 
FK283. 
A solution of FK281 (193.9 mg, 0.5960 mmol) in THF (8 mL) and MeOH (4 mL) was 
treated with 0.5 M aqueous NaOH (2 mL). The whole was stirred at ambient temperature 
for 26 hrs, acidified by the addition of hydrochloric acid, and then extracted with CH2Cl2. 
The organic layer was washed (water, brine), dried, and concentrated. Recrystallization 
(CH2Cl2/n-hexane) gave the title compound (61.9 mg, 0.199 mmol, 33% yield) as colorless 
solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.91 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.61 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.36 (2H, d, 
J=8.6 Hz), 6.80 (2H, d, J=8.6 Hz), 6.79 (1H, d, J=8.6 Hz), 3.93 (2H, t, J=6.9 Hz), 3.81 (3H, 
s), 2.91 (2H, t, J=6.9 Hz), 2.11-2.04 (2H, m). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.92, 170.52, 161.60, 
144.88, 130.90 (2C), 130.77, 130.72, 127.78, 127.61, 124.98, 124.36, 113.57 (2C), 
55.34, 44.97, 27.12, 23.75. FAB-MS m/z: 312 (MH+). 
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FK290. 
To a solution of FK280 (29.3 mg, 0.119 mmol) and DMF (3 drops) in CH2Cl2 (1 mL) was 
added oxalyl chloride (26 µL, 0.30 mmol) at ambient temperature. The whole was stirred at 
this temperature for 10 min. Then diethylamine (60 µL, 0.58 mmol) and triethylamine (80 
µL, 0.58 mmol) was added. The whole was stirred at ambient temperature for 30 min. 
Then the whole was diluted with ethyl acetate. The organic layer was washed (water, 
brine), dried (Na2SO4) and concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 
88/12 to 4/96) gave the title compound (33.9 mg, 0.112 mmol, 95% yield) as a colorless 
oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.64-7.18 (3H, m), 3.78 (2H, t, J=6.3 Hz), 3.54 (2H, brs), 3.32 (2H, 
brs), 2.74 (2H, t, J=6.9 Hz), 2.49 (2H, t, J=6.9 Hz), 2.00-1.95 (2H, m), 1.74-1.67 (2H, m), 
1.24 (3H, brs), 1.15 (3H, brs), 0.93 (3H, t, J=6.9 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 172.78, 170.78, 
139.74, 133.59, 132.74, 126.78, 124.37, 123.95, 43.28 (2C), 39.19, 36.51, 26.83, 23.86, 
19.07, 14.20, 13.74, 12.78. FAB-MS m/z: 303 (MH+). 
 
FK297. 
To a solution of FK283 (32.5 mg, 0.104 mmol) and DMF (3 drops) in CH2Cl2 (1 mL) was 
added oxalyl chloride (21 µL, 0.24 mmol) at ambient temperature. The whole was stirred at 
this temperature for 10 min. Then diethylamine (50 µL, 0.49 mmol) and triethylamine (70 
µL, 0.51 mmol) was added. The whole was stirred at ambient temperature for 30 min. 
Then the whole was diluted with ethyl acetate. The organic layer was washed (water, 
brine), dried (Na2SO4) and concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 
84/16 to 0/100) gave the title compound (35.1 mg, 0.0958 mmol, 92% yield) as a 
colorless oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.36 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.21 (1H, d, J=1.7 Hz), 6.90 (1H, 
dd, J=8.0, 1.7 Hz), 6.78 (2H, d, J=8.6 Hz), 6.77 (1H, d, J=8.0 Hz), 3.90 (2H, t, J=6.3 Hz), 
3.80 (3H, s), 3.51 (2H, brs), 3.26 (2H, brs), 2.85 (2H, t, J=6.3 Hz), 2.08-2.01 (2H, m), 1.21 
(3H, brs), 1.10 (3H, brs). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.83, 170.10, 161.22, 140.47, 132.78, 
131.17, 130.70 (2C), 127.88, 126.91, 124.81, 123.70, 113.32 (2C), 55.24, 44.73, 43.28, 
39.22, 26.93, 23.87, 14.16, 12.80. FAB-MS m/z: 367 (MH+). 
 
Synthesis of N,N-diethyl-3-alkyl-2-oxo-2,3-dihydrobenzo[d]oxazole-6-carboxamides 
(Scheme s4). 

 
Scheme s4. Synthesis of benzooxazolinones. 
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was extracted with CH2Cl2. The organic layer was washed  (water, brine), dried and 
concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 92/8 to 36/64) gave the title 
compound (323.5 mg, 1.675 mmol, 84% yield) as off-white solid. 1H-NMR (CD3OD) δ: 
7.90 (1H, dd, J=8.0, 1.2 Hz), 7.80 (1H, d, J=1.2 Hz), 7.15 (1H, d, J=8.0 Hz), 3.89 (3H, s). 
13C-NMR (CD3OD) δ: 167.88, 156.84, 145.11, 136.26, 127.47, 125.58, 111.51, 110.40, 
52.72. FAB-MS m/z: 194 (MH+). 
 
FK309. 
A solution of FK302 (102.2 mg, 0.5291 mmol) and LiOH·H2O (80.3 mg, 1.91 mmol) in THF 
(7 mL) and water (7 mL) was stirred at 75 ºC for 6 hrs. Then the whole was acidified by the 
addition of hydrochloric acid, and extracted with CHCl3/iPrOH=3/1. The organic layer was 
washed (water, brine), dried, and concentrated. Recrystallisation (MeOH/water) gave the 
title compound (66.6 mg, 0.372 mmol, 70% yield) as off-white solid. 1H-NMR (CD3OD) δ: 
7.91 (1H, dd, J=8.0, 1.7 Hz), 7.80 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.14 (1H, d, J=8.0 Hz). 13C-NMR 
(CD3OD) δ: 169.08, 156.86, 145.05, 135.99, 127.67, 126.28, 111.74, 110.28. FAB-MS 
m/z: 180 (MH+). 
 
FK311. 
To a solution of FK309 (42.6 mg, 0.238 mmol) and DMF (2 drops) in CH2Cl2 (2 mL) was 
added oxalyl chloride (55 µL, 0.64 mmol) at ambient temperature. The whole was stirred at 
40 ºC for 10 min. Then diethylamine (110 µL, 1.07 mmol) and triethylamine (140 µL, 1.01 
mmol) was added. The whole was stirred at ambient temperature for 30 min. Then the 
whole was diluted with CHCl3. /iPrOH=4/1. The organic layer was washed (water, brine), 
dried and concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 80/20 to 0/100) 
gave the title compound (45.8 mg, 0.196 mmol, 82% yield) as colorless solid. 1H-NMR 
(CDCl3) δ: 10.27 (1H, brs), 7.19 (1H, d, J=1.2 Hz), 7.13 (1H, dd, J=8.0, 1.2 Hz), 6.93 (1H, 
d, J=8.0 Hz), 3.53 (2H, brs), 3.27 (2H, brs), 1.22 (3H, brs), 1.13 (3H, brs). 13C-NMR (CDCl3) 
δ: 170.68, 155.20, 143.49, 130.95, 130.89, 122.46, 109.82, 108.28, 43.62, 39.77, 14.15, 
12.79. FAB-MS m/z: 235 (MH+). 
 
FK307. 
To a suspension of FK311 (21.1 mg, 0.0901 mmol) and Cs2CO3 (55.7 mg, 0.158 mmol) in 
DMF (1 mL) was added butyl iodide (23 µL, 0.20 mmol). The whole was stirred at ambient 
temperature for 3 hrs and diluted with AcOEt. The organic layer was washed (water, brine), 
dried and concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 88/12 to 4/96) gave 
the title compound (23.1 mg, 0.0796 mmol, 88% yield) as a colorless oil. 1H-NMR (CDCl3) 
δ: 7.23-7.19 (2H, m), 6.96 (1H, d, J=8.0 Hz), 3.81 (2H, t, J=7.5 Hz), 3.45 (2H, brs), 3.33 
(2H, brs), 1.76-1.70 (2H, m), 1.42-1.33 (2H, m), 1.16 (6H, brs), 0.94 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-
NMR (CD3OD) δ: 172.52, 156.17, 143.73, 133.70, 132.29, 123.70, 110.00, 109.30, 45.09, 
43.11, 41.04, 30.81, 20.83, 14.32, 13.95, 13.01. FAB-MS m/z: 291 (MH+). 
 
FK313. 
To a suspension of FK311 (23.3 mg, 0.0995 mmol) and Cs2CO3 (57.9 mg, 0.164 mmol) in 
DMF (1 mL) was added 4-methoxybenzyl chloride (27 µL, 0.20 mmol). The whole was 
stirred at ambient temperature for 3 hrs and diluted with AcOEt. The organic layer was 
washed (water, brine), dried and concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt 
= 88/12 to 4/96) gave the title compound (28.9 mg, 0.0815 mmol, 82% yield) as a 
colorless oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.26 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.21 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.11 (1H, 
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dd, J=8.0, 1.7 Hz), 6.84 (2H, d, J=8.6 Hz), 6.83 (1H, d, J=8.0 Hz), 4.92 (2H, s), 3.76 (3H, 
s), 3.36 (4H, brs), 1.14 (6H, brs). 13C-NMR (CD3OD) δ: 172.43, 161.13, 156.23, 143.73, 
133.26, 132.44, 130.33 (2C), 128.29, 123.60, 115.31 (2C), 110.46, 109.33, 55.71, 46.42, 
45.03, 41.02, 14.32, 13.00. FAB-MS m/z: 355 (MH+). 
 
Synthesis of 8-amino-5-butyl-N,N-diethyl-6-oxo-5,6,7,8,9,10-
hexahydrophenanthridine-2-carboxamides (Scheme 5-6). 
 
FK360. 
To a solution of 4-iodobenzoic acid (748.8 mg, 3.019 mmol) and DMF (100 µL) in CH2Cl2 
(30 mL) was added oxalyl chloride (386 µL, 4.50 mmol) at ambient temperature. The whole 
was stirred at this temperature for 20 min. Then diethylamine (2 mL, 20 mmol) was added. 
The whole was stirred at ambient temperature for 40 min. Then the whole was diluted with 
ethyl acetate. The organic layer was washed (water, brine), dried and concentrated. 
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 92/8 to 36/64) gave the title compound 
(908.5 mg, 2.997 mmol, 99% yield) as a pale-yellow oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.72 (2H, d, 
J=8.6 Hz), 7.09 (2H, d, J=8.6 Hz), 3.50 (2H, brs), 3.21 (2H, brs), 1.21 (3H, brs), 1.08 (3H, 
brs). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.28,137.54 (2C), 136.63, 128.08 (2C), 95.07, 43.26, 39.31, 
14.18, 12.85. FAB-MS m/z: 304 (MH+). 
 
FK361. 
The amination was conducted by employing a reported reaction condition67. A suspension 
of FK360 (836.3 mg, 2.759 mmol), CuI (53.9 mg, 0.283 mmol), K3PO4 (1222 mg, 5.624 
mmol), ethylene glycol (630 µL, 11.3 mmol) and n-butylamine (1400 µL, 14.16 mmol) in n-
butanol (3 mL) was stirred at 100 ºC under Ar for 15 hrs. Then water was added and the 
whole was extracted with ethyl acetate. The organic layer was washed (water, brine), dried 
and concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 84/16 to 4/96) gave the 
title compound (577.4 mg, 2.325 mmol, 84% yield) as a yellow oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.25 
(2H, d, J=8.6 Hz), 6.55 (2H, d, J=8.6 Hz), 3.82 (1H, brs), 3.43 (2H, brs), 3.42 (2H, brs), 
3.12 (2H, t, J=6.9 Hz), 1.64-1.57 (2H, m), 1.47-1.41 (2H, m), 1.18 (6H, t, J=6.9 Hz), 0.96 
(3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CD3OD) δ: 174.68, 152.11, 129.29 (2C), 124.40, 112.53 (2C), 
44.64, 44.03, 41.34, 32.40, 21.34, 14.27, 14.22, 13.78. FAB-MS m/z: 247 ([M-H]+). 
 
FK357. 
To a mixture of DMF (450 µL) and CHCl3 (900 µL) was added PBr3 (110 µL, 1.16 mmol) 
dropwise at 0 ºC. The whole was stirred at ambient temperature for 2 hrs. Then N-(4-
oxocyclohexyl)phthalimide (243.1 mg, 0.9993 mmol) was added, and the whole was 
refluxed for 2 hrs. Then 2M aqueous NaOH (1 mL) was added and the whole was 
extracted with AcOEt. The organic layer was washed (water, brine), dried and 
concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 94/6 to 36/64) gave the title 
compound (64.0 mg, 0.192 mmol, 19% yield) as colorless solid. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.84 
(2H, dd, J=5.2, 2.9 Hz), 7.73 (2H, dd, J=5.2, 2.9 Hz), 4.47-4.39 (1H, m), 3.04-2.88 (3H, 
m), 2.82-2.73 (1H, m), 2.70-2.64 (1H, m), 1.94-1.88 (1H, m). 13C-NMR (CDCl3) δ: 192.70, 
168.02 (2C), 141.49, 134.15 (2C), 133.49, 131.76 (2C), 123.32 (2C), 45.61, 38.54, 28.10, 
27.44. FAB-MS m/z: 336, 334 (MH+). 

 

FK362. 
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To a mixture of the FK357 (707.1mg, 2.116 mmol), NaH2PO4 (75.2 mg, 0.627 mmol) and 
30% aqueous H2O2 (200 µL) in CH3CN (18 mL), MeOH (2 mL) and water (1 mL) was 
added NaClO2 (330.6 mg, 2.924 mmol, ca. 80%) in water (3 mL) at ambient temperature. 
The whole was stirred at this temperature overnight, acidified with 1 N aqueous solution of 
HCl and extracted with CHCl3/iPrOH=3/1. The organic layer was washed (water, brine), 
dried and concentrated to give the title  compound (734.8 mg, 2.098 mmol, 99% yield) as 
colorless solid. 1H-NMR (DMSO-d6) δ: 7.88-7.80 (4H, m), 4.35-4.26 (1H, m), 2.99-2.89 (1H, 
m), 2.88-2.76 (1H, m), 2.72-2.64 (1H, m), 2.55-2.43 (2H, m), 1.88-1.81 (1H, m). 13C-NMR 
(DMSO-d6) δ: 167.67 (3C), 134.40 (2C), 131.48 (2C), 130.16, 122.99 (2C), 122.51, 45.02, 
36.32, 31.01, 26.91. 
 

FK365. 
To a suspension of the FK362 (351.6 mg, 1.004 mmol) and DMF (200 µL) in dry CH2Cl2 (2 
mL) was added oxalyl chloride (86 µL, 1.0 mmol) at ambient temperature. The whole was 
stirred at 60 ºC for 15 min. Then a solution of FK361 (182.7 mg, 0.7356 mmol) and DMAP 
(126.3 mg, 1.034 mmol) in dry CH2Cl2 (1 mL) was added and the whole was stirred at 60 
ºC for 2 hrs. Then the whole was diluted with CH2Cl2. The organic layer was washed 
(water, 2 N HCl aq., 2 N NaOH aq., brine), dried (Na2SO4) and concentrated. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 83/17 to 0/100) gave the title compound (377.6 mg, 
0.6505 mmol, 88% yield) as a colorless amorphous. 1H-NMR (CD3OD) δ: 7.82-7.76 (4H, 
m), 7.55-7.49 (4H, m), 3.93 (1H, brs), 3.66 (2H, brs), 3.60 (2H, brs), 3.43 (2H, brs), 3.18-
2.01 (5H, brm), 1.66 (1H, brs), 1.58-1.50 (2H, m), 1.42-1.34 (2H, m), 1.29 (3H, t, J=6.9 
Hz), 1.20 (3H, t, J=6.9 Hz), 0.92 (3H, t, J=6.9 Hz). 13C-NMR (CD3OD) δ: 172.71, 169.29, 
169.23 (2C), 143.14, 138.33, 135.42 (2C), 135.08, 133.14 (2C), 128.93 (2C), 128.42 (2C), 
124.06 (2C), 121.63, 46.84, 45.29, 45.15, 41.05, 36.62, 33.01, 30.68, 28.32, 20.99, 
14.52, 14.05, 13.12. FAB-MS m/z: 582, 580 (MH+). 

 

FK366. 
A deaerated mixture of the FK365 (185.7 mg, 0.3199 mmol), Pd(OAc)2 (7.2 mg, 0.032 
mmol), PCy3·HBF4 (12.9 mg, 0.0334 mmol) and Cs2CO3 (93.9 mg, 0.288 mmol) in DMA (1 
mL) was stirred at 130 ºC for 4 hrs. The whole was cooled to ambient temperature and 
diluted with AcOEt. The organic layer was washed (water, brine), dried and concentrated. 
Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 83/17 to 0/100) gave the title compound 
(83.9 mg, 0.168 mmol, 52% yield) as colorless solid. 1H-NMR (CD3OD) δ: 7.85 (1H, d, 
J=1.7 Hz), 7.81-7.75 ‘4H, m), 7.64 (1H, dd, J=8.7, 1.7 Hz), 7.60 (1H, d, J=8.7 Hz), 4.54-
4.46 (1H, m), 4.34-4.23 (2H, m), 3.56 (2H, brs), 3.36 (2H, brs), 3.29-3.15 (2H, m), 3.06-
2.96 (1H, m), 2.95-2.88 (1H, m), 2.69-2.58 (1H, m), 2.17-2.10 (1H, m), 1.71-1.63 (2H, m), 
1.49-1.41 (2H, m), 1.26 (3H, brs), 1.20 (3H, brs), 0.98 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CD3OD) 
δ: 172.69, 169.59 (2C), 162.85, 143.28, 139.01, 135.35 (2C), 133.19 (2C), 131.81, 
129.15, 127.97, 124.06 (2C), 123.91, 121.81, 116.20, 45.10, 43.55, 41.07, 30.83, 28.86, 
27.07, 26.55, 21.15, 14.53, 14.20, 13.07. FAB-MS m/z: 500 (MH+). 
 
FK372.  
A suspension of FK366 (83.9 mg, 0.168 mmol) and N2H4·H2O (200 µL, 4.12 mmol) in 
EtOH (1.5 mL) was refluxed for 5 hrs. Then the whole was diluted with ethyl acetate and 
washed with 2 M aqueous HCl. The whole was then alkalified with 10 M aqueous NaOH, 
and extracted with CHCl3. The organic layer was washed (brine), dried and concentrated. 
Column chromatography (CHCl3/MeOH = 100/0 to 98/2 then CHCl3/MeOH/Et3N = 
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100/10/0.5) gave the title compound (61.9 mg, 0.168 mmol, 99% yield) as a pale-yellow 
amorphous. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.77 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.54 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.36 
(1H, d, J=8.6 Hz), 4.36-4.25 (2H, m), 3.56 (2H, brs), 3.34 (2H, brs), 3.26-3.20 (1H, m), 
3.12-3.02 (2H, m), 2.93-2.83 (1H, m), 2.41-2.33 (1H, m), 2.13-2.06 (1H, m), 1.77-1.63 (3H, 
m), 1.54-1.45 (2H, m), 1.23 (6H, brs), 1.00 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.64, 
161.52, 140.74, 137.80, 130.28, 127.31 (2C), 122.51, 120.61, 114.04, 45.95, 43.37, 
42.33, 39.41, 34.19, 30.72, 29.55, 24.40, 20.22, 14.31, 13.75, 12.82. FAB-MS m/z: 370 
(MH+). 

 
FK373. 
To a vigorously stirred mixture of FK372 (46.2 mg, 0.125 mmol) in CH2Cl2 (1 mL) and 
saturated aqueous solution of NaHCO3 (1 mL) at 0 ºC was added acetyl chloride (15 µL, 
0.21 mmol). Stirring was continued for 13 hrs at ambient temperature. The biphasic 
mixture was separated and the organic phase was washed with saturated aqueous 
solution of NaHCO3 and brine, dried (Na2SO4) and concentrated. Column chromatography 
(CHCl3/MeOH = 98/2 to 95/5) gave the title compound (45.4 mg, 0.110 mmol, 88% yield) 
as a colorless amorphous. 1H-NMR (CDCl3) δ: 7.74 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.54 (1H, dd, J=8.6, 
1.7 Hz), 7.34 (1H, d, J=8.6 Hz), 6.05 (1H, d, J=7.5 Hz), 4.35-4.14 (3H, m), 3.57 (2H, brs), 
3.33 (2H, brs), 3.04-2.87 (3H, m), 2.35-2.27 (1H, m), 2.19-2.12 (1H, m), 2.01 (3H, s), 
1.81-1.73 (1H, m), 1.71-1.64 (2H, m), 1.51-1.42 (2H, m), 1.23 (6H, brs), 0.98 (3H, t, J=7.5 
Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 170.59, 169.84, 161.17, 140.86, 137.82, 130.55, 127.56, 126.60, 
122.55, 120.42, 114.27, 44.18, 43.57, 42.35, 39.57, 30.62, 29.57, 27.27, 24.01, 23.41, 
20.24, 14.30, 13.79, 12.85. FAB-MS m/z: 412. 
 
Synthesis of amide derivatives of 5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-
cyclohepta[c]quinoline-2-carboxylic acid (Scheme 5-7). 
 
General procedure for synthesis of amide derivatives of 5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-
hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-carboxylic acid (A). 
To a solution of FK325 (30 mg, 0.10 mmol) and DMF (100 µL) in CH2Cl2 (1 mL) was added 
oxalyl chloride (20 µL, 0.23 mmol) at ambient temperature. The whole was stirred at this 
temperature for 10 min. Then triethylamine (70 µL, 0.51 mmol) and amine (0.50 mmol) was 
added. The whole was stirred at ambient temperature for 30 min. Then the whole was 
diluted with ethyl acetate. The organic layer was washed with water and brine, dried 
(Na2SO4) and concentrated. The desired compounds were purified as indicated below. 
 
General procedure for synthesis of amide derivatives of 5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-
hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-carboxylic acid (B). 
To a solution of FK325 (30 mg, 0.10 mmol) and DMF (100 µL) in CH2Cl2 (1 mL) was added 
oxalyl chloride (20 µL, 0.23 mmol) at ambient temperature. The whole was stirred at this 
temperature for 10 min. Then aqueous amine solution (1 mL) was added. The whole was 
stirred at ambient temperature for 60 min. Then the whole was diluted with ethyl acetate. 
The organic layer was washed with water and brine, dried (Na2SO4) and concentrated. The 
desired compounds were purified as indicated below. 
 
5-Butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide 
(FK335) 
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This compound was synthesized according to the general procedure B using 28% 
aqueous ammonia solution. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 83/17 to 0/100) 
gave the title compound (39.3 mg, 0.126 mmol, 99% yield) as colorless cubes 
(recrystallised from CH2Cl2/MeOH/n-hexane, mp 222.9–224.0 °C). 1H-NMR (DMSO-d6) δ: 
8.42 (1H, d, J=1.7 Hz), 8.16 (1H, brs), 8.06 (1H, dd, J=9.2, 1.7 Hz), 7.57 (1H, d, J=9.2 Hz), 
7.40 (1H, brs), 4.27 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.13-3.08 (2H, m), 2.97-2.91 (2H, m), 1.89-1.81 (2H, 
m), 1.64-1.54 (4H, m), 1.51-1.44 (2H, m), 1.43-1.35 (2H, m), 0.92 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-
NMR (CDCl3/CD3OD) δ: 169.54, 161.83, 149.27, 139.95, 133.94, 127.93, 126.24, 124.87, 
120.27, 114.34, 43.02, 31.84, 29.35, 27.77, 26.35, 25.51, 25.13, 20.03, 13.50. FAB-MS 
m/z: 313 (MH+). Anal. Calcd for C19H24N2O2·1/4H2O: C, 72.01; H, 7.79; N, 8.84. Found: C, 
72.29; H, 7.63; N, 8.82. 
 
N-Methyl-5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-
carboxamide (FK375) 
This compound was synthesized according to the general procedure B using 40% 
aqueous methylamine solution. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 83/17 to 
0/100) gave the title compound (32.7 mg, 0.100 mmol, quant.) as colorless needles 
(recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 147.1–148.8 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.31 (1H, d, 
J=2.3 Hz), 7.79 (1H, dd, J=9.2, 2.3 Hz), 7.33 (1H, d, J=9.2 Hz), 6.19 (1H, brs), 4.29 (2H, t, 
J=7.5 Hz), 3.04 (3H, d, J=4.6 Hz), 3.08-3.01 (4H, m), 1.92-1.86 (2H, m), 1.74-1.63 (4H, 
m), 1.61-1.55 (2H, m), 1.51-1.43 (2H, m), 0.98 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 
167.57, 161.73, 148.59, 140.05, 134.60, 127.51, 126.90, 124.32, 120.51, 114.33, 43.10, 
32.14, 29.58, 28.08, 26.96, 26.64, 25.85, 25.42, 20.33, 13.84. FAB-MS m/z: 327 (MH+). 
Anal. Calcd for C20H26N2O2: C, 73.59; H, 8.03; N, 8.58. Found: C, 73.34; H, 7.89; N, 8.58. 
 
N-Ethyl-5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-
carboxamide (FK376) 
This compound was synthesized according to the general procedure B using 70% 
aqueous ethylamine solution. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 88/12 to 
0/100) gave the title compound (31.8 mg, 0.0934 mmol, 100%) as colorless needles 
(recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 127.2–129.3 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.33 (1H, d, 
J=2.3 Hz), 7.79 (1H, dd, J=8.6, 2.3 Hz), 7.33 (1H, d, J=8.6 hz), 6.15 (1H, brs), 4.29 (2H, t, 
J=8.0 Hz), 3.56-3.49 (2H, m), 3.09-3.05 (2H, m), 3.04-3.02 (2H, m), 1.92-1.86 (2H, m), 
1.74-1.63 (4H, m), 1.61-1.55 (2H, m), 1.51-1.44 (2H, m), 1.27 (3H, t, J=7.5 Hz), 0.98 (3H, 
t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 166.77, 161.73, 148.62, 140.02, 134.58, 127.62, 126.81, 
124.42, 120.54, 114.28, 43.09, 35.08, 32.15, 29.58, 28.08, 26.65, 25.85, 25.45, 20.33, 
14.99, 13.84. FAB-MS m/z: 341 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C21H29N2O2 
341.2229, found 341.2180. 
 
N-n-Propyl-5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-
carboxamide (FK377) 
This compound was synthesized according to the general procedure A. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 92/8 to 36/64) gave the title compound (27.7 mg, 
0.0781 mmol, 83%) as colorless needles (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 223.6–
224.8 °C).1H-NMR (CDCl3) δ: 8.33 (1H, d, J=2.3 Hz), 7.78 (1H, dd, J=9.2, 2.3 Hz), 7.33 
(1H, d, J=9.2 Hz), 6.16 (1H, brs), 4.29 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.48-3.42 (2H, m), 3.10-3.05 (2H, 
m), 3.05-3.01 (2H, m), 1.92-1.86 (2H, m), 1.74-1.55 (8H, m), 1.51-1.43 (2H, m), 0.99 (3H, 
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t, J=7.5 Hz), 0.98 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ:166.87, 161.73, 148.62, 140.02, 
134.59, 127.68, 126.74, 124.49, 120.56, 114.27, 43.08, 41.89, 32.15, 29.58, 28.09, 
26.65, 25.85, 25.44, 23.01, 20.33, 13.84, 11.47. FAB-MS m/z: 355 (MH+). Anal. Calcd for 
C22H30N2O2: C, 74.54; H, 8.53; N, 7.90. Found: C, 74.25; H, 8.26; N, 7.78. 
 
N-n-Butyl-5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-
carboxamide (FK378) 
This compound was synthesized according to the general procedure A. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 92/8 to 36/64) gave the title compound (30.0 mg, 
0.0815 mmol, 94%) as colorless needles (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 129.3–
131.0 °C).1H-NMR (CDCl3) δ: 8.33 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.77 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.33 
(1H, d, J=8.6 Hz), 6.13 (1H, brs), 4.29 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.51-3.46 (2H, m), 3.09-3.05 (2H, 
m), 3.05-3.01 (2H, m), 1.92-1.86 (2H, m), 1.74-1.55 (8H, m), 1.51-1.38 (4H, m), 0.98 (3H, 
t, J=7.5 Hz), 0.96 (3H, t, J=6.9 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 166.82, 161.73, 148.61, 140.02, 
134.59, 127.67, 126.71, 124.50, 120.57, 114.26, 43.08, 39.94, 32.15, 31.84, 29.58, 
28.09, 26.65, 25.86, 25.45, 20.33, 20.19, 13.84, 13.81. FAB-MS m/z: 369 (MH+). Anal. 
Calcd for C23H32N2O2: C, 74.96; H, 8.75; N, 7.60. Found: C, 74.61; H, 8.54; N, 7.51. 
 
N-c-Propyl-5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-
carboxamide (FK379) 
This compound was synthesized according to the general procedure A. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 88/12 to 4/96) gave the title compound (20.5 mg, 
0.0582 mmol, 69%) as a colorless powder (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 
177.4–180.5 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ:8.30 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.75 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 
7.32 (1H, d, J=8.6 Hz), 6.26 (1H, brs), 4.29 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.09-3.05 (2H, m), 3.04-3.00 
(2H, m), 2.95-2.89 (1H, m), 1.92-1.86 (2H, m), 1.73-1.64 (4H, m), 1.61-1.55 (2H, m), 1.51-
1.43 (2H, m), 0.98 (3H, t, J=7.5 Hz), 0.91-0.86 (2H, m), 0.66-0.62 (2H, m) . 13C-NMR 
(CDCl3) δ: 168.20, 161.71, 148.58, 140.12, 134.62, 127.25, 126.83, 124.39, 120.51, 
114.27, 43.08, 32.14, 29.57, 28.08, 26.65, 25.84, 25.44, 23.26, 20.32, 13.83, 6.86. FAB-
MS m/z: 353 (MH+). Anal. Calcd for C23H32N2O2·2/3 H2O: C, 72.50; H, 8.11; N, 7.69. 
Found: C, 72.29; H, 7.75; N, 7.50. 
 
N-i-Propyl-5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-
carboxamide (FK380) 
This compound was synthesized according to the general procedure A. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 92/8 to 36/64) gave the title compound (22.1 mg, 
0.0623 mmol, 74%) as a colorless powder (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 
121.1–124.1 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.33 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.76 (1H, dd, J=9.2, 1.7 Hz), 
7.32 (1H, d, J=9.2 Hz), 5.92 (1H, d, J=7.5 Hz), 4.35-4.26 (3H, m), 3.10-3.05 (2H, m), 
3.05-3.01 (2H, m), 1.92-1.86 (2H, m), 1.74-1.64 (4H, m), 1.62-1.55 (2H, m), 1.51-1.43 (2H, 
m), 1.29 (6H, d, J=6.3 Hz), 0.98 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 166.01, 161.73, 
148.64, 139.99, 134.57, 127.75, 126.66, 124.54, 120.57, 114.20, 43.07, 42.08, 32.15, 
29.57, 28.09, 26.66, 25.85, 25.46, 22.93 (2C), 20.33, 13.84. FAB-MS m/z: 355 (MH+). 
HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C22H31N2O2 355.2386, found 355.2397. 
 
N-t-Butyl-5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-
carboxamide (FK381) 
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This compound was synthesized according to the general procedure A. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 95/5 to 60/40) gave the title compound (31.8 mg, 
0.0863 mmol, 93%) as a colorless oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.34 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.71 (1H, 
dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.31 (1H, d, J=8.6 Hz), 5.96 (1H, brs), 4.29 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.09-
3.05 (2H, m), 3.05-3.01 (2H, m), 1.91-1.85 (2H, m), 1.73-1.63 (4H, m), 1.61-1.55 (2H, m), 
1.49 (9H, s), 1.50-1.44 (2H, m), 0.98 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 166.16, 
161.73, 148.70, 139.87, 134.54, 128.55, 126.46, 124.57, 120.59, 114.08, 51.78, 43.05, 
32.16, 29.57, 28.95 (3C), 28.06, 26.65, 25.87, 25.45, 20.33, 13.84. FAB-MS m/z: 369 
(MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C23H33N2O2 369.2542, found 369.2549. 
 
N-Phenyl-5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-
carboxamide (FK382) 
This compound was synthesized according to the general procedure A. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 95/5 to 60/40) gave the title compound (37.5 mg, 
0.0965 mmol, 100%) as colorless cubes (recrystallised from CH2Cl2/MeOH, mp 199.5–
200.6 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.41 (1H, d, J=2.3 Hz), 7.91 (1H, dd, J=8.6, 2.3 Hz), 7.66 
(2H, d, J=7.5 Hz), 7.40-7.36 (3H, m), 7.16 (1H, d, J=7.5 Hz), 4.31 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.11-
3.07 (2H, m), 3.06-3.02 (2H, m), 1.93-1.87 (2H, m), 1.76-1.65 (4H, m), 1.63-1.56 (2H, m), 
1.52-1.45 (2H, m), 0.99 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 165.11, 161.73, 148.52, 
140.36, 137.90, 134.86, 129.17 (3C), 127.77, 126.89, 124.75, 124.66, 120.22 (2C), 
114.50, 43.14, 32.12, 29.59, 28.13, 26.68, 25.82, 25.41, 20.34, 13.85. FAB-MS m/z: 389 
(MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C25H29N2O2 389.2229, found 389.2209. 
 
N-(2-hydroxy)ethyl-5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-
cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide (FK383) 
This compound was synthesized according to the general procedure A. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 50/50 to 0/100) gave the title compound (26.2 mg, 
0.0735 mmol, 76%) as a colorless powder (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 
182.5–184.0 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.33 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.82 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 
7.33 (1H, d, J=8.6 Hz), 6.65 (1H, t, J=5.7 Hz), 4.29 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.87 (2H, dt, J=5.7, 
5.7 Hz), 3.67 (2H, dt, J=4.6, 5.7 Hz), 3.08-3.04 (2H, m), 3.04-3.01 (2H, m), 2.54 (1H, t, 
J=4.6 Hz), 1.92-1.86 (2H, m), 1.74-1.63 (4H, m), 1.61-1.55 (2H, m), 1.51-1.44 (2H, m), 
0.98 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 167.88, 161.73, 148.59, 140.23, 134.67, 
126.98 (2C), 124.57, 120.54, 114.34, 62.56, 43.11, 42.96, 32.13, 29.58, 28.08, 26.66, 
25.82, 25.44, 20.33, 13.84. FAB-MS m/z: 357 (MH+). Anal. Calcd for C21H28N2O3·1/5H2O: 
C, 70.05; H, 7.95; N, 7.78. Found: C, 70.25; H, 7.81; N, 7.73. 
 
N-c-Pentyl-5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-
carboxamide (FK384) 
This compound was synthesized according to the general procedure A. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 92/8 to 36/64) gave the title compound (27.6 mg, 
0.0725 mmol, 81%) as a colorless powder (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 
164.1–166.2 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.33 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.45 (1H, dd, J=9.2, 1.7 Hz), 
7.32 (1H, d, J=9.2 Hz), 6.04 (1H, d, J=7.5 Hz), 4.42 (1H, dt, J=7.5, 6.9 Hz), 4.29 (2H, t, 
J=8.0 Hz), 3.09-3.05 (2H, m), 3.05-3.01 (2H, m), 2.16-2.08 (2H, m), 1.92-1.86 (2H, m), 
1.78-1.63 (8H, m), 1.61-1.55 (2H, m), 1.53-1.43 (4H, m), 0.98 (3H, t, J=6.9 Hz). 13C-NMR 
(CDCl3) δ: 166.49, 161.72, 148.65, 139.98, 134.57, 127.72, 126.65, 124.59, 120.58, 
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114.19, 51.88, 43.07, 33.31 (2C), 32.15, 29.57, 28.09, 26.65, 25.85, 25.46, 23.86 (2C), 
20.33, 13.84. FAB-MS m/z: 381 (MH+). Anal. Calcd for C24H32N2O2: C, 75.75; H, 8.48; N, 
7.36. Found: C, 75.47; H, 8.28; N, 7.28. 
 
N-c-Hexyl-5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-
carboxamide (FK385) 
This compound was synthesized according to the general procedure A. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 92/8 to 36/64) gave the title compound (27.1 mg, 
0.0687 mmol, 78%) as a colorless powder (recrystallised from CH2Cl2/n-hexane, mp 
184.1–187.8 °C). 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.32 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.76 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 
7.32 (1H, d, J=8.6 Hz), 5.96 (1H, d, J=7.5 Hz), 4.29 (2H, t, J=8.0 Hz), 4.04-3.94 (1H, m), 
3.09-3.05 (2H, m), 3.05-3.01 (2H, m), 2.08-2.01 (2H, m), 1.92-1.85 (2H, m), 1.79-1.63 (8H, 
m), 1.62-1.55 (2H, m), 1.51-1.39 (4H, m), 1.30-1.19 (2H, m), 0.98 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-
NMR (CDCl3) δ: 165.95, 161.72, 148.64, 139.96, 134.55, 127.90, 126.69, 124.52, 120.56, 
114.20, 48.87, 43.06, 33.31 (2C), 32.15, 29.57, 28.10, 26.65, 25.85, 25.58, 25.46, 24.94 
(2C), 20.33, 13.84. FAB-MS m/z: 395 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C25H35N2O2 
395.2699, found 395.2735. 
 
N,N’-Dimethyl-5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-
carboxamide (FK386) 
This compound was synthesized according to the general procedure B using 40% 
aqueous dimethylamine solution. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 83/17 to 
0/100) gave the title compound (31.7 mg, 0.0931 mmol, quant.) as a colorless oil. 1H-
NMR (CDCl3) δ: 7.94 (1H, d, J=1.7 Hz), 7.54 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.33 (1H, d, J=8.6 
Hz), 4.30 (2H, t, J=7.5 Hz), 3.12 (3H, brs), 3.19-2.99 (7H, br m), 1.91-1.85 (2H, m), 1.75-
1.62 (4H, m), 1.61-1.55 (2H, m), 1.52-1.44 (2H, m), 0.99 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR 
(DMSO-d6) δ: 169.64, 160.55, 148.21, 138.03, 133.34, 129.60, 128.44, 123.75, 119.29, 
114.53, 42.01, 34.95 (2C), 31.55, 29.26, 27.21, 25.87, 25.56, 25.00, 19.65, 13.74. FAB-
MS m/z: 341 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C21H29N2O2 341.2229, found 341.2210. 
  
5-Butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-carboxylic acid 
pirrolidine amide (FK387) 
This compound was synthesized according to the general procedure A. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 83/17 to 0/100) gave the title compound (29.5 mg, 
0.0806 mmol, 90%) as a colorless amorphous. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.05 (1H, d, J=1.7 Hz), 
7.65 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.32 (1H, d, J=8.6 Hz), 4.29 (2J, t, J=7.5 Hz), 3.67 (2H, t, 
J=6.9 Hz), 3.49 (2H, t, J=6.3 Hz), 3.05-3.00 (6H, m), 2.01-1.93 (2H, m), 1.92-1.84 (4H, m), 
1.75-1.55 (6H, m), 1.52-1.44 (2H, m), 0.98 (3H, t, J=7.5 Hz). 13C-NMR (CDCl3) δ: 169.17, 
161.72, 148.40, 138.94, 134.37, 130.16, 127.96, 124.45, 120.36, 113.94, 49.86, 46.46, 
43.01, 32.11, 29.58, 28.10, 26.58, 26.54, 25.88, 25.36, 24.46, 20.34, 13.84. FAB-MS 
m/z: 367 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C23H31N2O2 367.2386, found 367.2381. 
 
N-Methyl-N’-c-propyl-5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-
cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide (FK388) 
To a solution of FK379 (32.0 mg, 0.0908 mmol) in DMF (0.5 mL) was added sodium 
hydride (8.9 mg, 0.22 mmol, ca. 60%) at ambient temperature. The whole was stirred at 
this temperature for 1 hr. Then methyl iodide (13 µL, 0.21 mmol) was added and the whole 
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was stirred at ambient temperature for 3 hrs. Then the whole was diluted with ethyl 
acetate. The organic layer was washed with water and brine, dried (Na2SO4) and 
concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 83/17 to 0/100) gave the title 
compound (32.0 mg, 0.0873 mmol, 96%) as a colorless oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.05 (1H, 
d, J=1.7 Hz), 7.67 (1H, d, J=8.6 Hz), 7.31 (1H, d, J=8.6 Hz), 4.30 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.11 
(3H, s), 3.06-3.00 (4H, m), 2.90-2.85 (1H, m), 1.91-1.85 (2H, m), 1.75-1.56 (6H, m), 1.52-
1.44 (2H, m), 0.99 (3H, t, J=7.5 Hz), 0.63 (2H, brs), 0.49 (2H, brs). 13C-NMR (CD3OD, 60 
ºC) δ: 174.20, 163.44, 150.89, 140.01, 134.88, 131.99, 129.93, 125.65, 121.51, 115.73, 
44.09, 35.98, 34.15, 32.82, 30.82, 28.93, 27.41, 26.89, 26.52, 21.12, 14.05, 9.76 (2C). 
FAB-MS m/z: 367 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C23H31N2O2 367.2386, found 
367.2407. 
 
N-Ethyl-N’-c-propyl-5-butyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-
cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide (FK389) 
To a solution of FK379 (33.6 mg, 0.0953 mmol) in DMF (0.5 mL) was added sodium 
hydride (8.5 mg, 0.21 mmol, ca. 60%) at ambient temperature. The whole was stirred at 
this temperature for 1 hr. Then ethyl iodide (16 µL, 0.20 mmol) was added and the whole 
was stirred at ambient temperature for 3 hrs. Then the whole was diluted with ethyl 
acetate. The organic layer was washed with water and brine, dried (Na2SO4) and 
concentrated. Column chromatography (n-hexane/AcOEt = 88/12 to 4/96) gave the title 
compound (21.3 mg, 0.0560 mmol, 59%) as a colorless oil. 1H-NMR (CDCl3) δ: 8.01 (1H, 
d, J=1.8 Hz), 7.64 (1H, d, J=8.3 Hz), 7.30 (1H, d, J=8.3 Hz), 4.30 (2H, t, J=7.5 Hz), 3.58 
(2H, q, J=6.6 Hz), 3.06-2.99 (4H, m), 2.84-2.79 (1H, m), 1.91-1.85 (2H, m), 1.75-1.55 (6H, 
m), 1.51-1.44 (2H, m), 1.28 (3H, t, J=6.6 Hz), 0.99 (3H, t, J=7.5 Hz), 0.65 (2H, brs), 0.50 
(2H, brs). 13C-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 174.10, 163.45, 150.87, 139.89, 134.89, 132.42, 
129.71, 125.32, 121.54, 115.74, 44.09, 44.00, 32.83, 32.14, 30.82, 28.93, 27.41, 26.89, 
26.53, 21.12, 14.04, 13.57, 10.01 (2C). FAB-MS m/z: 381 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) 
calcd for C24H33N2O2 381.2542, found 381.2506. 
 
Synthesis of 5-alkyl derivatives of N-Cyclopropyl-N’-ethyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-
hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide (Scheme 5-8). 
 
N-Cyclopropyl-4-iodobenzamide (FK390) 
To a suspension of 4-iodobenzoic acid (996.6 mg, 4.018 mmol) and DMF (3 drops) in 
CH2Cl2 (30 mL) was added oxalyl chloride (550 µL, 6.41 mmol) at ambient temperature. 
The whole was stirred at this temperature for 40 min. Then cyclopropylamine (1390 µL, 
19.96 mmol) was added and the whole was stirred at ambient temperature for 40 min. 
Then water was added and the whole was extracted with ethyl acetate. The organic layer 
was washed (water, brine), dried (Na2SO4) and concentrated. Recrystallisation from 
CH2Cl2/n-hexane gave the title compound (1058 mg, 3.686 mmol, 92%) as colorless solid. 

1H-NMR (CD3OD) δ: 7.81 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.53 (2H, d, J=8.6 Hz), 2.85-2.79 (1H, m), 
0.82-0.75 (2H, m), 0.63-0.60 (2H, m). 13C-NMR (CD3OD) δ: 170.94, 138.85 (2C), 135.06, 
130.00 (2C), 99.13, 24.02, 6.51 (2C). 13C-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 170.94, 138.85 (2C), 
135.06, 130.00 (2C), 99.13, 24.02, 6.51 (2C). FAB-MS m/z: 288 (MH+). 
 
N-Cyclopropyl-N’-ethyl-4-iodobenzamide (FK391) 
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To a solution of FK390 (315.3 mg, 1.098 mmol) and DMF (2 mL) was added sodium 
hydride (93.7 mg, 2.34 mmol, ca. 60%) at ambient temperature. The whole was stirred at 
this temperature for 1 hr. Then ethyl iodide was added and the whole was stirred at 90 ºC 
for 2 hrs. Then the whole was diluted with ethyl acetate. The organic layer was washed 
(water, brine), dried (Na2SO4) and concentrated. Column chromatography (n-
hexane/AcOEt = 94/6 to 52/48) gave the title compound (299.5 mg, 0.9503 mmol, 87%) 
as a colorless oil.1H-NMR (CD3OD) δ: 7.80 (2H, d, J=8.0 Hz), 7.25 (2H, d, J=8.0 Hz), 3.57 
(2H, brs), 2.86 (1H, brs), 1.25 (3H, brs), 0.63 (2H, brs), 0.48 (2H, brs). 13C-NMR (CD3OD, 
60 ºC) δ: 174.01, 138.58 (2C), 138.41, 129.89 (2C), 96.21, 43.72, 31.91, 13.42, 9.91 (2C). 
FAB-MS m/z: 316 (MH+). 
 
N-Cyclopropyl-N’-ethyl-4-((2,4-dimethoxybenzyl)amino)benzamide (FK392) 
A suspension of FK391 (278.5 mg, 0.8837 mmol), 2,4-dimethoxybenzylamine (290 µL, 
1.93 mmol), copper (I) iodide (19.2 mg, 0.101 mmol), tripotassium phosphate 420.7 mg, 
1.936 mmol) and ethylebe glycol (220 µL, 3.93 mmol) in n-butanol (1 mL) were stirred 
under argon at 100 ºC for 12 hrs. Then the whole was diluted with ethyl acetate. The 
organic layer was washed (water, brine), dried (Na2SO4) and concentrated. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 88/12 to 4/96) gave the title compound (268.4 mg, 
0.7572 mmol, 86%) as a colorless oil. 1H-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 7.28 (2H, d, J=8.8 Hz), 
7.15 (1H, d, J=8.0 Hz), 6.61 (2H, d, J=8.8 Hz), 6.53 (1H, d, J=2.3 Hz), 6.43 (1H, dd, J=8.0, 
2.3 Hz), 4.25 (2H, s), 3.83 (3H, s), 3.76 (3H, s), 3.52 (2H, q, J=6.9 Hz), 2.87-2.82 (1H, m), 
1.21 (3H, t, J=6.9 Hz), 0.71-0.66 (2H, m), 0.51-0.46 (2H, m). FAB-MS m/z: 355 (MH+). 
 
2-Bromo-N-(4-(cyclopropyl(ethyl)carbamoyl)phenyl)-N’-(2,4-
dimethoxybenzyl)cyclohept-1-ene-1-carboxamide (FK393) 
To a solution of FK317 (562.7 mg, 2.568 mmol) and DMF (3 drops) in CH2Cl2 (3 mL) was 
added oxalyl chloride (220 µL, 2.57 mmol) at ambient temperature. The whole was stirred 
at this temperature for 10 min. Then FK392 (605.9 mg, 1.709 mmol) in CH2Cl2 (4.5 mL) 
and DMAP (315.5 mg, 2.582 mmol) was added and the whole was stirred at 60 ºC for 2 
hrs. Then the whole was diluted with ethyl acetate. The organic layer was washed (water, 
2 N aqueous HCl, 2 N aqueous NaOH, brine), dried (Na2SO4) and concentrated. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 88/12 to 4/96) gave the title compound (857.9 mg, 
1.544 mmol, 90%) as a colorless amorphous. 1H-NMR (DMSO-d6, 100 ºC) δ: 7.34 (2H,d, 
J=8.0 Hz), 7.20 (2H, d, J=8.0 Hz), 7.12 (1H, brs), 6.44 (1H, d, J=2.3 Hz), 6.41 (1H, dd, 
J=8.6, 2.3 Hz), 4.84 (2H, brs), 3.71 (3H, s), 3.63 (3H, brs), 3.40 (2H, q, J=6.9 Hz), 2.77-
2.72 (1H, m), 2.51 (2H, brs), 2.17 (2H, brs), 1.59-1.21 (6H, br m), 1.46 (3H, t, J=6.9 Hz), 
0.55-0.50 (2H, m), 0.41-0.37 (2H, m). FAB-MS m/z: 557, 555 (MH+). 
 
N-Cyclopropyl-N’-ethyl-5-(2,4-dimethoxybenzyl)-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-
cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide (FK394) 
A suspension of FK393 (120.0 mg, 0.2160 mmol), Pd(OAc)2 (5.4 mg, 0.024 mmol), 
PCy3·HBF4 (9.3 mg, 0.024 mmol) and Cs2CO3 (77.2 mg, 0.237 mml) in DMA (1 mL) was 
stirred under argon at 130 ºC for 4 hrs. Then the whole was diluted with ethyl acetate. The 
organic layer was washed (water, brine), dried (Na2SO4) and concentrated. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 88/12 to 4/96) gave the title compound (72.1 mg, 
0.152 mmol, 70%) as a colorless amorphous.1H-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 8.05 (1H, d, 
J=1.2 Hz), 7.54 (1H, dd, J=8.9, 1.2 Hz), 7.32 (1H, d, J=8.9 Hz), 6.58-6.55 (2H, m), 6.30 
(1H, dd, J=8.6, 2.3 Hz), 5.49 (2H, s), 3.91 (3H, s), 3.70 (3H, s), 3.54 (2H, q, J=7.5 Hz), 
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3.16-3.12 (2H, m), 3.09-3.05 (2H, m), 2.89-2.84 (1H, m), 1.95-1.89 (2H, m), 1.74-1.68 (2H, 
m), 1.65-1.59 (2H, m), 1.24 (3H, t, J=7.5 Hz), 0.64-0.58 (2H, m), 0.51-0.45 (2H, m). 13C-
NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 173.99, 163.97, 161.91, 159.23, 151.26, 140.12, 134.94, 132.58, 
129.54, 128.43, 125.11, 121.54, 117.69, 116.50, 106.20, 99.67, 56.24, 55.90, 43.94, 
42.41, 32.84, 32.06, 29.00, 27.57, 26.94, 26.54, 13.57, 9.98 (2C). FAB-MS m/z: 475 
(MH+).  
 
N-Cyclopropyl-N’-ethyl-6-oxo-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-
2-carboxamide (FK395) 
A solution of FK394 (431.4 mg, 0.9090 mmol) in TFA (3 mL) was stirred at 80 ºC for 90 
min. Then the whole was diluted with ethyl acetate. The organic layer was washed (water, 
saturated aqueous NaHCO3, brine), dried (Na2SO4) and concentrated. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 1/2 then AcOEt) gave the title compound (259.1 mg, 
0.7987 mmol, 88%) as brown solid. 1H-NMR (DMSO-d6) δ: 11.79 (1H, s), 7.91 (1H, s), 
7.57 (1H, d, J=8.3 Hz), 7.27 (1H, d, J=8.3 Hz), 3.44 (2H, q, J=6.9 Hz), 3.04-2.99 (2H, m), 
2.91 (1H, brs), 2.94-2.85 (2H, m), 1.87-1.81 (2H, m), 1.60-1.54 (2H, m), 1.49-1.43 (2H, m), 
1.18 (3H, t, J=6.9 Hz), 0.58-0.50 (2H, m), 0.39 (2H, brs). 13C-NMR (DMSO-d6) δ: 170.58, 
161.43, 149.63, 138.04, 133.89, 130.95, 128.33, 123.24, 118.12, 114.63, 41.83, 31.75 
(2C), 27.27, 25.61, 25.16, 24.95, 13.30, 9.41 (2C). FAB-MS m/z: 325 (MH+).+). HRMS 
(FAB, [M+H]+) calcd for C20H25N2O2 325.1916, found 325.1899. 
 
General procedure for the synthesis of N-Cyclopropyl-N’-ethyl-6-oxo-5-alkyl-
6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide (A) 
To a suspension of FK395 (30 mg, 0.1 mmol) and Cs2CO3 (65 mg, 0.2 mmol) in DMF (0.5 
mL) was added alkyl iodide (0.5 mmol) at ambient temperature. The whole was stirred at 
90 ºC for 1 hr. Then the whole was diluted with ethyl acetate. The organic layer was 
washed (water, brine), dried (Na2SO4) and concentrated. The desired compounds were 
purified as indicated below. 
 
General procedure for the synthesis of N-Cyclopropyl-N’-ethyl-6-oxo-5-alkyl-
6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide (B) 
To a suspension of FK395 (30 mg, 0.1 mmol), Cs2CO3 (65 mg, 0.2 mmol) and TBAI (10 
mg, 0.03 mmol) in DMF (0.5 mL) was added alkyl bromide (0.5 mmol) at ambient 
temperature. The whole was stirred at 90 ºC for 1 hr. Then the whole was diluted with 
ethyl acetate. The organic layer was washed (water, brine), dried (Na2SO4) and 
concentrated. The desired compounds were purified as indicated below. 
 
N-Cyclopropyl-N’-ethyl-6-oxo-5-methyl-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-
cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide (FK397) 
This compound was synthesized according to the general procedure A. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 83/17 to 0/100) gave the title compound (26.4 mg, 
0.0780 mmol, 88%) as a pale-yellow oil. 1H-NMR (DMSO-d6) δ: 8.01 (1H, brs), 7.69 (1H, d, 
J=8.3 Hz), 7.50 (1H, d, J=8.3 Hz), 3.66 (3H, s), 3.52-3.41 (2H, m), 3.08-3.02 (2H, m), 
2.99-2.91 (3H, m), 1.88-1.80 (2H, m), 1.61-1.55 (2H, m), 1.50-1.44 (2H, m), 1.28-1.14 (3H, 
m), 0.54 (2H, brs), 0.41 (2H, brs). 13C-NMR (DMSO-d6) δ: 175.76, 160.89, 148.37, 138.86, 
133.20, 131.13, 128.64, 123.60, 118.80, 114.30, 41.82, 30.97, 30.31, 30.01, 27.19, 
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25.97, 25.56, 25.13, 13.30, 9.41 (2C). FAB-MS m/z: 339 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) 
calcd for C21H27N2O2 339.2073, found 339.2076. 
 
N-Cyclopropyl-N’-ethyl-6-oxo-5-ethyl-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-
cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide (FK396) 
This compound was synthesized according to the general procedure A. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 80/20 to 0/100) gave the title compound (23.0 mg, 
0.0653 mmol, 70%) as a colorless oil. 1H-NMR (DMSO-d6) δ: 8.02 (1H, s), 7.48 (1H, d, 
J=8.9 Hz), 7.55 (1H, d, J=8.9 Hz), 4.31 (2H, q, J=6.9 Hz), 3.46 (2H, q, J=6.3 Hz), 3.07-
3.01 (2H, m), 2.98-2.90 (3H, m), 1.87-1.80 (2H, m), 1.62-1.55 (2H, m), 1.51-1.44 (2H, m), 
1.25-1.16 (6H, m), 0.56 (2H, brs), 0.42 (2H, brs). 13C-NMR (DMSO-d6) δ: 174.77, 160.37, 
148.38, 137.74, 133.17, 130.94, 128.70, 123.85, 119.03, 113.98, 54.92, 41.67, 37.43, 
31.60, 27.24, 25.83, 25.56, 25.06, 13.31, 12.71, 9.24 (2C). FAB-MS m/z: 353 (MH+). 
HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C22H29N2O2 353.2229, found 353.2211. 
 
N-Cyclopropyl-N’-ethyl-6-oxo-5-n-propyl-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-
cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide (FK398) 
This compound was synthesized according to the general procedure A. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 92/8 to 36/64) gave the title compound (14.6 mg, 
0.0398 mmol, 51%) as a pale-yellow oil. 1H-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 8.06 (1H, d, J=1.7 Hz), 
7.71 (1H, dd, J=9.2, 1.7 Hz), 7.56 (1H, d, J=9.2 Hz), 4.33 (2H, t, J=7.5 Hz), 3.59 (2H, q, 
J=7.2 Hz), 3.15-3.10 (2H, m), 3.06-3.01 (2H, m), 2.95-2.90 (1H, m), 1.94-1.88 (2H, m), 
1.82-1.73 (2H, m), 1.72-1.66 (2H, m), 1.62-1.56 (2H, m), 1.28 (3H, t, J=7.2 Hz), 1.03 (3H, 
t, J=7.5 Hz), 0.70-0.64 (2H, m), 0.56-0.50 (2H, m). 13C-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 174.11, 
163.51, 150.90, 139.93, 134.90, 132.44, 129.72, 125.31, 121.53, 115.79, 45.77, 43.99, 
32.83, 32.12, 28.94, 27.41, 26.89, 26.53, 21.94, 13.56, 11.35, 10.00 (2C). FAB-MS m/z: 
367 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C23H31N2O2 367.2386, found 367.2345. 
 
N-Cyclopropyl-N’-ethyl-6-oxo-5-i-propyl-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-
cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide (FK399) 
This compound was synthesized according to the general procedure A. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 94/6 to 52/48) gave the title compound (16.5 mg, 
0.0450 mmol, 63%) as a pale-yellow oil. 1H-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 8.11 (1H, d, J=1.7 Hz), 
7.75 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.62 (1H, dd, J=8.0, 1.7 Hz), 5.55 (1H, sep, J=6.3 Hz), 3.59 (2H, q, 
J=6.9 Hz), 3.24-3.20 (2H, m), 3.06-3.03 (2H, m), 2.94-2.89 (1H, m), 1.94-1.89 (2H, m), 
1.71-1.65 (2H, m), 1.63-1.57 (2H, m), 1.38 (6H, d, J=6.3 Hz), 1.28 (3H, t, J=6.9 Hz), 0.67-
0.59 (2H, m), 0.56-0.49 (2H, m). 13C-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 175.14, 161.59, 152.10, 
147.39, 133.67, 129.13, 128.32, 127.76, 124.64, 123.73, 69.44, 43.98, 33.10, 32.10, 
28.73, 27.24, 27.17, 26.64, 22.43 (2C), 13.58, 9.88 (2C). FAB-MS m/z: 367 (MH+). HRMS 
(FAB, [M+H]+) calcd for C23H31N2O2 367.2386, found 367.2402. 
 
N-Cyclopropyl-N’-ethyl-6-oxo-5-n-pentyl-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-
cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide (FK400) 
This compound was synthesized according to the general procedure B. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 92/8 to 36/64) gave the title compound (17.2 mg, 
0.0436 mmol, 48%) as a pale-yellow oil. 1H-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 8.06 (1H, d, J=1.7 Hz), 
7.72 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.55 (1H, d, J=8.6 Hz), 4.35 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.59 (2H, q, 
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J=6.9 Hz), 3.14-3.10 (2H, m), 3.05-3.01 (2H, m), 2.95-2.90 (1H, m), 1.94-1.88 (2H, m), 
1.78-1.66 (4H, m), 1.62-1.56 (2H, m), 1.48-1.37 (4H, m), 1.28 (3H, t, J=7.5 Hz), 0.92 (3H, 
t, J=6.9 Hz), 0.70-0.63 (2H, m), 0.55-0.50 (2H, m). 13C-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 174.11, 
163.45, 150.88, 139.90, 134.90, 132.43, 129.72, 125.33, 121.55, 115.75, 44.30, 44.01, 
32.83, 32.14, 30.12, 28.94, 28.35, 27.42, 26.90, 26.54, 23.38, 14.19, 13.57, 10.01 (2C). 
FAB-MS m/z: 395 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C25H35N2O2 395.2699, found 
395.2744. 
 
N-Cyclopropyl-N’-ethyl-6-oxo-5-n-hexyl-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-
cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide (FK401) 
This compound was synthesized according to the general procedure A. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 92/8 to 36/64) gave the title compound (19.4 mg, 
0.0475 mmol, 59%) as a pale-yellow oil. 1H-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 8.06 (1H, d, J=1.7 Hz), 
7.72 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.55 (1H, d, J=8.6 Hz), 4.36 (2H, t, J=8.0 Hz), 3.59 (2H, q, 
J=6.9 Hz), 3.14-3.10 (2H, m), 3.05-3.01 (2H, m), 2.96-2.90 (1H, m), 1.94-1.88 (2H, m), 
1.77-1.66 (4H, m), 1.62-1.56 (2H, m), 1.49-1.42 (2H, m), 1.40-1.31 (4H, m), 1.28 (3H, t, 
J=7.5 Hz), 0.90 (3H, t, J=6.9 Hz), 0.70-0.63 (2H, m), 0.56-0.50 (2H, m). 13C-NMR (CD3OD, 
60 ºC) δ: 174.11, 163.46, 150.88, 139.90, 134.90, 132.43, 129.71, 125.33, 121.55, 
115.76, 44.31, 43.97, 32.83, 32.60, 32.10, 28.93, 28.62, 27.57, 27.42, 26.90, 26.54, 
23.51, 14.16, 13.57, 10.01 (2C). FAB-MS m/z: 409 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for 
C26H37N2O2 409.2855, found 409.2837. 
 
N-Cyclopropyl-N’-ethyl-6-oxo-5-benzyl-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-
cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide (FK402) 
This compound was synthesized according to the general procedure B. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 88/12 to 4/96) gave the title compound (27.3 mg, 
0.0656 mmol, 84%) as a colorless amorphous. 1H-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 8.06 (1H, d, 
J=1.7 Hz), 7.56 (1H, dd, J=8.6, 1.7 Hz), 7.41 (1H, d, J=8.6 H), 7.28-7.23 (2H, m), 7.21-
7.14 (3H, m), 5.63 (2H, s), 3.55 (2H, q, J=7.5 Hz), 3.18-3.14 (2H, m), 3.11-3.07 (2H, m), 
2.89-2.84 (1H, m), 1.96-1.91 (2H, m), 1.75-1.69 (2H, m), 1.66-1.60 (2H, m), 1.25 (3H, t, 
J=7.5 Hz), 0.64-0.58 (2H, m), 0.51-0.46 (2H, m). 13C-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 173.98, 
163.86, 151.48, 140.11, 137.89, 134.95, 132.71, 129.77 (2C), 129.57, 128.26, 127.53 
(2C), 125.19, 121.62, 116.53, 43.94, 32.82, 32.06, 29.03, 27.58, 26.92, 26.51, 13.54, 
9.95 (2C). FAB-MS m/z: 415 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C27H31N2O2 415.2386, 
found 415.2402. 
 
N-Cyclopropyl-N’-ethyl-6-oxo-5-(2-methoxy)ethyl-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-
cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide (FK403) 
This compound was synthesized according to the general procedure B. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 81/19 to 0/100) gave the title compound (21.3 mg, 
0.0557 mmol, 65%) as a pale-yellow oil. 1H-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 8.05 (1H, s), 7.69 (1H, 
s), 7.69 (1H, s), 4.57 (2H, t, J=5.7 Hz), 3.73 (2H, t, J=5.7 Hz), 3.59 (2H, q, J=6.9 Hz), 3.32 
(3H, s), 3.14-3.10 (2H, m), 3.05-3.01 (2H, m), 2.95-2.90 (1H, m), 1.94-1.88 (2H, m), 1.72-
1.66 (2H, m), 1.62-1.57 (2H, m), 1.28 (3H, t, J=6.9 Hz), 0.69-0.64 (2H, m), 0.55-0.51 (2H, 
m). 13C-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 172.78, 162.36, 149.87, 139.21, 133.47, 131.22, 128.21, 
123.80, 120.14, 115.00, 69.73, 57.96, 42.76, 42.66, 31.49, 30.77, 27.64, 26.05, 25.52, 
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25.15, 12.23, 8.67 (2C). FAB-MS m/z: 383 (MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for 
C23H31N2O3 383.2335, found 383.2306. 
 
N-Cyclopropyl-N’-ethyl-6-oxo-5-(2-(tert-butyldimethylsilyl)oxy)ethyl-6,7,8,9,10,11-
hexahydro-5H-cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide (FK404) 
This compound was synthesized according to the general procedure B. Column 
chromatography (n-hexane/AcOEt = 92/8 to 36/64) gave the title compound (31.1 mg, 
0.0664 mmol, 54%) as a pale-yellow oil. 1H-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 8.05 (1H, d, J=1.7 Hz), 
7.75 (1H, d, J=8.6 Hz), 7.67 (1H, d, J=8.6, 1.7 Hz), 4.54 (2H, t, J=5.7 Hz), 4.03 (2H, t, 
J=5.7 Hz), 3.58 (2H, q, J=7.5 Hz), 3.14-3.10 (2H, m), 3.05-3.01 (2H, m), 2.95-2.90 (1H, 
m), 1.94-1.88 (2H, m), 1.71-1.65 (2H, m), 1.62-1.56 (2H, m), 1.28 (3H, t, J=7.5 Hz), 0.74 
(9H, s), 0.70-0.63 (2H, m), 0.56-0.51 (2H, m), -0.14 (6H, s). 13C-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 
174.07, 163.71, 151.12, 141.01, 134.80, 132.40, 129.35, 125.05, 121.35, 116.97, 61.91, 
48.66, 46.41, 32.82, 32.05, 28.94, 27.36, 26.85, 26.54, 26.27 (3C), 18.94, 13.59, 10.04 
(2C), -5.44 (2C). FAB-MS m/z: 483 (MH+).  
 
N-Cyclopropyl-N’-ethyl-6-oxo-5-(2-hydroxy)ethyl-6,7,8,9,10,11-hexahydro-5H-
cyclohepta[c]quinoline-2-carboxamide (FK405) 
To a solution of FK404 (25.7 mg, 0.0532 mmol) in THF (2 mL) was added TBAF (1 M in 
THF, 200 µL, 0.200 mmol) at ambient temperature. The solution was stirred at 50 ºC for 3 
hrs. Then the whole was diluted with ethyl acetate. The organic layer was washed (water, 
brine), dried (Na2SO4) and concentrated. Column chromatography (CHCl3/MeOH = 50/1) 
gave the title compound (21.1 mg, 0.0573 mmol, quant.) as a pale-yellow amorphous.1H-
NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 8.05 (1H, brs), 7.81 (1H, brs), 7.70 (1H, brs), 4.51 (2H, t, J=6.3 
Hz), 3.87 (2H, t, J=6.3 Hz), 3.59 (2H, q, J=7.5 Hz), 3.14-3.09 (2H, m), 3.05-3.00 (2H, m), 
2.95-2.90 (1H, m), 1.94-1.88 (2H, m), 1.72-1.65 (2H, m), 1.62-1.56 (2H, m), 1.28 (3H, t, 
J=7.5 Hz), 0.70-0.64 (2H, m), 0.55-0.50 (2H, m). 13C-NMR (CD3OD, 60 ºC) δ: 174.05, 
163.83, 151.14, 140.60, 134.82, 132.50, 129.58, 125.16, 121.48, 116.19, 60.42, 48.66, 
46.50, 32.80, 32.07, 28.96, 27.38, 26.83, 26.47, 13.57, 10.01 (2C). FAB-MS m/z: 369 
(MH+). HRMS (FAB, [M+H]+) calcd for C22H29N2O3 369.2178, found 369.2223. 
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実験項3 –補章に示した実験について- 

変異 NPC1 の作製 (補章 1) 
Site-directed mutagenesis was carried out using a KOD—Plus— Mutagenesis Kit (from 
Toyobo) according to the manufacturer’s protocols. 
NPC1変異体の作製に際しては, 大腸菌のプレート培養および液体培養の温度をそれぞれ 33 ºC, 34 ºCと
した.  
 
Mutagenic primers and PCR protocols 
[S666M] 
npcSMf, ATGTCGGTGGCTTGCTCCTTGGGTG, Tm=62 ºC (25 bp) 
npcSMr, CAGCACGATCAAGATGCCCGCGATG, Tm=62 ºC (25 bp) 
PCR condition: 94 ºC, 2 min - (98 ºC, 10 sec - 57 ºC, 30 sec - 68 ºC, 10 min 24 sec) × 11 
[G673V] 
npcGVf, TTGTCTTCAGCTACATTGGGTTGCCCTTG, Tm=65 ºC (29 bp) 
npcGVr, CCAAGGAGCAAGCCACCGAGCTC, Tm=66 ºC (23 bp) 
PCR condition: 94 ºC, 2 min - (98 ºC, 10 sec - 60 ºC, 30 sec - 68 ºC, 10 min 24 sec) × 11 
[L684F] 
npcLFf, TCATTGTGATTGAAGTCATCCCGTTCCTGGTG, Tm=65 ºC (32 bp) 
npcLFr, AGGTCAAGGGCAACCCAATGTAGCTGAAGAC, Tm=66 ºC (31 bp) 
PCR condition: 94 ºC, 2 min - (98 ºC, 10 sec - 57 ºC, 30 sec - 68 ºC, 10 min 24 sec) × 13 
[D700N] 
npcDNf, AACAACATCTTCATTCTGGTGCAGGCCTACCAG, Tm=62 ºC (33 bp) 
npcDNr, CACTCCAACAGCCAGCACCAGGAAC, Tm=62 ºC (25 bp) 
PCR condition: 94 ºC, 2 min - (98 ºC, 10 sec - 55 ºC, 30 sec - 68 ºC, 10 min 24 sec) × 17 
[V727F] 
npcVFf, TCCTAGGAGAAGTGGCTCCCAG, Tm=57 ºC (22 bp) 
npcVFr, ACCTGCCCAGCTGCTGATC, Tm=55 ºC (19 bp) 
PCR condition: 94 ºC, 2 min - (98 ºC, 10 sec - 55 ºC, 30 sec - 68 ºC, 10 min 30 sec) × 17 
[M754K] 
npcMKf, AGCCAGCCGTGCACACCTTC Tm=63 ºC (20 bp) 
npcMKr, TCACGGACAATGCTCCTAAGAAAAATGCTACAG Tm=64 ºC (33 bp) 
PCR condition: 94 ºC, 2 min - (98 ºC, 10 sec - 57 ºC, 30 sec - 68 ºC, 10 min 24 sec) × 17 
[A767V] 
npcAVf, GTAGTCTTCATTGACTTTCTTCTGCAGATTACCTG, Tm=58 ºC (35 bp) 
npcAVr, CAATCCCGCAAAGAGAGAGAAGGTG, Tm=57 ºC (25 bp) 
PCR condition: 94 ºC, 2 min - (98 ºC, 10 sec - 50 ºC, 30 sec - 68 ºC, 10 min 30 sec) × 15 
[Y509S] 
npcYSf, CACACGCACTTTCTGTACTGCGTACGGGC, Tm=64 ºC (29 bp) 
npcYSr, GGAATCGGCATACACAAAGAAGTCGTCCCCTTTC, Tm=62 ºC (34 bp) 
PCR condition: 94 ºC, 2 min - (98 ºC, 10 sec - 57 ºC, 30 sec - 68 ºC, 10 min 24 sec) × 11 
 
NPC1L1 のコレステロール依存性エンドサイトーシス (補章 2) 
Cell culture and transfection 
McArdle RH7777 rat hepatoma cells (DS Pharma Biomedical) were cultured in DMEM 
supplemented with 10% FBS and penicillin and streptomycin at 37 °C in a humidified 
incubator (5% CO2). Cells were transfected with Lipofectamine LTX (Invitrogen). To obtain 
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cell lines stably expressing NPC1L1 construct, G418-resistant colonies were isolated and 
maintained in the presence of G418 (0.4 mg/mL). 
 
Preparation of 2% CDX-DMEM.  
Methyl-β-cyclodextrin (Sigma, MW 1317-59, average: 1338) was disslved in DMEM 
supplemented with penicillin and streptomycin and filter-sterilized. 
 
Preparation of chol-CDX complex in DMEM78.  
Cholesterol (50 mg/mL solution in CHCl3/MeOH=1/1, 48 µL) was pipeted into a glass 
round bottom flask. The cholesterol was dried under reduced pressure while swirling the 
vial to achive maximal dispersion on the glass surface in contact with the medium. 5 mM 
CDX in DMEM supplemented with penicillin and streptomycin (CDX 133.8 mg/ 10 mL 
DMEM) was added to the dried cholesterol, and rotated at 37 ºC for 6 h, and room 
temperature overnight under Ar. The solution was filter-sterilized. Note that even though 
the concentration of cholesterol used for making the complexes is 625 µM, in practice, the 
final cholesterol concentration is unknown because the solution is saturated in cholesterol 
and the excess is filtered out.  
 
Preparation of LPDS78.  
2% Cab-O-Sil M5 (2 g/100 mL, Cabot Specialty Chemicals Inc., 6,000 yen/100 g) was 
added to the FBS, and the serum was incubated at 4 ºC for 5 hrs with occasional gentle 
shaking. The serum was then centrifuged for 30 min at 48000 g (=20000 rpm) in a TY50.2 
Ti rotor (Beckmann) and the supernatant was filter-sterilized  
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