
Title 液胞型ATPアーゼの阻害機構の解明を目指した標識化
サリシリハラミドの合成研究

Author(s) 杉本, 賀規

Citation 大阪大学, 2009, 博士論文

Version Type VoR

URL https://hdl.handle.net/11094/23464

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKAThe University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



博士論文

多ιf /3! クδ

液胞型ATP アーゼ、の阻害機構の解明を目指した

標識化サリシリハラミドの合成研究

平成20 年度

杉本賀規

¥
1
l
寸
l
l寸
l
1
4
1
ノ



多け 13 !ク 3

博士論文

液胞型ATP アーゼの阻害機構の解明を目指した

標識化サリシリハラミドの合成研究

平成20 年度

杉本賀規



略語表

Ac 

ACMA 

aq 

ATP 

9-BBN 

BCA 

Bu 

Bz 

CGM 

CSA 

CuTC 

d 

dba 

DBU 

DCCD 

DDQ 

DEAD 

DIBAL 

DMA 

DMAP 

DME 

D 乱伍DA

DMF 

DMP 

DMSO 

dppf 

EDTA 

ee 

eq 

ESR 

acetyl 

9・amino-6 ・chloro ・2・methoxyacridine

aqueous (l ayer) 

adenosine 5' 同 triphosphate

9-borabicyclo[3. 3. 1 ]nonane 

bicinchoninic acid 

butyl 

benzoyl 

chromaffin granule membranes 

camphor sulfonic acid 

copper(I) thiophene carboxylate 

day(s) 

dibenzylideneacetone 

1，8-diazabicyclo[5 .4 .0]undec ・7・ene

N， N' ーDicyclohexylcarbodiimide

2，3 -dichloro-5 ， 6-dicyano-1 ， 4 聞 benzoquinone

diethyl azodicarboxylate 

diisobutylaluminum hydride 

N ，N' -dimethylacetamide 

N， N' -dimethyl-4-aminopyridine 

1，2-dimethoxyethane 

N， N'-dimethylethylenediamine 

N ，N 二dimethylformamide

Dess-Martin Periodinane 

dimethylsulfoxide 

1， l'-bis( diphenylphosophino )ferrocene 

ethylenediaminetetraacetic acid 

enant lO excess 

equivalent 

electron spin resonance 



GI 50 

ethyl 

ATP synthase 

carbonyl cyanide p-tri f1 uoromethoxyphenylhydrazone 

4- 19 F-salicylihalamide A 

4)9 F-sa licylihalamide B 

gram 

50% growth inhibition 

hour(s) 

hexyl 

4・(2 ・hydroxyethyl) ・1・piperazineethanesulfonic acid 

hexamethyldisilazane 

1・hydroxybenzotriazole

high performance liquid chromatography 

Horner- Wadworth-Emmons 

Et 

F-ATPase 

FCCP 

F-SA 

F-SB 

G 

h 

Hex 

HEPES 

E品。s

HOBt 

HPLC 

HWE 

1・ lS0 

IC50 

imid 

n o M
e 

u

d 

v
・

且

・

咽

E
A

町

m

c

a 

n

-

-

o

w

d 

-

J

1

1
r

r 

(

ヴ

q

引

v

d

a

、
v
l

r

u

h

p 

疋

P

0

・4
H

n

u

n

s

h

川

崎

紅

白

h

d

C

M 

n

z

o

泊

a

n

E 

%
M
.
m
A
-
m
u 

〕

日

O

主

β

U
H円

r

L

0

3

・
引
U
U

明

μ

f

・l

i

-

-

Ipc 

LDA 

m-

立l1 n

methyl 

mesityl 

m-chloroperbenzoic acid 

minute(s) 

2・methyl-6 ・nitrobenzoic acid anhydride 

methoxymethyl 

3 -(N-morpholino )propanesulfonic acid 

molecular sieves 4A 

Me 

乱i( es

m ・CPBA

h必ffiA

MOM 

MOPS 

MS4A 

n- normal 

NCCD 

NCI 

NMO 

N-(2 ，2， 6， 6-tetramethylpiperidine 回 1・oxy)-N'-cy c1 ohexylcarbodiimide

national cancer insti 印te (in USA) 

4・methylmorpholine-N-oxide



N乱1p N-methylpyrrolidone 

NMR nuclear magnetic resonance 

NOE nuclear overhauser effect 

p- para 

PEG polyethyleneglycol 

PG protectmg group 

Ph phenyl 

PI¥侶 p-methoxybenzyl 

Pr propyl 

quant quantitative yield 

R alkyl group 

RCM ring closing metathesis 

REDOR Rotational Echo Double Resonance 

rt room temperature 

SA (- )-salicylihalamide A 

Salen N ，N' -ethylenebis( salicylimine) 

SB (ー )-salicylihalamide B 

SM starting material 

TBA tetra-n ・butylammonium

TBDPS tert ・butyldiphenylsilyl

TBS tert ・.butyldimethylsilyl

TEA triethylamine 

Teoc 2，2-trichloroethoxycarbony 1 

tert- tert Ia ry 

Tf trifluoromethanesulfonyl 

TFA trifluoroacetic acid 

TFAA trifluoroacetic anhydride 

TFP tri(2-trifuryl)phosphine 

THF tetrahydrofuran 

TIPS triisopropylsil yl 

TLC thin-layer chromatography 

TMS trimethylsilyl 



TPAP 

Ts 

V-ATPase 

WSCD 

tetra-n- propylammonium perruthenate 

p-toluenesulfonyl 

Vacuolar type (W -) ATPase 

water soluble carbodiimide (or 1・ethyl-3 ・(3-dimethylaminopropyl)

carbodiimide hydrochloride) 



目次

第1章 序論

ト1 液胞型ATP アーゼ

1-2 V-ATPase 特異的阻害剤

1-3 サリシリハラミドとベンゾラクトンエナミド系マクロリド

1

9

凶

1・4 サリシリハラミドA の全合成研究 16 

1-5 サリシリハラミドのA の、構造活性相関研究およびV-ATPase 推定阻害機構 25 

1・6 固体NMR と原子間距離測定 33 

1・7 フッ素による有機化合物の標識

1・8 研究目的

参考文献

戸、J
ウ
J

Q

J

4
3

司

3

司
コ

第2章フッ素標識化サリシリハラミドの合成

2・1 サリシリハラミドA の合成

2-2 フッ素化サリシリハラミドA の合成計画

2-3 フッ素化サリシリハラミドA の合成

参考文献

司，ム

F
3

司
I

ζ

J

4

5

5

6 

第3章フッ素標識化サリシリハラミドのV-ATPase 阻害活性試験

3・1 サル腎臓細胞を用いたイメージングアッセイ

3・2 クロマフィン頼粒膜を用いた定量的アッセイ

3・3 活性試験結果の考察

参考文献

ウ
J

A

U

弓

3

A

『

6

7

7

7 

第4章ピオチン化サリシリハラミドの合成

4-1 ピオチン化サリシリハラミドA の合成

参考文献

75 

84 

第5章結論 85 

第6章実験項 86 



スベクトルデータ 109 

謝辞 171 



第 1章序論

1・1 液胞型(W-)ATP アーゼ 1)

プロトンポンプである液胞型σι)ATP アーゼ、 (V-ATPase) は、多くの細胞内小器官

に発現している、生理的に重要な膜タンパク質である。特にリソソーム、分泌頼粒、

エンドソーム、ゴ、ノレジ体、クロマフィン小胞、シナプス小胞などの中央空胞系 (central

vacuolar system) に属するオルガネラの内部は、 V-ATPase の働きによって、いずれも

pH 4.5 - 6.5 と酸性に保たれている。そのため、これらのオルガネラは、細胞質とは異

なる環境を形成し、それぞれ分化した小器官に特有な機能を担っている。 V-ATPase

は、酵母の液胞において見いだされて以来、真核生物全般に広く分布していることが

明らかとなってきた。例えば、 V-ATPase は、上述の中央空胞系オルガネラ以外に、破

骨細胞、がん細胞、腎臓の尿細管上皮細胞、視覚の毛様体の上皮細胞および精巣上体

の上皮細胞の細胞膜にも存在し、それぞれ、骨粗しょう症、ガンの侵襲、尿細管性ア

シドーシス、緑内障に関与している。このため、 V-ATPase を標的とした創薬研究が、

近年盛んに行なわれている 2) 。

V-ATPase は、 ATP の加水分解によって生じるエネルギーを』駆動力として、プロト

ンを濃度勾配に逆らってオルガネラ内に能動輸送する働きを持つ。この際に造りださ

れる膜内外の電気化学的なポテンシャル差、あるいは内部の pH の低下(酸性化)は、

それぞ、れのオルガネラが関与する種々の生理的活動に重要である。例えば、シナプス

小胞内への神経伝達物質の濃縮、あるいはリソソームにおける異物の分解やエンドソ

ーム内部のレセプターJ ガンド複合体の解離と再生、がん細胞の転移、破骨細胞に

よる骨の溶解・再吸収などに必要である事が知られている。

動物、植物、および真菌由来の種々のオルガネラから単離された V-ATPase を比較

すると、いずれも構造的に高い相同性がある。このことは、 V-ATPase の構造が、多岐

の生物にわたって普遍的であることを示している。 V-ATPase は、少なくとも 13 種類

の異なるサブユニットから構成されている複合タンパク質である。さらに、個々のサ

ブユニットにもイソ型(アイソフォーム)が存在している。 2001 年および 2007 年に推

定された構造推定された V-ATPase の構造を、それぞれ、図 1・1( 右)、図 1-2 に示す。

V-ATPase は、大きく 2 つの部分、すなわち膜貫通部分 V o部分と突出部分 V1 部分に

分けられる。 V1 部分は、サブユニットA， B， C， D ， E， F， G; H の 8つから構成されてお

り、 Vo 部分は、サブユニット a，d， e， c， c' ， c" ， Ac45 の 7 つから構成されている(表 1・1)



la ，ld ，le)o V。部分はプロトンチャンネルを形成し、 V 1 部分は泊?加水分解触媒作用を

有している。

V-ATPase と構造的に類似しているものとして、 ATP 合成酵素 (F-ATPase) 3)が知ら

れている(図 1-1 左)0 F-AT Pase は、ミトコンドリア内膜や葉緑体のチラコイド膜など

の細胞膜に存在し、呼吸や光合成によって形成されたプロトンの濃度勾配を駆動力と

して ATP を合成している膜タンパク質である。複合体構造および機能に関する研究は、

平 ATPase に比べて F-ATPase が先行しており、突出部位 FI 部分の高分解能 X 線結晶構

造解析 4) および酵母菌 FoFI 構造の低分解能 X 線結晶構造解析 5)によって、 F-ATPase

を構成するサブ、ユニットの位置関係や F-ATPase の機能発現機構は、おおよそ明らか

にされている。そこで、 F-ATPase との相同性を利用して、 V -ATPas e の複合体構造お

よび機能発現に関する研究が展開されてきた。

V-A WaS 9 F-Aτ 'P aso 

t... DP -P， 
珂P

脂 'IOlt!~ Vo瀦
2H 噌 膜内側 4悼 細胞外

図 1-1. V-ATPase (右)と F-ATPase (左)の比較 (2001 年に提出されたモデル)IC)
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表 1・1. 明らかになっている V-ATPase の構成サブユニット比ld ，le)

サブユニット
分子量

酵母遺伝子 晴乳類のアイソフォーム サブユニットの機能
関連する疾患

I kDa (マウス)

突出部分V1

A 70 VMA1 
ATPase 部位
中心軸の固定子
非加水分解触操部位

81: 難聴
81 (腎臓，精巣上体) アクチンやアルドラーゼ

B 60 VM A2 
82 (遍在的) の結合部位

原細管性

中心軸の固定子 アシドーシス

C1 (遍在的) 腎
V-ATPase の活性の
制御

C 40 VMA5 C精2巣a，上b (体肺) ， 臓， 周辺にある固定子
アクチンの結合部位

D 34 VMA8 
回転軸の構成
中心軸の軸受け

日(精巣)的
周辺にある固定子

E 33 VM A4 RAVE やアルドラーゼの
E2 (遍在 ) 

結合部位

F 14 VMA7 
回転軸の構成
ATPase 活性の促進

G 13 VMA10 G2( 神G1 (遍在経臓細，的精胞)巣) 周辺lーある固定子
G3( 腎 上体 RAVE 結合部位

H 50 VMA13 

た別々にスプフイスを受け い-A TPase の活性制御

2 つの変異体が存在す 中心軸の固定子
る。 I¥JEF の結合部位

膜貫通部分
V。

a1 (神経庄臨骨細細細! 楕胞胞胞畢) } } 

プロトン輸送通路 a3: 大理石

VPH ゴ1{ ル液ジ胞体) a2 (肉 発現場所の制御
骨病

a 100 
STV1 (=ì)[;~fi$:) a3 (破 アルドラーゼの結合部位

a4: 難聴

a4 (腎 上体) 周辺の固定子 原細管性
アシドーシス

V 1の ATP 加水分解と

d 38 VMA6 d1 (遍在的精) v。のロータ一回転との連
d2 (腎臓 巣上体) 動

回転軸の構成

e 9 VMA9 不明

c 17 VMA3 
プロトン輸送
回転ローターの構成

c' 17 VMA11 日甫乳類に存在せず
プロトン輸送
回転ローターの構成
プロトン輸送

c" 21 VMA16 回転ローターの構成
酵母菌にのみ存在

Ac45 45 酵母に存在せず 不明
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サブユニット A とB は、 ATP 加水分解酵素の機能を担っており、 ATP を ADP に加

水分解する o この時、サブユニット A とB は、コンホメーション変化を起こし、ひ

ずみエネルギーを蓄える。サブユニット A とB は、このひずみエネルギ}を解消し

ようとより安定な元の立体構造を取ろうとするが、この時、 V 1部位と Vo 部位を連結

している中心回転軸を時計周りに回転させる力が生じる。中心回転軸は、サブユニッ

トD 、F、d の 3 つから構成されており、サブユニット d の部分で、 Vo 部分の回転子(プ

ロテオリピド・リング)に結合している。この回転子は、サブユニット c，ピョ c" から構

成される 6 量体であり、中心回転軸の回転に伴って、時計周りに回転する。この際、

プロトンを、 Vo 部分のサブユニット a から回転子のサブユニット C へと受け渡される

ことによって、膜を挟んで能動輸送している。サブユニット a の膜突出部位と残りの

サブユニット C，E，q H は、固定子として機能している。すなわち、サブユニット A

とB が中 I[二回転軸を時計回りに回転させる際に、 A とB が回転しないように固定す

るためのものである。この固定子が存在することで、サブユニット A とB で生じた

回転のトルクは、中心軸を介して、膜貫通部位の回転子へと伝えられる。このような

機構で、 Vl 部位における ATP 加水分解と v。部分の回転子の回転が共役していて、 1

分子の ATP が加水分解されることにより、 2 個のプロトンが膜を介して能動輸送され

ると考えられている。

v。部分のプロトンチャネルに関しては、以下の知見が明らかになっている。先ず、

サブユニット C から成る疎水性の高いプロテオリピド・リングがプロトン輸送に関わ

っていることは、酵母菌のサブユニット c，c' ， c" を用いた実験から明らかになった 6) 。

酵母菌のサブユニット c，ピ， c" の膜貫通領域を、図 1-3 に示す(プロトンチャネル活性

に重要なグルタミン酸は、緑色で表記している)。

-5 -
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図 1-3 酵母菌のサプ、ユニット C，C' ， c" の膜貫通領域の図 6)

個々のサブ、ユニット cは、クソレタミン酸残基をただひとつだけ有している。このグ

ノレタミン酸を DCCD でマスクすると、 V-ATPas e のプロト ンポンプ活性は完全に阻害

されることから、この部位の周辺が、プロトン結合部位であると考えられている。一

方で、プロトン輸送に別のサブ唱ユニ ッ トも関与すると考えられている。酵母菌の

V-ATPase の V o部位のサブ、ユニット a の膜貫通領域図を、図 1-4 に示す(プロトンチ

ャネル活性に重要なアミノ酸を、赤色で表記している)。サブユニット a は、 9 回膜貫

通部位を有する大きなサブユニットである。変異導入実験により、 593 番リジン残基

(K593) 、729 番および 743 番ヒスチジン残基(H729 および H743) 、735 番および 799 番

アノレギニン残基(R 735 および R79 9) 、789 番グ、ルタミン酸残基(E789) は、プロトンチャ

ネノレ活性に重要な残基であると考えられているロなかでも、7 番目 の膜貫通部位に存

在する R735 を変異すると、プロトンポンプ活性が完全に阻害されることから、特に

R735 がプロトン輸送に非常に重要であることが明らかにされている 句。
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図 1-4 酵母菌のサブユニット aの膜貫通領域の図 6)

以上の点を考慮した結果、現在提唱されているプロトン輸送機構のモデルを、図 1-5

に示す 1吋。
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図 1・5.¥んATP ぉeのプロトン輸送モデノレ 10) プロ トンは、細胞質側プロトンチャネノレ

(サブユニット a の上半分)のある部分から、膜内のプロトンチャネ/レに入り(図 1- 5a) 、

膜内に入ったプロトンは、サブユニット C，c'および c" のク、ルタ ミン酸残基に受け渡さ

れる(図 1-5b) 。一方、V o のプロテオリ ピド・リング(回転 子)は 、V 1部分における AT P

加水分解と共役して、時計回りに回転している。 この回転に伴い、グ‘ルタミン酸に結

合したプロトンは、 内腔仮IJ プロ トンチャネノレ(サフゃユニット a の下半分)のアルギニン

残基に受け渡される(図 1-5c) 。そして、アルギニン残基に結合したプロトンは、サブ

ユニット a のプロ トン輸送路を介して、 内腔側に抜ける (図 1-5d) 。
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1・2 V-ATPase 特異的阻害剤

生体分子(タンパク質，核酸，脂質など)が織り成す一連の生命現象を、化学反応に置

き換え、その現象の意義を分子レベルで、解明することは、科学者の最終的な目標であ

る。生命現象の意義を分子レベルで、解明する有効な方法論の一つは、特異的阻害剤を

用いた研究である 7) 。

特異的阻害剤とは、生理的に重要な生体内の標的分子(タンパク質など)を、特異的

に識別することにより、その分子の機能を変化させ、結果、細胞機能や生体反応を変

化させる化合物のことである。よって、生体内の標的分子の機能発現および生きた細

胞や生体におけるその機能発現の意義を、優れた特異的阻害剤を用いることにより統

一的に理解できるはずである。特に、 V-ATPase の研究の進展において、特異的阻害剤

が果たした役割は大きい。 V-ATPase が関与している生命現象が広範に及ぶことが明ら

かになってきたが、それらはパブイロマイシンなどの V-ATPase 特異的阻害剤を用い

ることで同定された。すなわち、パフィロマイシンを添加することで影響を受ける生

命現象は、 V-ATPase が関連している生命現象であると比較的簡単に同定できる lb ，8) 。

パフィロマイシン 9) は、 Strl ψtomyces griseus から抗菌作用を指標に単離されたマク

ロリド系抗生物質であり、 V-ATPase を特異的に阻害することが Bowrnan らによって

発見された。また、類似の構造を有する 18 員環マクロリドであるコンカナマイシン

10) も特異的阻害剤として知られている(図 1-6) 。

MeO 

OH 0，，- 人 人 OH OH 

OH 0 
、、、/、~

OMe 

r コンカナマイシン Fパフィロマイシ Al

図 1-6. y.， .ATPase 特異的阻害剤であるパブイロマイシン A 1 とコンカナマイシン F

V-ATPase を標的とした薬剤開発および V-ATPase の機能発現機構の解明の観点から、

パフイロマイシンおよびコンカナマイシンの阻害機構の解明は重要である。現在まで

に明らかになっている阻害機構を、以下に紹介する。

パフィロマイシンは、出fのICso 値で、V- A1唱 Pase を特異的に阻害することから、 1分子
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のバフィロマイシンでl分子のv・ATPase を限害していると考えられている叱 比較的疎

水性が高いために、細胞外に加えても、細胞膜を通過して細胞内に入り、 V- 氾'P ase

を問害することができる。また、パフィロ 7 イシンのmVIVO における V -ATPase の阻害

は、 in vitro で、の結果と異なり可逆的であり、培地を洗浄すると 30 分程度で、オルガネ

ラの内部が、限害斉IJ処理以前の程度にまで再び酸性化される町。バフィロマイシンの

構造活性相関研究11 )の結果より、テトラヒドロピラン環構造および21 位のヒドロキシ

基は活性にあまり重要でなく、 7位のヒドロキシ基およひeジエン構造を含むマクロラ

クトン構造が活性に重要であることが、明かにされている。この傾向は、コンカナマ

イシンの構造活性相関研究 12) からも得られている。また、パフイ ロマイシンにはなく

コンカナマイシンA が有している糖側鎖は、阻害活性に殆ど影響がないことが明らか

になっている。これらのことから、バフィロマイシンおよびコンカナマイシンの疎水

性の高いマクロラクトン部位が活性発現に重要である ことが示唆された(図 1・7) 12) 。

この事は、両者が膜貫通部位に作用しているとしづ事実と矛盾していない。

テトラヒドロ ピラン環

糖部分

ー

Me' ..... ..:; 

，;:? 
テトラヒドロ ピラン環 ー | 

OλMe 人lA1
OH 

疎水性部位、
OMe 

パフィ ロマイシン A，

仏 ! U J y O H

疎水性部{立

コ J カナマイエノン A

図ト7 相互作用に重要なパフィロマイシンおよびコンカナマイシンの部分構造12 )

パフイロマイシンおよびコンカナマイシンによるV -ATPase 阻害活性機構の詳細は、

まだ明らかではない。しかしながら、いずれもVo 部分のサフ守ユニットcに結合部位を

有していることが、コンカナマイシンの光親和性標識体 13) であるJ・コンカノライドA

(図 1-8) を用いた実験により明らかにされている 14) 。パフィロマイシン、コンカナマイ

- 10 -



シンおよび、 J- コンカノライドA のATP 加水分解阻害活性を表1・2に示す。

O H 

OMe 
O~AA OH O 

同N一丸29 - H O 
u - ごbふ，....- 0" ，

MeO 
0九人 A

も、γv

e
刈

一一一
側

外イィフ r コンカナマイ V ンん

MeO 
Q 入人人人 iOH

r 
Jーコンカノライド A

"0 

O ¥イ司、

"-<<'-¥ノ CF 3

N = N 

図1-8 コンカナマイ シンの光親和l性標識体であるJーコンカノライ ドA

表 1-2. N crassa および M sext a 由来 V-ATPase に対する ATP 加水分解阻害活性

N cra ssa 

M sexta 

Ba 五lom ycin A I 
/凶4

0.5 

Concan amyc in A I 
/μM 

0.02 

0. 01 

J-Concan olide A 
/μM 

V-ATPase a 

15 -20 

aバフィ ロ7 イシン、コ ンカナマイシンおよび J-コンカノライ ドA の ATP 加水分解阻

害活性を 1C 50 値で示した。

さらに、 バフィロマイ シンおよびコンカナマイシンとの結合に重要な、サブ、ユニッ

トc の残基が、 Bowman らによって特定された 15 ) (図ト 9) 。すなわち、変異導入によ

り調製されたバフ イロマイシンおよびコンカナマイシン耐性アカパンカ ビ菌株は、サ

ブユニット c上のア ミノ酸配列に変異を生じていた。その結果、 阻害剤が結合する際

に重要な 9 つの残基として、32 番スレオニン残基(T32) 、39 番および 54 番イソロイシ

ン残基(13 9および 154) 、55 番パリン残基(V55) 、130 番メチオニン残基(M130) 、132 番

および 140 番ロイ シン残基(L1 32 および L1 40) 、136 番フェニルアラニン残基(F136) 、

143 番チロシン残基(YI43) が同定された (図 1-9 左)ロま た、これら 9 つのアミノ酸残

ー11-



基うち、 M 130 ，L132 ， F136 ， L1 40 ， Y143 の 5 つが、プロトン結合部位である 138 番グル

タミン駿残基(E 138) を含む、ヘリックス 4 に集中していた。この点と、サブユニット

cのヘリックス 4がサブ、ユニット aに空間的に近接していること(図 1-9 右)を考慮して、

パフィロマイシンおよびコンカナマイシンは、サブユニット cのプロトン結合部位の

近傍に結合し、プロテオリピドリングの回転を阻害することで阻害発現するというモ

膜貫通部位

Q

Q

P

R

L

F 

A 
T G V 

R

G

A

D

G

V

l 

デルが提唱された。

G V L R 
M P 

A 0 

A L 

iJ) 39 
G V 

V K 

3 
2 

3 

4 2 

4 

ヘリックス 4
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⑩ 130 

0 132 
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A 

w 
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s 
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A T L. N T S C  

-

A

F

G

A

A

L

G

A

L

G

V

A

L

G

A

G

L

Q

1

F 

354 
55 

P 

V 

M 

A 
G 

G 

V 

G 

L 

v 
v 
s 
v 
L 

s 
D 

T 
A 

Y 
L 

L 
T 

A 
Q 0 糾 Y

S 
K 

A 

③ 32 
G 

Y 

S 
A 

O 

L 

c 
T 

F 

V 

A 

A 
Y 

c 
G 

M 

A 
G 

M F 

S F 

o P 
L A 
c p v y 

ヘリッ クス 1

サプユニット a

へリックス 3

アカバンカピ V -ATPase のサブユニット c の、アミノ酸残基トポロジ}図(左)

および4 つの膜貫通ヘリックスの配置モデル(右) 15) 

ヘリックス Z

図 1-9

スピンラベル化

コンカナマイシン

(ロ ブスター肝醇由来

ESR により回転相関時間 τを測定することで、Marsh らは、

サブユニット c から構成されるプロテオリピド・リングの回転が、

AI の添加により減速するこ とを示した 16) (図 1・10) 。すなわち、

ー 12 -
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の V-ATPase の)サブ ユニットcを、 プロ トンチャネル活性に重要な 138 番目のグ‘ルタ

ミン酸(E 138) をNCCD でスピンラベノレ化し、回転相関時間 τを測定したところ、約 95

μs であった。そこに、阻害斉Jjであるコンカナマイシン A J を作用させたところ、約 220

同 へと長くなった。この結果は、コ ンカナマイシン A Jがサブ、ユニ ット c と相互作用

することで、サブユニット c の回転が抑制されていることを示している。 V-ATPase

阻害剤は、サブ、ユニット cのプロテオリングの回転を止めることで活性を発現すると

いう推測はなされていたが、実験的に証明された初めての例である。(表 1-3 ，回転相

関時間(τ) は、サブユニット c リングが 1 回転するのに要する時間と考えてよい)。

回転相関時間 (τ)

(N CCD をスヒ・ンラベノレ

として使用)

速い回転
(阻害剤無し)

コントローノレ

(阻害剤無し)

τ= 95 :t 5μs 

ラベj 阻害剤

ESR 測定

。=やN C N C トペムo HO 

NCCD: E 140 のスピンラベノレイヒ試築 f 

ーー

遅い回転
(阻害押 l有り)

コンカナマイシン AJ

τ= 220 :t 35μs 

MeO 

0 "，人 A 、 OH 

コンカナマイシン A J

図 1-10 " ESR による、ラジカノレ標識化サブユニット c-プロテオリングの回転の観測
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1-3 サリシリハラミドとベンゾラクトンエナミド系マクロリド

サリシリハラミド A(SA)17) は、海綿 Hali c/ ona sp. から単離された 12 員環マクロリド

であり、サリチル酸部およびエナミド側鎖を含んだ特徴的な構造を有する(図 1-11) 。

バフイロマイシン類とは異なり、晴乳類の V-ATPase のみを 1品 4以下の IC 50 値で、特異

的に阻害する事が特徴的である 18) 。また、ヒト腫蕩細胞に対して非常に強力な細胞毒

性を示し、また他の抗腫蕩性天然物と比較してより単純な構造を有していることから、

新たな抗ガン剤のリード化合物として注目を集めている。

H吋~ 。

(ー)・ salicylihalamide A (SA) (ー )-salicylihalamide 8 (S8) 

図 1-1 l. 抗腫蕩性マクロリドの SA およびサリシリハラミド B (SB) 

その後、サリシリハラミドと類似した構造を有する一連の化合物、ロパタミド 19) 、

アピキュレリン 20) 、およびオキシミジン 21) などが相次いで発見された(図ト 12) 。これ

らはいずれも分子内にべンゾラクトン部分とエナミド部分を有していることから、ベ

ンゾラクトンエナミド系マクロリドと分類されている。興味深いことに、これら一連

の化合物は、がん細胞に対する成長阻害活性プロファイノレを共有していることが、ご

く最近明らかとなった。すなわち、非小細胞肺がん細胞、大腸がん細胞、脳がん細胞、

卵巣がん細胞、腎臓がん細胞、前立腺がん細胞、乳がん細胞、白血病細胞およびメラ

ノーマ細胞などの NCI ・60 細胞系列に対して、成長限害活性スクリーニングを行なっ

たところ、一連のベンゾラクトン系エナミドは、白血病細胞とメラノーマ細胞に対し

て、 G I50 にして 1品f以下と、特に強い抗腫蕩性を示すことが示された 18 ，22) 。
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図ト12. 種々のベンゾラクトンエナミド

HO 

CJ-13 ，357 
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1-4. サリシリハラミド A の全合成の研究例

サリシリハラミド A(SA) は、他の抗腫療性天然物と比較してより単純な構造を有し

ていることから、新たな抗ガン剤のリード化合物として注目を集めている 1) 。実際、

Reata 製薬会社では、サリシリハラミド誘導体が、新奇抗がん剤として臨床開発され

ている 23) 。ベンゾラクトンエナミドは、サリシル酸、マクロリド、エナミド側鎖を有

している。本質的に、真菌の V-ATPase には殆ど作用せず、暗乳類性 V-ATPase のみを

凶 f レベノレで、阻害する。そのため世界各国で盛んに合成研究が行われており、 2008 年

の時点で 9 つの研究グループによって全合成(または、形式全合成)が達成されている

22 ，24) 。

SA は、構造上 2 つの部分、すなわち 3 箇所の不斉炭素を有するベンゾラクトン部

分、および高度に不飽和な N- アシルエナミド側鎖からなっている。これまでに行われ

ている全合成においては、ベンゾラクトン部分を先に構築し、構造的に不安定である

と予想されるエナミド側鎖を最終段階で導入するという手法がとられている。ベンゾ

ラクトン部分の構築には、閉環メタセシス反応(RC 聞と光延エステル化反応が主に用

いられているが、鈴木カップリングや St i11 e カップリング、および交差エステル化反

応が用いられている例もある(スキームト 1) 。

町 16 -



。冷
HO :x:. R ' n'" 、円

OMOM 亡中 ρ内
Me ¥¥ダ f¥--/ ロ『

p

o

e 

O

G

M 

，、

M
剛

、1
ー

ノ

0

ヘ

J

M

-

-
--

4r、、
/
}
人

G

I

I

F

A

C

M

D
r 

M
H

〆Cパ
WU 

B
D n 

+ 
8 

HNイ~
O 

OR 2 D F  

OH q (i ( Y γ O PG c:=コ
Me Sti"e "'-二二古来十 r M e

S M c∞ou叩pli 岬r
uzu 一、 Suzu 何 coupli 川ng

= SIa8 Ch at r、

3Ml 山 u
esten 百'cation

e O r SLJZU 何coup Ji ng

j(" 'O H '， MOMQ Q H 一一人

山 ~ 11 Lーー-)
h 人 メyy へ./へ

D子トトトトl加州附伽'ntri 胸…f什同r団a
estelil 百ication ? 

M川O M

e 

O

M 

R
l

片

叩

/

¥

一O

，

E

Q
UA

-

，J 

「
2

〆
ー
ヘ
グ

印

伺

¥
l
l
/

山
側

C
|

〆ー、

n
H
a
H 

M
M
n
H 

s
e 

M
田

R 2 = Me ， MOM ， etc 

OMe 0 

~"ìγ/ 、 OH

'<:-、ノ弘、 /有』ノ l + 汁へ、〉
10 

スキーム 1・1. SA のベンゾラク トンの構築法

がアシルエナミド側鎖の導入には、 3 つの手法、すなわち、 i )ヨ ー ドオレフィン

とアミドとのカップリング反応、 ii )イソシアネートとヘキサジエニル 金属試薬との

カップリング反応、 iii ) アルデヒドとア ミドから調製されるアミナ}ル の脱水反応が、

主に用いられている(スキーム 1・2) 。以下、それぞれの合成法について概略を述べる。
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iodoolefin 
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1) r ¥=:f 
dienyl metal 

2) des ilylation 

JN 子 f
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2) desilylat 旧n

+ 

~--{ヘJ
al deh yde 

(Z. Z) -amide 

:22 よP1HN 〈「J 一
O 

スキーム 1-2 . SA のN -アシルエナミド側鎖の導入法

Furstner らは 24a) 、対応するサリ シノレ駿フラグメ ントとアルコールを光延エステル化

反応により 連結し、続くGru bbs 第二世代触媒を用いた RCM によ りベンゾラク トン部

分を構築している。 その後、ヨー ドオレフィンに変換し、チオフェンカノレボン酸銅(I)

を用いたカップリング反応を行うことで、 (Z ，Z)ーエナミド側鎖 を立体選択的に構築す

ることに成功 している (ス キーム 1・3) 0 17 位のエナ ミド部位に関する立体異性体が高IJ

生するため(17E:17Z=2 .5:1)、望みの立体異性体を HPLC により単離・精製する必要が

あるものの、他のグループと比較して、短工程E つ立体選択的に SA を合成している。
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Cl h...! _ ，Ph 
KU~ 

CI" 1 
PCY 3 

RCM 

H2N--{ ヘJ
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CuTC ， Rb 2C0 3， DMA 

57% 

OPMB 

一一

E HバヘJ

+ 
2.5: 1 

スキーム 1-3 . Furstner らによる SA の全合成

zぐγにへ

De Brabander らは 24 旬、Furstner らと同様に構築したべンゾラクトンを、イソシアナ

ートへと誘導し、へキサジエニノレリチワムとのカップリング反応を行うことで、全合

成を達成している(スキーム 1-4 )。しかしながら、ヘキサジエニルリチウムを立体選

択的に調製することが困難なため、エナミド側鎖の立体選択的導入には問題があ り、

さらに、続く脱保護反応は、エナミド部位の異性化を伴うため、得られるサリシリハ

ラミド A は、対応するイソシアナー トから 2 段階 20% の低い収率で、側鎖の異性体

との混合物として得られている。また、生成した SA のエナミド部位と未反応のイソ

シアナートとがカップリングして生成する、 2 量体型誘導体が副生成物として得られ

てくるため、効率的な合成法ではないと考えられる。
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スキーム 1・4， De Brabander らによる SA の全合成

Smith らは 24 c)、De Brabander らと 同様に構築したイソシアナートを、 一旦エナミン

に変換した後、 (Z ，Z)・ へプタジエン酸塩化物とカップリングすることで全合成を達成

している(スキーム 1-5) 。

Mitsunobu 
/esterificat~?!! 

NCO 

一一
CIイヘJ

RLH イヘjNHTe ∞ 

OR 

cu
 ロMT

』

ド

=一R
M C R r- R= 丁目S ，R' = Teoc 

desilylation I 
'- R= R '=H 

スキーム 1・5. Smith らによる SA の全合成

Labreque らは 24d )、ベンゾラクトン部分を構築した後、アノレデヒドへと誘導 し、(Z ，Z)ー

アミドとのカップリング反応により 一旦 N，N' ・ビスア ミドへと変換し、続く脱離反応

によりエナミド側鎖を構築している (スキーム 1-6) 。
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RCM ~' 

OBn 

NγR 
O 

一一
TIPSO 0 

1) NaH (48%) 

O 、

2) desilylation (in 2 steps) 

25 - 40 % 

O 
庁

OTSDPS 

H2N~ 
O 

TMSOTf 

f1 N--(¥=I一

スキーム 1-6 . Labreque らによる SA の全合成

Herb らも 24< )、Labreque らと同様にベンゾラク トン部分をアノレデ、ヒドへ変換した後、

(Z ，Z) ・ア ミドとのカップリング反応により-!Lアミナールへ誘導し、続 く脱水反応に

よりエナミド側鎖を構築している(スキ ーム 1-7) 。しかしながら、 La brequ e らおよび

Herb らの方法論では、アノレデヒドと (Z，Z) ーア ミドとのカップリング反応、続く脱離反

応によるエナミド部分の構築の 2 段階収率が、それぞれ、 18 % 、27% と低い。また、

エナミド部位を構築した段階で、生じた立体異性体をシリカゲノレカラムクロマトグラ

フィ ーにより分隊することが可能であるが、最終段階の脱保護反応で、エナミド部位

が高頻度で再び異性化するのに加え、収率は、それぞれ、 25-40% 、69-75% と低い。
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Mltsunobu o 
reaction 一六 日

丁目50 0 ‘ H 2N-0=I 叫々…dine

JN ぐ"=1

「亡~
+ 

HF-pyrid ine I R = TBS (45 %) 

(75%) し R= H

HF-pyridine I R =丁目 (14%)

(69 %) L R = H  

スキーム 1-7. Herb らによる SA の全合成

また、マクロ リド部分の新奇構築法として、開環メタセシス (RCM) の代わりに鈴木

ー宮浦カップリング、 Stille カップリングを用いる方法が、Maier ら24 町、Ri zzacasa ら 24g)

によってそれぞれ開発されている(スキーム 1-8) 。しかしながら、収率および立体選

択性の観点、から、光延エステル化反応と RCM を併用するマクロラクトン構築法の方

が優れている。
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Maier group 

Mitsunobu OPMB 
eslerificalion ~， ，.--1 

OMeO ¥/ 

f γγ y O M O M  

~~~~ 

Rizzacasa group 

。H OPMS 

1) 9-B BN 
2) Pd (dppf)C I， 

48% 

470 + グ¥ / ¥ J へ子¥〆¥ 8nSU 3

NaH 

64% 一一

OPM 日

OMe 0 

E :Z=4 :1 

Pd 2(dbah ， 
TFP. NMP 

一76~拍

¥、/〆 HO
0' 、。

COOH 

スキーム 1・8. Maier およびRi zzacasa らによる新規マクロ ラクトン構築法

-7 

また、サリシリハラミドを含むベンゾラクトンエナミドの側鎖導入に有用な方法論

が、 Colema n らめにより報告されている(スキームト 9) 。すなわち、 チオフェンカノレ

ボン酸銅( 1 /6) 存在下、ヨードオレフインと、マレイミドから調製されるアミドをカ

ップリングして得られるエナミドの TBS 基を除去後、不安定イリドを作用させるこ

とにより、エナミド側鎖を立体選択的に構築するというものである。
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1 
O ，H N 、 OTBS P =f- fわいh ア P1'3

CuTC ， diamine .1 THF ， -78 to 0 。C
K 3P0 4， dioxane 
90 oC ， 24 h TBAF 己 R=TBS 94% 

72 % '94% l---- R = H 

56 % 

ニ;1f 
。てJ OTBS

cu
 ロMT

t
M
H 

p
n
p
n 己M

W川

市

内

出

スキーム 1-9. Coleman らにより報告されたエナミド側鎖導入の新規方法論

以上のように、 SA の全合成において困難な点は、 (Z ，Z) ーエナミド側鎖を立体選択的

に導入すること、および導入したエナミド側鎖の異性化を防止することある。後者に

関しては、エナミド側鎖導入後に、保護基の除去等の反応を行わなければ解決できる

可能性が高い。

-24-



1-5 サリシリハラミド A の、構造活性相関研究および V -必'P ase 推定阻害機構

様々な生理現象に司I-ATPase は関わっているため、ヒトドATPase の阻害作用は、毒

性につながる。そのため、抗がん剤や骨粗しよう症治療薬などの医薬品として、 SA 

そのものは使用できない。 V-ATPase は、がん細胞、および骨粗しよう症に関与してい

る破骨細胞の細胞膜表面にも発現しているが、これらの標的細胞の V -ATPa se のみに

選択的に作用する阻害斉1) を開発することを目的に、サリシリハラミド A(SA) の構造活

性相関研究、および Rぶ~ATPase の阻害機構の解明研究が展開されている。

De Brabander らは、 SA 誘導体 (図 1-12 および図 1-13) を用いた構造活性相関研究を

報告しており 22 ，24b ，27) 、ウシ型脳クラスリン被覆小胞頼粒 V -ATPas e に対するプロトン

輸送阻害活性の結果を、表 1-4 に示す。

JN 〈~ f

σ OH 

グヘ/¥ー
(-}-Salicy lihal amide A (1) (natural ) 

JN ぐ¥ J

。 、白，OH

、-./"川
(+)-Sa li cylihalamide A (2) (unn atura l) 

Rイ。叩 d

〈 も

O 、
Twin Salicylihalamide A 

R 

HO 

三~

一戸¥
Y 

5 

図 1-13 De Brabander らによる種々の SA 誘導体(1)
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Side chain-modified derivatives 

HN - r  

R = 可

6 

~~ 
7 

i一三云ーか Bu

8 

γ 0'-./¥/¥/ 

9 

、 、ミp

人

Y〈しN~

Cholesterol conjugate (1 2) Biotin conjugate (13) 

O 

OJ 

| 、
ij 

d 
O 

α，s-unsatu 悶 ted allyl ester (14) α，p-unsatu rated ketone (1 5) 

H吋\~

Phenol-masked derivative (17) 18 

H，N-<~'-"へ/\ O~ノ~

19 20 

H，N-{~'-"へ/\

A lcoho l-mas ked der iv ative (16) 

タ¥ /ヘ〉戸¥
HN ー込
ノや

O 

川 六f

21 

図 1-14. De Brabander らによる種々の SA 誘導体 (2)
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表 1・3. 再構成されたウシ型脳クラスリン被覆小胞頼粒 V-ATPase に対する

プロトン輸送阻害活性 22 ，24b ，27)

化合物 IC 5D I nM a 阻害形式 化合物 1C5D I nM 阻害形式 化合物 IC 5D I nM 阻害形式

<1.0 不可逆 8 1.0 一 15 7.5 可逆

2 270 一 9 1.6 不可逆 16 180 
3 3.7 10 1.8 不可逆 17 300 
4 1.2 11 > 1000 一 18 3.0 
5 3.0 12 1800 19 30 可逆

6 1.0 13 > 1000 20 1000 
7 < 1.0 不可逆 14 230 21 > 5000 可逆

。サリシリハラミド誘導体のプロトン輸送阻害活性

化合物 1 は、天然型 SA であり、 1凶f以下の IC so 値という低い濃度で V-ATPase を

阻害している。化合物 2 は、天然型 1 のエナンチオマーであり、阻害活性が 270 品在

の IC so 値と、 1 より 270 倍以上低下している。化合物 3，4 および 5 は、ベンゾラクト

ンエナミド部位を 2 箇所有している SA 誘導体(二量体型誘導体)である。化合物 3，4

および 5 は、二量体型誘導体のエナミド側鎖の構造において互いに異なっていて、そ

れらの阻害活性は、それぞれ 3.7 品1'1， 1. 2 品1，3 nMの IC so 値と、おおよそ 1 と同等の

阻害活性を保持している。化合物 6 から 13 は、 1 とは異なるエナミド側鎖を有する

誘導体である。化合物 6 から 10 の阻害活性は、それぞれ1. 0品在，<1. 0品1，1. 0品1，1. 6 

nM，1. 8仙 f の IC so 値と、おおよそ 1 と同等の阻害活性を有している。しかし、化合物

6 から 10 と比べて大きなエナミド側鎖を有する化合物 11 ，12 および 13 の阻害活性は、

それぞれ >1000 凶1'1， 1800 品生 >1000 品fのIC so 値と、 1 より 1000 倍以上低下している。

化合物 14 および 15 は、エナミド側鎖の代わりに α，s- 不飽和カノレボニル構造を有す

る誘導体であり、それらの阻害活性は、それぞれ 230 nMおよび 7.5 仙 f の ICso 値で、あ

る。エステル 14 が、 1 よりも活性が 230 倍以上低下しているのに比べて、ケトン 15

は 1 とほぼ同等の阻害活性を保持している。化合物 16 および 17 は、 2 級アノレコール

およびフェノールをそれぞ、れマスクした誘導体である。化合物 16 および 17 阻害活性

は、それぞれ 180 凶4 および 300 nMの IC so 値で、あり、 1 よりも 180 - 300 倍活性が低

下している。化合物 18 は、化合物 9 のマクロラクトンのオレフィン部位が還元され

た誘導体にほぼ対応しているが、その阻害活性は 3.0 凶4 の IC so 値と、 1 と同等の活性
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を保持している。そして化合物 19 は、化合物 9 のマクロラクトンのオレフィン部位

が還元されているだけでなく、エナミドがアミンに還元された誘導体にほぼ対応して

いるが、その阻害活性は 30 凶 fの ICs o値と、 1 と比較して大きな阻害活性の低下は見

られない。化合物 20 はエナミド側鎖をへプチルエステルに変換したものであるが、

その阻害活性は 1000 凶 4 の ICso 値と、 1 と比較して顕著な低下が見られた。化合物

21 は化合物 9 のエナミド部位をオキシムエ」テル様構造に変換したものであるが、

その阻害活性は 5000 凶 f以上の IC so 値と、ほとんど活性を保持していない。

この構造活性相関研究から、 SA の V-ATPase の阻害活性について、以下に述べる傾

向が明らかにされた。先ず、 1 と化合物 6・10 との阻害活性の大きさが殆ど変わらな

いことから、活性発現には側鎖の構造はあまり重要ではないと考えられる。しかしな

がら、化合物 6-10 に比べて化合物 11-13 の阻害活性の大きさが大きく低下している

ことから、ファルネシノーノレ、コレステローノレおよびピオチンといった大きな置換基

を側鎖に導入すると、 SA の活性が大きく低下することが分かつた。また、化合物 16

および 17 の限害活性が 1 と比べて 180 ~ 300 倍低下していることから、フェノーノレ性

ヒドロキシ基および2 級アルコールは、活性発現に重要であることが分かつた。

また、化合物 18 は、マクロラクトン環の二重結合が還元されているが、 1 とほぼ

同等の阻害活性を示し、二量体型エナミド誘導体 3，4 および 5 も1 とほぼ同等の阻害

活性を示している。一方、エナミド部位を有していない化合物 19 ，20 および 21 の阻

害活性は、天然物と比較して大きく低下している。これらの結果から、エナミド部位

の存在が、 SA の阻害活性発現に重要で、あることが分かつた。

まとめると、天然物 1 のジエン側鎖の構造は、阻害活性発現にとって不可欠という

ーわけではない。一方で、フェノーノレ性ヒドロキシ基とエナミド部位が保存されている

ことが、阻害活性発現にとって本質的に重要である。同様の知見が、同じくべンゾラ

クトン系エナミドであるロパタミド C の構造活性相関研究 28) からも、得られている。

また、エナミド部位を保持していないα，s- 不飽和ケトン 15 が、 1 と同等の阻害活

性を有している。よって、エナミド部位そのものが、阻害活性発現にとって不可欠と

いうわけではない。すなわち、 V- 泊、Pωe の結合ポケットに適合し、結合する際に不可

欠な立体配座を構築することは、エナミド部位でなくとも、既日-不飽和ケトン部位で

可能であることを示唆している。

一方、 SA による V-ATPase の阻害活性発現において、エナミド部位が果たす役割に

関連して、 De Brabander らは以下の結果を報告している。 SA の限害機構に関しては、

晴乳類性 V-ATPase の膜貫通v。部分に不可逆結合していることが、示唆されている。
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また、図 1・11 および図 1-12 の SA 誘導体を用いた構造活性相関研究から、エナミド

部位を有する 1，7，9 および 10 は、 V-ATPase に不可逆結合するが、エナミド構造を有

さない 15 ，19 および 21 は、天然物 1 と異なり、 V -ATPase に可逆的に結合しているこ

とが明かになった。よ って、 SA が V- 沼'P ase に不可逆結合するためには、エナミド部

イ立が必須であると考えられている。

さらに、 De Brabander らは、 化合物 9 の側鎖の末端が放射性同位体のトリチウムで

標識された、放射性誘導体 21 を調製して V-ATPase 阻害実験をおこない、その研究過

程で、全体の 44% 阻害された V-ATPase を単離した。この V-ATPase からは、 トリチウ

ム由来の放射線が、全体の 18% に相当する線量でしか観測されず、残りの 26% に棺当

するとトリチウム線源は、消失していた 27 L この結果は、 21 が V -ATPase に結合する

際に、トリチウム標識化されている側鎖が脱離していることを示唆している。この結

果と上述の構造活性相関の結果(表 1-3) を踏まえて、 De Brabander らは、以下の様な、

SA による V-ATPase の阻害機構を提唱している 27) (図 1-1 5) 。

すなわち、 V -AT Pase に存在するリジンやシステインなどアミノ酸残基に由来する、

求核性のアミノ基あるいはチオーノレなどが、 SA のエナミン部位と交換反応を起こし

て、阻害斉11 と共有結合を形成する一方、アミド側鎖が放出されるというものである。

しかし、この機構は推測の域を出ておらず、今後より詳細な研究を行う必要がある。

〈岳③
H' 

一
X = H; サリシりハラミドA誘導体 (9)

X = 3H ; トリチウム標識化誘導体 (21 ) 

+ 
NJ 色。

図ト15. SA による V-ATPase の推定阻害機構内
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一方、同じくべンゾラクトンヱナミド類である、ロパタミド C の光親和性標識体が

調製されており(図 1_16)2 8) 、結合部位の解明に有効であると思われるが、それを利用

した研究は報告されていない。

OMe OMe OMe 

~" Me Me 0 OH 

IC ，o( 仙の(ウ シ由来V-ATPa se)a

ロノ〈タミド C

2nM 

非環状ロパタミド C誘導体

10 nM 

光親和性標識化誘導体

100 nM 

a ウシ型脳クラスリン被覆小胞頼粒 V-ATPase に対するプロトン輸送阻害活性

図 ト16 ロパタミド C の光親和性標識誘導体とその V -ATPase 阻害活性 28)

V-ATPase に対するサリシリハラミド A の結合部位に関する知見については、 Huss

らによる、 1・コ ンカノライド A との競合実験の結果(図 1_ 17) 14) から明らかにされてい

る。すなわち、コンカナマイシン、バフイロマイシン Al およびバフィロマイシン B J(図

1-18) を、それぞれ共存させると、サブユニット c に対する J- コンンカノライド A の

結合が阻害された。一方、サリシリハラミド A を共存させても、 I コンンカノライド

A はサブユニット c に結合した。この結果から、 J- コンカノライド A 、コンカナマイ

シン、パフィロマイシン Al およびバフイロマイシン B / 9
)は、 サブ、ユニット c に結合

するが、サリシリハラミド A は、それらとは異なる部位に結合することが示唆された。
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図 1-17 . SDS-P AG E による 1・コ ンカノライ ドA に対する結合阻害実験の結果九阻害

剤を作用させた後、終濃度1Of!Mの Iーコンカノライド A を投与し、 UV 照射後に泳動

することで得られた放射線写真図 14) 左図，コンカナマイシンを阻害斉IJ として選択し、

種々の濃度で添加;右図 ，バフイロマイシン A I、バフ ィロマイシン BI および SA を阻

害剤として選択し、それぞれ 10 凶4および 10 0 凶4で添加

a M sexta の中腸由来の V -ATPa se のサブユニ ットc への結合能を指標とした

さらに、 X ie とDe Brabander らにより、サリ シリ ハラミ ドA は、 V-ATPase の膜貫通

パフィロマイシンとは異なる阻害様式を有しているこ とが明らか

-31 -

領域 VO に結合し、



にされている 27) 。

晴乳類 V-ATPase の特異的阻害剤であるサリシリハラミド A の阻害機構解明の研究

において、大腸菌を用いるタンパク発現システムや晴乳類 V-ATPase の変異体を利用

することは困難である。このため、 SA の V-ATPase 阻害機構については、膜貫通部位

v。部分の、パフィロマイシンとは異なる部位に結合し、 V 嗣 ATPase を阻害することは

明らかであるが、結合部位の詳細は明らかではない。

以上述べてきたように、サリシリハラミドによる V-ATPase の阻害機構に関する研

究は、構造活性相関研究の結果をもとにして主に行なわれている。しかしながら、

V-ATPase における SA の結合部位、 SA による V-ATPωe の阻害機構の分子レベルでの

詳細、および SA と V-ATPase のつくる分子複合体の構造に関しては、ほとんど明ら

かにされていないのが現状である。
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1・6 固体Nl¥伎と原子間距離測定

近年、高分解能NMR を用いて、分子中の特定の原子間距離情報を精密に測定する

方法論が開発されており、一つの分子に対して得られた幾つかの原子間情報を基に、

分子の折れ曲がりの様子など、分子の立体構造を構築することが可能になってきた。

溶液 N乱恨の場合、核オーバーハウザー (Overhauser) 効果(N OE) から見積もられる水

素原子間距離を基に分子量3万程度までの蛋白質の立体構造決定が可能になっている。

しかしながら、膜タンパク質の場合は原子の位置がある程度固定しているため、溶液

では分子運動によって平均化されていた原子聞の磁気的相互作用が存在する。このた

め通常の NMR 測定では分解能が低く、二次元 NMR 法を用いても、分子内で多くの

原子間距離を同時に測定することは困難である。一方、固体NMR において測定され

る原子間距離の精度は非常に高い。さらに、直接磁気双極子相互作用を観測するので、

より遠い原子間距離測定も可能である。固体NMR によって原子間距離を測るために

は、従来、高速マジック角回転(MA S) によって消去されていた磁気双極子相互作用を

復活させる必要がある。この方法は、同種原子間距離を測る場合と異種原子間距離を

測る場合で、異なってくる。同種原子間距離を測る方法として、現在最もよく使われて

いる方法は回転共鳴法(R otational Resonance) で、ある。この方法では、化学シフト値の

異なる 2 つの同種核(例えば 13C 核)の共鳴周波数差の整数倍の周波数でローターを

回転させる。このことにより、同種核問磁気双極子相互作用が復活し、縦磁化の交換

速度が速くなる。この交換速度の増加の程度から原子間距離を決定する方法である。

異種原子間距離を決定する方法として、回転エコー二重共鳴法(REDO R， Rotational 

Echo Double Resonance) がよく使われる。この方法は、ローターの周期に同期して、 180

パルスを磁気双極子結合を持つ核の片方に照射する。このパルスの影響で回転エコー

の再結像が妨げられる。この回転エコーの減衰の程度から異種核問磁気双極子相互作

用の大きさを見積もることが可能となり、原子間距離の情報が得られる。距離測定の

目安として C，N 原子間距離であれば 5A 程度まで、 C，F 原子間距離であれば 15 A 程

度までの距離がそれぞれ土0.05 A および 0.3 A の精度で測定できる。この固体高分解能

Nl¥伎による距離測定を生体分子に応用することにより、蛋白質ーリガンド複合体の結

合部位などの局所構造を精密に決定することが可能である。蛋白質ーリガンド複合体

への REDOR 法の適用例 30) を以下に示す。

タキソールは制ガン斉uとして現在臨床的に用いられており、微小管を形成するチュ

ープリンに結合し、その脱重合活性を阻害することが知られている。 Schaefer らは、
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タキソール(Pa cli taxe l) の 13c 、IlN、19 F 標識体を天然から誘導し、チュープリンに結合

した状態のコンホメーショ ンを 13 C{ 19 F}および Il Ne9F}RE D O R 測定によって推定し

ている(図 1-1 8) 。この場合、 19F と 13c の距縦はそれぞれ 9.6A 、10 .4 A であると求め

られ、現在、距離情報から得られたタキソーノレのコンホメーションを基に、より親和

性の高い誘導体の調製が検討された。

0 =惜 N

標識化タキソーノレ 天然型タキソーノレ

図 1-18 チューブリンタンパク質に結合したタキソーノレの分子内 REDOR 測定 27 )

このように、REDOR 法は、標的タンパク質に結合したリガンドの立体配座を知る

上で有用な方法であると考えられる。しかしながら、 NMR の測定核である 13C、IlN

は天然存在率が非常に少なく、また 19 F は天然の生体分子には含まれていないため、

標識体を調製するなどの工夫が必要になってくる。タキソーノレの例は、天然物から容

易に誘導可能な側鎖の一部や官能基を標識したものであるが、標識位置が基本骨格か

らかなり速い位置にある。タキソールが独特な活a性を発現するのは、 チューブリンの

結合ポケットに丁度収まりよく基本骨格が適合するためであり、基本骨格の周辺部位

を標識した誘導体を用いて得られた結果を用いて、チューブ、リンとの結合の際に重要

な、基本骨格の立体配座を推定することは難 しいと思われる。この問題を解決するた

めには、分子の基本骨格そのものを標識化する必要がある。タンパク質やペプチド、へ

I3 C や IlN を導入することは、 Pur eSystem などの遺伝子工学的手法を用いることで比

較的容易であるが、 19 F についてはその報告例がない。また、非ペプチド性の天然物

の骨格構造に標識原子を導入することは、天然物そのもの全合成に匹敵するため、非

常に挑戦的な課題である 31)。
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1・7 フッ素による有機化合物の標識

含フッ素有機化合物は、医薬品や農薬、あるいは機能材料物質としての応用が期待

されているため、フッ素化合物の合成法、およびフッ素化反応の開発は、近年めざま

しい進展を遂げている 32) 。求電子的なフッ素化試薬として、最近、ルフルオロピリジ

ニウム塩が広く用いられている 32 ，33a) (図 1・19 ，左から右へ行くほどフッ素化能は高く

なる)。この試薬は、従来の求電子的フッ素化試薬で、あるフッ素ガス σ2) 、ハイポフル

オライト (CF30F)、硫酸セシウムフルオライト (CsSO~)、フッ化キセノン(XeF2)などに

比べて爆発性、腐食性がなく、安全かっ簡便に扱うことができるという利点を有して

し1 る。

点。 てご「

フッ素化能低い[

iごL
CI 

Clrycl 
CI~ ‘ N- 、 CI

F O Tf 

〉 高い

図 1・19. 種々の N- フルオロピリジニウム塩

これら試薬の特徴は、ピリジン環上の置換基の性質によりフッ素化能が変化するの

で、基質の反応性に応じて使い分けができ適用範囲が広い。例えば脂肪族化合物のフ

ッ素化においては、Gr ignard 試薬や活性メチレン化合物のナトリウム塩のフッ素化、

エノールエーテノレ類からのα-フルオロケトンへの変換、スルフィドからのα-フルオ

ロスノレブイドへの変換など広範囲に用いられている 33) (スキ}ム 1・10) 。
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R~OR 
司人人O R'

σ R 

J OSi 

宮;=ウム底R~R 
人、/ RI

R - MgX 

命

R 

N -7 ノレオロヒ

/S 、CHR'
R 21 

R/
S、

C H，R ' 

スキーム 1・10. N- フルオロピリジニウム塩を用いてのフッ素化反応

一方で、これらの試薬は芳香環のフッ素化にも広く応用されている。しかし、 ー置

換芳香環化合物のフッ素化においては、導入されるフッ素の位置選択性の低さが問題

となっていた。この問題に関して、 Umemoto らは 33a) フェノーノレ、フシリノレフェノー

ノレエーテノレを 0・選択的にフッ素化する試薬を開発した(スキーム 1- 1l)。その 0・選択性

は極めて高いため、この試薬を使用することで多置換芳香環化合物の 0 -選択的フッ素

化を行うこ とができると期待されている。

O 

3C℃Xcl 

C I，CHCH ，α 
100 ・C ，1.5 h 

占@ +宮
68% 引 %

スキーム 1-11 フェノーノレの oイ立の選択的フッ素化反応
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1-8 研究目的

V-ATPase は、 1・1節で述べたように生命活動に重要な役割を担っており、骨粗しよ

う症などの疾病にも深く関わっている。その特異的阻害剤である SA は、 ヒト腫療細

胞に対して強力な細胞毒性を示し、新たな抗がん弗lのリ ー ド化合物として大きく注目

されている 2，23) 。 しかしながら分子レベルでの活性発現機構は、ほとんど明らかにさ

れていない。

本研究の最終目的は、 SA による V-ATPase の阻害機構を解明するために分子複合体

の構造解析を行うこ とである。構造解析の手段としては、 1・6節で述べた、フッ素 19

を利用固体 NMR 測定 (REDOR 法)を適用することにしたが、フッ素体が天然物と

同等の阻害活性を有しているかどうかを確かめる必要がある。

そこで、まず 4 位を 19 F で標識した SA の合成を行って、その V-ATPase の阻害活性

を測定することを検討した(図 1-20) 。この標識位置は、ベンゾラクトンエナミドの共

通部分が V-ATPase 阻害活性発現に重要であると考えられること、 及びフッ素導入の

容易さを考慮、して決定した。

J:ユぐ~25

19 
4- '"F-sa licyliha lamide A 

円N~R1

ty 
Common Fragment 

図 1-20 ， 4位をフッ素 19 で標識したサリシリハラ ミド A

そして、 SA の結合部位を明らかにするために、ピオチン標識化サリシリハラミド

を設計・合成し、その結合領域を明らかにすることを 目的とした (図 1-21) 。
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HN わ J

or ヤ目ん〉df
biotinated-salicylihalamide A (biotin -S A) 

図 1-2 1. ピオチン標識化サリシリハラミド A のデザイン

ベンゾラクトン系エナミドは、 H甫乳類性 V-ATPase のみを特異的に阻害することが

特徴的である。中でも、 SA は、構造が比較的単純であることから、 V-ATPase が関連

する疾患のリード化合物として非常に有望視されている。しかしながら、 SA による

V-ATPase の阻害作用は、組織選択性がないため、毒性にもつながる。 SA の様な

V-ATPase 特異的阻害剤を医薬品として用いるためには、その阻害機構を解明する必

要があるが、その詳細はほとんど明らかにされていない。

本研究により、阻害活性を保持しているフッ素標識化サリシリハラミド(P 輔 SA) を合

成することができれば、フッ素原子の特性を活かした研究法、例えば、 19 p_NMR 測定

などにより、 SA による阻害機構を、分子レベルで解明することにつながることが期

待される。また、ピオチン標識化サリシリハラミドを合成し、結合部位を特定するこ

とができれば、その限害機構の解明に著しく貢献することができるであろう。

-38 -



参考文献

(1) V-ATPase に関する総説: (a) Fo 屯ac ，M. Ni. αture Re v. Mol. Cell. Bio/. 2007 ， 8， 917 ・929.;

(b) 森山芳則生化学 1993 ，65 ，413 ・436.; (c) Nishi ， T.; Fogac ， M. Nature Re v. Mol. Cell 

Bio/. 2002 ， 3， 94 圃 103.; (d) 今村博臣，横山謙生化学， 2007 ， 79 ， 425 ・437.; (e) 横山謙，

西毅 蛋白 質 核 酸 酵 素 2004 ，49 ， 2035 ・2043.; (り吉田賢右，茂木立志著，シリー

ズバイオサイエンスの新世紀生体膜のエネノレギー装置，日本生化学会編，共立出

版， 2000 ， 89 ・10 1.; (g) 村田武士，山登一郎，柿沼喜巳，横山謙蛋白質核酸酵素

2007 ，52 ，335 ・34 1.; (h) Yao ， G- F.; Feng ， H.-T.; Cai ， Y- L.; Qi ， W- L.; Kong ， K. -M. Biochem. 

Biophys. Res. Commu n. 2007 ， 35 え821 ・827.; (i) 西 毅 生 化 学 2005 ，7え354 ・358.; G) Qi ， 

J.; Wang ， Y; Forgac ， M. J. Bioenerg. Biomemb r. 2007 ，39 ，423 ・426.; (k) Wilkens ， S.; Zhang ョ

Z.; Zheng ， Y Micron 2005 ， 36 ， 109 ・126.; (1) Inoue ， T.; Wang ， Y; Jefferies ， K.; Qi ， J.; 

Hi nton ， A.; F orgac ， M. J. Bioenerg. Biomemb r. 2005 ， 3え393 ・398.; (m) Sun-Wada ， G- H.; 

Wada ， Y; Futai ， M. Biochim. Biophys. Acta. 2004 ，1658 ， 106-114. 

(2) V-ATPase を標的とした創薬研究に関する総説:.(吋 Niikura ，K. Drug News Per p々ect.

2006 ， 19 ， 13 9聞 144.; (b) Bowman ， E. J.; Bowman ， B. J. J. Bioenerg. Biomemb r. 2005 ， 3ス
431-435.; (c) Beutler ， J. A.; McKee ， T. C. Cur r. Med Chem. 2003 ， 10 ， 787 ・796.

(3) 吉田賢右，茂木立志著，シリーズバイオサイエンスの新世紀生体膜のエネルギ

ー装置，日本生化学会編，共立出版， 2000 ，74 ・88

(4) Abrahams ， J. P.; Leslie ， A. G; Lutter ， R.; Walker ， J. E. Nature 1994 ， 370 ， 621 ・628.

(5) Stoc k， D.; Leslie ， A. G W.; Walker ， J. E. Science 1999 ， 286 ， 1700 ・1705.

(6) Kawasaki-Nishi ， S.; Nishi ， T.; Forgac ， M. FEBS Lett. 2003 ， 545 ， 76-85. 

(7) 日高弘義著，阻害剤研究法最近の進歩と展開，共立出版， 1985.

(8) 森山芳則，吉森保，山本章嗣，田代裕，二井将光生化学 1993 ，38 ，2000 ・201 1.

(9) Bowman ， E. J.; Siebers. A.; Al tendo rf， K. Proc. Nαtl. Acad Sci. USA 1988 ， 85 ， 

7972 聞 7976.

(10) Woo ， J. T.; Shinohara ， C.; Sakai ， K.; Hasumi ， K.; Endo ， A. J. Antibiot. 1992 ，45 ， 

1108-1116. 

(11) (a) Gagliardi ， S.; Ga 枕i，P. A.; Belfiore ， P.; Zocchetti ， A.; Clarke ， G. D.; Farina ， C. J. Med 

Chem. 1998 ， 41 ， 1883 ・1893.; (b) Gagliardi ， S.; Rees ， M.; Farina ， C. Curr. Med Chem. 1999 ， 

民1197 ・1212.

(12) Droese ， S.; Boddien ， c.; Gassel ， M.; Ingenhorst ， G.; Zeeck ， A.; Al tendo rf， K. 

-39-



Biochemistry 2001 ，40 ，2816 ・2825

(13) (a) Drose ， S.; Bindseil ， K. U; Bowman ， E. 1.; Siebers ， A.; Z閃 ck ，A.; K. A1 tendorf 

Bioc 古田mistry 1993 ， 32 ， 3902-3906 .; (b) Ingenhorst ， G .; Bindseil ， K. U; Boddi 叫c. ;Drose ， 

S.; Gasel ， M. ; A1 tendorf ，K. ; Zeeck ， A. Eu r. J. Or g. C hem. 2001 ，4525-4532 

(1 4) H uss ， M .; Ingenhorst ， G. ; K 凸nig ，S. ; Gasel ， M.; Dr 凸se ，S. ; Zeeck ， A.: A1 tendo rf， K. ; 

Wie 屯zorek ，H . J. Biol. Chem. 2002 ， 277 ， 40544-40548 

(15) (a) Bowman ， E. 1.; Gr aha m， L. A.; Stevens ， T. H .; Bowman ， B. 1. J. Biol. Chem. 2004 ， 

279 ，33131-33138.; (b) Bowman ， B. J.; Bowman ， E. J. J. Biol. Chem. 2002 ，277 ，3965 ・3972 .

(16) Pali ， T.; Whyteside ， G ; Dixon ， N .; Kee ， T. P.; Ball ， S. ; Harrison ， M. A. ; Findlay ， J. B . C .; 

Finbow ， M. E .; Marsh ， D. Biochemist ゆ 2004 ，43 ，12297-12305

(1 7) Erickso n， K. L.; Beutler ， 1. A.; Cardellina ， J. H . II; Boyd ， M. R. J. Or g. Chem. 1997 ， 62 ， 

8188-8192 

(18) Boyd ， M . R.; Farina ， c.; Belfiore ， P ; Gagliardi ， S.; Kim ， J ・W .; Hayakawa ，Y.; Beu tI er ， J 

A.;品化 K ee ，T. C .; Bowman ， B. J.; Bowma n， E. J. J. Pharmac ゅよ Exp. Th er. 2001 ， 297 ， 

114 ・120

(1 9) (a) McKee ， T. C.; Galinis ， D. L.; Pannell ， L. K. ; Carde 1li na， 1. H .， II; Laakso ， J.; Ir eland ， 

C. M.; Murrray ， L.; Capo n， R. 1.; Boyd ， M. R. J. Or g. Che m. 1998 ，63 ， 7805-7810. (b) Galinis ， 

D . L. ; McKee ， T . c.; Pannell ， L. K.; Cardellin 丸 J.H. ， II .; Boyd ， M . R. J. Or g. Chem. 1997 ， 

62 ， 8968-8969 

(20) (a) Kunze ， B.; Jansen ， R. ; S出 e，F.; Hofle ， G .; Reiche 酒bach ，H. J. Antibiot. 1998 ，51 ， 

1075-1080 .; (b) Jansen ， R .; Kunze ， B. Reichenbach ， H .; Hofle ， G . Eur. J. 0マ Chem.2000 ，

(issue 6) ， 913-919 

(21) Kim ， 1. ¥¥ん Shin-ya ，K.; Fur ih at a， K.; Hayakaw a， Yj Seω ， H. J. Or g. Chem. 1999 ， 64 ， 

153-155 

(22) Larry ， Y . C hem. Rev. 2003 ， 103 ， 4283 -4 306 

(23) 以下のホームページを参照.

htt 口 // clinicaltrials .gov /ct2 /show /N CT00538343 ワterm=reata&rank =6

(24) (a) Furstner ， A. ; Dierke s， T. ; Thiel ， O . R. ; Bl anda ， G Chem. Eu r. J. 2001 ， 7， 5286-5298 .; 

(b) Wu ， Y; Liao ， x.; Wang ， R. ; Xie ， x. -S. ; De Brabander ， 1. K. J. Am. Chem. Soc. 2002 ， 124 ， 

3245-3253.; (c) Sm 油， A. B .， III; Zheng ， J. Tefl 前 edron 2002 ，58 ，6455-64 71. ; (d) Labrecque ， 

D .; C h相 on S.; 阿 ，R .; Blais ， C .; Lamothe S. Te trahedron Lett. 2001 ， 42 ， 2645-2648 .; (e) 

Herb ， c.; Bayer ， A. ; Maier ， M. E . Chem. Eu r. J. 2004 ， 10 ， 5649-5660. ; (の Herb ，c. ; Mai 町，M

-40-



E. J Or g. Chem . 2003 ，68 ，8129 ・8135.; (g) Holloway ， G A; Hugel ， H. M .; Rizzacasa ， M . A J 

Or g. Che 澗 . 2003 ， 68 ， 2200-2204 .; (h) Haac k， T. ; Haack ャK.-L. ;Died 釘 ich ，W. E .; Blackman ， 

B. ; Roy ， S.; Pusuluri ， S. ; Ge org ， G 1. J Or g. Chem. 2005 ， 70 ， 7592 ・7604 .;(i) Snider ， B . B .; 

Song ， F. Or g. Lett . 2001 ， 3， 1817-1820.; (乃 Yadav ，1. S.; Srihari ， P. Tetrahedron: Asymmetry 

2004 ， 15 ， 81-89 

(25) Coleman ， R . S.; Liu ， P.-H. Or g. Lett. 2004 ， 6， 577-580. 

(26) (a) Al lred ， G. D .; Liebeskind ， L. S. J Am. Chem. Soc. 1996 ，118 ，2748-2749.; (b) Zhang ， 

S. ; Zhang ， D .; Liebeskind ， L. S. J Or g. Chem . 1997 ， 62 ， 2312 -2313 

(27) Xi e， x. -S.; Padron ， D .; Liao ， x.; Wang ， J.; Roth ， M. G .; De Brabander ， 1. K. J Bio l. 

Che 明 2004 ，279 ，19755-19763

(28) (ゆ Shen ，R .; Lin ， C . T. ; Bowman ， E. J.; Bowman ， B . 1. ; Porco ， J. A Jr. J Am. Chem. Soc 

2003 ， 125 ， 7889 ・790 1. ;(b) Shen ， R .; Lin ， C. T.; Bowma n， E. 1. ; Bowman ， B. 1. ; Porco ， 1. A 

Jr. Or g. Lett. 2002 ，4，3103 -3106 

(29) (a) Werner ， G ，; Hagenma 町， H.; Drautz ， H. ; B 加 mgartner ，A ; Zahner ， H. J An t. 山 otics

1984 ，37 ， 110 ・117 .;(b) Goetz ， M. A; McCormic k， P . A; Monaghan ， R . L. ; Ostlind ， D . A 

Hensens ， O . D .; Liesch ， 1. M .; Al bers -Schonberg ， G . J Antibiotic s 1985 ， 38 ，161-168 .; (c) 

Deeg ， M .; Hagenmaier ， H .; Kr etschmer ， A J Antibiotics 1987 ， 40 ， 320 -328 

(30) Li ， y.; Poliks ， B.; C巴gelski ，L.; Poliks ， M. ; Gt γczynsk i， Z.; Piszczek ， G.; Jagtap ， P. G. ; 

Studelska ， P . R .; Kingston ， D. G. 1.; Schaefer ， J.; Bane ， S. Bioch 昭mistry 2000 ，39 ，281 -291 。1) 機能解明を指向 した標識化天然物の合成、大石徹、村田道雄化学工業 2004 ，8，

604 -609. 

(32) (a) 北原智哉， 石原 孝， 田口武夫 フッ素の化学， 講談社，1993. ; (b) Ma ， 1. -A; 

Cahard ， D. Chem. Rev. 2004 ， 104 ， 6119 -6149.; (c) Tietze ， L.; Il a， H .; Bell ， H. P. Chem. Rev. 

2004 ，104 ，3453 -3516.; (d)Dawood ， K. M . Tetrahec かon 2004 ，60 ， 1435 -1451 

(33) (a) Umemoto ， T.; Tomizawa ， G . J Org αlem . 1995 ， 60 ， 6563 ・6570 づ

(b) ダイキンフッ素化テクノ ロジーパンフレット

(htto :/ Iwww .daikin .co .io /chm /orolkasei /fusso /odflfluorination i. od0 .; 

(c) ダイキン化成品販売株式会社ホ} ムページを参照

(htto :// www .d批 in-dcs ∞io /fi nechemical /mecreagent .htmD

-41 -



第2章 フッ素化サ リシリハラミドの合成

2-1 サリシリハラミド A の合成

第 1 章 4 節でとりあげた全合成例およひe方法論を参考に、先ず、予備実験として、

天然型サリシリハラミド、類の合成fレー トを確立することにした。スキーム 2-1 に、合

成計画を示す。エナミド側鎖の導入は、 Co lem an らまたは Furstner らの方法により最

終段階で行うことにした。すなわち、 Coleman らの方法 1)ではヨードオレフイン(5) と

アミド(7) との、 Furstner らの方法 2) ではヨー ドオレフィン(6) とアミド(8) との、チオフ

ェンカルボン酸鋼( 1 )を用いたカップリング反応、により導入することにした。マクロ

ラクトン(5) および s は、ジエン(9) から閉環メタセシス続く高井オレフィン化反応に

より構築し、エステノレ(9) は、サリシノレ酸(10) とアルコール(11) の光延エステル化反応

により連結すること にした。

cycooc u 
〉

H 

TBS O V O  

7 
Co lem an 

or 

LZ 芋〉 Takai olef inat ion -τ |  
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(ー )-sal icyl iha lam ide A (SA ， 1) 

:%' 
RCM ー '

5 R 1 = Me 1R2=MO M 
1 _ n2 

6: R' = W = H 

HN-{¥=I 

，-O PMB 

OMe 0 ¥ 

/ 、 / へ 0 ' ¥ 戸 OMOM

¥ d ヘ、 r-
.&' 9 

Mltsunobu 
esterification 

〉 刷
、

O
H

A

v 

e
: 

叫え

グ 。
門口M ph + 

10 macrolide fragment 
salicylate fragment 

スキーム 2・10 天然型 SA の合成計画

まず、 De Braban 凶1凶d巴ぽr ら3り)および F町ur叫s坑tne児er らの方f法去

(け 10町)の合成を行なつた(スキ一ム 2-2 勾)。市販の 2，6ージヒドロキシ安息香酸(12) に対し、

DME 中、塩化チオニノレ、 DMAP を作用させることで、サ リシル酸誘導体(13) を 97%
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の収率で得た 4) 。得られた 13 に対して T色O を作用させてトリフラート (14) に変換し

た後、アリルトリルブ、チルスズとの St i1l e カップリングを行うことで、アリルベンゼ

ン誘導体(15) を得た。得られた 15 に対し、Gr ignard 試薬とアリルアルコールから系内

にて調製したマグネシウムアリノレアルコキシドを塩基として作用させてアリルベン

ゾエート(16) に変換した後、生じたフェノーノレ性水酸基をヨウ化メチノレでメチル化す

ることで、メトキシベンゼ、ン誘導体(17) を得た。最後に、 Pd (P h3P)4 存在下、モルホリ

ンを用いて、辻ーTrost 反応 5) を行い、アリノレエステル(17) のアリル基を除去することで、

サリチノレ酸フラグメント (9)3) を 6 段階 64% の収率で合成した。

tEC ∞H 

OH 

12 

Pd 2(dbah CHCI 3 
T FP ， Li CI ， NMP 

rt ， 4 h 

97% 

SOCI 2， DMAP 
acetone 

，. 
DME 
20 0 C ， 5.5 h 
97% 

ーは
15 

在。 Tf 20 ， pyridine 岳。 n- BU 3Sn / ¥ 〆+ 
o oC ， 140 min 

13 4) 
80% 14 

CH 2=CHCH 20H 9R ~ Pd(PPh 山
EtMgBr ， THF ，('、/、へ〆 mo 巾horine

比to 50 o C ¥ d グ¥/、、 THF ，70 min 

OMe 0 

f γ O H  
に¥〆チ九、 /令、
¥ グ ¥ / 、 、

93%Mel ，K2C03 「16:R=H quant 10 3) 

acetone ， 27 h '-17: R = Me 
99% 

スキーム 2・2. サリシル酸フラグメント(10) の合成

次に、マクロリドフラグメント (11) の合成を行った(スキーム 2・3)0 Smith らの報告

6) を参考に、市販の(R) ーグリシドール(18) のアルコ}ノレを p- メトキシベンジルエーテル

(19) へと導いた後に、ピニルマグネシウムブロミドとヨウ化銅( 1 )から調製したピニ

ノレ銅試薬を作用させることで、エポキシドを開環して、アルコール(20) を得た 7) 。その

後、 20 のヒドロキシ基を TBS エーテノレとして保護して得られたオレフィン(21) に対

して、四酸化オスミウムを作用させてジオ」ル(22) へと導いた後に、生じたジオ}ノレ

部位を過ヨウ素酸ナトリウムにより開裂することでアルデヒド(23) を得た。
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THF-DMF 。oc to は， 8 h 
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スキーム 2-3. アノレデヒド(23) の合成

得られたアルデヒド(23) に対して Brown の不斉クロチル化反応 8) を行ったところ、

望みの立体化学を有するアルコーノレ(24a)6) およびそのジアステレオマー24b を、

23a:24b=23: 1の分離不可能な混合物として、 2段階収率 88% で得た(スキーム 2・4) 。
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THF ，・88 to -82 oC ， 3 h; 
then 30% H20 2， aq.Na トIC0 3

88% (2 steps) 

PMB づ れ;:1PMBO 七戸、

スキーム 2-4. アノレデヒド(23) に対する Brown の不斉クロチノレ化反応
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得られた 24 のヒドロキシ基を MOM エーテル(25) へと導いた後に、末端オレフィ

ンをヒドロホウ素化することで得られる一級アノレコール(26) を、 Dess-Martin 試薬に

より酸化し、続いて Wittig 反応により増炭を行うことで、オレフィン(37) へと変換し

た(スキーム 2・5) 。更に、 37 のPl¥侶基を酸化的に除去してところ、副生する p・メト

キシベンズアルデヒドを除去することが困難であったため、水素化ホウ素ナトリウム

によりアルコール(29) へと還元した。そして、シリカゲルカラムクロマトグラフィー

により 29 を除去することでアルコーノレ(28) を得た。その後、一級アルコーノレをメシ

ラートへ(30) へと導いた。

MOMCI ， DIPEA ， I 24: R = H 
TBAI ， CH 2CI 2， 7 h I ~25: R = MOM 
94% 

B S ? ? R 9 ・BBN. THF. 0 oC to 同 1 h 
PMBO V ¥ / 人y 宍 b

; then aq. NaHC03 ， 30% H202 

82% 

TBSO OMOM 

ー PMBO'-../人人~OH

TBSO OMOM 
1) DMP ， CH 2CI 2， 50 min 門日門

ドM Ij O 、 / 人 ¥ . / - ¥ / へ t グ

2) Ph 3PCH 3Br ， t-BuOI く
27 THF ， 0 oC ， 15 m 

88% (2 5ぬps)

1) DDQ ， CH 2Cl r H 20 ，ば， 60 min 

2) NaB ト14，MeOH ， 0 oC ， 15 min 

91% (2 steps) 

• 

Hとえだし+ MeO~ν 陥 C I. T山 帆
r，--:、 OH

、= 0 oC ， 15 min 
2 8 2  s e p a m b l e 2 9 q u  t 

.

0 M 

スキーム 2・5. メシラート (30) の合成

続いて、シアン化カリウムを用いて、メシラート (30) のシアノ化を検討した(表 2・1) 。

先ず、エントリー1 として、鳥飼らの報告 9) を参考に、 DMSO 中、 4 等量のシアン化

カリウム、 1等量の 18 同クラウン・6・エーテルを用いて、 80. 0 C で、反応を行ったところ、

基質の分解反応が主に起こり、分子内環化体(32a) およびエポキシド(32b) がそれぞれ、

25% 、16% と得られるに留まった。そこで、エントリー2 では、反応温度を 45 0 C と比

較的低温で、行ったところ、 32 時間と長時間を要するものの、目的のニトリノレ(31) が

72% の収率で得られ、また、原料 30 が 10% の収率で回収された。エントリー3 では、

溶媒への溶解度を向上させるために念入りにすり潰したシアン化カリウムを用い、

45 0 C で 27 時間反応を行ったところ、基質の分解反応が主に起こり、目的物 31 はほ
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とんど得られなかった。そこで、エントリー4 として、溶媒を DMSO から DMF に変

更し、使用するシアン化カリウムと 18 ・クラウンー6・エーテルをそれぞれ 2 等量および

0.5 等量と少なくして、室温で、反応を行った。その結果、 73 時間と長時間を要するも

のの、目的物 31 が 69% の収率で得られ、また、原料 30 が 21% の収率で回収された。

表 2-1

T8S0 OMOM 

MsO ............... 人メ〉へ〆

T附

KCN ， 18-crown -6 

conditions 
NC~人メ〉へ〆

シアン化カリウムを用いたメシラート (30) からニトリル(31) への変換検討

entry solvent te/m 。cp. time yield / % 

/h 31 32a 32b 30 

DMSO 80 1.5 5 25 16 17 
2 DMSO 45 32 72 11 10 
3 DMSO 45 27 11 10 9 

48 DMF rt 73 69 21 

aKCN (2.0 eq) ， 18-crown ・6 (0.5 eq) 

エントリー4 の条件でシアノ化反応を行った後、回収された原料を再びシアノ化反

応に供することを 3 度繰り返すことで、メシラート (30) をニトリル(31) へ、 83% の収

率で変換することができた(スキーム 2・6) 。得られた 31 のシアノ基を 2 段階で還元

して、アルコーノレ(32) へと導いた後に、 TBAF を用いて TBS 基を除去することで、ピ

シナルジオール(33) を得た。最後に、 DMF 中、水素化ナトリウムを o oC で、ジオール

(33) に作用させて、そこに1. 01 等量のp- メトキシベンジルクロリドを添加することで、

1級アルコール選択的にp- メトキシベンジルエーテル化を行い、マクロリドフラグメ

ントであるアノレコーノレ(刊 )3) を、 76% の収率で得た。
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TBSO OMOM 

MsO~、~

KCN (2.0 eq) 
18-crown ・6 (0.5 eq) 

DMF 
吋， 72 - 85 h 
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93% L. 33: R = H 

スキームエ6. マクロラクトンフラグメント(刊)の合成

1) I¥laH (4 eq) ， 33 
DMF ， 0 oC ， 90 min 

2) PMBCI (1.01 eq) ， 
DMF ， rt ， 30 min 

〆
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O
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1

0 M 

サリシル酸部(10) とマクロリドフラグメント(刊)の両フラグメントが合成できたの

で¥Furstner らの方法 2) に従ってマクロラクトン(7) の合成を検討した(スキーム Lη 。

カノレボン酸(10) とアルコール(刊)を光延エステル化反応 10) により連結し、定量的に

エステル(8) へ誘導した。得られたジエン(9) に対し、第一世代のGru bbs 触媒を用いる

閉環メタセシス反応 11) を行ったところ、反応は 14 分と速やかに且つ高収率で、進行し、

望む E・体(34) および異性体(35) を、 30:1 の混合物として、収率 96% で得た。これらは

互いに分離不可能で、あったため、混合物のまま DDQ により p- :J. トキシベンジノレ基を

除去したところ、望む E・マクロリド(36) とz- マクロリド(37) をシリカゲ、ルカラムクロ

マトグラフィーにより分離することができた。そこでおのみを、 Dess- Martin 酸化に

よりアルデヒド(38) へと導いた。
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quant 
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スキーム 2-7. アルデヒド(38) の合成

続いて、 38 に対して、高井反応によるヨードオレフィン化反応の検討をおこなった

(表 2-2) 。アルデヒド(38) に対し、 THF 中、 OOC で塩化クロム(1I)存在下にヨ}ドホルム

を作用させたが 12a) 、望むE- ヨードオレフィン(5) とその立体異性体(39) が4:3 の混合物

として得られ、また30% と低収率で、あった。これらは、シリカゲルカラムクロマトグ

ラフィーで、の分離が不可能で、あった。そこで、 Furstner 及び¥E vans らの報告に従い2，12b) 、

ジオキサン・THF の6:1 の混合溶媒中で、行ったところ、高収率で反応が進行し、 E・体(5)

とZ・体(39) を8:1 の選択性で得た。
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OMOM CrC12 ， CHI3 

condition 

39 

= 0  

38 

表 2・2. アルデヒド(38) に対する高井反応の検討

entry solvent 
CrCI 2 CHI 3 time 5/39 yield 

~ Leq /h /% 

1 THF 6 2 3 4/3 30 

2 THF-dioxane [6:1] 12 4 16 8/1 quan t. 

(E) ・ヨードオレフィン(7) と(勾・ヨードオレフィン (39) の8:1 の混合物のジクロロメタ

ン溶液に、・78 0C で2.6 等量の BBr3 を作用させたところ、目的のヨードオレフィン(6)

を、その幾何異性体(40) と共に 4:1 の比率で、 79% の収率で分離不可能な混合物とし

て得た(スキーム 2・8) 。

C
-

O

閣

の

D

-
3

一
，. 
勺
4

-

l
-
C

一

内

4

-

U
H

一
C
一

》

'一
M
y

-
q
u
一

円

M
U

B

一7

R
M

一

(E ト51 (Z)- 39 

8: 1 

62) 

+ 
4: 1 

inseparable 
40 

スキーム 2・8. ヨードオレフィン(6) の合成

望むカップリング前駆体を合成することができたので、 Coleman らが報告した方法

論 2)~こ従って、 N-アシルエナミド側鎖の立体選択的な導入を試みた。先ず、アミド(7)

の合成を行った(スキーム 2・9)0 CeCh 存在下、 N aBH4を用いてマレイミド (41) の 1，2・

還元を行うことで、アミナ}ノレ (42) を得た。化合物 42 は極めて親水性が高く非極性

溶媒に難溶性であったため、メタノール"酢酸エチル系を用いる再沈殿法により精製

した。続いて、 42 のヒドロキシ基を TBS エーテルとして保護することで、目的のア
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ミド(7) を2 段階収率 21% で得た 13) 。

。てァ。
41 

CeCI ・'7H 20 ，Na8H 4， MeOH 

o oC ， 80 min 
ー

T8SCI ， imidazole ， DMF 

21% (2 steps) 

スキーム 2-9 アミド(7) の合成

C
M ロuT

・
O H

N
V
P 

。

続いて、ヨードオレフィン(5) とアミド(7) のカップリング反応を検討した(スキーム

2・10)1) 。すなわち、ベンゾフェノンケチルから蒸留したジオキサン中、塩基としてリ

ン酸カリウム、配位子として N， N' ・ジメチルエチレンジアミン、チオフェンカルボン

酸銅( 1 /4) 存在下、ヨードオレフィン(5) とアミド(7) を反応させたところ、目的の(均四

エナミド(43) とその立体異性体(44) を、1: 1の分離不可能な混合物として、収率 25% で

得ることに成功した。尚、本反応は、基質 5 のスケールが 5 mg と比較的小さなスケ

ールでも、再現性よく進行することが分かつた。得られたエナミド(43) および 44 の

TBS 基を、 THF 中・45 0C で 12 分間 TBAF を作用させることで除去し、アミナール(45)

を 48% と低収率ながら得ることができた。しかしながら、アミナール(45) に対する(勾ー

選択的 Wittig 反応を行ったところ、望みの反応は進行せず、原料のアミナーノレが回収

された。
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スキーム 2-10 . Coleman らの方法論を用いた、エナミド側鎖の立体選択的導入の検討

この理由としては、平衡条件下でアミ ナールから発生するアルデヒドの周囲の立体

障害が非常に大きいために、反応点であるアノレデヒド部位にイリドが接近できなかっ

たこと、あるいは、平衡がアミナール型に大きく偏っていることなどが考えられる

(スキーム 2-11) 。
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スキーム 2・11. アミナール(45) に対する Wittig 反応における推定反応機構

Coleman らの方法論を用いて、 N- アシルエナミド側鎖を立体選択的に導入すること

は困難であったので、次に、 Furstner らの方法 2) を検討した。先ず、 Labreque らの報

告 15) を参考に、アミド(8)2) の合成を行った(スキーム 2・12) 。市販の cis-2 ・ベンテンート

オーノレ(47) に対して、ジクロロメタン中、氷冷下で TPAP 酸化 16) をおこなった。反応

終了後、氷冷下、 100~40 m mH g で減圧濃縮を行うことで溶媒のジクロロメタンを留

去し、アルデヒド(48) を含む黒色濃縮残澄を得た。続いて、得られた 48 に対し安藤

試薬(49) を用いた(勾ー選択的 HWE 反応 17) を行った。反応終了後、シリカゲルカラムク

ロマトグラフィーにより、前段階反応の TPAP 由来の爽雑物のみを除去することで、

望みの(21 Z) ー不飽和エステノレ(50) およびその異性体(51) を混合物として得た。続いて、

エステノレ(50) および引を塩基加水分解することで得られる不飽和カルボン酸(52) 及

び(53) を、混合酸無水物を経由するアンモノリシスに供することで、。lZ)・アミド (8)

とその立体異性体(21 E) 圃アミド(54) を、 3:1 の比率で、安藤試薬(49) から 4 段階 75% の

収率で得た。
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スキーム 2・12. アミド(8) の合成

続いて、ヨードオレフィン(6) とアミド(8) のカップリング反応を検討した 2) 。本反応

で用いるチオフェンカノレボン酸銅( 1 )は、水分や酸素に対して非常に不安定である。

例えば、マレイン酸ジ-n ・ブチルスズ、続いて水素化カノレシウムから減圧蒸留し、使用

前に数度の凍結脱気法を施して酸素を除去した DMA 中においてですら、わずかに含

まれる酸素や水分によって銅試薬は不活性化してしまう。そのため、本反応は非常に

困難を伴ったが、 15 回の凍結脱気法を施し、溶存酸素を徹底的に除去した DMA 中で、

カップリング反応が進行することを見出した。その上で、以下の条件検討をおこなっ

た(表 2-3) 。先ず、エントリー1 として、ヨードオレフィン(6) に対し、 DMA 中、塩基

として 3 等量の炭酸ルピジウム、チオフェンカノレボン酸銅( 1 )存在下、 3 等量のアミ

ド(8) を作用させたところ、目的物は得られず、エナミド側鎖の異性体が合計 3% と得

られるに留まった。そこで、エントリー2 では、 Panek らの報告 18) を参考に、配位子

として 2，2'- ピピリジルを用い、カップリング反応を行なった。すると、反応性は向上

し、目的物である SA(1) を 8% の収率で得ることに成功した。しかしながら、依然と

して側鎖の異性体(55) が 14% の収率で得られた。そこで、エントリー3 では、使用す

る塩基とアミドの等量を 6 等量に増やして反応を行った。すると、収率は向上し、さ

らに側鎖の異性化を完全に抑制することができた。その結果、反応終了後の HPLC 精

製後の段階で、目的の SA(1) ，及びサリシリハラミド B (SB)(3) を、それぞれ 23% 、26%

の収率で得ることに成功した。尚、合成した 1 および 3 の 1H_ Nl¥偲ヲ 13C- Nl¥偲ヲ R スベ

クトル， uv スベクトル、精密質量および旋光度は、報告されている天然物 19) のそれ

とほぼ一致していた。
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表 2-3 ヨードオレプイン(6) とアミド(8) のカ ップリング反応の条件検討

entr y additive products 

バ人+Jf 岡 (3 制

55 56 

。ゃ 1 (8%) y わ失一
(1 eq) 

2 

14 % 

3" 命〈コ 1 (23%) 3 (26%) 

(1 eq) 

。6 等量のRb 2C0 3およびアミドを使用
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2-2 フッ素化サリシリハラミドの合成計画

2・2・l フッ素標識体のデ、ザイン

サリシリシハラミド A (SA) は、他のベンゾラクトンエナミド類と同様の、 NCI -60

細胞系列に対する成長阻害活性プロファイノレ、および、サリシノレ酸部位、マクロリド

骨格およびエナミド側鎖といった共通構造を有している(図 1-10) 。サリシノレ酸部位と

エナミド部位は、ベンゾラ クトンエナミドの共通の構造的な特徴であり、標的タンパ

ク質に対する結合モチーフであると考えられる。この点は、 SA およびロパタミド C

の構造活性相関研究からも支持されている。一方、様々な求電子的フッ素化反応が開

発されており、フェノーノレ芳香環にフッ素原子を導入することは比較的容易で、ある。

しかしながら、標的タンパク質との水素結合に関与する可能性がある、フェノール性

ヒドロキシ基がサリシル酸部位に存在している。従って、フッ素原子を芳香環に導入

することで、 V-ATPase 阻害活性が保持されるかどうかについては不明であるが、この

点および合成の容易さを考慮して、芳香環の 4 位にフッ素原子を導入した 4.l 9F_ サリ

シリハラミド Aσ -SA)(2) を設計した(図 2-1) 。

H，N-{ ヘJ

X = H : (-)-salicylihalamide A (1) X = H : (ートsalicylihalam ide B (3) 
X = F: 4-19F-salicylihalamide A (2) X = F: 4-19F-salicylihalamide B (4) 

~N-{九

日計
common pa 同

図 2-1 フッ素化サリ シリハラミドのデザイン

2・2-2 合成計画

本章 2-1 節で確立した方法論を、フッ素化サリシリハラミドの合成に適用すること

にした。スキーム 2-13 に F-SA(2) の合成計画を示す。
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スキーム 2-13. F-SA(2) の合成計画

すなわち、側鎖の導入をヨードオレブイン(57) とアミド(8) とのチオフェンカルボン

酸銅( I )を用いたカップリング反応により最終段階で導入することにした。マクロラ

クトン(57) は、ジエン(58) より第一世代Gru bbs 触媒を用いた閉環メタセシス反応

侭C M)、続く高井オレフィン化反応により得られると考えた。エステル (58) は、フッ

素化サリシノレ酸(59) とアノレコーノレ(11) との光延エステル化反応により連結することに

した。尚、本合成戦略において、サリシル酸部位にフッ素原子が導入されても、非標

識体と同様に、各段階の反応がうまく進行するかどうかが問題であった。
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2・3 フッ素化サリシリハラミドの合成

2・3-1 芳香環フッ素化の検討

求電子的フッ素化試薬として、 6・トリフルオローN- フルオロピリジニウム塩(60a) を

用いることにし(第 I章 6 節を参照iO
)、サリチル酸誘導体(13)4) に対するフッ素原子の

導入を検討した(表 2-4) 。文献 20a) を参考に、 1，1，2・トリクロロエタン中、 13 に対し 6・

トリプルオロメチルルフルオロピリジニウム塩(60a) を作用させたところ、目的とす

るフッ素化サリチノレ酸誘導体(61a) 及びその異性体(61b) をそれぞ、れ、 26% 、25% の収

率で得ることに成功した(エントリー 1) 。しかしながら、 60a は現在市販されていない

ため使用試薬の変更を迫られた。そこで、エントリー2 では、入手可能なフッ素化試

薬として、 5・トリフルオロメチル N- フルオロピリジニワム塩(60b)20b) を用い検討を行

った。しかしながら、 60b は 60a よりも反応性が低いため、反応は殆ど進行せず原料

が回収されるだ、けで、あった。そこで、エントリ ~3 では、活性化剤として 20 mol% の

トリプルオロメタンスルホン酸を加えて反応を行った 20b) 。しかしながら、原料のア

セトニドの分解反応が主に起こり、目的物は殆ど得られなかった。そこで、溶媒とし

て、より高沸点の 1，1，2，2- テトラクロロエタンを用いて 146 0 C で、反応を行ったところ、

目的とする 4・フッ素化体(61a) 及び'6 ・異性体(61b) をそれぞれ、 20% 、35% の収率で得

ることに成功した。

-57-



.x-- _ 
4~いo + 

¥ Y 、OH

13 

:: xts£可ア @岳:
60a : R， = H ， R 2 = CF 3 
60b: R， = CF 3， R， = H 
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表 2-4 N- フノレオロピリジニウム塩を用いたアセトニド(13) に対する フッ素化の検討

13 additive te/m 。cp time yie ld I % 
e円try so lvent reagent 

I eq Ih 61a 61b 61c 

1 C I， CHC H，C I 60a 1.2 100 17 26 25 3 

2 CI ，C H CH 2C I 60b 1.2 100 15 trace 

3 C I， CHC H 2CI 60b 1.4 Tf OH 100 3 0.6 (61a+61b+61c) (20 m ol %) 
4 CI ，CHCHCI ， 60b 1.2 147 3 20 35 4 

梅本らの報告によると 20 ，)、λLフルオロピリジニウム塩(60a) および 60b を用いるフ

ェノ ールのフッ素化の位置選択性は、基質のフェノール性ヒドロキシ基と試薬のピリ

ジニウム塩の硫酸基との問に分子問水素結合を有する πーπ錯体(62) を遷移状態として

経由するため、高い 0 -選択性を示す。しかしながら、本反応におけるフッ素化のか，p-

選択性はおよそ 1: 1 であり、予想とは異なる結果であった。これは、サリチル酸誘導

体(13) のフッ素化反応で、は、アセトニド、のカルボニル基の酸素原子とフェノール性ヒ

ドロキシ基の水素原子の聞に水素結合が形成されていることにより、ヒドロキシ基が

ピリジニウム塩の硫酸基と相互作用することが困難である。そのため、分子間水素結

合を有する πーπ錯体(63b) を形成することが困難になり、フ ッ素化のか選択性が減少

したと考えられる (ス キーム 2・14) 。
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スキーム 2・14 フェノ ーノレとアセトニド(13) のフッ素化における位置選択性の違い

フッ素化サリチノレ酸誘導体(61a) および 61b のそれぞれのフッ素の導入位置に関し

ては、以下の実験の結果より 判断した (スキーム 2-15) 。すなわち、 61a および 61b

の残りのフェノ ーノレ性ヒドロキシ基をメ チル化することで得られる、メ トキシ体

(64a) および 64b の lH _NMR のメチノレ基のシグナノレが、 64a では l 重線であるのに対

して、 64b では 2 重線 (J= 1. 5H z) であった。この結果を、導入されたメチル基とフ

ッ素の空間的距離が、64a においてはより長く、一方、 64b のそれは短いことに起因

していると考察した。すなわち、メトキシ基とフッ素原子の互いの位置関係を、 64a

で、はpイ立、 64b では 0 -位とそれぞれ推定した。
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スキーム 2・15 フッ素化サリシノレ酸誘導体(61a) および 61b のメチル化反応

2-3- 2 フッ素化サリシノレ酸(59) の合成

フッ素化サリチノレ酸誘導体(61a) と 13 の混合物に Tf 20 を作用させてトリフラート

(65) および 14 に変換したところ、 シリカゲノレカラムクロマトグラフィーによりそれ

ぞれ分離する ことができた (スキーム 2-16) 。 トリアラート(65) に対しア リル トリ n・

ブチルスズとの Stille カップリング 21 )を 行うことで得られるフッ素化アリルベンゼン

(66) に、 Gri gnard 試薬とアリノレアノレコールから調製したマグネシウムア リルアルコキ

シドを作用させてフ ッ素化アリノレベンゾエート(67) へと誘導した。この際、アリ/レベ

ンゼンのオレフィン部位が異性化した 68 が、 67 :68 = 7: 1の比で分離不可能な混合物

として得られた。生じたヒドロキシ基をメチル化することで得られるメトキシベンゼ

ン誘導体(69) へと変換した。 最後に、 Pd (P h3P)4 存在下、辻・Trost 反応 1)により、アリ

ノレエステノレ(69) のアリノレ基を除去することで、フッ素化サロシノレ酸(59) を合成した。

尚、アリノレエステル化反応にて生じた 69 に由来する 70 は、この段階においても分離・

除去すること ができなかった。
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59 70 

スキーム 2-1 6 フッ素化サリシル酸(59) の合成

2-3 ・3 フッ素化サリシリハラミドの合成

69 

サロシル酸部とマクロリドフラグメントの合成が完了したので、フッ素化マクロラ

クトンの合成を行なった (スキーム 2- 17) 。フッ素化カルボン酸(59) とアルコール(1 1)

を光延エステノレ化反応 10 )により連結し、 91% の高収率でフッ素化ジエン(58) へ誘導し

た。得られた 58 に対し、第一世代の Gru bbs 触媒を用いる閉環メタセシス反応 lりを行

ったところ、反応は速やかに且つ 90% の高収率で進行し、望む(めーマ クロラクトン(72)

とその異性体(73) を、 10: 1 の選択性で得ることに成功した。尚、 本反応において、 70

由来のエステノレ(71) は反応しなかったため、目的物から容易に除去するこ とができた。

(めー体 (72) および(z)・体 (73) は互いに分離不可能であったため、混合物のまま DDQ に

より p -メ トキシベンジノレ基を除去して E・オレフィン(74) とz- オレフィン(75) を得た。

-61 -



OMe 0 OMe 0 

~人OH + ¥!1 作「人OH

，'"人、/"'- 7 : 1 ， '"ヘ 4 声 ¥

inseparable 
59 70 

OH OMOM 

+ P旧 O /'--

11 (0.8 3 eq ) 

OEAO ， PPh 3 

EI 20， 36 min 
91% 

OPMB OPMB 均

ノ

戸

句
吋

u

m

O
両

H
A
-
-
μ

開

k
d
i

-z-一

OMe 0 

OMOM ~人。
+ υ A "-.dヘ

msepa 掴 ble iI 

グ /' 71 T 

OMOM 

CH 2CI 2， 21 min 
90% 

OPMB 

OOQ ， 十七0 ，CH 2CI 2 
+ 

10 : 1 内 y OMOM
。固C 10 rt ， 53 min 

ins eparab le 97% 

72 
73 

OH 

(3 Wle j L f O H 

+ 
10: 1 、V" i "'r 、O MOM

inseparabl e 

74 
75 

スキーム 2-17 フッ素化マクロラク トン(74) および 75 の合成

アノレコーノレ(74) を Dess -Martin 酸化 して得られるアルデヒド(76) を、ジオキサンーTHF

の 6: 1 の混合溶媒中で高井反応 2) ，凶)を 行うととで、望む Eーヨードオレフィン(77) と

z- 体(78) を 3.3 1の選択性で、 2 段階 80% の収率で、シリカゲノレカラムク ロマト グラフ

ィーで分隊不可能な混合物として得た (スキーム 2・18) 。最後に、ー78 oc にて BBr3 を

作用させることで保護基を除去し、目的のカップリング前駆体(57) を、 76% の収率で、

その立体異性体(79) と共に 43 :1の比率で得た。
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スキーム 2・18 カップリング前駆体(57) の合成

天然型 SA の合成に用いた条件を、 F-S A(2) の合成に適用した(スキ ーム 2-19) 。す

なわち、アルゴ‘ン雰囲気下、凍結脱気を 15 団施した DMA 中に、 I等量のチオフェン

カノレボン酸銅( 1 )， 3等量のア ミド(8) ，3等量の炭酸セシウムを加えて室視 ・遮光下 30

分撹枠した後に、ヨードオレフィン(57) を加えて、 90 0 C で 1時間反応させたところ、

反応は非標識体と 同様に進行した。反応後の精製は、天然型 SA と同様の条件で、行っ

た。すなわち、前処理としてシリカゲルカラムクロマトグラフィ ーで精製して得られ

た粗精製物を、 ODS カラム(ナカライテ スク社， COSMOSI 正L5CI 児B

て F王ll' LC 精製を行つたo その結果、目的のフッ素化サリシリハラミ ドAσ-SA)(2) およ

びフッ素化サリシリハラミド B σ-SB)(4) をそれぞれ 15% 、22% の収率で得ることに

成功した。
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第3章フッ素化サリシリハラミドの V -ATPase 阻害活性試験

合成したサリシリハラミド類 σ-SA 、F-SB 、SA および SB) の平沼'P ase 阻害活性を、

サ/レ腎臓 培養細胞(COS -7) 1) およびブタ属1]' 脅から調製したクロマフィン頼粒膜 2) を用い

て、 pH 感受性蛍光色素による pH 変化により評価した。

3-1 サノレ腎臓細胞を用いたイメージングアッセイ

サリシリハラミドの生物活性は、サノレ腎臓細胞内の酸性コンパートメントであるリ

ソソームの内部 pH を測定するこ とで見積った。すなわち、日ソソームの細胞膜には

V-ATPase が発現しており、リソソーム内部は、プロトンの能動輸送によ って酸性に保

たれている。したがって、リソソーム膜上の V -ATPase の機能が阻害され、膜内への

プロトンの供給が遮断されると、 プロトンの受動拡散によ り、膜内 pH は外部環境の

それと等しくなる。ここに、酸性環境で蛍光を発する LysoSensor Gr een めなどの pH セ

ンサーを共存させていると、 内部 pH が上昇するにつれて蛍光の退色が観測される

(図 3・1) ロ

+ M
H 

H+ 

蛍光色素

阻害弗l
V -ATP 時十一ー』ー‘

亡 二コ

酸性コンパートメントー
(Y ソソームなど)

pH の上昇 ー

蛍光の消失

図 3-1. pH 感受性蛍光色素と リソソーム膜内 pH の関係

実験は以下の手順で行った。すなわち、 l凶4 の SA 、SB 、F・SA 、F-SB それぞれを、

サル腎臓細胞に投与して 5 時間インキュベートした。さらに、1凶4 の LysoSe nsor Gr een
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を加え、細胞を 1分間インキュベートした後、過剰な蛍光色素を除去し、蛍光を観測

した。図 3-2 のパネノレ A は、コントロールとして未処理の細胞を示しており、局所的

に強い蛍光が観測された。これは、リソソーム内部が酸性化されていること、すなわ

ち、リソソーム膜の V-ATPase は機能していることを示している。蛍光強度は、青→

緑→赤の順に強くなるように着色しである(同図のパネル C) 。また、図中のアスタリ

スクは、リソソームの局在位置を示しており、スケ}ルパーの大きさは、 20μm に対

応している。パネル B とC は、 SA で処理して得られた結果であり、蛍光量の減少が

観測されることから、 V-ATPase の機能は阻害されていると判断できる。パネノレ D とE

は、 SB で処理して得られた結果であり、蛍光量の減少が観測された。 SB は、 SA と

共に天然から得られてくるものの極微量であったために、 V-ATPase 阻害活'性について

の報告はなされていなかったが、今回の活性試験で V-ATPase 阻害活性を有している

ことが初めて明らかになった。パネル F とG 、パネル H とI は、それぞれ、 F-SA 、

F-SB で処理して得られた結果である。いずれのパネノレも、蛍光量の減少または消光

が観測された。また、結果を図示しないが、各種阻害剤で処理したサル腎臓細胞が、

トリパンブルー染色で、染色されないことから、阻害剤被処理細胞が、生存しているこ

とを確認した。すなわち、蛍光量の減少および消光が引き起こされたのは、添加した

薬剤により直接 V-ATPase の機能が阻害されたためであるといえる。

以上の結果から、培養細胞を用いた実験では、天然物の SA 、SB だけでなく、フッ

素化体 F-SA 、F-SB も確かに V-ATPase 阻害活性を有していることが明らかになった。
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図 3-2 各種限害剤(1凶1)で処 理したサル腎臓細胞内の LysoSe nser Gr een の蛍光強度
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3-2 クロマフィン頼粒膜を用いた定量的アッセイ

V -ATPase の阻害活性の評価法では一般的に、ウシ副腎髄質由来クロマフィン頼粒膜

を用いた AT P 依存的プロトン輸送を指標にする方法が用いられる 2)。しかしなが ら、

新鮮なワシの組織を入手することが困難であったため、本研究では、ブタ高IJ 腎髄質由

来クロマフィン頼粒を用いたc クロマフイン頼粒膜へのプロトン輸送能は、 pH 感受

性蛍光色素である ACMA 2
，4)の蛍光の退色を指標として測定した。なお、 A CMA は、

酸↑生環境で消光し、中性付近で強い蛍光を発する。

実験は以下の手順で行った。すなわち、クロマフィン頼粒膜に対し、 ACMA 、バリ

ノマイシンを加え、 O OC で 10 分間イ ンキュベー卜した後に、各種阻害剤を添加 して、

さらに 37 0 C で 3 分間インキュベートした。そこへ、 MgATP を加えることで、クロマ

フイン頼粒への ATP 依存性プロトン輸送を開始させた。MgATP の添加から 2 分後に、

プロトノフォアである FCCP を加え、頼粒膜内外のプロトン勾配を解消させた。図 3- 3

に、 10 仙 fの SA を作用させたときに得られた ACMA の蛍光強度およびその日寺間推移

の結果を示すe なお、同図の縦軸は、 FCCP を添加 した後の蛍光値を 100 としたとき

の相対蛍光強度であり、横軸は、 ATP 添加時を開始時刻とした時の時間経過を示す。

また、 青線は、コン トロールとして DMSO を添加した際に得られた曲線であ り、桃

色線は、 10 凶 4 の SA を作用させた際に得られた曲線である。

ATP FCCP 
(start ， 0 sec) (end ， 120 sec) 

ιι  
-100 - ー・田園田由回、- 圃

• • -E 9 5 t 
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u. 90 
tム

80 

ー- 10nMSA

- DMSO 

o 50 100 150 200 

sec 

100 .... 

Q， 95 -

8 
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u. 

85 

80 。

-・ 10 nM SA 

- DMSO 

20 40 

sec 

図 3-3. 10 凶 f の SA を作用させて得られた相対蛍光強度とその時間推移

(左図.測定全体の蛍光強度右図: ATP 添加直後の蛍光強度の拡大図)
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ATP を添加すると、クロマブイン頼粒膜上の V-ATPase が、 ATP 依存的にプロトン

輸送を行う。その結果、膜内 pH は低下し、 ACMA の蛍光量は減少する。プロトンフ

ォアである FCCP を添加すると、膜内外の pH 勾配、すなわち、 V-ATPase により形成

された酸性環境が解消される。そのため、膜内 pH はATP を添加する直前まで上昇し、

ACMA 由来の蛍光が観測される(図 3・3 : SA 非添加時の青色曲線)。一方、クロマフ

イン頼粒膜上の V-ATPase の機能が阻害剤処理により阻害されると、 ATP を添加して

も膜内へのプロトンの供給はもはや起こらず、膜内と外部環境の pH が等しくつりあ

うまで、膜内のプロトンは受動拡散の働きにより膜外へ拡散する。よって、 ACMA 由

来の蛍光量の減少は観察されない(図 3・3 : SA 添加時の桃色曲線)。

このような実験を、各種限害剤について濃度を変えて行った。その結果を、図 3-4

に示す。尚、同図において、各点につき 3 回測定し、測定誤差のばらつきはエラーパ

ーで表示している。また、得られた ICso 値の結果を、表 3・1に示した。
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合成したサリシリハラミド類の濃度依存的 V-ATPase プロトン輸送阻害曲線
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JN 〈~ f
1iN ℃九

4-'9F -sa li cy lih alamide A (F-S A) '9 4- "F-salicy lihalamide B (F -S 6) 

表 3-1 合成したサリ シリハラミド類の、 V -ATPase プロトン輸送阻害活性 a

entry compound IC 501nM 

1 1 a (SA) 0.7 :t: 0.3 

2 2a (F-SA) 1.6 + 0 .1 

3 1b (S8) 28 :t: 6 

4 2b (F-S8 ) 15 :t: 10 

a IC so 1i 一直は、 3 回の測定値の平均値である

SA は、文献 5) で報告されているよ うに、 約 1 凶4 以下の IC 50 値 (I C so = 0.7 仙のと、

強力な阻害活性を有していた。F-SA も、 SA と比較して若干弱いものの、期待通り、

V -ATPas 巴に対する強力な阻害活性を保持していた (IC so = 2 nM) 。一方、SB は、 SA

と共に天然から得られてくるものの、極微量であったために、 V -ATPase 阻害活性につ

いての報告はなされていなかった。今回の測定で、 SB は、 30 凶4 の IC so値を有して

いることが初めて明らかになった。また、 F-SB の阻害活性は、 10 ゆf の IC so 値と、

SB と同等の活性を有していた。
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3・3 活性試験結果の考察

合成したサリシリハラミド類の阻害活性試験結果から、サリシリハラミド類の構造

と阻害活性について、以下の結論が導かれる。 1) SA (I C so = 0.7 仙のと F-SA (I C so = 2 

仙の、および SB (I C so = 30 凶 11) とF-SB (IC so = 10 仙のの V-ATPase 阻害活性の大きさは、

3 倍程度しか違っていないことから、芳香環の 4 位にフッ素原子を導入しても、阻害

活性はほとんど影響を受けない。このことは、晴乳類性 V-ATPase の限害機構を、フ

ッ素原子の特性を利用して解明する研究において、合成した F・SA および F-SB が有用

な分子プロ}ブであることを示唆している。 2) 一方で、 SA (I C so = 0.7 仙のと SB (I C so 

=30 仙のの阻害活性は、約 40 倍の差があり、 F-SA (I Cso = 2 仙のと F-SB (I C so = 10 仙の

の阻害活性も、 5倍程度だが差が認められる。このことから、 17 位のエナミドの立体

化学の違いが、阻害活性に影響を与えることが示唆された。
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第4章 ピオチン化サリシリハラミドの合成

4-1 ピオチン化サリシリハラミド A の合成

4・2・1 ピオチン化サリシリハラミドの設計

第 1章で述べたように、サリシリハラミド A (SA) は、日甫乳類型 V-ATPase の膜貫通

部位 Vo 部分に、非可逆的に結合することが明らかにされている。しかしながら、

V-ATPase が多くのサブユニットからなる複合タンパク質であることもあり、その結合

領域の詳細については未解明である。そこで、 SA の結合部位を特定するための分子

プローブを調製することにした。ピオチンーアピジン相互作用を併用した化学発光に

より、分子プロープの結合ドメインを検出することにし、情報基としてピオチンを選

択した(図 4・1) 。すなわち、ピオチン標識化サリシリハラミドを投与し、 SA 部分を

V-ATPase の Vo の標的タンパク質に結合させることで、先ず作用標的部位をピオチン

で標識する。次に、ピオチン標識化サブユニットを SDS-PAGE によって分離した後、

西洋ワサビベルオキシターゼ、(horseradish peroxidase ， HRP) が導入されたアピジンを投

与し、ピオチンーアピジン相互作用によりピオチンを HRP で標識する。ここに、過酸

化水素水とルミノ}ルを作用させると、 HRP による過酸化水素の分解に伴いルミノー

ノレ由来の蛍光が観測される。すなわち、ノレミノーノレ由来の蛍光が観察される分子量バ

ンドが、 SA の作用標的部位を含んでいるサブユニットであると同定することができ

る。
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ピオチン部位

/戸

nl~1 側 、，旭町'J 〉 機 ベ初 SDS -PAGE-
膜貫通領域 (v o)

~nnh. 
J 

分子量マーカー- ー-- .，ム ピジ - r s: - B- - 蛍光.. 
ー- -

分子プロープ無 有 分子プロ)プ無 有

図 4-1 ビオチンーアピジン相互作用を基盤とした SA の結合部位の同定

サリシリハラミド A (SA) は、官能基の導入が可能な 2 つのヒドロキシ基、すなわち

フェノール性(3位)およ び 2 級アノレコーノレ(13 位)を有している。また、 SA の構造活性

相関の研究 1) (第 l 章 4 節を参照)から、 3 位および 13 位のベンソ、エート誘導体の阻害

活性の強さは、天然型 SA と比較して、それぞれ、 300 凶1，180 ゆ4 と大きく低下して

いるものの(表 4-1) 、未だ凶f のレベルで活性を保持していることから、フェノー/レ

ヒドロキシ基および 2 級アルコーノレの官能基変換は、 V -ATPase 阻害活性においてある

程度許容されると考えられたc また、第 l章で述べた様に、フェノール性ヒドロキシ

基は、ベンゾラクトンエナミド系天然物の共通部分であるため、 2 級アルコールへの

官能基導入を計画した。そして、 2 級アルコールに PEG リンカ一部分を有するビオチ

ン化誘導体(82a) および 82b を設計した(図 4-2) 。
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17JN 〈主f

。工作h んぺ引H

17E 削otinated-salic ylihalamide A (82a) 
17Z b旧tinated-salicylihalamide B (82b ) 

common pa 同

図 4-2 ビオチン化サリシリハラミド(82a) および 82b の設計

円N-t~
ーゴ O 

O一一一-JN ーも 〕

&'、百

O 、 ノ句、)J

O 

(ー) ーサリシリハラミドA (1) フェノーノレベンゾエート誘導体(80 ) アノレコーノレベンゾェート誘導体(81 )

表 4-1. SA のフェノーノレおよびアルコーノレベンゾエー ト誘導体 0) V-ATPase 阻害活性

SA (1) 80 81 

IC 50 I nM 8 
< 1.0 300 180 

αウシ脳クラスリン被覆小胞頼粒におけるプロトン輸送阻害活性 1)

4-2-2 モデノレ基質を用いたビオチン化反応の検討

まず、エナミド側鎖を有していない、ヨードオレフィン(6)をモデル基質として用い、

ビオチン化カノレボン酸(83) とのエステノレ化反応を行ったc カノレボン酸(83) は、 ジクロ

ロメタンやベンゼン等の非極性溶媒への溶解性が非常に悪かったので、 D MF やジオ

キサンを反応溶媒として用いてエステル化反応を行った (表 4-2) 。

先ず、 D MF 溶媒中で TEA 存在下、 HOBt とWSCD を作用させてカルボン酸(83) か

ら活性化エステノレを調製しめ、そこに、基質(6) の DMF 溶液を加えて室温で 30 分反応

させた(スキーム 4・1) 。 しかし、目的物は得られず、フェノーノレ性ヒドロキシ基にビ

オチン部位が導入されたヨー ドオレフイン(84) が収率 47% で得られるのみであった。
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また、原料 6 が 60% で回収された。

6 

OH +可作 ohJγ 寸手五 EDCI ， HOBt ， DMF 

• は， 30 min 

47% (60% of 6 was recovered) 

五州。宅

スキーム 4・1. EDCI-HOBt によるアルコール(6) とカルボン酸(83) のエステノレ化反応

次に、ジオキサン溶媒中で山口エステル化反応を試みた(表 4・2) 3) 。先ず、ジオキサ

ン中、 TEA 存在下、カノレボン酸(83) と 2えL トリクロロベンゾイルクロリドを、室温

で 13 時間反応させて、混合酸無水物を調製した。そこへ、基質 6 とDMAP のジオキ

サン溶液を加えて室温で 6 時間反応させたところ、フェノーノレピオチン化誘導体(84)

が 63% の収率で得られた。また、 6 のフェノーノレ性ヒドロキシ基がベンゾエート化さ

れた 86b が、原料 6 との混合物として得られた。

そこで、エントリー2 として、基質 6 とDMAP のジオキサン溶液を加えた後 100 0 C

で 24 時間反応させたところ、 84 は得られず、目的のピオチン化誘導体(85) および 85

のフェノーノレ性ヒドロキシ基がベンゾエート化された 86a を、 1 : 0.3 との混合物とし

て、収率 15% で得ることに成功した。また、ベンゾエート体(86b) が、原料 6 との混

合物として得られた。収率向上を目的に、エントリー3 では、ジオキサン溶媒中で椎

名法 4) を行った。結果、エントリー2 と同様に 85 を、 85 のフェノーノレ性ヒドロキシ

基がアシル化された 87a との 1 : 1の混合物として得ることができが、この条件では、

エントリー2 よりも、混合酸無水物による 82 のフェノーノレ性ヒドロキシ基のアシル

化が起こりやすかった。
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+可作 h ケぺ珂H

6 

TEA ， DMAP ， dioxane 

condifions 

。工作ヤ目ん〉ぢJH

かん汁日外斗

表 4-2. アルコーノレ(6) とカルボン酸(83) とのカップリング反応

entry reagents t/em 。cp time products /h 

T 

2 

3 

2，2，2-trichlorobenzoyl chloride rt 6 

2，2，2・trichlorobenzoyl chloride 100 24 

MNBA 100 24 

orh ん〉切手

6a: R= なごj

a: R =訳、
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84 (63%) 
86b + 6 [1.5 : 1] 

85+86a [1 : 0.3] (15%) ， 
86b+6 [2: 1] 

85+87a [1 : 1] (15%) ， 
87b+6 [3.5:1] 

b: R=βfi 

b: R= なに;



エントリーl と2 において、ヨードオレフィン(6) とピオチン化カルボン酸(83) との

エステノレ化反応を、室温で行うと、フェノールピオチン化ヨードオレフィン(84) が優

先的に得られ、一方、加熱条件下(1 000C) で行うと、アルコールピオチン化誘導体(85)

および 86a が優先的に得られた。この実験結果は以下のように説明される(スキーム

4・2) 。分子内の 2 つのヒドロキシ基のうちフェノールは、相対的に酸性度が大きく、

塩基(D MAP または TEA) による脱プロトン化を受けてフエノキシドイオンになりやす

い。フエノキシドイオンの求核性は、アルコールのそれよりも大きいため、フェノー

ルのアシル化が速度論的に優先して起こり、室温では 84 のみが得られたと考えた。

一方、 84 は、弱酸であるフェノールとカルボン酸の混合酸無水物で、あり、ある程度

活性化されていると考えられる。そのため、加熱条件下では、 84 は、反応系中に存

在している求核触媒の DMAP による求核攻撃を受け、再び生じた活性中間体 52 を生

成する。これとアルコールから形成されるエステノレ(85) は熱力学的に安定であるため、

加熱条件下では、 85 を優先的に与える方に平衡が偏ったと考えられる。
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表 4-2 エントリ ー1および 2 の実験結果の説明
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4・2・3 ビオチン化サリシリハラミドの合成

4・2・2 で見出した条件を、ピオチン化サ リシリハラ ミド A の合成に適用した。すな

わち、ジオキサン中、 TEA 存在下、カルボン酸(83) と 2，2，2- トリクロロベンゾイノレク

ロリドを、 30 oC で 13 時間反応させて混合酸無水物を形成させた。そこに、基質と

DMAP のジオキサン溶液を加え、室温で 12 時間反応させ、その後、 100 0C で 13 時間

反応させた。反応終了後、 HPLC 精製を行って、目的のアノレコールビオチン化誘導体

82b を、 2% の収率と、わずかながら得ることに成功した (スキーム 4-3) 。

JF-F\~ 

152+ 同十
5A (1) + 58 (3) 

5A : 58 = 1 : 1.5 

1 )β 〉l T -

dio xa ne ， 30 'C ， 13 h 

2) SM ， DMAP ， 100 'C ， 13 h 
3) HP LC-pu rification 

O~~ 
ミ丈工作竹ん-SF 。

スキーム 4-4 ピオチン化サリシリハラミドの合成
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第5章 結論

19p ・N乱iJR測定を用いた V-ATPase 阻害機構解明に有用であると思われる、 4 位にフ

ッ素原子を導入したサリシリハラミド A およびB の合成に成功した

そして、 mVIVO の細胞毒性試験およびクロマフィン頼粒膜を用いた定量的阻害活性

試験によって、合成した 4)9 p_サリシリハラミド類は、天然型サリシリハラミドと同

等の V-ATPase 阻害活性を保持していることを明らかにした。

サリシリハラミド類の結合部位特定を志向した、ピオチン標識化サリシリハラミド

A の合成に成功した。

サリシリハラミド A による V-ATPase 限害発現機構の詳細は、明らかにされていな

いが、今回合成した分子プローブを応用することで、サリシリハラミド A による

V-ATPase の阻害機構を分子レベルで、解明することが期待でき、 V-ATPase を標的とし

た創薬研究に大いに貢献することができるであろう。
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第6章実験 項

Chemistry 

Gener ，α1 Procedures. 

Al l the solvents and chemicals were used without 白rther treatment unless otherwise stated. 

The following solvents and chemicals used were purified by distillation over the drying 

agents indicated in parentheses and were transferred under argon atmosphere: THF ， EhO and 

1，4-dioxane (M g/b e回 ophenone) ，1，1，2，2・tetrachloroethane ，pyridine ， triethylamine ， and 

morpholine (C aH 2) ， dichloromethane (LiAl~)， allyl alcohol and methanol (Mg). 

N-meth) 匂yrrolidone (NMP) was dried over activated MS4A for 3 days and distilled. 

N， N'-dimethyl acetamide (D MA) was dist i1l ed over di-n. ・.butyltin dilaurilate ， re-dist iI1 ed over 

C aH 2 under reduced pressure ， and stocked in the presence of activated MS4 A. Before use ， the 

DMA was degassed by 合ozen-thaw method over 10 times. An alytical thin-layer 

chromatography (TLC) was performed using E. Merck silica gel 60 F254 pre-coated plates 

(0.25-mm thickness). For column chromatography ， Kanto silica gel 60N (spherical ， neutral ， 

100-210μm) ， and Merck silica gel 60 (40 ・63 阿n，for flash column chromatography) were 

used. Optical rotations were recorded on a JASCO P-1010 polarimeter. IR spectra were 

recorded on a JASCO FT-IR 剛 300E or JASCO FT-IR-4200ST Fourier transform infrared 

spectrometer. lH， 13C and 19 F_NJ.V[R. spectra were recorded on a JEOL JNM-GSX500 or 

D 品ιECA500 spectromete r. Chemical shifts of lH and 13C NJ.V[R. are reported in ppm from 

tetramethylsilane with reference to internal residual solvent [lH Nl¥低， CHCh (7.24) ， C 6HD 5 

(7.15) ， CHDCh (5.29) ， HOD (4.80); 13C Nl¥偲， CDCh (77.0) ， C6D 6 (128)] ， chemical shifts of 

19 F NJ.V[R. are reported in ppm with 児島rence to CF 3COOH (-76.5) in D 20. The following 

abbreviations are used to designate the multiplicities: s = singlet ， d = doublet ， t = triplet ， q = 

quartet and m = multiple t.回 gh resolution mass spectraσ 虫 MS) were recorded on an AB 

QSTAR Elite under ESI-TOF conditions. Combustion elemental analyses were performed 

using Yanaco CHN CORDER MT ・3.
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MOM ether 25. To the 20 rnL two-necked flask charged with TBAI (45 .4 mg ， 0.123 mmo l) 

was added a solution of alcoho1 24 (242 mg ， 0.613 mmo1) in dich10romethane (1. 02 rnL) and 

DIPEA (0.246 rnL， 1. 41 mmo1). To the reaction mixture ， MOMC1 (0.069 rnL， 0.920 mmo1) 

was added dropwise at 0 oC ， and the resulting solution was allowed to room temperature. 

A:ft er being stirred at room temperature for 7 h， the reaction mixture was quenched with 

saturated aqueous N aH C0 3 and Na 2S203 at 0 oC ， and extracted with ethy1 acetate. The 

organic 1ayer was washed with water and brine ， dried over MgS0 4， filtered and concentrated 

under reduced pressure. The residue was purified by flash si1ica ge1 co1umn chromatography 

(20:1 to 10:1 hexane/ethy1 acetate) to afford 25 (252 mg ， 0.574 mmo1 ， 94%) as co10 r1 ess oi 1. 

[α]D 23 -7.2 (c 1. 40 ， CHCh); Rf= 0.65 (5:1 hexane/ethy1 acetate); IR (五 1m) 2953 ， 2929 ， 2888 ， 

2856 ， 1613 ， 1514 ， 1463 ， 1362 ， 1302 ， 1249 ， 1099 ， 1039 ， 917 ， 835 ， 776 cm ・1; 1H NMR (500 

阻王z，CDCh) o 7.23 (2H ， d， J= 8.5 胞)， 6.84 (2H ， d， J= 8.5 Hz)， 5.75 (1H， ddd ， J= 17.0 ， 

10.6 ， 7.4 Hz， H11) ， 5.01 (1H， d， J = 17.0 Hz， H lO a) ， 5.00 (1 H ， d， J = 10.6 Hz， H10b) ， 4.62 

(1 H ， d， J= 6.9 也)， 4.58 (lH ， d， J = 6.9 也)， 4.4 3οH ，s) ， 3.92 (lH ， d仇 J = 5.6 ， 5.6 ， 5.6 厄，

H15) ， 3.78 (3 H， s) ， 3.61 (lH ， m ， H13) ， 3.37 (2H ， d， J = 5.2 Hz， H16) ， 3.34 (3H ， s) ， 2必(1 H ，

m ， H12) ， 1. 70 (1H， dt ， J = 14.2 ， 5.9 Hz， H14a) ， 1. 61 (1H， dt ， J = 14.2 ， 6.6 Hz， H14b) ， 1. 03 

(3H ， d， J = 6.9 Hz)， 0.86 (9 H， s) ， 0.04 (3 H， s) ， 0.03 (3H ， s); 13C Nl¥偲 (125 阻王z，CDCh) o 

159.0 ， 140.1 ， 130.6 ， 129.1 ， 115.1 ， 113.6 ， 96.0 ， 77.3 ， 74.5 ， 72.8 ， 69.1 ， 55.7 ， 55.3 ， 40.9 ， 36.3 

25.9 ， 18.1 ， 15.1 ，・4.3 ，-4.8. 

A1 coho1 26. To a solution of 9-BBN dimer (312 mg ， 1. 28 mmo1) iri THF (1. 3 rnL)， a solution 

of25 (374 mg ， 0.853 mmo1) in T町 (0.9 叫) was added dropwise 瓜 o oC for 20 sec ， and the 

resu1ting solution was allowed to room temperature. Aft er being stirred at room temperature 

for 2 h， the reaction mixture was quenched with saturated aqueous N aH C0 3 (6.1 rnL) and 

aqueous 30% H202 (0.82 rnL) at 0 oC ， and the resulting solution was allowed to room 

temperature. A丘er being stirred at room temperature ovemight ， the reaction mixture was 

quenched with a saturated aqueous Na2S203 at 0 oC ， and extracted with diethy1 ether. The 

organic 1ayer was washed with saturated aqueous Na2S203 ， water and brine ヲ dried over 

Na 2S04 ， filtered and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by flash 

si1ica ge1 co1umn chromatography (5:1 to 1: 1 hexane/ethy1 acetate) to afford 26 (320 mg ， 

0.701 mmo1 ， 82%) as co10 r1 ess oi 1. [α]D
23 

-2.5 (c 1. 50 ， CHCh); Rf = 0.4 8 (1 :1 hexane/ethy1 
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acetate); IR (日 1m) 3428 ， 2953 ， 2930 ， 2886 ， 2856 ， 1613 ， 1514 ， 1463 ， 1362 ， 1302 ， 1249 ， 1096 ， 

1038 ， 835 ， 776 cm ・1; 1HNMR(500 阻王z，CDCh) o 7.23 (2 H， d， J= 8.6 Hz)， 6.85 (2H ， d， J= 

8.6 血)， 4.61 (1 H， d， J = 6.9 胞)， 4.58 (lH， d， J = 6.9 胞)， 4.4 3 (2 H， s) ， 3.92 (l H ， ddt ， J = 5.6 ， 

5.6 ， 5.6 Hz， H15) ， 3.78 (3H ， s) ， 3.68 (1H ， dt ， J = 10.7 ， 6.3 肱， H lO a) ， 3.58 (1H ， m ， H13) ， 

3.61-3 ，53 (lH， m ， H10b) ， 3.39 (2 H， d， J = 5.4 Hz， H16) ， 3.34 (3H ， s) ， 1. 90 (lH， m ， H12) ， 

1. 78 ・1. 70 (l H ， m ， H14 吟， 1. 73 (l H ， br s，ー0町， 1. 64 (l H ， ddd ， J = 14 .3， 7.2 ， 6.2也， H14b) ， 

1. 56 (1H ， ddt ， J = 14.0 ， 6.4， 6.4 Hz， Hlla) ， 1. 45 (l H ， ddt ， J = 14.0 ， 6.3 ， 6.3 Hz， Hllb) ， 0.93 

(3H ， d， J = 6.9 也)， 0.86 (9H ， s) ， 0.035 (3 H， s) ， 0.032 (3H ， s); 叱 NMR (125 阻Iz， CDCh) o 

159.1 ， 130.5 ， 129 .2， 113.7 ，95.9 ， 78.5 ， 74.3 ， 72.9 ， 69.2 ， 60.6 ， 55.8 ， 55.3 ，35.8 ， 34.7 ， 32.6 ，25.9 ， 

18.1 ，15.1 ，・4.4，・ 4.8.

01efin 27. To a so1ution of 26 (642 mg ， 1.4 1 mmo1) in dich10romethane (4.7 mL)， 

Dess ・Martin periodinane (899 mg ， 2.12 mm01) was added at 0 oC. Aft er being stirred at room 

temperature for 50 min ， the reaction mixture was quenched with saturated aqueous N aH C0 3 

and Na2S203 at 0 oC ， and extracted with ethe r. The organic 1ayer was washed with a saturated 

aqueous Na 2S203 ， water ， and brine ， dried over Na 2S04 ，五1t rated and concentrated under 

reduced pressure to afford a1dehyde as pa1e bright yellow oi1 ， which was used in the next 

reaction without 白rther purification. To a suspension of methy 1t ripheny1phosphonium 

bromide (1. 51 g， 4.2 3 mmo1) in THF (9 .4 mL)， potassium tert. 七utoxide (396 mg ， 3.53 mmo1) 

was added at 0 oC ， and the resu 1t ing so1ution was stirred at 0 oC for 10 min. To the yellow 

reaction sb1ution ， a so1ution of the a1dehyde in THF (4.7 mL) was added dropwise 叫 o oC. 

Aft er being stirred at 0 oC for 15 min ， the reaction mixture was quenched with acetone and 

saturated aqueous ~C1 at 0 oC ， and extracted with ethy1 acetate. The organic 1ayer was 

washed with saturated aqueous Na2S203 ， water and brine フ dried over MgS0 4， fi 1t ered and 

concentrated under reduced pressure. The residue was purified by flash si1ica ge1 co1umn 

chromatography (20:1 hexane/ethy1 acetate) to afford 27 (559 mg ， 1. 23 mm01 ， 88%) as 

c01o r1 ess oi 1. [α]D
25 +7.6 (c 0.895 ， CHCh); Rf = 0.50 (5:1 hexane/ethy1 acetate); IR (自 1m)

2954 ， 2929 ， 2888 ， 2856 ， 1613 ， 1514 ， 1463 ， 1249 ， 1099 ， 1039 ， 916 ， 835 ， 776 cm ・1;lH NhfR 

(500 班王z，CDCh) o 7.23 (2 H， d， J = 8.6 Hz)， 6.85 (2H ， d， J = 8.6 Hz)， 5.73 (IH ， ddd ， J = 

17.2 ， 10 .2， 7.2 臨， H lO)， 4.98 (l H ， d， J = 17.2 Hz， H9a) ， 4.95 (1H ， d，.J = 10.2 也， H9b) ，4.58

(2H ， s) ， 4.4 4 (2H ， s) ， 3.95 (1H ， dtd ， J = 7.6 ， 5.2 ， 4.3 Hz， H15) ， 3.78 (3H ， s) ， 3.53 (l H ， dt ， J = 
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8.2 ， 3.9 Hz， H13) ， 3.4 0 (1 H， dd ， J= 9.9 ，4.3 Hz， H16 札 3.39 (1 H ， dd ， J= 9.9 ，5.4胞， HI6b) ， 

3.34 (3H ， s) ， 2.07 (1 H， m ， Hlla) ， 1. 87 ・1. 81 (1 H， m ， Hllb) ， 1. 82 ・1. 76 (IH ， m ， HI2) ， 1. 70 (1H， 

ddd ， J= 14.2 ，7.4， 4.2 Hz， HI4a) ， 1. 60 (1H， ddd ， J= 14.2 ， 8.3 ， 5.2 Hz， HI4b) ， 0.88 (3 H， d， J= 

6.7 Hz)， 0.87 (9H ， s) ， 0.042 (3H ， s) ， 0.039 (3 H， s); 13C NMR (1 25 阻王z，CDCh) a 159.0 

137.5 ， 130.6 ， 129.2 ， 115.8 ， 113.6 ， 95.9 ， 78.2 ， 74.2 ， 72.9 ， 69 .4， 55.8 ， 55.2 ， 36.9 ， 36.0 ， 35.3 ， 

25.9 ， 18.2 ， 14 .4，・ 4.4，・ 4.7.

Al cohol 28. To a solution of 27 (661 mg ， 1. 46 mmol) and water (0.38 mL) in 

dichloromethane (7.3 mL)， 2，3・dichloro-5 ，6-dicyano-p ・benzoquinone (495mg ， 2.19 mmol) 

was added at 0 oC. Aft er being stirred at room temperature for 62 min ， the reaction mixture 

was quenched with saturated aqueous N aH C0 3 and Na 2S203 at 0 oC ， and extracted with ethe r. 

The organic layer was washed with saturated aqueous Na2S203 ， water ， and brine ， dried over 

Na2S04 ， filtrated and concentrated under reduced pressure to afford a1 cohol as pale yellow oil ， 

which was used in the next reaction without 白rther purification. To a solution ofthe alcohol 

in methanol (2.9 mL)， Sodium borohydride (37 .4 mg ， 0.99 mmol) was added and then the 

resulting solution was stirred at 0 oC for 20 min. the reaction mixture was quenched with a 

saturated. aqueous ~Cl at 0 oC ，and extracted with ether. The organic layer was washed 

with saturated aqueous ~Cl， water ， and brine ， dried over Na 2S04 ， filtrated and concentrated 

under reduced pressure. The residue was purified by f1 ash silica gel column chromatography . 

(20:1 to 10:1 hexane/ethyl acetate) to afford 28 (442 mg ， 1. 33 mmol ， 91%) as pale yellow oi 1. 

[α]D 23 +42.5 (c 1. 50 ， CHCh); Rr= 0.27 (5:1 hexane/ethyl acetate); IR (film) 3468 ， 2955 ， 2930 ， 

2887 ， 2857 ， 1640 ， 1471 ， 1255 ， 1086 ， 1038 ， 916 ， 836 ， 776 cm ・1; lH NMR (500 :MHz， CDCh) 

8 5.73 (l H ， ddd ， J= 16.9 ， 10.2 ，6.9 Hz， H lO)， 5.00 (IH ， d， J= 16.9 也 H9a) ，4.98 (1 H， d， J 

= 10.2 Hz， H9b) ， 4.63 (1 H， d， J= 7.0 Hz)， 4.59 (1 H ， d， J= 7.0 Hz)， 4.4 4 (2H ， s) ， 3.94 (1 H ， ddt ， 

J= 5.4， 5.4， 5.4 Hz， HI5) ， 3.58 (1 H ， dd ， J= 11. 3，4.4 Hz， HI6a) ， 3.51 (1H， td ， J = 6.2 ， 4.2 Hz ， 

H13) ， 3.4 8 (1H， dd ， J= 11. 3， 5.2 Hz， HI6b) ， 2.11 ・2.01 (1H， m ， Hlla) ， 1. 91 ・1. 85 (1 H ， m ， 

HI2) ， 1. 87 圃1. 80 (1 H ， m ， H11b) ， 1. 64 (2 H， t， J = 6.2 胞， HI4) ， 0.88 (9 H， s) ， 0.87 (3H ， d， J = 

6.4肱)， 0.07 (6 H， s); 13 C NMR (125 阻王z，CDCh) a 116.0 ，95.9 ， 78.0 ， 70.2 ， 65.5 ， 55.9 ，37 .4， 

35.8 ，33.9 ， 25.8 ， 18.0 ， 13.8 ，・4.5 ，-4.7. 
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Mesylate 30. To a solution of28 (713 mg ， 2.14 mmol) indichloromethane (21 .4 mL)， TEA 

(1. 04 mL， 7.4 9 mmol) and mesyl chloride (0 .3 3 mL， 4.28 mmol) was added dropwise 叫 ooC. 
Aft er being stirred ほ ooC for 20 min ， the reaction mixture was diluted with dichloromethane ， 

quenched with H 20 at 0 oC ， and extracted with hexane. The organic layer was washed with 

water and brine ， dried over Na2S04 ， filtered and concentrated under reduced pressure. The 

residue was purified by flash silica gel column chromatography (20:1 to 10:1 hexane/ethyl 

acetate) to afford 30 (897 mg ， 2.14 mmol ， quan t.) as pale yellow oi 1. [α]D 26 +45.1 (c 0.705 ， 

CHCh); Rf= 0.3 8 (3:1 hexane. 厄thyl acetate); IR (film) 2956 ， 2931 ， 2892 ， 2857 ， 1640 ， 1471 ， 

1360 ， 1256 ， 1177 ， 1099 ， 1038 ， 957 ， 837 ， 778 cm-¥ lH NMR (500 阻王z，CDCh) 0 5.73 (1 H ， 

ddd ， J= 17.0 ，10.2 ，6.9 Hz， HI0) ， 5.00 (1 H， d， J= 17.0 Hz， H9a) ， 4.99 (IH ， d， J= 10 .2 Hz， 

H9b) ， 4.62 (1 H ， d， J= 6.8 Hz)， 4.59 (IH ， d， J= 6.8 Hz)， 4.2 6 (1H， dd ， J= 9.3 ，2.0 Hz， HI6a) ， 

4.16-4.08 (2 H， m ， H16b and HI5) ， 3.55 (1 H ， ddd ， J = 7.7 ， 5.4， 4.4 Hz， H13) ， 3.36 (3H ， s) ， 

3.00 (3H ， s) ， 2.09-2.01 (IH ， m ， Hlla) ， 1. 92 ・1. 80 (2H ， m ， H11b and HI2) ， 1. 67- 1. 62 (2H ， m ， 

HI4) ， 0.88 (9H ， s) ， 0.86 (3H ， d， J= 6.6 肱)， 0.09 (3H ， s) ， 0.07 (3 H， s); 13C NMR (1 25 阻王Z，

CDCh) 0 136.9 ， 116.2 ， 95.9 ， 77 .4， 73.1 ， 68.1 ， 56.0 ， 37 .4， 37.3 ， 35.7 ， 34.0 ， 25.8 ， 18.0 ， 13.8 ， 

・4.6 ，-4.7. 

Nitrile 31. To a solution of 30 (897 mg ， 2.14 mmol) in DMF (7.64 mL)， 18 ・crown. ・6 ether 

(283 mg ， 1. 07 mmol) and potassium cyanide (283 mg ， 4.28 mmol) was added at room 

temperature. Af王 er being stirred at room tempera 加re for 72 to 85 h， the reaction mixture was. 

quenched with a saturated aqueous N aH C03 at 0 oC and extracted with diethyl ether. The 

organic layer was washed with water and brine ， dried over Na 2S04 ， filtered and concentrated 

under reduced pressure. The residue was purified by flash silica gel column chromatography 

(10:1 to 5:1 hexane/ethyl acetate) to .afford 31 (607 mg ， 1. 77 mmol ， 83% ， for 3 cydes) aω s 

C∞ω010 叫rle 側s回s oi 1. [μ削α吋]D 24
+叫44 .5 (やc 0.880 ， CHCαh); R恥f = 0.56 (σ3:1 h恥ex羽an凶e/危e抗th矧y刊1a部ceta 剖.t e吟); IR (仰E釦1m吋) 

2956 ， 2931 ， 2890 ヲ 2857 ，2251 ， 1641 ， 1471 ， 1379 ， 1257 ， 1150 ， 1091 ， 1036 ， 916 ，838 ， 777 

cm- 1
; lH NMR (500 阻王z，CDCh) 05.72 (1 H ， ddd ， J= 17.1 ，10.2 ，6.7 Hz， HI0) ， 5.02 (1 H ， d， 

J= 17.1 Hz， H9a) ， 5.00 (IH ， d， J= 10.2 Hz， H9b) ， 4.62 (1 H， d， J= 7.0 Hz)， 4.55 (1H， d， J= 

7.0 Hz)， 4.12 (1 H ， ddt ， J= 9.0 ，6.2 ，4.1 Hz， HI5) ， 3.4 4 (1 H， ddd ， J= 9.7 ， 4.0 ，3.0 Hz， H13) ， 

3.36 (3H ， s) ， 2.59 (1 H ， dd ， J = 16.6 ， 4.2 Hz， HI6a) ， 2.51 (1 H ， dd ， J = 16.6 ， 6.2 Hz， HI6b) ， 

2.09 ・2.01 (1 H ， m ， Hlla) ， 1.92 ・1. 80 (2 H， m ， Hllb and HI2) ， 1. 76 (1H， ddd ， J = 14.3 ， 9.9 ， 4.0 
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Hz， H14 砂， 1. 76 (1H， ddd ， J= 14 .4， 8.9 ，2.9 匝， H14b) ，0.89 (9H ， s) ， 0.87 (3H ， d， J= 6.7 Hz)， 

0.11 (3 H， s) ， 0.08 (3H ， s); 13C NMR (1 25 :MI王 z，CDCh) o 136.8 ， 118.0 ， 116.3 ， 95.7 ， 77.3 ， 

66.0 ，56.0 ，37 .4， 36.7 ， 35.7 ，25.7 ，25.5 ， 17.9 ， 13.9 ，・4.6 ，・4.8.

Al coho132. To a solution of31 (577 mg ， 1. 68 mmol) in dichloromethane (1 6.8 mL)， DIBAL 

in hexane (1. 02 眠1. 98 mL， 2.02 mmol) was added dropwise at 必 oc for 3 min. A立er being 

stirred at ・92 to ・70 oC for 73 min ， the reaction mixture was quenched with methanol and 

saturated aqueous ~Cl at ・60 oC and allowed to 0 oc. Aft er being stirred at 0 oC for 1 h， the 

reaction mixture was added saturated aqueous potassium sodium tartrate to ， stirred vigorously 

at room temperature overnight ， and extracted with diethyl ethe r. The organic layer was 

washed with water and brine ， dried over Na2S04 ， filtered and concentrated under reduced 

pressure to afford aldehyde as pale yellow oil ， which was used in the next reaction without 

白rther purification. To a solution of the aldehyde in methanol (1 6.8 mL)， Sodium 

borohydride (22.2 mg ， 0.588 mmol) was added and then the resulting solution was stirred 剖

o oC for 40 min. the reaction mixture was quenched with a saturated aqueous ~Cl at 0 oC ， 

and extracted with ether. The organic layer was washed with saturated aqueous ~Cl， water 

and brine ， dried over Na 2S04 ， filtrated and concentrated under reduced pressure. The residue 

was purified by flash silica gel column chromatography (10:1 to 3:1 hexane/ethyl acetate) to 

afford 32 (397 mg ， 1. 14 mmol ， 68%) as colo r1 ess oi l. An d nitrile 31 (1 08 mg ， 0.3 15 mmol ， 

19%) was recovered ， which had been missed to reduce into the aldehyde in the previous step. 

[α]D 23 +69 .4 (c 0.360 ， CHCh); Rf = 0.17 (5:1 hexane/ethyl acetate); IR (五 1m) 3439 ， 2955 ， 

2930 ， 2887 ， 2857 ， 1641 ， 1471 ， 1255 ， 1151 ， 1038 ， 915 ， 836 ， 775 cm- 1
; lH NMR (500 阻Iz，

CDCh) o 5.72 (1 H， ddd ， J= 17.0 ， 10.2 ，6.8 Hz， H10) ， 5.00 (lH ， d， J= 17.0 Hz， H9a) ， 4.98 

(1 H ， d， J= 10.2 Hz， H9b) ， 4.62 (1H， d， J= 6.9 Hz)， 4.54 (1H， d， J= 6.9 Hz)， 4.11 (1 H， ddt ， J 

= 9.7 ，6.4， 3.9 Hz， H15) ， 3.80 (1 H ， ddd ， J = 10.9 ， 8.6 ， 3.9 Hz， H17a) ， 3.71 (1H， ddd ， J = 10.9 ， 

5.6 ，4.9 Hz， H17b) ， 3.4 2 (1 H ， ddd ， J= 10.0 ， 3.6 ， 2.7 Hz， H13) ， 3.35 (3H ， s) ， 2.07 ・1. 98 (1 H， m ， 

H11a) ， 1. 94 ・1. 78 (3 H， m ， H11b ， H12 and H16a) ， 1. 69 (1H， ddd ， J= 14.2 ， 10.2 ，3.9 Hz， H14a) ， 

1. 63 (lH ， dtd ， J= 14.7 ， 6.2 ， 3.7 臨， H16b) ， 1. 58 (1 H ， ddd ， J = 14.2 ， 9.6 ， 2.6 也， H14b) ， 0.88 

(9H ， s) ， 0.87 (3 H， d， J = 6.6 Hz)， 0.09 (3 H， s) ， 0.08 (3H ， s); 13C NMR (125 :MIIz， CDCh) o 

137.1 ， 116.0 ， 95.8 ， 78 ，1， 69.6 ， 60.2 ， 55.8 ，37.5 ， 37.0 ， 36.8 ，35.9 ， 25.8 ， 17.9 ， 13.8 ，・4.4，・ 4.8.
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Dio1 33. To a solution of 32 (464 mg ， 1. 33 mmo1) in THF (0.5 mL)， TBAF in THF (1. 0 M ， 

5.3 mL， 5.3 mmo1) was added 叫 ooC. A:ft er being stirred at room temperature for 2 h， the 

reaction mi x:t ure was quenched with methano1~ H 20 and saturated aqueous ~C1 剖 o oC ， and 

ex:t racted with ethy1 acetate. The organic 1ayer was washed with saturated aqueous ~C1， 

water and brine ， dried over Na2S04 ， fi 1t rateq and concentrated under reduced pressure. The 

residue was purified by flash si1ica ge1 co1umn chromatography (3: 1 to 1: 3 hexane/ethy1 

acetate) to afford 33 (288 mg ， 1. 24 mmo1 ， 93%) as pa1e yellow oi 1. [α]D 24 +53.7 (c 0.220 ， 

CHCh); Rf = 0.2 5 (1: 3 hexane/ethy1 acetate); IR (日 1m) 3387 ， 2931 ， 1641 ， 1442 ， 1377 ， 1261 ， 

1097 ，1036 ，915 ，800 cm- 1; lHNMR (500 阻王z，CDCh) o 5.72 (lH ， ddd ， J= 17.6 ，9.4， 6.9 Hz， 

H lO)， 4.99 (lH ， d， J= 17.6 Hz， H9a) ， 4.99 (1 H， d， J= 9.4 Hz， H9b) ， 4.72 (1 H， d， J= 6.7 取)，

4.62 (1 H ， d， J= 6.7 Hz)， 4.04 (1 H ， dtd ， J= 9.2 ，5.9 ，2.7 Hz， H15) ， 3.86-3.77 (3 H， m ， H17 and 

-OH) ， 3.75 (lH ， ddd ， J = 10 .3， 3.4， 3.0 Hz， H13) ， 3.3 9 (3H ， s) ， 2.90 (lH ， br s，ーO臥1. 99

(ddd ， J = 13.9 ， 5.3 ， 5.3取， H11a) ， 1. 95- 1. 90 (1 H ， m ， H12) ， 1. 87 (ddd ， J= 13.9 ， 6.9 ， 6.9 也，

H11b) ， 1. 73 ・1. 63 (3H ， m ， H14a and H16) ， 1. 48 (1 H ， ddd ， J= 14.6 ，2.7 ，2.7 Hz， H14b) ， 0.88 

(3H ， d， J= 6.6 臨); 13C NMR (1 25 阻王z，CDCh) o 136.8 ，116 .2， 95.5 ，81. 5，72.2 ，61. 6，56.1 ， 

38.7 ，37.7 ， 36.0 ， 35.3 ， 13 .4. 

macro1ide 企agment 11. To a suspension of sodium hydride (60% in oi1 ， 181 mg ， 4.52 mmo1) 

in DMF (12.5 mL)， a solution of 33 (263 mg ， 1. 13 mmo1) in DMF (1 2.5 mL) was added 

dropwise at 0 oC for 21 min and the resu 1t ing solution was allowed to room temperature. 

A:ft er being stirred at room temperature for 90 min ， the reaction solution was added a solution 

of p-methoxybenzy1 ch10ride (0.161 mL， 1. 19 mmo1) in DMF (2.0 mL) to via a very thin 

cannu1a at room temperature for 40 min. Af王 er being stirred at room temperature for 27 min ， 

the reaction mi x:t ure was quenched with a saturated aqueous N aH C0 3 at 0 oC and ex:t racted 

with diethy1 ether. The organic 1ayer was washed with water ， saturated aqueous ~C1， 

rかwater and brine ， dried over Na2S04 ， filtered and concentrated under reduced pressure. The 

residue was purified by flash si1ica ge1 co1umn chromatography (3: 1 to 1: 3 hexane/ethy1 

acetate) to afford 11 (246 mg ， 0.696 mmo1 ， 62%) as pa1e yellow oi 1. The lH 同町仮 of11 was 

identica1 to that of the corresponding compound reported previous1y. [α]D 24 = +27.7 (c 1. 11 ， 

CHCh); Rf 0.10 (3:1 hexane/ethy1 acetate); lH NMR (500 班長ヲ CDCh) o 7.23 (2H ， d. J = 

9.0 Hz) ， 6.85 (2H ， d， J= 8.6 厄;)， 5.72 (1 H ， d久 J= 17.0 ，10.0 ，7.0 Hz)， 4.98 (1H， d， J=16.7) ， 
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4.97 (1 H ， d， J = 11. 1 Hz)， 4.68 (1 H ， d， J = 6.8 匝)， 4.60 (lH ， J = 6.8 Hz)， 4.4 3 (2H ， s) ， 3.93 

(lH ， dddd ， J= 8.0 ，4.2 Hz， H15) ， 3.78 (3 H， s) ， 3.66 (1 H ， ddd; J= 9.4， 3.6 ，3.6 Hz， H13) ， 3.63 

(1 H ， ddd ， J= 9.7 ，6.2 ，6.2 Hz， H17 札 3.58 (1 H ， ddd ， J = 9ペ6.0 ，6.0 Hz， H17b) ， 3.36 (3H ， s) ， 

2.00 (1H， ddd ， J = 12.8 ， 6.4， 6.4 Hz， H11a) ， 1. 89 (1 H ， m ， H12) ， 1. 84 (1 H， ddd ， J = 13.1 ， 7.1 ， 

7.1 Hz， Hllb) ， 1. 80 ・1. 68 (2H ， m ， H16) ， 1. 63 (1 H， ddd ， J= 14.5 ， 9.3 ， 8.2 Hz， H14a) ， 1. 51 (1H， 

ddd ， J = 14.6 ， 3.7 ， 3.7 Hz， H14b) ， 0.87 (3H ， d， 6.6 Hz). 

Salicylihalamide A (1) and B (3). N， N'-dimethyl acetamide (D MA) usedin this reaction was 

degassed by 企o，zen-thow methode over 10 times. To the 20 mL Schlenk flask dried by heating 

with flame under reduced pressure for 10 min Rb 2C0 3 (139 mg ョ0.60 mmol) was added under 

argon atmosphere ， and dried by a drier under reduced pressure for 15 min ， and charged with 

argon gas after cooling to room temperature. To this flask ， copper (り thiophene carboxylate 

(1 9 mg ， 0.10 mmol) ， a ，solution of 8 (75 mg ， 0.60 mmol) and 2，2'-bipyridine (20 mg ， 0.12 

rnmol) in DMA (0.9 mL) which was dried over MS4 人and then the resulting mixture was 

irnrnediately degassed until any bubble was not found. Aft er being stirred for 30 min at room 

temperature with light shielding ， a solution of6 (44 mg ， 0.10 mmol) in DMA (0.6 mL) which 

was dried over MS4 A， was added and the resu 1t ing solution was immediately degassed until 

any bubble was not found. Aft er being stirred for 1 h at 90 oC with light shielding ， the 

reaction solution was diluted with ether at room temperature ， and was quenched with pH 7 

phosphate buffer at 0 oC. The organic layer was separated ， washed with pH 7 phosphate 

buffer ， water and brine ， and dried over Na 2S04 ， fi 1t ered and concentrated under reduced 

pressure. The residue was purified by flash si1i ca gel column chromatography (hexane/ethyl 

acetate = 3/1 to 1β) to afford the roughly purified substance (58.3 mg) ， which was purified by 

the preparative HPLC to afford salicylihalamide A (1) (10.1 mg ， 0.023 mol ， 23%) and 

salicylihalamide B (3) (11. 4 mg ， 0.026 mmol ， 26%) as a colo r1 ess wax ， respectively. HPLC 

conditions: column: COSMOSIL 5C18 ・MS-II (N ACALAI TESQUE ， INC.) ， 10 x 250 mm; 

detection:λ280 nm; flow rate: 2.0 ml/min; elution with a gradient solvent system: 

MeO HlH 20 = 7/3 ，0 - 100 min: MeO HlH 20 = 7β → MeOH ， 100 - 120 min: MeOH ， 120-

140 min; The tR ofsalicy Ii halamide A (1) and salicylihalamide B (3) were 64.2 min and 81. 0 

min ， respectively. 

-92-



↑ [α]D 19 = -32.6 (c 0.169 ， MeO H); Rf 0.25 (hexane / ethyl acetate = 1/ 1); IR (日 1m) 3285 ， 

2964 ， 1700 ， 1653 ， 1589 ， 1523 ， 1464 ， 1293 ， 1248 ，1216 ， 1123 ， 1066 ，971 cm- 1
; lH Nl¥偲 (500

M 王Z，C6D6) O 11. 5 (1 H， br sヲ C3 ・OH) ，7.93 (1H， br dd ， J = 1 1. 4， 11. 4 Hz， H2 2) ， 7.12 (lH ， dd ， 

J= 14 .3， 10.9 Hz， H18) ， 6.99 ・6.94 (2H ， m ， H4 and H5) ， 6.62 (1 H ， dd ， J=1 1. 6， 11. 6 Hz， H2 1) ， 

6.50 (1H， br d， -NH)， 6.4 8 (1 H ， dd ， J= 6.6 ，2.3 Hz， H6) ， 5.62 (1 H ， ddddd ， J= 10.8 ， 7.7 ， 7.7 ， 

1. 3，1. 3 Hz， H2 3) ， 5.54 (1 H ， ddd ， J= 10.0 ，6.6 ，6.6 Hz， H15) ， 5.2 8 (1 H， ddd ， J= 15.5 ， 4.3 ，4.3 

Hz， H9) ， 5.10 (lH ， br d， J= 10.9 Hz， H2 0); 5.05 (1 H ， br ddd ， J= 14.6 ， 6.9 ， 6.9 Hz， H lO)， 4.77 

(1 H ， brddd ，J= 14 .3， 7え 7.2Hz， H17) ， 3.62 (1 H ， br dd ， J= 16.5 ， 5.3 Hz， H8a) ， 3.4 4 (lH ， dd ， 

J= 8.3 ， 2.9 Hz， H13) ， 3.32 (1H， br d， J= 16.0 Hz， H8b) ， 2.17 (lH; ddd ， J= 14.0 ，7.2 ，7.2 肱，

H16 吟， 2.12 (1 H ， ddd ， J = 12.3 ， 5.7 ， 5.7 Hz， H11a) ， 2.05 (lH ， ddd ， J = 14.0 ， 6.9; 6.9 Hz， 

H16b) ， 1. 97 (2 H， tdd ， J= 7.6 ，7.6 ， 1. 4 匝，H2 4) ，1. 66 (1H， dd ， J = 15.1 ， 10.8 Hz， H14a) ， 1. 62 

(lH ， dd ， J = 13.5 ， 8.9 Hz， H11b) ， 1. 56 聞1. 45 (1 H ， m ， H12) ， 1. 27 (1 H ， dd ， J = 14.9 ， 8.6 Hz; 

H14b) ， 0.82 (3H ， d， J = 6.9 Hz， H2 6) ， 0.77 (3H ， t， J = 7.7 Hz， H2 5); 13C NMR (1 25 MI 王Z，

C6D6) O 17 1. 2， 170.0 ， 163.0 ， 162.9 ， 142.6 ， 14 1. 7， 136.9 ， 134.0 ， 132.7 ， 127.1 ， 126.0 ， 124.9 ， 

123.6 ， 119.7 ， 117.1 ， 114.7 ， 107.0 ， 75 .3， 70 .4， 39.3 ， 38.6 ， 37.6 ， 36 .4， 35.5 ，20.8 ， 14.0 ， 13.9; 

HRMS (E SI-TOF) m/z calcd for C26H 33 NNaOs 例 +Na+) 462.2256 ， found 462.2253. 

3: [α]D 20 =・ 90 .4 (c 0.025 ， MeO 町; Rf 0.25 (hexane / ethyl acetate = 111); IR (film) 3286 ， 

2960 ，2924 ， 1695 ， 1653 ， 1587 ， 1507 ， 1464 ， 1294 ， 1247 ， 1211 ， 1119 ， 1032 ， 966 cm- 1
; lH NMR 

(500 阻王Z，C 6D 6) o 11. 8 (1 H ， br ，C3 ・0町， 7.97 (lH ， br dd ， J= 11 .4， 11. 4 Hz，回 2) ，7.57 (1H， 

br d， J= 9.2 厄， -N 町， 7.31 (lH ， dd ， J = 10.0 ， 10.0 Hz， H18) ， 6.98-6.94 (2H ， m ， H4 and H5) ， 

6.62 (1 H ， ddd ， J=1 1. 4， 11. 4，0.9 Hz， H2 1) ， 6.4 5 (lH ， dd ，6.3 ， 2.6 Hz， H6) ， 5.26 ・5.12 (2H ， m ， 

H15 and H10) ， 6.4 8 (1H， dd ， J= 6.6 ，2.3 Hz， H6) ， 5.62 (1 H ， ddddd ， J= 10.8 ， 7.7 ， 7.7 ，1. 3，1. 3 

Hz， H2 3) ， 5.4 4 (1H， d， J= 11. 5 Hz， H2 0) ， 5.25 ・5.12 (2 H， m ， H15 and H lO)ョ 5.07 (1H， ddd ， J 

=15.3 ， 7.2 ， 7.2 Hz， H9) ， 4.4 8 (1 H ， ddd ， J = 8.0 ， 8.0 ， 8.0 Hz， H17) ， 3.56 (1 H ， br dd ， J = 16.5 ， 

5.3 Hz， H8a) ， 3.24 (1 H ， br d， J= 16.9 Hz， H8b) ， 3.21 (1 H ， br d， J= 9.7 厄， H13) ， 2.11 幽1. 99

(1 H ， m ， H11a) ， 2.04 (1 H ， ddd ， J= 14.0 ， 7.4， 7.4 Hz， H16a) ， 1. 94 (2H ， tdd ， J= 7.6 ，7.6 ，1.4 Hz， 

回 4) ，1. 84 (1H， ddd ， J =14.3 ， 7.7 ， 7.7 肱， H16b) ， 1. 77- 1. 68 (1 H ， m ， H11b) ， 1. 72 (1H， dd ， J 

=14.7 ， 10.7 Hz， H14a) ， 1.4 5 (1 H ， br q， J = 6.8 Hz， H12) ， 1. 19 (1 H ， dd ， J = 15.2 ， 8.6 Hz， 

H14b) ， 0.82 (3H ， d， J = 6.9 Hz， H2 6) ， 0.77 (3H ， t， J = 7.4 Hz， H2 5); 13C NMR (1 25 MI 王Z，

C6D6) O 172.0 ， 162.9 ， 14 1. 9， 137.3 ， 134.6 ， 132.8 ， 126.8 ， 125 .4， 124.9 ， 123.7 ， 119.5 ， 117.2 ， 

103. 
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Fluorinated triflate 65. To the 300 mL two-necked flask charged with 

N-fluoro ・5・(trifluoromethyl)pyridinium-2 ・sulphonate (60b) (3.98 g， 16.2 mmol) was added a 

solution of actal 13 (3.73 g， 19 .4 mmol) in dry 1ム2，2・tetrachloroethane (49 mL)， and the 

resu 1t ing mixture was refluxed for 4 h with light shielding. Aft er cooling to room temperature ， 

the reaction mixture was diluted with dichloromethane (90 mL)， quenched with saturated 

aqueous Na 2S203 at 0 oC ， and extracted with ether. The organic layer was washed with 

saturated aqueous Na 2S203 ， pH 7 phosphate buffer solution ， and brine ， dried over Na 2S04 ， 

filtered and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel 

column chromatography (50:1 to 5:1 hexane/ethyl acetate) to afford a mixture of 61a and 

recovered 13 containing 1，1，2，2・tetrachloroethane ，and a mixture of 61 b and 61 c. 61 a: Rr = 

0.4 0 (1 0:1 hexane/ethyl acetate ， developed in twice); 1H Nl¥依 (500 班王z，CDCh) U 9.99 (1 H ， 

br s) ， 7.26 (lH ， dd ， J= 9.7 ，9.7 Hz)， 5.98 (1 H ， dd ， J= 9.2， 3.4 Hz)， 1. 78 (6 H， s). 61b: 紅 0.36

(1 0:1 hexane/ethyl acetate ， developed in twice); 1H NMR (500 阻王z，CDCh) u 10.3 (1 H ， br s) ， 

7.24 (1H， dd ， J = 9.7 ， 9.7 Hz)， 6.3 7 (1 H ， dd ， J = 8.6 ， 2.9 Hz)， 1. 73 (6 H， s); 1H NMR (500 

h征王z，CD2Ch) u 10.3 (1H， br s) ， 7.25 (1H， dd ， J = 10.9 ， 6.0 Hz)， 6.39 (1H， dd ， J = 9.2 ， 3.4 

'Hz)， 1. 70 (6H ， s). 61c: Rf 0.3 6 (hexane/ethyl acetate = 10 /1， developed in twice); 1H Nl¥依

(500 班王z，CDCh) u 9.98 (1 H ， br s) ， 7.18 (1 H， dd ， J= 10.0 ，10.0 Hz)， 1. 78 (6 H， s); 1HNMR 

(500 悶王z，CD 2Ch) u 9.96 (1H， br s) ， 7.2 0 (1H， dd ， J= 10 .3， 10.3 Hz)， 1. 76 (6H ， s). 

To a solution of61a and 13 in pyridine (18 叫)， trifluoromethanesulfonic anhydride (1 1. 0 

mL， 2.09 mmol) was added dropwise at 0 oC ， and the mixture was stirred 剖 o oC for 1 h. The 

reaction mixture was quenched with saturated aqueous N aH C0 3 at 0 oC ， and extracted with 

ether. The organic layer was washed with saturated aqueous ~Cl， w 剖er ，and brine ， dried 

over MgS04 ， filtered and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by 

flash silica gel column chromatography (30: 1 to 10: 1 hexane/ethyl acetate) to afford 65 (1. 07 

g， 3.11 mmol ， 16% ， two steps) as a colorless solid which was separated 企om 14 (1. 71g ， 5.25 

mmol ， 27% ， two steps). 65: Rr= 0.18 (10:1 hexane/ethyl acetate); IR (自 1m) 3092 ， 2986 ， 1749 ， 

1632 ，1497 ，1419 ，1403 ，1395 ，1381 ，1319 ，1301 ，1286 ，1264 ， 1229 ， 1219 ， 1182 ， 1141 ， 1068 ， 

1033 ， 979 ， 907 ， 856 ， 828 ， 649 ， 593 cm ・1;1H NE 在R (500 1¥任Iz， CDCh) u 7.39 (1H， t， J = 9.0 

Hz)， 6.95 (1 H ， dd ， J= 9.2 ，3.6 Hz)， 1. 80 (6 H， s); 13C NMR (1 25 1¥任王 z，
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366.9875 ， found 366.9877. 

Fluorinated allyl benzene 66. Lithium chloride (395 mg ， 9.3 3 mmol) in a Schlenk flask was 

dried by being heated under reduced pressure. Tris( dibenzylideneacetone )dipalladium 

(0) 聞 methylene chloride complex (166 mg ， 0.16 mmol) ， tris(2-furyl)phosphine (74.3 mg ， 0.32 

mmol) ， and N-methylpyrrolidone (2.2 mL) were added to the flask ， and a solution of 65 (1. 07 

g， 3.11 mmol) in N-methylpyrrolidone (4.0 mL) was added and then stirred at room 

temper 仰 re for 12 min. To the stirred solution ， allyl tri ーかbuthyltin (1. 14 mL， 3.73 mmol) was 

added dropwise at 0 oc. Aft er being stirred at room temperature for 8 h， the reaction mixture 

was quenched with saturated aqueous KF at 0 oC ， the resulting precipitates were removed 

filtration フ and the filtrate was extracted with ethe r. The organic layer was washed with 

saturated aqueous KF ， water ， brine ， dried over MgS0 4， filtered and concentrated under 

reduced pressure. The residue was purified by flash silica ge1 column chromatography (20: 1 

to 10:1 hexane/ethyl acetate) to afford 66 (620 mg ， 2.62 mmol ， 84%) as a pale greenish 

yellow oi 1. Rf= 0.50 (5:1 hexane/ethyl acetate); IR (五 1m) 2956 ，2924 ， 1740 ， 1639 ， 1616 ， 1594 ， 

1503 ， 1465 ， 1429 ， 1391 ， 1381 ， 1281 ， 1262 ， 1204 ， 1150 ， 1065 ， 1030 ， 997 ， 982 ， 911 ， 823 cm ・1.

1HN 乱依 (5001 任王z，CDCh) o 7.24 (1 H ， dd. J= 9.6 ，8.6 Hz)， 6.88 (IH ， dd ， J= 8.6 ， 4.7 Hz)， 

5.98 (1H， ddt ， J= 16.9 ，10.3 ，6.5 Hz)， 5.04 (IH ， ddd ， J= 10 .2， 2.9 ，1. 3 Hz)， 5.01 (1 H ， ddd ， J= 

17.1 ，3.3 ヲ1. 7 肱)， 3.82 (2H ， d， J = 6.4 Hz)， 1. 73 (6H ， s); 町 NMR (1 25 MHz， CDCh) o 

159.2 (d ，ゐ= 4 Hz)， 149.7 (d ， 1JCF = 247 胞)， 145.1 (d ， JCF = 13 胞)， 140.1 (d ， JCF = 5 Hz)， 

136 .4， 124.0 (d ， JCF = 6 Hz)， 12 1. 6 (d ， JCF = 17 Hz)， 116.2 ， 113.6 ， 106.3 ヲ37.7 ，25.6; 19 F NMR 

(470 MHz， CDCh) o ・138.5 (dd ， J = 9.9 ， 4.5 Hz); HRMS (E SI-TOF) m1 z calcd for 

C13H13F4Na03 (l¥在 +Na+) 259.0746 ， found 259.0747. 

Fluorinated benzoate 67. To a solution of 2同 propene-l-ol (1.4 0 mL， 20.6 mmol) in THF (1 

mL)， a solution of ethylmagnesium bromide in THF (0 .4 9 M ， 21. 1 mL， 10.3 mmol) was 

added dropwise at 0 oC ， and the resulting solution was stirred at room temperature for 20 min. 

To the reaction mixture ， a solution of 66 (610 mg ， 2.58 mmol) in THF (3 mL) was added 

dropwise at 0 oC. Aft er being stirred at room temperature for 17 h， the reaction mixture was 

diluted with ether ， quenched with aqueous ~Cl at 0 oC ， and extracted with ether. The 
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organic layer was washed with saturated aqueous N}4 Cl ， water ， and brine ， dried over MgS0 4， 

filtered and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by f1 ash silica gel 

column chromatography (40:1 to 10:1 hexane/ethyl acetate) to afford 67 (494 mg ， 2.09 mmol ， 

81%) as a pale greenish yellow oi1 (7:1 mixture of67 and 68). Rf= 0.37 (20:1 hexane/ethyl 

acetate ， developed in twice); IR (日 1m) 3080 ， 2982 ， 1734 ， 1669 ， 1615 ， 1595 ， 1490 ， 1432 ， 1373 ， 

1307 ， 1251 ， 1171 ， 1143 ， 983 ， 918 ， 822 ， 811 ， 797 ， 767 cm- 1; lH N乱tlR (500 J¥，任王 z，CDCh) u 

11.1 (lH ， s) ， 7.14 (1 H ， dd ， J= 9.8 ，8.7 Hz)， 6.66 (IH ， dd ， J= 8.4， 5.0 匝)， 6.01 (1 H ， d批，J=

17 .2， 10.5 ，6.0 Hz)， 5.92 (IH ， ddt ， J= 17.0 ， 10.2 ，6.3 Hz)， 5.4 2 (lH ， dd ， J= 17.0 ，2.6 Hz)， 

5.34 (1H， d， J= 10.5 Hz)， 5.'00 (IH ， dd ， J= 10.2 ， 3.0 Hz)， 4.92 (1 H ， dd ， J= 17.0 ， 3.4 Hz)， 

4.86 (2H ， dt ， J = 6.0 ， l. 4 Hz)， 3.64 (2 H， br d， J = 6.2 Hz); 13C NMR (1 25 阻王z，CDCh) u 

170 .4 (d ， JCF = 2 Hz)， 15 l. 0 (d ， JCF = 12 Hz)， 150 .4 (d ， lJ cF = 243 Hz)， 137.7 (d ， JCF = 5 Hz)， 

137.3 ， 13 l. 0， 12 l. 2 (d ， JCF = 6 Hz)， 12 l. 2 (d ， JCF = 6也)， 120.1 (d ， JCF = 13 Hz)， 120.0 ， 115.6 ， 

66.8 ， 39.7; 19 P NMR (470 阻Iz， CDCh)u ・138.8 (dd ， J = 9.9 ，4.5 Hz); HRMS (E SI-TOF) 

m/ z calcd おrC13H13F 止{a03 (M+Na+) 259.0746 ， found 259.0759. 

Fluorinated methoxy benzene 69. To a solution of67 (481 mg ， 2.04 mol) in acetone (4.0 mL)， 

potassium carbona :t e (366 mg ， 2.65 mmol) and methyl iodide (l. 27 mL， 20 .4 mmol) were 

added. A丘er being stirred at room temperature for 23 h， the reaction mixture was concentrated 

under reduced pressure. The residue was purified by f1 ash silica gel column chromatography 

(20: 1 hexane/ethyl acetate) to afford 69 (471 mg ， l. 88 mmol ， 93%) as a pale greenish yellow 

oi l. Rf= 0.65 (20:1 hexane/ethyl acetate); IR (自 1m) 2982 ， 2944 ， 1734 ， 1640 ， 1606 ， 1490 ， 1458 ， 

1421 ， 1359 ， 1277 ， 1195 ， 1160 ， 1134 ， 1105 ， 1043 ， 986 ， 922 ， 820 ， 734 cm- 1; lH m 依 (500

h征王z，CDCh) u 7.05 (1 H ， dd ， J= 1l. 2， 8.5 Hz)， 6.86 (IH ， dd ， J= 8.5 ，4.5 Hz)， 5.99 (1 H ， ddt ， 

J = 17.2 ， 10.5 ， 5.9 Hz)， 5.85 (1 H ， ddt ， J= 16.9 ， 10 .2， 6.6 Hz)， 5.4 1 (1H， ddd ， J= 17.2 ， 2.9 ， l. 4 

胞;)， 5.28 (1 H ， ddd ， J= 10.3 ，2.4， l. 3厄)， 5.04 (1 H ， ddd ， J= 10.2 ，3.0 ， l. 3 Hz)， 5.02 (IH ， ddd ， 

J= 16.9 ， 3.4， l. 7 Hz)， 4.79 (2H ， dd ， J= 5.9 ， l. 4 Hz)， 3.92 (3 H， d， J= l. 9 Hz， -OMe) ， 3.32 

(2H ， br d， J= 6.7 Hz); 13C NMR (125 阻む， CDCh) u 166.5 (d ， JCF = 4 Hz)， 153.6 (d ， lJCF = 

246 Hz)， 144.7 (d ， JCF = 12 Hz)， 136.0 ， 133.7 (d ， JCF = 5 Hz)， 13 l. 7， 129.1 ， 124.7 (d ， JCF = 7 

匝;)， 119.1 ， 117.9 (d ， JCF = 19 胞)， 116.5 ， 66.1 ， 62.0 (d ， JCF = 5 Hz)， 37.0; 吻 NMR (470 

間王z，CDCh) u ・133.5 (b r ddq ， J =11.1 ， 4.5 ， l. 8 Hz); HRMS (ESI-TOF) m/ z calcd for 

C 1JIlsFNa03 (M+Na+) 273.0903 ， found 273.0929. 
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Fluorinated salicylate 59. To a flask charged with tetrakis(triphenylphosphine)palladium (8.3 

mg ，7.2μmol) ， a solution of 69 (1 8.0 mg ， 71. 9μmol) in 官官 (2.3 mL)， followed by 

morpholine (62.7 !JL， 0.72 mmol) was added dropwise. A丑er being stirred at rooin te 抑制ure

for 1 h， the reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The residue was 

purified by flash si1i ca gel column chromatography (1: 1 hexane/ethyl acetate ， containing 

0.05% HCOOH) to afford 59 (1 2.9 mg ， 61. 2 !lffi ol ， 85%) as a colorless oil (7:1 mixture of59 

and 70). Rf= 0.4 4 (1: 1 hexane/ethyl acetate); 1H NMR (500 閲王z，CDCh) o 7.10 (2H ， dd ， J= 

11. 2， 8.3 Hz)， 6.92 (2 H， dd ， J= 8.6 ， 4.6 Hz)， 5.90 (1 H ， ddt ， J = 17.0 ， 10.0 ， 6.3 Hz)， 5.05 (1 H ， 

d， J= 10.3 Hz)， 5.04 (1 H ， d， J= 17.2 Hz)， 3.98 (3H ， d， J= 1. 7 Hz)， 3.4 7 (2 H， br d， J= 6.9 

Hz); IR (五 1m) 3503 ， 2946 ， 2654 ， 2361 ， 1707 ， 1640 ， 1606 ， 1559 ， 1491 ， 1462 ， 1425 ， 1280 ， 

1199 ， 1164 ， 1141 ， 1042 ， 994 ， 968 ， 921 ， 820 ， 768 ， 708 ， 668 cm ・1; 13C NMR (1 25 阻Iz，

CDCh) o 17 1. 7， 153.7 (d ， 1J cF = 246 Hz)， 145.1 (d ， JCF = 13 胞)， 136.0 ， 134 .4 (d ， JCF = 4 Hz)， 

127.6 ， 125.1 (d ， JCF = 7 Hz)， 118.6 (d ， JヒF = 18 Hz)， 116.7 ， 62.2 (d ， JCF = 6 Hz)， 37.3; 19 F 

NMR(470 阻王z，CDCh) o ・133.1 (br dq ， J= 10.8 ，2.2 Hz);皿 MS (E SI- TOF) mlz ca 1c ulated 

for CUH lO F03 (M-H) 209.0613 ， found 209.0639. 

Fluorinated diene 58. To a stirred solution of triphenylphosphine (254 mg ， 0.97 mmol) ， 59 

(0.86 mmol) ， and 11 (254 mg ， 0.72 mmo l) in ether (3.6 叫)ョ DEAD (40% in toluene ， 0.4 4 

mL， 0.97 mmol) was added at 0 oC. Aft er being stirred 抗 room temper 伽 re for 36 min ， the 

reaction mixture was quenched with saturated aqueous ~Cl at 0 oC and extracted with ethe r. 

The organic layer was washed with saturated aqueous ~Cl， water ， and brine ， dried over 

MgS04 ， fi 1t ered and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by flash 

silica gel column chromatography (10:1 to 5:1 hexane / ethyl acetate) to afford 58 (368 mg ， 

0.68 mmol ， 91%) as a pale greenish yellow oi 1. [α]D 27 +3.63 (c 0.32 ， CHCh); Rf= 0.50 (3:1 

hexane/ethyl acetate); IR (五 1m) 2935 ，1727 ，1640 ，1613 ，1514 ，1490 ，1458 ，1442 ，1421 ，1362 ， 

1275 ， 1248 ， 1197 ， 1173 ， 1155 ， 1139 ， 1097 ， 1039 ， 995 ， 975 ， 917 ， 820 cm- 1; 1H :NJ.¥依 (500

阻王z，CDCh) o 7.25 (2H ， d. J = 8.6 臨)， 7.03 (1 H ， dd ， J = 11. 2， 8.5 Hz)， 6.87-6.82 (3H ， m) ， 

5.88 (1H， ddt ， J = 17.0 ， 10.2 ， 6.4肱;)， 5.71 (lH ， ddt ， J= 17.0 ，10.0 ，7.0 Hz)， 5.4 2 (1 H ， dddd ， J 

= 6.2 ，6.0 ，6.0 ，6.0 ，6.0 Hz， H15) ， 5.05 (1 H ， dd ， J= 10.2 ， 3.0 Hz)， 5.00 (1H， dd ， J= 17.0 ， 3.3 

Hz)， 4.94 (1 H ， dd ， J= 17 .2， 3.2 Hz)， 4.90 (1H， dd ， J= 10.0 ，1. 9 Hz)， 4.68 (1 H ， d， J= 6.9 Hz)， 

4.66 (1 H ， d， J= 6.9 Hz)， 4.4 5 (1 H ， d， J= 11. 5 Hz)， 4.4 1 (1H， d， J= 11. 5 Hz)， 3.90 (3H ， d， J= 
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2.0 Hz， -OMe) ， 3.78 (3H ， s) ， 3.61 (1H， ddd ， J= 9.5 ，8.4， 5.9 Hz， H17 吟， 3.60 (1 H ， dt ， J = 10.0 ， 

3.6 恥 H13) ，3.55 (lH ， ddd ， J= 9.5 ， 6.9 ， 6.9 也， H17b) ， 3.3 8 (3H ， s) ， 3.30 (2H ， br d， J = 6.4 

Hz)， 3.30 (2 H， br d， J= 6.4 Hz)， 2.05 (1H， ddd ， J= 13.9 ， 6.6 Hz， H11 ゆ， 2.03 (1 H ， ddd ， J = 

14.0 ，6.06.0 Hz， H16a) ， 1. 97 (1 H ， ddd ， J= 14.0 ， 6.9 ，5.7 Hz， H16b) ， 1. 93 ・1. 85 (1 H ， m ， H12) ， 

1. 80 (1 H ， ddd ， J= 13.9 ， 8.6 ， 7.9 恥 H11b) ，1. 73 ・1. 69 (2H ， m ， H14) ， 0.87 (3H ， d， J= 6.7 Hz); 

13C NMR (125 Mf王 z，CDCh) o 166.6 ， 159.1 ， 153 .4 (d ， lJ CF = 246 匝)， 144.3 (d ， JCF = 12 Hz)， 

137.1 ， 136 :2， 133 .3 (d ， JCF = 5 Hz)， 130.5 ， 129.6 ， 129.3 ， 124.5 (d ， JCF = 7 Hz)， 117.7 (d ョJCF =

17 匝)， 116.6 ， 115.9 ， 113.7 ， 96.7 ， 78.2 ， 72.7 ， 71. 3， 66 .4， 61. 7 (d ， JCF = 7 Hz)， 55.8 ， 55.3 ， 37.5 ， 

36.7 ，36.3 ，35.3 ，35.1 ，13.7; 19 F N 乱iJR (470 l¥柾王 z，CDCh) o ・133.6 (br ddq ， J = 10.8 ， 4.5 ， 1. 8 

Hz); HRMS (E SI-TOF) m/ 主calcd for C31~lFNa07 仰+Nぷ) 567.2734 ， found 567.273 1. 

Fluorinated (E) -olefin lactone 72. To a flask charged with dichloromethane (18 mL) under 

vigorous stirring ， a solution of 58 (358 mg ， 0.66 mmol) in dichloromethane (67 mL) and 

(CY3P)2ChRu=CHPh (41 mg ， 0.0495 mmo l) in dichloromethane (63 mL) were added 

simultaneously at room temperature over 26 min ， and the resulting solution was stirred at 

room temperature for 21 min. The reaction was quenched with triethylamine (3.2 mL)， 

exposed to air for 13 h with vigorous stirring ， and concentrated under reduced pressure. The 

residue was purified by flash si1i ca gel column chromatography (1 0:1 to 5:1 hexane/ethyl 

acetate) to afford 72 (306 mg ， 0.59 mmol ， 90%) as a pa1 e gray oil (1 0:1 mixture of E:Z 

isomers at C9). [α]D
26 -44.5 (c 0.21 ， CHCh); Rf = 0.28 (3:1 hexane/ethyl acetate); IR (film) 

2954 ，2933 ，1725 ，1613 ，1587 ， 1514 ，1489 ，1456 ，1417 ，1359 ，1275 ，1248 ，1207 ，1173 ，1155 ， 

1142 ， 1099 ， 1067 ， 1040 ， 975 ， 917 ， 822 cm- 1; lH NMR (500 1¥征王 z，CDCh) o 7.25 (2 H， d. J = 

8.6 Hz)， 6.97 (1 H， dd ， J= 11. 3， 8.3 Hz)， 6.85 (2H ， d. J= 8.6 Hz)， 6.78 (1H， dd ， J=8 .4， 4.5 

肱)， 5.50 ・5.4 0 (2H ， m ， H15 and H lO)， 5.29 (1 H ， d出，J= 15.2 ， 9.5 ，2.2 Hz， H9) ， 4.84 (1 H ， d， J 

= 6.9 Hz)， 4.76 (1 H， d， J= 6.9 Hz)， 4.4 5 (2H ， s) ， 4.06 (lH ， dd ， J= 9.5 ，3.7 Hz， H13) ， 3.82 (3 H， 

d， J= 1. 9 Hz)， 3.78 (3H ， s) ， 3.63 (1 H ， br dd ， J= 16 .4， 10.0 Hz， H8a) ， 3.61 (2 H， t，dd ， J= 6.7 ， 

6.7 Hz， H17) ， 3.4 1 (3 H， s) ， 3.28 (1H， ddt ， J =16 .4， 4.6 ， 2.6 Hz， H8b) ， 2.28 (1 H ， br ddd ， J 

=14.0 ，5.7 ，3.3 Hz， H11a) ， 2.17-2.06 (1 H ， m ， H12) ， 2.01 (1H， dddd ， J= 14.2 ， 8.3 ，6.0 ，6.0 Hz， 

H16a) ， 1. 90 (1H， dddd ， J = 14.2 ， 7.2 ， 7.2 ， 4.6 Hz， H16b) ， 1. 72 (1H， dd ， J = 15.6 ， 8.9 Hz， 

H14 吋，1. 68 (1 H ， dd ， J= 14.1 ，11. 6 Hz， H11b) ， 1. 46 (1 H ， dd ， J= 15.5 ， 9.5 ， H14b) ， 0.84 (3 H， d， 

J = 6.9); 13C NMR (125 班王z，CDCh) o 166.9 ， 159.1 ， 153.6x (d ， lJ CF = 246 Hz)， 144.7 (J CF = 
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12 Hz)， 134.1 ， 13 1. 5 (J cF = 2臨)， 130.6 ，130.2 ，129.1 ，128.3 ，125.5 (JCF= 7 Hz)， 117.1 ~ゐ=

19 Hz)， 113.7 ，96.8 ， 79.3 ， 72.8 ， 72.6 ， 66.3 ， 61. 6 ~ゐ= 7 Hz)， 55.6 ， 55.3 ，37.7 ，37.3 ， 36 .4ヲ 35.5 ，

34.0 ， 13 .4; 19 p N乱1R (470 阻王z，CDCb) o ・133.0 (br ddq ， J = 11. 7， 4.5 ， 1. 8 Hz); 1虫 MS

(E SI-TOP) m/ z ca1 cd for C29H 37 FNa07 (M +Na+) 539 .2 421 ， found 539.2426. 

A1 cohol 74. To a solution of 72 (296 mg ， 0.57 mmo l) and water (0.57 mL) in 

dichloromethane (1 1 mL)， 2，3・dichloro-5 ，6・dicyano-p ・benzoquinone (1 82 mg ， 0，80 mmol) 

was added at 0 oc. Aft er being stirred at room temperature for 53 min ， the reaction mixture 

was quenched with saturated aqueous N aH C0 3 and saturated aqueous Na 2S203 at 0 oC ， and 

extracted with ether. The organic layer was washed with saturated aqueous Na2S203 ， water ， 

and brine ， dried over Na2S04 ， filtrated and concentrated under reduced pressure. The residue 

was purified by flash silica gel column chromatography (3:1 to 1: 1 hexane/ethyl acetate) to 

afford 74 (220 mg ， 0.55 mmol ， 97%) as a pale bright yellow oil (1O :1mixture of E: Z isomers 

at C9). [α]D 27 -37.8 (c 0.26 ， CHCb); Rf = 0.29 (1: 1 hexane/ethyl acetate); IR (film) 3441 ， 

2954 ， 1725 ， 1605 ， 1489 ， 1457 ， 1417 ， 1382 ， 1348 ， 1275 ， 1231 ， 1197 ， 1155 ， 1142 ， 1102 ， 1041 ， 

975 ， 917 ， 822 ， 717 cm- 1; lH Nl¥低 (500 阻王z，CDCb) o 6.98 (1 H ， dd ， J = 11. 5， 8.5 Hz)， 6.80 

(lH ， dd ， J = 8.4， 4.5 Hz)， 5.4 8 (1 H， dddd ， J = 8.5 ， 8.5 ， 4.7 ， 4.7 Hz， H15) ， 5.4 6 (1 H ， ddt ， J = 

15.2 ， 11. 5， 2.6 Hz， H10) ， 5.30 (1 H， ddt ， J = 15.2 ， 9.6 ， 2.2 Hz， H9) ， 4.85 (lH ， d， J = 6.8 Hz)， 

4.80 (1 H， d， J = 6.8 肱)， 4.08 (1H， dd ， J = 9.4， 3.4 Hz， H13) ， 3.92 (3H ， d， J = 2.0 Hz)， 3.82 

(lH ， ddd ， J = 11. 6， 7.7 ，4.4 Hz， H17a) ， 3.75 (1H， ddd ， J = 11. 2， 6.0 ，5. 3 Hz， H17b) ヲ3.63 (1H， 

dd ， J=16.5 ， 9.6 Hz， H8a) ， 3.4 3 (3H ， s) ， 3.29 (lH ， dddd ， J= 16.5 ，4.2， 2.4， 2.4 Hz， H8b) ， 2.29 

(1 H ， ddd ， J= 14 .4， 5.6 ， 3.2 Hz， H11a) ， 2.18 ・2.07 (lH ， m ， H12) ， 1. 94 (1 H ， dddd ， J= 14.5 ， 9.5 ， 

5.9 ，4.4 Hz， H16a) ， 1. 84 (1 H ， dddd ， J= 14 .4， 7.7 ，4.7 ，4.7 Hz， H16b) ， 1. 75 (1H， dd ， J= 15.6 ， 

8.2 厄" H14 札1. 69 (lH ， ddd ， J= 14.3 ，11. 6，11. 6 Hz， H11b) ， 1. 46 (lH ， dd ， J= 15.6 ， 9.3 Hz， 

fI 14b) ， 0.85 (3H ， d， J= 6.7 Hz);叱 NMR (125 間王z，CDCb) o 167.1 (d ， JCF = 2 匝)， 153.5 

(d ， lJ cF = 247 Hz)， 144.3 (d ， JCF = 12 Hz)， 134.1 (d ， JCF = 3 Hz)， 13 1. 6， 129.9 ， 128.2 ， 125.7 (d ， 

JCF = 7 匝)， 117.3 (d ， JCF = 19 Hz)， 97.0 ， 73.5 ， 61. 9 (d ， JCF = 7 Hz)， 59 .4， 55.6 ， 38.9 ， 37.6 ， 

37.3 ， 35.5 ， 34.1 ， 13 .4; 19 p NMR (470 阻王z，CDCb) o ・132.8 (ddq ， J = 11. 7， 4.5 ， 1. 8 Hz); 

HRMS (E SI- TOP) m/ z calcd for C21H 29 FNa06 仰 +N ぷ) 419.1846 ， found 419.186 1. 
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Iodoolefin 77. To a solution of 74ο11 mg ， 0.53 mmol) in dichloromethane (11 叫)

Dess ・Martin periodinane (339 mg ， 0.80 mmol) was added 瓜 ooC. Aft er being stirred at room 

temperature for 73 min ， the reaction mixture was quenched with saturated aqueous N aH C0 3 

and saturated aqueous Na 2S203 at 0 oC ， and extracted with ether. The organic layer was 

washed with saturated aqueous Na2S203 ， water ， and brine ， dried over Na2S04 ， filtrated and 

concentrated under reduced pressure to afford aldehyde 76 as pale bright yellow oil ， which 

was used in the next reaction without further purification. Chromium chloride (II) (782 mg ， 

6.36 mmol) was dried by being heated with flame under reduced pressure for 15min. To a 

suspension of the chromium chloride (II) in T旧 (4.6 mL)， a solution of the aldehyde and 

iodoform (835 mg ， 2.12 mmol) in dioxane (27.6 mL) was added at 0 oC to give a 

reddish-brown suspension. A丘er being stirred at room temperature for 26 h with light shading ， 

the reaction mixture was diluted with ether (32 mL) and the suspension was poured into a 

mixture of ether (1 2 mL) and water (36 mL) at 0 oC. The organic layer was separated ， washed 

with saturated aqueous Na 2S203 ， saturated aqueous N aH C0 3， water ， and brine ， dried over 

Na 2S04 ， filtered and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by flash 

silica gel column chromatography (1 5:1 to 5:1 hexane/ethyl acetate) to afford 77 (221 mg ， 

0.4 3 mmol ， 80%) as a pale yellow oil (3.3 :1 mixture of E:Z isomers 剖 C17). [α]D 27 -84.5 (c 

0.21 ， CHCh); Rf = 0.4 9 (3: 1 hexane/ethyl acetate); IR (自 1m) 2955 ， 2932 ， 1727 ， 1606 ， 1489 ， 

145~ 142~ 141~ 138~ 134~ 1273 ， 123~ 119~ 1155 ， 113~ 110~ 104~ 975 ， 91~ 821 ，811 

cm ・1; 1H NMR (500 阻王z，CDCb) o 6.99 (1 H ， dd ， J = 11.5 ， 8.5 也)， 6.78 (lH ， dd ， J = 8.5 ， 4.4 

Hz)， 6.69 (lH ， ddd ， J=14 .4， 8.2 ，6.2 Hz， H17) ， 6.15 (1 H ， d， J=14.5 Hz， H18) ， 5.4 5 (1 H ， dddd ， 

J= 14.8 ，11 .4， 2.7 ，2.7 Hz， H10) ヲ 5.33 (1 H ， ddd ， J= 8.3 ， 8.3 ，4.6 恥 H15) ，5.28 (1 H ，dddd ， J 

= 15 .2， 9.6 ，2.1 ，2.1 Hz， H9) ， 4.85 (1 H， d， J= 6.7 匝)， 4.78 (lH ， d， J= 6.7 Hz)， 4.05 (1H， dd ， 

J= 9.4， 3.7 胞， H13) ，3.96 (3 H， d， J= 2.0 Hz)， 3.62 (1 H ， dd ， J= 16.3 ， 9.5 肱， H8a) ， 3.4 3 (3 H， 

s) ， 3.28 (1 H ， dddd ， J= 16 .4， 3.9 ，2.4， 2.4 Hz， H8b) ， 2.4 5 (lH ， dddd ， J= 14.6 ，8.0 ，6.3 ， l. 5抱，

H16a) ， 2.33 (1 H， dddd ， J= 14.9 ，8.2， 4.6 ，0.9 Hz， H16b) ， 2.29 (1H， br d， J= 14.2 Hz， H11 札

2.17 ・2.07 (1 H ， m ， H12) ， l. 68 (dd ， J= 15.1 ， 8.6 Hz， H14a) ， l. 67 (1 H， ddd ， J= 14.2 ， 1l. 5， 1l. 5 

Hz， H11b) ， l. 40 (1 H ， dd ， J = 15 .4， 9.5 Hz， H14b) ， 0.84 (3 H， d， J = 6.9 Hz); 13C N乱低(1 25

h任王z，CDCh) o 166.9 (d ， JCF = 4 Hz)， 153.6 (d ， 1J cF = 246 Hz)， 144.8 (d ， JCF = 12 Hz)， 

14 l. 
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19 F N 乱1R (470 MHz， CDCh) o ・132.7 (ddq ， J = 11. 3， 4.5 ， 2.4 Hz); 1武 MS (E SI-TOF) mJ z 

calcd for C 22 H 28 FINaOs (M+Na+) 54 1. 0863 ， found 54 1. 088 1. 

Coupling precursor 57. To a vigorously stirred solution of 77 (211 mg ， 0.4 1 mmol) in 

dichloromethane (45 mL)， a solution oftribromoborane in dichloromethane (1. 0 M ， 1. 06 mL， 

1.06 mmol) was added at ・78 oC. Aft er beingstirred at ・78 oC for 65 min ， the reaction mixture 

was allowed to warm up to room temperature ， then quenched with ice 陶 cold water (70 mL) at 

-5 oC and extracted with dichloromethane. The organic layer was washed with brine ， dried 

over Na2S04 ， fi 1t ered and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by 

flash silica gel column chromatography (5:1 to 3:1 hexane/ethyl acetate) to afford 57 (138 mg ， 

0.3 0 mmol ， 76%) as a colorless powder (4:1 mi 別 re of E :Z isomers at C17). [α]D 27 +19 .4 (c 

0.69 ， CHCh); Rf = 0.27 (3: 1 hexane/ethyl acetate ， developed in twice); IR (film) 3469 ， 2956 ， 

2359 ， 1703 ， 1612 ， 1491 ， 1425 ， 1356 ， 1291 ， 1274 ， 1168 ， 1141 ， 1028 ， 968 ， 820 ， 767 ， 669 ， 623 

cm- 1; lH NMR (500 MHz， CDCh) o 10.1 (lH ， br s，ーO町， 7.10 (1 H ， dd ， J = 8.5 Hz) ， 6.63 (1H， 

dd ， J= 8.3 ，5.0 Hz)， 6.57 (lH ， ddd ， J=14.3 ， 7.4， 7.4 Hz， H17) ， 6.18 (lH ， ddd ， J= 14 .3， 1.3， 

1. 3 Hz， H18) ， 5.52 (1H， dddd ， J = 10.6 ， 5.9 ， 5.9 ， 1. 0 Hz， H15) ， 5.4 0 (1H， ddd ， J = 15.5 ， 4.6 ， 

4.6 Hz， H9) ， 5.12 (1H， br ddd ， J =15.2 ， 9.3 ， 5.3 Hz， H10) ， 3.69 (lH ， dd ， J = 8.7 ， 3.4 Hz， H13) ， 

3.59 (lH ， br dd ， J= 16.7 ， 5.1 Hz， H8a) ， 3.4 0 (lH ， ddd ， J= 16.8 ， 2.0 ， 2.0 Hz， H8b) ， 2.4 7-2 .4 1 

(2H ， m ， H16) ， 2.33 (1 H， br dddd ， J = 13.5 ， 6.7 ， 1. 8， 1. 8 Hz， H11a) ， 1. 93 (1H， dd ， J = 15.0 ， 

10.6 Hz， H14a) ョ1. 84- 1. 92οH ，m ， H12) ， 1. 79 (lH ， ddd ， J= 13.6 ， 9.2 ， 9.2 肱， H11b) ， 1. 33 

(lH ， ddd ， J= 15.1 ， 8.8 ， 1. 0 Hz， H14b) ， 0.90 (3 H， d， J'= 6.9 匝); 13C NMR (1 25 阻王z，CDCh) 

o 169.7 ， 150.5 (d ， lJ CF = 241 Hz)， 149 .4， 140.7 ， 136.8 (d ， JCF = 5 Hz)ヲ 135.9 ，132.0 ， 127 .4， 

122.3 (d ， JCF = 7 Hz)， 119.0 (d ， JCF = 17 肱;)， 78 .4， 73.7 ， 70.5 ， 41. 4， 38.5 ， 38.2 ， 37 .4， 35.2 ， 

13.6; 19 F Nl¥在 R (470 阻Iz， CDCh) o ・139.1 (br s); HRMS (ESI 田 TOF) mJ z calcd for 

C19H 22 FINa04 (M +Na+) 483.0445 ， found 483.0457. 

4- 可 -Salicylihalamide A (2) and B (4). N，N'-dimethyl acetamide ρMA) used in this reaction 

was degassed by 企ozen-thow methode over 10 times. Rb 2C0 3 (139 mg ， 0.60 mmol) in a 

Schle nk: flask was dried by heating with a drier under reduced pressure for 15 min. Aft er 

cooling to room temper 叫ure ，∞pper (I) thiophenecarboxylate (19 mg ， 0.10 mmol) was added 
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in globe box. A solution of (2Z ，4Z) ・2，4・heptadienamide 8 (75 mg ， 0.60 mmo1) and 

2，2'-bipyridine (20 mg ， 0.12 mmo1) in DMA (0.7 叫) which was dried over MS4 A， was 

added and the resu 1t ing mixture was immediate1y degassed over and over again unti1 any 

bubb1e was not found. Aft er being stirred for 30 min at room temperature with 1ight shie1ding ， 

a solution of of 57 (46mg ， 0.10 mmo1) in DMA (0.7 mL) which was dried over MS4A was 

added ， and the resu 1t ing solution was immediate1y degassed over and over again unti1 any 

bubb1e was not found. Aft er being sti rr: ed for 1 h at 90 oC with 1ight shie1ding ， the reaction 

mixture was di1uted with ether at room temperature ， and was quenched with pH 7 phosphate 

buffer at 0 oc. The organic 1ayer was separated ， washed with pH 7 phosphate buffer ， water 

and brine ， and dried over Na 2S04 ， filtrated and concentrated under reduced pressure. The 

residue was purified by flash silica ge1 co1umn chromatography (3:1 to 1:3 hexane/ethy1 

acetate) to afford the rough1y purified substance (29 mg) ， which was purified by the 

preparative 田 LC to afford 4_ 1乍 sa1icy1iha1amide A (2) (7.1 mg ， 0.015 mo1 ， 15%) and 

4- 19 F-sa1icy1iha1amide B (4) (1 0.1 mg ， 0.022 mmo1 ， 22%) as a co1orless wax ， respective1y. 

HPLC conditions: co1umn: COSMOSIL 5C 18 -MSII ， 10 x 250 mm; detection: 280 nm; flow 

rate: 2.0 m1/min ， e1uent: 70:30 MeOH 圧も0，100 min ， 70 :3 0→ 100:0 ， 20 min ， 100:0 ，.30 min. 

The retention times (tR) of 2 and 4 were 63 .4 min and 73 .4 min ， respective1y. 2: [α]D
28 -50.0 

(c 0.213 ， MeOH); Rf= 0.34 (1: 1 hexane/ethy1 acetate); Am ax (MeO H) 282 nm (ε=26 ，200)iR 

(自 1m) 3281 ， 2963 ， 2931 ，1691 ，1656 ，1611 ，1492 ，1461 ，1288 ，1248 ，1218 ，1138 ， 1081 ， 1027 ， 

971 ， 820 ， 678 cm-¥ 1H NMR (500 Ml王 Z，C6D6) u 10.5 (1H， br ，C3 ・O H)， 7.91 (1H， br dd ， J = 

1l. 5， 1l. 5 Hz， H2 2) ， 7.08 (1 H ， dd ， J= 14.3 ， 10.6 Hz， H18) ， 6.72 (1 H， dd ， J= 9.7 ， 8.3 Hz， H5) ， 

6.61 (1 H ， ddd ， J=1 l. 5， 11. 5， 0.9 Hz， H2 1) ， 6.56 (lH ， br s， -NH)， 6.19 (1H， dd ， J=8.3 ， 4.6 Hz， 

H6) ， 5.63 (1H， ddddd ， J= 10.9 ， 7.7 ， 7.7 ， l. 3， 1. 3 Hz， H2 3) ， 5.53 (1H， m ， H15) ， 5.23 (1H， ddd ， 

J= 15.5 ，4.7 ，4.7 Hz， H9) ， 5.10 (1 H ， br d， J= 11. 5 也，回0) ，5.13 ・5.03 (1 H， m ， H10) ， 5.05 

(1 H ， br ddd ， J= 14.6 ， 6.9 ， 6.9 Hz， H10) ， 4.85 (1H， ddd ， J= 14.3 ， 7.2 ， 7.2 也， H17) ，3.68 (1 H ， 

br d， J= 6，0 Hz， H13) ， 3.37ο H， m ， H8) ， 2.21 (1 H ， ddd ， J = 14.3 ， 7ペ7.4 Hz， H16a) ， 2.12 

(lH ， m ， H11a) ， 2.08 (1H， ddd ， J= 13.6 ， 6.0 ， 6.0 Hz， H16b) ， l. 97 (2 H， tdd ， J= 7.6 ，7.6 ， 1.4 Hz， 

H2 4) ， 1. 66 (1 H ， dd ， J = 15.0 ， 9.9 匝， H14 ゆ， l. 65 ・l. 53 (2 H， m， H11b and H12) ， 1. 31 (lH ， dd ， 

J = 14.6 ， 9.2 Hz， H14b) ， 0.83 (3H ， d， J = 6.9 Hz，回 6) ，0.77 (3H ， t， J = 7.6 Hz，回 5) ; 13C 

NMR (125 阻王Z，C 6D 6) u 
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皿 MS (E SI-TOF) mJ z calculated for C 26H 33 町 05 (M+ff) 458.2343 ， found 458 .2 34 1. 4: 

[α]D 28 -7 1. 0 (c 0.3 01 ， MeO H); Rf= ，0.3 4 (h exane/ethyl acetate = 111); Arn ax (M eOH) 282 nm (ε 

= 22 ，100); IR (film) 3357 ， 2964 ， 2931 ， 1707 ， 1654 ， 1590 ， 1491 ， 1274 ， 1248 ， 1207 ， 1170 ， 1137 ， 

1032 ，973 ，678 cm ・1; 1H NMR (500 MI 王z，C6D6) 8 7.90 (1 H， dd ， J = 11. 5， 11. 4 Hz，回 2) ，7.71 

(IH ， br s， -N 町ヲ 7.26 (1H， dd ， J= 9.9 Hz， HI8) ， 6.72 (1 H ， dd ， J= 9.7 ，9.7 Hz， H5) ， 6.67 (1 H ， 

dd ， J= 11. 7，11. 7 Hz， H2 1) ， 6.17 (1H， dd ，J= 8.2， 4.6 Hz， H6) ， 5.63 (1 H， br ddd ， J= 10.9 ， 7.9 ， 

7.9 Hz，回 3) ，5.51 (1 H， d， J= 10.9 Hz，回 0) ，5.36 (1H ， m ， HI5) ， 5.20-5.08 (2 H， m ，印 刷

HI0) ， 4.65 (IH ， ddd ， J = 8.3， 8.3， 8.0 Hz， HI7) ， 3.60 (1 H ， m ， H13) ， 3.3 4 (1H， br d， J = 15.7 

Hz， H8a) ， 3.3 0 (IH ， br d， J = 15.7 Hz， H8b) ， 2.17 (1H， ddd ， J = 14.0 ， 7.2 ， 7.2 Hz， H16 め，

2.11 ・2.01 (IH ， m ， Hl1a) ， 2.06 (1H， br d， J= 14.5 Hz， HI6b) ， 1. 97 (2H ， tdd ， J= 7.6 ，7.6 ， 1. 4 

Hz， H2 4) ， 1. 76 (1 H ， dd ， J= 14.9 ， 10.0 Hz， H14a) ， 1. 72- 1. 65 (IH ， m ， Hl1b) ， 1. 65 ・1. 55 (IH ， m ， 

H12) ， 1. 30 (1H， dd ， J= 14.9 ， 8.9 Hz， H14b) ， 0.85 (3H ， d， J= 6.9Hz ， H2 6) ， 0.78 (3 H， t， J = 7.7 

Hz， H2 5); 13C Nl¥底(1 25 MHz， C6D6) 8 170.0 ，164.0 ，15 1. 2 (d ， 1J CF = 246 Hz)， 142.0 ， 137 .4， 

136.7 ， 13 日， 128.9 ， 124.9 (d ， JCF = 12 臨)， 122.2 (d ， JCF = 5肱)， 119.6 ， 118.3 (d ， JCF = 17 

Hz)， 105 .2， 76.2 ， 71. 3， 38.5 ，38.3 ， 37.8 ， 36.3 ， 31. 9， 20.8 ， 14.0 ， 13.6 (3 ofthe SP2 carbons were 

obserded); 19 F NMR (470 阻王z，C6D6) 8 ・138 .4 (s); HRMS (E SI-TOF) mJ z calcd for 

C26H 32 FNNa05 (M +Na+) 480.2162 ， found 480.2162. 

Al c∞ohol- 剖 O叫tina 瓜ted iぬodωO ∞olefi 五in (符85め). To a stirred solution of 83 (6.0 mg ， 12μmol) in dioxane 

(200 ~)， τEA (5.0μL ， 36μmol) and 2人6-trichlorobenzoyl chloride (1.85 ドL，11. 9μmol) 

was added at room temper 剖ure and stirred at 30 oC for 13 h. To the reaction solution ， 6 (4 .4 

mg ，9.9μmol) and DMAP (4.9 mg ， 38μmol) in dioxane (500 ~) was added at room 

temperature. Aft er being stirred at 100 oC for 24 h with light shielding ， the reaction mixture 

was diluted with ethyl acet 叫e，and was quenched with with pH 7 phosphate buffer at room 

temperature. The organic layer was separated ， washed with brine ， dried over Na2S04 ， fi 1t ered 

and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by flash silica gel column 

chromatography (3:1 hexane/ethyl acetate to 9:1 chlorofor mJ methanol) to afford 85 (1. 4 mg ， 

1. 5μmol ， 15%) as a white wax (1 0:3 mixture of 85 and 86a). 82: Rf = 0.65 (9:1 

chlorofor mJ methanol ， developed in twice); 1H NMR (500 阻王z，CD 30D) 8 7.07 (1 H ， dd ， J= 

8.2 ，7.7 Hz， H5) ， 6.75 (IH ， ddd ， J= 14.5 ， 8.7 ， 5.9 Hz， H17) ョ6.68 (1H， d， J = 8.0 Hz， H4) ， 6.60 

(1 H ， d， J= 7.4 Hz， H6) ， 6.2 4 (1 H， d， J= 14.5 Hz， H18) ， 5.50 ・5.4 1 (1 H ， m ， H lO)， 5.31 (1 H， dd ， 
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J= 9.3 ， 3.3 Hz， H13) ， 5.34 ・5.26 (1H， m ， H9) ， 5.05 (1 H ， ddd ， J = 8.0 ， 8.0 ， 5.3 Hz， H15) ， 4.4 1 

(1H ， ddd ， J = 8.0 ， 5.0 ， 0.9 Hz， biotin angular proton) ， 4.2 3 (1H， dd ， J = 8.0 ， 4.4 Hz， biotin 

angular proton) ， 3.71 (2 H， td ， J= 6.0 ， 1. 0 Hz， PEG linker) ， 3.62-3.52 (1 4H ， m ， H8 and PEG 

linker) ， 3.4 6 (2 H， t， J = 5.3 Hz， PEG linker) ， 3.28οH ， t， J= 5.4 Hz， PEG li 此 er) ，3.13 (1H， 

9.0 ， 5.9 ， 4.5 肱， biotin) ， 2.85 (1 H ， dd ， J = 12.7 ， 5.0 Hz， bioti 吟， 2.6 臼3 (ο1 旦 d， J= 1ロ2.7H 匝王也z，

bio 叫tin 仏2.58-2 ♂2.5 匁2(ο2H ，m凪， P児EG引 liは此e的rの)， 2.4判 O(ο1H ，dωdd“d，J= 1臼5.0 ，6.9 ， 6.9 ， 1. 5 也， H16 吟， 2.31

(1H ， dddd ， J = 15.0 ， 9.0 ， 5.3 ， 0.7 Hz， H16b) ， 2.3 0・2.22 (1H， m ， Hl1a) ， 2.15 (2H ， t， J= 7.6 Hz， 

biotin aliphalic linker) ， 2.13-2.04 (1H， m ， H12) ， 1. 78 (1H ， ddd ， J= 15 .4， 15 .4， 8.7 匝" H14a) ， 

1. 78 ・1. 47 (6 H， m ， H11b ， H14b and biotin aliphalic linker) ， 1. 37 (2H ， dt ， 7.3 ， 7.3 Hz， biotin 

aliphalic linker) ， 0.80 (3H ， d， J= 6.9 Hz， H2 6). 

Al cohol 陶 biotinated Salicylihalamide B (82b). To a stirred solution of83 (6.0 mg ， 12μmol) in 

dioxane (200 !-!L)， TEA (5.0 ドL，36 !l11l 01) and 2人6・trichlorobenzoyl chloride (1. 85 ドL，11. 9 

μmol) was added at room temperature and stirred 剖 30 oC for 13 h. To the reaction solution ， 6 

(4 .4 mg ， 9.9μmol) and DMAP (4.9 mg ， 38μmol) in dio 羽田 (500 尚 was added at room 

temperature. Aft er being stirred at 100 oC for 13 h with light shielding ， the reaction mixture 

was diluted with ethyl acetate ， and was quenched with with pH 7 phosphate buffer at room 

temperature. The organic layer was separated コwashed with brine ， dried over Na 2S04 ， fi 1t ered 

and concentrated under reduced pressure. The residue was purified by the preparative HPLC 

to afford 82b (210μg ， 0.2 3 !l mol ， 2%) as a white wax. It s yield was determined by the Nl¥偲

measurement with 2.07μmol of DMF coexisting. HPLC conditions: column: COSMOSIL 

5C 18 -MSII ， 10 x 250 mm; detection: 280 nm; :日 ow rate: 1. 5 ml/min ， eluent: 70:30 MeOH 圧120，

115 min ， 70:30 →86:14 ， 10 min ， 86:14 ， 50 min ， 86:14 → 100:0 ， 10 min ， 100:0 ， 40 min. The 

retention time (tR) of 82b were 107 min. 82b: Rf= 0.65 (9: 1 chloroformlmethanol ， developed 

in twice); lHNMR (500 MHz ， CD 30D) U 7.26 (1H ， dd ， J= 12.0 ，11. 0 Hz， H2 2) ， 7.02 (1 H ， dd ， 

J= 8.3 ， 7.6 Hz， H5) ， 6.83 (1 H ， dd ， J= 11. 7. 11. 6 Hz， H2 1) ， 6.71 (1 H ， ddd ， J= 9.2 ， 1. 2， 1. 2 Hz， 

凹 8) ，6.62 (1 H， d， J= 8.3 Hz， H4) ， 6.4 9 (1 H ， d， J= 7.6 Hz， H6) ， 5.82 (1 H， br d， J= 12.0 Hz， 

H20) ， 5.78 (1 H ， br dt ， J= 11. 0，7.6 Hz， 1王23) ，5.51 ・5.4 1 (1 H ， m ， H10) ， 5.37 (1H， dd ， J= 9.0. 

3.3 Hz， H13) ， 5.30 (1H， dddd ， J= 15.3 ， 9.0. 2.0 ， 2.0 Hz， H9) ， 5.08 (1H， br ddd ， J= 15.2 ， 6.7 ， 

6.7 Hz， H15) ， 4.94 (1H ， ddd ， J= 8.9 ，8.9 ，7.3 Hz， H17) ， 4.4 2 (1H ， ddd ， J= 7.9 ，5.0 ，0.9 Hz， 

biotin angular proton) ， 4.23 (1 H ， dd ， J= 7.8 ， 4.3 Hz， biotin angular proton) ， 3.71 (2 H， br t， J = 
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6.3 Hz， PEG linker) ， 3.62 ・3.52 (14 H， m ， H8 and PEG linker) ， 3.4 7ο H， t， J = 5.4 Hz， PEG 

linker) ， 3.29 (2H ， t， J= 5.6 Hz， PEG linker) ， 3.13 (lH ， 9.0 ， 5.9 ，4.5 Hz， biotin) ， 2.86 (1 H ， dd ， 

J= 12.7 ， 5.0 Hz， biotin) ， 2.63 (1H， d， J= 12.7 Hz， biotin) ， 2.58-2.52 (2 H， m ， PEG linker) ， 

2.50-2 .3 9 (2H ， m ， H16) ， 2.2 9・2.2 2 (1 H ， m ， H11a) ， 2.24 (2H ， dtd ， J = 7.4， 7.4， 1. 3 Hz， 1王24) ，

2.15 (2 H， t， J= 7.6 Hz， biotin aliphalic linker) ， 2.13-2.04 (1 H ， m ， H12) ， 1. 82 (lH ， dd ， J= 14.5 ， 

8.9 Hz， H14a) ， 1. 76 (1 H， ddd ， J= 14.5 ， 11. 5， 11. 5 Hz， H14b) ， 1. 71 ・1. 48 (5H ， m ， Hllb aIi d 

biotin aliphalic linker) ， 1. 38 (2H ， dt ， 7.3 ， 7.3 Hz， biotin aliphalic linker) ， 0.98 (3H ， t， J = 7.4 

Hz， H2 5) ， 0.80 (3 H， d， J = 7.0 Hz， H2 6). 
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Biology 

Materi ，α1s. A1 1 the chemical used in this study were commercially available special grade ones 

without 和rther treatmen t. Water was purified with a M i11 ipore Simpli Laboratory system 

(M i11 ipore Inc. ， Bedford ， MA) and used within a few hours. The following reagents used in 

this protocol were as follows: SME buffer (0.3 M sucrose ， 5 m M  EDT A， 10 m M  MOPS and 

pH 7.5 with NaO 町， Pepstatin A (1 0 mg/ mL in ethanol) ， Leupeptin (10 mg/ 叫 in ethano り，

reaction medium for proton pump assay (0.3 M sucrose ， 40 m M  KCl ， 5 m M  Tricine ， and pH 8 

with NaO H)， 9-amino-6 ・chloro ふ methoxyacridine (ACMA) (0.1 M in ethanol) ， Valinomycin 

(1 mg / mL in ethanol) ， M gAT P (0.1 M aq. and pH 7.5 with NaOH) ， and Carbonyl cyanide 

p-tri f1 uoromethoxyphenylhydrazone (FCCP) (1 m M  in ethanol) ， HBSSσIanks' Balanced 

Salt Solutions) (1 37 m M  NaCl ， 5.3mM KCl ， 1.3 m M  CaCh ， 0.82 m M  MgS04 ， 0.34 m M  

Na2HP04 ， 4.2 m M  KH 2P0 4， 4.2 m M  Nal 王C0 3， 5.6 m M  Glucose ， 15 m M  

HEPES(4 ・0 ・hydroxyethyl) ートpiperazineethanesulfonic acid) pH 7.4 with NaOH). 

AS8 勾ノ 0/ s) ノnthesized salicylih αlα mides using Simian Kidney Cell. Simian (Cercopithecus 

aethiops) kidney COS-7 cells were maintained in Dulbecco's Modified Eagle Medium 

containing 10% fetal calf serum at 37 oC in 5% CO 2/95% air with a CO 2 incubator. The 'cells 

were seeded on Poly-L -lysine coated coverslips. A丘er overnight cu 1t ure ， the synthesized 

salicylihalamide was added into the cu 1t ure media to give a final concentration of 1 ~， and 

incubated at 37 oC for 5 h. Then ， the cells were loaded with pH indicator LysoSensor Gr een 

DND ・189 (Invitrogen ， Molecular probes) at a final concentration of 1 凶d:. Aft er 1 min ， an 

excess of the indicator was washed out with HBSS. The cells were observed using a 

f1 uorescence microscope ， and images were acquired usinga cooled CCD camera. For typan 

blue ex c1 usion test ， the intact or drug-treated cells were soaked in phosphate buffered saline 

containing 0.3% trypan blue. The cells were observed with bright-field and phase-contrast 

mlcroscope. 
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Preparation 01 Chromaffin Granule Membranes (CG M) 斤'om porcine adrenal glands. 

Preparation of Chrornaffin Gran u1 e Mernbranes (CG M)企 orn porcine adrenal glands was 

operated according to references ， in which the preparation of CGM 企orn bovine adrenal 

glands was described. The following rnanipulation was carried out at 4 oC unless otherwise 

noted. Porcine adrenal glands are obtained frorn the local meat distributor (IKEDA 

rneat-packing cornpany Co. ， Lt d. ， Kyoto ， Japan). Thirty to thirty-five adrenal medullae were 

separated 企om the cortex by pinching the connecting tissue with pointed forceps. The isolated 

adrenal rnedullae were kept at 4 oC in 200 mL of 企eshly prepared 5MB buffer containing 5 

陪/mL of pepstatin A and leupeptin. The rnedullae were briefly hornogenized in a Waring 

blender and re-homogenized in the Polytron hornogenizer on ice bath. The rnixture was 

filtered through two layers of gauze and the filtrate was kept on ice. The pink-colored filtrate 

was centrifuged at 2，000 g for 10 rnin. The pellet was discarded and the supernatant was 

centrifuged at 10 ，000 g for 20 rnin. The obtained pellet was gen t1 y suspended in ca. 25 mL of 

S乱伍 containing the protease inhibitors. The suspension was applied on top of sucrose layers 

in polyallorner tubes. The bottorn layer of3.0 mL buffer contained l. 8 M sucrose and the top 

layer of 3.6 rnL buffer contained l. 2 M sucrose. The protease inhibitors were added to the 

each layer just before use. About 4.2 rnL of the suspension was applied on the layers in six 

tubes and centrifuged at 72 ，000 g for 17 h. The supernatant was rernoved and the pale pink 

pellet containing the chromaffin granules was suspe l，1 ded in a srnall amount of 5MB 

containing the protease inhibitors and homogenized with a glass hornogenizer. The suspension 

was poured into 300 rnL ofthe hypotonic solution (10 m乱1 MOPS ， pH 7.5 with NaOH ， l. 25 

rnM Na2ATP ， and 1 陪/rnL of the protease inhibitors). Aft er vigorous stirring for 1 min ， the 

solution was centrifuged at 3，000 g for 10 rnin. The pellet was discarded and the supernatant 

was centrifuged at 200 ，000 g for 60 rnin. The chromaffin granule mernbranes were obtained 

as a brownish pink pellet and diluted into l. 8 rnL ofthe MOPS solution (20 rnM MOPS ， pH 

7.5 with NaOH ， 25% glycerol ， 5 mM Na2ATP ， 5 m M  monothioglycerol and 10μg/ mL ofthe 

protease inhibitors). The resulting solution contained 4 to 8 mg of the mernbrane proteins 

in c1 uding V- ATPase ， judging 企orn both the quantitative deterrnination of the total protein 

concentration by the 

- 107-



Ass ，α0' 01 synthetic salicylih αlα mides 的 the inhibitory activi t) ノαrgainst Chromaffin Gr ，αnule 

Membr ，αne 九4TPase. The measurement of fluorescence quenching of 

9司 amino-6 ・chloro ふ methoxyacridine (ACMA) as an indicator for proton uptake into the 

membrane vesi c1 es was employed. To a 2 mL of the reaction medium for proton pump assay ， 

chromaffin granule membranes from porcine adrenal glands containing 50μg of protein ， 4.0 

ドL of 1. 0 M ACM A， and 0.67 ~ ofvalinomycin were added ， and the resulting solution was 

incubated at 37 oC for 10 min. A solution of the synthesized salicylihalamide in DMSO 

(prepared to give 0.1% final concentration ofDMSO) was added and incubated at 37 oC for 3 

min ， then 1 0 ~ of 0.1 M MgATP was added and incubated for 2 min. The proton gradients 

made by the V-ATPases in the membranes were cancelled by addition of 3.4 ~ of 1 m M  

FCCP. The fluorescence quenching in the presence of MgATP was monitored by a 

spectrofluorometer with an excitation wavelength of 412 nm and emission at 480 nm. The 

initial rate of quenching was estimated as the slope of the quenching trace performed on sets 

of 20 points οo s of quenchi 時 trace) and is expressed as the rate of quenchin g/ min. The 

proton transport activity is expressed as the percentage versus DMSO-matched controls with 

standard deviation 企om triplicate experiments. IC so values were obtained graphically by 

plotting the percent activity of proton transport versus the log values of the inhibitor 

concentrat lO ns. 
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Salicylih a1 amide A (SA) ， a benzolactone en 岨.1I dc compound ， posses 日 s pot ent cytotoxicity against human 
tumor ce l1 lines. SA is a sclective inhibitor of mammalian vacuolar type H+-ATPase (V-ATPase) ， and is 

distinct 古om previously known V-ATPase inhibito 時 間ch as bafilomycins and concanamycins 出at do not 
discri ll1 U】ate between mammalian and nonmammalian V-ATPascs. Becau 日 of its potent antitumor activity 
and struc 岡田1 simplic iL y， SA is a promising candidate for an 田lticance ，r drug. Al 出ougl 】 a number of 

structure-activity relation studies using synthetic analogues have been reported ， no fiuorinated derivative 

of SA has been evaluated even though selective addition of a fiuorine atom into a therapeutic small molecule 
candidate often enhances ph 町 macokinetic and physicoche 皿 ic a1 propertie s. We designed 叩 d syn 出回ized

ftuorinated analogues of SA and evaluated the ir V-ATPase inhibit 町 y activities. Compared to 出e natural 
produc t，血 e synthetic analogu 田 were potent V -A TP 出 e inhibitors ， suggesting that 出国e analogues are potenti 叫

drug candidates and potential 皿 01 配 ular probes for mode-of-action studies using tluorine. 司 based analytical 
methods slI ch as 19F_N .MR spectros ∞py 

1 ntroduction yr 中守dr ぃ

1. 
SellicyWhel [amidc A 
(CAS 198481 -9 9- 1) 

tb 
Sa l町 ha 回附de B 
(CAS 拍B4 82 -OO- 7)

Figure 1. Structures of 拍 licylihalamide A and B 

ぶ)" ~γ「

Development of antitumor drugs with limited side effec t."i i持

lmport 胡 t for cancer patients undergoing chemotber 叩y. ;¥l-

thougb じombioatorial chemistry has greatly in fl. uenced Ule drug 
discovery pro 民 間， 1isolation of novel natural prodllcts remains 

importanc for discovery of lead compouods p仁時国別ng pron lI smg 
biologic al pro 自les? Salicylihalamide A (SA ぺla) was isolated 
from the sponge Halicl O1Ul sp. (sollthwestern A lI stralian coast) 

by Boyd and co-workers io 1997 witb the minor ∞mponent 
salicylihalmnide B (SB ， lb)3 con 凶 ning a labile enamide 
linkage connecting a salicylic acid-derived 凹 acrolactooe core 
(Fig ure 1). Since the discovery of SA ， a number of structurally 

similar bioactive compounds 也at posscss a benzolactone 
enamide moiety havc been isolaled (F igure 2) ，4 e.g. ， lobatamid 出

A (2) ，5 apicularen 出 A (3): 4 (0-12 ，950)7 and oximidines 1 

(5) おSA clic ited a unique differential cytotoxicity pro 白le in 出e

hum 叩 tu 田 or Ncr 6Q -cell line ， with a mean panel GI sll vallle 
of 15 nM ， 剖dmcl 叩 oma celllines showed the highest average 
問 nsitivity (GI sll 7 nM).3 Furthermo 回 SA was a potem 

inhibitor of vacuolar H +-ATPases (V-ATPases) 唱 with 叩 IC ，"

value le 制 than 1. 0 nM against bovine brain V-ATPase. 9 The 
V-ATP 出 es are ubiq 山田山 pro 回 n-tra.nslocating pumps of eu-

Mマム: 夜十。ケ

* To who ll1 co rl" csponde uce should be add.r明日 d.Phone: +8 1-6-6850 
5775_ Fax : + 81-6.6850-5775. E-ma i1: oishi@chem.. sci. o.~aka-u.ac.jp 

l' De partmβJt of 口lcml 弛 y，Gradt 凶:e Sch 田 1of Science. 0 泊 ka University 
本Dep aJ tment of Biological Scicnccs ， Graduale Sc hool of Sciencc ，。抽ka

University 
"AbbreviatiollS: ACMA ， 9-amino-6-chl町o-2-methoxyacridjne~ ATP 

adcnosine 5' 位iphosp h.:"l te; BCA ， bicinchonini c aαd; CG 恥1，chromaf fi. n 
g' 拍 ule membrancs; CuTC; c叩'per thiopbeuc- 2-ca rboxylate; dba ， dibcn 
zylideneacetone~ DDQ ， 2.3 -d ichlo 町 5，fi-d icyano-p-b 釘lZ oq uinone; DEAD ， 
di ，出yl azodicarhoxylate; D!I>lA. N，N←ditUethylacetamide~ DMSO ， dimβ Ul vl 
sulfoxide; EDTA ， ethyl encd iaminetetraacetic acid; FCCP ， C剖 bonyl cyanide 
p-triftuoron 也由oxyph 己nylhydrazone; P-S A， 4_ 19F-salicy 1i halamide A、F-SB ，
4_ 19 上 salicylibala 阻止 B: GI 5I1 . 50% grow 曲 inhibition; HEPES ， 4-(2 
hyd roxye 出yl)-l-piperazineet1】剖e~ulfonic acid; HPLC ， high pe rfoJ 百四ce
liquid cオlromatography; 1C 511. 50% j沿libitiO Llし .OtlcenU'a tJ oll 島10PS ，3-(N-
morpholino)propanesulfonic acid; NCJ ， National Can 白 r ln 山 lu 臼;NMP
f仏mcthylpyn'olidone; N .!V IR ， nuclcar magncuc 出叫nallce; PMB ， p-meth 
oxybenzyl; SA ，担licyliha l.:l mide A; SB ， salicyliha l.:l mide B; Tf ，佐川uo
rome出an出ulfonyl、 TFP、 2-trif仏ry lpho~phjne; THF ， te tr ahy drof ura n; V-
ATPase ， va cuolar typc H+-ATPase 

1O .10211jm801265e CCC 制 0.75

Loba1amide A (2) 

J N〈=¥=N 、

OH 

HO 
4 (CJ-12 ，S田)

Apicu 恒rene A (3) 

H 

lNY 「
ol し O H ¥ 中

"'~ 
川》

0，同 dine I (5) 

OMe 

Figure 2. Structu res of benzolactone enamide class compounds 

karyotic cclls locaced on 由e membmnes o[ vacuolcs ， lysosom 剖 1

and other cornponents of the cndomembmne system ， which 
regulace 出e pH oftheωmpartment~. Nllrncrous physiological 
procι 柏田 d叩 end on the activity of V-ATPases ， which are 

implicated as a contributing factor in multiple dis 回 scs including 

osteoporosls 四 d 田 ncc r. lO SA is distinct from previo 山 ly known 
V-ATPase inhibito 四 such as ba :fi lomyc 皿 s and concanamyc: 日 S，
which do not discriminate betwee 泊 marnrnalian 叩 d nonmam 

。x.xxx American Cbemical Sociely 
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6a : 4. 19F.s 副c凶iha 旭川由 A(17 町

6b: 4.19 F.・日 licy lihalamide B (17- 勾

G 

F対;ベ γ
JU! ル

Figur e 3. Design and syn th etic strat egy of日uOlinated sa li cy li l1 ala 
mides 

田 alian V -A TPas 回 SA binds 回 出 e tr' dnsmem bmne (Y O) dom 創 n
of V -A TP 出 c at a sit c different from bafilo 皿 ycin A I and 
concanamyc 四 A，IIwhiJe the precise moue -of -action of SA and 
8凶 C山 問 。fthe lig 回 d- protein complex have not be 白 1elucidated 

Becausc of 血e potcnl 叩 titumor acti Vl句'岨 d 町 uctural
sim plic it y co m pare d wi 由 orner V-ATPa 悼 inhibito 四 ，SA is 
expected to be a prom ising anticancer drug candi date. 12 

AlthO l1 gh a nll mber of 町口出国ic st ud 間叩d 町 uc 加re-ac tl vlty
re1 ation sh ldie s have been 問中υ'rted ，13 nO fiu or皿ate ゴdCll vatives
of SA have been evaluated ， while examination 01' the role of 
自uori ne in m ed icin a1 cbcmist ry reveals tha t se lective addition 
of su or in e in to a tb eI '羽 peuti c small mol ec ule ca ndida tc can 
enhance phanna cokinetic and phy sicoch emi c叫 pro pertl 酎 such
as m etabolic stab 出ty and m embranc permeability and ca n 
m 臼'ease binding affinity of drug C<l ncl idates to the !町 gel
proteir].1 4 Tberefore ， fluorinated SA m ay be a promising drug 
candi date ，出 wcll as a po 制 blc mo lccu l訂 probe for elucid 山 ng
thc mode-of.ac ti on whe n usin g ftu orin e.based analytica l m et b. 
od s 叫 eb 出 "下 NMI ミspec tros 印 py. The proper Li I凶 υf "1' 

(nuclear 叩 in of 1/2 ， high gy romag nctic 同 ti o，100 % natural 
abund ance ， and low background signals in biologica l sys tcms) 

" 田 ake it lI st:f ul fo r inv 酎 ti gating biological systc rn s， '.' Her e， we 
repon the desIg n 四 d sy nth es is of flu olinated sa licylihalamjde s 
and cv a1l1 atio n of th 巴 V -ATPase inhibito ry activity 

Results 3nd Discu 描 1011

Chemistry. Thc co mpounds ， 4~ 19F-salicylibalamlde A (F -
SA ，6.) 叩 dB σSB ， 6b)， were designcd as target rnolecule~ 

(F igure 3) because th e 抽 licy late m oi ety is a common ぉ町UClu日l
f巴ature of na ru ral be nzocn amid e clas s pro ducts ， whic h is 
considered to be a bind ing m旧tif toward 出e target prote in， and 
clect :r ophilic :fI uorin atio Jl of phen ol dCIlvatives is a vcrsatile 
sy n出目IC 111ιbod 同 How cve r，the ut ilit y of intr odu cti on of 
自uorine at C 4 po sitio n was uncer 回目 because of its proximity 
to thc hyd roxy group 叫 C 3，whic h might be involved in 
bydro 豆町1bo nd ing w i由由e target protein. Fl ll orina ted analogu es 
were 民yn 山田ized bascd on p民 VI0U S児戸市 of the total 町nth 包括IS
and 町 nth ctic st udi 出 01' SA 13 and benz olac 回 nc enamide cJ a山
口atur~l producLS (Figurc 3) .1 7- 19 Th e ena 田 id e side ch出 n，出c

most lab il c mo iery of the molccule ， was planned 阻}延 introduc 旺l

Sugimoro er 0 1. 

Schemf 1" 

記:恥ム {57
10 1唱 12 ・R1=F ，R2・H

12b : R， = H， R2 " F 
唱2C :R、=R.."'F 

x x 
， ，，令 10~Xγ竹〈。 二+ hザy"'.。

、、 ρ、、 " " - . / - 、 J も、
有 Y ‘OTf 、F 、，、警

唱3:X ; F 15 
14 : X- H 

小川一昨
.r一時 R - H
~17: R" Me 

7 

a Reagc nt." and condìtion~: (a) CI~CHCHCb 14 6 "C， 3 h、12a :12b :12c
10 = 5:9:1: 10 :刊)Tf zO 宅 pyridine ，0 "C ， 1 h， 13 (1 6%. two sleps) ， 14 (279 ら，

two 椛ep~): (c) Il -BU3SnC Hl CH- CH2 ， [Pd ldb 尚三J.C HCI 3，TFP ， LiC J. NMP 
11 . 18 h、H4 %: (d) E岱!f gBr ，CH1-=CI-ICH~OH， T日正 o "c to 11 ，18 h， 81%; 
(e ) Mel ， K:!C Oぁ acctone 句 24 h， 92~ら: (白Pd(PPh 3k mo 叩holi ne，TI-lF. 1 h 
85% 

at出e 自na l stag e by cross-co uplin g using amide 8，13d and the 
ma crocy cJ ic core w出lO be cons 仕uc 巴d by ring--clo sing me -
lathcsis of 出c diene derived 仕um ~alicylatc deriv ative 7 and 
alcoho1 9 13g ， by M its uno bu 田 te rifi ca ti on. 2o

For syn the sis of buil ding block 7， elecT'op hili c ftu orinat ion 
of th e salicy late de riva ti ve 10 21 w 出 conduc te d as ~hown in 
Scheme L Treatme nt of 10 wi 出 N-ftll oro. 5ー(甘ift uoromet by 1) 
pyridin 山田 2-s11 1fo nat c 11 22 in 1，l，2，2-te tr ac hlorocthane aL 146 
。C fo r 3 h aff orded a田皿町田 of 皿 onoft uor ina ted 12a 岨 d 12b ， 

d泊 UO l1nale d 12c ， and reco vered 10 in ca 5:9: 1: 10 ratio. The 
mi xll1 re w 出 se par dtcd by 日lica ge l colum n chrom atograp hy 出

a mix U1 re of 12a an d 10 ， and 12b an d 12c ，田spectivel y. The 
mixture of 12a and 10 was treated w i由 T色o in pyridinc to 
afford tJ ifta 匝 13 (16% ， 2 steps) ， whicb was 日 parated from 14?3 
According 回 O e Br aband 町、 procedure ，I33 triflalc 13g w 出

co nverte d to carboxylic acid 7 vIa (i) St ill e ∞upli ng of triila te 
13 w i由 all yls刷 岡田 (ii) 回目白出泊cation o[ 15 w i血 rem oval
of th c aceto nide by l周~alment W l也副lkoxide generd tcd from <l lly l 
alωho l an d cthylmagnesium bromid e， (i ii) pro 田cLi on of 也e
resulting phe nol 16 出 a me thyl ether 17 ， and (iv) conver~ion 

of the <l ll yl esler to carboxylic acid 7 throug h 血e action of a 
pal l珂ium cata lys t 

Th en ， the cO l1 plin g of the fmgme nl.S was perfo rm ed as sh ow n 
in Scheme 2. Cond ensation of car 七oxylic acid 7 wi 出回co nclary
alcohol 9 un der Mitsunobu cst eri ficac ion conditi 印鳩山lllg
D EAD IPPh 3 affo rded diene 18. Ri ng-c1 osing melath 回目。f出c
diene by the action of G rub bs catalys~ 田su lted in 血e fonna 包00
of m ac r'田 ycl e 19 (E:Z = 10:1) . Remov aJ of出c PMB gro up 
followed by D ess- Martin oxida Li on of 由e 陀おultin g a1 coho l 20 
gave an aldeh yde ， w hich was converted to iodoo le '古n 21 by 
Takai ole fi nation 25 under 皿 odificd co ndi tions repor ted by 
Evan~ :Z6 Remo vaJ of 也e me 出yl group wi 由 BBr 3 gavc key 
'"也 rmed 出国 22 for the couplin g rea ction to cOnslruc( lhe 
enamide m oiety ，27 w hi ch is lhe m os tcritical ste p in 也e prcsc nt 
syn 由esis. Pri or to the sy ntbesis of f1 uo rin ated ana logucs ， 
co upling of coun 也rpart 23 13f with amide 8 giving natuml SA 
was 創 出nin ed . After considemble expe rimcntation 出じor din 且

to Fu 悶 tner's procedure 13f and 皿 odification by Panek ，1 Hn COU~ 
pling of iod oo lefin 23 w i出 am id巴 8 was ac hie ved by U" catrnent 
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L 司..22 :R = H;X=F
23 :R=X=H 

1a: X = H 
611: X = F 

1b:X = H 
6b: X = F 

" Reag cnt ぉand conditiolls: (a) DEAD. PPh 3. Et 10， It. 36 min ， 91%: (b) 
(PCY .l)~Cl~Ru-C同町ー CHよ12. rt ， 21 min 卯 %; (c) DDQ. C H 2C I2/H zO 、0
oc to n. 53 min. 97%; (d) De 目 Mat tin periodinane ， CH zCI2‘o oC to It. 
65 ltun 、(c) C..CI 2. CHI 3. dioxane. TH F. 1t. 26 h 80% (two step ゆ; (町BBr )，
CH，CI" ーマ~ oC， 1 h.7 4% 匂) 8. Cu1 亡 2.2' -bip yridine. Rb2COJ • D MA.， 
90 oC . 60 min. 1a (23% )， 1 b (26偽); (h) 8， CuTC . 2，2' -bipyridin c， Rb2CO l・
DMA 例} cC .“) mi n， 6a (15%) ， 6h (22 %) 

Wl 由 copper thio phen e-2- car 凶 xy late (CuTCf 8 in the p問 問 nce
of Rb ，C O，岨d 2，2' -bipyrid 皿C 田 N ，N-dimc 由yla 回 amidc(DMA)

剖 90 oC for 60 min 10 afford a mixture of E，Z-i so回目。f出e
enamide moi ety in ca 1:1 ra 包o. The mi xture of ena mid e moi ety 

isomers was p l11 ified by HPLC to afford SA (la ， 23 %) and SB 

(lb ， 26 % )， whose physi 田 1 data werc identical to rcportcd 
values. 3 Note th at 由e u田 of exhaustively 巾 gas 出 d solv 叩 1
0コM A )凶酎sent 出 Ifor a succ 目、白1coupling reaction. Al though 

nea r1 y equal amounts of isomers fonned in contras t to thc 
p悶 VIOUS 四 po 叫 " 引伽 27 it is advantageous for structu 出 - ac t.J、 lty

relati on studies to obta in a significant amount of SB ， whic l1 was 
isolatcd as a minor compound. Tn an 叩 alogous sequcncc ， 

ftuorinated analogues were synthesized and pu 日目ed by HPL C 
[0 afford F-SA (60 ， 15%) and F-SB (6b ， 22 %) 

Biological Results and Discussion. V-ATPasc inhibitoη' 
activity of flu orinated analogues F-SA (6a) and F-SB (6b) ， as 
we ll aおおyn 出国ic SA (la) and SB (lb )， we 問 evaJuated in 
cultu 四 d s凹lI an ren al ce ll s (COS-7) and ch. romaffin granu lc 

田 cmbrdne s pr でpared 仕'om porc m e a'世田叫 gland s by monitorin g 
a pH cba nge vi sual ized by fl. uores 田町 dy 田

1， Imaging A田 ays UsingSi 田janR 目阻ICells (COS.7). The 

effcc t of salicy lihalamide s wa s examincd on the luminal pH of 

in t:r acellular acidi c com 凹丘men 回(l ysosornes) ，which were 
a. cidified promincntly by tbe pro{on pumpin g activity of V -
ATPase . Simian rcnal ce lls (COS_7)29 were incubated with 

ぉalicy 出1叫‘:l mid 出 SA (1.) and SB (lb) ，叩d 4_ ''1'_岨 licy 出 ala-
rnid 出，F-SA (6a) and F -SB (6b) ， at a concenlra Li un 01' 1μM 

for 5 h. Thcn ， rh c cells were incubatcd with 出e pH indic <lt or 
LysoS cnsor Green (1 μM) for 1 min?O As 由 own in Fig l1C e 4A ， 
lysosomes of intact cells ernitted signi 前caot fl. uores 田 nce ，
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Figure 4. Ch 四 ge in pH of aciaic orga oelle s (l y開閉m町) of simia n 
re ual 田 ll ，(∞ 5-7) indu ced by sa li cy lihalamides : (A) co nrro l; (B) 
sa licy clih alam ide A (SA. la) ー lμM; (C) SA ; (D)阻 licyc lihala 皿i. de B 
(SB ， lb )， [μM; (E) SB ; (F) 4 的F-salicylihalamide A (F-SA . 6a )， 1 
μM; (G) F-SA; (1町4- 19p -sa li cylih aJ amide B (F-SB. 6b )， 1μM; (1) 
F-S B; C'.han ge in pH w 出 visualized by fluore scence mi croscopy using 
LysoSensor Green. The paoels B aod C. D and E. F and G. and H aod 
1 were the results of duplicate expcriment s. Tbe tluoresce nL int ensity 
(aγbitrary unit) is iodicated 叫 pseud ocolor as討hown io 也e co lor scale 
on the to p-right . Asterisks deno 刈e lhe nu cJ ei of d1e ce lls . Scale bar. 20 
μm 
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Figu l' e 5. Coa 閃 ntration -d叩 enden ti曲ib 山 00 o[ II" " transport activi(y 
of V-ATPase (合 om porcioe adrena l glan d吋 by sy n出etic salicylihala 
mides 

indicating that these organelle s wcre higbJy acid 泊ed. When tbe 

cells were treatcd wi 出 SA (F igu 問 4B ，C) or SB (Figure 4D ，E) ， 

fluorescence diminished ， reflect ing an increase in pH in these 
organclles by inhibition 01' V-ATPa sc. To 出 品ess the viability 
the trypan blue dye exclusion test was also perfonnecl after 也e

drug trea 回 en t，四 d the rcsults suggestecl that 血c viability was 
oot affectcd by the drug I.rt: alrncnt at this time point (data not 
sho w n). As expcctcd ， no t only F-SA (Figure 4F ，G ) but also 

F-SB (Figure 4H ，I)叫 so actively inhibi 出d 出e proton pump 

2. Quantifative Assays Using Chromaffin Granule 
Membran 田 Althou gh V -A TP 凶 c inhibi 回 ry ac tl Vlty 1... CO 田 -

monly evaluated by m 白山riog ATP-dcpendent pro 加n uptake 
in to isolat 吋 chromaffin gI'百 mles from bovine ad!" 田 al gland s，31 
chro 皿 affin granules from porc ine adrenal gl 阻む wc re used in 

白is study duc to short 叩 pply of fresh bovine lissue 白 Proton
uptake into the membranc vesicles was m 闘叩rcd by monito ring 

白e fl. UOI 四 cence quenching of the 9-むnino-6 -chloro-2 -meth-
oxyacridine (ACMAi '.

32 employed as an indicato r. The activity 

01 synt hetic SA and SB. 国 well as fluorillated analogues F-SA 
and F-SB ， were evalllatεd (Figme 5) ， and 也匂 resnlts arc 
summ 出 ized in Table 1. SA elicited po 巴nt inhi bitory activity 

Wl 出 血 1C .50 value of 叩 proximately < 1 (0.7 ) nM ， comparable 
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T冶ble 1. lnhibition of H+ Transport Activity of V-ATPase (from 
Forcine Adrenal Glands) by Syn 吐letic Sa1 ic ヲlihalamides"

mtry compound ICsolnM 

1a (SA) < 1 (0.7) 
2 伽 (F-SA) 2 
3 1b (SB) 30 
4 6 b  (F-SB) 10 

" IC 50 values 副官 th 氾 aver 百ge of 也氏e exp 白.Il ne 刈 s.

to reported values. As expected ， F-SA acted as a potent inhibitor 

of V-ATPase (IC 5o = 2 nM) ， but was slightly less potent 也m

SA. Sinc 巴也巴 V ・ATPas 巴inhibitory activity of SB has not been 
repo 比巴d (SB was isolated as minor compound: ~0.5 mg) ，也巴
IC50 value of b巴 approximately 30 nM was determined for 也E

first time. This value indicates that SB is 30 times less potent 
than SA. Note 也at 出巴 activity of F-SB was comparabl 巴 to 白紙

of 也e corr 巴sponding natural product (IC 5o = 10 nM). 

Conclusions 

In conclusion ， 4s F-salicylihalamide A (F-SA) and B (F ・

SB) were synthesiz 巴:d through electrophilic fiuorination of the 
salicylate derivative ， ring-closing metathesis for 出econs 佐uction
of 也e macrocyclic core ， and cross-coupling reaction for 

installation of the en 紅凶de sid 巴chain. The V ・ATPas 巴inhibitory
activity of synthetic salicylihalamides was evaluat 巴d both in vivo 
叩 d in vitro using cultur ，巴d simian renal cells (COS-7) and 
cln ・omaffinσranule membranes pr 句 ared 企omp01 ・cine aぬ.enal

glands ， respectively. The F-SA was a potent V ・ATPase inhibitor 
(IC 5o = 2 凶 1) compamble to SA (< 1 nM)， suggesting 也at 出e

fiuorinated analogue is a promising drug candidate and a 
poten 丘al probe for mode-of-action studies using fiuorine-based 
analytical methods. In出 is study ， th 巴previously u出 nown IC 50 
valu 巴 of SB was estimated to be 30 nM and that of F-SB (10 

nM) was comparable to SB. Furth 巴:r studies on 也巴 antitumor
activity of fiuorinated salicylihalamides and mode-of-action 
studies based on 19F-NMR ar 巴 currently in progress in our 

laboratory. 

Experimental Section 

Chemistry. General Procedures. All 血巴 solvents and chemicals 
were us 巴d without further 位eatment unless otherwise stated. Th e 
following solvents and ch 巴micals used were purifi 巴d by distilla 世on
over the drying agents indicated in p紅 entheses al1 d were transferr ・ed
under argon atmosphere: THF ， Et20 and 1，4-dioxane (M glben-
zoph 巴nO l1 e) ，1，1ム2-te 仕ac h1 oroethane ，pyridine ， triethylamine ， and 
morpholi l1 e (CaH 2)， dic h1 orom 巴thane (L iAIH 4)， allyl a1c ohol (M g). 
N-methylpYlTOlido l1 e (l'品 !l P) was dried over activated MS4A for 3 
days and distilled. N ，N'-dimethyl acetamide (DMA) was distilled 
over di-n-butyltin dilaurilate ， redistilled over CaH 2 under reduced 
pressure ， and stocked in 也e prese l1 ce of activated MS4A. Before 
use ，血e DMA was degassed by freeze 一thaw method over 10 times. 
Analytical thin-layer chromatography CτL C) was performed using 
E. Merck silica gel 60 F2S4 precoated plates (0.25-mm 也ickness).
For column chromatography ， Kanto silica gel 60N (spherical ， 
neutral ， 100-210μm) ， and Merck silica gel 60 (40-63μm ， for 
flash column chromatography) w 巴re used. Optical rotations w 色白

recorded on a JASCO P- 1OlO polarim 巴ter. IR spec 回 wer 巴recorded
on a JASCO FT-IR-300E Fourier transform infrared spectrometer. 
IH ， 13C ， and 19 p.“ NMR spec 凶 were re ∞，rded on a JEOL JNM-
GSX500 or JNM-ECA500 spec 仕ometer. Chemical shifts of 'H and 
13CNMRare 
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recorded on an AB QSTAR Elite under ESI-TOF conditions. 
Combustion elemental analyses were perf Ol med using Yanaco CI 町

CORDER MT-3. 
8・Fluoro ・5・trifluoromethanesulfonyloxy ・2，2・dimethyl ・4H ・

benzo[ d] [1 ，3]dioxin-4 ・one (13). To the 300 mL two-necked flask 
charged withN-fluoro- ふ(凶 fluoromethyl)pyridinium-2-sulfonate 11 
(3.98 g， 16.2 mmol) was added a solution of 5-hydroxy-2 ，2・
dime 血yl-4H-benzo[ d] [1 ，3]dioxin-4 ・one 10 (3.73 g， 19 .4 mmol) in 
ch ・Y 1，1ムエte 位achloroe 血ane (49 mL)， and 也巴 r巴sulting mixture 
was reflux 巴d for 4 h with light shielding. After cooling to room 
temperature ， the reaction mixture was diluted wi 仕1dic h1 oromethane 
(90 mL)， quenched with saturat 巴daqueous Na2S203 at 0 oC ， and 
extracted with 巴位1er.τ 'h e organic layer was washed with saturated 
aqueous Na2S203 ， pH 7.0 phosphate buffer solution and brine ， dried 
over Na2S04 ， filtered ， and concentrated under r巴duωd pressure. 
百1e residue was purified by silica gel column chromatography (50:1 
to 5:1 hexan e/ ethyl acetate) to afford a mixture of1 2a and recovered 
10 containing 1，1，2，2・te 凶 ch1 oroe 血ane ，and a mixture of 12b 組 d
12c.12a: Rr = 0.4 0 (10:1 hexane/ethyl acetate ， developed in twice); 
'H NMR (500 MHz ， CDCh)δ9.99 (1H ， br s) ， 7.26 (1H ， dd ， J = 
9.7 ，9.7 Hz) ， 5.98 (IH ， dd ， J = 9.2， 3.4 Hz) ， 1. 78 (6H ， s). 12b: Rr 
0.36 (10:1 hexalle/ethyl acetate ， developed in twice); IH NMR (500 
MHz ， CDCh) o 10.3 (IH ， br s) ， 7.24 (IH ， dd ， J = 9.7 ， 9.7 Hz) ， 
6.37 (IH ， dd ， J = 8ム2.9 Hz) ， 1.7 3 (6H ， s); IH NMR (500 MHz ， 
CD 2C!z )δ10.3 (1H ， br s) ， 7.25 (IH ， dd ， J = 10.9 ， 6.0 Hz) ， 6.39 
(1H ， dd ， J = 9.2 ， 3.4 Hz) ， 1. 70 (6H ， s). 8c: Rr 0.36 (h exane/ethyl 
acetate = 1α1 ， dev 巴loped in twice); IH NMR (500 MHz ， CDC1 3) 
o 9.98 (IH ， br s) ， 7.1 8 (IH ， dd ， J = 10.0 ， 10.0 Hz) ， 1. 78 (6H ， s); 
'H NMR (500 MHz ， CD 2C!z )δ9.96 (IH ， br s) ， 7.20 (1H ， dd ， J = 
10.3 ， 10.3 Hz) ， 1.7 6 (6H ， s). 
To a solution of 12a and 10 in pyridine (18 mL) ， trifluo-

romethanesulfoliic a曲 y批ide (1 1. 0 mL， 2.09 mmol)' was added 
dropwise at 0 oC ， and the mixture was stin ・ed at 0 oC for 1 h. The 
reaction mixture was quenched with saturated aqueous NaHC0 3 
at 0 oC and extracted with ether. The organic layer was washed 
with saturated aqueous NILCl ， water ， and brine ， dried over MgS0 4， 
filtered ， and concentrated under r巴duced pressure. The residue was 
pmifi 巴d by flash si1i ca gel column chromatography (30: 1 to 10: 1 
hexane/ethyl acetate) to afford 13 (1. 07 g， 3.11 m叩mol ，1凶6% ，two 
st飽巴ps吟) as a colorless solid which was se句pa也I工.at 巴d from 14 (1. 71 g， 
5.25 mmol ， 27% ， two steps). 13: Rr = 0.18 (1 
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NMR (500 MHz ， CDCI 3)δ7.24 (IH ， dd. J == 9ム 8.6 Hz) ， 6.88 
(IH ， dd ， J == 8.6 ，4.7 Hz) ， 5.98 (IH ， ddt ， J == 16.9 ， 10.3 ，6.5 Hz) ， 
5.04 (IH ， ddd ， J == 10 .2， 2.9 ， 1.3 Hz) ， 5.01 (IH ， ddd ， J == 17.1 ， 
3.3， 1. 7 Hz) ， 3.82 (2H ， d， J == 6.4 Hz) ， 1. 73 (6H ，日); J3C NMR 
(125 MHz ， CDCh)δ159.2 (d ， JC f' == 4 Hz) ， 149.7 (d ， JJC f' == 247 
Hz) ， 145.1 (d ， JC f' == 13 Hz) ， 140.1 (d ， JC f' == 5 Hz) ， 136 .4， 124.0 
(d ， JC f' == 6 Hz) ， 12 1. 6 (d ， JC f' == 17 Hz) ， 116.2 ， 113.6 ， 106.3 ，37.7 ， 
25.6; J9p" NMR (470 MHz ， CDCh)δ-138 .5 (dd ， J == 9.9 ， 4.5 
Hz); HRMS 但SI-TO 町 m/z calcd for CJ3HJ3F~a03 仰+ Na+) 
259.0746 ， found 259.0747. 

3・Fluoro-2 ・hydroxy-6 ・(2 ・propenyl)benzo iC Acid 2♂ropenyl 
Ester (16). To a soIution of 2-propene-l-01 (1. 40 mL， 20.6 mmoI) 
in THF (l mL)， a soIution of ethylmagnesium bromide in THF 
(0 .4 9 M ， 21.1 mL， 10.3 mmoI) was added dropwise at 0 oC ， and 
出er ，巴Bulting soIution was stirred at room temperature for 20 min. 
To 血巴 reaction mixture ， a soIution of 15 (610 mg ， 2.5 8 mmoI) in 
THF (3 mL) was added dropwise at 0 oC. After being st Il Ted at 
room temp 巴rat 町 e for 17 h， the reaction mixture was diluted with 
e也巴r，quenched with aqueous NH 4CI at 0 oC ，組d e. 王位acted with 
e血er. The org 削 c Iayer was washed wi 血saturated aqueous N H4 CI ， 
water ， and brine ， dried over MgS0 4， filtered ， and concentrated under 
reduced pressure. The residue was pUl ified by fiash silica gel column 
chromatography (40:1 to 10:1 hexane/ethyI acetate) to afford 16 
(494 mg ， 2.09 mmoI ， 81%) as a pale greenish-ye Il ow oi l. Rr == 
0.37 (20: 1 hex 組 e/ethylace 飽te ，developed in twice); IR (fi Im) 3080 ， 
2982 ，1734 ，1669 ， 1615 ， 1595 ， 1490 ， 1432 ， 1373 ， 1307 ， 1251 ， 1171 ， 
1143 ， 983 、918 ，822 ， 811; 797 ， 767 cm- J; JH NMR (500 MHz ， 
CDCI 3)δ1 1.1 (IH ， s) ， 7.14 (IH ， dd ， J == 9.8; 8.7 Hz) ， 6.66 (IH ， 
dd ， J == 8.4， 5.0 Hz) ， 6.01 (IH ， ddt ， J == 17.2 ， 10 .5， 6.0 Hz) ， 5.92 
(IH ， ddt ， J == 17.0 ， 10 .2， 6.3 Hz) ， 5.4 2 (IH ， dd ， J == 17.0 ，2.6 Hz) ， 
5.34 (IH ， d， J == 1. 0.5 Hz) ， 5.00 (IH ， dd ， J == 10.2 ， 3.0 Hz) ， 4.92 
(IH ， dd ， J == 17.0 ， 3.4 Hz) ， 4.86 (2H ， dt ， J == 6.0 ， 1. 4 Hz) ， 3.64 
(2H ， br d， J == 6.2 Hz); J3C NMR (125 MHz ， CDCI 3) d 170.4 (d ， 
JC f' == 2 Hz) ， 15 1. 0 (d ， JC f' == 12 Hz) ， 150 .4 (d ， JJC f' == 243 Hz) ， 
137.7 (d ， JC f' == 5 Hz) ， 137.3 ， 13 1. 0， 12 1. 2 (d ， JC f' == 6 Hz) ， 12 1. 2 
(d ， JC f' == 6 Hz) ， 120.1 (d ， JC f' == 13 Hz) ， 120.0 ， 115.6 ，66.8 ， 39.7; 
J9p" NMR (470 MHz ， CDCh)δ-138.8 (dd ， J == 9.9 ， 4.5 Hz); 
HRMS (E SI- TO 町 m/z calcd for C J3 HJ3F4Na03 (M + Na+) 
259.0746 ， found 259.0759. 

3・Fluoro ・2・methoxy-6 ・(2 ・propenyl)benzoic Acid 2-Propenyl 
Ester (17). To a soIution of 16 (481 mg ， 2.04 moI) in acetone (4.0 
mL)， potassium carbonat 巴 (366 mg ， 2.65 mmoI) ， and methyI iodide 
(1. 27 mL， 20 .4 mmoI) were adde 
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(500 MHz ， CDCI 3)δ7.10 (2H ， dd ， J == 11 ム 8.3 Hz) ， 6.92 (2H ， 
dd ， J == 8.6 ，4.6 Hz) ， 5.90 (l H， ddt ， J == 17.0 ， 10.0 ， 6.3 Hz) ， 5.05 
(IH ， d， J == 10.3 Hz) ， 5.04 (IH ， d， J == 17 .2 Hz) ， 3.98 (3H ， d， J == 
1. 7 Hz) ， 3.4 7 (2H ， br d， J == 6.9 Hz); IR (fi Im) 3503 ， 2946 ， 2654 ， 
2361 ，1707 ，1640 ，1606 ，1559 ，1491 ，1462 ，1425 ，1280 ， 1199 ， 1164 ， 
1141 ， 1042 ， 994 ， 968 ， 921 ， 820 ， 768 ， 708 ， 668 cm 一J; J3C NMR 
(125 MHz ， CDCh)δ17 1.7， 153.7 (d ， JJC f' = 246 Hz) ， 145.1 (d ， 
JC f' = 13 Hz) ， 136.0 ， 134 .4 (d ， JC f' = 4 Hz) ， 127.6 ， 125.1 (d ， JC f' = 
7 Hz) ， 118.6 (d ， JC f' = 18 Hz) ， 116.7 ， 62.2 (d ， JC f' = 6 Hz) ， 37.3; 
lや NMR (470 MHz ， CDCI 3)δ-133.1 (br dq ， J = 10.8 ， 2.2 Hz); 
HRMS (E SI-TO 町 mlz calculated for C J JH J{) F0 3 (M -H-) 209.0613 ， 
found 209.0639. 

3・Fluoro ・2・methoxy ・6・(2 ・propenyl) ・benzo iC acid (IS ，3R ，4S) ・

3・(me 曲oxymethoxy)-1 ・[2-[(4 ・methoxyphenyl)methoxy]ethyl] ・4-
methyl-6 ・heptenyl Ester (18). To a stirred soIution of triphe-
nylphosphine (254 mg ， 0.97 mmoI) ， 7 (0.86 mmol) ， and 9ρ54 
mg ， 0.72 mmoI) in ether (3.6 mL)， DEAD (40% in toluene ， 0.44 
mL， 0.97 mmoI) was added at 0 oC. After being stirred at room 
temperature for 36 min ， the reaction mixture was quenched with 
saturated aqueous N H4 CI at 0 oC and ex 位acted with eth 巴，r. 百le
organic Iayer was washed with saturated aqueous N H4 CI ， water ， 
and brine ， dried over MgS0 4， fi 1t ered ， and concentrated und 巴1・

reduαd pressure 百le residue was purified by fiash silica gel column 
chromatography (10:1 to 5:1 hexane/ethyl ac 巴tate) to afford 18 (368 
mg ， 0.68 mmoI ， 91 %) as a pale greenish-yeIIow oi l. [α]0 27 +3.63 
(c 0.32 ， CHCh); Rr == 0.50 (3:1 hex 姐 e/ethyl acetate); IR (fi Im) 
2935 ，1727 ，1640 ， 1613 ， 1514 ， 1490 ， 1458 ， 1442 ， 1421 ， 1362 ， 1275 ， 
1248 ， 1197 ， 1173 ， 1155 ， 1139 ， 1097 ， 1039 ，995 ，975 ，917 ，820 
cm- J; JH NMR (500 MHz ， CDCI 3)δ7.25 (2H ， d. J = 8.6 Hz) ， 
7.03 (IH ， dd ， J = 11. 2， 8.5 Hz) ， 6.87-6.82 (3H ， m) ， 5.88 (IH ， 
ddt ， J == 17.0 ， 10.2 ，6.4 Hz) ， 5.71 (IH ， ddt ， J = 17.0 ， 10.0 ，7.0 
Hz) ， 5.4 2 (l H， dddd ， J = 6.2 ， 6.0 ， 6.0 ， 6.0 ， 6.0 Hz ， HI5) ， 5.05 
(IH ， dd ， J = 10.2 ， 3.0 Hz) ， 5.00 (IH ， dd ， J = 17.0 ， 3.3 Hz) ， 4.94 
(IH ， dd ， J = 17.2 ， 3.2 Hz) ， 4.90 (IH ， dd ， J = 10.0 ， 1. 9 Hz) ， 4.68 
(IH ， d， J = 6.9 Hz) ， 4.66 (IH ， d， J = 6.9 Hz) ， 4.4 5 (IH ， d， J = 
11. 5 Hz) ， 4.4 1 (IH ， d， J = 11. 5 Hz) ， 3.90 (3H ， d， J == 2.0 Hz ， 
ーOMe) ，3.78 (3H ， s) ， 3.61 (IH ， ddd ， J = 9.5 ， 8.4， 5.9 Hz ， HI7a) ， 
3.60 (IH ， dt ， J = 10.0 ， 3.6 Hz ， H1 3) ， 3.5 5 (IH ， ddd ， J == 9.5 ， 6.9 ， 
6.9 Hz ， H17b) ， 3.38 (3H ， s) ， 3.30 (2H ， br d， J = 6.4 Hz) ， 3.30 (2H ， 
br d， J = 6.4 Hz) ， 2.05 (IH ， ddd ， J = 13.9 ， 6.6 Hz ， H11a) ， 2.03 
(IH ， ddd ， J == 14.0 ， 6.0 6.0 Hz ，日16a) ，1. 97 (IH ， ddd ， J = 14.0 ， 
6.9 ，5.7 Hz ， H1 6b) ， 1. 93- 1. 85 (IH ， m ， H1 2) ， 1. 8 
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2.2 Hz ， H9) ， 4.84 (IH ， d， 1 = 6.9 Hz) ， 4.76 (IH ， d， 1 = 6.9 Hz) ， 
4.4 5 (2H ， s) ， 4.06 (IH ， dd ， 1 = 9.5 ， 3.7 Hz ， H13) ， 3.82 (3H ， d， 1 
= 1. 9 Hz) ， 3.78 (3H ， s) ， 3.63 (IH ， br dd ， 1 = 16.4， 10.0 Hz ， H8a) ， 
3.61 (2H ， t，dd ， 1 = 6.7 ， 6.7 Hz ， HI7) ， 3.4 1 (3H ， s) ， 3.28 (IH ， ddt ， 
1 = 16.4， 4.6 ，2.6 Hz ， H8b) ， 2.28 (IH ， br ddd ， 1 = 14.0 ， 5.7 ， 3.3 
Hz ， H1 1a) ， 2.17-2.06 (1 H， m ， HI2) ， 2.01 (IH ， dddd ， 1 = 14 .2， 
8.3 ，6.0 ，6.0 Hz ， HI6a) ， 1. 90 (IH ， dddd ， 1 = 14.2 ，7.2 ，7.2， 4.6 Hz ， 
H1 6b) ， 1. 72 (IH ， dd ， 1 = 15.6 ， 8.9 Hz ， HI4a) ， 1. 68 (IH ， dd ， 1 = 
14.1 ， 11. 6 Hz ， H11b) ， 1.4 6 (IH ， dd ， 1 = 15.5 ， 9.5 ， HI4b) ， 0.84 
(3H ， d， 1 = 6.9); 13C NMR (1 25 MHz ， CDCh)δ166.9 ， 159.1 ， 
153.6x (d ， 11 cF = 246 Hz) ， 144.7 (1cr = 12 Hz) ， 134.1 ， 13 1. 5 (1 cr 
= 2 Hz) ， 130.6 ， 130.2 ， 129.1 ， 128.3 ， 125 .5 (1 CF = 7 Hz) ， 117.1 
(1 CF = 19 Hz) ， 113.7 ， 96.8 ， 79.3 ， 72.8 ， 72.6 ， 66.3 ， 61. 6 (J cr = 7 
Hz) ， 55.6 ， 55.3 ， 37.7 ， 37.3 ， 36.4， 35.5 ， 34.0 ， 13 .4; 19F NMR (470 
MHz ， CDCh)δ-133.0 (br ddq ， 1 = 11. 7，4.5 ， 1. 8 Hz); HRMS 
但SI- TOF) mlz ca 1c d for C29H37FNa07σ t1 + Na+) 539.2421 ， found 
539.2426. 

(3S ，5R ，6S ，8E) ・3，4，5，6，7，10 ・Hexahydro ・3・0・hydroxyethy l) -13-
fluoro ・14 ・methoxy ふ (methoxymethoxy) ・6・methyl ・1 H ふ benzox-
acyclododecin-1-one (20). To a solution of 19 (296 mg ， 0.5 7 mmo1) 
and water (0.57 mL) in dichloromethane (1 1 mL)， 2，3-dichloro-
5，6-dicyano-p “be Il zoquinone (182 mg ， 0，80 mmol) was added at 0 
oC. After being stirred at room temperature for 53 min ，出ereaction
rnixture was quenched with saturated aqueous NaHC0 3 and 
saturatedaqueous Na2S203 at 0 oC ， and 巴xtracted with ether. The 
organic 1ayer was washed with saturated aqu 巴ous Na2S203 ， wat 巴r，
and brine ， dried over Na2S04 ， fi It rated ， and conc 巴Il trated under 
reduced pressure.τ 'h e residue was purified by fiash silica gel column 
chromatography (3: 1 to 1: 1 hexane/ethy 1 acetate) to afford 20 (220 
mg ， 0.55 mmol ， 97%) as a pa1e bright-yellow oi1 (1 0:1 rnixture of 
E:Z isomers at C9). [α]0 27 -37.8 (c 0.26 ， CHCh); Rr = 0.29 (1:1 
hexane/ethyl acetate); IR (自加 )3441 ，2954 ，1725 ，1605 ，1489 ，1457 ，
1417 ，1382 ，1348 ，1275 ，1231 ，1197 ，1155 ，1142 ， 1102 ， 1041 ，975 ， 
917 ，822 ，717 cm- I; IH NMR (500 MHz ， CDCh)δ6.98 (IH ， dd ， 
1 = 11 .5， 8.5 Hz) ， 6.80 (IH ， dd ， 1 = 8.4， 4.5 Hz) ， 5.4 8 (IH ， dddd ， 
1 = 8.5， 8.5 ，4.7 ，4.7 Hz ， HI5) ， 5.4 6 (IH ， ddt ， 1 = 15.2 ， 11. 5，2.6 
Hz ， H 1O)， 5.30 (IH ， ddt ， 1 = 15.2 ， 9ム 2.2 Hz ， H9) ， 4.85 (IH ， d， 
1 = 6.8 Hz) ， 4.80 (IH ， d， 1 = 6.8 Hz) ， 4.08 (IH ， dd ， 1 = 9.4， 3.4 
Hz ， H13) ， 3.92 (3H ， d， 1 = 2.0 Hz) ， 3.82 (IH ， ddd ， 1 = 11. 6， 7.7 ， 
4.4 Hz ， HI7a) ， 3.75 (IH ， ddd ， 1 = 11.2 ，6.0 ，5.3 Hz ， HI7b) ， 3.63 
(IH ， dd ， 1 = 16.5 ，9.6 Hz ， H8a) ， 3.4 3 (3H ， s) ， 3.29 (IH ， dddd ， 1 = 
16 .5， 4.2 ， 2.4， 2.4 Hz 
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(32 mL)， and the suspension was poured into a mixture of e血er
(12 mL) and water (36 mL) at 0 oc. The organic layer was 
sep 創:ated ，washed with saturated aqneous Na2S203 ， saturated 
aqueous NaHC03 ， water ， and brine ， dried over Na2S04 ， fiI tered ， 
and concentrated under reduc 巴d pr 巴ssure. 百le residue was purifi 巴d
by fiash silica gel column chromatography (15:1 to 5:1 hexanel 
巴血yl acetate) to afford 21 (221 mg ， 0.4 3 mmol ， 80%) as a pale-
yellow oiI (3.3:1 rnixture of E:Z isomers at CI7). [α]0 27 -84.5 (c 
0.21 ， CHCI 3); Rr = 0.49 (3:1 hexane/ethyl acetate); IR (film) 2955 ， 
2932 ，1727 ，1606 ，1489 ，1456 ，1426 ，1417 ，1382 ，1347 ， 1273 ， 1230 ， 
1196 ，1155 ，1139 ，1102 ，1042 ，975 ，917 ，821 ，811 cm- I; IH NMR 
(500 MHz ， CDCh) d 6.99 (IH ， dd ， 1 = 11. 5，8.5 Hz) ， 6.78 (IH ， 
dd ， 1 = 8.5， 4.4 Hz) ， 6.69 (IH ， ddd ， 1 = 14 .4， 8.2 ， 6.2 Hz ， H17) ， 
6.15 (IH ， d， 1 = 14 .5 Hz ， HI8) ， 5.4 5 (IH ， dddd ， 1 = 14.8 ， 11. 4， 
2.7 ，2.7 Hz ， HI0) ， 5.33 (IH ， ddd ， 1= 8.3 ， 8.3 ， 4.6 Hz ， HI5) ， 5.28 
(IH ，dddd ， 1 = 15.2 ， 9.6 ， 2.1 ， 2.1 Hz ， H9) ， 4.85 (IH ， d， 1 = 6.7 
Hz) ， 4.78 (IH ， d， 1 = 6.7 Hz) ， 4.05 (IH ， dd ， 1 = 9.4， 3.7 Hz ， 
H13) ， 3.96 (3H ， d， 1 = 2.0 Hz) ， 3.62 (IH ， dd ， 1 = 16.3 ， 9.5 Hz ， 
H8a) ， 3.4 3 (3H ， s) ， 3.28 (1 H， dddd ， 1 = 16.4， 3.9 ， 2.4， 2.4 Hz ， 
H8b) ， 2.4 5 (1 H， dddd ， 1= 14.6 ，8.0 ，6.3 ， 15Hz ， H1 6a) ， 2.3 3 (1 H， 
dddd ， 1 = 14.9 ， 8.2 ， 4.6 ， 0.9 Hz ， HI6b) ， 2.29 (l H， br d， 1 = 14.2 
Hz ， H11a) ， 2.17-2.07 (IH ， m ，日12) ，1. 68 (dd ， 1 = 15.1 ， 8.6 Hz ， 
HI4a) ， 1. 67 (IH ， ddd ， 1 = 14.2 ， 11. 5， 11. 5 Hz ， H11b) ， 1. 40 (IH ， 
dd ， 1 = 15 .4， 9.5 Hz ， HI4b) ， 0.84 (3H ， d， 1 = 6.9 Hz); 13C NMR 
(125 MHz ， CDCI 3)δ166.9 (d ， 1cr = 4 Hz) ， 153.6 (d ， 11( じr= 246 
Hz) ， 144.8 (d ， 1cr = 12 Hz) ， 14 1. 71 ， 13 6.9， 134.1 (d ， 1cr = 5 Hz) ， 
13 1. 5，128.3 ， 125 .4 (d ， 1CF = 7 Hz) ， 117.2 (d ， 1CF = 19 Hz) ， 97 .1， 
79 .4，77. 6，73.8 ，61. 9 (d ， 1CF = 7 Hz) ， 55.7 ，42 .4， 37 ム37.2 ，35.1 ，
34.1 ， 13.3; 19p NMR (470 MHz ， CDCI 3)δ-132.7 (ddq ，1= 11.3， 
4ム 2.4 Hz); HRMS 但SI-TO 町 mlz ca 1c d for C22H2sFINaOs (M 
+ Na+) 54 1. 0863 ， found 54 1. 088 1. 

(3S ，5R ，6S ，8E) 聞3，4，5，6，7，10 ・Hexahydro-13- 姐uoro ・3-(σ3 開i句odo-2 圃

pro 叩peny 刊刊1) -14-hydroxy-5 ・(methoxymethoxy) 開6 ・methyl- 1H・ 2 ・ben ・

zoxacyclododecin ・1・one (22). To a vigorously stirred solution of 
21 (211 mg ， 0.4 1 mmol) in dichloromethane (45 mL)， a solution 
of 紅ibromoborane 泊 dichlorome 血.ane (1. 0 M ， 1. 06 mL， 1. 06 mmo1) 
was added at -78 oC. After being stirred at ー78 oC for 65 min ， 
the reaction mixture was allowed to W a:I・ m up to room temperature ， 
血巴n quenched with ice-cold water (70 mL) at -5 oC 岨 d extract 巴d
with dichloromethane. The organic layer was washed with brine ， 
dried over Na2S04 ， fi It ered ， and concentrated under reduce 
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carboxy1ate (19 mg ，' 0.10 mmo1) ， a solution of (2Z ，42 り-2 ，4-
heptadienamide 8 (75 mg ， 0后ommo1) and 2，2'-bipyridineρOmg ， 
0.12 mmo1) in DMA (0.9 mL)， which was dried over MS4A ， and 
then the resu1ting mixture was immediate1y degassed until no 
bubb1es w巴:r e found. After being stirred for 30 min at room 
temperat 町 e wi 也 light shie1ding ， a solution of 23 (44 mg ， 0.10 
mmo1) in DMA (0.6 mL)， which was chied over MS4A ， was added 
叩 d 也e resulting solution was immediate1y degassed until no 
bubb1es were found. Aft 巴rbeing stiITed for 1 h at 90 oC with light 
shie1ding ，出e reaction solution was diluted with e血er at room 
temperatur ，且nd was quenched with pH 7.0 phosphate buffer at 0 
。C. The organic 1ayer was sep 紅 ated ，washed with pH 7.0 phosphat 巴

buffer ， water and brine ， and dried over Na2S04 ， fi1tered ， and 
concentrated under reduced pressure. The residue was purifi 巴d by 
fiash silica gel colurnn chromatography (hexane/ethy1 ace 泊陰口

311 to 1β) to afford the roughly purified substance (58.3 mg) ， which 
was purifi 巴d by the preparative HPLC to afford salicylihalamide 
A (la) (1 0.1 mg ， 0.023 mo1 ， 23%) and salicyliha1amide B (lb) 
(11 .4 mg ， 0.026 mmo1 ， 26%) as a co10rless wax ， respectiv 巴1y.HPLC
conditions: co1urnn: COSMOS lL 5C 18-MS-ll (N ACALAI TESQUE ， 
町 Cふ 10 mm x 250 mm; detection:λ= 280 nm; fiow rate: 2.0 
mL /min; e1ution with a gradient solvent system: MeO H/H 20 = 7/3， 
0-100 min: MeOH /H 20 = 7/3 → MeOH ， 100-120 min: MeOH ， 
120-140 min; 百le tR of salicylili a1 amide A (la) and sa1 icy1ilia1a-
mide B (lb) were 64.2 and 81. 0 min ， respective1y. 

la. [α]0 19 = -32.6 (c 0.1 69 ， MeOH); Rr 0.25 (hexane/ethy1 
acetate = 111); IR (員 1m) 3285 ， 2964 ， 1700 ， 1653 ， 1589 ， 1523 ， 1464 ， 
1293 ， 1248 ， 1216 ， 1123 ， 1066 ， 971 cm- 1; 1H NMR (500 MHz ， 
C 6D 6)δ1 1. 5 (IH ， br ， C3-0H) ， 7.93 (IH ， brdd ，J= 11. 4， 11. 4 Hz ， 
H22) ， 7.12 (IH ， dd ， J = 14.3 ， 10.9 Hz ， H18) ， 6.99-6.94 (2H ， m ， 
H4 剖ld H5) ， 6.62 (IH ， dd ， J = 11. 6， 11. 6 Hz ， H21) ， 6.5 0 (1H ， br 
d， -NH) ， 6.4 8 (1H ， dd ， J = 6.6 ， 2.3 Hz ， H6) ， 5.62 (IH ， ddddd ， J 
= 10.8 ， 7.7 ， 7.7 ，1.3， 1.3 Hz ， H23) ， 5.54(IH ， ddd ， J = 10.0 ， 6.6 ， 
6.6 Hz ， H15) ， 5.28 (lH ， ddd ， J = 15 .5， 4.3 ，4.3 Hz ， H9) ， 5.10 (1 H， 
br d， J = 10.9 Hz ， H20) ， 5.05 (lH ， br ddd ， J = 14.6 ， 6.9 ， 6.9 Hz ， 
H10) ， 4.77 (IH ， br ddd ， J= 14.3 ，7.2 ，7.2 Hz ， Hl 7) ， 3.62 (1 H， br 
dd ， J = 16 .5， 5.3 Hz ， H8a) ， 3.44 (lH ， dd ， J = 8.3 ， 2.9 Hz ， H13) ， 
3.32 (IH ， br d， J = 16.0 Hz ， H8b) ， 2.17 (IH ， ddd ， J = 14.0 ，7.2 ， 
7.2 Hz ， H16a) ， 2.12 (IH ， ddd ， J = 12.3 ，5.7 ， 5.7 Hz ， H11a) ， 2.05 
(IH ， ddd ， J = 14.0 ， 6.9 ， 6.9 Hz ， H16b) ， 1. 97 (2H ， tdd ， J = 7.6 ， 
7.6 ， 1.4 Hz ， H24) ， 1. 66 (IH ， dd ， J = 15.1 ， 10.8 Hz ， H14a) ， 1. 62 
(IH ， dd ， J 
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4_ 19 F・Salicylihalarnide A (6a) and B (6b). N ，N'-dimethyl 
acet 阻 ride (D MA) used 泊由is r，ω.ction was degassed by 企eeze-thaw
method over 10 times. Rb 2C0 3 (139 mg ， 0.60 mmol) in a Schl 巴nk
fiask was dried by heating with a drier under reduced pressure for 
15 min. After cooling to room temperature ， copper(I) 也iophen-
ecarboxylate (19 mg ， 0.10 mmol) was added in glove box. A 
solution of (2Z ，42り-2 ，4-heptadienamide 8 (75 mg ， 0.60 mmo1) and 
2，2'-bipyridine (20 mg ， 0.12 mmol) in DMA (0.7 mL)， which was 
dIi ed over MS4A ， was added and the resu1ting mixture was 
immediately degassed over and over again until no bubbles were 
found. After being st iIT ed for 30 min at room temperature with 
light shielding ， a solution of of 22 (46 mg ， 0.10 mmol) in DMA 
(0.7 mL)， which was chied over MS4A ， was added and 白巴 resulting
solution was imffii 巴diately degassed over and over again until no 
bubbles were found. Atier being st iI Ted for 1 h at 90 oC with light 
shie1ding ， the reaction rnixture was diluted with 巴ther at room 
temperature and was quench 巴d with pH 7.0 phosphate buffer at 0 
oC. 百le orga 凶c layer was sep 紅ated ，washed with pH 7.0 phosphate 
buffer ， water and brine ， and dt ・i巴d over Na2S04 ， fi 1t rered ， and 
concentrated under reduced pressure. The residue was purified by 
fiash silica ge1 column chromatography (3:1 to 1:3 hexan 巴/ethyl
acetate) to afford the roughly purified substance (29 mg) ， which 
was purified by 白e prepara 姐ve HPLC to afford 4s F-s a1 icylih a1 a-
rnide A (6a) (7 .1 mg ， 0.015 mol ， 15%) and 4- 19p -s a1 icylihalamide 
B (6b) (10.1 mg ， 0.022 mmo1 ， 22%) as a colo r1 ess wax ， respectively. 
HPLC conditions: column: COSMOSIL 5C 1S -MSII ， 10 mm x 250 
mm; detection: 280 nm; fiow rate: 2.0 m Ll min ， eluen t: 70:30 
MeO H/H 20， 100 min ， 70:30 → 100:0 ， 20 min ， 100:0 ， 30 rnin. The 
retention times (t R) of 6a and 6b wer ，巴 63 .4 and 73 .4 rnin 司

r巴spectively. 6a: [α]0 28 -50.0 (c 0.213 ， MeOH); Rr = 0.34 (1:1 
hexane/ethyl acetate);λmax (M eOH) 282 nm (ε= 26200); IR (film) 
3281 ，2963 ，2931 ，1691 ，1656 ，1611 ，1492 ，1461 ，1288 ， 1248 ， 1218 ， 
1138 ，1081 ，1027 ，971 ，820 ，678 cm- 1; 1H NMR (500 MHz ， C 6D 6) 

δ10 .5 (IH ， br ， C3-0H) ， 7.91 (IH ， br dd ， J = 11. 5， 11. 5 Hz ， H22) ， 
7.08 (IH ， dd ， J = 14.3 ， 10: 6 Hz ， H18) ， 6.72 (IH ， dd ， J = 9.7 ， 8.3 
Hz ， H5) ， 6.61 (lH ， ddd ， J = 11. 5， 11. 5， 0.9 Hz ， H21) ， 6.56 (lH ， br 
s， -NH) ， 6.19 (IH ， dd ， J = 8.3 ，4.6 Hz ， H6) ， 5.63 (IH ， ddddd ， J 
=10 ム 7.7 ，7.7 ， 1.3， 1.3 Hz ， H23) ， 5.5 3 (IH ， m ， H15) ， 5.23 (IH ， 
ddd ， J = 15 .5， 4.7 ，4.7 Hz ， H9) ， 5.10 (1 H， br d， J = 11. 5 Hz ， 
H20) ， 5.13-5.03 (IH ， m ， H10) ， 5.05 (IH ， br ddd ， J = 14 ム 6.9 ，
6.9 Hz ， H lO)， 4. 
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118.3 (d ， Jcr = 17 Hz) ， 105.2 ， 76.2 ， 71.3， 38.5 ， 38.3 ， 37.8 ， 36.3 ， 
31. 9， 20.8 ， 14.0 ， 13.6 (3 of 血巴 SP2 carbons were obserded); 19F 
NMR (470 MHz ， C6D6) d -138 .4 (s); HRMS 但SI-TO 町 mlz ca Jc d 
for C26H32FNNa05 (M + Na+) 480.2162 ， found 480.2162. 

Bi ology. Materials. A Il也巴 chemical used in 血is study were 
commercially av 泊lable special grade on 巴:s without further 位'eatmen t.
Water was purified with a Mi llipore Simpli Laboratory system 
(Millipore Inc. ， Bedford ， MA) and used withi l1 a few hours. 百1e
fo Il owing reagents used in 血is protocol were as fo Il ows: 5MB 
buffer (0.3 M sucrose ， 5 mM EDTA ， 10 mM MOPS and pH 7.5 
wi 仕1 NaOH) ， pepstatin A (1 0 mg/ mL in eth 剖101) ，leupeptin (10 
mg/ mL in e血組01) ，reactio l1 medium for proton pump assay (0 .3 
M sucrose ， 40 mM KC1 ， 5 mM位 icine ，and pH 8.0 with NaOH) ， 
9-amino 田6-chloro-2-methoxyacridine (ACMA) (0.1 M in ethanol) ， 
yalinomyci l1 (1 mg/ mL il1 e血anol) ，MgATP (0.1 M aq al1 d pH 7.5 
with N 且OH) ，and carbonyl cyanide p-trifiuorom 巴thoxypheny Il1 y-
也:azoneσCCP) (1 mM in etha l1 01) ， Hanks' balanced salt solutions 
(HBSS) (137 mM NaCl ， 5.3 mM KC1 ， 1.3 mM CaCh ， 0.82 mM 
MgS0 4， 0.34 mM Na2HP04 ， 4.2 mM KH 2P04 ， 4.2 mM NaHC0 3， 
5.6 m M  glucos 巴， 15 mM HEPES (4-(2-hydroxye 血yl)-I-pipera-
zineethanesulfo l1 ic acid) pH 7.4 with NaOH). 

Assay of Synthesized Salicylihalamides Using Simian 
Kidney Cell. Simian (Cercopithecus aethiops) kidney COS-7 cells 
were maintained in Dulb 巴cco's modified Ea gle medium containing 
10% fetal calf serum at 37 oC in 5% CO 2/95% air with a CO 2 
incubator?S 百四 ce l1 s were seeded on P01Y-L-lysine coated cover-
slips. After overnight culture ， the sY l1 thesized salicylihalamide was 
added into the culture media to give a final concentration of 1μM ， 
al1 d incubated at 37 oC for 5 h. The l1， the cells were loaded with 
pH indicator LysoSensor Green DND-189 (Invitrogen ， Molecular 
probes )29 at a final concentration of 1μM. After 1 min ， an excess 
of the il1 dicator was washed out with HBSS. Th 巴 C巴11s were 
observed using a fiuorescence microscop 巴， and images were 
acquired using a cooled CCD camera. For tryptan blue exclusion 
test ， the intact or drug-treated cells were soaked il1 phosphate 
buiIered saline containi l1 g 0.3% 位ypan bl l1 e. The ce l1 s were 
observed with bright-field and phase-contrast microscope. 

Preparation of Chroma 館 n Granule Membranes (CGM) 
from Porcine Adrenal Glands. Preparation of chromaffin granule 
membranes (CGM) from porcine adrenal glands was operated 
according to refs 30 ， 31 in which the prep 紅 atio
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dil l1 ted into 1.8 mL of the MOPS solution (20 mM MOPS ， pH 7.5 
with NaOH ， 25% glycerol ， 5 mM Na2ATP ， 5 mM mO l1 othioglyc-
erol ， and 10μg/ mL of the protease inhibitors). The resulting solution 
cO l1 tai l1 ed 4-8 mg of 也巴 membrane prot 巴ins il1 cluding V-ATPase ， 

judgi l1 g from both the quantitative determination ofthe total protein 
concentratio l1' by 血e BCA assay ， and the Western blotting with 
吐1e antibody against subunit b on th 巴 V，domain of V-ATPase. 
Theprep 紅 ed CGM was suspended at the protein concentration of 
5 mg/ mL in the MOPS sol l1 tio l1 and kept frozen at -80 oC. 

Assay of Synthetic Salicylihalamides in the Inhibitory 
Activity against Chromaffin Granule Membrane V-ATPase. 百1恐E 
m 巴ωas釦ure 巴巴m 巴聞nt 0ぱf 百伽uores 鈎c巴印ncω 巴 quenching of 9-ami 如no-6-ch l<吐loro-2 与-
m冶凶巴ethoxyacridi 泊ne (ACMA) as an indicator for p戸IrotωO ∞nu即ptak 恥.e into 
them 巴mb伽，ran 巴vesicles was employed?' To a 2 -mL of the reaction 
medium for proton pump assay ， chromaffin granule membranes 
仕om porci l1 e adre l1 al glands containing 50μg of protein ， 4.0μL 
of 1. 0 M ACMA ， and 0.67μL of va1 il1 omyci l1 were added ， and the 
resulting solution was il1 cubated at 37 oC for 10 mi l1. A solutio l1 

ofthe synthesized salicylihalamide in DMSO (prep 紅吋 to give 0.1 % 
final concentration of DMSO) was added and incubated at 37 oC 
for 3 min ， and 血en 10μL of 0.1 M MgATP was added and 
incubated for 2 min. The protO l1 gradients made by the V-ATPases 
in the membranes were canceled by addition of 3.4 μL of 1 mM 
FCCP.τ 'h e fiuorescence quenching in the presence of MgAτ 'P was 
monitored by a spectrofiuorom 巴ter with an 巴:x citation wave1ength 
of 412 nm 組 d emission at 480 nm. 百1e initi a1 rate of quenching 
was estimated as the slope of 由巴 quenching h~ce pertormed on 
sets of 20 points (20 s of quenching trace) and is expr 巴ssed as 血e
rate of que l1 ching/min. 百1e proton 紅ansport acti vity is expressed 
as the percentage versus DMSO-matched controls with standard 
deviation from 位iplicate experiments. IC 50 values were obtained 
graphically by plotting the percent activity ofproton 仕組sport versus 
th 巴log values of the inhibitor concentrations. 
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