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第一章序論

ト1.ポリエン系抗真菌薬

真菌による感染症(真菌症)とは、真菌が宿主の皮膚や体内に侵入、定着し

て宿主に障害を与えている状態を指す。真菌は本来感染力が弱いため、皮膚へ

の感染以外で健常者への感染は少ない。現在のところ、水虫以外はなじみの薄

い真菌症だが，先進国では近年増加傾向にある。これは、医療の発達による老

齢者の増大、悪性腫蕩患者の増大とそれに伴う抗がん剤の投与などによる生体

防御機構の撹乱と免疫力の低下、カテーテル治療や臓器移植の際に用いられる

免疫抑制剤による免疫力の低下、ステロイド投与などによる日和見感染として

の真菌症が世界的に増加しているためである。また、 AIDS もその一因となって

し¥る。

抗真菌薬は、細胞の分裂を限害することで真菌の増殖を抑えたり、殺したり

するのが基本となる。このとき優れた薬としては、ヒトの正常細胞に影響を与

えることなく、"選択的に"真菌に作用しなければならない。しかしながら、真

菌はヒトと同じ真核生物であり、細胞の構造や代謝系統が類似しているため真

菌のみに選択毒性を示す抗真菌薬の開発は一般的に困難が伴う。現在使用され

ている抗真菌薬として、ポリエン系、アゾール系、ピリミジン系、アリルアミ

ン系、モルブオリン系などが存在するが、中でもポリエン系抗生物質は強く幅

広い抗真菌活性を有する重要な化合物群である。これらは、土壌放線菌により

生産され、 1951 年に最初の例であるナイスタチンが発見されて以来 1) 、数多く

の類縁体が報告されている(図ト 1?-7) 。ポリエン系抗生物質は優れた抗真菌剤で

あるが、難水溶性と強い毒性(副作用)のため、医療では主として局所的な使用に

限定されている。現在、この中で全身性感染症の治療に用いられているのはア

ンフォテリシン B( AmB)が唯一であり、静脈注射による深在性真菌症の治療に欠

くことのできない医薬品となっている 8) 。

現在市販されているAmB製剤は数種類あるが、それらはAmBをリン脂質や

界面活性剤と混合させることで親水性を向上させ、血液中のAmB濃度を高める

ことでその作用を増強している則的。しかし、的 vivo における副作用(腎毒性)は

依然として強く、問題となっている 11) 。hnB の毒性軽減と水溶性向上は化学誘

導からも研究が進められており、 in vi 的実験で良好な結果を示す誘導体もある

程度報告されている 12-15) 。しかし、不安定なポリエンマクロライド抗生物質の

化学誘導や精製は一般に困難であり、今のところ製剤化には至っていない。
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1-2 . A mB の分子構造およびイオンチャネノレの推定構造

AmB は 1956 年に土壌放線菌 Slreptomyces nodosus から単概され 16) 、その構造

は 1971 年にがヨード、アセチノレ誘導体のX 線結晶構造解析により決定された 17 )。

AmB の構造上の特徴と しては、38 貝環のポリエンマクロライ ド化合物であるこ

と、片側に疎水的な共役へプタエンを有し、反対似uに親水的なポリオーノレが存

存するという 両親媒構造であること、また、分子長軸方向の片側にカノレボキシ

/レ基とマ イコサミンを有する両性イオン化合物であることなどが挙げられる。

このような構造的特徴に加え、膜の透過性充進を引き起こす作用もある こと

から、Am B は脂質一重膜を貫通したイオン透過性チャネfレまたはポアを形成す

ることが推定されており、このイオンチャネル構造と して、1974 年に Demel ら

によって提唱された樽板モデルが広く受け入れられてきた 18)( 図 1-2) 。このそデ

ノレでは、 6~ IO 分子のAmBがステローノレと犬に会合し、親水性のポリオーノレ部

分を内側に|白! け、 正車水性のポリエン部分を外側の脂質分子に向けて配列してい

ると考えられている。また、 Am B チャネノレはグ‘ルコースより小さ な分子は通す

が、グルコースより大きな分子は通さないこと、グルコースは透過速度がかな

り遅いことから、チャネルの内径はグ/レコース分子の大きさとほぼ同じ約 8A で

あると考えられている 11

リン脂質

ステロール

図 1-2. AmB 会合体の樽紋モデル
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1・3. AmBのステローノレ選択性

AmBは膜含有ステロールの相違によって選択毒性を発現している事から、イ

オン透過性のチャネル複合体を形成する時にステロールを分子認識していると

考えられる。つまり、AmBはコレステロールに比べてエルゴ、ステロールと強く

相互作用し、その結果エルゴ、ステロール含有膜中で、チャネル複合体を安定化し、

毒性が強く発現する。 1975 年、Ar cher らは、エルゴステロールおよびコレステ

ロールをそれぞれ含有した培地で、育てたマイコプラズマのAmBに対する感受性

の調査をしたところ、エルゴステロールを含む培地のマイコプラズマでより大

きな K+ 透過活性が確認された 20) 。この結果は、細胞膜ステローノレの差が、真菌

選択性に関与していることを支持している。また、 1982 年、 Bittman らはステロ

ールを 33% 含有する卵黄フオスファチジノレコリン(E ggP C) リポソームに対する

AmBの結合定数をスキャッチヤードプロットにより算出したところ、コレステ

ロール含有膜で、は Ka= 5.2 + 1. 4 x 10 4、エルゴステロール含有膜で、は Ka= 6.9 土1. 1

X 10 5 となり、エノレゴステロール含有膜のほうが 10 倍ほど大きいと報告してい

る 21) 。

コレステロール

Ka: 5.2 士1.4 x10 4

エルコステロール

Ka: 6.9:!:1.1 x 10 5 

図 1-3. 膜含有ステロールの構造とAmBとの親和性 (Ka)

8 



以上の実験結果から、膜含有ステロールとしてエルゴステロールを持つ真菌

細胞膜においてAmB・ステロール会合体が形成されやすいため真菌に対して選

択毒性を持つという解釈は現在広く支持されている。しかし、AmB-ステロール

会合体形成を証明する実験的証拠は得られておらず、推測の域を出ていない。

なぜなら、脂質膜中での分子複合体は生成と崩壊を繰り返すダイナミックな過

程であることが多く、 X 線結晶構造解析や溶液 NMR といった手法の適用が困難

なためである。この複合体構造の存在を証明しようとした研究例は多いが、結

果が不明瞭なものが多く、AmBとコレステロールの聞に特別な相互作用が無い

ことを示す結果も報告されている 22 ，23 ，24) 。また、ステロールを含まないリン脂質

二重膜でのおnBチャネル形成も数多く報告され 25 ・34) 、リン脂質-AmBの相互作

用もまたチャネル活性や選択性に重要で、あることが示唆されている 35) 。したが

って、それぞれの成分が相互作用しているということを直接的に観測できるよ

うな手法の適用が強く望まれている。
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1-4. 固体N乱iJR.を用いた原子問距離測定

1-4 ・1. REDOR 法

これまでに数多くのペプチドや蛋白質の三次元構造が、 X 線結品構造解析や

溶液NMR などにより決定されてきた。 X 線による構造解析は、分子量が大きな

蛋白質でも全体構造を解析できるのが特徴である。ただし、結品化を行う必要

があり、均一な構造を持つ単結晶が得られなければ精度よく構造を決定するこ

とはできない。一方、溶液NMR は結晶化させる必要がなく、溶液のままで立体

構造を解析できるのが特徴である。しかし、溶液N 乱iJR.は不溶性の蛋白質のよう

な溶解性の低い試料に対しては適用することはできない。そのような中、固体

NMR はX 線や溶液 NMR の適用が難しい不均一な粉末試料や不溶性蛋白質など

に対し、国体状態のまま原子レベルで、の構造解析が可能な方法として注目され

ている。

固体NMR には、溶液NMR において平均化されていた磁気双極子相互作用や

化学シフト異方性といった相互作用が存在するため、溶液NMR に比べて感度や

分解能が低いといった問題があり、応用範囲が狭いとされていた。しかし近年、

これらの問題を克服する多くの測定手法が開発され、 MAS (Magic An gle 

Spinning) 条件下での精密な原子間距離情報や、角度情報の取得が可能となった。

これらの距離、角度情報を利用することで、固体状態においても、 X 線や溶液

NMR と同様に精度の高い構造決定が可能となってきている。

REDOR 法 36) (Rotational Echo DOuble Resonance) は、 13 C 核と 15 N 核のような

異種核問の弱い双極子相互作用を MAS 条件下で復活させ、その双極子相互作用

の大きさから原子間距離を精密に測定する方法であり、ローターの周期に同期

して、磁気双極子相互作用をもっ核の片方に 180
0

パルスを照射することで双極

子相互作用をリカップリングさせている(図 1-4 ・1) 。距離測定の目安として 13c 、

15 N 原子間距離であれば 5A 程度まで、 13c 、19 F 原子間距離であれば、 10A 程度

までの距離がそれぞれ+0.05A および+0.3A の精度で測定することができる 37) 。

この固体高分解能NMR による距離測定を生体物質に応用することにより、蛋白

質と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。また膜中における生体物質の構造解析にも有用であり、この方法によっ

て膜ペプチドであるグラミシジンの膜中での詳細な構造解析が行われている 38) 。
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REDOR 測定によく用いられる核純を表 1-4-1 に示す。この中でもフッ素肢は、

核磁気回転比がプロトンについで大きいために REDOR による長距離測定が可

能である。また、フ ッ素はスピン 1/2 の同位体の天然存在比が 100 % であるため

感度が良く、かっ天然化合物にほとんど存在しないことから、バックグラワン

ドシグナノレが非常に低いとい う利点も持つ。

表 1-4 -1 NMR 法でよく使われる以子核 39)

核の種類 スピン量干数
共鳴周波数 % 
(MHz ，'Hを10 0.0 としたとき) 天然存在比(%)

磁気回転比 γx 10 -4 相対感度

{旧d.G- 1sec -1) (' Hを1∞としたとき〕

'H 1/2 100 99 .984 2.675 1.00 

13c 1/2 25.1 1.108 0.67 3 0.0159 

15N 1/2 10.1 0.365 0.271 0.00104 

17 0 5/2 13.6 0.037 -0.363 0.0291 

19F 1/2 94.1 100 2.517 0.833 

31 p 1/2 40 .5 100 1.083 0.0663 
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ト4・2 標識化天然物を用いた RE D O R の適用例

高磁場国体N M R 測定は近年、蒋しく発展 してきてお り、特に RE DOR はX 線

凶折や溶液NMR が適用できない複雑な不均一面体の構造解析に適用されてい

るo また、 最近では長距離測定に有効なフッ素を用いることで、膜中でのペプ

チ ドの配向や会合状態を決定している報告もある。 これらの測定に用いられて

いるタンパク質等の同位体標識化は、首lf養や遺伝子工学的手法ーなどにより調製

可能である。 しかし、非ペプチド天然物に対して、特定の位置を 13C、 I~ ある

いは天然には無い 19 F で原識化した分 f- プロープを凋製するには、有機合成化学

的手法を用いて導入する必要がある。そのため、標識化タンパク質などに比べ

てその REDO R 適用例は少ない。以下にその適用例を示す。

パクリタキセル(タキソー/ レ)は 197 1作に太平洋イチイ (Taxus brev ゆlia) の樹

皮から単離された物質である刊)。帝IJ 府斉IJ 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、その脱電合を阻害することが知られ

ている 41L
Ba ne らは、タキソールの 13C 、15N 、19F 標識体を天然物から誘導 し、チューブ

リンに結合した状態のコ ンブオメ ーションを 13 C{ 19 F }および 15N C9F } REDOR 測

定によって推定している問。この場合、 19F と 13 C の距離はそれぞれ 9.6A およ

び 10.4 A で、あると求められ、現在、距隊情報から得られたタキソールのコンブ

オメ ーションをも とに、 より親和性の高い誘導体の調製が検討されている(図

) -4-2)。

H 旬ih? ド¥/
15N 〆、=〈 O、、、¥布 -' 自主"J)

13 人 、ーH OH~ OAc 
Ph /ぐo ¥¥ 96AO ぃ O

10.4 A ¥ ¥ rグ

、:R o 
nu E R 

図 1- 4-2 フッ素標識化タキソーノレ
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以上に示したように、 REDOR 測定は標識分子の結合様式やその標的タンパク

の結合位置を知るうえで有用な方法であることがわかる。ただし、そのために

は活性を保持したフッ素標識化天然物を調製することが重要である。今回の例

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化したものであり、

天然物の基本骨格からはかなり遠い位置にある。そのため、これらの誘導体を

用いて実際の分子のコンフォメーションやレセプターとの正確な距離を推定す

ることは非常に難しい。この問題を解決するには分子の基本骨格そのものを標

識化する必要があると思われる。タンパク質やペプチドの系において骨格その

ものに 13c や 15 N を導入することは容易であるが、 19F についてはその報告例は

少ない。また、非ペプチド性の天然物の骨格自体に標識を導入することは、天

然物そのものの全合成に匹敵するため、現在までにほとんど報告例は無い。
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1・5. AmBイオンチャネル複合体構造解明に向けて

1-5 ・1.序

AmBは、生体膜中でステロールやリン脂質と相互作用してイオン透過性のチ

ャネルを形成していると考えられているが、未だに複合体の構造や、ステロー

ル、脂質分子の認識機構の詳細は解明されていない。複合体形成にはAmB、リ

ン脂質、ステロールの 3 成分の分子間相互作用が関与していると考えられるた

め、これらを同時に解析することは非常に困難である。当研究室では、 REDOR

法を適用することによって、それぞれの成分の分子間相互作用を直接観測し、

そこから得られた距離情報を基に、おnBチャネル複合体の全体像を明らかにす

ることを研究目的としている。現在、AmB-リン脂質的、AmB・ステロール 44) 、

AmB_AmB 45
)の 3 つの 2 成分相互作用について研究を進めている。

AmB分子が膜中で何らかの集合体を形成していることは確実であるため、そ

の分子同士の距離情報を得ることは、分子の重なり方や会合数を決める上でも

非常に重要である。正確な距離測定を行うには、長距離測定が可能で、かつ感

度が良い 13C{ 19 F } REDOR が適していると考えられる。そのためにはAmBを 13c

および 19 F で標識化する必要がある。

15 



1- 5-2 標識化AmB の調製

まず、 I3 C 標識化必百B については、放線菌 Str ep tomyce s nodo susに、 13C 標識

された前駆体、 3_13 C 標識化プロピオン酸またはユニフォーム 13C 襟識化酢酸ナ

トリウムを取 り込ませることで、 39 、40 、4 1位が標識化された[tri_ 13 C ]iIJn1 J3、お

よび全炭素が標識化された[U _13 C] A mJ3 を生合成的に調製できることが Rawlings

らにより報告されている(図 1-5- 1) 46) 。図 1-5-1 の左図は Rawlings らによって

報告されたプロピオン酸の Am J3 への取り込み位置を示している。このスキーム

に従い、位置特異的に 39 、40 、41 位の 3 つの炭素が標識された[tri- 13 C]AmJ3を

調製することができる D また、 13 C 標識化酢駿ナトリウムの代わ りとして、ユニ

フォームに 13C 標識化されたグ/レコ ースを取り 込ませると、全ての炭素が 13 c標

識された[U- 13 C]AmJ3 を調製することができ、標識率も高いことが当研究室によ

り報告されている(図 1-5-1 布図)47) 。

3 1 
、》〆

、、 一
OH 

..... ，口、 _OH

HO、、y .' OH

OH 
[U- 13 C.lD lI lucose [3- 13 C] propionate 13C2 unit 

HO 

OH OH 

40 

[tr i- 13 C) AmB (模様率 -15%)

な
町[U _13 C )Am B (標識率 -50 同)

un 

'

O 

J
l
~

b 

仏

〆

=
一時

V
l
A 

。
。
H 

図ト5- 1. 13C 標識化 AmJ3 の生合成的調製
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19 F 標識化 AmBについては、AmBから 1段階で N-p- フルオロベンジノレAmB、

および 5 段階で 14_ 19 F_ AmBの調製に成功している(図 1ふ 2) 48)0 14_ 19 F_ AmB 

については天然のAmBとほぼ同程度の活性を保持していることが確かめられて

いる(表 1ふ 1) 48) 。

HO 
。

C0 2H 

OH 

C0 2H 
HO 

J 、、¥ κ 戸入¥ d 4 ク¥ 4 ク¥ t ダ¥ d チ¥ d いい¥ d ¥ d ジ¥バダ ¥ J 4' ¥ 4 ク¥ d

N- p- Fluorobenzyl-AmB 
::0 よ

、ゆ
14 J9 F司 AmB

:OL 
NH 2 

図 1・5-2. フッ素標識化AmBの構造 48)

表 1ふ L フッ素標識化AmBとAmBの生物活性 48)

Compound Hemolytic activity 
EC50 (μM)a 

Antifungal 
activity (μg)b 

AmB 1.4 10 

14 J9 F・AmB 1.3 10 

N- p- Fluorobenzyl. 圃AmB 2.6 >50 

a Against 1 % human erythroc 向 s.
b The minimal amount of samples on a paper disk that shows inhibitory zone 
on the culture of Asperg iJI us nige に

当研究室ではこれまでに、これらの標識体を用いた固体 NMR 測定により、

AmBチャネル複合体構造の解明を目指した研究を行ってきた。以下にこれまで

当研究室で行われた実験の詳細を述べる。
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AmB- リン脂質相互作用1-5- 3 

AmB のチャネル形成において、リン脂質も重要な役者lを担う ことが指摘され

ている。そこで当研究室では eg gP C リポソームに CI0 から C I8 までの鎖長の異

なる飽和リ ン脂質を添加して AmB のカリ ウム透過活性試験を行った 43九その

結果明らかな鎖長依存性がみられた(図 1-5-3 、表 1-5-2) 。

。

C14 C16 C18 EggPC 

Acyl chain length of saturated PCs 

100 

C12 C 10 

0 4 

-E。“同』
-N.FJ
W
-何一ザ
否
“
同
)

-
4酔
}

〉

3
J
空
白
-
言
。

E』
ωau-

図 1-5-3 カリウム透過活性とリン脂質の鎖長 43a)

表 1・5-2 脂質の炭素数と分子長 43a)
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F
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?
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以ごPC (2 x C lO ) 

DLPC (2 x C J2) 
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DS f' C (2 x C JM) 
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表 1ふ 2 ~こは、脂質の炭素数と分子長の関係を示しているが、図 1・5-3 と比較

すると、添加した飽和リン脂質が形成する二重膜の疎水領域の長さがAmB分子

長(約 20A) より短くなると活性が急激に増加していることがわかる。この結果は、

eggPC 膜中でAmBが形成するカリウムイオン透過チャネルが、AmB一分子で

リン脂質二重膜を貫通した一分子貫通型であることを示唆している(図 1-5 ・4) 。

額欄
+ 

M 

同明・ー且--
『司司or---

B m A 
ハハ〉

B 

+ 

図 1・5-4. AmBイオンチャネルの模式図 43a)

AmBの形成するイオンチャネルの推定構造として、細胞膜をAmB一分子で

貫通したシングルレングスチャネルと二分子で貫通したダブルレングスチャネ

ノレが提案されている。前述の結果からはシングルレング、スチャネル構造を支持

すると考えられるが、仮説の域を出ていない。そこでこの仮説を固体NMR 実験

により証明することが試みられた 43c) 。
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図 1-5-5 と図 1・5-6 では[tri_13~]J\Jrl13とリン脂質を用いた 13~閏31p REDOR 測定

の結果を示している。 So はパルス非照射スベクトルで、通常の 13~ スベクトルに相

当する。 LJs はパルス非照射スベクトルんからパルス照射スベクトル S を差し

引いたもので、 REDOR 減表が見られる部分、すなわち 13~_31p 聞が近い部分が

ピークとなって現れる。図 1・5-5 の結果より、 DMP~(~14)二分子膜においては

J¥Jrl13分子両端である 39 位、 40 位、 41 位に REDOR 減衰が見られており、この

部分が膜表面に存在するリン原子に近いことが明らかとなった。これはシング

ノレレングスチャネノレを支持する結果となっている(図 1-5-7a) 。一方、図 1-5 ・3 に

示したように、J\Jrl13イオンチャネノレ形成を阻害する DSP~(~18)を用いて同様の

実験を行ったところ、J\Jrl13分子のイオン性官能基を有する ~41 側のみが膜表面

のリン原子に近いことが明らかとなった。これは DSP~ 二重膜の厚み(40.5Â)に

よりJ\Jrl13の ~39 および ~40 位が反対側の膜表面に届いていないためと考えら

れる(図 lふ7b、 c)。このように 13~ 標識化J\Jrl13を用いた固体 NMR測定によっ

て、J¥Jrl13の膜中での存在状態が分光学的に明らかにされた。

38"" ，0 ，1 

HO ‘)"， _ 0  
圃・39

40.'"\Fイ~\ぷ

OH 

20 
# ¥ # ¥ o ユ

[tri J3 C]AmB 

AS (x2) 

門

OH 引いo、 ρー o~人〈♂~人l
b ruJ/04 ホノ¥、 /へん ¥乃 ¥〆〆 /

d ~ n J k I 

。ょ DMPC 

NH2 

~州附がA阿川州

So 

C4 ・1

e 

150 

図 1・5・5. [tri_13~]J\Jrl13と DMP~(~14) との 13~_31p REDOR43c) 

So= 非照射スペクトノレ、 LJS=REDOR 差スベクトル
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dS (x21 

k 

S， 

jしし」J) JUui j吹
図 1-5- 6. [tri ・'3C]Ar曲 とDSP C( C. s) との 13C _3' p REDOR 43c ) 

So= 非照射スベクトノレ、Ll S = REDOR 差スベク トル

a b c 

in DルtPC in DSP C 

図 1-5-7. REDOR 測定により明らかにされたチャネル構造 43 ，)
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1・5-4. AmB -ステロール相互作用

Am B の抗菌活性の発現に重要であるステロールは、結合状態と解離状態の平

衡で、あると考えられるため、AmB ーステロールの連結により複合体構造が安定化

すると考えられる D そこで、AmBのアミノ基とステローノレのヒドロキシ基を連

結した誘導体が調製された(図 lふ 8)44 ，)ロ

必「 S岨 1 0Su

Et3N 

ゆぷ;E 叩由旬間l C H 3CN 

ポ汁
88 鳴

HO );:' 附 2

Cholosterol 
CH2~ 

.9% 

。国〈人以; N810~ 回へr~人以:
THF- H 20 

8 for e由S3d0setaemar l凶 91 % 
T 7ftox r ed唱、ω。s.t8e 凶mmI l 8' for 

Am B 

Na8H3CN 

CHCl3 柑・OH 叫 O

HI A r iR id y y 
AmB-C ，-Erg (2) A m B-C，. Cho (4) 

B 

0 .. グ

ー・>- Am B-C :;- Erg (2) tfI PC 

・噛 - Am B-C 1.C同 判的 PC

→←Am B (1) In 柏 崎 叫 oro lfP C

0.. 

0.6 K-nu 拠

02 

o 
10 " 10.J 

R(Am 町 1; 同dinmoUm 剖}

図 1-5-8.AmB-ステロール連結体の合成スキームとチャネル祈性 44a)
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図 1-5-8 から明らかなように、エルゴステローノレ連結体の方が、コレステロー

ル連結休よりも強いチャネル活性を有しており、エルゴ‘ステローノレ連結体にお

いてはエノレゴステロール含有膜中で、の AmB と同程度の活性を示している。この

結果は、AmB とエノレゴ、ステ ローノレの分子認識が連結体においても阿現されてい

ることを示している。

そこで、次に AmB とステ ロールとの相互作用部位に関する情報を得るため、

回休 N乱依 を用いてステロール部分と Am B 骨絡とのルー離測定が行われた(図

1・5_ 9 )49) 0 [U_ 13C] AmB に対して通常の REDOR 測定を行 うと、双柑子の展開時

間に同核種聞の J カップリングによる展開も起とってしまうことが問題となる

ため、同核種聞の相互作用を抑えた RDX (REDOR ofX c1 uster ) 測定法 50) が適胤

された(図 1-5-10 )。

O H 

同 y r rlfVNL ES 
OH 

co， H 

、..r--ぜ"''''''̂'ザ"'-tヘ考トペ 討.y : U C ) 

-c H 九月~ H: :C(H 
、← /¥ x ''>--f"'¥ ¥.1 NH 師 a(1) 

「ェ ハ J トr? ，γ'N J ー

A m8.Cr{ 6F)Er g {21 : X "'" F 
A mB .C z.Er g (3) : X = H 

九明 。γ
C ho k1lo torω{ X = H I ・

如、，S -C 2-(6F)C ho (01 ). X = F 
JvnB.C~. Cho (6) X = 料

~}J、~ω
2∞ 15 0 100 50 

図 1-5-9 ， [U- 13 C]AmB Y F標識化ステロール連結体と RDX スペクトノレ 49)

H D TPPM 

19 F --1~ ~1 11 f ~ ~ 1 、 f ~ ~ 1 ~ fr :11 ~ f ~ 11:1 f ~ ~ l r f ~ il1 fr Jl ~ 
ππ 1 2  

日c 口 1I l I 
中2 $3 $2 $3 $2 L $2 $5 L ト

rotor 

図 1-5-10 RDX のパルスシ←クエンス 50)
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RDX スペク トルよりへプタエン部分で 12 % の減反(sS /So = 0.12 13C_ 19F 問

8.6A) が見られ、 CI '部分でも減衰が見られた(sS /So= 0.15 13C_ 19F 問 8.3人) 。こ

の距雌情報を基に最安定配座が求められた(図 1-5-11 )ロまた最安定自己j坐から、ス

テローノレ分子がんnB分子 の周 りを取り巻く 様な形でAmBイ オンチャネルを安

定化させるという新たなモテ、ルが提唱された(図 1-5-12-a) 。

A 

図 1-5-1 1. RDX の距離情報を基に計算された最安定配座 49)

a b 

図 1-5-1 2 最安定配座から求められたんnBイ オンチャネノレモデル図

(a サラウンド、モデ‘ル、 b 従来のモデル)49)
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1・5・5. AmB-AmB相互作用

前述したように、脂質膜中でのAmB-AmB相互作用を解明するためには固体

N乱偲の 13CC9F} REDOR 法を用いる事が適していると考えられる。現在までに、

13C 標識体として例)3 C]AmB、 [U- 13 C]AmBの二種類が固体 N乱恨の分子フ。ロー

プとして用いられているが、 19 F 標識体としては 14_ 19 F_ AmBのみである。した

がって、AmBの 14 位周辺、つまり極性基側の情報は得られるが、分子中央部分、

特にポリエン部分の構造情報を得ることができない。すなわち、AmBがポリオ

ール部分を内側に、ポリエン部分を外側に向けてチャネノレを形成しているとす

ると、 14_ 19 F_ AmBを用いてもチャネルの内側の情報しか得られず、外側の情報

が全く得られないことになる。したがって、AmBチャネル複合体をより詳細に

解析するためには外側の情報を得ることが必要で、あり、そのためには分子中央

部に標識原子を導入する以外に方法は無く、これは単に天然物のAmBを誘導化

するだけでは不可能である。
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lふ 6 標識化 AmB 誘導体の化学合成

AmBのポリエン部 にフッ素あるいは 13c 炭素を導入するには、化宇合成によ

る供給が最も現実的なず一段である。AmB の全合成は 1987 年に N icolaou らによ

って報告されている(ド 11_5_13)51 ¥
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Nicolaou らはまずポリオールセグメントとポリエンセグメントをキシロース

および酒石酸ジエチノレからそれぞれ 44 段階、 27 段階で合成している。続いてエ

ステル化によりフラグメントを連結し、分子内 Horner-Emmons 反応により環化

させてマクロライド環を構築後、 2' 位の隣接基関与を利用した 3 グリコシル化に

より糖部分を導入している。その後 2' 位のヒドロキシ基を反転させ、 TBS 基の

除去、アジドの還元、アセトナイドおよびメチルケタールの除去を経て、最後

にメチルエステルを加水分解しAmBの全合成に成功している。しかし、糖部分

を導入する ιグリコシル化、およびアセトナイドの脱保護の収率が非常に悪い

ことが問題として残っていた 5100 特にグリコシル化については、導入部位がポ

リエン部分のアリル位のヒドロキシ基であるため、条件を強くすると基質が分

解してしまい、逆に弱いと反応せず、副生成物としてオルトエステルが生成し

てしまうという結果が得られていた。AmBの全合成からほぼ 20 年経過しでもな

お、糖を有する他のポリエンマクロライド化合物の全合成がなされていないの

は、この 8・グリコシノレ化の困難さが原因の一つであると思われる。

また、 2008 年に Carreira らは、 35- デオキシAmBメチルエステルの合成に成

功している(図 1ふ 14)52) 0 Carreira らは、まずリンゴ酸および酒石酸エステノレか

らポリオール部分、 3・ヒドロキシ酪酸エステルからポリエン部分を合成した。

続いてエステノレ化によりフラグメントを連結し、分子内 Horner- Emmons 反応に

より環化させてマクロライド環を構築、その後 8 グリコシル化、 2' 位のヒドロキ

シ基を反転、脱保護を経て目的物を得た。しかし、やはり 0・グリコシル化(45%) 、

および脱保護の収率(18%) に問題が残った。
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このよう に、 一般に構造の複雑なポリエンマクロリドの全合成は多段階を要

するため、全合成によ って標識化 Am B の供給を行うのは現実的ではない。また、

Am B のマクロライド骨格に糖部分を導入するのは非常に困難であり、このよう

なステップの存在は標識体の効率的合成にとっては致命的である。そこで当研

究室では、フッ素標識化Am B の合成に対して、化学合成と天然物の分解を組み

合わせた、長用的で用途の広い合成法を適用 した(図 1-5-18) 53) 。すなわち、標識

化されたポリエン部分は化学合成により調製し、ポリオー/レ部分に相当するセグメン ト

は、入手谷易な天然のAmB からオゾン分解、高井オレフィン化を経て誘導しt: やこれ

らのフラグメン トをS凶le カップリングにより連結した後、マクロラクトン化、脱保護

を行うことで 28 ・19F 標識化AmB メチノレエステル(2 8- 19F-AME) の効率的な合成に成功

している。得られた 28- 19F- 品四 について溶血活性試験および抗カビ活性試験を行

った所、AM E とほぼ同等の活性を保持していることが確認され、固体 NMR に

おいて有用なプローブとなることがわかった制。また、得られた 28-19F- M， 岨と

[U ・13c lAmB について REDOR 測定を行ったところ、 [U ・13C1 AmB のへプタエン音11分

にREDOR 減衰が確認され、 28 位のフッ素原子と距隣が近いことが明らかとなった刊。
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1-6 本研究の目的

前述 したように AmB はステロールと相互作用してイオン透過性チャネノレを形

成するが、これらの複合体の構造やステローノレとの分子認識の詳細については

解明されていない部分が多い。特に複合体の構造については、実験的根拠がほ

とんど得られていない。そこで、この復合体の構造を明らかにするため、脂質

膜系の測定に有効である函体 N乱依 を適用する ことを考え、その中でも 10A 程

度の長距離間測定が可能である!3 C{ 19 F }REDOR を用いて炭素とフッ素問の距離

を見積もることにした。

当研究室では既に、放線菌 S何 p 的lyceS nodosus の培養により 生合成的に調製

された [U _13C] A mB と化学合成により得られた 28_ 19 F 標識化 AME に対 して

!3 C {1 9F} REDOR 測定を行ってお り、その結果、 AmB のへプタエン部分とフッ素

の聞に相関が見られた事から、互いが近い似置に存在するとい う事が示唆され

た刊。しかしながら生合成的な方法により調製した 13 C 標識 A mB では特定の位

置を 100 %襟識することは出来ないため 13 C{ 19F}阻 DOR 測定を行っても 13 C_19F
聞の正維な除問存が求められないという問題点がある。この問題を解決するため

には化学合成によって !3 C 標識化AmB 誘導体を調製する必要がある。 化学合成

によれば特定の位置が 100 % 標識された Am B 楳識体を調製でき るので、 シグナ

ルの感度が向上するとともに、 13 C{ '9F}REDOR 測定により 13 C_1 9F聞の距離を正

確に求める事ができる。そこで木研究では、まず んnB のポリエン音11分である 28

位を位置特異的にフ ッ素標識化 した誘導体(28 _19F_AME )、また、 25 1¥'[を位置特

異的に 13 C 標識化 した誘導体(25 -13 C-AME) の合成を行った(第二挙 )。次に、得ら

れた標識体を用いて RE DOR 測定を行い、 A mB 複合体中の AmB 分子同士の分

子問相互作用を観測することを検討した(第三主主)，この実験では、両者が位置特

異的に 100% 標識化されているため、19 F_!3 C 聞の正確な距離情報が得られると期

待される c
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第二章 28_ 19 p_AME および 25- 13 C-AME の合成

2・1 合成計画

当研究室では、すでに天然物の分解と化学合成を組み合わせた標識化Al¥伍誘導

体の実践的な合成経路の確立に成功しているので、それに従い合成計画を立てた(スキ

ーム 2・li)o 28) 乍品伍および 25- 13 C-AME を合成する際の共通中間体として、ポ

リオーノレ部分に相当する Cl ・C21 セグメント 5 を設定し、これを入手容易な天然

のAmBからオゾン分解、高井オレフィン化を経て誘導することにした。一方、標識化

されたオレブイン部分である C22 ・C37 セグメント 3 および 4 は化学合成により調製す

ることにした。すなわち、 19p_ 標識体3 については、フラグメント 6、7、および 8 を、

13C 標識体4 についてはフラグメント 6、8、および9 をそれぞれ Stille カップリングお

よび、Homer-Emmons 反応によって連結する計画である。その後、 C22 ・C37 セグメント 3

および4 とCl ・C21 セグメント 5 を Stille カップリングにより連結し、マクロラクト

ン化を行うことで 1ヤおよび、 13C 標識体をそれぞれ合成することにした。
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2-2. 保護基の検討

合成経路はすでに確立されているが、最終段階で、あるケタ」ルの除去、中でもアセト

ニドの除去に問題が残されていた(スキーム 2-2 吋。天然のAmBから得られたアセトニ

ドは、 9、11 位アセトニドである A と8、9位アセトニドである B の混合物であり、こ

の混合物に対して酸加水分解を行ったところ、目的物c:モノアセトニド D 、E: 糖脱離

体 F が 1:1 :0 .3の比率で得られた。すなわち、AmBは酸に対して不安定であるため、ア

セトニドを酸性条件下で除去する際、反応時聞を長くすると目的物 C の他に、糖部分

が脱離した副生成物F が生成すること、また、分解を抑えるために反応時間を短くする

とモノアセトニドD 、E が残るため目的物の収率が低下することが問題となっていた。
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そこで、当研究室の土川らによって保護基の検討が行なわれた(スキーム 2-2 七、表 2・1-

エントリー1、2)2) 。エントリーl ではジオールの保護基としてアセトニドを用い(9 、11

位アセトニドa および 8、9位アセトニド b の 1:3の混合物)、この混合物に対して酸加

水分解を行ったところ、目的物である AME 、モノケターノレ体、糖脱離体が混合物とし

て 52% の収率で得られた。 HPLC により AME: モノケタール体:糖脱離体の比率が

57:29 :1 4 であり、モノケタール体と糖脱離体の比率がかなり高く、目的物の収率l討両足

するもので、はなかった。エントリー2 ではジオールの保護基としてシクロペンチリデン

を用い(9 、11 位ケターノレaおよび8、9位ケターノレb の1: 1の混合物)、先程と同様の条

件で捌日水分解を行ったところ、目的物である A畑、モノケタール体、糖脱離体が混

合物として 53% の収率で得られた。回'L C により M 伍:モノケタ}ル体:糖脱離体の比

率が 72:14 :1 4 であり、アセトニドの場合と比較すると、モノケタ}ノレ体の比率が減り、

その分目的物の比率が向上していた。これは、シクロペンチリデンケタールの方がアセ

トニドよりも容易に酸加水分解されたためと解釈できる。そこで、今回新たな保護基と

して、シクロベンチリデンよりも容易に酸加水分解できるp- メトキシベンジリデンをジ

オールの保護基として用いた(エントリー 3) 。ジオールを p- メトキシベンジリデンで保

護した場合、 9、11 位がp メトキシベンジリデン保護された a が単一物として得られ、

8、9 位がp メトキシベンジリデンで保護された b は得られないことが NMR による構

造決定により明らかとなった。この化合物に対して酸加水分解を行ったところ、目的物

である AME 、モノケタール体、糖脱離体が混合物として 69% の収率で得られ、 AME:

モノケターノレ体:糖脱離体が 90:5:5 となり収率、目的物の比率とも大幅に改善された。

よってジオールの保護基としてp- メトキシベンジリデンを用いることにした。
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スキーム 2-2-b 保護基の検討

表 2 -1 保護基の検討結果

ratio 
entry substrate time I h yield l % 

AME monoke 旬l byproduct 

R， ab 11 .2 52 57 29 14 

2 R 2 ab 16 53 72 14 14 

3 R3 a s 69 90 5 5 
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2-3. C トC21 セグメントの合成

天然物から CI-C21 セグメントの調製を行った(スキーム 2・3) 。ジオーノレの保

護基としては先程の条件検討の結果を踏まえて p- メトキシベンジリデンを用いる

ことにした。出発原料のAmBのアミノ基を Fmoc 基で保護し、カルボ、ン酸をメ

チルエステノレ化して化合物 10 を 2 段階 77% の収率で得た 3) 。続いて酸触媒下、

メタノールと p- メトキシベンズアルデヒドジメチノレアセタールを作用させ、 1ヲ3-

ジオーノレのp- メトキシベンジリデンアセタール保護と 13 位のメチルケタール化

を行ったところ、 6 員環アセタール 11 が 86% の収率で単一の生成物として得ら

れた。なお、 NOE 実験により、 p- メトキシフェニル基の立体が日配向であること

を確認した。残るヒドロキシ基を TBS 基で保護し、さらにヘゴタエン部分を徹

底的にオゾン分解し、ジアノレデヒド 12 へと変換したの。続いてジアルデ、ヒドに

対し、塩化クロムとヨードホノレムを作用させて高井オレブイン化 5) を行ったとこ

ろ、 63% の収率でトランスのピスー(ヨードオレフィン)を得た。さらに水酸化リチ

ワムで 1位のエステノレを選択的に加水分解したが、同時に Fmoc 基が除去されて

しまったため、再びアミノ基を Fmoc で保護し、 CI-C21 セグメント 5 へと変換

した。 C32-C37 部分に相当するアルコール 13 と5 のシリカゲルカラムでの分離

が困難であったため、最終的にゲ、ルろ過により精製し、目的とする CI-C21 セグ

メント 5 を単離した。

40 



1) F mo c- OSu ， 
O H 

Mぜpyr idin e， 
DM F. rt 

HO 12.5 h "'" 
AmB C0 2Me 

2) CH 3 1， Na2CO" 、、、、、 バ~ /ラク /- /- パ~ 正~ /- CSA OMe 

DM F . rt . 4 h 
10 

U 
MeOH ，同

77%(2 司叩s)

T SSO 、 一 0丁目S

50 m in 
86% 

NHFmoc 

1) Crα 2， C H I3， 
T HF ， rt ， 18 h， 63% 

2) Li O H ， THF ， H 20 ， 

MeO H ，比，24 h 

3) Fmoc-OSu ， 
Py ri dine ， DMF 
吋， 11 h， 64%(2 ste ps) 

4) Ge l fi ltra 甘on (LC9 18) 
J刈GEL -2HCHCI 3，4 ml/min 
2日目 nm 

O H 

すC0 2Me 

、，、、 /- パ~ パ~ バ~ /- /- /-
NO E 

11 

'OL 昨ですMP= Meo -u-1 HO 、 ー O H

NH Fmoc 

NO E 

0丁目S
OMe 

川 ，0γγ 
TSSO _ /札 O

"， l、，CHO

O y O  

M P 

P
L》

心

p
山

Y
I
M 

。C0 2Me 

12 0". ./0¥J 、Me

TBSO 、¥子 、0 丁目S

O TSS 

HO 

1) T SSO Tf ， 2，6-lu 百di ne，

C H 2C I2， ooC ， 1 h， 

89% 

2) 0 3 -78 oC ， 80 min 

then PPh 3，ー-7 8 0C

to は，1 h， CH 2C I2， 

MeOH ，65% 

OMe 

O O y O  

MP 
C0 2Me 

r仏担 + 

13 C 1-C21 Segment 5 

81% 

スキーム 2-3. CI -C21 セグメントの合成

41 

.c 

s:: 〔コ::BS



2-4. C22-C37 セグメントの合成

次にフッ素原子を含む C22 ・C37 セグメント 2 の合成を検討した。まずヨード

オレフィン 6 の合成を行った(スキーム 2-4) 0 Carreira の報告に従い、市販のト

ランスー2- メチノレー2- ブテナーノレから 9段階、 19% の収率でラクトン 14 を合成し 6) 、

ヒドロキシ基の TBS 化、さらにラクトンの開環により Weinreb アミド 7) へと変

換後、生じたヒドロキシ基を EE 基で保護してアミド 15 を得た。続いて DIBAL

還元を行いアルデヒド 16 へと変換後、 TMS ジアゾメタン 8) とブチルリチウムを

作用させてアセチレン 17 を得た。さらにハイドロスタネーション 9) 、ヨウ素化

を行ったところ EE 基が外れてしまったが、再び保護することで目的とするヨー

ドオレフィン 6 を二段階 86% と良好な収率で得ることに成功した。
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ry 9 steps 

エ丈
CH 2CI 2， -30 oC ， 30 min ， 75% 四百2) NHMeOMe HCI ， Al Me3 

MNe 、OMe

，. 
19% 

CH 2CI 2，比， 7.5 h 
trans ヨーmethyl-

14 
3) Ethyl vinyl ether ， PPTS 

15 2・butenal
CH 2CI 2，ば， 2.5 h 

81% (2 steps) EE : Ethoxyethyl 

T8S0 、，J山句/¥匂九C/Hο リO EE 

，/OEE 1) n-8u3SnH ， PdCI 2(PPh 3h 

DI8AL ， THF TMSCHN 2， n-8u Li T8S0 /1/
11 

THF ， OoC ， 30 min ， 83% 
，a '‘ 2) 12， CH 2CI 2， 0 oC ， 30 min 

ー78 0 C ，1 h THF ，・78 oC then 

96% o oC ， 65% 、 、
3) Ethyl vinyl ether ， PPTS ， 

CH 2CI 2，仕， 15 min 

16 17 86% (2 steps) 

""I/ OEE 

T8S0 1，/. 
'1 

，d ¥ 

6 

スキーム 2-4. ヨードオレフィン 6 の合成

42 



続いてホスホン酸ヱステ/レ8 の合成を行った(スキーム 2-5} ロ Paquette らの報

告 10) に従い、プロパルギルアノレコーノレから 3 段階でスタナン 20 を合成し、エス

テルを D IBAL で還兄してア/レコール 2 1 を得た。アノレコール 21 のブロモ化を四

臭化炭素、 トロフェニノレホスフィンを川いて行ったが、この際、系の酸性化を

防ぐためにルチジンを共存させたところ口 [内とするブロモ体が問題なく得られ

た。この化合物は非常に不安定でかつ揮発性であったので分液操作後、溶媒を

向去し、ただちに次の反応に用いた。DMF 中、 亜リン酸ジメチルと水素化ナト

リウムで処理することで、ホスホン酸エステノレ 8 を 2 段階 74 % の収率で得た。

一点、フッ素標識化ヒeニ/レスズ 7 については品田らの報告 11) に従い、アルデヒ

ド19 に対して、フルオロホスホン酸ヱステノレを作用させることでフッ素が導入

された E・ヨ ードオレフィン 22 を選択的に得ることができた(スキーム 2・6) 。さ

らにエステルを DIB AL で還元してアルコーノレ 7 へと導いた。
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合成したプラグメン卜を用いてフッ素標識化 C22-C37 セグメント 3 を合成し

た(スキーム 2-7) 。まず、ヨー ドオレブイン 6 とビニルスズ 7 の Still 巴カップリ

ンク守を行ったところ、反応は速やかに進行し、アルコール 23E を 93% の収率で

単一生成物として与えた。その後、 Dess -Martin 酸化 12) を行し、アルデヒドへと変

換後、光照射条件ド、ジブエニルジセレニドを用いてオレフィンを異性化させ

ることで、目的のオールトランスの立体を有する 23Z を単 の生成物として得

た 13) 。この異性化の際、光照射により温度が上昇すると、 EE 基が外れてしまう

品1)反応が起こるので、系中の温度が上がらないよう注意して反応を行った。ア

ルデヒド 23Z~こ対し、ホスホン酸エステノレ 8 から LHMDS により発生させたア

ニオンを反応させたところ、 62% の収率で目的のセグメント 2 が単一の異性体

として得られた。この 27 位および 29 位部分の立体配置については、プロトン

の結合定数よりトランスであることを確認した。また、 2 は酸に不安定であり、

シリカゲルカラムで精製すると、一部スズが脱離して末端オレブィンとなって

しまった。そのため、 2 の精製はフロリジルカラムおよび 1 % トリエチルアミン

を含んだ溶出液を用いて行った。
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2-5. セグメントのカップリング

セグメント 3、5 の合成が完了したので、続いて両セグメントの連結を行った

(スキーム 2・7) 0 TI 王F 溶媒中、 Cl ・C21 セグメント 5 に対して C22 ・C37 セグメン

ト3 を1. 2 当量用い、触媒としてトリスジベンジリデンアセトンジパラジウム、

塩基としてジイソプロピルエチルアミン、配位子としてトリフェニルヒ素を共

存させ、 St i1l e カップリング 1)14) を行ったところ、反応は速やかに進行し、目的

とするカップリング体が得られた。生成物は Cl ・C21 セグメント 5 との分離困難

な混合物であったため、分離せずに次の反応を行った。メタノール中、 pーメトキ

シベンズアルデヒドジメチルアセタール共存下、 PPTS で処理することで EE 基

を選択的に除去し、セコ酸 24 を得た。続いてマクロラクトン化を行った。椎名

らの条件 15) 、すなわち、ジクロロメタン中、 DMAP とエメチルー6- ニトロ安息香

酸無水物(MNBA) を作用させた所、環化は速やかに進行し、目的のマクロラクト

ン体 25 を三段階 20% の収率で合成する事に成功した。
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2-6. 脱保護

マクロラクトン体が得られたので続いて TBS 基の除去を行った(スキーム 2・9) 。

条件としては、 18% の HF 幽ピリジンを用いて行った l) 。HPLC による反応の経時

変化を図 2-1 に示した。反応開始 20 時間を越えた辺りから自的物よりも高極性

側に新たなピークが見られていた(図 2・1・a、b) 。分取して MS を測定してみたと

ころ、 MP アセタールが一つ除去された化合物 27 であることが判明した。尚、

3，5位のアセタールが除去された 27a であるのか、 9，11 位のアセタールが除去さ

れた 27b であるのかは不明である。高極性側のピークが分解物で、は無かったた

め、モノ TBS 体由来のピークがほぼ消失するまで撹枠を続けることにし(図

2-1-c) 、45 時間援枠した結果、目的物である化合物 26 と化合物 27ab が混合物と

して得られた。得られた化合物 26 と化合物 27ab の混合物に対してピペリジン

を作用させることで Fmoc 基の除去を行い化合物 28 を得た。
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最後にp- メトキシベンジリデンアセタ}ルとメチノレケタールの除去を行った

(スキーム 2-10) 。前述したように、AmBは酸に対して不安定であるため、注

意深く反応を追跡する必要がある。そのため、反応の追跡には HPLC を用いる

ことにした。まず、 MeOH 中、 OOC で塩酸を作用させp- メトキシベンジリデンア

セタールの除去を行った。反応を田LC で追跡したところ(図 2-2 吋、複雑な混

合物となっていた。それぞれのピークを分取し、 MS を測定したところ、 Rt=20

mm のピークが目的物である化合物 29 であり、 Rt = 17 min のピークは目的物の

メチルケタール部位がグリカールになった化合物 30 であること、 Rt = 22-23 min 

付近のピークは MP アセタールが一つ残っているもの、 Rt = 12 min のピークは

糖部分が脱離した副生成物のピークであることがわかった。続いて炭酸水素ナ

トリウムで反応を停止後、溶媒を水、 t-BuOH に変えて再び塩酸で 7 時間処理す

ると、メチルケタールの加水分解とグリカール 30 の水和反応が同時に進行し、

HPLC において目的物である 28_ 19 p_AME 2がメインピ」クとして確認された(図

2-2-b) 。まだグリカール 30 が残っていたが、反応時間を延ばすと糖脱離体の割

合も増えていくことが考えられたため、この段階で反応を止め、 ODS のオープ

ンカラムで、脱塩後(crude 64%) 、HPLC 精製を行った。その結果、目的とする

2S)9 p-AME 2 を25% の収率で得ることに成功した。
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2-7 . 25 _'3C ・AME の合成

28 _'9p_M 伍 2 の合成が先 f したので、続いて 25 -
l3
C-A 孔ffi の合成をスキーム

2-1 に示した合成計画に基づいて行った。 C I- C2 1 セグメント 5 については、

28_ '9p_AME 2 を合成する際に用いたものと同じ化合物を使用し、 また、 C22 -C37

セグメン ト4 についても、前述のヨードオレフイン 6 とホスホン酸エステル 8

から誘導できるため、効率よ く目的物が得ることが可能である。まず、13C 標識

化ア/レデヒド 9 の合成を行った(スキーム 2-11) 0 市販の 2_ l3 C _ブロモ酢酸をエチ

ノレエステルに変換後、 トリプエニルホスフィンを作用させることでホスホニウ

ム甑へと導き、続いて水酸化ナト リウムによる処理を行うことによりイリド 31

を合成した 1610 得られたイリド 31 と、前述のア/レデ、ヒド 19 を用いた Wittig 反

応により、l3 C 標識化エステル 33 を 92 % の収率で合成 し、 DIBAL 還元lこよりア

ノレコーノレ 33 、続くDMP 般化を経てアノレデヒド 9 を合成した。

1) (COClh ，は，23 h 
OHC 、/許¥

¥ y 、SnBu3

O then EtOH ， rt ， 1.5 h 19 
Br ¥ / 人OH 2) PPh 3，切luen e，40 oC ， 20 h Ph 3Pヂヘ COOEt

toluene ， 65 oC ， 10 h 
3) NaOH ， H 20 ， 0 oC ， 30 min 

2- 13C-bromoacetic aci d 77 % (3 steps) 

DIBAL-H 
EωOC 、 / 九ぷ ¥

¥可グ ¥ f 、SnBu3
THF ， 0 oC ， 30 min 

32 

92 % 

OHC 、ノナ¥ t ¥
¥-:7 ¥ f 、SnBu 3

9 

31 92 % 

D M P 
HO 〆ヘ同グか可クヘSnBU3

CH 2CI 2， 0 oC ， 30 min 
33 

78 % 

スキーム 2- 11 アルデヒド 9 の合成
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続いて C22-C37 セグメント 4 の合成を行った(スキーム 2-12) 。前述のヨードオ

レフイン 6 とビニノレスズ 8 を Stille カップリングにより連結し、ホスホン酸エス

テル 34 へと変換後、 13C 襟識化アノレデ、ヒド 9 との Horner-Emmons 反応により

C22 ・C37 セグメント 4 を 68% の収ギで得たD

F」
F

↑」

。一ヘ
A
Y

O

ぃ

S 
T
I 

6 s 

匂 ，OEE
[Pd 2(dba l3 1CHCI 3 

り γ/ーー

(ト Pr )， NEt 丁目SO ‘ Jι 
一一一一一一一一一一→ー 、/り O 

DMF ，門11h l A ! l 、J 、¥dρ¥ y"¥グ九、， P(OMe )，

86% 
34 

O 
11 

BU3Sn\~グ\____P(OMe)，

"" ，OEE 
LiHMDS. THF. 0 'C.1 ，5 h 

丁目SO
"'" 

OHC 、/ヂ¥/ク¥¥.c ¥ J 〆、SnBU3

9 

6自。ん

25 
、、、、、\~グ\~戸、--$ク ..?、 s、BU3

C22 -C37 Segment 4 

スキーム 2-12 ，C22-C37 セグメント 4 の合成
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得られた C22-C37 セグメント 4 と前述の C l- C2 1セグメ ン 卜5 を St ille カップ

リングにより連結し、PPTS 作用させることで EE 基の除去を行い、続く宇佐名法

を用いたマク ロラクトン化によ り化合物 35 を三段階26% の収率で得ることに成

功 した(スキーム 2-13) 。
OTBS 

OMe 

TBSO ，. 
"" + 

OyO 

MP 

C0 2Me 

'I "，/ OEE H0 2C 

〆¥ d A
F 

5
ムムム l、、..?-

C22-C37 Segmen! 4 
0 ". ...... 0、一、Me

C1-C21 Segmen! 5 -r T 
丁目SO ρ¥../ 、OTBS

N HF moc 1) [Pd2(dbablCHCI3・ i-Pr2NE~ Ph 3As 

TH F， rt ， 1 h 

2) PPTS ， MeOH ， MeO y O Me 

代， 3 h よ

u 
OMe 

3) MNBA ， D MA P， C H 2C I2 (0.9 mM ) 

3 h， 26% (3 s!eps) 

OTBS 

、、0 丁目S

。
TBSO ，， 0 OyO 

MP 

O 、，0 0 .. ， ‘ '( y -C0 2Me 

MP 

〆¥ d チ¥ d 許 ¥ ぷ ¥ 止 ¥25 ヂ ¥止 、 d

* 

35 ::::〔うご BS

スキーム 2-13 セグメ ン トの連結およびマクロラクト ン化
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続いて脱保護を行った(スキーム 2・14) 。まず、 18%HF-pyridine を作用させるこ

とで TBS 基を除去し、続いてピペリジンを用いて Fmoc 基の除去を行い化合物

34 へと導いた。なお、この際も一部p- メトキシベンジリデンアセタールが除去

された化合物 37ab の生成が確認された。続いて MeOH 中塩酸(86 mM)を作用さ

せることでまず p メトキシベンジリデンアセタールの除去を行い、固体の炭酸

水素ナトリウムでクエンチ後、溶媒を水、 t- ブタノールに変換し、再び塩酸(86

mM)を作用させることでメチノレケタールの除去を行い目的の 25- 13 C-AME 3 を混

合物として得た。最後に HPLC による精製を行い、目的の 25- 13 C-AME 3 を三段

階 16% の収率で単離することに成功した。
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第三章 28_ 19 F_AME と25- 13 C-AME を用いた固体NMR 測定

3-1 緒言

前述したように、当研究室で、はAmBのチャネル会合体の構造解析に固体 N乱伎

を適用しており、現在までにAmBーリン脂質およびAmBーステロール聞におい

て、分子問相互作用を観測することに成功している。AmBーリン脂質について

は、生合成的に調製した [tri- 13 C]AmBを用い、 DMPC または DSPC 膜中での脂

質の 31 p とAmBの 13C 聞の REDOR 測定を行った。その結果、AmBが DMPC 膜

でシングソレレング、スチャネルを形成していること、また、 DSPC 膜では単分子で

は膜を貫通していないことが明らかになった la) 。さらに全炭素が標識された

[U- 13 C]AmBを用いた DLPC 膜中での RDX 実験においても、AmBがシングノレレ

ングスチャネルを形成していることが明らかにされ、リン脂質が会合体形成に

深く関与していることが示された lb) 。また、AmBとステロールに関しても、

[U- 13 C]AmBと 19F 標識化ステロールの連結体を用いた REDOR 測定により、AmB

とステロール聞の分子間相互作用が観測されている 2) 。

このように、AmBチャネル複合体の構造を解明する上で、固体Nl¥伎は非常

に有用な方法であることが示されている。そこで、次にAmB-AmBの分子間相

互作用を解析するため、前章で合成した 28_ 19 F_AME と25- 13 C-AME を用いて

REDOR 実験を行い、へフ。タエン部分同士の分子間相互作用を観測しようと考え

た。当研究室ではすでにエノレゴステロール含有 DMPC 膜中において、 [U- 13 C] AmB

と 14_ 19 F_ AmB、または [U- 13 C]AmBと 28_ 19 F_AME の 2 種類の系において RDX

測定が行われており、その結果、 14 位のフッ素は 13 位の 13C 原子から近い位置

にあることへまた、 28 位のフッ素はへフ。タエン近傍に存在することが示され

4) 、これはこれまでに推測されてきた樽板モデ、ルと一致するもので、あった(図

3・1) 。しかし、前述したように、 [U- 13 C] AmBを用いた RDX 測定では一度に多

くの情報は得られるが、正確な距離情報は得られないといった問題点があり、

13C_19F 聞の正確な距離t情報の取得には至っていない。今回合成した 25- 13 C-AME

を用いることで、 [U- 13 C] AmBの場合のように、同核種間のスピン結合相互作用

を抑えた RDX 測定法を使用せずに、通常の REDOR 測定を行うことが可能とな

る。さらに、特定の位置が 100% 標識化されているため、 13C_19F 聞の正確な距離

情報の取得が期待される。
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[U-13 C]A mB 14 -19 F_AmB 

3-2. ij{ IJ 定

親水性部分
(ポリオ)ル }

/ 師水性部分
/ (ポ立ヱン)

図 3-1 樽板モデ、ル図

判。

28_ '9 F・AM E
[U- 13 C]AmB 

3・2-a 28 Y F-AME 、25 -13 C -M 伍、エノレコステロー/レ 、POPC を用いた REDOR

測定

これまで当研究室では、AmB - AmB 聞の相 11. 作用解析を行う際に、リン脂質

として DMPC を用いてきた。D恥1P C を用いる利点と しては、AmB の分子長とほ

ぼ同じ疎水性領域を持つため A mB との親和性が高く、チャネノレ構造を安定化す

ること が挙げられる。しかし、 欠点として、AmBと の親不11性が高いためステロ

ーノレ選択性が出ないこと、また、サンプル調製中にリポソームが壊れてしまう

ため K '透過活性試験を行うことができないことが挙げられる。

そこで今回リン脂質として、 AmB の分子長よりも少し長い疎水性領域を持つ

POPC を用いた(表 3-1 、凶 3-2) ，POPC は不飽和脂肪酸を持つため、Am B との相

互作用が弱く 、POPC 膜中では AmB のステロールに対する親和↑生の違いが確認

されている九また、 POPC リポソームを用いた場合、 ゐ百B の K +透過活性試験

を行うことが可能であるため、 RED OR 測定の結果とチャネル活性の関連を議論

することが可能となる。

サンプ/レは エルゴ‘ステローノレ(E rg) 含有 POPC に、 28_ 19 F_AME と 25_ 13C_ AJ¥厄

を混合して調製した(図 3-2)，28_ 19F_ AME 1 25 -13 C -M 伍 1Erg/POPC が 0.5 /0.5 1

3 /27 (R = 3.3 X 10-') となるようにサンプルを調製し、REDOR 測定を行った(図

3-3)。下側のスベク ト/レはフッ素核にパルスを照射していないスペクトル(S o)で、

通常の CP -MAS スペクトノレに相当する。上側のスベクトノレは Soからパルス照射

スペクトル(s)を引いた REDOR 差スペク トノレ(Ll 勾になっており、 REDOR 減衰が
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起こ った ところにシグナルが現れる。図 3-3 より、AME のへプタエン部分に有

意なシグ、ナルの減衰が観測された。この減衰の割合を積分値から算出した とこ

ろ、L1 S/ 合。は 17% となり 、隣接する 25 位の I3 C 原子が 28 位のフッ素原子から

近い位置にある ことが示唆された。

表 3-1 脂質の炭素数と分子長 10)

PC 

， 

POPC (C '6' C 】混 J!

HO丈配PC (2 x C HI ) 

DLPC (2 x C d 

D lv lPC (2 x C 14) 

DPPC (2 x C '6) 

DSPC (2 x C，..J 

a _\ .~ c 守
ラN:.. .../"-- .... n 人 h 人 j

' h u、P: 9' 9 './ 
パ夕、o. 入、一0 .9

u … 一一一 γ n h -

d f s t '  
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.L1 S( x 2) REDOR 減衰

~ L1 S/S o= 0.17 

e d，f 

bll c 

。
l
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P軍.. 

日EC

図 3-3 .REDOR スベクトル(上: 差スベクトルL1 S、下:非照射 スペクトノレ SO)
28_ 19 F_M 在E /25- 13 C-M 但三/E rg /POPC= 0.5 /0.5 /3 /27 

50% wt . inl 正PES / D 20 ， pH 7.0 

展開時間: 6.4 ms ， MAS : 5 kHz， 温度: 30
o
C ，積算: 81920 

図中のアルファベットは POPC 同来
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3-2 -b 28 Y F-AME 、25- 13 C-AME 、コ レステ ロール、 POPC を用いた RE DOR 測

定

次に、コレステローノレ(Chol) 含有 POPC 膜について REDOR 測定を行った。サ

ンプノレと しては先程と同様に 2S Y F-M 偲 と 25- 13 C-AME を用いた(図 3・4)。

28_ 19F_AME I 25- ¥3 C -M 伍 ICho l/ POPC が 0.5 I 0.5 I 3 127 (R ニ 3.3 X 10 勺と なるよ

うにサンプノレを調製し、 REDOR 測定を行った(図 3-5 )。その結果、エルコステ

ローノレ含有 POPC 膜と同様に、 C 25 位に有意な REDOR 減衰が確認、された。この

減衰の割合を算出 したところ、 Ll S/念。は 20% となったc
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|送 13-4 .Chol 含有 POPC 膜での固体 NMR 測定サンプノレ
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REDOR減衰

Jl 

.L1SI So = 0.20 

heptaene 

1 
15。 100 

"""' 

e h 

i'  
OI)13C 

図日阻D3Rスベクト合(上差スベクトルL1S、下非照射スペクト川0)

28-'7F_M 伍 /25-
13
C_A孔1E/ Chol / POPC = 0.5 /0.5/3/27 

50% wt. in HEPES / D20， pH 7.0 

展開時間:6.4 ms， MAS : 5 kHz，温度 :30。c，積算:81920 

図中のアルフアベッ トは POPC由来
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3-3 . 28_ 19F， 25- 13 C 原子聞のlili 隊測定

REDOR 測定では展開時間を変化させ、Ll S/Soの測定を行う こと で双倒子カッ

プリングの値を決定するこ とができる。双極子カップリングは距離の三乗に反

比例するため、そこから距離情報の取得が可能となる 68 L そこで、今回の系に関

して、横軸に展開時問、縦軸lこLl s/ Soの値を取って理論曲線とのフィッティン

グを行うことにした。横!ji曲 の展開時間は 4.8 ms 、6.4 ms 、8.0 ms の 3 点を取り 、

それぞれの点についてLl s/ Soの値を算出した。今回観測されたへプタエン部分

の REDOR 減衰は、25-
J3
C-AME の標識部位(100% X 1個)、 25 _13 C _AME の非標識

部位(天然存在 比 ll% X 13 佃)、 28_ 19F_M 伍 のへプタエン部位(1. 1% X 14 個)の 3

つの成分が合わさったものである。従って全シグナル強度は So = 100 X 1 + 1. 1 X 

13+ 1.1 X 14 = 129 .7 となり、その内標識部位(25 位I3C)の寄与は 10 0/ 12 9.7 となる

(図 3-6) 。

… …  
13C 標識率1.1% ー+、 、
(天然存在比)

丸 、

1 3C標識率100%→~ 25 ~ 25 、、、28
、/、

、、/
h
u

… … 
25- 13 C-AME 
1.1%x13 個

100% x 1個

28_ 19 F・AME
1.1%x 14 個

.L1 S/ So = 25- 13 C-AME の減衰分(25 位の減衰分+25 位以外の減衰分)

+28- 19 F-AME の分子内natural 13 C の減衰分

図 3-6 へプタエン部分における非標識部位からの寄与
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より正確な距離情報を取得するには、これら非標識部位からの寄与について

も考慮する必要がある。そこでまず、 28 _19 F_AME におけるへプタエンからの分

[-内寄与について考えることに した(1火13- 7) 。

OH 

C0 2Me 

:::O J 

r r ' ' ' 

J メ 雰コ〉でづ0

HO 

図 3-7. 28_ '9 F_AME の分子内寄与

フッ素原子とそれぞれの炭素問との距離はぬ百B 誘導体の X 線構造データを基

に算出した向。得られた距離と対応する双極子カップリングの値を図 3-8 に示し

た。フッ素原子と結合している 28 位の炭素において大きな双極子カップリング

の値を取ることがわかる。
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図 3-8. 28_ '9 F_AME の分子内炭素ーフッ素間距離と双柑子力ップリング
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図 3-8 の値を基に、それそーれの炭素についての REDOR 減衰曲線を計算 し、 そ

の全てを足し合わせ、さらに最初に述べたへプタエン部分の 13C シグナルにおけ

る 28-' 9F-AME の寄与分(天然存在比 1.l % X 14 1 129 .7 )を掛けたものを図 3-9 に示

した。これが 28_ '9F_AME の分子内 REDOR 減衰曲線となる。展開時間 6.4 ms の

ところを見るとL1 S/ Soの値がおよそ 0.0 7 となっている。エルゴステローノレ含有

POPC 膜での展開時間 6.4 ms における RE DOR 減衰の観測l値はL1 S/So = 0.17 であ

ったので(図 3-3) 、その 0.17 のうち 0.07 は 28 Y F-AME におけるへプタエンから

の分子内寄与である こと がわかる。

0.1 ; 

0.09 L 
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0.07 ~ 
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仁司J3 0 04 
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。
。

inlramolecular dephasing 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

dephasing lime I ms 

...d S/ So( 0.17 ) = 25- '3 C-AME の減衰分(25 位の滅表分+25 位以外の減衰分)

+28- 19 F-AME の分子内natural '3 C の減衰分(0 .07 )

図 3・9.28-' 乍 AME の分子内 RE DOR 減衰曲線
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次に、 25 _13C_M 伍 の非楳識部位からの寄与を算出することにした。議論を容

易にするため、2S_ 13C-AME と 28 ・19F-AME が必ず隣り合っている こと、また、

ヘプタエン同士が三ド行かつ|百 lじ高さ に配列しているという仮定の基に計算を行

った。

28- 19F-AME のフ ッ素は片側によっているため、 25- 13 C -AME の右側に

28- 19F-AME が隣接 した場合と京側に来た場合で 13C-19F 聞の距離が異なる(図

3-10 ) 0 近いほうの影響を主に受ける とす ると、 25- 13C -AME の右側 に

28 -19 F-AME が隣接する構造のみを議論すればよい(図 3-10 囲み部分)。

.sJVV、 、八八 '̂" … 
~25 

'̂̂"'" 

25- 13 C-AME 28_ 19 F・AME 25- 13 C-AME 

図 3-10 AME の配列と原 f問距隊

仮に、 2S 13 C _28 19 F の原子同距離を 7.2A とすると 、25- 13C -AME の非標識部位

とブ ッ素原子関距離は図 3-11 のように計算することができ、対応する双極子カ

ップリングの値が求まる。
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|き13-1 1. 25 13C_2S 19F の原子間距離を 7.2A とした時の他の炭素ーフッ素間距離及び

双極子カップリングの値
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先程と同様に、 図 3-11 の値を基にしてそれぞれの炭素についての REDOR 減

衰曲線を計算し、その全てを足し合わせ、さらに最初に述べたへプタエン部分

における 25- 13C -AME の非標識部位の割合(天然存在比 l.l % X 13 / 12 9.7) を掛けた

ものを因 子12 に示した。これが 25- 13C- AME の非標識部位 REDOR 減衰山線と

なる。
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図 3-12 .25- 13C-AME の非標識部位 REDOR 減衰曲線
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また、 25- I3 C-AME の標識部位については、先程 25 13 C_28 19 F の原子間距離を

7.2 A と仮定したので、 通常の REDOR 減衰曲線に 25- 13C-AME の標識部位の割

合(1 00%X 1/ 12 9.7) を掛け合わせた値となる(図 3-13) 。

STATI C 

0.9 r 
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〆 一・-7.2 A 

可 0.4

0.3 ト
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0.1 

D 。 5 10 15 20 

dephasing ti me (msec ) 

図 3-13 .25- I3 CAME 標識部位の REDOR 減衰曲線

最後に、それぞれの場合の RE DOR 減衰曲線(2S- 19F- AME の分子内寄与 ・

図 3-9、25 -I3 C -AME の非標識部位からの寄与 ・・・図 3-12 、25 _13 C _AME の標識

郁位からの寄与 ・・・図 3-13) を足し合わせることで、図 3・10 の囲み部分の構造

の RE DOR 減衰を求める ことができる。それを図 3-14 に示した。これが、全て

の 28_ 19F_A お1Eと 25_ 13 C _AME が互い違いに並んだ理想的な場合の REDOR 減衰

(25- I3 C と28 )9 F 聞が 7.2A である時の理論曲線)となる。
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図 3-14 全ての お_19F_AME と 25- 13 C-AME が互いに隣り合った場合の REDOR

減衰(① ・・・ 28- J9 F-AME 、② ・・・ 25_
13
C・AME の非標識部位、③・・・ 25- 13 C-M 伍

の楳識部位)

しかし、実際には 2S) 9F -AME と 25- 13 C-A 孔1E は必ずしも|弊り合わない。図 3-14

の①は 28_ 19 F_AME の分子内寄与であるため AME の配列の影響を受けないが、

②と③はその影響を受ける。図 3-10 で示したように、注目 している 25- 13 C -AME

の左側に 2S Y F -AME が来ても 13C_19F 間の距I維が遠いため、あまり影響を受け

ない。よって 25 -13 C - M 伍の右側にどちらの分子が来るかだけを議論すれば良い

ので、 25 -13 C-AME に減衰が起こる倍率は 50% となる(図 3・15) 。

左側I立何がきても関係ない

注目しているねC-AME その他の13C_AME

G 
REDOR 減衰が起きない

左側は何がきても関係ない

注目しているねC-AME

G 
REDOR 減衰が起きる

図 3・15. AME の配列と REDOR 減衰
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②と③に 50% の補正をかけて足 し合わせた結果を図 3-1 6 に示 した。初めに

25 13 C _28 '9F の原 子間距離を 7.2 A と仮定したので、図 3・16 は 7.2A における理論

山線となっている。すなわち、初めに 25 13 C_28 '9F の原 f間距離を 7. 5 A と仮定

すれば 7.5A における理論曲線が得られる。
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‘ー ../ 
さ 0.3
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μぞ-て
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dephasing time I ms 

図 3・16 .25 13 C - AME と28 '9F_ A l'v1E の隣り合う確率を 50 % としたときの RE DOR

減衰曲線(①・・・ 28_ '9 F_AME 、②・・・ 25 -13 C -A九包 の非標識部位、③・・・ 25- 13 C -AME

の標識部位)

この)j 法で、計算 した理論山線を REDOR の測定結巣にあてはめたものを|逗|

3・17 に示した。展開時間 4.8 m sについては理論曲線には釆らなかったが、その

他の 2 点についてはおおよそ理論曲線に乗っているようだった。 その結果、ス

テロールフリーの POPC 膜では 25_ 13 C と28_ '9 F 聞の距雌が 7. 5人であること 、ま

たステロール含有肢では 25_ '3 C と28_' 9F 聞の距離が 7.2 A であることが明らかと

なった。ステロールフ P ー膜とステローノレ含有膜においては 13 C _'9 F 間の距離に

0.3A 程度の違いが見られたが、測定誤差(+ 0.3A) の範囲内であるため、有意な

差とは言えない。
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図 3・17 すべての寄与を考慮した時の迎論曲線とREDOR 測定結巣とのフイツ

ティング
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第四章 14_ '9F_AME と 13 CH 3-AME を用いた国体NMR 測定

4 -1.緒 言

前市!では、 28_ 19 F_AME 2 と25- 13 C-AME 3 を用いて REDOR 実験を行い、 A 品1E

が形成するポアのタト側(へプタヱン部分)における分子問相 互作用の観測に成功

した。そこでつぎに、ポアの内側(親水性部分 )についても同様 の実験を行い、複

合体構造の全体像の解明を試みた。標識休としては、当研究室ですでに合成法

が確立されている 14_ 19F_M 伍と 1) ，AmB から三段階で調製可能な 13 CH 3-AME

を用いた。

4・2 測定

4・2・a 14YF-AME、 13CH3 -AME、エルゴステロール、 POPC を用いた REDOR 視~

定

リン脂質としては、前草と同様に POPC を用いる事とし、R 値も前主主に合わせ、

14 Y F 司A 品伍 / 13 CH 3-AME / Er g/ POPC が 0. 5 /0. 513 /27 (R = 3.3 X 10勺となるよう

にサンプル調製を行った(図 4-1 )0 REDOR 測定の結果、襟識部位であるメチノレエ

ステノレ部分に減衰が見られた(図 4-2) 。この減衰の割合を算出したところ、 ζ倉

/ 念。は 10% となった。
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|火 14- 1. Erg 含有 POPC 膜での固体 NMR 測定サンプル
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図 4-2. REDOR スペクトル(上:照射スベクトル S、下:非照射スペクトル So)
14)9p-A 恥1E / 13CH3 ・AME / Erg / POPC = 0.5 /0.5 /3 /27 

50% wt. in HEPES / D 20， pH 7.0 

展開時間: 8.0 ms ， MAS : 5 kHz，温度: 30
o
C，積算: 19712 

図中のアルファベットは POPC 由来
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4-2-b 14_ 19F_M 在E、日CH 3-M 伍、コレステ ローノレ、 POPC を用いた REDOR il! U定

次に、コレステロール(C hol) 含有 POPC 膜について RED OR 測定を行った。サ

ンプノレとしては先程と同様に 14 Y F-A 肘E と 13CH3 -Al¥1E を用いた(図 4-3 )。

14_ 19F_AME / 13CH 3_Al¥1E / Cho l/ POPC が 0.5/0.5/3 /27 (R = 3.3 x 10 勺となるよ

うにサンプノレを調製し、 RE DOR 測定を行った(図 4-4 )。エルゴステロール含有

POPC 膜と liil 様に、この減衰の割合を算出したところ、&/S I。は 10 % となった。
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14_ 19 p 閏 AME/ 13 CH3 ・AME / Chol / POPC = 0.5/0.5/3/27 

50% wt. inl 包 PES / D 20， pH 7.0 

展開時間: 8.0 ms ， MAS : 5 kHz，温度 :300C ，積算: 22784 

図中のアルファベットは POPC 由来
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4-3. 14_ 19F， I3 C メチルエステル問のE同1t. jJl IJ 定

前章と同様に、横軸に展開時間、縦軸に，dS i Soの値を取って理論山線とのフ

イツティングを行うことにした 2 4 0 積軸の展開時聞は 4.8 ms 、6.4 m s、8.0 m s 

の 3 点を取り、それぞれの点についてLJ S/ Soの値を算出した。前章では標識部

位と非標識部位のI3 cピークが 130 ppm 付近にまとめて観測されていたため非標

識部位からの寄与を考慮する必要があったが、今回の系では標識部位の 13c ピー

クが 55 ppm 付近に単独で観測されているため、フッ素襟識体のメチノレエステノレ

からの分子内寄与(1.1 /10 1.1)は無視してさし っかえない(1 法14-5) 。
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4 
1.1%x13 個 100 %x 1個
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2B-19F-AME 2 

亡
町

へプタヱン部分の 13C シグナルが130 ppm 付近にまとめて観測される

ι 
非棟i哉部位からの 13C シグナルの寄与についても考慮する必要がある
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メチルエステル部分の日Cシグナルは55 ppm 付近に単独に観測される

ι 
非標識部位からの寄与については考慮する必要がない

図 4・5.REDOR 測定に用いたすンプノレと非標識部位からの 13c シクマナル寄与の違

し、
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ここで考えなければならない寄与として、 M 在E の配列からの寄与が挙げられ

る。 14_ 19 F_M 伍と 13 CH 3-AME が隣り合う確率は 50 % であるので、 Ll S/ So の値

に 50% の補正をかける必要がある。また、 AME が head-to-head 構造を取ってい

るか、 head-to-tail 構造を取っているかも考慮する必要がある(図 4-6) ， Al¥伍 が

head-to-tail 構造を取っている時は、標識位置同士の距離が述くなるため RE DOR

減衰は起こらず、AME が head-to-head 構造を取っている時のみ REDOR 減衰が

起こる。AME が head-to-head 構造を取る確率一は単純に考えると 50% である。し

かし、 AmB が形成するイオンチャネ/レには整流 性があること が確認されており

へそこから、イオンチャネルを形成している A mB はすべて head-to-head 構造

であると推察することができる。M 在E が Am B と同様のイオンチャネルを形成

していると仮定すると、 AME が形成するイオンチャネルもすべて head-to-head

構造を取っている と考えられる。 よって今回の系においては AME の紀列からの

寄与は 14 Y F-AME と 13CH 3-AME が隣り合う確率(50%) のみであるとして理論

値とのフィッティング、を行った(図 4-7) 。その結果、標識原子聞の距離はおよそ

8.oA であることがわかった。

HJ-: 

H ¥ 
バ民託制

head-to -h ead head-lo "旬 11

l U 
REDOR 減衰が起きる REDOR 減衰が起きない

図 4-6. AME の配タIj とREDOR 減衰
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4-4 . A即匹が形成するチャネル構造

前章において、チャネルの外側で、あるへプタエン部位の距離測定に成功し、本

章において、チャネノレの内側で、あるポリオール部位の距離測定に成功した。チ

ャネルを形成している AME の隣同士が平行かっ同じ高さに配列していると仮

定すると、 REDOR 測定により得られた二点問の距離情報より、立体構造のモデ

リングが可能となるD モデリングには C hem3D を用い、 AME の結晶構造は X 線

により得られたデータを用いた(図 4-8) 的。また、メチルエステル部分の配座につ

いては、マクロモデルによる計算を行い、そこから得られた長安定配座を用い

たロこの図より、隣接する AME のポリオー/レ部分間の距離はポリエン部分間の

距離よ り短いことがわかり、これはこれまで提唱されていた樽板モデルに一致

した結果となった。

図 4-8. REDOR 測定により得られた距離情報を基にした AME ニ分子間の立体配

座 (・炭素 原 子 、 ・ 酸素原子、 ・ ・窒素原子、 ・・・ フッ素

原子)左図・・・ AME 分子を横から見た図 右図 ・・・ 上から見た図
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さらに AME 分子同士の角度がおよそ 45度となり、この角度で AME 分子を

重ねていくと、八量体構造を取り(図 4-9)、この八量体チャネルにおける 14 Y F

聞の距離は 9.6A となった。そこからフッ素の共有結合半径(O.7 1A) の 2倍の値を

差し引く とチャネノレの内径が求まり、その値は s.2A となった。序論でも述べた

ように、 AmB チャネノレの内径はグルコース分子の大きさとほぼ同じ約 sA で、あ

ると考えられており 7) 、これは今回の REDOR 測定の結呆と一致した。よって

AME が八量体構造で、チャネノレ複合体を形成し、さらにチャネ/レの内径が約 sA
である今回のモデノレは妥当と考えられるn

図4-9. RE DOR測定により得られた距離情報を基に したAME チャネル構造(空間

充填モデ、/レ)
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4・5. 結果の考察

4・5・l. AME の生物活性について

AmBはそのカノレボ、キシ基をメチルエステル化しても生物活性(表 4・1)やチ

ャネル活性(図 4・10) がそれほど変化しないことが知られている 8) 。また、近年

Burke らにより、AmBのカルボ、ン酸部分や糖部分についての構造活性相関研究

が行われており(図 4・11)9) 、AmBの糖部分が除去された化合物である 38 、39 に

ついては抗真菌活性が失われているが、カルボン酸部分をメチル基に変換した

化合物 40 は抗真菌活性を保っていることがわかる。これはつまり、AmBの糖部

分は生物活性に重要であるが、カルボン酸部分は生物活性にはあまり影響しな

いことを意味している。したがって、AmBのカノレボ、ン酸をメチノレエステル化し

た AME においても、AmBと同様のチャネルを形成していると考えられ、固体

N乱1RによるAmBチャネノレ複合体の構造解析のプローブとして、AmBではなく

AME を使用しても問題ないと考えられる。

表 4・l.AmBと AME の生物活性 8)

溶血活性

(human erythrocytes ， EC50) 

抗真菌活性

(Candida albicans ， IC5o) 

Am B 

1. 7μg/ml 

0.03μg/ml 
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AME 
4.8μg/ml 

0.05μg/ml 



[% 1 
100 

ーー.:>1-_
一戸戸ザ

/ 
~ 

/ 
/ 

/ 

〆
/ 

/ 
/ 

/ 
ケ

." 
." 

4 
/ 

/ 
+/ 
/ 
J 
f 
/ 
/ 
f 
t 

/+ 
I 
J 
I 
J 
J 
O 

av a
F 

，F J 

/
O 

J 
J 

/ 

も/ 
/ 

/ 
〆

〆
/ 

q / 
/ 

/ 
j
' 

J
' 

r'
 

，，
 

O
/
/ J 

，，
 

品
戸

/ 

血

hu 
r
D 

申
曲
帽
世

-ω』

ivu-

/ 
/ 

y 
骨

10.0 100.0 
1μ.g/mll 

1.0 

Antibiotic concentration 

図 4-10 種々のAmB誘導体とチャネル活 d性 8)

出芽酵母Sα cch α'romyces cerevisiae に対するAmB誘導体の K+ 流出活性

×・. . AmB 、+. . . AME 、・. . . N，N， N 聞 trimethyl-AME 、

o. . . Am photericin B 3-(N' ，N' ーdimethylamino) propyl amide 、

企 . . . N-acetyl 四AmB、マ・. . N-acetyl-AME 
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図 4・11 種々の AmB 誘導体とその抗真菌活性 9)

A) ディスク拡散法による出芽酵母 Saccharomyces ce 陀 vlszae の薬剤l感受性

(40 μ.g/ disc) 

B) ブイヨ ン培地希釈法による最小発育阻止濃度(MTC 値)の測定
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4・5・2. リポソームに対する結合能と膜への取り込まれ方についての考察

AME は、AmBと同等のチャネル活性を持っているが、今回行った POPC 膜中

での REDOR 測定の結果を見ると、ステロ}ルフリー膜、コレステロール含有膜、

エルゴステロール含有膜において明確な差が見られなかった。すなわち、 AME

においてステロール選択性は失われていることが推測される。

1982 年、 Bittman らはステロールを 33% 含有する卵黄フォスファチジルコリ

ン(EggPC) リポソームに対するAmBの結合定数を算出したところ、コレステロ

ール含有膜で、は Ka= 5.2 + 1.4 X 10 4、エルゴステロール含有膜で、は Ka= 6.9+ 1. 1 X 

10 5 となり、エルゴステローノレ含有膜のほうが 10 倍ほど大きいと報告している

10) 。同じ文献中において、 EggPC リポソームに対する AME の結合定数も算出さ

れており、コレステローノレ含有膜で、は Ka= 6.4+1. 8X 10 5、エルゴステロール含

有膜では Ka= 9.8+0 .4 X 10
5 となり、 AmBと比較すると、リポソームに対する結

合能は上がっているが、ステローノレ選択性はかなり下がっているという結果と

なっていた。

AmBは秩序の高い脂質膜に分配されやすいことが知られており、液晶相(L d

相)のリポソームよりもゲ、ノレ相 (So 相)のリポソームに高い分配を示すことが報告

されている 11) 。また、ステロールはリン脂質二重膜の秩序を Ld 相で、はより高く、

So 相ではより低く変化させる 12) 。今回 REDOR 実験に用いた POPC は室温で Ld

相であり、ステロールは膜の秩序を高める方向に働く。AmBはリポソームに対

する結合能が低いために、より秩序が高いリポソームに結合する傾向がある。

その結果、選択毒性を発現すると考えることができる。一方、 AME では、リポ

ソームに対する結合能が元から高いため、リポソームの秩序を認識すること無

く分配できる。そのため、結果としてステロール選択性が低くなっていると考

えられる。また、AmBが膜表面に分配されると、そこから膜中に取り込まれて

チャネノレ複合体を形成する分子と、再び膜の外に抜けていく分子が平衡して存

在しており、ステロールフリーのリポソームでは平衡は膜の外に抜けていく方

に偏る(図 4・12a)13) 。一方、エルゴステロール含有リポソームでは、AmBとエル

ゴステロールが相互作用することにより、イオンチャネル複合体が安定化され

るため、平衡はチャネル複合体の形成に偏る(図 4-12c) 。すなわち、AmBは、膜

に分配される際にもステロール選択性を発現し、膜に分配されてからイオンチ

ャネル複合体を形成する際にもステロール選択性を発現しており、結果として、

エルゴステローノレ含有膜において選択毒性を発現すると考えられる。一方、 AME

では、 REDOR 実験においてステロールの有無や種類で、標識原子間の距離に有意

な差が見られなかったことから、 AME はイオンチャネル複合体が膜中において

安定に存在しており、そのチャネル複合体には、ステロールは関与していない
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と考えられる。すなわち、 AME においては、膜に分配される際にもステロール

選択性が見られず、イオンチャネル複合体を形成する際にもステローノレ選択性

が見られないと言える。これらの事をまとめると、以下のようになる。

l. AmBまたは AME が脂質膜中でイオンチャネル複合体を形成する際には、水

中から膜への分配、膜への分配からチャネル複合体の形成という 2 つの平衡

から成り立っている。

2. AmBでは、エルゴステロール含有膜のみ平衡がチャネル複合体の形成に偏っ

ているが、. AME では、ステロールの有無や種類によらず、平衡がチャネル

複合体に偏っており、膜中で安定に存在している。

AME を分子プローブとして用いた場合、チャネル複合体形成時にステロール

は関与していないことから、チャネル複合体形成時にステロールが関与してい

るとされるお曲目エルゴステロールの複合体(図 4・12c 右)についての議論はでき

ないと考えられる。しかし、AmB・コレステロールの系(図 4-12b 右)や、ステロ

ールフリーの系(図 4・12a 右)おいては、チャネル複合体形成時にステロールが関

与しておらず、AME と同様のチャネル複合体を形成していると考えられるため、

AME を分子プロープとして用いることができる。

次に、リポソーム内での AmB とAMB の会合状態について議論する。
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a. POPC liposomes 
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図 4-12. AmB が形成するイオンチャネノレにおけるステロールの役割 13 )

a) ステローノレフリ ー膜、b) コレステロール含有膜、 c) エルゴステロール合有膜
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4・5・3. リポソーム中におけるAmBと AME の会合状態

当研究室では POPC リポソーム中でのAm B または AME のuv スベクトノレを

測定している(図牛 13 、4・14)0 uv スペクトノレはAmB分子の会合状態依存的に

変化することが知られており、AmBの会合状態を調べるパラメータとなってい

る 14) 。すなわち、AmBがモノマーの状態でリポソーム外に存在していると 409

nm 、385 nm 、365 nm にへプタエン特有の吸収を示す。しかし、リポソーム内に

取り込まれ、周囲が疎水的な環境になると、極大吸収波長がわずかに長波長側

にシフトする。また、AmB分子間のへプタエン同士の距離が非常に近づくと (4.6

A 以内)、 330 nm 田 340nm にかけて吸収極大が現れる 14-16) 。この吸収帯は、AmB

チャネル会合体が集合してリン脂質から相分離した大きな集合体に由来するも

のと考えられており、チャネノレを形成しないとされている。

図4-13 では POPC リポソ」ム中でのAmBの uv スベクトルを示しているが、

ステロールフリー、エルゴ、ステローノレ、コレステロール含有膜で、それぞれ顕著

な差が見られることがわかる。ステローノレブリ}膜においては 409nm に見られ

るモノマー由来の極大吸収波長が長波長シフトしていないことから、AmBは膜

に入っていないと推測される。コレステロール含有膜においては、膜に入って

いないAmBと膜中で大きな会合体を形成しているAmBが混在していると考え

られる。エルゴ、ステロール含有膜で、は、大きな会合体由来の吸収波長が長波長

シフトしていることから、大きな会合体を形成しているへプタエン聞の距離が

離れたこと、また、モノマー由来の吸収波長が長波長シフトしているので膜に

取り込まれたことが考えられる。すなわち、エルゴステロール含有膜において

AmBが膜中に取り込まれやすくなっており、これがイオンチャネル複合体形成

におけるステロール選択性の発現につながっていると推察される。

一方、図 4-14 では POPC リポソーム中での AME のuv スベクトルを示して

いる。図 4-13 と見比べると明らかなように、ステロールの種類や有無に関わら

ず、極大吸収波長が 411-412 nm となっていることから、すべての AME 分子が

膜中に取り込まれている。また、 330 ・340 nm の吸収がほとんど現れていないこ

とから、へフ。タエンの距離が 4.6A 以上の状態で存在していることがわかる。こ

れらのことから、やはり AME はAmBよりも脂質膜に取り込まれやすいことが

示唆された。さらに、膜に取り込まれた後も大きな会合体を形成しないことか

ら、 AME を用いた REDOR 測定においては、チャネル複合体形成時の 19 F)3C 聞

を選択的に観測できていると期待できる。また、前述したように POPC リポソ

ームを用いた場合、AmBと AME の E 透過活性試験を行うことが可能である。

K+ 透過活性試験の結果、やはりAmBではステローノレ選択性が見られ、Al¥伍で

は選択性が見られなかった。だが、 AME においてステロールの有無、種類にか
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わらずチャネノレ活性は確認された。したがって、 Am B が形成するチャネル複合

休の構造解明のためのプローブとして Al¥伍 を用いても問題ないと考えられる。
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4・5・4. 考察のまとめ

REDOR 測定、 uv スベクトル、 K+ 透過活性試験の結果から AME にステロー

ノレ選択性は見られなかったため、 AME を用いてAmBのステロール選択性を解

明することは困難であると考えられる。しかし、 AME はステロールの有無に関

わらずチャネル複合体を形成しており、チャネル複合体形成時にステロールが

関与していないAmB-コレステローノレの系や、AmB-ステロールフリーの系おい

ては A恥伍を分子プロープとして用いることができる。

コレステロールは脂質膜中へのAmBの取り込みは促進するが、取り込まれた

AmBによるイオンチャネルの形成は阻害するという結果が当研究室において確

認されている 16) 。つまり、コレステロール含有膜中におけるイオンチャネル形

成にステロールは関与しておらず、ステロールフリーの状態で、チャネルを形成

することを示唆している。よって、 AME でのステロールフリー膜におけるイオ

ンチャネルは、AmBのコレステロール含有膜におけるイオンチャネルを再現し

ていると推察される。また、 AME を用いると脂質膜に取り込まれやすくなり、

さらにチャネル不活性で、ある大きな会合体を形成しないことからイオンチャネ

ル複合体の構造を選択的に見ている可能性が高いと期待される。

今回の REDOR 測定結果から、ステロール含有 POPC 膜中で、 AME の 25- 13 C

と 28_ 19
F 間の距離が 7.2A であることが確かめられた(第三章)。また、 14_ 19

F と

13CH3 聞の距離が 8.0A であることが確かめられ(第四章)、これらの距離情報を基

にチャネノレ複合体の構造解析を行ったところ、これまでに提唱されてきた樽板

モデルと一致する結果となった。今回 13C_19F 間の距離測定に用いた標識体はど

ちらも 100% 標識化されているので正確な距離情報であると考えられる。先程も

述べたように、この AME が形成している樽板モデ、ルは、AmBのコレステロー

ル含有膜におけるイオンチャネルをある程度再現していると期待される。
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第五章 結論

天然のアンプオテリシン B を分解して調製した C1 ・C21 セグメントと、化学合

成したフッ素標識化または 13C 標識化 C22-C37 セグメントを Stille カップリング

により連結し、さらにマクロラクトン化を行うことで、 28 位にフッ素原子が、

25 位に 13 C 原子が導入されたアンフォテリシン B メチルエステルの合成に成功

した。天然物からの分解と化学合成を組み合わせた新しい分子プロープ合成法

は、全合成よりも効率的であり、天然物の誘導化のみでは得られない化合物、

すなわち、位置特異的に 100% の標識率で、ラベノレされた誘導体を調製することに

適している。今後、この方法論を用いて、多くの誘導体が調製されることが期

待される。

調製した 28 位フッ化アンプオテリシンB メチルエステルと 25 位 13C 標識化

アンプオテリシン B メチルエステルを用いた固体 NMR 測定により、AmB分子

同士のへプタエン間距離を直接観測することができた。また、 14 位フッ化アン

プオテリシンB メチルエステルと 13 CH3 標識化アンプオテリシンB メチルエス

テルを用いた固体 NMR 測定も同様に行い、ポリオール間距離も観測することに

成功した。得られた二点問の距離情報を基に、チャネル複合体の構造解析を行

った結果、 AME は八量体でチャネルを形成しており、そのチャネルの内径は 8.2

A で、あった。チャネル活性試験、 uv スベクトルの結果からこの距離はコレステ

ロール含有膜中で、のAmBーイオンチャネル複合体形成時の距離を反映しており、

この距離情報はAmBイオンチャネノレ複合体の構造解明へ向けての大きな一歩で

あると期待される。
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第六章実験の部

一般的事項

試薬および溶媒

反応は特に記載のない限りアルゴ、ン雰囲気下で、行い、溶媒は市販のものを活

性化させたモレキュラシーブス 4 A (solid) で乾燥させたものを用いた。その他

の試薬は、特に記載しない限り、市販のものをそのまま用いた。

クロマトグラブィー

薄層クロマトグラフィーは、 Merck Kieselgel 60F ・254 plates (0.25 mm) を用いた。

シリカゲノレカラムクロマトグラフィーには、 Merck Silica gel 60 (40 ~ 60μm) およ

び関東化学 Silica gel 60 N (100 ~ 210μm) を用いた。フロリジールは和光純薬

Florisil ⑧ (75 '" 150μm) を用いた。

機器分析法

NlV低スペクトノレは、 JEOL 社製 GSX ・500 eH NMR: 500 問主z，13 C {l H } Nl¥侭:

125.7 Hz)を用いて測定した。 NMR 測定溶媒として CDCb または DMSO-d 6を用

いた。質量分析には、サーモクェヌト社製 LCQDECA を用いた。赤外吸収スベ

クトルは、 JASCO 社製の FTIIR ・300E を用い、測定法は、液膜法、もしくは KBr

法により測定した。 HPLC は、島津製作所製の SCL-10Avp ，SPD ・M10Avp ，

LC-10Avp ， DGS ・12A からなる装置を使用し、カラムは、ナカライテスク製の

COSMOSIL 5C18 ・MS-a を使用した。可視紫外分光光度計は島津製作所製の

UV-2500PC を 使 用 し た 。 ボルテクスミキサーは Scientific lndustries 

VOLTEX-2GENIE を用い、超音波洗浄器はヤマト社製 BRANSON 1510 を使用し

た。

lHN 乱1Rの化学シフトは、溶媒のシグ、ナルを内部基準 (CHCh: 8 7.2 4) としたと

きの値 (8 ppm) で、示した。 13CN 乱恨の化学シフトは、溶媒のシグ、ナルを内部基準

(CDCh: 8 77.0) としたときの値 (δppm) で、示した。
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。
OH 

HOιjJo ，， O 
C0 2Me Cao H gg N0 21 

Exact Mass: 1409.67 
Mo l. VVt.: 1410.64 

d ダ¥ぷジ¥ぷク ¥ d チ¥ぷジ ¥ d ジ¥ d

0" ，/0 ¥ ‘，Me 

HO 、 ¥子 、 OH

p- メトキシベンジリデンアセタール 11

Note No.: 4-NM-20 

トルエン共沸により乾燥させた N-Fmoc- Am B methyl ester 10 (2.7 g， 2.33 mmol) 

をメタノール (62 ml) とp- メトキシベンズアルデヒドジメチルアセタール (7 .3

m l)に溶かし、 CSA (58 mg ， 0.2 3 mmol) を加え、室温で 50 分間撹持した。反応

溶液を ooC に冷却して飽和炭酸水素ナトリウム水溶液を加えて反応を停止し、

酢酸エチルで、抽出した。有機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸マグネシウム

で乾燥させた後、溶媒を減圧留去した。残j査をシリカゲルカラムクロマトグラ

フィー(1: 20 メタノーノレ/クロロホルム)で精製し、 pーメトキシベンジリデンア

セタール体 11(2.8 g， 86%) を黄色固体として得た。

Yellow solid 

Rf = 0.54 (silica ， ch1 orofo rm! methanol = 10 /1) 

[α]D 25
.5 +93.9 (c 0.08 ， CHCh) 

lH Nl¥在 R (500 MHz， CDCh) O 7.75 (2H ， d， J = 7.5 Hz， Fmoc) ， 7.58 (2 H， m ， Fmoc) ， 

7.29-7.39 (6 H， m ， Fmoc ，岬)， 7.31 (2H ， t， J = 7.5 Hz， Fmoc) ， 6.86-6.84 (4H ， m ，阻)，

6.19-6.26 (1 2H ， m ， H2 1・H32) ，5.79 (lH ， dd ， J = 15.0 ， 5.5 Hz， H2 0) ， 5.65 (1 H ， d， J = 

8.0 Hz， H1 ')， 5.4 4 (1 H， s， 3，5・MP acetal) ， 5.4 2 (lH ， dd ， J = 14.5 ， 10.0 Hz， H33) ， 5.4 2 

(1 H ， s， 9，11 占i[p acetal) ， 5.21 (1 H， m ， H37) ， 4.57 (lH ， m ， H19) ， 4.52 (1 H ， m ， NH)， 4.4 2 

(2H ， t， J= 7.5 Hz， Fmoc) ， 4.21 (1 H ， t， J= 7.0 Hz， Fmoc) ， 4.13-4.18 (1H， m ， H3 ， H15) ， 

3.88 (1 H ， m ， H17) ， 3.79 ・3.83 (2 H， m ， H8 ， H l1)， 3.78 (3H ， s， MeO) ， 3.75 (3 H， s， MeO) ， 

3.72 (3 H， s， COOMe) ， 3.60-3.68 (3 H， m ， H9 ， H5 ， H2')， 3.2 1・3.4 5 (4H ， m ， H4' ， H5' ， 

H35 ， H3') ， 3.00 (3H ， s， MeO) ， 2.64 (0.5 H， dd ， J= 14.5 ， 6.0 Hz， H2 a) ， 2.39 (1 H ， m ， H34) ， 

2.27-2.34 (2 H， m ， H2 b， H16) ， 1. 91 ・1. 98 (1 H ， m ， H18) ， 1. 77- 1. 82 (2 H， m ， H18 ， H36) ， 

1. 70 (1 H ， m ， H7) ， 1. 48 (1 H ， m ， H6) ， 1. 33- 1. 39 (2H ， m ， H14 ， H10) ， 1. 31 (3H ， d， J = 6.0 

Hz， H6') ， 1. 18 (3 H， d， J= 6.5 Hz， 38Me) ， 1. 10 (3H ， d， J= 7.0 Hz， 40Me) ， 0.99 (3H ， d， J 

= 7.0 Hz， 39Me); 13 C NMR (125 阻王z，CDCh) o 173.0 ， 17 1. 2， 169.3 ， 159.9 ， 159.8 ， 

158.1 ，143.7 ，14 1. 3，135.8 ，134.0 ，133 .3， 133.1 ，133.0 ，132.8 ， 132.6 ，132 .4， 132.1 ，13 1. 9， 
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130.9 ， 130.5 ， 127.8 ， 127 .4， 127.2 ， 127.1 ， 125.0 ， 120.0 ， 113.6 ， 113.5 ， 100.6 ， 100.3 ， 100.0 ， 

97.2 ， 80.0 ， 78.3 ， 76.0 ， 75.1 ， 73.5 ， 73.2 ， 72.6 ， 72.1 ， 70.1 ， 69.8 ， 67.3 ， 66.9 ， 66.3 ， 60 .4 

56.5 ， 55.5 ， 55.3 ， 52.2 ， 51. 1， 48 .2， 47.1 ， 42.3 ， 41. 7， 40.9 ， 40.7 ， 37.0 ， 36.5 ， 32.7 ， 32.6 ， 

28.1 ，21. 0，18.3 ，17.6 ，17.1 ，14.2 ，11. 4. 

IR (neat) v 3442 ， 3011 ， 2937 ， 2879 ， 2838 ， 1717 ， 1615 ， 1517 ， 1450 ， 14371374 ， 1342 ， 

1303 ， 1249 ， 1171 ヲ 1070 ，1030 ， 1009 ， 913 ， 828 ， 757 ， 666 cm- 1 

MS (E SI) m/z calcd for C 8o H 99 N021 (M +Na+) 1432 ， found 1432. 

TBSO 

0 丁目S

。
C02Me 

d チ¥べチ¥ぷチ¥バジ ¥ d ジ¥ d ジ¥ぷク

C11 OH169N021 Si 5 
Exact Mass: 1980.10335 
Mo l. VVt..: 1981.94046 

0 ，，- ./0 ， .、 Me

TBSO 、 ¥ど /司 OTBS

NHFmoc 

5TBS エーテル

Note No.: 5-NM-27 

トルエン共沸により乾燥させたp メトキシベンジリデンアセタール 11 (2.7 g， 

1. 91 mmo l)をジクロロメタン (65 ml) に溶かし、 2，6- ノレチジン (2.7 ml ， 22.88 mmol) 

とTBSOTf(3.7 ml ， 16.21 mmol) を加え、 OOC で 1時間撹持した。飽和炭酸水素ナ

トリウム水溶液を加えて反応を停止し、エーテルで、抽出した。有機層を 0.25M

の塩酸(1 00 ml x3) 、飽和食塩水で、洗浄し、無水硫酸マグ、ネシウムで乾燥させた

後、溶媒を減圧留去した。残I査をシリカゲルカラムクロマトグラフィー(1: 10 酢

酸エチノレ/ヘキサン)で精製し、 5TBS エーテノレを得た (3.35 g， 89%) 。

Yellow amorphous solid 

Rf= 0.3 7 (silica gel ， hexane/AcOEt=5 /1) 

[α]D 25
.5 +53 .4 (c 0.12 ， CHCh) 

lH NMR (500 閲Iz， CDCh) a 7.73 (2 H， d， J = 7.0 Hz， Fmoc) ， 7.56 (2H ， m ， Fmoc) ， 

7.37 ・7.32 (6H ， m ， Fmoc ， MP) ， 7.27 (2H ， t， J = 7.5 Hz， Fmoc) ヲ 6.80 (4H ， dd ， J = 20.5 ， 

8.5 Hz， MP) ， 6.22-6.01 (12H ， m ，回1-32) ，5.73 (lH ， dd ， J = 14.5 ， 7.0 Hz，回 0) ，5.54 

(1 H ， dd ， J = 15.0 ， 9.0 Hz， 33 町， 5.4 3 (1 H， s， 3ヲ5占tlP acetal) ， 5.37 (1H， s，久11 占tlP

acetal) ， 4.88 ・4.87 (2 H， m) ， 4.35-4.32 (2H ， m) ， 4.16 (2H ， m) ， 3.81(lH ， m) ， 3.76(6 H， s， 

OMe) ， 3.66 (3 H， s， COOMe) ， 3.60 (2 H， m) ， 3.33 (lH ， t， J = 9.5 Hz)， 3.23 (1H， m) ， 
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2.99(3H ， s， COOMe) ， 2.59 (1 H ， dd ， J= 17.5 ， 7.5 Hz， H16) ， 2.33(2 H， t， J= 10.5 Hz， 1也)，

2.24 ・2.18 (2 H， m) ， 1.85 閏1. 46 (5H ， m) ， 1. 21 (3 H， d， J = 6.5 Hz， H6') ， 1. 18 (3H ， d， J = 6.5 

Hz， 38Me) ， 0.97 (3 H， d， J = 6.5 Hz， 4 OMe) ， 0.91-0.73 (m ， TBS) ， 0.08-- 1. 67 (30 H， m ， 

TBS); 13C NMR (125 聞Iz， CDCh) o 173.0 ， 17 1. 1， 169.7 ， 159.7 ， 159.6 ， 155.6 ， 144.0 ， 

143.9 ， 14 1. 3， 135.8 ， 133.6 ， 133.5 ， 133.3 ， 133.1 ， 132.7 ， 132.5 ， 132.2 ， 132.0 ， 13 1. 8， 13 1. 3， 

13 1. 2， 130 .4， 130.0 ， 127.6 ， 127.3 ， 127.0 ， 119.9 ， 113 .4， 113.2 ， 100.5 ， 100.1 ， 99.9 ， 98.1 ， 

80.2 ， 75.7 ， 75.3 ， 74.0 ， 73 .4， 72 .4， 72.3 ， 72 .2， 67.9 ， 66.9 ， 66.7 ， 60.3 ， 57.2 ， 55.8 ， 55.2 ， 

51. 7，47.9 ，47.1 ，43.1 ，42 .4， 40.6 ，37.1 ，36.3 ，32.2 ， 31. 8，27.0 ，26.0 ，25.7 ，25.5 ，21. 0， 

18.8 ， 18.3 ， 18.2 ， 17.9 ， 17.8 ， 17.7 ， 14.2 ， -3.6 ， -4.0 ，・4.2 ，-4.3 ，・4.4ヲー 4.6 ，-5 .3， -5 .4. 

IR (neat) v 3457 ， 2953 ， 2930 ， 2886 ， 2857 ， 1734 ， 1700 ， 1607 ， 1517 ， 1472 ， 1464 ， 1388 ， 

1303 ， 1253 ， 1170 ， 1078 ， 939 ， 837 ， 777 ， 740 ， 668 cm ・1

MS (ESI) m/ 主calcd for C l1 oH169N021 Si 5 (M +W) 1981 ， found 198 1. 

OTBS 

C0 2Me C 1Q OH159 12N0 21 Si5 
Exact Mass: 2103.83405 
Mo l. VVt.: 2105.56300 

。TBSO /// 0 OyO 

MP 

バク、 l

0////0¥ 、、Me

TBSO 、い¥γ ヘOTBS

NHFmoc 

ピスー(ヨードオレフィン)

Note No.: 5-NM-28 

5・TBS エーテノレ (3.3 g， 1. 17 mmo I)をジクロロメタン (333 m I)とメタノール

(22 m I)に溶かし、・ 78 0C でオゾンを 80 分間バプリングした。その後、酸素を

10 分パプリングし、トリフェニルホスフィン (8.7 g， 33.30 mmo I)を加えた後、

l 時聞かけて室温まで昇温した。溶媒を減圧留去し、残誼をそのままシリカゲル

カラムクロマトグラフィー(1: 10- 1: 3 酢酸エチノレ/ヘキサン)で精製し、ジアノレデ、

ヒド (2.0 g， 65%) を無色無定形固体として得た。これをトノレエン共沸により乾

燥させ、すぐに次の反応に用いた。スターラーバー入りの 100 ml ナス型フラス

コに、グローブボックス内で秤量した塩化クロム(11) (3.2 g， 25.84 mmo I)を移し、

減圧下 10 分間ヒートガンで乾燥させた。アルゴン雰囲気下室温に戻し、直前に

ベンゾフェノンケチルで、蒸留した THF (50 m I)を加えて OOC に冷却した。この

溶液に対し、ヨードホルム(1. 7 g， 4.31 mmo I)とジアノレデ、ヒド (2.0 g， 1. 08 mmo I) 

の THF (50 m1)溶液を加え、 OOC で 10 分、その後室温で 18 時間撹持した。 OOC

98 



に冷却して飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で反応を停止し、エーテルで、抽出し

た。有機層を飽和チオ硫酸ナトリウム水溶液で洗浄し、無水硫酸マグネシウム

で乾燥させた後、溶媒を減圧留去した。残?査をシリカゲルカラムクロマトグラ

フィー(1: 0・1: 3 酢酸エチノレ/ヘキサン)で精製し、ピスー(ヨードオレフィン) (1. 4 

g，63%) を無色無定形固体として得た。

Co1orless amorphous 

時= 0.4 2(si1ica ge1 ， hexane/AcOEt=4 /1) 

[α]D26 .4 _3.60 (c 0.14 ， CHCb) 

lH NMR (500 阻王z，CDCb) 8 7.73 (2H ， d， J = 8.0 Hz， Fmoc) ， 7.56 (2H ， m ， Fmoc) ， 

7.38-7.33 (6H ， m ， Fmoc ， MP) ， 7.29 (2 H， t， J= 8.0 Hz， Fmoc) ， 6.81 (4H ， dd ， J= 19.5 ， 8.5 

Hz， MP) ， 6.61 (1 H ， d， J = 14.5 Hz， H2 0) ， 6.50-6 .4 3 (lH ， m) ， 6.32 (1 H ， d， J = 14.5 Hz， 

回 1) ，6.00 (1 H ， d， J = 14.5 Hz， H32) ， 5.06 (1 H ， dq ， J = 6.0 也， H37) ， 4.80 (1H， d， J = 

10.0 也 N町， 5.4 8 (1 H ， s， 3，5岬 aceta l)， 5.4 4 (1 H ， s， 9，11- 阻 acetal) ，5.09 (1 H ， t， J = 

6.5 Hz)， 4.80 (1 H ， d， J = 8.0 肱)， 4.4 4-4 .4 0 (2H ， m) ， 4.34-4.14 (4H ， m) ， 3.79(3H ， s) ， 

3.76(6H ， s， OMe) ， 3.64 (3H ， s) ， 3.4 8・3.4 4 (2H ， m) ， 3.33 (lH ， t， J= 9.5 Hz)， 3.23(lH ， m) ， 

3.04 (3 H， s) ， 2.59 (1H， m) ， 2.33 (2H ， t， J= 10.5 Hz， H2)， 2.2 4-2.18 (2 H， m) ， 1. 22 (3H ， d， J 

= 6.5 Hz， H6') ， 1. 19 (3 H， d， J = 6.5 匝， 38Me) ， 1. 12 (3H ， d， J= 5.5 Hz)， 0.94 (3H ， d， J= 

6.0 Hz， 40Me) ， 0.89-0.74 (m ， TBS) ， 0.05-0.13 (30H ， m ， TBS); 

IR( 五1m) v 2952 ，2933 ，2886 ，2857 ， 1734 ， 1617 ， 1517 ， 1472 ， 1374 ， 1251 ， 1107 ヲ 1079 ，

1036 ， 837 ， 776 cm ・

HO 

O O y O  

MP 

OTBS 

C1-C21 セグメント 5

Note No.: 5-NM-29 

C02Me 

ダ/

0 ，，- /0¥. 、Me

TBSO 、、¥--/、 OTBS

NHFmoc 

CS5 H 130 1 N020Si4 
Ex act Mass: 1723.73 
Mo l. VVt.: 1725.18 

ジヨードオレフイン体(1. 4 g， 0.65 mmo1) をTHF (107 m l)、水 (54 m l)、メタ

ノール (36 m l)の混合溶媒に溶かし、水酸化リチウム l水和物 (2.8 g， 65.88 mmo l) 

を加えて室温で 24 時間撹持した。 OOC に冷却して飽和塩化アンモニウム水溶液
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で反応を停止し、酢酸エチルで、抽出した。有機層を無水硫酸マグネシウムで乾

燥させた後、溶媒を減圧留去し、残I査をシリカゲルカラムクロマトグラフィー

により粗精製し、そのまま次の反応に用いた。残1査をトノレエン共沸により脱水

した後、 DMF (29 m l)に溶かし、ピリジン (2.3 ml ， 29.04 mmo l)および 9・フノレ

オレニルメチルスクシンイミジルカーボネート (2.8 g， 8.21 mmo l)を加えて室温

で 11 時間撹持した。飽和塩化アンモニウム水溶液で反応を停止し、エーテルで

抽出した。有機層を 0.2 5M の塩酸、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で、洗浄し、

無水硫酸マグネシワムで乾燥させた後、溶媒を減圧留去した。残;査をシリカゲ

ノレカラムクロマトグラフィー(1: 5- 1: 1 酢酸エチノレ/ヘキサン)で精製し、 C1 ・C21

セグメント 5 を副生成物との混合物として得た。これを HPLC 用クロロホノレム

(1. 5 m l)に溶かし、 LC918 を用いたゲ、ルろ過 CJAIGEL-2H ，CHCb ， 4 ml /min ， 268 

nm ， 0.3 ml ずつインジェクト)により精製し、 C1 ・C21 セグメント 5 (571 mg ， 81% 

二段階)を白色固体として得た。

White solid 

Rf= 0.28 (silica gel ， ethyl acetate/hexane = 1/1) 

[α]D 24 + 1. 7 (c 0.57 ， CHCb) 

lH NMR (500 阻 fz ，CDCb) 07.74 (2 H， d， J = 7.5 Hz)， 7.55 (2H ， t， J = 7.0 Hz)， 

7.39 聞 7.33 (6H ， m) ， 7.2 9 (2H ， t， J = 7.5 Hz)， 6.82 (4H ， dd ， J = 27.0 ， 8.5 Hz)， 6.4 7 (1 H ， 

dd ， J = 15.0 ， 8.0 Hz)， 6.32 (1 H ， d， J = 14.5 Hz)， 5.50 (1 H ， s) ， 5.4 4 (1H， s) ， 4.81 (1H， d， J 

= 10.0 Hz)， 4.55 (0.5H ， d， J = 7.5 Hz)， 4.50 (1 H ， d， J = 6.5 Hz)， 4.4 2 (0.5 H， d， J = 7.5 

Hz)， 4.35-4.32 (2 H， m) ， 4.2 6-4.16 (4 H， m) ， 4.04 (lH ， d， 6.0 Hz)， 3.77 (3H ， s) ， 3.76 (3H ， 

s) ， 3.81 ・3.73 (2H ， m) ， 3.64 (3 H， s) ， 3.61 ・3.57 (3H ， m) ， 3.2 9 (1 H ， t， J= 8.5 Hz)， 3.21 (1 H ， 

m) ， 3.05 (3H ， s) ， 2.73 (1 H ， dd ， J = 16.0 ， 7.0 Hz)， 2.57 (1 H ， dd ， J = 11.0 ， 5.5 Hz)， 

2.23 ・2.1 6 (2H ， m) ， 1. 95 (1 H ， d， J = 15.0 Hz)， 1. 8ト1. 70 (4H ， m) ， 1. 57ο H， m) ， 1.4 9 (2H ， 

m) ， 1. 21 (3H ， d， J = 6.0 Hz)， 0.86 (9 H， s) ， 0.85 (9 H， s) ， 0.80 (9 H， s) ， 0.74 (9H ， s) ， 

0.03-0.00 (6 H， m) ，ー0.08 ー0.13 (1 2H， m); 13C NMR (125 1¥畳王 z，CDCh) 0 173.5 ， 173.1 ， 

172.7 ，155.6 ，155 .4， 146.0 ，143.7 ，14 1. 2，127.5 ，126.9 ， 124.7 ， 119.8 ， 118.1 ， 110.7 ， 110.3 ， 

100.6 ， 100 .4， 99.3 ， 99.2 ， 80.7 ， 79 .4， 79 .2， 79.1 ， 78.9 ， 78.8 ， 74.2 ， 73.9 ， 72.3 ， 72.2 ， 72.1 

70 .4， 69.8 ， 67 .4， 67.3 ， 66.8 ， 66.7 ， 66 .4， 66 .3， 57 .4， 57.1 ， 51. 6， 48.0 ， 47.8 ， 47.1 ， 42.9 ， 

42 .4， 41. 8， 40.8 ， 40.5 ， 40.3 ， 38.9 ， 37.5 ， 36.3 ， 32 .4， 32.0 ， 31. 6， 31. 3， 29.7 ， 27.7 ， 27.5 ， 

26.0 ， 25.6 ， 24.8 ， 24 .4， 23 .4， 22.8 ， 22 .4， 18.8 ， 18 .4， 18.3 ， 18.0 ， 17.7 ， -3.6 ， -3.8 ， -4.1 ， -4.5 ， 

-5.0，・5.2~

IR( 五1m) v 3401 ， 2957 ， 2926 ， 2871 ， 2853 ， 1653 ， 1558 ， 1506 ， 1457 ， 1419 ， 1376 ， 1340 ， 

1292 ， 1180 ， 1072 ， 999 ， 959 ， 864 ， 660 ， 598 cm- 1 

HRMS (ESI-TOF) m/z calcd for C85H13oIN02oSi4Na [M+Na+] 1746.7200 ， found: 

1746.7130. 
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OTBS 

石工。
C14H2803Si 

Ex act Mass: 272.18 
Mo l. Wt..: 272 .4 6 

TBS エーテル 15

Note No.: 4-NM 同 30

アルコール 14(2.1 g， 13.15 mmol) をジクロロメタン(87 ml) に溶かし、 -40 0C に

冷却した。そこに 2，6-Lutidine(2.8 ml ， 23.61 mmol) とTBSOTf(3.6 ml ， 15.76 mmol) 

を滴下し、 30 分間撹持した。その後、イオン交換水を加えて反応を停止し、ジ

クロロメタンで抽出した。有機層を水、飽和食塩水で、洗浄し、無水硫酸マグネ

シウムで乾燥させた後、溶媒を減圧留去した。残I査をシリカゲルカラムクロマ

トグラフィー(1: 10 酢酸エチノレ/ヘキサン)で、精製し、 TBS エーテル (2.6 g， 74%) 

を白色固体として得た。

Whi te solid 

Rf= 0.4 0 (silica gel ， 1: 4 ethyl acetate/hexane) 

lH NMR(500 阻Iz， CDCh) o 4.4 4 (1 H ， dq ， J=10.0 ， 6.0 Hz， H37) ， 3.62 (lH ， dd ， J=3.0 ， 

2.0 Hz， H35) ， 2.62 (1H， qd ， J =8.0 ， 3.0 Hz， H34) ， l. 79 (1 H ， dqd ， J =9.5 ， 7.0 ， 2.0 Hz， 

H36) ， 1. 33 (3H ， d， J =6.0 Hz， H38) ， l. 25 (3 H， d， J =7.5 Hz， H40) ， 0.96 (3H ， d， J =7.0 

Hz， H39) ， 0.86 (9 H， s， t-Bu-Si) ， 0.03 (6H ， s， Me-Si); 13 C N乱iJR (1 25 班長， CDCh) o 

174 .2， 74.2 ， 44.1 ， 36.1 ， 25.7 ， 19.8 ， 17.9 ， 16.5 ヲ 13.9 ，・4.5 ，-4.9. 

TBSO 

//////0γO~ 

り Me

N. 、OMe

O 

Weinreb アミド 15

Note No.: 4-NM-31 

C20H43N05Si 

Ex act Mass: 405.29 
Mo l. Wt..: 405.64 

Nl五i[ eOMe ・HCl (2 ，8 g， 29.07 mmol) をジクロロメタン (60 ml) に溶かして 0

OC に冷却し、1. 0 M Al Me3 (30.04 ml) を加えて 10 分間撹持した。その後 TBS 体 (2.6

g， 9.69 mmol) のジクロロメタン溶液 (40 ml) を滴下し、室温で 7.5 時間撹持した。

OOC に冷却した後、飽和酒石酸ナトリウムカリウム水溶液を加えて反応を停止し、
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ジクロロメタンで抽出した。有機層を水、飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸マグ

ネシウムで乾燥させた後、溶媒を減圧留去し、残?査を続けて次の反応に用いた。

残澄をジクロロメタン(97 m l)に溶かし、そこにエチルピニルエーテル (9.3 ml ， 

96.89 mmol) とPPTS (609 mg ， 2.4 2 mmol) を加え、室温で 2.5 時間援枠した。飽

和炭酸水素ナトリウム水溶液を加えて反応を停止し、ジクロロメタンで抽出し

た。有機層を水、飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させた後、

溶媒を減圧留去した。残;査をシリカゲルカラムクロマトグラフィー(1: 5 酢酸エ

チル/ヘキサン)で精製し、 Weinreb アミド 15 (3.2 g， 81% for 2 steps) を無色無定形

固体として得た。

Colo r1 ess amorphous solid 

Rf= 0.60 (s i1 ica gel ， 1: 1-ethyl acetate/hexane) 

lH NMR (500 阻王z，CDCh) o 4.67 (0.5 H， q， J =5.0 Hz， EE) ， 4.64 (0.5H ， q， J =5.0 也，

EE) ， 3.95-3.91 (1H， m ， H37) ， 3.68 (3H ， s， N-OMe) ， 3.15 (3H ， s， N-Me) ， 3.05 (0.5 H， 

dq ， J=7.0 ， 5.0 Hz， H34) ， 1. 91 (0.5H ， qd ， J=7.0 ， 2Hz， H36) ， 1. 74 (0.5H ， qd ， J=7.0 ， 2.0 

Hz， H36) ， 1. 25 (3H ， d， J =5.0 Hz， EE) ， 1. 15 (1. 5H ， t， J =7.0 Hz， H38) ， 1. 10 (1. 5H ， t， J 

=7.0 Hz， H38) ， 1. 09 (1. 5H， d， J =6.0 Hz， H40) ， 1. 03 (1. 5H ， d， J =6 Hz， H40) ， 0.89 (9 H， s， 

t-Bu-Si) ， 0.83 (1. 5H ， d， J=3 Hz， H39) ， 0.81 (1. 5H， d， J=3 Hz， H39) ， 0.00 (6H ， s， Me-Si); 

13C NMR (1 25 阻王z，CDCh) o 129.0 ， 128.2 ， 99.8 ， 98.6 ， 74.1 ， 71. 5， 61. 2， 60.1 ， 60.9 ， 

59.6 ，43.1 ，42.7 ， 39.3 ，26.1 ，21. 2，20.7 ， 18 .4， 15.3 ， 15.2 ，圃3.8 ，-4. 1. 

"， //./0¥/0¥ ，/ 

TBSO ‘ノゥ

γ 、CHO

アノレデヒド 16

Note No.: 4-NM 圃 33

C18 H 38 0 4Si 
Exact Mass: 346.25 
Mo l. Wt..: 346.58 

Weinreb アミド 15 (3.2 g， 7.82 mmol) を THF (65 ml) に溶かし、ー78 0C に冷却し

た。そこに1. 0 M DIBAL (1 7.3 ml) を滴下し、 1時間撹持した。飽和酒石酸ナト

リウムカリウム水溶液を加えて反応を停止し、ジエチルエーテノレで、抽出した。

有機層を水、飽和食塩水で、洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させた後、溶

媒を減圧留去した。残j査をシリカゲノレカラムクロマトグラフィー(1: 7 酢酸エチ

ノレ/ヘキサン)で、精製し、アルデヒド 16 (2.6 g， 96%) を無色無定形固体として得た。

Colo r1 ess amorphous solid 

Rf= 0.50 (silica gel ， 1:5 ・ethyl acetate/hexane) 
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lH NMR (500 阻 iz ，CDCh) o 9.70 (1 H ， s， CHO) ， 4.65 (0.5 H， q， J =5.0 Hz， EE) ， 4.64 

(0.5H ， q， J =5 ，0 Hz， EE) ， 4.24 (0.5H ， dd ， J =5 Hz， 2.5 Hz， H37) ， 4.24 (0.5H ， dd ， J =5.0 

Hz， 2.5 Hz， H37) ， 3.86 (0.5H ， dd ， J =7.0 ， 7.0 Hz， H35) ， 3.85 (0.5H ， dd ， J =7.0 ， 7.0 Hz， 

H35) ， 3.57 (1H， dq ， J =7.0 ， 3.0 Hz， EE) ， 3.4 3 (lH ， dq ， J =7.0 ， 3.0 Hz， EE) ， 2.53 (0.5H ， 

qd ， J =7.0 ， 2.5 Hz， H34) ， 2.4 6 (0.5H ， qd ， J =7.0 ， 2.5 Hz， H34) ， 1. 95 (0.5H ， qd ， J =7.0 ， 

2.0 Hz， H36) ， 1. 88 (0.5H ， qd ， J =7.0 ， 2.0 Hz， H36) ， 1. 21 (1. 5H ， d， J =5.0 Hz， EE) ， 1. 21 

(1. 5H ， d， J =5.0 Hz， EE) ， 1. 12 (1. 5H， t， J =7.0 Hz， EE) ， 1. 10 (1. 5H ， t， J =7.0 Hz， EE) ， 

1. 08 (1. 5H， s， H40) ， 1. 07 (1. 5H ， s， H40) ， 1. 05 (1. 5H ， d， J =6.0 Hz， H38) ， 1. 02 (1. 5H ， d， 

J =6.0 Hz， H38) ， 0.89 (9 H， s， t-Bu-Si) ， 0.81 (1. 5H ， d， J =7.0 Hz， H39) ， 0.80 (4.5H ， s， 

t・Bu-Si) ，0.79 (4.5H ， s， t-Bu-Si) ， 0.78 (1. 5H ， d， J=7.0 Hz， H39) ， 0.04 (6 H， s， Me-Si); 

13C NMR (1 25 阻 iz ，CDCh) o 205.5 ， 205.2 ， 99.1 ， 98.1 ， 72.8 ， 71. 9， 71. 4， 61. 0， 60.0 ， 

49.9 ，49.5 ，43 .3， 42 .4ヲ 25.9 ，25.9 ，20.9 ，20.7 ，18 .3， 18 .2， 16 .2， 15.6 ， 15.3 ， 10.8 ， 10 .4， 7.6 ， 

7.5 ， -4.1 ， -4.3. 

IIIII/"O ¥.........0¥./ 

TBSO... ノ。 l

ミ、
アセチレン 17

Note No.: 4-NM-34 

C19 H 3S 0 3Si 

Exact Mass: 342.26 
Mo l. ¥M..: 342.59 

THF (60 ml) をー78
0
C に冷却し、そこに 2.0 M TMSCHN 2(6.1 ml ， 12.26 mmol) と

1. 6 M n-B uL i(6.8 ml ， 10.82 mmol) を滴下し、 30 分間捷排した。そこにアルデヒド

16 (2.5 g， 7.2 1 mmo l)の THF 溶液(1 5 ml) を加え、 45 分間撹持した。その後 OOC

にして1. 5 時間撹搾後、飽和塩化アンモニウム水溶液を加えて反応を停止し、ジ

エチルエーテルで、抽出した。有機層を水、飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸マグ

ネシウムで乾燥させた後、溶媒を減圧留去した。残I査をシリカゲルカラムクロ

マトグラフィー(1:2 0 酢酸エチノレ/ヘキサン)で精製し、アセチレン 17 (1. 6 g， 65 %) 

を無色無定形固体として得た。

Colorless amorphous solid 

Rf= 0.50 (silica gel ， 1:9 ・ethyl acetate/hexane) 

lH NMR (500 J¥柾王 z，CDCh) o 4.72 (0.5H ， q， J= 5.0 Hz， EE) ， 4.69 (0.5 H， q， J= 5.0 Hζ 

103 



EE) ， 4.09 ・4.03 (1H， m ， H37) ， 3.68-3.58 (2 H， m ， H35 ， EE) ， 3.4 7・3.4 3 (1 H ， m ， EE) ， 

2.68-2.64 (1 H， m ， H34) ， 2.04 (0.5H ， dヲ J = 8.0 Hz， H32) ， 2.03 (0.5H ， d， J = 8.0 Hz， 

H32) ， 1. 95 (0.5 H， qd ， J= 6.0 ，2.0 Hz， H36) ， 1. 88 (0.5H ， qd ， J= 6.0 ，2.0 Hz， H36) ， 1. 20 

(1. 5H ， d， J=5.0 Hz， EE) ， 1. 20 (1. 5H ， d， J= 5.0 匝，EE) ， 1. 10 (1. 5H， t， J= 7.0 Hz， EE) ， 

1. 07 (1. 5H ， t， J= 7.0 Hz， EE) ， 1. 03 (1. 5H， d， J= 6.0 Hz， H38) ， 0.95 (1. 5H， d， J= 6.0 Hz， 

H38) ，0.86 四 0.74 (1 5H， m ， H40 ， H39 ， t-Bu-Si) ， 0.11 (3 H， s， Me-Si) ， 0.08 (3H ， s， Me-Si); 

13 C NMR (1 25 阻む， CDCh) o 99 .4， 98 .2， 88.2 ， 88.1 ， 76.5 ， 76 .4， 73.6 ， 71. 6， 70.0 ， 69.8 ， 

60.8 ， 60.0 ， 42.6 ， 42.5 ， 29.6 ， 26.1 ， 21. 1， 20.9 ， 18 .4， 18 .4， 17.1 ， 16 .4， 15.9 ， 15.7 ， 15 .4 

15.3 ， 10.7 ， 10.6 ，・3.8 ，-4.2. 

1 1 1 1 /
0 ¥ /0¥/' 

TBSOι ノ'"

~、SnBU3

ピニノレスス

NoteNo.: 牛N M 回 35

C 31 H6603SiSn 

Ex act Mass: 632.38 
Mo l. Wt.: 633.65 

アセチレン 17 (1. 5 g， 4.38 mmol) をTI 王F (73 ml) に溶かし、 OOC に冷却した。

そこに PdClz (P Ph 3)2 (1 54 mg ， 0.2 2 mmol) とn-Bu 3SnH (3.5 ml ， 13.14 mmol) を加え、

30 分捷持した。その後溶媒を減圧留去し、残I査をそのままシリカゲルカラムク

ロマトグラフィー(0: ト1: 10 酢酸エチノレ/ヘキサン)で精製し、ピニルスズ (2.3 g， 

83%) を無色無定形固体として得た。

Colo r1 ess amorphous solid 

Rf= 0.4 0 (silica gel ， 1: 20-ethyl acetate/hexane) 

lH Nl¥在 R (500 MHz， CDCh) o 6.09 ・5.99 (1 H， m ， H33) ， 5.93 ・5.87 (1 H， m ， H33) ， 4.65 

(0.5H ， q， J = 5.0 Hz， EE) ， 4.63 (0.5H ， q， J = 5.0 Hz， EE) ， 3.97 四 3.92 (1 H， m ， H37) ， 

3.66-3 .4 0 (3H ， m ， H35 ， EE) ， 2.39-2.38 (1 H ， m ， H34) ， 1. 94 (0.5H ， qd ， J= 6.0 ，2.0 Hz， 

H36) ， 1. 84 (0.5H ， qd ， J = 6.0 ， 2.0 Hz， H36) ， 1. 28-0.78 (21H ， m) ， 0.07 (3H ， s， Me-Si) ， 

0.02 (3 H， s， Me-Si); 13C NMR (1 25 阻Iz， CDCh) o 153.3 ， 153 .2， 126.3 ， 126.2 ， 99.1 ， 

98 .4， 77.7 ，77.6 ，73.3 ， 71. 5，60.9 ，60.1 ，44.7 ，44 .4， 42.3 ，42.1 ，29.1 ，27.3 ，26.2 ，21. 1， 

21. 0ヲ 18 .4， 16 .4， 15 .4， 15.3 ， 14.3 ， 13.7 ， 10.7 ， 10.5 ，9.4，同 3.5 ，-3.6 ，国4.0.

104 



TBSO 

IIIII/'O γ。、/

、、、、、¥ J

ヨードオレフィン 6

NoteNo.: 2・NM-43

C19H39103Si 
Exact Mass: 470.17 
Mo l. VVt.: 470.50 

12 (336 mg ， 1. 32 mmo l)を CH 2Ch (20 ml) に溶かし、 OOC に冷却した。そこにピ

ニルスズ(645 mg ， 1.02 mmol) のジクロロメタン溶液(5 ml) を滴下し、 30 分間援持

した。飽和チオ硫酸ナトリウム水溶液と飽和炭酸水素ナトリウム水溶液を加え

て反応を停止し、ジクロロメタンで抽出した。有機層を水、飽和食塩水で洗浄

し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させた後、溶媒を減圧留去した。残I査をシリ

カゲルカラムクロマトグラフィーで粗精製後、ジクロロメタン(22 ml) に溶かし、

エチルピニルエーテル(0.77 ml ， 8.04 mmol) とPPTS(61 mg ， 0.2 4 mmol) を加え、室

温で 15 分間撹持した。飽和炭酸水素ナトリウム水溶液を加えて反応を停止し、

ジエチノレエーテルで、抽出した。有機層を水、飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸マ

グネシウムで乾燥させた後、溶媒を減圧留去した。残溢をシリカゲルカラムク

ロマトグラフィー(1: 20 酢酸エチノレ/ヘキサン)で精製し、ヨードオレフィン 6(407

mg ， 85% for 2 steps) を無色無定形固体として得た。

Colo r1 ess amorphous solid 

Rf= 0.4 0 (silica gel ， 1: 10-ethyl acetate/hexane) 

lHNMR (500 阻王z，CDCh) o 6.55 (0.5H ， dd ， J = 14.5 ， 7.5 Hz， H33) ， 6.52 (0.5H ， dd ， J 

= 14.5 ， 7.5 Hz， H33) ， 6.00 (0.5H ， d， J= 14.0 Hz， H32) ， 5.99 (0.5 H， d， J= 14 Hz， H32) ， 

4.64 (0.5 H， q， J= 5.0 Hz， EE) ， 4.64 (0.5H ， q， J= 5.0 Hz， EE) ， 3.90-3.88 (1 H， m ， H37) ， 

3.60 (1 H ， dq ， J= 15.0 ， 7.5 Hz， EE) ， 3.50 (0.5 H， dd ， J= 8.0 ， 3.0 Hz， H35) ， 3.4 6 (0.5H ， 

dd ， J= 8.0 ， 3.0 Hz， H35) ， 3.4 3 (1 H ， dq ， J= 15.0 ，7.5 Hz， EE) ， 2.4 3-2.39 (lH ， m ， H34) ， 

1. 90 (0.5H ， qd ， J= 7.0 ，2.0 Hz， H36) ， 1. 82 (0.5H ， qd ， J= 7.0 ， 2.0 Hz， H36) ， 1. 26 (1. 5H， 

d， J= 5.0 Hz， EE) ， 1. 26 (1. 5H ， d， J= 5.0 Hz， EE) ， 1. 18 (1. 5H ， t， J= 7.0 Hz， EE) ， 1. 18 

(1. 5H ， t， J = 7.0 Hz， EE) ， 1. 06 (1. 5H ， d， J = 6.5 Hz， H38) ， 1. 00 (1. 5H ， d， J = 6.5 Hz， 

H38) ， 0.98 (1. 5H ， s， H40) ， 0.97 (1. 5H， s， H40) ， 0.89 (9 H， s， f. ・Bu-Si) ，0.82 (1. 5H ， d， J = 

7.0 Hz， H39) ， 0.80 (1. 5H ， d， J = 7.0 Hz， H39) ， 0.04 (6H ， s， Me-Si); 13C NMR (125 阻 Iz ，

CDCh) o 150.9 ， 150.7 ， 99.0 ， 98.3 ， 76.6 ， 76 .4， 75.0 ， 75.0 ， 72.7 ， 71. 3， 61. 1， 60.1 ， 43.7 ， 

43.5 ，42.7 ，42.0 ，26 .1， 26.1 ，21. 0，20.9 ヲ18 .4， 16.3 ， 15 .4， 13.0 ， 12.8 ， 10.5 ， 10.3 ヲ・3.8 ，・3.9.
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C24 H4SF04Si 
Exact Mass : 444.31 
Mo l. vvt.: 444.70 

TBSO ‘ / 1 1 1 ， 

フッ化オレフィン 23E

Note No .: 5-NM-45 

ヨードオレフィン 6 (280 mg ， 0.60 mmol) とどニノレスズ 5 (280 mg ， 0.72 mmo l)を

DMF CI2 m Il に溶かし、そこへ(i -Pr )z NEt (0.52 ml ， 2.98 mmol) と[Pd 2(dba) 31・CHCh

CI8.5 mg ， 0.018 mmo I) の DMF (1 m I) 溶液を加え、室温で 1時間俊枠した。飽

和l炭酸水素ナトリウム水溶液を加えて反応を停止し、エーテノレで3抽出 した。有

機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させた後、 j符媒を減

j土街去した。残J査をシリカゲ/レカラムクロマトグラフ ィー (18 酢酸エチノレ/ヘキ

サン， 1% トリエチルアミン)で精製し、アルコール 23E (246 mg ， 93%) を無色無

定形同体として得た。

Colo rI ess amorphous so Ii d 

Rf = 0.19 (si Ii ca geI ， hexane /AcOEt=5 /1) 

lHNMR (500 開-I z，CDCh) o 6. 17 (1 民 dd ，.I= 15 .0， 10 .5 Hz ， H31) ， 5.99 -6.1 3 (2 H ， m ， 

H30 ， 32) ， 5.90 (lH， dd ， .1 = 185 ， 11 .0 Hz ， H29) ， 5.77 (0.5H ， dd ， J = 15 .0， 7. 5 Hz， H33) ， 

5.73 (0.5 H， dd ， .1 = 15.0 ， 7.5 H z， H33) ， 4.6 4 (lH ，民 EE) ，4.3 8-4.30 (2H ， m ， H2 7) ， 

3.94 ・3.89 (lH， m ， H37) ， 3.66-3.55 (IH ， m ， EE) ， 3.4 8-3 .3 7 (2H ， m ， H3 5， EE) ， 2.4 3 (1 H， m ， 

H34) ， 1. 92 (0.5 H， m ， H36) ， 1. 83 (05H ， m ， H36) ， 1.1 7 (3 H， t，.1 = 7.0 Hz ， EE) ， 1. 06 (1. 5H ， 

d， .1= 6.5 Hz ， H38) ， 0.99 (4.SH ， d， J = 6.5 HぇH38 ，40) ， 0.83 (l.SH， d，.I = 7.0 Hz ， H39) ， 

0.80 (l.S H ， d，.I= 7.0 Hz ， H39) 

MS (ESI) mlz calcd for C2 J-14 5F04Si (M +Na +) 467 ， found 46 7 

106 



¥......... 0γ 

TBSO 
， ， ， ， ， 

C24H43F04Si 
Exac t Mass : 442 .29 
Mo l. 1Nt .: 442.68 J 、¥バデ ¥ d

アルデヒド 23Z

No te N o.: 5-NM-50 ，51 

フッ化オレブイン 23E (240 mg ， 0.56 mmol) をジクロロメタン(37 ml )に溶かし、

ピリジン(0.36 ml ， 4.4 1 mmol) を加え 0度に冷却 した。そとに Dess-Martin 試薬 (467

mg ， 110 mmo J) を加えて室漉で 20 分侵持した。チオ硫酸ナトリワムぷ溶液と飽

和炭酸水素ナ トリウム水溶液を加えて反応を停止 し、エーテノレで‘抽出した。有

機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させた後、溶媒を滅

!五 街去した。残澄をフロリジノレカラムクロマトグラブィ ー(1 00-200 mesh ， 1: 1 0 

~/f.酸エチノレ/ヘキサン) で精製し、アノレデヒド体(194 mg ラ 80% ，E 体が主生成物)

を無色無定形固体として得た。これをジクロロメタン (15 m I)に 溶かし、タン

グステンランプによる光照射条件下、ジフェニノレジセレニ ド (137 mg ， 0.044 

mmo I) を作用させて oOC で 20 分撹枠した。チオ航酸ナトリウム水溶液を加え

て反応を停止 し、エーテノレで抽出したc 有機屑を飽和食塩水で・洗浄し、無水硫

酸7 グネシウムで乾燥させた後、溶媒を減圧留去 した。残溢をフロリジノレカラ

ムクロマトグラフィー(1 00-200 mesh ， 1:1 0 酢酸エチノレ/へキサン)で精製し、ア

ノレデヒド 23Z (172 mg ， 89% ) を無色無定形固体として得た。

Co lorless amorphous solid 

Rf = 0.31 (silica gel ， hexane /AcOEt =5/1) 

IHNMR (500 閲Iz， CDCh) 1) 9.2 0 (I H ， d， J = 18 .0 匝， CHO) ， 6.62 (1H ， dd ， J = 15 .0， 

11. 0 匝， H31) ， 6.53 (0.5H ， dd ， J = 15 .0， 11. 0眠 H30) ，6.52 (0.5H ， dd ， J= 15 .0， 11.0 抱 3

H30) ， 6.39 (1 民 dd ，J = 300 ， 11. 0 H z， H2 9) ， 6.19 (I H， dd ， J = 15 .0， 11. 0 Hz ， H32) 司 6.11

(0.5H ， dd ， J ニ 150 ，7.0 Hz ， H33) ， 6.07 (0 .5H ， dd ， J ニ 150 ，7.0 Hz ， H33) ， 4.6 5 (1 H， m ， 

EE) ， 3.9 0 (1 H ， m ， H3 7) ， 3.63-3 .3 8 (3 H ， m ， EE ， H35) ， 2.53 (IH ， m ， H3 4) ， 1. 92 (0.5H ， m ， 

H36) ， 1. 85 (0 .5H， m ， H36) ， 1. 27-124 (3H ， m ， EE) ， 1. 20 ・115 (3H ， m ， EE) ， 1. 07 (1.5 H ， d， 

J = 6.5 Hz ， H38) ， 1. 04 (3H ， d， J = 6.5 H z， H40) ， 1. 01 (1.5 H ， d， J = 6.5 Hz， H38) ， 0.8 5 

(1.5 H， d， J = 7.0 Hz ， H39) ， 0.83 (1 .5H ， d， J = 7.0 Hz ， H39) 

MS (ESI) mlz calcd for C2~3F04Si (M+Na ') 465 ， found 465 . 
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ホスホン酸エステル 8

Note No.: 5-NM-3536 

C19H3903PSn 
Exact Mass: 466.17 
Mo l. Wt..: 465.19 

アルコール 21( 1. 2 g， 3.32 mmol) をジクロロメタン(233ml) に溶かし OOC で撹持

した。そこに 2ぷーlutidine(0.19 ml ， 1. 67 mmo l)と CBr4 (1. 3 g， 3.99 mmol) 、さらに PP14

(1. 3 g， 4.99 mmol) のジクロロメタン溶液(5 ml) を加え 15 分撹持した。飽和炭酸水

素ナトリウム水溶液を加えて反応を停止し、ヘキサンで抽出した。有機層をチ

オ硫酸ナトリウム水溶液、飽和食塩水で、洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥

させた後、溶媒を減圧留去した。残?査をろ過し、濃縮することで、ブロモ体を得

た。

60% N aH (665 mg ， 16.62 mmol) に DMF(33 ml) を加え OOC で擾持した。そこに亜

リン酸ジメチル(1. 5 ml ， 16.62 mmol) を滴下し、 10 分撹持した。そこに先程のプロ

モ体を滴下し、室温で 5 時間撹持した。水を加えて反応を停止し、エーテノレで、

抽出した。有機層を水、飽和食塩水で、洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥さ

せた後、溶媒を減圧留去した。残I査をカラムクロマトグラブイー(1: 10 酢酸エチ

ノレ/ヘキサン)で精製し、ホスホン酸エステル 8 (1. 1 g， 2 steps 74%) を無色無定形固

体として得た。

Colorless oil 

Rf= 0.20 (silica gel ， 1: 1・ethyl acetate/hexane) 

lH NMR (500 MHz， CDCh) 06 .4 8 (I H ， dd ， J= 19.0 ， 10.0 Hz， H30) ， 6.18 (I H ， dd ， J= 

19 .0 ，2.5 Hz， H31) ， 6.18-6.12 (I H ， m ， H2 9) ， 5.56 (lH ， ddd ， J = 15.0 ， 7.5 ， 7.5 Hz ， H2 8) ， 

3.74 (3H ， s， OMe) ， 3.72 (3H ， s， OMe) ， 2.63 (2H ， ddd ， J = 22.0 ， 7.5 ， 1. 0 Hz ， H2 7) ， 

1. 50- 1. 45 (6 H， m ， n-Bu3Sn) ， 1. 3ト1. 23 (6H ， m ， n・Bu3Sn) ，0.89-0.85 (I 5H ， m ，かBu 3Sn);

13C NJ¥低 (125 阻王z，CDCh) 0 145.7 ，138 .4， 134.1 ，120.3 ，52.6 ，28.9 ，27.1 ヲ 13.5 ，9.3. 
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C41 トi75F0 3SiSn
Exacl Mass : 780.45 
Mo l. Wt.: 781.83 

C22-C37 Segment 3 

N ote N o.: 5-NM-8 

トノレエン共沸により脱水したホスホン酸エステル 8 (293 mg ， 0.63 mmol) をベ

ンゾフェノンケチルで脱水した T旺 (12 m J) に溶かし、 OoC に冷却後、 106 M 

LHMDS (0.56 ml ， 0.59 mmo J) を加えて 10 分撹持した。続いてトノレエン共沸によ

り脱水したアノレデヒド 23Z (9 3 mg ， 0.21 mmo J)の T肝 (3 m J) 溶液を滴下後、

遮光下 o 1支で 1 時間撹十字した。飽和塩化アンモニウム水溶液を加えて反応を停

止 し、エーテノレで抽出 した。有機層を飽和食梅水で洗浄し、無水硫酸マグネシ

ウムで乾燥させた後、 溶媒を減圧留去 した。残泣をフロ ロジルカラ ムクロマ ト

グラフ ィー (1 00-200 mes h， 1 :20 酢酸エチノレ/ヘキサン， 1% トリエチルアミン) で

精製 し、C22 ・C3 7セグメント 3 (102 mg ， 62%) を黄色無定形固体と して得た。

Yellow amorphous solid 

Rf= 0.3 6 (silic a ge l， he xane /AcOEt=IO /I) 

[α]D 31_ 16.7 0 (c 0.52 ， CHCh) 

1H N M R  (500 MHz ， CDCh) o 6.58 (1 H， dd ， J = 19. 0， 10 .0 H z， H2 3) ， 6.53 (lH ， dd ， J = 

15 .0， 11 .0 Hz，胞の ，6.4 5 (0.5H ， dd ， J = 14 .5，110 H z， H30) ， 6.4 4 (0 .5H， dd ， J = 14.5 ， 

11.0 H z， H30) ， 6.37 (lH ， d， J ニ 19 .0民田2) ，6.29 (IH ， dd ， J = 14 .5， 10 .0 Hz ， H24) ， 6.19 

(2H ， dd ， J = 14 .5，110 Hz ， H2 5， H31) ， 6.10 (1H， dd ， J = 15 .0， 11. 0 H z， H32) ， 5.9 5 (1H， 

dd ， J = 27.0 ， 15 .0 Hz ， H2 7) ， 5.79 (0.5 H， dd ， J = 15 .0， 7.5 HζH33) ， 5.75 (05H ， dd ， J = 

15 .0，7.5 Hz ， H33) ， 5.4 9 (1 H， dd ， J = 33 .0 ， 11 .0 Hz ， H2 9)， 4.66-4 .61 (lH ， m， EE) ， 3.92 

(1H， m ， H37) ， 3.6 5-3 .3 8 (lH ， m ， EE) ， 3.52-3 .38 (2H ， m ， H35 ， EE) ， 2.4 5 (IH ， m ， H34) ， 

1. 93 (0 .5H ， m ， H36) ， 1. 84 (05H ， m ， H36) ， 1.5 3・1.1 5 (18H ， m ， EE ， SnCH 2 CH 2)， 1. 07 

(1.5 H ， d， J = 7.0 H ζH38) ， 1. 00 (4 .5H ， d， J = 7.0 Hz ， H38 ， H40) ， 0.96-0.85 (24 H， m， 

Si-t-Bu ， Sn(CH2) 2CH 2CH 3)， 0.84 (1.5H， d， J = 7.0 Hz ， H39) ， 0.82 (15H ， d， J = 7.0 Hz ， 

H3 9)， 0.01 (6H ， m ， SiM e2 ); 13 C NMR (1 25 MHz ， CDCh) o 156 .4 (d ， 1JcF = 259 H z)， 

146 .5， 140 .4 ， 1402 ， 13 7. 6， 137 .5， 133 .2， 133 .1， 130 .6 ， 129.8 ， 129.6 ， 123 .2， 1118 ，98.9， 

98.3 ， 72. 9ヲ 71.5 ，61. 0，60 .1，42 .6，42 .0，40 .3，29 .2，27 .4， 26.3 ，21.2， 21. 0，18.5 ， 16 .4 ， 15 .5， 
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142 ，14 .1，13 .8，10 .7，10 .5，9.7， -3 .5， -3 .8 

IR( 白1m) v 2927 ，2856 ，1684 ，15 83 ，1460 ，1377 ，1327 ，1254 ，1105 ，1076 ， 1057 ， 1003 ，958 ， 

835 ， 773 ， 669 cm- I 

MS (E Sりmlz calcd for C 4IH 7S FO )SiSn (M +Na ') 803 ， found 803 

川 11 /
0

TBSO ~， O O Y O  

MP 

マクロラクトン 27

No te No .: 5-N 恥1-64_65_67

OTBS 

OyO 0 "， 

MP 

，グ¥'"件 ¥ d

。、0 丁目S

C0 2Me 

;::〔うと BS

C 11 OH16SFN021 Si 5 
Exac t Mass: 1998.09 
Mo l. ¥Nt .: 1999 .93 

トルエン共訪れによ り脱水した C l-C21 セグメント 5 (183 mg ， 0.11 mmol) と、ジ

イソプロピルエチルアミン (098 ml ， 5.6 2 mmoll をn 王F (5 m l)に溶か し、 そこ

へ、 トルエン共沸により脱水した C22-C37 セグメント 3 (100 mg ， 0.13 mmoll 

の THF (5 m l)溶液 を加えた。これに対し、グロープボックス内で秤量した ト

リスジベンジリデンアセトンジパラジウム(3 3 mg ， 0.032 mmo l) とトリフェニノレ

ヒ素 (97 mg ， 0.32 mmo l) の THF (5 mll を加え、遮光下室温で 12 時間援持した。

THF を減圧留去し、残濯をシリカゲノレカラムクロマ トグラフィ一 (15 酢酸エチ

ル/ヘキサン、 1% トリエチルアミン)で粗精製し、カップ リング生成物(223 mg ， 

impure) を得た。

得られたカップリング生成物(223 mg) をメタノール (11 mll とp- メトキシベ

ンズアノレデ、ヒドジメチルアセターノレ (53 m l) に溶かし、 PPTS (320 mg ， 1. 27 mmo l) 

を加えて遮光下室温で 3 時間後枠した。飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で反応

を停止し、エーテノレで、抽出した。無水硫酸マグネシウムで乾燥させた後、溶媒

を減圧留去した。残j査をシリカグノレカラムクロマト グラ フィー (130 メタノー

ル/クロロ ホルム)で粗精製し、セコ酸 (t 82 m g， impure ) を黄色無定形固体とし

て得た。

セコ酸(1 82 mg ) をジクロロメタン (80 m l) に溶かし、そこにグローブボック

ス内で秤量した 2- メチノレー6ーニトロ安息香酸無水物(1 41 mg ， 0.4 1 mmo l)と DMAP

(1 00 mg ， 0.82 mmol ) のジクロロメタン(1 0 m ll 精液を 20 分かけて滴下 した。 室
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ifnt で 3.5 時間撹Y4" 後、飽和炭椴水素ナ トリウム水溶液で反応を停止 し、エーテルで

抽出 した。 無水硫酸マグネシウムで乾燥させた後、溶媒を減圧僧去した。浅澄を

シリカゲノレカラムクロマ 卜グラフィ ー(1: 5 酢酸エチノレ/ヘキサン 、0:1- 1: 20 メタ

ノール/クロ ロホルム)で精 製し、マクロラク トン 27 (41 mg ， 20 % for 3 steps ) を

黄色無定形国体として得たロ

Rf = 0.4 0 (silica ge1 ， hexan 巴/AcOEt =5/1) 

IH NMR (500 1征Iz， CDCb) o 7.73 (2H ， d，.I = 8.0 Hz) ， 7.56 (2 H， m) ， 7.3 7 (2 H， t， .1 = 7.5 

Hz) ， 7.3 2-7 .26 (4 H， m) ， 6.79 (2H ， dd ， J = 20 .5， 8.5出)，6.54 (1H ， dd ，.1 = 14 .5， 11. 5匝)，

6.4 5 (1H ， dd ，.I= 140 ， 11. 5 Hz) ， 6.3 4 (IH ， dd ，.I= 14.5 ，9.5 Hz) ， 6.22-6 .04 (6H ， m) ， 5.87 

(旧 ，dd ， .1 = 220 ， 15.0 也)，5.76 (IH ， dd ， J = 15 .5， 6.5 Hz) ， 5.60 (旧 ，dd ，.I= 14 .0，9.0 

Hz) ， 5.50 (IH， m) ， 5.4 4 (I H ， s) ， 5.4 2-5 .4 1 (1H ， m) ， 5.36 (I民 s) ，4.87 (1 H， d，.I= 10 .0 Hz) ， 

4.89-4 .82 (I H， m) ， 4.4 8-4.38 (2H ， m) ， 4.34-4 .31 (2H ， m) ， 4.21-4 .16 (2H ， m) ， 3.78 (3H ， s) ， 

3.75 (3H ， s) ， 3.66 (3H ， s) ， 3.68-3.53 (4H ， m) ， 3.3 4-3.2 7 (lH， m) ， 3.24-3 .21 (1H ， m) ， 2.99 

(3H ， s) ， 2.59 (I H， dd ，.1 ニ 115 ，6.5 Hz) ， 2.37-2 .29 (2H ， m) ， 2.23-2.17 (2H ， m) ， 1.2 1 (3H ， d， 

J = 6.5 Hz) ， 1.1 8 (3H， d， .1 = 6.5 Hz) ， 0.98 (3H ， d， .1 = 7.0 H z)， 0.91-0 73(45H ， m) ， 

0.08 - 0 17 (30H ， m) 

MS (MALDl) m1 z ca1 cd for C Il oH I68 FN0 21 Si 5 (M +Na 勺2021 ，found 2021 

HO 

。

OH 

"'， ，/ 0 、、、OH

C0 2Me C48 H 74 FNO '7 
Exact Mass : 955 .4 9 
Mo l. Wt .: 956 .10 \~"，\4ダ\ r:? 4ジ\d戸、\~

:: 0 よ

28 Y F M 在E2

N ote No .: 5-NM-75 

テアロンチューブ、にマクロラクトン 27 (25 mg ， 0.013 mmo l) を移し、メタノー

/レ (06 m l)を 加えた。室温で 18 % HF- ピリジン (05 m1 )を 滴下 し、その後 50&

に昇混して 40 時間境作した。反応溶液を飽和炭酸水素ナ トリウム水溶液中に滴下

して反応を停止し、酢酸エチルで抽同した。 有機層を 0.25M の塩酸、飽和炭酸水

素ナ トリウム水溶放で洗浄し、無水硫酸7 グネシウムで乾燥させた後、溶媒を滅

j土儲去した。残泣をシリ カゲノレカラムクロマ トグラフィー(1 :20 メタノーノレ/クロ

ロホルム) で粗精製し、TBS 脱保護ベンタオール体 05 mg ， 82% impure ) を黄色
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無定形固体として得た。

TBS 脱保護ベンタオール体(1 5 mg) をジクロロメタン (2 .2 m 1)に溶かし、ピ

ベリジン (52μ1 ，0.53 mmo 1)を加えて室温で 45 時間援持した。溶媒を減圧留去し、

残?査をシリカゲルカラムクロマトグラフィー(1 :20 ・1: 0 メタノーノレ/クロロホノレ

ム)で粗精製し、 Fmoc 脱保護体 (19 mg ， impure) を黄色固体として得た。

Fmoc 脱保護体(1 9 mg) をメタノール (0.6 m 1)に溶かし OoC に冷却後、濃塩

酸 (64μ1 ，0.77 mmo 1)を滴下し、 ooC で 1時間捷持した。炭酸水素ナトリウム (77

mg) を加えて反応を停止し、 pH が 7付近になったことを確認し溶媒を減圧留去し

た。得られた残;査をふブタノール (480μ1) とミリ Q 水(1 20μ 1)に溶かし、そこへ

濃塩酸(64μ1) を加え、 ooC で 7 時間撹持した。炭酸水素ナトリウムと水を加えて反

応を停止し、反応水溶液をそのまま ODS のオ一プンカラム (H匝20

一ジして粗精製することでで、 28ιν_19 F A M伍E 2 (ω8 .2 mg ， 64%) を黄色固体として得た。

粗精製物を田LC を用いて再精製し、最終的に純粋な 28_ 19 F A1伍 2 (2.1 mg ， 25%) 

を黄色固体として得た。

Yellow solid 

Rf= 0.10 (silica gel ， CHCh /M eOH=5 /1) 

lH NMR (500 MHz， DMSO-d 6) 8 6.56 (lH ， dd ヲJ= 14.5 ，12.0 Hz)， 6.56 (lH ， dd ， J= 15.5 ， 

11. 0 Hz)， 6.4 3 (1H， dd ， J= 15.0 ， 10.5 Hz)， 6.34 (lH ， dd ， J= 14.5 ，11.0 Hz)， 6.33 (1H， dd ， 

J= 15.0 ，11. 0 Hz)， 6.29 (lH ， dd ， J= 15.0 ，12.0 Hz)， 6.23 (lH ， dd ， J= 15.0 ，10.5 Hz)， 6.17 

(1 H ， dd ， J= 28.0 ，15.5 Hz)， 6.12 (lH ， dd ， J= 15.5 ，10.5 Hz)， 6.12 (1 H ， dd ， J= 15.5 ，10.5 

Hz)， 5.96 (lH ， dd ， J = 15.5 ， 9.0 Hz)， 5.75 (1 H， dd ， J = 34.0 ， 11.0 Hz)， 5.51 (lH ， dd ， J = 

15.5 ， 9.5 Hz)， 5.18 (1 H， m ， H37) ， 4.37 (1 H， m) ， 4.2 5 (1 H， s) ， 4.23 (2 H， m) ， 4.05 (1 H ， m) ， 

4.03 (1 H ， m) ， 3.62 (3 H， s) ， 3.59 (1 H， m) ， 3.51 (1 H ， s) ， 3.4 6 (lH ， m) ， 3.12 (1 H ， m) ， 3.11 

(lH ， m) ， 3.05 (1H， m) ， 2.86 (1 H， m) ， 2.2 9 (2H ， m) ， 2.20-2.14 (2H ， m) ， 2.08 (1 H ， m) ， 1. 90 

(lH ， dd ， J = 12.0 ， 5.0 Hz)， 1. 87 (1 H ， dd ， J = 16.0 ， 5.5 Hz)， 1. 71 (lH ， m) ， 1. 55 (1 H ， m) ， 

1. 57-1 .4 5 (4H ， m) ， 1. 40 閏1. 26 (6 H， m) ， 1. 15 (3H ， d， J = 6.0 Hz)， 1. 13 (1 H ， m) ， 1. 12 (3 H， d， 

J= 6.5 Hz)， 1. 04 (3H ， d， J= 6.5 Hz) ， 0.91 (3H ， d， J= 7.0 Hz). 

13C NMR (125 MHz， DMSO 吟) 8 172.8 ， 170 .2， 156 .2 (d ， lJ CF = 252 Hz)， 137 .2， 137.1 ， 

136.7 ， 136.1 ， 136.0 ， 134.5 ， 132.5 ， 131 .4， 13 1. 0， 130.7 フ 129.8 ，128.7 ， 123.1 ， 12 1. 7， 97 .4， 

97.2 ， 96.7 ， 73.8 ， 73 .4， 73.1 ， 73.0 ， 70.0 ， 69.8 ， 69.3 ， 69.1 ， 67.2 ， 66.6 ， 65.9 ， 64.6 ， 56.8 ， 56.5 ， 

45.9 ，44.5 ，44.1 ，42 .4， 42.3 ，41. 1，36.8 ，34.9 ，29.0 ， 18.5 ， 18.0 ， 17.1 ， 12.0. 

MS (ESI) m/ 主calcd for C48H74FN017 (M+Na+) 978 ， found 978. 
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EtOOC 、ノデ¥/戸 ¥
¥ グ ¥ f 、SnBU3

エステル 30

Note No .: 3-NM-25 

C1 S13CH3 60 2Sn 

Exact Mass: 417.18 

Mo l. ¥Nt.. : 416.19 

アルデヒド 19 (402 mg ， 1.1 7 mmol) を トノレエン(23 ml)に溶かし宅温で焼事~した。

そこにI3 C 原識化イ リド(407 m g， 1.1 7 mmol) を加え 65 QC で 4 時間捜枠したc さ

らにイリド(80 mg ， 0.23 mmol) を 2 回に分けて加え、さらに 6 時間俊持した。溶

煤を滅j干留去し、残澄をカラムクロマ トグラフィ ー(1:1 0 酢酸エチノレ/へキサン )

で精製を行い、エステル 30 (447 mg ， 92%) を無色無定形固体として得た。

Co lorle ss oil 

Rf = 0 .50 (silica gel ， 1: lO -et hyl acetate /he xane) 

lH NMR (500 ]1;畳 fz ，CDCh) 15 7.15 (IH ， ddd ，J = 15 .5，10.5 ， 2.0fu ， H24) ， 6.77 (IH ， d， 

J = 19 .0 Hz ， H22) ， 6.61 (旧 ，ddd ，J = 18.5 ，10.5 ，3.5 Hz ，H23) ， 5.76(IH ， dd ，J = 162.0 ， 

15 .0 Hz ， H25) ， 4.16 (2H ， q， J = 6.0 H z， COOEt) ， 1.5 3・1.3 8 (6H ， m ， n-Bu )Sn) ， 1.32 -1.23 

(9H ， m) ， 0.94 ・0.83 (l 5H， m ， n-Bu )Sn) ; 13C NMR (125 1征fz ，CDCh) 15 167 .5， 146 .5， 

145 .9， 144.2 ， 119 .9， 60 .1， 29 .0， 27 .2， 14 .2， 13 .6 ，9. 5 

HO / ¥ グ ¥ J 、SnBU3

アルコール 31

No te No.: 3-NM -26 

C 1613C H3 40Sn 

Exacl Mass: 375 .17 

Mo l. ¥Nt. .: 374 .15 

エステノレ 30 (345 mg ， 0.83 mmol) を THF( 1u ml) に溶かしー78 QC で燐枠した。そこ

に 0.94MDillAL 溶液(2.6 ml ， 2.4 9 mmol) を加え 30 分撹持した。飽和泊石酸ナト

リウムカリウム水溶液を加えて反応を停止 し、酢酸エチノレで抽出した。有機層

を水、飽和食権水で、洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させた後、溶媒を減

圧留去したc 残澄をカラムクロマトグラフィー(1:1 0-1 :5 酢酸エチノレ/ヘキサン )

で精製し、アルコール 31(293 m g， 94%) を無色無定形固体と して得た。

Co lorle ss oi l 

Rf= 0 .20 (si lic a gel ， 1: 10-eth yl acetate /h exane) 

lHN 乱1R (5001 位fz ，CDCh) 15 6.51 (1 H ， ddd ， J = 18.5 ， 10.0 ，4.0 Hz ， H2 3) ， 6.2 3 (IH ， d， 

.1 = 19.0 Hz ，田 2) ，6.20 (旧 ，dd ， J = 15.5 ， 10.0 ， 3.5 fu ， H2 4) ， 5.76 (IH ， tdd ， J = 153.0 ， 
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14 .5， 6. 0 Hz ， H2 5) ， 4.16 (2H ， d， .J = 4.5 Hz ， H2 6)， 1.5 4- 1.3 9 (6H ， m ， n-Bu 3Sn) ， 

1.3 2-1 .25 (6H， m ， n-Bu3Sn) ， 0.91-0 .85 (15H ， m ， n-Bu3Sn) ; 13 C NMR (125 1¥任 fz ，

CDCb) 8145 .9，1348 ，134 .3， 130 .7，63 .4 ，291 ，27.2 ，13 .7，9.4 

OHC ¥ グh 可グ¥ SnBU3

アルデヒド 9

Note No .: 3-NM-28 

C1613CH320Sn 
Exact Mass: 373.15 
Mo l. 'NI.: 372 .14 

アルコール 31 (65 mg ， 0.17 mmol) をジクロ ロメ タン(3.4 ml) に溶かしOOC で撹枠

したc そこに DMP(lll mg ， 0.26 mmol) を)J日え、30 分間撹排した。飽和炭酸水素

ナト リウム水溶液、 飽和チオ硫酸ナトリウム水溶被を加えて反応を停止し、ジ

ェチルエーテルで抽出した。有機層を水、飽和食嵐水で洗浄 し、無水硫酸マグ

ネシウムで乾燥させた後、溶媒を減圧留去した。残溢をカラムクロマ トグラフ

ィー(1 20 酢酸エチ/レ/ヘ キサン)で精製し、アルデヒド 9 (51 mg ， 78%) を無色無定

形固体と して得た。

Colorless oil 

R f= 0.4 0 (silica gel ， 1 :9-ethyl acetate /hexane) 

[α1 1) 26 +0.31 (c 0.60 ， CHCb) 

lH NMR (500 MHz ， CDCb) o 9.54 (1 H， dd ， .J = 26.0 ， 8.0 Hz ， H26) ， 7.00 (IH ， d， .J = 

18 .0Hz ， H2 2) ， 6.97 (IH ， dd ，.J = 15 .0， 10 .0 Hz ， H2 4) ， 6.78 (1 H， ddd ，J = 18 .0，10 .5，3.5 

Hz ， H2 3) ， 6.0 5 (1 H， ddd ，.J = 160 .5， 15.0 ， 8.0 Hz ， H25) ， 1.5 2・1. 45 (6H ， m ， n-Bu 3Sn) ， 

1.3 4- 1.2 7 (6 H， m ， n・BU 3Sn) ，0.97-0 .86 (15H ， m ， n-Bu 3Sn) ; 13 C NMR (1 25 MHz ， 

CDCb) o 194 .6，194 .2，153 .8，153 .3，144 .2，132 .8，12 9 9，29 .0， 27 .2，13 .6，9.7 

TR (neat) v2956 ， 2926 ， 2871 ， 2851 ， 2718 ，1634 ，1598 ，1541 ，1464 ，1418 ，1376 ，1340 ， 

1291 ，1248 ，117 6， 1113 ， 1081 ， 1012 ，990 ，960 ，875 ，749 ，673 ，597 cm- I 
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TBSO 
f ， ， ， ' 

C26H5106PSi 
Exact Mass: 518.32 

o Mo l. VVt.: 518.74 

P(OMeh 〆、¥ぷ少¥ぷふ¥バダ

ホスホン酸エステル 32

Note No.: 6- 1'-品 4・39

ヨードオレブイン 6 (500 mg ， 1. 06 mmol) とホスホン酸エステル 8 (643 mg ， 1. 38 

mmol) を D l¥1F(1 8 ml) に溶かし、室温で撹持した。そこへ(i -Pr)2NEt (0.93 ml ， 5.32 

mmol) と[P d2(dba)3] ・CHCh (33 mg ， 0.032 mmo I)を加え、室温で 1時間撹持した。

飽和炭酸水素ナトリウム水溶液を加えて反応を停止し、酢酸エチルで、抽出した。

有機層を水、飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させた後、溶

媒を減圧留去した。残1査をカラムクロマトグラフィー(1 :1 酢酸エチノレ/ヘキサン、

1% トリエチルアミン)で精製し、ホスホン酸エステル 32(470 mg ， 77%) を黄色無

定形固体として得た。

Yellow oil 

Rf=O .14 (silica gel ， 1: 1・ethyl acetate/hexane) 

[α]D 25 -18.2 (c 1. 15 ， CHCh) 

lHNMR (500 阻王z，CDCh) 0 6.17 (1 H ， dd ， J= 14.5 ， 4.0 Hz， H31) ， 6.13-6.09 (2H ， m ， 

H30 ， H32) ， 6.00 (lH ， d， J= 15.5 ， 8.0 Hz， H2 9) ， 5.74 (1H， ddd ， J= 18.0 ， 15.5 ，7.0 Hz， 

H2 8) ， 5.57 (lH ， ddd ， J = 14.5 ， 7.5 ， 2.5 Hz， H33) ， 4.67 (1 H ， quint ， J = 5.0 Hz， EE) ， 3.91 

(1 H ， m ， H37) ， 3.74 (3 H， s， OMe) ， 3.72 (3H ， s， OMe) ， 3.61 ・3.56 (1H， m ， EE) ， 3.4 9・3.34

(2H ， m ， EE) ， 2.65 (2H ， dd ， J= 17.5 ， 7.5 Hz， H2 7) ， 2.4 3 (lH ， m ， H34) ， 1. 94- 1. 90 (0.5H ， 

m ， H36) ， 1. 85- 1. 81(0.5H ， m ， H36) ， 1. 17 (3H ， t， J= 7.0 Hz， EE) ， 1. 06 (1. 5H， d， J= 6.0 

也， H38) ，0.99 (4.5 H， d，J= 6.5 Hz， H38 ， H40) ヲ 0.90-0.88 (1 2H ， m ， TBS) ， 0.82 (3H ， dd ， 

J = 11. 0， 7.0 Hz， H39) ， -0.01(3H ， s， TBS) ， -0.01(3H ， s， TBS); 13C NMR (125 Ml王 Z，

CDCh) 0 140.1 ， 139.9 ， 135.5 ， 135 .4， 133.1 ， 133.0 ， 130.0 ， 129.9 ， 129.2 ， 98.9 ， 98.3 ， 77.7 ， 

77.6 ， 72.9 ， 71. 5， 60.9 ， 60.0 ， 52.8 ， 42.5 ， 41. 9， 40.1 ， 30 .4， 29.3 ， 26 .1， 21. 1， 21. 0， 18 .4， 

16.2 ， 15 .3， 14.1 ， 14.0 ， 13.7 ， 10.6 ， 10 .4， 9.5 ， -3.7 ， -3.9. 

IR (neat) v 3401 ， 2957 ， 2926 ， 2871 ， 2853 ， 1653 ， 1558 ， 1506 ， 1457 ， 1419 ， 1376 ， 1340 ， 

1292 ， 1180 ， 1072 ， 999 ， 959 ， 864 ， 660 ， 598 cm- 1. 

HRMS (ESI -TOF) m/ 主calcd for C26H5106PSiNa [M+Na+] 54 1. 3085 ， found: 54 1. 309 1. 
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C4013CH7603SiSn 
Exact Mass : 765 .4 6 
Mo l. 1M .: 764 .83 

TBSO 
， 
r ， ， ， 

• 
C22 -C37 セグメン 卜4

Note No.: 3- Nl'v! -61 

トルエン共沸により脱水したホスホン酸エステル 32 (498 mg ， 0.96 mmol) をベ

ンゾブェノンケチルて、脱ぶ した THF (20 m I) に溶かし、O.C に冷却後、 1. 06 M 

Ll弘 IDS (0 91 ml ， 0.96 mmo[) を加えて 15 分撹押したc 続いて トルエン共沸によ

り脱水 したアルデヒド 9 (199 mg ， 0.54 mmo[) の THF (10 m[) 溶液を消下後、。

度で 1.5 時間援排した。 飽和権化アンモニウム水溶液を加えて反応を作止し、ジ

エチルエーテルで、抽出した。 有機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸7 グネシ

ウムで乾燥させた後、溶媒を減圧留去 した。残澄をカラムクロマト グラ フィー

(1: 9 酢酸エチノレ/ヘキサン， 1% トリエチルアミン)で精製し、 C22-C37 セグメ ン

ト4 (265 mg ， 68% ) を黄色無定形同体として得たc

Yellow oil 

Rf= 0.4 2 (silica gel ， ethyl acetate/hexane= 1I 9) 

[αlD 25 -16 .2 (c 022 ， CHCh) 

1H NMR (500 MHz ， CDCh) Ii 6.57 (IH ， ddd ， J = 175 ， 10 .0， 4.5 匝，回 3) ，6.33 ・6.18

(9H ， m) ， 6.05 (1 H， dd ， J = 14.0 ， 10.0 Hz， H32) ， 5.75 (IH ， ddd ， J = 19 .5， 15 .0， 7.0 Hz ， 

H33) ， 4.64 (IH ， quint ， J - 5.5 Hz ， EE) ， 3.92 (1 H ， m ， H37) ， 3.65-3.55 (1 H ， m， EE) ， 

3.50-3 .39 (2H ， m ， H3 5， EE )， 2.4 4 (1H， m， H3 4) ， 1. 93 (0 .5H ， m ， H36) ， 1. 84 (0 .5H， m ， 

H36) ， 1.1 5- 1.5 3 (1 8H ， m ， EE ， n-Bu 3Sn) ， 1. 07 (1.5 H ， d， J= 7.0 H z， H38) ， 1. 00 (4.5H ， d， 

J = 7.0 H z， H38 ， H40) ， 0.85 -0.96 (24 民 m，TBS ， n-Bu3Sn) ， 0.84 (1.5H， d， J = 7.0 Hz ， 

H39) ， 0.82 (1 .5H ， d， J = 7.0匝， H3 9) ， 0.00 (6H ， m ， TBS) ;口CN 恥依 (125 MHz ， CDCh) 

Ii 1469 ， 135 .4 ， 1345 ， 133 .7， 132 .0， 13 1. 9， 13 1.2， 130 .0， 128 .3， 128.2 ， 127 .0， 1228 ， 

119 .9，98.9 ，98.3 ，72. 9，71.5 ，60 .9，60 .1，425 ，4 1. 9，40 .2， 29 .1， 27 .3， 262 ， 21. 0， 18 .4 ， 

16 .2，15 .3 ，13 .9， l3. 7， 10 .6 ， 10 .4 ，9.6，9.4 ， -3.6 ， -3 .9. 

民 (neat) v 2926 ，2851 ， 1654 ， 1553 ， 1459 ， 1377 ， 1327 ， 1290 ， 1254 ， 1105 ， 1073 ， 1057 ， 

1003 ，959 ，835 ，669 ， 598 cm ・1
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マクロラクトン 33

No te No.: 6-N品1-43

合
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TB 80 、 ¥子 、O TB 8

NHF m oc 

C 1 0913CH169N021 8is 
Exact Mass: 198 1.11 

Mo l. 1M.: 1982.93 

トノレエン共沸により脱水した CI -C21 セグメント 5 (257 mg ， 0.15 mmo l) と、ジ

イソプロヒワレエチルアミン (0.52 m l， 0.30 mmo I)を TIIF (5 m]) に溶かし、そこ

へ、 トノレエン共沸により脱水した C22 -C37 セグメント 4 (263 mg ， 030 mmo l) 

の 百王F (5 m I)溶液を加え た。これに対し、グローブボックス内で秤量したト

リスジベンジリデンアセトンジパラジウム (46 mg ， 0.045 mmo]) とトリブエニ/レ

ヒ素 (136 mg ， 0.4 5 mmo I) の引{F (5 m I) を加え、遮光下室1" 1'u tで 1時間撹wした。

THF を減圧留去し、残澄をシリカゲノレカラムクロマ トグラフィー(1:1 0 酢酸エ

チノレ/ヘキサン、 1% トリエチルアミン)で籾精製し、カップリング生成物 (462 mg ， 

impure) を得たc

得られたカップリング生成物(0 15 mmo l) をメタノール (15 m I) とp-メトキシ

ベンズアルデヒドジメチルアセタール (3 m]) に溶かし、 PPTS (4 49 mg ， 1.79 

mmo ]) を加えて遮光下室温で 3 時間撹枠した。飽和炭酸水素ナトリウム水溶液

で反応を停止 し、エーテルで抽出した。無水硫酸マグネシウムで乾燥させた後、

溶媒を減圧留去したc 役j査をシリカゲノレカラムクロマトグラフィー(l:l 00- 1:1 0 

メタノーノレ/クロ ロホルム)で相精製し、セコ酸 (310 mg ， imp ure ) を黄色無定形

同体-と して千号たc

セコ酸 (3 10 mg ， impure ) をジクロ ロメタン 050 m I) に俗かし、そこにグロ

ーブボックス内で秤量した 2・メチル・6・ニトロ安息脊酸無水物 (256 mg ， 0.75 

mmo]) とDMAP (1 82 mg ， 1. 49 町 nol)のジクロロメタン(I om I) 溶液を 1時間

かけて消ドした。室温で 2 時間撹件後、飽和炭駿水素ナトリウム水溶液で反応

を停止し、エーテルで抽出 した。 然水硫酸マグネシウムで乾燥させた後、溶媒

を減圧留去したロ残澄をシリカゲノレカラムクロマトグラフィー (1:5 酢酸エチノレ

/へキサン、 0 ト1: 20 メタノーノレ/クロロホノレム)で精製し、マクロラクトン 33 (75 

m g，25% for 3 st 巴ps) を黄色無定形幽体として得た。
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Yellow amorphous solid 

Rf= 0.3 8 (silica gel ， hexane /AcOEt =5/1) 

[α]D
26 
+60 .1 (c 2.28 ， CHCb) 

lH NMR (500 MHz， CDCh) o 7.74 (2H ， d， J = 7.5 Hz)， 7.56 (2H ， d， J = 7.5， 4.0 H z， 

Fmoc) ， 7.4 0-7 .3 2 (6H ， m) ， 7.27 (2H ， t， J = 7.5 Hz) ， 6.82 (4H ， dd ， J = 20.5 ， 8.5 H z)， 

6.23-5.99 (J 2H ， m) ， 5.73 (IH ， dd ， J = 15 .0， 7.0 出)，5.54 (1H ， dd ， J = 9.5， 7.5 出)，5.4 3

(IH ， s) ， 5.36 (1H， s) ， 4.87 (1H ， m) ， 4.4 9-4 .4 1 (2H ， m) ， 4.3 5-4 .3 2 (2 H， m) ， 4.19-4. 14 (2H ， 

m) ， 3.76 (6H ， s) ， 3.66 (3H ， s) ， 3.62-3.58 (2 H， m) ， 3.3 4-3.28 (1 H， m) ， 3.24 ・3.20 (1H ， m) ， 

2.99 (3H， s) ， 2.59 (旧 ，dd ， J = 18 .0， 7.0匝)，2.33 (1H ，υ= 10 .0也)， 2.23-2 .18 (2H ， m) ， 

1.23 (3H ， d， J = 6.5 抱 )，1.18( 3H， d，J=6.5 出)，0.97 (3 H， d，.1 = 7.0 Hz) ， 0.90-0 .73 

(45H ， m) ， 0.01- -0.18 (30H ， m) ; 13C NMR (1 25 ~田z， CDCb) o 173.0 ， 169.7 ，15 9.7 ， 159 .6， 

155.6 ，144.0 ，14 1. 4，135.7 ，134 .2，133.9 ，132.2 ，130 .2，127.6 ， 1273 ， 127.0 ， 124.9 ， 119 .9， 

113 .5， 113 .3 ， 100 .5， 100 .2，99 .9， 98 .1， 80 .2， 75 .8， 75 .3， 74 .0， 73 .5， 72 .4 ， 72. 3， 67.9 ， 66 .9 ， 

66 .7，57 .2，55 .8，51. 8，47 .9，47 .2，43 .1 ，42 .5，40 .7，37 .1， 36 .3， 32 .2， 31. 8， 31. 6，261 ，26 .0， 

25 .7，25.5 ，22 .6， 18.8 ， 18 .4， 18 .3， 18 .0，17.7 ， 14 .1， -3 .5， -3.9 ，ー4.0，-4.2 ， -4.3 ， -4 .4， -4.6 ， 

-4 .8. -5 .3 . -5.4 

lR(日 1m) v 2952 ，2929 ，2886 ，2857 ， 1734 ， 1653 ， 1617 ， 1539 ， 1517 ， 1507 ， 1473 ， 1374 ， 

1251 ， 1110 ， 1079 ， 1037 ， 1005 ， 838 ， 778 ， 740 ， 681 cm' 1 

HRMS (ESI-TOF) m々 calcd for C1 09 13CH1 69N021Si sNa [M +Nぜ1 2004 .0959 ， found 

2004 .0925 

/0 

HO~ ./川 v

" 

、、、、、 ノ戸 -9 / メ-;;

25- !3 CAME 3 

Note No .: 6-NM-50 ，66 

OH 

4チ\4ジ\~

• 

OH 

-"( 、C0 2Me

:OL 
NH2 

C4 713CH75N017 
Exacl Mass: 938.51 
Mol. VVt. : 939 .10 

テア ロンチューブにマクロラクトン 33 (45 mg ， 0.023 mmo]) を移し、メタノー

ノレ(1.1 m J) を加えた。主主?，'u Lで 18 % HF ピリ ジン (09 m l) を滴下 し、その後 50 1支

に昇温 して 38 時間f党幹|とした。反応溶液を飽和炭酸水素ナ トリウム水溶液中に滴下

して反応を停止 し、酢駿エチノレで抽出 した。有機層を 0.25M の塩酸、飽和炭酸水

素ナ トリウム水溶液で、洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させた後、 溶媒を滅
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圧留去した。残澄をシリカゲノレカラムクロマトグラフィー (1:20 メタノーノレ/クロ

ロホルム)で粗精製し、 TBS 脱保護ペンタオール体 (26 mg ， 82% impure) を黄色

無定形固体として得た。

TBS 脱保護ベンタオーノレ体 (26 mg) をジクロロメタン (3.1 m 1)に溶かし、ピ

ベリジン (74μ1 ，0.75 mmo 1)を加えて室温で 18 時間撹枠した。溶媒を減圧留去し、

残I査をシリカゲルカラムクロマトグラフィー(1: 10- 1: 0 メタノーノレ/クロロホル

ム)で粗精製し、 Fmoc 脱保護体 (26 mg ， impure) を黄色固体として得た。

Fmoc 脱保護体 (26 mg) をメタノール (0.8 m 1)に溶かし 0 度に冷却後、濃塩酸 (78

μ1， 0.94 mmo 1)を滴下し、 0 度で 1時間撹排した。炭酸水素ナトリウム (94 mg) 

を加えて反応を停止し、 pH が 7 付近になったことを確認し溶媒を減圧留去した。

得られた残澄をかブタノール(640μ1) とミリ Q 水(1 60μ 1)に溶かし、そこへ濃塩

酸(78 凶)を加え、 0 度で 7 時間撹枠した。炭酸水素ナトリウムと水を加えて反応を

停止し、反応水溶液をそのまま ODS のオープンカラム (H 20 ・MeOH) にチャージ

して粗精製することで 25- 13 C AME 3 (23 mg ， impure) を黄色固体として得た。粗

精製物を HPLC を用いて再精製し、最終的に純粋な 25-
13
C AME 3 (2 .4 mg ， 14% for 

5 steps) を黄色固体として得た。

Yellow solid 

Rf= 0.10 (silica gel ， CHCh /M eOH=5 /1) 

[α]D 26 +269.6 (c 0.02 ， MeOH) 

lH NMR (500 1¥任王 z，CD 30D) O 6.4 9・6.12 (12H ， m) ， 6.01 (lH ， dd ， J = 15.0 ， 8.5 Hz)， 

5.39-5.34 (2 H， m) ， 4.4 9・4.4 1 (2 H， m) ， 4.4 0・4.35 (1 H ， m) ， 4.2 3・4.15 (2H ， m) ， 3.97 (1 H， s) ， 

3.74 (3H ， s) ， 3.65 ・3.30 (3H ， m) ， 3.34 四 3.28 (lH ， m) ， 3.20 ・3.16 (2H ， m) ， 3.06 ・3.05 (1 H ， m) ， 

2.4 1-2.35 (1 H ， m) ， 2.23 ・2.17 (2 H， m) ， 2.02 (lH ， dd ， J= 13.5 ， 5.5 Hz)， 1. 79 ・1. 34 (1 5H ， m) ， 

1. 28 (3H ， d， J= 6.0 Hz) ， 1. 19 (3H ， d， J= 6.5 Hz)， 1. 11 (3 H， d， J= 7.0 Hz)， 1. 00 (3 H， d， J 

= 7.0 胞).

IR (neat) v 3393 ，2924 ，2851 ，1733 ， 1577 ，1559 ，1418 ， 1339 ，1318 ，1125 ，1041 ，1008 ，956 ， 

852 ，581 cm 十

HRMS (ESI-TOF) m/ 左calcd for C4713CH76N017 [M+W] 939.5141 ， found: 939.5149. 
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固体N 乱tIR測定

28_ 19 F_AME 2、25- 13 C-AME 3、エルゴ、ステロール、 POPC を用いた測定

10 ml ナシ型フラスコに 28_ 19 F 田 AME 2 (0.5 mg ， 0.53μmo l)と 25- 13 C-AME 3 

(0.5 mg ， 0.53μmo l)、エルゴステロール(1. 27 'mg ， 3.2 0μmo l)、 POPC (2 1. 9 mg ， 

28.78μmo l)をとり、 MeOH 1 ml とCHCh 1 ml の混合溶媒に溶かした後、溶媒

を留去し、フラスコの壁に薄膜を形成させた。真空下で終夜(1 6 時間)乾燥さ

せ、完全に溶媒を除いた。アルゴ、ン置換した後、 10 m M  1王EPES 緩衝液 24.2μl

とミリ Q 水 1 ml を加え、 vo 1t ex で水和させた。この時フラスコの壁についてい

る膜は超音波を用いて落とした。凍結融解、 vo 1t ex を 5 回繰り返し、完全に水和

させた後、1. 5 ml のエッペンチューブに移しかえ、凍結乾燥を終夜(1 6 時間)

行った。パウダー状になったサンフ。ルに D 2024 .2凶を加え、遠心操作、凍結融

解、 vo 1t ex 、を繰り返し行い、完全に再水和を行いベースト状にした。水和サン

プノレを遠心分離機を用いてガラスインサートに移し変え、ボンドで密閉した。

ガラスインサートを固体 N乱低測定用のローターにつめ、測定を行った。

28_ 19 F・AME2 、25- 13 C ・AME3 、コレステロール、 POPC を用いた測定

10 ml ナシ型フラスコに 28_ 19 F_AME 2 (0.5 mg ， 0.53μmo l)と 25- 13 C-AME 3 

(0.5 mg ， 0.53μmo l)、コレステローノレ(1. 24 mg ， 3.20μmo l)、 POPC (2 1. 9 mg ， 28.78 

μmo l)をとり、 MeOH 1 ml とCHCh 1 ml の混合溶媒に溶かした後、溶媒を留去

し、フラスコの壁に薄膜を形成させた。真空下で終夜 (20 時間)乾燥させ、完

全に溶媒を除いた。アルゴ、ン置換した後、 10 mM HEPES 緩衝液 24 .2 μ! とミリ Q

水 1 ml を加え、 vo 1t ex で水和させた。この時フラスコの壁についている膜は超

音波を用いて落とした。凍結融解、 vo 1t ex を5 回繰り返し、完全に水和させた後、

1. 5 ml のエッベンチューブに移しかえ、凍結乾燥を終夜 (17 時間)行った。パ

ウダー状になったサンプルに D 2024.2μ1 を加え、遠心操作、凍結融解、 vo 1t ex 、

を繰り返し行い、完全に再水和を行いベースト状にした。水和サンプルを遠心

分離機を用いてガラスインサートに移し変え、ボンドで密閉した。ガラスイン

サートを固体 N乱低測定用のローターにつめ、測定を行った。

28_ 19 F・AME2 、25- 13 C-AME 3、POPC を用いた測定

10 ml ナシ型フラスコに 28_ 19 F_AME 2 (0.5 mg ， 0.53μmo l)と 25- 13 C-AME 3 

(0.5 mg ， 0.53μmo l)、 POPC (2 1. 9 mg ， 28.78μmo l)をとり、 MeOH 1 ml とCHCb

1 ml の混合溶媒に溶かした後、溶媒を留去し、フラスコの壁に薄膜を形成させ

た。真空下で終夜(1 8 時間)乾燥させ、完全に溶媒を除いた。アルゴン置換し

た後、 10 m M HEPES 緩衝液 24 .2 μl とミリ Q 水 1 ml を加え、 vo 1t ex で水和させ
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た。この時フラスコの壁についている膜は超音波を用いて落とした。凍結融解、

vo 1t ex を 5 回繰り返し、完全に水和させた後、1. 5 ml のエッベンチューブに移し

かえ、凍結乾燥を終夜(1 9 時間)行った。パウダー状になったサンフ。ルに D 2024.2

μl を加え、遠心操作、凍結融解、 vo 1t ex 、を繰り返し行い、完全に再水和を行い

ベースト状にした。水和サンプルを遠心分離機を用いてガラスインサートに移

し変え、ボンドで密閉した。ガラスインサートを固体 NMR 測定用のローターに

つめ、測定を行った。

14)9 F・AME 、13CH3-AME 、エルゴステロール、 POPC を用いた測定

10 ml ナシ型フラスコに 14_ 19 F 幽 AME(0.5 mg ， 0.53μmo l)と 13CH3 ・AME (0.5 mg ， 

0.53μmo l)、エノレゴステローノレ(1. 27 mg ， 3.20μmo l)、 POPC (2 1. 9 mg ， 28.78μmo l) 

をとり、 MeOH 1 ml とCHCh 1 ml の混合溶媒に溶かした後、溶媒を留去し、フ

ラスコの壁に薄膜を形成させた。真空下で終夜(1 6 時間)乾燥させ、完全に溶

媒を除いた。アノルレゴン置換した後、 l叩O m M HEPES 緩衝j液夜 24.2μ 凶lとミリ Q 水 1m凶l 

を加え、 vo 1t e侃X で

いて落とした。凍結融解、 vo 1t ex を 5 回繰り返し、完全に水和させた後、1. 5 ml 

のエッペンチューブに移しかえ、凍結乾燥を終夜(1 6 時間)行った。パウダー

状になったサンプルに D 2024 .2 μl を加え、遠心操作、凍結融解、 vo 1t ex 、を繰り

返し行い、完全に再水和を行いペースト状にした。水和サンプツレを遠心分離機

を用いてガラスインサートに移し変え、ボンドで密閉した。ガラスインサート

を固体 NMR 測定用のローターにつめ、測定を行った。

14_ 19 F_ Al¥居、 13CH3-AME 、コレステロール、 POPC を用いた測定

10 ml ナシ型フラスコに 14_ 19 F_AME (0.5 mg ， 0.53μmo l)と 13CH3 ・AME (0.5 

mg ，0.53μmo l)、コレステローノレ(1. 24 mg ， 3.20μmo l)、 POPC (2 1. 9 mg ， 28.78μmo l) 

をとり、 MeOH 1 ml とCHCh 1 ml の混合溶媒に溶かした後、溶媒を留去し、フ

ラスコの壁に薄膜を形成させた。真空下で終夜 (20 時間)乾燥させ、完全に溶

媒を除いた。アルゴ、ン置換した後、 10 m M HEPES 緩衝液 24.2μl とミリ Q 水 1 ml 

を加え、 vo 1t ex でフk和させた。この時フラスコの壁についている膜は超音波を用

いて落とした。凍結融解、 vo 1t ex を 5 回繰り返し、完全に水和させた後、1. 5 ml 

のエッペンチューブに移しかえ、凍結乾燥を終夜(1 7 時間)行った。パウダー

状になったサンフ。ルに D 2024.2μl を加え、遠心操作、凍結融解、 vo 1t ex 、を繰り

返し行い、完全に再水和を行いペースト状にした。水和サンフ。ルを遠心分離機

を用いてガラスインサートに移し変え、ボンドで密閉した。ガラスインサート

を固体 N乱1R測定用のローターにつめ、測定を行った。
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14_ 19 F_AME 、13CH3 ・AME 、POPC を用いた測定

10 ml ナシ型フラスコに 14_ 19 F_ Al¥伍 (0.5 mg ， 0.53μmo l)と 13CH3 ・AME (0.5 

mg ，0.53μmo l)、 POPC (2 l. 9 mg ， 28.78μmo l)をとり、 MeOH 1 ml とCHCb 1 ml 

の混合溶媒に溶かした後、溶媒を留去し、フラスコの壁に薄膜を形成させた。

真空下で終夜(1 8 時間)乾燥させ、完全に溶媒を除いた。アルゴン置換した後、

10 m M HEPES 緩衝液 24.2μl とミリ Q 水 1 ml を加え、 vo 1t ex で水和させた。こ

の時フラスコの壁についている膜は超音波を用いて落とした。凍結融解、 vo 1t ex

を 5 回繰り返し、完全に水和させた後、l. 5 ml のエッベンチューブに移しかえ、

凍結乾燥を終夜(1 9時間)行った。パウダー状になったサンプノレに D 2024 .2 μ1

を加え、遠心操作、凍結融解、 vo 1t ex 、を繰り返し行い、完全に再水和を行いベ

ースト状にした。水和サンプルを遠心分離機を用いてガラスインサートに移し

変え、ボンドで密閉した。ガラスインサートを固体 NMR 測定用のローターにつ

め、測定を行った。

測定条件

乱1A S frequency 

temperature 

spectral width 

1 H n/2 pulse width 

13Cπpulse width 

19 Fπ pulse width 

CP contact time 

19 F phase cy c1 ing 

5 kI王 Z

30
0C 

30 kHz 

3.5μS 

8μs 

12μs 

l. 5 ms 

巧'-8

中l(X ，y， X， y)4 ，中2(X ，y，犬ーy)4

中3(X ，y，犬 -y ，犬四y，X， y)2 

13C phase cy c1 ing 中4( -x ， -y ， x， y， x， y， -x ， -y)2 

中5(X ，y，犬ーy，弐 -y ，x， y，弐

-y ， x， y， x， y，犬ーy)
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uv スペクトルの測定

AmBの DMSO 溶液から 15 nmol を試験管に移し、真空ポンプで溶媒を除去し

た。その後、メタノール/クロロホルムに溶解させ、ステローノレ(1 50 nmol) と

POPC( 1. 35μmol) のクロロホルム溶液を加えた o エパポレータで溶媒を除去し、

脂質フィルムを形成させた。真空ポンプで終夜乾燥後、 8% スクロース溶液 1 ml 

を加え、 voltex 、超音波をかけて脂質を水和させた。分散液を 4 回凍結融解させ

ることで MLV を形成させた。最後に分散液 170μl に対し、 1360μl の 8% スクロ

ース溶液を加えて希釈し、 uv スベクトルを測定した。また、AmBを含まない

リポソームを同様に調製し、パックグランドとして、AmB含有リポソームの uv
スベクトルデータから差し引いた。
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