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略語表 

略号 正式名称（英名） 和名 

Ac Acetyl アセチル 

Allyl 2-propenyl アリル 

Bn Benzyl ベンジル 

Boc tert-butoxycarbonyl tert-ブトキシカルボニル 

Bu Butyl ブチル 

Bz Benzoyl ベンゾイル 

cat. catalyst 触媒 

CDP Cytidine diphosphate シチジン二リン酸 

CL cardiolipin カルジオリピン 

Cp cyclopropane シクロプロパン 

DAG diacylglycerol ジアシルグリセロール 

DCC dicyclohexylcarbodiimide ジシクロヘキシルカルボジイミ

ド 

DDQ 2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone ジクロロジシアノベンゾキノン 

DIPEA Diisopropylethylamine ジイソプロピルエチルアミン 

DMAP 4-dimethylaminopyridine 4-ジメチルアミノピリジン 

DMF 

DMSO 

N,N-dimethylformamide 

Dimethyl sulfoxide 

N,N-ジメチルホルムアミド 

ジメチルスルホキシド 

DNA Deoxyribonucleic acid デオキシリボ核酸 

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay （酵素結合免疫吸着法） 

ESI Electrospray ionization 電子スプレーイオン化法 

Et Ethyl エチル 

Et3N Triethylamine トリエチルアミン 

FDP 3-formyl-3,4-dehydropiperidine 

 

３-ホルミル-３，４-デヒドロピ

ペリジン 

Fmoc 9-fluorenylmethyloxycarbonyl 9-フルオレニルメチルオキシカ

ルボニル 

HFIP 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol ヘキサフルオロ-2-プロパノール 

HPLC high-performance liquid chromatography 高速液体クロマトグラフィー 

iPr isopropyl イソプロピル 
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MALDI matrix-assisted laser desorption/ionization マトリックス支援レーザー脱離

イオン化法 

mCPBA meta -chloroperbenzoic acid 4-クロロ安息香酸 

Me Methyl メチル 

MeOH Methanol メタノール 

MP Methylpyridinium salt メチルピリジニウム塩 

MS Mass spectrometry 質量分析法 

MS4A Molecular seieves 4A モレキュラーシーブス 4A  

NADH Nicotinamide adenine dinucleotide ニコチンアミドアデニンジヌク

レオチド 

NMR Nuclear magnetic resonance 核磁気共鳴 

pH potential Hydrogen 水素イオン指数 

Ph phenyl フェニル 

PC Phosphatidyl choline ホスファチジルコリン 

PL phospholipid リン脂質 

PMB p-methoxybenzyl パラメトキシベンジル 

PPh triphenylphosphine トリフェニルホスフィン 

r.t. room temperature 室温 

TBAF tetrabutylammonium fluoride フッ化テトラブチルアンモニウ

ム 

TBS tert-butyldimethylsilyl tert-ブチルジメチルシリル 

TBDPS tert-butyldiphenylsilyl tert-ブチルジフェニルシリル 

TFA trifluoroacetic acid トリフルオロ酢酸 

THF tetrahydrofuran テトラヒドロフラン 

TLC thin layer chromatography 薄層クロマトグラフィー 

TMS Trimethylsilyl トリメチルシリル 

TOF Time of flight 飛行時間型 

pyr pyridine ピリジン 

p-TsOH p-toluenesulfonicacid p-トルエンスルホン酸 

WSCD water solved carbodiimide 水溶性カルボジイミド 

 

  



 4 

  



 5 

目次 

 

第一章 序論：アクロレインと酸化ストレス疾患       ６ 

 

第二章 アクロレインとアミンの反応        １３ 

２-１ アクロレインと生体アミノアルコールの反応 

２-２ ８員環からＦＤＰへの変換 

２-３ 小括 

 

第三章 酸化ストレスマーカーＦＤＰを利用した有機還元反応     ２３ 

３-１ 酸化的芳香族化と酸化還元反応 

３-２ ＦＤＰの還元反応 

３-３ ワンポット還元反応 

３-４ 小括 

 

第四章 生体ＦＤＰの蛍光検出法開発        ３１ 

４-１ ＦＤＰ検出法 

４-２ ＦＤＰ検出プローブ 

４-３ 生体サンプルのＦＤＰ検出試験 

４-４ 小括 

 

総括 

付録 

謝辞 

実験項 

参考文献  



 6 

第一章 序論：アクロレインと酸化ストレス疾患 

 

 有機物（油脂、木炭、材木、樹脂製品等）の燃焼やタバコの煙等から発生する不飽和アル

デヒドのアクロレインは、非常に高い毒性を有している（Ｆｉｇ．１-１）1, 2。アクロレイ

ンは、生体内に存在する脂質類、ポリアミン、アミノ酸等の生体分子からも産生する 3-6。た

とえば、活性酸素種等の発生した酸化ストレス条件下において、不飽和脂肪酸（リノール酸

やリノレン酸等）を有する脂質に対して酸化および開裂反応が進行し、アクロレインを産生

する。また、細胞内のモノアミン酸化酵素によってポリアミンの酸化が進行し、加水分解を

経てアクロレインが発生する。そして、アクロレインの生体濃度が上昇すると、後述のよう

な種々の生体システムの異常・疾患等を引き起こすと考えられている。その病理解明には、

アクロレインと様々な酸化ストレス疾患との関係性を分子レベルで理解することが重要とな

る。 

Ｆｉｇ．１-１ アクロレインの発生とその毒性  

 

 

H

O

H2N N
H

N
H

H2N

NH2

OH O

OH

lipid 

polyamine 

threonine 

external factor internal factor 

ROS 
H2O2 OH

enzymatic 
oxidation 

increasing level of acrolein 

cause diseases 

Acrolein 

Toxicity of acrolein  
is related with  

its high reactivity. 

e.g. Alzheimer’s, Parkinson’s, cancer, 
 brain infarct,  arterial sclerosis,  
 spinal cord injury, cardiovascular, etc… 



 7 

 アクロレインは、その小さな分子構造（Ｃ３ユニット）の中にアルデヒド基および共役ア

ルケンといった複数の求電子官能基を有している。そのため、非常に高い化学反応性を示し、

様々な生体基質と反応することが知られている 7, 8（Ｆｉｇ．１-２）。たとえば、タンパク質

を構成するアミノ酸の一つであるアルギニンと反応した際には、そのグアニジン基が反応し、

6 員環の付加体を生成する。同様に、アミノ酸のシステインとはチオール基を介して共役付

加体を形成する。また、リジンとの反応では後述のＦＤＰを与える。さらに、タンパク質以

外でも、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）に含まれる核酸塩基部位と反応した際には、アルギニ

ンと同様の環状付加体を与える。これらのアルキル化反応の他にも、アクロレインを介した

生体分子同士（タンパク質および核酸等）のクロスリンク（架橋化）を促進すること等が考

えられる。 

Ｆｉｇ．１-２ アクロレインと生体分子の反応物 

  

- Protein adduction 

- Mitochondrial disruption 

- Inflammation and immune alteration 

- Protein / DNA crosslinking 

- DNA adduction 

- Membrane damage 

- Endoplasmic reticulum stress 

- Increasing oxidative stress level 

Acrolein markers 

Acrolein: 
Mechanism of toxicity 

5	

FDP 
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 アクロレインは、前述の高い反応性をきっかけとして、生体分子の本来の機能を阻害し、

種々の生体機能の異常を引き起こすと考えられている 9-11。たとえば、アルツハイマー病、パ

ーキンソン病、がん、脳梗塞・心筋梗塞、動脈硬化等の発症にアクロレインが関連している

と示唆されている 12-27。それゆえ、アクロレインの生体蓄積量は、酸化ストレス疾患の発症・

進行度を理解し、治療へとつなげるための重要な指標になる 28-32。これまで、生体組織上の

酸化ストレスマーカーとしてアクロレインに着目した研究は、とりわけ検出法を中心として

発展してきた。特に、アクロレインの生理学的な濃度を明らかにする研究に関して、いくつ

かのグループによって精力的に行われてきた 33, 34。古くからアクロレインの検出は、求核付

加による３-アミノフェノールから７-ヒドロキシキノリンへの変換反応が利用されてきた

（Ｆｉｇ．１-３Ａ）35, 36。また同様に、２，４-ジニトロフェニルヒドラジンを用いた誘導

化も用いられてきた 37, 38（Ｆｉｇ．１-３Ｂ）。これらの手法はいずれも、反応させた後に高

速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）を用いて吸光測定もしくは蛍光測定を行い、アクロ

レイン量を算出する。しかし、高温で強酸を使用するといった厳しい反応条件であること、

また、他のアルデヒド共存下でのアクロレインに対する選択性（化学直交性）の低さ等が課

題として挙げられる。 

Ｆｉｇ．１-３ アクロレインの直接的な検出法１  

(A) 

(B) 

7-hydroxyquinoline  
(fluorescent compound) 

(1) Alarcon, R. A. Anal. Chem. 1968, 40, 1704. 
(2) Kroemer, H. K.; et. al. J. Chromatogram. B Biomed. Sci. Appl. 1997, 692, 163. 

(1) Boor, P. J.; Ansari, G. A. S. J. Chromatogr. 1986, 375, 159. 
(2) Büldt, A.; Karst, U. Anal. Chem. 1997, 69, 3617. 

3-aminophenol 

2,4-dinitrophenylhydrazine acrolein-2,4-dinitrophenylhydrazone 

analysis by HPLC 

HO NH2 H

O

H2O, 3 N HCl
10 min, reflux

HO N

NO2

O2N
N

NH2H3C

H

O

CH3CN, 2 M H2SO4
3 h, rt

NO2

O2N
N

NH3C

analysis by HPLC 
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 上記のような高速液体クロマトグラフィーを用いずに、高精度かつ高効率な測定方法とし

て、固相担体を用いる手法も開発されてきた（Ｆｉｇ．１-４）39。その中では、調製した蛍

光基を有するチオール分子プローブ、ヒドラジン部位を有するマイクロビーズを順次反応さ

せ、精製後に蛍光測定によってアクロレイン量を算出する。 

Ｆｉｇ．１-４ アクロレインの直接的な検出法２ 

 

 

 また、これまでに我々のグループでも、独自に見出したアクロレインとアジドのクリック

反応を用いて、アクロレインの検出を行ってきた（Ｆｉｇ．１-５）40。反応生成物であるク

リック体の見かけ膜透過性の高さを利用し、酸化ストレス条件としてタバコ煙や過酸化水素

等を用いて意図的に刺激を与えたがん細胞に対して、蛍光アジドプローブを作用させ、がん

細胞上のアクロレインのイメージングに成功している。これにより、ＨＰＬＣを必要とせず、

生細胞のアクロレインレベルをそのまま評価できる手法を開発した。 

Ｆｉｇ．１-５ アクロレインの直接的な検出法３ 

 

 

Previous  
our work 
 
 
 

Pradipta. A. R. et al. ACS Sens., 2016, 1, 623-632�

Togashi, M.; Urano, Y.; Nagano, T.; et.al. Chem. Commun. 2014, 50, 14946. 

fluorescence  
detection 

O NN
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H
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S N
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 一方、生体サンプル測定では、アクロレインと生体分子の付加化合物を評価する手法が用

いられている。その代表例として、名古屋大学の内田浩二博士のグループが、アクロレイン

と生体に豊富に存在するアミン類（特にタンパク質リジン）の反応物について報告している。

その中では、酸化ストレスマーカーとして３-ホルミル-３，４-デヒドロピペリジン（ＦＤ

Ｐ）1 の生成が報告されている 7（Ｆｉｇ．１-６）。近年では、同グループが、タンパク質

上のＦＤＰ構造を認識するモノクローナル抗体を作成し、タカラバイオ株式会社と共同して

ＥＬＩＳＡ-ＫＩＴを市販化した 41-44。バイオマーカーとしてのＦＤＰ検出はアクロレインの

生体濃度を間接的に指し示す手法として非常に優れており、動脈硬化 12-14、アルツハイマー

病 15, 16、がん 17-20、糖尿病 21-24、自己免疫疾患 25, 26、高血圧 27をはじめとする様々な疾患・病

状 45-48を査定するために使用されている。また、千葉大学の五十嵐一衛教授のグループは、

産学医療ベンチャー「アミンファーマ」を設立し、このＦＤＰ抗体検出法と他のバイオマー

カー評価法を組み合せた「かくれ脳梗塞」診断法を実施している。このように、酸化ストレ

ス疾患研究において、アクロレインおよびその酸化ストレスマーカーに注目が集まりつつあ

る。 

Ｆｉｇ．１-６ アクロレイン-アミン付加体ＦＤＰに対する抗体検出 

 

 

 一方、我々のグループも、不飽和アルデヒドとアミン類の化学反応性に関して研究を進め

てきた 49-54。その中で、アクロレインがアミン類と速やかに反応し、新奇な形式的イミノ［４

＋４］環化を経て、8員環を与える反応を報告している 55-58（Ｆｉｇ．１-７）。本反応では、

ELISA�assay 

FDP (1)   
(= 3-formyl-3,4-dehydropiperidine) 

(1) Uchida, K.; et. al. J. Biol. Chem. 1998, 273, 16058. 
(2) Uchida, K.; et. al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1998, 95, 4882. 

immuno-blotting 

biological amines 

NH2R

O

H N CHOR
NH2

HN
O

etc… 
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アクロレインとアミノアルコール（例えば、アミノインダノール 2）を反応させた場合には、

共役イミンを経由し、その分子内の水酸基の活性化効果によって、窒素から共役イミン上の

β炭素への求核付加が促進され、２分子間反応が速やかに進行する。その後、アミナールを

含む縮環構造を有した８員環化合物 3 を与える。また同様に、求核性の高いベンジルアミン

4 を反応させた場合にも、同様に２分子の共役イミンが、水酸基の代わりに余剰のアミンに

活性化されることで環化付加が進行する。その結果、架橋型の８員環化合物 5 を与えること

を既に見出している。 

 

Ｆｉｇ．１-７ 形式的イミノ［４＋４］環化 

 

 

 このように、ほぼ同様の反応条件で、ＦＤＰと８員環という異なる生成物が報告されてい

ることに大きな関心を抱いた。そして、フラスコ内で［４＋４］反応を進行させたアミノア

ルコールは、生体分子に普遍的に共通している。そこで、生体アミンも実際に生体内で［４

＋４］反応を起こしているのではないかと想起した（Ｆｉｇ．１-８）。そこで、生体内に数

多く存在している反応基質のアミン類、その中でもアクロレインとの反応性が未だ調べられ

ていない生体由来のアミノアルコールを用いて、化学的な検証実験を行うことを計画した。 

activation!� stabilization!�
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Ｆｉｇ．１-８ アクロレインとアミンの反応生成物 

 

 

 本研究では、はじめにアクロレインと生体分子種、特にアミン類との反応を実験的に検証

し、８員環化合物の生体内での存在可能性を実証した（Ｆｉｇ．１-９上）。さらに、８員環

に関する研究を進める中で、アクロレイン付加体ＦＤＰの生成機構を明らかにした。そして

同時に、ＦＤＰの分子構造から化学反応

性を予測し、ＦＤＰの新規な還元反応性

を見出した（Ｆｉｇ．１-９中）。また、

この還元反応を有機化学的に展開し、簡

便なワンポット還元法の開発につなげ

た。さらに、生体に存在するＦＤＰを還

元剤として活用して、従来の抗体検出法

に代わる、生体ＦＤＰの蛍光検出法へと

発展させた。これらの経緯・成果につい

て詳細に報告する（Ｆｉｇ．１-９下）。 

 

Fｉｇ．１-９ 本研究の概略図  
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第二章 アクロレインとアミンの反応 

 

２-１ アクロレインと生体アミノアルコールの反応 

 序論で述べたように、我々のグループの研究で、生体分子によく似たアミンが［４＋４］

反応を起こすことを明らかにした。もしアクロレインが生体内で発生した際に、近傍にアミ

ンが存在していれば、アクロレインと生体アミンが［４＋４］反応を引き起こすのではない

かと想起した。そこで、アクロレインと生体内に数多く存在しているアミノアルコールを用

いて、化学的な検証実験を計画した。まず、生体アミンとして、長鎖アミノアルコールであ

るスフィンゴシンを用いて検証することとした（Ｆｉｇ．２-１）。スフィンゴシンは、生体

脂質として豊富に脂質膜に存在し、細胞内の脂質メディエーターとしてリン酸化酵素を介し

て細胞分裂や免疫系等の生体機能にも関与する分子である 59。前述のように、アクロレイン

は活性酸素種等の酸化ストレスによって脂質膜から産生するため、脂質膜に存在するスフィ

ンゴシンがアクロレインと生体内で反応する可能性が十分に想定される。そこで、実際にア

クロレインとスフィンゴシン６との反応を行った。その結果、アクロレインのアルデヒドお

よびアルケンの消失した 1Ｈ-ＮＭＲを示し、我々がこれまで報告してきたイミノ［４＋４］

反応によって、8 員環化合物７が定量的に得られた。また、構造異性体混合物７に対して、

ＬiＡlＨ4による還元を行うことで単一構造８へと導き、８員環生成物を確かめた。 
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Ｆｉｇ．２-１ アクロレインとスフィンゴシンの反応 

 

 

 次に、神経伝達を司るアミン種の一つであるノルアドレナリン類を用いて同様に検証する

こととした（Ｆｉｇ．２-２）。ノルアドレナリンは、主に中枢神経にある神経細胞から分泌

され、細胞膜および細胞質に存在する脂質・ポリアミンに由来するアクロレインと反応する

可能性が考えられる 60。はじめに、ノルアドレナリン９a を反応に用いた際には、ベンゼン

環上の電子供与性の水酸基によりベンジル位の酸化が起こりやすく、基質が分解してしまい、

反応追跡が困難であった。そこで、ベンゼン環上をすべて水素により置換したモデル化合物

９ｂにより検証することとした。その結果、前述のスフィンゴシンと同様に、８員環生成物

１０が定量的に得られることがわかり、収率６３％で還元体１１へと導くことで構造を確か

めた。これにより、生体内のアミノアルコールによってもＦＤＰではなく８員環化合物が得

られてくることが明らかになった。このことから、生体内でイミノ［４＋４］環化反応が進

行することが強く示唆された。 
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Ｆｉｇ．２-２ アクロレインとノルアドレナリン誘導体の反応 

 

 

 では、いったいなぜ、「これまではＦＤＰの生成が報告されていたにもかかわらず、フラス

コ内による実験では８員環が観測される」のであろうか。これを強く疑問に思い、さらに追

求することとした。 

 

 

２-２ ８員環からＦＤＰへの変換 

 そこでさらに、生成した８員環化合物自体に関して精査したところ、興味深い知見を得る

ことができた（Ｆｉｇ．２-３）。まず、アクロレインとベンジルアミンにより生成する８員

環化合物５に着目して、詳細な機器分析を進めていった。ある日、実験台の上に放置してあ

った廃棄予定のサンプルを見つけ、興味本位で分析してみることにした。その結果、高速液

体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）チャートが示すように（Ｆｉｇ．２-３Ａ）、上段左の架

橋型の８員環化合物 5 のピーク（ｔ＝１２付近）が、下段右のように経時後に異なる位置の

ピーク（ｔ＝３６付近）に変化していることが判明した。これをＨＰＬＣによる分取、質量
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分析（ＭＳ）と核磁気共鳴（ＮＭＲ）のスペクトル測定を中心に構造解析を続けていった（Ｆ

ｉｇ．２-３Ｂ）。数日間の解析の結果、ＦＤＰのイミン誘導体１２ａの構造を推定できた。 

 

Ｆｉｇ．２-３ ８員環からＦＤＰ誘導体への変換、ＨＰＬＣチャート（Ａ）、1Ｈ-ＮＭＲス

ペクトル（Ｂ）  

    
 
 
�

  �

  �

t = 0 
 
 
 
 
 
 
 
t = 2 days�HPLC chart (reverse phase) 

COSMOSIL 5C18-AR-300 
CH3CN in H2O (Detection at 254 nm) �

*Identified by HPLC, HRESI-MS and 1H, 13C-NMR�

*background 
X   X  
 

N

N

Bn
N

Bn

Bn

~2 days 
>95%

BnN CHOBnN NBn
hydrolysis

FDP imine FDP5 (12a) (1a) 

A 

BnN NBn

B 

12a 

N

N

Bn
N

Bn

Bn

5 
 

t = 0 
 
 
 
 
 
t = 2 days�



 17 

 前述の構造解析を確実なものとするため、別法により標品合成を行うこととした（Ｆｉｇ．

２-４）61。ベンジルアミンを出発原料として、炭酸カリウム存在下で２-(２-ブロモエチル)

-１，３-ジオキソランを作用させ、アセタール保護体Ｓ１を定量的に得た。続いて、４N

塩酸によってアセタールを除去し、ジアルデヒド体を経由後、分子内アルドール反応によっ

てＦＤＰ１ａを得た。その後、ベンジルアミンを作用させ、ＦＤＰのイミン誘導体１２ａを

定量的に得ることができた。前述の分取品と合成標品の１２ａを種々のスペクトルにより比

較することで、分子構造の一致を確かめた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ｆｉｇ．２-４ ＦＤＰの標品合成 

 

 

 次に、ポリアミン由来の８員環１３を調べることとした（Ｆｉｇ．２-５）。その結果、８

員環１３において、1Ｈ-ＮＭＲスペクトルの経時変化が認められた。解析したところ、ＦＤ

Ｐ構造に由来する Ha（δ９．４）および Hb（δ７．２）のピークが経時（０-２４ｈ）と

共に増加していることが判明し、24 時間後に５％程度のＦＤＰ誘導体１４への変換が観測

された（Ｆｉｇ．２-５左）。これにより、８員環化合物は、アミナール部位の安定度によっ

て多少の差はあるものの、８員環から酸化ストレスマーカーとして知られているＦＤＰ構造

へと次第に変換されていくことが明らかとなった。 
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Ｆｉｇ．２-５ ポリアミン由来の８員環化合物の 1Ｈ-ＮＭＲ経時スペクトル 

 

 

 この変換反応のきっかけは、８員環内のアミナールの開裂であると想定した。架橋型の８

員環構造５では、アミナールが架橋構造の橋頭位に位置しており、分子ひずみが大きいため

か、ほぼ定量的にＦＤＰヘと変換されている（Ｆｉｇ．２-６Ａ）。一方、ポリアミン由来の

８員環では分子ひずみが小さいため、それほど変換反応が進行しなかったと考えられる（Ｆ

ｉｇ．２-６Ｂ）。 
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Ｆｉｇ．２-６ 種々の８員環からＦＤＰへの変換 

 

 

 見出された変換について、予想される分子変換の機構を以下に示す（Ｆｉｇ．２-７）。架

橋構造の８員環５を例とした場合には、まずアミナール部位に対して、窒素からの電子の押

し出し、架橋部位の開裂によってＴ１が生成する。さらに、互変異性化が起こってＴ２へと

変換され、そして窒素からの電子の押し出しによって８員環が開裂し、Ｔ３となる。続いて、

Ｔ３における α 位炭素からの求核付加、６員環への巻き直しの後にＴ４へと変換され、異

性化、加水分解を経て、ＦＤＰ１ａが生成する機構が想定された。 
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Ｆｉｇ．２-７ 想定される８員環からＦＤＰへの分子変換機構 

 

 

 得られた結果から、次の作業仮説が想定された（Ｆｉｇ．２-８）。ＦＤＰの生成には、こ

れまでに、ｒｏｕｔｅＡのように、アミンとアクロレインの２段階のマイケル付加の後、ジ

アルデヒド体の分子内アルドール縮合による生成経路が報告されてきた 7。しかし、それだ

けでなく、ｒｏｕｔｅＢのように、アクロレインとアミンからイミノ［４＋４］環化反応に

よる８員環を中間体として経由し、ＦＤＰへと変換される生成経路の存在も強く示唆された
62。 
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２-３ 小括 

 アクロレインがスフィンゴシン等の生体内アミンと速やかに反応し、新奇な形式的［４＋

４］反応を経て、１，５-ジアザシクロオクタンを与えることを明らかにした（Ｆｉｇ．２-

９）。これにより、生体内での［４＋４］反応の可能性を見出した。さらに、これらの８員

環化合物は、酸化ストレスマーカーとして以前から知られている３-ホルミル-３，４-デヒ

ドロピペリジン（ＦＤＰ）へと次第に変換されていくことを明らかにした。実際に生体内で

も起こりうる、アクロレインと様々なアミノ基から得られる８員環中間体が、開裂・再環化

して安定なＦＤＰへと変換される、新規な生体内生成機構を想定した。先行研究のような生

物学的手法では、安定なＦＤＰだけが単離報告されており、不安定で検出されにくい中間体

である８員環がこれまで見過ごされてきたと考えられる。一方、本研究では、さらに有機化

学的手法を用いて生体条件を再現し、フラスコ内の反応物を詳細に観察できたため、ＦＤＰ

生成機構の解明につながったと考えられる。 

 

 

Ｆｉｇ．２-９ アクロレインとアミンの反応のまとめ 
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 最近、ＦＤＰの抗酸化活性も報告されており、今回見出したアクロレインからのＦＤＰへ

の変換経路に関して、アクロレイン、８員環、ＦＤＰのそれぞれの物性・生物活性に対する

我々のグループの研究結果から以下の生体防御機構への関与が予想される。 

 酸化ストレスによって、毒性の高いアクロレインが生成する。このままでは、酸化ストレ

ス疾患の発症につながっていく。その際に、アクロレインが一部の生体アミンと反応するこ

とで、アクロレインの毒性を中和（無害化）する（Ｆｉｇ．２-１０）。また、生体内で産

生した８員環化合物の有する生物活性が徐々に明らかになっている。たとえば、我々のグル

ープは共同研究の中で、ポリアミンによる８員環化合物が、核内のヒストン修飾酵素に作用

してその細胞の増殖を制御するといった効果やアルツハイマー病の原因となるアミロイドペ

プチドの凝集に対する阻害効果等を有していることが既に判明してきている。これらは過剰

のアクロレイン産生による生体へのダメージを経減する効果（緩衝作用）を発現しているこ

とが期待される。そして、活性な８員環がしばらく働いた後に、抗酸化作用を有するＦＤＰ

へと安定化される（Ｆｉｇ．２-１０右）。このように、アクロレイン発生時に、分子変換

を伴ってそれぞれのステージで異なる役割を果たしながら生体制御システムを形作っている

ことが想定される。そこからさらに研究を進めていったところ、ＦＤＰには還元反応性が備

わっていることも判明したので、詳細を次章に記述する。 

Ｆｉｇ．２-１０ アクロレイン-アミン付加体の生物学的機能 
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第三章 酸化ストレスマーカーＦＤＰを利用した有機還元反応 

 

３-１ 酸化的芳香族化と酸化還元反応 

 これまでに生体内の酸化ストレス代謝物、特にアミン・アクロレイン付加生成物がいくつ

か報告されている 41, 43, 63。その中には、デヒドロピペリジン構造を持つＦＤＰに加え、これ

がさらに酸化されたピリジニウム塩構造（ＭＰ）も単離されている（Ｆｉｇ．３-１）。本

章では、この２つの分子種の酸化還元構造に着目した。 

 

 

 

 

Ｆｉｇ．３-１ ＦＤＰとピリジニウム塩（ＭＰ）構造 

 

 

 さて、ＦＤＰと分子構造のよく似たジヒドロピリジン環を有するニコチンアデニンヌクレ

オチド（ＮＡＤＨ）は、天然の酸化還元剤として働くことが知られている 64。生体内の還元

酵素はＮＡＤＨを補酵素として用い、電子授受を通じて様々な生体物質の還元反応を行い、

生体内の酸化レベルの調節作用を担う役割を果たしている（Ｆｉｇ．３-２）。以上のこと

から、ＦＤＰも還元反応を起こしうるのではないかと想起した。 

 

 

 

Ｆｉｇ．３-２ ＮＡＤＨの酸化還元反応 

  

 

 通常、一般的な還元反応は、遷移金属の単体もしくは金属塩と水素ガスを組み合わせる方

法が用いられる（Ｆｉｇ．３-３）。しかし、グリーンケミストリーの観点から、これまでに
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人体に有害な重金属触媒等で行われてきた反応を有機分子によって再現することが望まれて

いる。たとえば、金属触媒を用いることなく有機化合物によって還元する例として、天然物

ｖａｓｉｃｉｎｅが挙げられる。ｖａｓｉｃｉｎｅは酸化的芳香族化を伴って、ニトロベン

ゼン類をアミノベンゼンへと還元することが報告されている 65。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ｆｉｇ．３-３ ニトロ基の還元反応 

 

 

 そこで、ＦＤＰも同様に有機還元剤として働く可能性を想起した（Ｆｉｇ．３-４）。す

なわち、ＦＤＰがピリジニウム塩構造へと変換される際に、ニトロ基のような還元対象基質

を作用させることで、反応が進行すると想定した。そこで、実際にＦＤＰにおいても還元反

応を試みることとした。 

 

 

 

 

 

 

Ｆｉｇ．３-４ ＦＤＰの酸化還元反応  

Reduction�
NH2

vasicine

NO2

R R

N

N

OH

transition-metal-catalysed:
Ru, Pd, Au, Co, Fe, Cu etc

utilizing organic molecule
(natural product)

FDP 

N CHO
N R

NH2NO2

FG FG



 25 

３-２ ＦＤＰの還元反応 

 はじめに、調製容易なＮ-ＢｎＦＤＰ１ａ61 を還元剤として種々の基質を用いた検討を開

始した。しかし、カルボニル基（１５ａ、１５ｂ）やカルボニル基で活性化された不飽和結

合（１５ｃ）への還元反応は全く進行しなかった（Ｆｉｇ．３-５Ａ）。一方で、スルホニル

を含む芳香族ニトロ化合物１５ｄ66に対して作用させたところ、アニリン誘導体１６ｄが生

成することを見出した（Ｆｉｇ．３-５Ｂ）。この反応は６０℃では全く進行せず、８０℃で

も痕跡量しか生成物が得られないが、１００℃まで昇温した際に４５％で目的のアニリン体

１６ｄが得られることが明らかとなった（ｅｎｔｒｙ１-３）。さらに反応性を調べるため、

いくつかの市販されているニトロ化合物を用いて検討を始めた。１５ｄと同じように、電子

求引基であるエステルを有する基質においても反応が３５％で進行した（ｅｎｔｒｙ４）。ま

た、４-ニトロアセトフェノン１５ｆや４-ニトロベンゾニトリル１５ｇでも還元反応がそ

れぞれ５０％、７３％で進行した（ｅｎｔｒｙ５-６）。一方で、電子求引基をもたない単純

なニトロベンゼン１５ｈやニトロトルエン１５ｉのような基質では反応が進行しなかった

（ｅｎｔｒｙ７-８）。 
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 さらに収率を向上させるために、ブレンステッド酸やルイス酸の触媒効果を想定した。前

述の生体内の還元試薬であるＮＡＤＨの還元機構をもとに、１５ｄをモデル基質として検討

を開始した（Ｆｉｇ．３-６）。残念ながら、塩酸、硫酸、トリフルオロ酢酸、ボロン酸等の

ブレンステッド酸では、元の条件より収率が低下した（ｅｎｔｒｙ２-８）。次に、一般的に

ルイス酸として機能する金属塩（スカンジウム、亜鉛、イットリビウム、銀、ランタン、ツ

リウム等）を検討した（ｅｎｔｒｙ９-１９）。幸運にも、銅（６４％）やインジウム（７６％）

のトリフレート塩等による収率の向上が見出された。さらに、ＮＡＤＨ還元と同じように、

マグネシウムやカルシウムといったアルカリ土類金属種が有効に働くと考えて検討を続けた

（ｅｎｔｒｙ２０-２５）その結果、予想通りに収率が向上し、塩化カルシウムの添加が最

も効率良く、７９％で還元反応が進行した（ｅｎｔｒｙ２５）。最終的に、５当量の塩化カル

シウムを系内に添加することで、還元反応が収率８９％で最も効率的に進行することを見出

した（ｅｎｔｒｙ２６）。これらはニトロ基やカルボニル基、窒素等にルイス酸が作用して反

応性が向上したと想定される。この際に、薄層クロマトグラフィー（ＴＬＣ）によって反応

を経時追跡したところ、５時間で反応が完結していることがわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ｆｉｇ．３-６ ＦＤＰ還元反応の添加剤検討  

entry additives yield entry additives yield 
1 -� 45%� 14 In(OTf)3 76% 
2 HCl  23% 15 La(OTf)3 25% 
3 H2SO4  2% 16 Tm(OTf)3 41% 
4 CF3COOH 2% 17 Yb(OTf)3 38% 
5 H3BO3 1% 18 InCl3 55% 
6 NaH2PO4 7% 19 Au(PPh3)NTf 33% 
7 SiO2 10% 20 MgCl2 76% 
8 NH4Cl 3% 21 MgBr2 31% 
9 Sc(OTf)3 45% 22 MgSO4 24% 

10 Cu(OTf)2 64% 23 Ca(OH)2 36% 
11 Zn(OTf)2 15% 24 CaCO3 33% 
12 Y(OTf)3 58% 25 CaCl2  79% 
13 AgOTf 73% 26 CaCl2 (5 eq) 89% 

16d 15d 

+
additive (1 eq)

DMF, 100 oC, 5 hNO2

S NO O

NH2

S NO O
N CHO
1a (3 eq)

Ph
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 また、ＦＤＰの分子構造と還元能力の関係を明らかにするため、ＦＤＰの誘導体による還

元を検討した（Ｆｉｇ．３-７）。まず、調製したＮ-ＢｎＦＤＰ１ａに対してベンジルアミ

ンを作用させ、イミン誘導体１2a へと変換した。次に、ＦＤＰ１ａに対して、シアン化カ

リウム存在下で二酸化マンガンを用いた酸化反応によりエステル誘導体１2ｂを合成した 67。 

 

 

 

 

 

Ｆｉｇ．３-７ ＦＤＰ誘導体の合成 

 

 

 これらのＦＤＰ誘導体を用いて、先の検討で最も良い結果を与えた塩化カルシウム存在下

でモデル基質１５ｄに対する還元反応を行った（Ｆｉｇ．３-８）。その結果、ＦＤＰのアル

デヒド構造が最も収率が高く（８９％）、イミン構造（４０％）、エステル構造（痕跡量）の

順に反応性が低下することがわかった（ｅｎｔｒｙ１-３）。理由は今のところ不明であるが

が、本反応形式において、ＦＤＰ内のアルデヒド基が重要であることが判明した。 

 

 

 

 

 

 

 

Ｆｉｇ．３-８ ＦＤＰの構造と還元反応性  

BnNH2, quant�

MnO2, KCN(cat.) 
MeOH, 30%�

1a 

12a 

12b 

BnNH2� BnN CHO

BnN NBn

BnN COOMe

+ 
CaCl2 � 4H2O 

 
DMF, 100 oC�

entry R yield 
1   CHO       (1a) 89% 
2   CH=NBn (12a) 40% 
3   COOMe  (12b) trace 

16d 15d 

BnN
R

S N

NO2

O
O

S N

NH2

O
O
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 次に、最適化した条件（塩化カルシウム５当量、１００℃、５時間）により、還元反応の

基質適用限界を調べることにした。Ｆｉｇ．３-７に示すように、電子求引基を有する基質

群１５ｄ-１５ｇを用いた際に、添加剤を用いなかった検討（Ｆｉｇ．３-５Ｂ）に比べて、

添加剤の効果による収率の向上が確認された（Ｆｉｇ．３-９、ｅｎｔｒｙ１-４）。すなわ

ち、検討で用いた１５ｄ（８９％）と同様に、エステル（１５ｅ、６９％）、ケトン（１５

ｆ、８８％）、ニトリル（１５ｇ、８２％）を有した基質で還元反応が効率的に進行した。

さらに、以前は還元が進行しなかった単純なニトロベンゼン１５ｈにおいても還元反応が１

８％で進行することを確かめた（ｅｎｔｒｙ５）。一方で、電子供与基を有するニトロトルエ

ン１５ｉを用いた際には反応が進行しなかった（ｅｎｔｒｙ６）。また、天然物合成の中間

体に用いられるスルホニルインドール骨格を持つ１５ｊでは８０％で還元が進行した（ｅｎ

ｔｒｙ７）。同様に、４-ニトロ

安息香酸１５ｋや４-ニトロベ

ンズアルデヒド１５ｌも、それ

ぞれ６１％、４０％で還元反応

が進行した（ｅｎｔｒｙ８-９）。

同じく、４-フルオロニトロベン

ゼン１５ｍでは、芳香族求核置

換反応を引き起こすことなく、

７３％で還元が進行した（ｅｎ

ｔｒｙ１０）。４-クロロニトロ

ベンゼン１５ｎにおいては収率

が低いものの、副生成物を伴わ

ずに還元が進行した（ｅｎｔｒ

ｙ１１）。＊置換基効果に関する

詳細は、付録Ⅰを参照 

 

Ｆｉｇ．３-９ 種々のニトロベンゼンに対する還元反応  

entry substrate product R yield 

1 15d 16d  89% 

2 15e 16e -CO2Me 69% 
3 15f 16f -COMe 88% 
4 15g 16g -CN 82% 
5 15h 16h -H 18% 
6 15i 16i -CH3� no reaction 

15j 16j 80% 7 

8 15k 16k -CO2H 61% 
9 15l 16l -CHO 40% 

10 15m 16m -F 73% 
11 15n 16n -Cl 21% 

16d-16n 15d-15n 
NO2

R

NH2

R

+
CaCl2 (5 eq)

DMF, 100 oC, 5 h

N CHO
1a (3 eq)

Ph

NS
O O

NS
O O
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 一方、一部の非常に電子不足な芳香族基質においては、イプソ位での求核置換反応の進行

が確認されている（Ｆｉｇ．３-１０）。これまでに述べたように、２置換芳香族基質である 

４-フルオロニトロベンゼン１５ｍでは、ニトロ基の還元反応が進行する。一方で、１-フ

ルオロ-２，４-ジニトロベンゼン１７ａでは、フッ素のイプソ位において水素との置換反

応が進行した。同様に、２，３-ジシアノ-１-ニトロベンゼン１７ｂにおいてもイプソ位で

の求核置換反応が進行することが明らかとなった。 

Ｆｉｇ．３-１０ ニトロ基の還元反応と芳香族求核置換反応 

 

 

３-３ ワンポット還元反応 

 さて、第二章で見出した現象から、アミンとアクロレインとを室温で混ぜ合わせるだけで、

共役イミンの形式的［４＋４］反応、続く自己変換反応を経て効率良く得られることが明ら

かとなっている。そこで、本手法を簡便なワンポット還元法への展開を試みた。すなわち、

１つのフラスコ内でアミン、アクロレイン、ニトロアリール、そして塩化カルシウムを順に

作用させることで、簡便なニトロ基の還元を行うこととした（Ｆｉｇ．３-１１）。実際にフ

ラスコ内に順次試薬を投入して加熱し、反応を行った。まずベンジルアミンを用いた際には、

６１％でこれまでと同様に芳香族ニトロ基１５ｄの還元が進行した（ｅｎｔｒｙ１）。次に、

安価で、沸点が低いため減圧留去の容易なプロピルアミンをアミン源として還元反応を行っ

たところ、８６％で還元反応が進行した（ｅｎｔｒｙ２）。さらに、１グラムスケールにおい

ても８４％で目的のアニリン体を得ることに成功した（ｅｎｔｒｙ３）。さらに大きなスケー

(17a)  

15m  

(15m)  

17a  17b  

16m  

18b  

NH2

F

NO2

F

BnN CHO
+

CaCl2

DMF,  100 oC, 73%
R

1. R = H

2. R = NO2 DMF,  100 oC, ~70% NO2

H
O2NBnN CHO

highly electron-deficient

NO2

F
NO2

NO2

CN

CN

NO2

F reduction

ipso-sub.

o o

mop

p

NO2

CN

p
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ルでも可能であると考えられる。このように、大量スケールで可能な、重金属触媒を用いな

い簡便な有機還元法を開発した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ｆｉｇ．３-１１ ニトロ基のワンポット還元反応 

 

 

３-４ 小括 

 酸化ストレス産物の構造的特徴を基にして、ＦＤＰが還元能力を示し、様々な芳香族ニト

ロ基を選択的に還元することを新たに見出した。さらに第二章での変換反応を基に、フラス

コ内でアミンとアクロレインから自発的に発生するＦＤＰを活用して、単離精製等の余分な

操作を伴わずに、還元反応を行うことができた。そして、従来の重金属触媒を使用しない、

有機反応剤による、ニトロ基の簡便なワンポット還元法を確立した。 

 

 

15d 

16d 

entry 
l
 

1

2
3

yield 
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O
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DMF, 100 oC

NH2

(1 eq)(5 eq) (5 eq) (5 eq)

R-NH2

R-NH2
S N

NH2

O

S N

NO2

O O

O



 31 

第四章 生体ＦＤＰの蛍光検出法開発 

 

４-１ ＦＤＰ検出法 

 序論で述べたように、アクロレインの生体内での蓄積量は、酸化ストレス疾患の発症・進

行度を理解し、治療へとつなげるための重要な指標になる 28-32。そのため、生体サンプル測

定ではアクロレイン付加体を評価する手法が活用される。近年では、名古屋大学の内田浩二

博士のグループが、タンパク質上のＦＤＰ構造を認識するモノクローナル抗体を作成し、Ｅ

ＬＩＳＡ-ＫＩＴとして市販化した 41-44（Ｆｉｇ．４-1 上段）。バイオマーカーとしてのＦＤ

Ｐ検出はアクロレインの生体濃度を間接的に指し示す手法として優れており、種々の疾患を

査定するために使用されている。その例として、産学医療ベンチャー「アミンファーマ」で

は、このＦＤＰ抗体検出法と他のバイオマーカー評価法を組み合せた「かくれ脳梗塞」診断

法として用いている。 

 この手法は、非常に優れているものの、高価な抗体キットやＥＬＩＳＡの手法を経る煩雑

な作業が必要となる。そのため、より安価で簡便な代替法が開発できれば、広く一般への普

及が期待できる。そのためには、ＦＤＰの検出法において、抗体に匹敵する特異的な分子認

識が鍵となる。そこで、「ＦＤＰによる特異的な反応」によって代用した化学プローブ検出法

を想起した（Ｆｉｇ．４-1 下段）。すなわち、生体のＦＤＰを認識する抗体の量の調べる代

わりに、ＦＤＰの引き起こす特異的な反応を定量することを考えた。 

Ｆｉｇ．４-１ ＦＤＰに対する検出法  

cost� procedure� specificity �

        antibody� high� tedious� recognition of FDP�

     chemical �������
probe� low� easy� reduction by FDP�

FDP 

NH2

CN
CN

detection target: N CHO
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 そこで、第三章で検討したニトロ基選択的な還元反応を利用して、生体のＦＤＰによって

非蛍光ニトロ化合物から蛍光のアミン化合物へと変換（蛍光スイッチング）できれば、ＦＤ

Ｐの検出が実現できると着想した（Ｆｉｇ．４-２）。すなわち、疾患組織で産生された生体

ＦＤＰがニトロ基質を選択的に蛍光性アニリン分子へと還元する。その後、蛍光測定により

定量検出を行う。これにより、アクロレインのバイオマーカーであるＦＤＰを従来の抗体を

使用せずに、化学的に検出する簡便な手法へと展開することを計画した。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Ｆｉｇ．４-２ ＦＤＰの還元反応による検出システム 

 

 

４-２ ＦＤＰ検出プローブ 

 本反応の検出形式では、後述のように蛍光強度が生成物のアニリンの量に比例するため、

一定の割合で反応に関与するＦＤＰの量を見積もることができる。従って、蛍光波長域や量

子効率の観点からプローブ分子（ニトロアレーン）を適切に選択することで、様々な生体混

合物中（夾雑系）でもＦＤＰレベルを測定することができると想定した。そこで、種々のニ

トロアレーンをプローブ候補としてスクリーニングを始めた。（Ｆｉｇ．４-３）。 
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Ｆｉｇ．４-３ プローブ分子候補（一部は文献から） 

 

 

 必要となるプローブ分子には、還元反応性はもとより、反応前後での励起-蛍光波長域

（λex-λem）の大きな変化（ストークスシフト）や量子効率（Φ）の高さも重要な要素とな

る。検討を進めていくうちに、芳香環上に電子供与基と電子求引基の両方を有するｐｕｓｈ

-ｐｕｌｌ型の蛍光基の分子構造に焦点を当てた。中でもニトリル基とアミノ基の組み合わ

せに着目した 68。１６ｇや１６ｏを含む数十種の候補化合物をスクリーニングした結果、ジ

シアノアミノベンゼン１６ｐを見出すことができた（Ｆｉｇ．４-４）。 
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Ｆｉｇ．４-４ 検出プローブの励起／蛍光波長（λex／λem）、量子効率（Φ）の文献値およ

び反応性 

 

 

 そこで、還元反応を引き金とした「蛍光オン」のＦＤＰ検出システムを実現するため、１

５ｐをプローブとして実験系を確立していくこととした。まず、モデル反応を行うこととし

た。ジシアノニトロベンゼン１５ｐを、塩化カルシウム存在下、３当量のＦＤＰ１ａと反応

させたところ、還元反応は７８％で進行した（Ｆｉｇ．４-５）。 

 

 

 

 

 

 

 

Ｆｉｇ．４-５ 検出プローブとモデル反応 

 

 

 次にプローブ分子１５ｐと得られてくるアニリン体１６ｐに対して蛍光スペクトル測定

を行った（Ｆｉｇ．４-６）。その結果、１５ｐでは蛍光が観測されなかったのに対して、ア

formula 

λex  283 nm 307 nm 340 nm 

λe� 344 nm 392 nm 404 nm 

Φ 0.041 0.002 0.570 

Reduction 
yield 

82% 22% 78% 

16g�

CN

NH2

CN

NH2

CN
CN

NH2
16o� 16p�

15p� 16p�

CN
CN

NO2 NH2

CN
CN

N CHO
1a (3 eq)

CaCl2

 DMF-H2O
 100 oC, 5 h

78%

Ph
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ニリン体１６ｐは励起／蛍光波長[３４０／４０４ｎｍ]に極大を持つスペクトルを示すこと

を確かめた。 

 

 

 

 

 

 

 

Ｆｉｇ．４-６ 検出プローブとアニリン体の蛍光スペクトル（励起波長：３４０ｎｍ） 

 

 

 さらにモデル反応における、経時蛍光変化を測定し、反応時間を調べた。その結果、蛍光

量の経時測定から、これまでの反応検討と同じように、５時間で還元反応が完結しているこ

とが明らかとなった（Ｆｉｇ．４-７）。 

 

 

 

 

 

 

 

Ｆｉｇ．４-７ 蛍光測定によるモデル反応の経時追跡（励起／蛍光波長：３４０／４０４

ｎｍ） 

 

 

 また、生体サンプル中での生体直交性を保証するため、様々な生体の酸化還元剤で確かめ

370 420 470 520 570 620 

404nm 
l  

[nm] 

- 15p    - 16p FL
 in

te
ns

ity
 CN

CN

NO2 NH2

CN
CN

Rxn time [h] 

FL
 in

te
ns

ity
 

0 

50 

100 

150 

200 

250 

0 1 2 3 4 5 



 36 

ていくこととした。まずＦＤＰに対して、酸化還元剤として過酸化水素（H2O2）やマグネシ

ウム、カルシウム、鉄、銅等の生体金属塩を作用させた。この条件では、ＦＤＰは酸化され

ることなく回収することができた（Ｆｉｇ．４-８）。 

Ｆｉｇ．４-８ 生体酸化還元条件におけるＦＤＰの安定性 

 

 

 同様にプローブ１５ｐに対して、酸化還元剤としてシステイン、シスチン、グルタチオン

（ＧＳＨ）や硫化水素ナトリウム（ＮａＳＨ）を反応させた。その結果、生理学的濃度 69（１

μM程度）では還元反応の進行による蛍光の増大は確認されなかった（Ｆｉｇ．４-９）。こ

の結果から、生体サンプルの条件下でも本システムが機能することを確かめることができた。 

Ｆｉｇ．４-９ 生体酸化還元条件における検出プローブの安定性  
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 さらに、標品としてＮ-ｌｙｓＦＤＰ１ｂを用いたモデル反応を行った（Ｆｉｇ．４-１０

A）。その蛍光量を測定した結果、良い線形を示し、検量線を作成できた（Ｆｉｇ．４-１０

B）。また、その検量線を基に誤差範囲を考慮して最小検出限界を算出した（Ｆｉｇ．４-１

０C）。従来の抗体ＥＬＩＳＡ法の検出限界（３．１３ ｎｍｏｌ／ｍＬ）に対して、本法で

は０．８４ ｎｍｏｌ／ｍＬまで検出可能であることが明らかとなった。＊蛍光定量性に関す

る詳細は、付録Ⅱを参照 

 

Ｆｉｇ．４-１０ モデル反応における検量線 
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４-３ 生体サンプルのＦＤＰ検出試験 

 上述のように確立した条件を用いて、プローブ１５ｐや塩化カルシウム等の試薬類をキッ

ト化し、簡便な検出プロトコルを作成した（Ｆｉｇ．４-１１）。ⅰ）まず、サンプルとキッ

ト溶液を混合して１００ ℃で５時間加熱後、ⅱ）蛍光マイクロプレートリーダーによる測定

を行う手法を確立した。 

Ｆｉｇ．４-１１ 生体ＦＤＰの検出プロトコル 

 

 

 本手法によって生体検出が可能であることを確かめるために、生体サンプルとして入手容

易な市販品のラット血清を用いた検出試験を行った（Ｆｉｇ．４-１２）。ラット血清存在下

にアクロレインを加えてそれぞれ０、１、２０、６０日間保温したサンプルを調製後に、前

述の操作で検出試験をそれぞれ行った。標品ＦＤＰの蛍光量から求めた検量線から、アクロ

レインで処理しなかったサンプルでは４．９±０．２ｎｍｏｌ／ｍｌ、１日間処理したサン

プルでは７．７±２．６ｎｍｏｌ／ｍｌのＦＤＰを定量検出できた。また同様に、２０日間

処理したサンプルでは１２．７±０．７ｎｍｏｌ／ｍｌ、６０日間処理したサンプルでは１

８．７±１．４ｎｍｏｌ／ｍｌのＦＤＰが観測された。ここから、アクロレイン処理時間に

比例して、蛍光強度の増大、すなわちＦＤＰの生成量の増加が明らかとなった。これは血清

内のタンパク質上に、ゆっくりとアクロレイン由来のＦＤＰが生成してきたことを示してい

る。また本手法による結果は、従来法であるＥＬＩＳＡによる測定結果とも良い一致を示し

た（Ｆｉｇ．４-１２）。 
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Ｆｉｇ．４-１２ ラット血清中のＦＤＰ測定 

 

 

 次に、生体サンプルとしてマウス尿サンプル（６週令）を用いた検出試験を行った。マウ

ス尿は理化学研究所システム糖鎖生物学研究チームの谷口直之博士、北爪しのぶ博士のグル

ープからの提供サンプルを使用した。マウス尿を２０倍希釈した生体サンプルを調製後に、

検出試験を行ったところ、先程と同様に５．２±０．８ｎｍｏｌ／ｍｌのＦＤＰを定量検出

できた（Ｆｉｇ．４-１３Ａ）。またこちらの実験においても、従来法であるＥＬＩＳＡによ

る結果とも良い一致を示した。 

 さらに本手法の簡便性を実証するため、様々な週令の１０匹のマウスから採取した尿を用

いた、一斉検出試験を行った（Ｆｉｇ．４-１３Ｂ）。再現性のためにサンプル毎に３回ずつ

行うこととし、計３０ロットの試験を行った。全測定試験は６時間以内で完結し、尿中のＦ

ＤＰ含有量が判明した。４週令から５０週令へとマウスの週令の増加に比例して、ＦＤＰ量

が増加する傾向が確認された。本研究で見出したＦＤＰの還元反応を基に、従来法と比較し

て安価で簡便な酸化ストレスマーカー検出診断法を開発した。 
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Ｆｉｇ．４-１２ マウス尿中のＦＤＰ測定 

 

 

４-４ 小括 

 独自に見出したＦＤＰの還元反応を、生体のＦＤＰレベル検出するための「蛍光スイッチ

ングシステム」へと応用した。条件検討を進めていき、確立した検出系を用いて、実際にモ

デル動物の尿や血清を生体サンプルとして評価し、検出精度を従来法と比較した。その結果、

従来法と比較して安価で簡便な酸化ストレスマーカー検出法を開発できた 70。現在、医療ク

リニックと連携し、本法の臨床応用を検討している。 
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総括 

 

 本研究では、非常に毒性の高いアクロレインの優れた反応性に着目した。特に、アクロレ

インと生体分子との反応物が報告例と異なることに興味をもち、検証実験を進めていった。

そして、アクロレインによるイミノ［４＋４］環化反応が生体内でも進行しうることを実証

した。また、［４＋４］反応よって生じる８員環化合物が、次第に既知の酸化ストレスマーカ

ーＦＤＰへと変換されていくことを突きとめた。そこから、８員環化合物群がＦＤＰの生成

中間体であるという新たな知見を得られた。これらの有機化学的手法による検証を以って、

酸化ストレスマーカーＦＤＰの見過ごされてきた生体内生成機構を明らかにした。 

 また、生体内の酸化ストレス産物であるＦＤＰの構造的特徴からＦＤＰの還元反応性を予

測し、実証実験を進め、ニトロ基への選択的な還元反応性をはじめて明らかにした。本還元

反応において、塩化カルシウムのルイス酸としての効果を見出すことができた。さらに第二

章での変換反応を基に、フラスコ内でアミンとアクロレインから自発的に発生するＦＤＰを

活用して、単離精製の余分な操作を伴わずに、還元反応を行うことができた。これにより、

重金属触媒を必要としない、ニトロ基の効率的なワンポット還元法の開発に成功した。 

 さらに本還元反応を、生体のＦＤＰレベル検出するための「蛍光スイッチングシステム」

へと応用した。確立した検出系を用いて、実際にモデル動物の尿等を生体サンプルとして用

いて本手法を実証し、検出精度を従来法と比較した。その結果、安価で簡便な酸化ストレス

マーカー検出法を開発することができた。将来的に本手法を活用することで、アクロレイン

を発症因子とする様々な病気の予前診断の普及への貢献が期待される。 

 近年における、生物有機科学分野の著しい発展は、クリックケミストリーのような化学的

な手法を武器として生物現象に立ち向かう姿勢によって支えられている。しかしながら、そ

のように武器として通用する化学ツールは未だ限られている。したがって、次世代の生物有

機分野の発展には、更なる化学的手法の開発が必要になる。そのためには、有機反応の基礎

研究に立ち戻り、地道に反応の条件検討から始めなければならない。そうして、築かれた地

盤から生体条件で活躍する強力な手法が生まれてくるのではないだろうか。本研究では、生

体内での酸化ストレスに関わるアクロレインとその反応物を例に、バイオマーカー生成機構
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の謎や生物学的手法における課題の解決に向けて、有機化学反応の力を磨いて挑戦した。本

研究で達成した成果が、これからの生物有機科学の発展に繋がることを期待する。 
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付録 I 還元反応と置換基効果 

 第三章での還元反応の検討結果を基に、ニトロベンゼン類の置換基効果および電気化学的

性質について考察した（Ｆｉｇ．Ｓ１）。 

 

 

 

 

 

 

 

Ｆｉｇ．Ｓ１ ＦＤＰとニトロベンゼンの反応式 

 

 

 それぞれの基質において置換基効果を表すＨａｍｍｅｔ定数を文献から調べた（Ｆｉｇ．

Ｓ２）。一般に、Ｈａｍｍｅｔ定数が大きいほど置換基による電子求引性が大きい。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ｆｉｇ．Ｓ２ ニトロベンゼン上の各置換基のＨａｍｍｅｔ定数および酸化還元電位との比
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 さらに還元反応の収率とＨａｍｍｅｔ定数を軸に二次元プロットを行ったところ、その比

例関係から置換基効果が支持された（Ｆｉｇ．Ｓ３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ｆｉｇ．Ｓ３ ＦＤＰとニトロベンゼンの反応におけるＨａｍｍｅｔプロット 

 

 

 また、電気化学的に重要な酸化還元電位と反応の関連を考えた。一般に、酸化還元反応が

進行する場合、酸化剤（たとえばニトロベンゼン）と還元剤（ＦＤＰ）の酸化還元電位 E に

はある程度以上の電位差⊿E が必要であり、次式の関係が成り立つ。 

⊿E = Eoxidant - Ereductant > 0 

∴ Ereductant < Eoxidant 

 ＦＤＰ１ａの難溶性であり、またその分子内アルデヒド基に対して分子内酸化還元反応を

競合して引き起こすため、ＦＤＰ自身の酸化還元電位の直接的な測定は困難であった。そこ

で、還元相手であるニトロベンゼン類の文献値から概算することとした（Ｆｉｇ．S４）。ニ

トロベンゼン誘導体では、有する置換基の電子求引性が大きくなるほど、芳香環上の電子密

度が下がり、酸化還元電位 E も大きくなる(= 電子を受け入れやすい)。文献値より見積もっ

たところ、E = -０．４付近の基質で本反応が起こりにくくなったことが明らかとなってい

る。すなわち、EFDP < -０．４であることが間接的に見積られた。 
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Ｆｉｇ．Ｓ４ ＦＤＰとニトロベンゼンの反応における酸化還元電位プロット 
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付録 Ⅱ 蛍光定量性 

 第四章での本システムの定量性を確認するため、理論式とアニリン体１６ｐの濃度確認を

行った（Ｆｉｇ．T１Ａ）。蛍光測定の定量性に関しては、Ｌａｍｂｅｒｔ-Ｂｅｅｒの法則

をもとに蛍光強度Ｆは（１Ａ）の式で表されることが知られている。 

Ｆ ＝ ΦＰ０（１-１０-abc）   ・・・ （１Ａ） 

蛍光分子が高濃度の場合では、蛍光分子の自己吸収や凝集・エキシマー形成等の要因で蛍光

消光（いわゆる濃度消光）が起こる。一方で、低濃度の場合（ｃ＜１０-５［Ｍ］）には，近似

的に濃度の１次比例が成立する。（１Ａ式に１０-abc≒１‒２．３０３ａｂｃを代入して整理） 

Ｆ ≒ （２．３０３ΦＰ０ａｂ）＊ｃ   ・・・ （１Ｂ） 

となり、蛍光強度 Fは濃度 c に対する１次比例式で導かれる。 

 

 「前述の理論式は本法における濃度域において成立するか」を、実験的に確かめることと

した（Ｆｉｇ．Ｔ１Ｂ）。数種の濃度（特に本法で用いるｎM 付近）におけるアニリン体１

６ｐの標品溶液を調製した。これらの標品溶液を用いて、蛍光測定（励起／蛍光波長 = ３

４０／４０４ ｎｍ）を行った。その結果、両対数グラフ上のプロットから濃度と強度の関係

が線形を示した。また、傾きから次数が１．０３であることがわかり、１次比例であること

が強く示唆された。これにより、本法における、濃度に対する蛍光定量性を実証できた。 
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Ｆｉｇ．Ｔ１ 蛍光比例式と濃度域 
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実験項 
 
General information 
All solvents were of reagent grade. All commercially purchased chemicals were used as received. 1H 
and 13C NMR spectra were obtained from a JEOL RESONANCE AL400 NMR and a JEOL 
RESONANCE AL300 NMR spectrometer. Signals were internally referenced to solvent residues. 
High-resolution mass spectral analyses were carried out using micrOTOF-Q III-HCTM (BRUKER). 
All fluorescent measurement was carried out using JASCO FP6500 spectrofluorometer with 96-well 
flat-bottomed plates from Corning Inc. Each value of amount is calculated from intensity of authentic 
standards. All procedures involving experiment animals was approved by the Ethics Committee of 
Osaka University and RIKEN. The experiments were performed in accordance with the institutional 
and national guidelines. 
 
Reaction with acrolein 
 
 
 
 
 
 
 
 
To a solution of sphingosine (4.5 mg, 15 µmol) in either CHCl3 or a PBS buffer solution (1.0 mL) was 
slowly added acrolein (90 %, 1.0 µL, 15 µmol) at room temperature. After stirring for 30 min at this 
temperature, the mixture was concentrated in vacuo to give a presumable mixture of 7 as colorless oil. 
Direct NMR analysis without any purification procedure confirmed the production of 7 in nearly 
quantitatively yield (colorless oil, quant); IR (neat, cm-1) 3393(br), 1716, 1465, 1365, 970; 1H NMR 
(500 MHz, CDCl3) δ 5.75 (dt, 2H, J = 10.8, 7.5 Hz), 5.36 (dd, 2H, J = 10.8, 6.3 Hz), 4.58-4.44 (m, 
2H), 4.39-4.20 (m, 2H), 3.99-3.71 (m, 4H), 3.58-3.45 (m, 4H), 2.90 (br, 2H), 2.03 (br, 4H), 1.66 (br, 
4H), 1.30 (br, 44H), 0.88 (t, 6H, J = 6.2 Hz); 13C NMR (125 MHz, CDCl3), δ 133.3, 128.3, 70.9, 70.2, 
68.3, 67.6, 65.2, 32.5, 32.1, 29.8, 29.2, 22.8, 14.3; HRESI-MS m/z calcd for C42H78N2O4 [M+H]+ 

675.6034, found 675.6049. 
 
Reduction of 1,5-diazacyclooctane derivatives 
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To a solution of a mixture of 7 obtained above (10 mg, 15 µmol) in anhydrous tetrahydrofuran (0.3 
mL) was added LiAlH4 (5.6 mg, 150 µmol) at 0 ºC under N2 atmosphere. After the resulting solution 
was stirred for 90 min at room temperature, the mixture was quenched with H2O and filtered with a 
celite pad. The filtrate was concentrated in vacuo to give crude products, which were purified by 
column chromatography on silica gel (CHCl3) to give diol 8 as a white solid (white solid, quant); IR 
(neat, cm-1) 3411(br), 1704, 1361, 1223; 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 5.76 (dt, 2H, J = 7.0, 6.0 Hz), 
5.32-5.27 (m, 2H), 4.49-4.19 (m, 2H), 3.95-3.37 (m, 4H), 2.87-2.77 (m, 10H), 2.01 (br, 4H), 1.68 (br, 
4H), 1.28 (br, 44H), 0.88 (t, 6H, J = 6.0 Hz); 13C NMR (125 MHz, CDCl3)  δ 32.5, 32.1, 29.8, 29.6, 
29.5, 29.3(br), 22.8, 14.3; HRESI-MS m/z calcd for C42H82N2O4 [M+H]+ 679.6347, found 
679.6317.  
 
 
 
 
 
 
 
 
10: The compound 10 was prepared similarly to compound 7. (colorless oil, quant); IR (neat, cm-1) 
1709, 1494, 1361, 1222, 1089, 1026; 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.38-7.28 (m, 10H, Ph), 
5.03-4.62 (m, 4H), 3.57-3.55 (m, 4H), 3.20-2.81 (m, 4H), 2.18-2.11 (m, 4H); 13C NMR (125 MHz, 
CDCl3) δ 142.2, 128.5, 127.7, 126.0, 73.8, 69.2, 66.2, 50.5, 27.0; HRESI-MS m/z calcd for 
C22H26N2O2 [M+H]+ 351.2067, found 351.2080. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
11: The compound 11 was prepared similarly to compound 8. (colorless oil, 63%); IR (neat, cm-1) 
3331(br), 1651, 1406, 1110, 1015; 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.40−7.33 (m, 10H, Ph), 4.71 (td, 
2H, J = 10.2, 3.0 Hz), 2.93-2.77 (m, 8H), 2.59-2.47 (m, 4H), 1.86-1.81 (m, 4H); 13C NMR (125 MHz, 
CDCl3)  δ 142.4(br), 128.4, 127.7, 126.1, 69.9(br), 66.1(br), 52.1(br), 29.8(br); HRESI-MS m/z calcd 
for C22H30N2O2 [M+H]+ 355.2380, found 355.2390. 
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Preparation of FDPs (1a, 1b)a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a) L. Fuentes, U. Osorio, L. Quintero, H. Höpfl, N. Vázquez-Cabrera and F. Sartillo-Piscil, 
Direct chemical method for preparing 2,3-epoxyamides using sodium chlorite. J Org Chem 2012, 77, 
5515. 
  
S1: To a stirred suspension of K2CO3 (6.44 g, 46.7 mmol) in 3 mL of acetonitrile at room temperature 
was added benzylamine (2.08 mL, 18.0 mmol) and sodium iodide (2.7 g, 18.0 mmol). The reaction 
mixture was stirred for 5 min before 2-bromomethyl-1,3-dioxolane (5.46 mL, 46.7 mmol) dissolved in 
3 mL of acetonitrile was added. The reaction mixture was refluxed until the starting materials were 
completely consumed. Then, the mixture was filtered off, and the solvent was removed under reduced 
pressure. The residue was purified by short column chromatography on silica gel to give S1 as pale 
yellow oil. (5.70 g, quant); 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.31−7.21 (m, 5H, Ph), 4.87 (t, 2H, J = 4.7 
Hz), 3.92-3.78 (m, 8H), 3.58 (s, 2H), 2.59 (t, 4H, J = 7.9 Hz), 1.86-1.81 (m, 4H); 13C NMR (100 
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MHz,CDCl3)  δ 139.2, 128.7(2C), 128.6(2C), 128.0, 103.3(2C), 64.6(4C), 50.2, 49.3(2C), 31.2(2C). 
 
N-benzyl 3‒formyl‒3,4-dehydropiperidine (1a): To a flask containing a solution of S1 (5.1 g, 23.3 
mmol) in 1,4-dioxane (3 mL) was added 6 mL of HCl (4 M solution in water) at room temperature. 
The resulting mixture was stirred under reflux until the total consumption of starting materials. The 
reaction was quenched with the addition of NaOH until reaching a pH = 8. The biphasic mixture was 
extracted with EtOAc and dried with Na2SO4. The solvent was evaporated under reduced pressure. 
The desired product was obtained in quantitative yield as brown syrup. (4.68 g, quant); 1H NMR (400 
MHz, CDCl3) δ  9.40 (s, 1H), 7.39-7.33 (m, 5H, Ph), 6.83 (td, 1H, J = 3.6, 1.8 Hz), 3.65 (s, 2H), 3.19 
(d, 2H, J = 1.8 Hz), 2.60 (t, 2H, J = 5.7 Hz), 2.46 (dtd, 2H, J = 8.4, 5.7, 3.6 Hz); 13C NMR (CDCl3)   
δ  192.2, 148.5, 137.5, 129.0, 128.2, 127.1, 62.4, 49.3, 48.7, 27.2; HRESI-MS m/z calcd. for 
C13H15NO [M+H]+ 202.1226, found 202.1223. 
 
S2: To a flask containing a solution of N-acetyl lysine (300 mg, 1.6 mmol) in acetonitrile (1 mL) was 
added benzyl alcohol (1 mL) and thionyl chloride (130 µL, 1.8 mmol) at room temperature. The 
resulting mixture was stirred at 60 ºC until the total consumption of starting materials. The reaction 
was quenched with the addition of ethanol and ether. The solvent was evaporated under reduced 
pressure. The desired product was obtained in quantitative yield as brown syrup. (4.68 g, quant); 1H 
NMR (400 MHz, CD3OD) δ 7.36−7.31 (m, 5H, Ph), 5.16 (dd, 2H, J = 19, 12 Hz), 4.44−4.40 (m, 1H), 
2.87 (t, 2H, J = 8.0 Hz), 1.99 (s, 3H), 1.85-1.74 (m, 2H), 1.66-1.64 (m, 2H), 1.43-1.41 (m, 2H); 13C 
NMR (100 MHz, CD3OD)  δ 173.6, 173.2, 137.2, 129.4, 129.3, 128.2, 67.9, 53.7, 40.4, 31.8, 28.0, 
23.8, 22.3; HRESI-MS m/z calcd for C15H23N2O3 [M+H]+ 279.1703, found 279.1701. 
 
S3: The compound S3 was prepared similarly to compound S1. (78.9 mg, 89%); 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) δ 7.38−7.36 (m, 5H, Ph), 5.17 (dd, 2H, J = 17, 12 Hz), 5.04 (t, 2H, J = 3.6 Hz), 4.54−4.52 (m, 
1H), 4.04−4.02 (m, 4H), 3.86−3.84 (m, 4H), 3.65−3.55 (m, 2H), 3.43−3.40 (m, 4H), 2.18−2.15 (m, 
4H), 2.01 (s, 3H), 1.92-1.90 (m, 2H), 1.86-1.84 (m, 2H), 1.57-1.55 (m, 2H); 13C NMR (100 MHz, 
CDCl3)  δ 171.9, 171.0, 135.5, 128.5, 128.2, 128.1, 100.5, 66.8, 65.2, 64.7, 59.6, 54.1, 52.0, 30.6, 25.8, 
23.1, 19.1; HRESI-MS m/z calcd for C25H39N2O7 [M+H]+ 479.2752, found 479.2754. 
 
FDP-Lys (AcNH-lys(FDP)-OBn, 1b): The compound 1b was prepared similarly to compound 1a. 
(34.9 mg, 91%); 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 9.36 (s, 1H), 7.33−7.30 (m, 5H, Ph), 6.81 (brs, 1H), 
5.12 (dd, 2H, J = 16, 12 Hz), 4.49−4.39 (m, 1H), 3.64−3.58 (m, 2H), 2.56 (brs, 2H), 2.45-.2.43 (m, 
2H), 1.99 (s, 3H), 1.81-1.78 (m, 2H), 1.71-1.68 (m, 2H), 1.57-1.54 (m, 2H); 13C NMR (100 MHz, 
CDCl3)  δ 192.1, 173.1, 170.3, 148.2, 141.2, 128.7, 128.5, 127.4, 127.0, 65.0, 63.9, 54.0, 52.4, 43.6, 
42.2, 32.0, 23.1, 12.2; HRESI-MS m/z calcd for C20H41N2 [M+H]+ 373.3061, found 373.3058. 
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Preparation of FDP derivativess (12a, 12b)b 
 
 
 
 
 
 
 
 

b) Foot, J.; Kanno, H.; Giblin, G.; Taylor, R., Esters and amides from activated alcohols using 
manganese(IV) dioxide: Tandem oxidation processes. Synthesis-Stuttgart 2003, (7), 1055-1064. 
 
Imine derivative of FDP (12a): To a solution of N-Bn FDP 1a (50 mg, 0.25 mmol) in chloroform (0.1 
mL) was added benzylamine (27 µL, 0.25 mmol). The resulting mixture was stirred at room 
temperature until the total consumption of starting materials. The solvent was evaporated under 
reduced pressure. The desired product 12a was obtained as brown syrup. (77 mg, quant); 1H NMR 
(400 MHz, CDCl3) δ 7.91 (s, 1H), 7.36−7.30 (m, 10H, Ph), 6.24 (td, 1H, J = 2.0, 1.8 Hz), 4.65 (s, 2H), 
3.65 (s, 2H), 3.41 (d, 2H, J = 1.8 Hz), 2.54 (t, 2H, J = 3.3 Hz), 2.33 (br, 2H); HRESI-MS m/z calcd for 
C20H22N2 [M+H]+ 291.1856, found 291.1865. 
 
Ester derivative of FDP (12b): To a solution of N-Bn FDP 1a (100 mg, 0.5 mmol) and potassium 
cyanide (50 mg, 0.77 mmol) in dry MeOH (0.1 mL) was added manganese dioxide (500 mg, 5.7 
mmol). After the resulting mixture was stirred at room temperature for 12 h, it was filtered and 
evaporated under reduced pressure. The residue was purified by short column chromatography on 
silica gel to give 12b as colorless oil. (34 mg, 30%); 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.36−7.30 (m, 5H, 
Ph), 7.03−7.00 (m, 1H, Ph), 3.72 (s, 3H), 3.65 (s, 2H), 3.23 (dd, 2H, J = 4.8, 1.2 Hz), 2.53 (t, 3H, J = 
6.0 Hz), 2.36−2.30 (m, 1H, Ph); 13C NMR (100 MHz, CDCl3)  δ 166.4, 138.1, 138.0, 129.1, 
129.0(2C), 128.3(2C), 127.1, 62.4, 51.6, 51.5, 48.3, 26.5: HRESI-MS m/z calcd for C14H17NO2 
[M+H]+ 232.1332, found 232.1332 
 
 
Preparation of nitroarenesc 
 
 
 
 
 
 
c) Janosik, T.; Shirani, H.; Wahlstrom, N.; Malky, I.; Stensland, B.; Bergman, J., Efficient sulfonation 
of 1-phenylsulfonyl-1H-pyrroles and 1-phenylsulfonyl-1H-indoles using chlorosulfonic acid in 
acetonitrile. Tetrahedron 2006, 62 (8), 1699-1707. 

BnNH2, quant�

MnO2, KCN(cat.) 
MeOH, 30%�

1a 

12a 

12b 

BnNH2� BnN CHO

BnN NBn

BnN COOMe

R product 

15d 

15j NO2

S ClO O

Nu-H 
Base�

NO2

S RO O

N

N



 54 

1-((4-nitrophenyl)sulfonyl)-1H-pyrrole (15d): To a stirred suspension of pyrrol (67.0 mg, 1.0 mmol) 
and sodium hydride (60 mg, 1.5 mmol) in 3 mL of tetrahydrofuran at 0ºC was added 4-nosylchloride 
(310 mg, 1.4 mmol). After the resulting mixture was stirred at room temperature for 8 h, the mixture 
was quenched with H2O, extracted with EtOAc and dried with Na2SO4. The solvent was evaporated 
under reduced pressure. The residue was purified by short column chromatography on silica gel to 
give 15d as brown crystal. (255 mg, quant); 1H NMR (400 MHz, d6-DMSO) δ 8.42 (dd, 2H, J = 6.7, 
2.0 Hz), 8.23 (dd, 2H, J = 6.7, 2.0 Hz), 7.42 (apparent t, 2H, J = 2.3 Hz), 6.42(apparent t, 2H, J = 2.3 
Hz); 13C NMR (100 MHz, d6-DMSO)  δ 150.71, 143.0, 128.5(2C), 125.1(2C), 121.4(2C), 114.8(2C) 
 
1-((4-nitrophenyl)sulfonyl)-1H-indole (15j): The compound 15j was prepared similarly to compound 
15d. (280.4 mg, 93%); 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ  8.24 (dd, 2H, J = 9.1, 2.4 Hz), 8.02 (dd, 2H, J 
= 9.1, 2.4 Hz), 7.97 (d, 1H, J = 8.3 Hz), 7.53-7.51 (m, 2H), 7.33 (ddd, 1H, J = 8.3, 8.3, 1.2 Hz), 7.25 
(ddd, 1H, J = 8.3, 8.3, 1.2 Hz), 6.70 (d, 1H, J = 3.6 Hz); 13C NMR (100 MHz, CDCl3)   δ 150.5, 143.3, 
134.7, 130.9, 129.1, 128.0(2C), 126.0, 125.2, 124.5(2C), 124.1, 121.8, 113.4, 110. 
 
A general procedure for the reduction of nitroarenes with FDP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
To a solution of nitoroarene 15d (25.0 mg, 0.10 mmol) and CaCl2 (55.0 mg, 0.50 mmol) in DMF (0.2 
mL) was added N-benzyl 3‒formyl‒3,4-dehydropiperidine (N-Bn FDP, 60.0 mg, 0.30 mmol) at 100 
°C. After stirring for several hours at this temperature, the mixture was concentrated in vacuo to give 
a crude mixture as sticky gum. The crude residue was monitored in NMR or purified by either 
preparative TLC or silica gel flash column chromatography with the hexane-EtOAc solvent mixture 
as the eluting system to give the desired aniline product 16d (19.6 mg, 89% yield)  
 
1-((4-aminophenyl)sulfonyl)-1H-pyrrole (16d, 89%): 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.63 (dd, 2H, J = 
6.7, 2.0 Hz), 7.13 (apparent t, 2H, J = 2.3 Hz), 6.63 (dd, 2H, J = 6.8, 2.0 Hz), 6.26 (apparent t, 2H, J = 
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2.3 Hz), 4.21 (brs, NH2); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 151.6, 129.2(2C), 126.8, 120.6(2C), 
114.1(2C), 113.1(2C); HRESI-MS m/z calcd for C10H10N2O2S [M+H]+ 223.0536, found 223.0534. 
 
Methyl 4-aminobenzoate (16e, 69%): 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.85 (dd, 2H, J = 8.7, 2.8 Hz), 
6.64 (dd, 2H, J = 8.7, 2.8 Hz), 4.10 (brs, NH2), 3.87 (s, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 167.2, 
150.8, 131.2(2C), 119.7, 113.9(2C), 51.6; HRESI-MS m/z calcd for C8H10N1O2 [M+H]+ 152.0706, 
found 152.0709. 
 
4-aminoacetophenone (16f, 88%): 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.79 (dd, 2H, J = 8.6, 1.4 Hz), 6.63 
(dd, 2H, J = 8.7, 1.4 Hz), 4.23 (brs, NH2), 2.49 (s, 3H); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 196,7, 151.3, 
130.9(2C), 127.7, 119.7, 113.7(2C), 26.1; HRESI-MS m/z calcd for C8H9N1O1 [M+H]+ 136.0762, 
found 136.0757. 
 
4-aminobenzonitrile (16g, 82%): 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.41 (dd, 2H, J = 8.6, 1.2 Hz), 6.64 
(dd, 2H, J = 8.6, 1.2 Hz), 4.17 (brs, NH2); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 150.5, 133.9(2C), 120.2, 
114.6(2C), 100.4; HRESI-MS m/z calcd for C7H6N2 [M+H]+ 119.0604, found. 119.0605 
 
aniline (16h, 18%): 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ  7.13 (ddd, 2H, J = 7.5, 7.5, 1.2 Hz), 6.74 (tt, 1H, J 
= 7.5, 1.2 Hz), 6.65 (dd, 2H, J = 7.5, 1.2 Hz), 3.51(brs, NH2); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 146.3, 
129.2(2C), 118.4, 115.0(2C) 
 
1-((4-aminophenyl)sulfonyl)-1H-indole (16j, 80%): 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.97 (dd, 1H, J = 
8.3, 1.2 Hz),  7.66 (dd, 2H, J = 9.1, 2.4 Hz), 7.55(d, 1H, J = 3.6 Hz), 7.52 (d, 1H, J = 8.3 Hz), 
7.29 (ddd, 1H, J = 8.3, 8.3, 1.2 Hz), 7.20 (ddd, 1H, J = 8.3, 8.3, 1.2 Hz), 6.62 (d, 1H, J = 3.6 Hz), 
6.55 (dd, 2H, J = 9.1, 2.4 Hz), 4.11(brs, NH2); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 153.5, 151.3, 134.8, 
130.7, 129.1 (2C), 126.3 (2C), 124.2, 122.9, 121.2, 113.9, 113.5, 108.4; HRESI-MS m/z calcd for 
C14H13N2O2S [M+H]+ 273.0692, found 273.0691. 
 
4-aminobenzoic acid (16k, 61%): 1H NMR (400 MHz, d6-DMSO) δ 7.62 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 6.54 (dd, 
2H, J = 8.4 Hz), 5.89 (brs, NH2); 13C NMR (100 MHz, d6-DMSO) δ 167.6, 153.2, 131.3(2C), 116.9, 
112.6(2C); HRESI-MS m/z calcd for C7H7N1O2 [M+H]+ 138.0550, found 138.0539.  
 
4-aminobenzaldehyde (16l, 40%): 1H NMR (400 MHz, d6-DMSO) δ 9.56 (s, 1H), 7.54 (d, 2H, J = 8.7 
Hz), 6.62 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 4.14; 13C NMR (100 MHz, d6-DMSO) δ 189.7, 155.3(2C), 132.2, 124.8, 
113.1(2C); HRESI-MS m/z calcd for C7H7N1O1 [M+H]+ 122.0600, found 122.0610 
 
4-fluoroaniline (16m, 73%): 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ  6.84-6.78 (m, 2H), 6.56-6.51 (m, 2H), 
3.51(brs, NH2); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 156.1(d, J = 235 Hz, C-F), 142.4, 115.8(2C), 
115.3(2C); HRESI-MS m/z calcd for C6H6F1N1 [M+H]+ 112.0557, found 112.0558. 
 
4-chloroaniline (16n, 21%): 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ  7.09 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 6.58 (d, 2H, J = 
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8.6 Hz), 3.45(brs, NH2); 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 145.4, 129.2(2C), 123.2, 116.3(2C); 
HRESI-MS m/z calcd for C6H6N1Cl1 [M+H]+ 128.0262, found 128.0263. 
 
 
 
 
3-aminobenzonitrile (16o, 22%): 1H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.16 (dd, 1H, J = 7.2, 7.2 Hz), 6.94 (d, 
1H, J = 7.2 Hz), 6.83-6.77 (m, 2H), 3.82 (brs, NH2); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) δ 147.0, 130.2(2C), 
122.1, 119.3, 117.6, 113.1; HRESI-MS m/z calcd for C7H6N2 [M+H]+ 119.0604, found. 119.0612. 
Fluorescent excitation/emission: 307/392 nm, quantum yield Φ = 0.002 in DMF. 
 
 
 
 
 
4-aminophthalonitrile (16p, 78%): 1H NMR (400 MHz, d6-DMSO) δ 7.64 (d, 1H, J = 8.7 Hz), 7.03 (d, 
1H, J = 2.4 Hz), 6.68 (dd, 1H, J = 8.7, 2.4 Hz), 6.72 (brs, NH2); 13C NMR (100 MHz, d6-DMSO) δ 
153.2, 135.1, 117.6, 117.3, 117.1, 116.5, 115.6, 97.9; HRESI-MS m/z calcd for C8H5N3 [M+Na]+ 
166.0400, found 166.0380. Fluorescent excitation/emission: 304/404 nm, quantum yield Φ = 0.570 in 
DMF. 
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Fluorescent measurement 

Figure S1. Absorption and fluorescence spectra of probe and corresponding product 
 
Sample Preparation and Detection Procedure  
Normal rat serum (100 µL) purchased from Wako Pure Chemical Industry Ltd. was treated with 
acrolein 100 µL (>100-fold equivalent to serum proteins) for a specific number of days (0, 1, 20, or 60 
d). After which, the sample was diluted to 1 mL with distilled water. Fresh urine samples (100 µL) 
were supplied from C57BL/6 mouse of RIKEN bio-resource center and diluted 20-fold with distilled 
water. To a solution of nitroarene probe 15p (1.7 mg, 10.0 µmol) and CaCl2 (5.5 mg, 50.0 µmol) in 
DMF-H2O (50 µL) was added a given urine sample. After stirring for 5 h at 100 °C, the crude reaction 
mixture was filtered, and the resulting filtrate was measured by spectrofluorometer at 340 nm/404 nm. 
 
ELISA Assay 
The measurement was conducted with the Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) kit system 
(TAKARA, Acrolein-Lysine adduct competitive ELISA kit) and followed by attached instructions. 
The absorbance at 450 nm was measured using micro plate reader (ImmunoMini NJ1000). Data 
represent averages of more than twice assay with standard deviations from individual experiments. 
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