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略語表 

 

本文中に使用した略語・略号を以下に記した。 

 

略語・略号   正式名称 

 

Ac  acetyl 

AIBN  azobis(isobutyronitrile) 

amphos  di-tert-butyl(4-dimethylaminophenyl)phosphine 

Arg  arginine 

Asp  asparagine 

BINAP  2, 2'-bis(diphenylphosphino)-1, 1'-binaphthyl 

Bn  benzyl 

CDI  N, N'-carbonyldiimidazole 

CKD  Chronic Kidney Diseases 

DMT1  divalent metal transporter 1 

dba  dibenzylideneacetone 

dppf  1,1′-ferrocenediyl-bis(diphenylphosphine) 

DavePhos 2-dicyclohexylphosphino-2′-(N, N-dimethylamino)biphenyl 

DEAD  diethyl azodicarboxylate 

DMF  N, N-dimethylformamide 

DIAD  diisopropyl azodicarboxylate 

EPO  erythropoietin 

ESA  erythropoiesis stimulating agents 

Et  ethyl 

EtOAc  ethyl acetate 

EtOH  ethanol 

His  histidine 

HIF  Hypoxia-Inducible Factor 

HIF-PHD  Hypoxia-Inducible Factor Prolyl Hydroxylase Domain 

HPLC  high performance liquid chromatography 

HRMS  high resolution mass spectra 

JosiPhos  (2R)-1-[(1R)-1-(dicyclohexylphosphino)ethyl]-2-(diphenylphosphino)ferrocene 

Me  methyl 

Me4
tBuXPhos  (2-di-tert-butylphosphino-3,4,5,6-tetramethyl-2’, 4’, 6’-triisopropyl-1, 1-

biphenyl) 
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MeOH  methanol 

MS  mass spectrometry 

Ms  methanesulfonyl 

NBS  N-bromosuccinimide 

NK1  neurokinin 1  

NMP  N-methylpyrrolidone 

NMR  nuclear magnetic resonance 

PDB  protein data bank 

Ph  phenyl 

Pd-PEPPSI-IPent [1, 3-bis(2, 6-di-3-pentylphenyl)imidazol-2-ylidene](3-chloropyridyl) 

dichloropalladium(II) 

iPr  isopropyl 

q  quartet 

QOL  quality of life  

s  singlet 

t  triplet 

TFA  trifluoroacetic acid 

THF  tetrahydrofuran 

TMSCl  trimethylsilyl chloride 

TMSI  trimethylsilyl iodide 

Tyr  tyrosine 

VHL  von Hippel-Lindau protein 

WSCI  1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride 

XPhos  2-dicyclohexylphosphino-2’, 4’, 6’-triisopropylbiphenyl 

tBu  tert-butyl 

tBuOH  tert-butyl alcohol 

tBuXPhos 2-di-tert-butylphosphino-2′, 4′, 6′-triisopropylbiphenyl 

tBuBrettPhos 2-di-tert-butylphosphino-3, 6-dimethoxy-2′, 4′, 6′- triisopropyl-1, 1′-biphenyl 
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序論 

有機合成化学は多様性指向型合成法ならびに標的指向型合成法の開発によって創薬研究

の発展に大きな役割を果たしている。 

多様性指向型合成法研究は、医薬候補品の探索研究における様々な類縁体の効率的な合

成を可能とし、迅速な薬理活性を有する化合物の創製に貢献する。その事例として 2, 3, 6-

三置換ピリジン誘導体の簡便合成法開発と PKCθ 阻害薬の合成への応用を挙げる。2, 3, 6-三

置換ピリジンは様々な医薬候補化合物に見られる骨格であり、その前駆体である 3 位に置

換基を有する 2, 6-ジフルオロピリジン 2 の効率的合成法は重要であることから、入手容易

な 2, 6-ジクロロピリジン 1 より 2 を効率的に合成する方法が開発された (Scheme 1) 1。その

後、PKCθ 阻害薬として設計した様々な 2, 3, 6-三置換ピリジン誘導体 4 の迅速合成に 2 の効

率的合成法を活用し、強力な PKCθ 阻害薬の取得に成功している (Scheme 1)2。 

 

Scheme 1. 3 位に置換基を有する 2, 6-ジフルオロピリジンの合成法とそれを用いた PKCθ 阻

害薬の創製 

 

標的指向型合成法開発は、探索研究によって見出した医薬品候補化合物を医薬品とする

ために必須な工業的合成法の確立に重要である。探索研究の多様性を指向した合成法とは

異なり、工業的合成は 1 つの化合物を高収率、短工程で効率的に合成することに主眼を置

き設計される。HIV-1 インテグラーゼ阻害薬ドルテグラビル 9 を事例として挙げる。探索

研究における 9 の合成は、8 を共通中間体とした様々な三環性部分を持った誘導体の合成

に適した多様性指向型合成法により、6 を出発原料として 17 工程、総収率 2%で合成され

ている (Scheme 2)3。標的指向型合成法として標的とする 9 の三環部分 12 を入手容易なケ
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トエステル 10 より効率的に合成することを主眼に置いた方法が開発され (Scheme 3)4、9

工程、総収率 22%で 9 の合成を達成している。 

 

 

Scheme 2.ドルテグラビル 9 の多様性指向型合成法 

Scheme 3. ドルテグラビル 9 の標的指向型合成法 

 

以上のように、多様性指向型合成法が医薬候補品の探索研究に、標的指向型合成法開発

が医薬候補品の工業的合成法確立に大きく寄与している。本研究において私は創薬研究に

用いられている芳香族縮環ピリミドン-ピラゾール 15 を効率的に合成する方法が無いこと

に着目し、医薬候補品の探索研究に貢献する多様性指向型合成法として Pd 触媒を用いた

C-N カップリングによる芳香族縮環ピリミドン-ピラゾールの効率的合成法を確立した 

(Figure 1-1)。続いて医療現場から求められている経口投与可能な HIF-PHD 阻害薬として設

計した芳香族縮環ピリミドン-ピラゾールの合成に本方法を活用し、医薬品候補化合物 16

を見出すことに成功した。次に 16 の工業的合成法確立への貢献のために、標的指向型合成

法開発として、分子内フリーデルクラフツ型環化反応による 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリ
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ミド-7-オンの効率的合成法を見出した(Figure 1-2)。 

 

 

Figure 1. 本研究の概要 

 

第一節 芳香族縮環ピリミドン-ピラゾール構造を有する化合物 

 ピラゾールは天然に存在しない複素環式芳香族 5 員環化合物であり、窒素原子を 2 つ有

するため分子全体の脂溶性を下げることが可能なことに加え、窒素原子を有するにも関わ

らず塩基性を持たないことが特徴である。また、2-ピリミドンは酸性プロトンを有する芳

香族様 6 員環構造である。以上のような物性面での特徴を利用するために、芳香族縮環ピ

リミドン-ピラゾール 15 は多くの創薬研究、農薬研究に用いられており、抗癌活性 5, 6、疼

痛活性 7、抗菌活性 8, 9などの生物活性が報告されている (Figure 2)。また、Zn2+, Cu2+のよ

うな金属イオンが配位可能であるため 10、薬理活性化合物として、鉄イオントランスポー

ター (DMT1) 阻害活性を有する化合物に応用されており (Figure 3)11、15 の同様の応用が

期待される。 
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Figure 2. 生物活性を有する芳香族縮環ピリミドン-ピラゾール化合物 

 

創薬、農薬研究における重要性が高まりつつあるピリミドン-ピラゾールの合成法は大別し

て 3 つ報告されている (Scheme 4)。クロロピリミドン 19 に対し、ピラゾール 20 の求核

置換反応により C-N 結合を形成させる方法 (Scheme 4-1) 5, 7、19 より誘導可能なヒドラジ

ン 22 に対しジアルデヒド 23 を作用させピラゾール環を構築する方法 (Scheme 4-2) 12、グ

アニジン 24 に対しケトエステル 25 を作用させ、ピリミドンを形成する方法 (Scheme 4-3) 

13が代表例として挙げられる。しかし、Scheme4-1 はピリミドンの低反応性により収率が

低いこと、Scheme4-2 では 22 の合成の際に使用するヒドラジンを許容する構造にのみ適用

可能であること、23 はピラゾール 20 よりも汎用性が劣ること、Scheme4-3 に示すケトエス

テル 25 を用いた方法では縮環ピリミドンの合成が不可能であることから汎用性に乏しい。

以上の背景より、様々な芳香族縮環ピリミドンとピラゾールの組み合わせを効率的に合成

可能となれば創薬における探索研究を円滑に進める点で有用であり、医薬品創製に貢献す

ると考えられる。第一章では芳香族縮環ピリミドン-ピラゾールの効率的合成法の開発につ

いて述べる。また、第二章では設計した Hypoxia-Inducible Factor Prolyl Hydroxylase Domain  

(HIF-PHD) 阻害薬の合成に応用することにより、その有用性を実証した。  
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Figure 3. 金属イオン(Mz+)の配位様式と配位を利用したピリミドン-ピラゾール構造の薬理 

活性化合物への応用 

 

 

Scheme 4. ピリミドン-ピラゾールの代表的な合成方法 

 

第二節 Hypoxia-Inducible Factor Prolyl Hydroxylase Domain (HIF-PHD) 阻害薬 

腎性貧血は慢性腎臓病 (Chronic Kidney Diseases: CKD) のような腎機能低下が起こる疾患

に伴う様々な合併症の 1 つであり、患者の Quality of Life (QOL) を大きく低下させてい

る。発症の原因は腎機能低下により赤血球造成に重要な役割を果たすエリスロポエチン

(Erythropoietin: EPO) 産生が低下することである 14。通常の貧血では、血液中酸素濃度が低

下すると腎臓において低酸素誘導因子 (Hypoxia-inducible factor: HIF) を介した EPO 遺伝子

転写活性化によって産生誘導された EPO が骨髄に存在する赤血球産生細胞に作用し造血が

起こるが、腎性貧血では機能低下により腎臓における EPO 産生システムが障害された状態

となっているため低酸素状態でも EPO 産生が亢進しない。さらには、腎性貧血による低酸

素状態が CKD の進行を促進し、お互いがそれぞれの症状を進行させるという負のサイク

ルが存在する。以上より、CKD における腎性貧血の治療は特に重要とされている。 

古くから腎性貧血の治療として鉄剤の投与が行われてきたが効果が低い。現在は
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erythropoiesis stimulating agents (ESA) 15と総称される遺伝子組み換え EPO 製剤による EPO

補充療法が有効であるが、静脈もしくは皮下注射による利便性、EPO 低反応性による効果

減弱が問題点として挙げられる。また、生物製剤高薬価であるため医療経済上大きな問題

となっている。以上の理由より EPO 低反応性を生じること無く、経口投与可能な低分子治

療薬が求められている。 

HIF-PHD は 2019 年ノーベル生理学・医学賞が贈られたことから広く知られるようにな

った低酸素応答の仕組みに関わる酵素であり、低酸素依存的に EPO 産生を誘導するタンパ

ク質 HIFα の機能を制御している (Figure 4)。通常酸素濃度下では、HIF-PHD は HIFα を基

質とし、二価鉄イオン、酸素、2-オキソグルタル酸を利用して HIFα の 2 つのプロリン残基

を水酸化する (Figure 5)。さらに水酸化された HIFα は von Hippel-Lindau protein (VHL) に

よるユビキチン化を受け、プロテアソームにより分解される。一方、低酸素濃度下では

HIF-PHD の活性が低下することにより HIFα は分解を受けず、核内へと移動した後に EPO

遺伝子転写活性化が起こる 16, 17。従って、HIF-PHD を阻害することにより、EPO 産生増強

による貧血改善が期待できる。そこで私は腎性貧血治療の問題解決のために低分子 HIF-

PHD 阻害薬の創製に取り組んだ。また、HIF-PHD は低酸素応答が関わる疾患の発症に関与

していると言われており、阻害薬創製によりそのメカニズム解明や治療薬開発にも貢献で

きると考えられる。
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Figure 4. HIF-PHD による EPO 産生制御の仕組み 

 

 

 

Figure 5. HIF-PHD による HIF-α のプロリン水酸化反応機構 
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現在では様々な低分子 HIF-PHD 阻害薬の臨床試験が進められていることからその注目度

の高さが伺われ、本研究を実施中にアステラス製薬株式会社は Roxadustat を本邦で世界初

の HIF-PHD 阻害薬として上市した (Figure 6)18–23。 

 

Figure 6. 代表的な HIF-PHD 阻害薬 

 

報告されている HIF-PHD2 と阻害薬の X 線結晶構造と Structure-Based Drug Design により

芳香族縮環ピリミドン-ピラゾールが HIF-PHD 阻害薬となり得ると私は考えた。そこで私

は多様性指向型芳香族縮環ピリミドン-ピラゾール合成法を活用し、Roxadustat よりも優れ

た HIF-PHD 阻害薬を見出すことを目的として創薬研究に着手することとした。その詳細を

第二章で述べる。 

 

第三節 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オンを有する化合物の合成 

 第二章では、芳香族縮環ピリミドン-ピラゾール構造を有する HIF-PHD 阻害薬 16 を創

製した。そこでは、C-N カップリング反応を鍵段階とする多様性指向型合成により、様々

な HIF-PHD 阻害剤を合成し、構造活性相関研究を行って 16 に導いた。次に 16 が医薬品と

して医療に貢献するためには工業的合成法が必要である。一般に、活性化合物の探索にお

いては、多様な化合物を系統的に合成できる多様性指向型合成の利用が有利であるが、多

様性指向型合成は、特定の標的化合物の合成には必ずしも最適ではなく、工業的合成には

全収率を向上させるための標的指向型合成経路を設定する必要がある。実際に私が用いた

合成法は二環性ピリミドン、ベンジル側鎖の多様性を考えた合成法であること、ピラゾー

ルの N-ベンジル化に選択性がないことが理由で工程数が多く、総収率が低い(11 工程、全



11 

 

収率 4%)ことから、工業的合成は困難であると考えられる。そこで標的指向型合成による

HIF-PHD 阻害薬 16 の合成について検討した。 

 

Figure 7. 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オンを有する HIF-PHD 阻害薬 

 

HIF-PHD 阻害薬 16 が有する 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オン構造は、炭素、窒

素、酸素に置換基を導入した様々な置換様式を取ることが可能であることから創薬研究に

用いられる構造であり 24–28、1 位に置換基を有する 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オ

ンの合成法がいくつか報告されている (Scheme 5)。最もよく用いられる方法は、ピラゾー

ル 34 に対しウレアもしくは CDI を反応させ、ジヒドロピリミジンジオン環を構築し、続

いてクロロ化、7 位加水分解、5 位へのアミノ基導入により合成する方法である 26, 27。しか

し 34 を市販のピラゾール 26 から誘導する汎用法は、27 に対する N-アルキル化はエステル

基との立体障害により、2-N に優先的に進行し、目的物 29 はマイナー生成物であることが

多いこと点に課題がある (Scheme 5-1A) 29, 30。ピラゾールの 1-N 選択的にアルキル基を導入

したピラゾールを得るために、4-ニトロピラゾール 30 を出発物質として N-アルキル化の

後にカルボキシル基を導入する方法が知られている (Scheme 5-1B)27。しかし、nBuLi や

LDA のような塩基を用いた N-ベンジルピラゾール誘導体 44 のカルボキシル基導入におい

て、ベンゼン環の共鳴効果により速度論的にベンジル位に、熱力学的にピラゾール 5 位に

アニオンが生じ、45 と 46 が生成することが報告されていることから (Scheme 6) 31、16 の

ような R1の不斉ベンジル炭素はエピ化する可能性がある。もう 1 つの方法はピラゾール

39 と 40 より調製したグアニジン 41 の分子内環化反応により、ピリミドン環を形成する方

法である (Scheme 5-2)28。本方法も Scheme 5-1A と同様の理由でピラゾール 29 を高収率で

得ることができない点に課題がある。以上より、1 位に置換基を有する 5-アミノピラゾロ

[4,3-d]ピリミド-7-オンの効率的合成法開発は創薬化学やプロセス化学に貢献する点で重要

であると考えられ、16 の標的指向型反応開発に取り組むこととした。詳細は第三章で述べ

る。 
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Scheme 5. 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オンの既知合成法 
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Scheme 6. N-ベンジルピラゾールへのカルボキシル基導入 
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第一章 多様性指向型効率的合成法開発: 芳香族縮環ピリミドン-ピラゾール構造を有する 

化合物の効率的合成法の開発 

 

第一節 背景 

 序論第一節にピリミドン-ピラゾールの代表的な合成法を示した。汎用されている方法は

2-クロロ-4-ピリミドンとピラゾールの求核置換反応であるが、2-クロロ-4-メトキシピリミ

ジンは 2-クロロ-4-ピリミドンよりも求核置換反応に対する反応性が高く、収率よく目的物

を得られること 32、様々な芳香族縮環ピリミジン 13 の合成法が報告されており、容易に調

製可能であることから 2-クロロ 4-メトキシピリミジンを 2-クロロ-4-ピリミドンユニットと

して用いることにした。また、種々のピラゾール 47 が市販されていることより、ピリミド

ン-ピラゾールの代表的合成法の 1 つである C-N 結合形成反応が様々な芳香族縮環ピリミ

ドン-ピラゾール 15 の効率的合成に適した方法であると考えた (Scheme 7)。 

 

 

Scheme 7. C-N 結合形成反応による芳香族縮環ピリミドン-ピラゾール 1 の合成 

 

実際に一般的な C-N 結合形成法である求核置換反応によりピラゾロピリミジン 4833にピ

ラゾールを導入した 50 の合成を試みたが目的物は得られなかった。その理由は反応条件下

で 48 のメトキシ基が加水分解されピリミドンとなり、そのピリミドンは反応性が低いため

反応が進行したかったためである (Scheme 8)。この結果は 48 の求核置換反応に対する反

応性が 5 位よりも 7 位の方が高いことを示しており、求核置換反応による 5 位へのピラゾ

ール導入は困難であると考えられた。そこで求核置換反応以外の代表的な C-N 結合形成方

法である Pd 触媒ならびにジアルキルビアリールホスフィンを用いたカップリング反応に

より高い収率で様々な芳香族縮環ピリミジン-ピラゾール 14 を得ることとした。 
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Scheme 8. 芳香族求核置換反応によるピラゾロピリミジンへのピラゾール導入 

 

Pd触媒を用いたC-Nカップリング反応は1983年に右田、小杉らにより第一報が報告され

た34。PdCl2(o-tolyl3P)2を触媒に用いたN, N-ジエチルアミノトリブチルスズとアリールブロ

ミドよりN, N-ジエチルアニリン誘導体を合成する反応である (Scheme 9)。しかし、種々の

アミノスズ化合物が不安定であり、アリールアミンの一般的な合成法としては実用性に欠

けていた。 

 

 

Scheme 9. 右田らによるPd触媒を用いたC-Nカップリング反応 

 

そこで、Buchwaldら、Hartwigらによりアミノトリブチルスズをin situで生成させるPd触媒

によるC-Nカップリング反応が報告され、様々なアリールブロミドとアミンやアニリンよ

りアリールアミンが合成可能となった (Scheme 10-1) 35, 36。また、さらに研究が進められ、

スズ試薬を用いない反応条件が見出され、反応機構が提唱されている (Scheme 10-2, 10-

3)37, 38。LnPd(活性種はL1Pd(0)と考えられている)にアリールハライドが酸化的付加して生

成したPd種にアミンが付加し、塩基による脱プロトン化を経て還元的脱離により、アリー

ルアミンが生成するとともにLnPd(0)が再生すると考えられている。 
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Scheme 10. Pd触媒によるC-Nカップリング反応 

 

Scheme 9, 10で示したようにカップリング反応の配位子としてP(o-tolyl)3が用いられてきた

が、還元的脱離の際にβ-ヒドリド脱離と競合し、用いたアリールブロミドの脱ハロゲン体

が副生することが問題であった (Scheme 11-1)。これを解決するために、Arとアミンがcis

に配向した配座に固定され還元的脱離が促進されるように設計された二座配位子BINAP39

やdppf40が見出され (Scheme 11-2)、様々なアリールブロミドとアミンより高収率でアリー

ルアミンが合成可能な反応となった。次にアリールクロライドとアミンのC-Nカップリン

グが研究された。BINAP、dppfを用いたC-Nカップリング反応では、律速段階であった酸

化的付加が起こりやすいアリールブロミドに適用されてきた。そこで酸化的付加を促進す
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るためにBINAPやdppfと比較してPd触媒に配位するリン原子の電子密度を高めた二座ホス

フィン配位子が設計され、Hartwigらによるフェロセン配位子JosiPhos41、Buchwaldらによ

るジアルキルビアリールホスフィン配位子DavePhos42が開発された。これらを用いること

でアリールクロリドとアミンのカップリング反応において高収率で種々のアリールアミン

を得ることが可能となった。なお、Davephosはリン原子を1つしか持たないが、Pd中心が2'

位の窒素原子に配位しBINAPと同様に還元的脱離が促進する配座を取る (Figure 8-2)。

XPhosは2’, 6’位に嵩高いiPr基を配置し、2つのベンゼン環の二面角を大きくすることでシク

ロメタル化を防ぐとともに活性種であるL1Pd(0)を安定化させ (Figure 8-3)、さらに反応性

の低いアリールトシラートを使用できることが報告されている43。その後も、Buchwaldら

によって置換基の電子的効果、立体的効果によりチューニングされた配位子が開発されて

いる。例えば、XPhosのシクロヘキシル基をtert-ブチル基に変換しリン原子の電子密度を高

め酸化的付加能を向上させたtBuXPhos44、3位に導入したメトキシ基の立体障害を利用して

還元的脱離を促進する配座を取るBrettPhos45が挙げられ (Figure 8-4)、現在では適切な配位

子の選択により様々なアリールハライドとアミンやアニリン、アミドのカップリング反応

が可能となっている。 

 

Scheme 11. 還元的脱離とβ-ヒドリド脱離の競合 
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Figure 8. ジアルキルビアリールホスフィン配位子 

 

Pd触媒とホスフィン配位子によるアリールハライドとアゾール類のC-N(sp2)カップリン

グ反応は、Hartwigらによるdppfを配位子に用いたピロールやインドールのC-Nカップリン

グが第一報であった (Scheme 12-1)46。続いて、DavePhosを用いた2位もしくは7位に置換基

を有するインドールのアリール化がBuchwaldらにより報告された (Scheme 12-2)47。次にさ

らに酸性度の高いピラゾール、インダゾールを用いたカップリング反応がBuchwaldらによ

って報告されている (Scheme 12-3, Scheme 12-4)44。以上のように適した配位子を選択する

ことにより、アリールハライドとアゾールのC-N(sp2)カップリング反応が可能である。  
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Scheme 12. アゾールのC-Nカップリング反応 

 

一般的に強塩基が C-N カップリング反応を促進させるため tBuONa が塩基として汎用さ

れてきた。エステルやケトンのような塩基性に不安定な官能基が存在する基質の場合、炭

酸セシウムやリン酸カリウムが用いられる 48。 

ピラゾールの C-N カップリング反応については Buchwald らにより初めて達成されてい

る (Scheme 12-3)。しかし、48 のような非常に塩基性に不安定な芳香族縮環ピリミジンに

対してピラゾールのカップリング反応が行われた報告は無い。そこで、多様な芳香族縮環

ピリミジン-ピラゾールの合成が可能な Pd 触媒による C-N カップリング反応の開発に着手

することとした。 

 

第二節 効率的芳香族縮環ピリミドン-ピラゾールの合成: Pd 触媒を用いた C-N カップリ 

ング反応の条件最適化 

 ピラゾロピリミジン 48 とピラゾール 49 による Pd カップリング反応を用い反応条件の

最適化を行った (Table 1)。まず、Pd 触媒としてトリス(ジベンジリデン)ジパラジウム(0) 

(Pd2(dba)3)、Buchwald らにより報告されているジアルキルビアリールホスフィン配位子

XPhos を用いた。塩基としては 48 の加水分解を抑制する目的でリン酸カリウムを用い、溶

媒について種々検討した (entry 1– 3)。カップリング反応に汎用される溶媒としてトルエ

ン、dioxane、tBuOH を検討した結果、トルエンではリン酸カリウムが溶解しないため反応

がほとんど進行しなかった。一方で dioxane、tBuOH を用いた際に 10%程度と低収率であ

るが目的のカップリング体 50 が得られた。この際にメトキシ基の加水分解を受けた生成物

は見られなかった。しかし大部分の 48 が残存していることから、低収率の原因は酸化的付
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加が進行していないと考え配位子を検討することとした。 

リン原子上の電子密度を上げ、酸化的付加を促進するために、リン原子の置換基に tBu

基を持つ tBuXPhos を配位子として用い、先の検討で同等の結果が得られたジオキサン、

tBuOH を溶媒としたところ、収率が劇的に改善し高収率 (75%, 80%) で 50 を得ることに成

功した (entry 4, 5)。tBu 基をリン原子の置換基として持つ他のジアルキルビアリールホス

フィン配位子を用いた検討を行った。Me4
tBuXPhos49では収率 25%と予想外に低収率に留

まったが (entry 6)、tBuBrettPhos50では収率 69%となり、tBuXPhos と同等の結果が得られた 

(entry 7)。古くから配位子として知られている rac-BINAP、dppf では 48 が多く残存し低収

率 (13%) となった。次にカップリング反応において塩基として汎用される tBuONa、

Cs2CO3を用いたところ、塩基性の強さに応じて 48 が加水分解され、低収率であった 

(entry 10, 11)。Pd 触媒として Organ らによって開発され、酸化的付加を促進すると報告さ

れている Pd-PEPPSI-IPent51を用いた検討を行ったが、塩基にリン酸カリウムを用いている

ため反応が進行しにくく、48 が残存し低収率 (13%, 7%) であった (entry12, 13)。以上よ

り entry 4、5 の反応条件が最適条件であることを見出した。 

以上の反応条件最適化において、一般的に entry 2, 3 の XPhos を用いた条件はアリールク

ロリドで酸化的付加が進行する条件にも関わらず、クロロピラゾロピリミジン 48 は酸化的

付加が進行しにくくかったことより、48 の方がアリールクロリドよりも酸化的付加が進行

しにくいと考えられる。また、ピラゾールはアミンやアニリンと比較してプロトンの酸性

度が高いため、80℃、弱塩基であるリン酸カリウムという条件で反応機構における脱プロ

トン化が進行したと考えている。 
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Table 1. カップリング反応条件最適化 

 

entry catalyst ligand base solvent yield (%) 

1  

 

 

 

 

Pd2(dba)3 

 

XPhos 

 

 

 

 

K3PO4 

toluene trace 

2 dioxane <10 

3 tBuOH 13 

4 tBuXPhos tBuOH 75 

5 dioxane 80 

6 Me4
tBuXPhos  

 

tBuOH 

25 

7 tBuBrettPhos 69 

8 rac-BINAP 13 

9 dppf 13 

10 tBuXPhos tBuONa 0 

11 Cs2CO3 22 

12 Pd-PEPSSI-

IPent 

 K3PO4 DME 13 

13 dioxane 7 

 

 

第三節 多様な芳香族縮環ピリミジン-ピラゾールの合成 

 第二節で見出した反応条件で、より毒性の低い tBuOH を用いた条件 (Table 1, entry 4) 

を用い、種々の芳香族縮環ピリミジン 5133, 52–53を用いてカップリング反応を実施した 
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(Table 2)。ピラゾロピリミジン 48 と同様に反応が円滑に進行した結果、ピラゾロピリミジ

ン 52a、プリン 52b, 52c、フロピリミジン 52d を高収率で得ることに成功した。また、チ

エノピリミジン 52e も同様に良好な収率 (67%) で得られた。ピロロピリミジン 52f の場合

は反応が完結せず、収率 46%であった。原因は不明であるが Pd 触媒が失活したように考

えられたため、10mol%の Pd2(dba)3、20mol%の tBuXPhos を用いた。その結果、反応が完結

し収率 64%に向上させることが可能であった。ピロロピリミジン 52g は 2 つのクロロ基に

おける選択性を調べるために合成した。反応の結果ベンゼン環上のクロロ基で反応が進行

したと思われる副生成物を LC/MS で確認し目的物の収率 43%に留まった。次に、汎用性

拡大を意図してキナゾリンを用いた反応を検討した。その結果、収率 67%でカップリング

生成物 52h が得られ、芳香族 6 員環が縮環したピリミジンにも本反応を適用可能であるこ

とがわかった。続いて塩基性に不安定なピリジンへの適用を検討した。その結果、反応は

円滑に進行し、高収率で 52i が、中程度の収率で 52j が得られた。以上の検討結果より

[6+6]ならびに[6+5]縮環ピリミドン-ピラゾールの合成に本反応を用いることが可能である

ことを証明した。 
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Table 2. Pd カップリング反応による芳香族縮環ピリミジンの適用性 

 

 

 

次にピラゾール置換基の適用性について検討した (Table 3)。検討した置換基としては、

置換基無し 53a、電子供与性のメチル基 53b、電子吸引性のトリフルオロメチル基 53c なら

びにニトロ基 53d の 4 種類である。すべてのピラゾールにおいて反応が完結し中程度の収

率で目的物が得られ、ピリミドンへの求核置換反応より良好な収率であると考えている。

また、置換基の違いによる電子状態の差が収率に表れなかったため、様々な置換基を有す

るピラゾールを用いることが可能であると考えられる。非対称ピラゾール、窒素原子の隣

接位に置換基を有する反応点が嵩高いピラゾールの検討により、さら汎用性拡大が可能と
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思われる。 

 

Table 3. Pd カップリング反応による異なる置換基を有するピラゾールの適応性 
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第四節 小括 

 Pd 触媒を用いたカップリング反応による芳香族縮環ピリミドン-ピラゾールの効率的合

成法開発に取り組んだ。加水分解抑制のため塩基にリン酸カリウムを用い、酸化的付加を

促進させる目的でリン原子の電子密度を高めた配位子を適用することで反応が円滑に進行

することを見出した。最適化した条件を用いた芳香族縮環ピリミジン-ピラゾールの合成で

は様々な芳香環が縮環したピリミジンだけでなく、ピリジンにも適用範囲を拡大し、多様

性を指向した合成法の開発に成功した。 

  



26 

 

第二章 経口投与可能な新規 HIF-PHD 阻害薬の創製 

HIF-PHD には 3 つのサブタイプが存在し、それぞれが基質とする HIF-α を Table 4 に示

す 54。HIF-PHD2 が EPO 発現誘導に重要な役割を果たしている HIF-2α を基質としているこ

と 55-59、HIF-PHD2 欠損マウスでは赤血球の増加が認められる一方で HIF-PHD3 のそれには

赤血球増加が認められないことから、HIF-PHD2 を阻害することが EPO 産生亢進に重要で

あると考えられる 60–66。従って、HIF-PHD2 阻害活性を指標として研究を進めることとし

た。 

 

Table 4. HIF-PHD のサブタイプとその基質 

 

酵素 基質 

HIF-PHD1 HIF-1α 

HIF-PHD2 HIF-1α、HIF-2α 

HIF-PHD3 HIF-2α 

 

第一節 HIF-PHD 阻害活性を有する芳香族縮環ピリミドン-ピラゾール化合物の取得 

 前章で見出した芳香族縮環ピリミドン-ピラゾールの新規効率的合成法を活用した創薬探

索研究に取り組んだ。私はカルボキシル基を有するイソキノリンにグリシンがアミド結合

を介して結合した 5419、ベンズイミダゾールとピラゾールから成る 5567が HIF-PHD 阻害薬

として報告されていることに注目した (Figure 9)。Protein Data Bank (PDB) にある両化合物

の HIF-PHD2 との X 線結晶構造 (PDB ID: 2HBU, 3OUH) を確認したところ、Fe 配位、

Arg383 ならびに Tyr303 との水素結合、Tyr310 と π–π 相互作用が認められ (Figure 9)、芳香

族縮環ピリミドン-ピラゾールが同様の相互作用をし得るという考えのもと 56 を設計し

た。この際、創薬の分野でよく用いられる構造であるという観点で縮環部分にチオフェン

を選択し、報告されている 55 の SAR より、ベンズイミダゾール 5, 6 位の少なくとも一か

所に脂溶性基を導入すると活性が向上する傾向があったため、チエノピリミドン 5 位にメ

チル基を導入した。次に共同研究者にドッキングスタディを依頼し、Figure 10 に示す相互

作用が可能であることを確認した。実際に 56 を合成したところ、中程度の in vitro HIF-

PHD2 阻害活性 (IC50: 290 nM)を示した。 
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Figure 9. X 線結晶構造解析による HIF-PHD2 との相互作用 

 

 

Figure 10. ドッキングスタディによる HIF-PHD2 とチエノピリミドン-ピラゾール 56 の相

互作用 

 

第二節 構造活性相関研究によるリード化合物取得 

 経口投与可能な HIF-PHD 阻害薬の開発を目指し、化合物 56 を起点に構造活性相関研究

を行い、HIF-PHD2 阻害活性を向上させる研究に着手した。ピリミドン-ピラゾールカルボ

ン酸構造がファーマコフォアであることから、チオフェン部分ならびにメチル基の変換に
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よる構造活性相関研究を実施した。ドッキングスタディにより、5 位メチル基の先が疎水

性環境となっていることが示唆されたため、脂溶性基導入により活性向上が可能であると

予想した。しかしながら、その疎水性環境は HIF-PHD2 の構造が非常にフレキシブルであ

るため、ドッキングスタディから活性向上の程度を見積もることは難しいと考えられ、

Table 1 に示す様々な化合物を合成し、活性を評価することとした。 

 以下に構造活性相関取得を目的として設計した化合物の合成を示す (Scheme 13–16)。5-

メチルチエノピリミドン 56 は Scheme 13 に示す方法で合成した。2, 4-ジクロロチエノピリ

ミジン 5768に対し、等量の NaOMe を作用させ、メトキシ基を導入した 58 を収率 96%で得

た。次にモノクロロチエノピリミジン 58 に第一章で見出した方法を用いてピラゾール導入

することにより 59 を 80%の収率で得た。59 の TMSI 処理により脱メチル化した後、エチ

ルエステルを加水分解して目的物 56 を得た。 

 

 

Scheme 13. 5-メチルチエノピリミドン 56 の合成 a 

(a) NaOMe, THF, MeOH, 0 ºC–rt, 96%; (b) ethyl 4-pyrazolecarboxylate, Pd2(dba)3, Me4
tBuXPhos, 

K3PO4, 
tBuOH, 90 ºC, 80%; (c) TMSI, CH3CN, 50 ºC; (d) aqueous NaOH, THF, EtOH, 40 ºC, 12% 

(2 steps) 

 

続いて、チオフェン環のメチル基をさらに脂溶性の高い置換基に変換したチエノピリミ

ドン誘導体 63、65a–65d を合成した (Scheme 14)。59 に AIBN 存在下、NBS を作用させ、

収率 64%でブロモメチル体 60 とした後、鈴木カップリングにより収率 33%でシクロヘキ

センを導入した。水素添加反応を用いた還元によりシクロヘキシル基へと変換後、Scheme 

13 と同様の方法の脱保護により 63 を得た。60 とアリールボロン酸を用いた鈴木カップリ

ングにより 64a–64d へ誘導し、これまでと同様の脱保護により目的物 65a–65d を得た。 
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Scheme 14. チエノピリミドン誘導体の合成 a 

aReagents and conditions:; (a) NBS, AIBN, CCl4, reflux, 64%; (b) cyclohexene-1-boronic acid 

pinacol ester, PdCl2(amphos), K3PO4, dioxane, 100 ºC, 33%; (c) 10% Pd/C, H2, EtOH, rt, 67%; (d) 

TMSI, CH3CN, 80 ºC; (e) aqueous NaOH, THF, EtOH, 50 ºC, 52% (2 steps); (f) RB(OH)2, 

PdCl2(amphos), K3PO4, dioxane, 100 ºC, 49% (64a), 26% (64b), 31% (64c), 71%(64d); (g) NaI, 

TMSCl, CH3CN, 80 ºC; (h) aqueous NaOH, THF, EtOH, 40–60 ºC, 61% (2 steps, 65a), 78% (2 

steps, 65b), 72% (2 steps, 65c), 91% (2 steps, 65d) 

 

次にチオフェン環をピロールに変換したピロロピリミドン 70 を合成した (Scheme 

15)。5, 7-ジクロロインドール 66 に等量のナトリウムメチラートを作用させ得られた 67

に対し、炭酸カリウム存在下 4-フェニルベンジルブロミドを反応させ、1 位に 4-フェニル

ベンジル側鎖を導入した 68 を得た。次に Pd 触媒を用いたカップリング反応により、ピ
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ラゾール部分を導入した 69 に誘導した。最後に水酸化ナトリウムを用いたエステルなら

びにメトキシ基の加水分解により 70 を合成した。 

 

Scheme 15. ピロロピリミドン 35 の合成 a 

aReagents and conditions: (a) NaOMe, THF, MeOH, 0 ºC–rt, 70%; (b) 4-phenylbenzylbromide, 

K2CO3, CH3CN, rt, 84%; (c) ethyl 4-pyrazolecarboxylate, Pd2(dba)3, Me4
tBuXPhos, K3PO4, 

tBuOH, 

130 ºC, 69%; (d) aqueous NaOH, THF, EtOH, 50 ºC, 40% 

 

さらにチオフェンをピラゾールに変換したピラゾロピリミドン誘導体を合成した (Scheme 

16)。第一章で見出した Pd カップリングにより合成した 52a の p-メトキシベンジル基を

TFA 条件で除去し、71 を収率 80%で得た。これに対して 4-フェニルベンジルブロミド、炭

酸カリウムを用いた条件においてベンジル化、続いて水酸化ナトリウム処理により 72 なら

びに 73 を合成した。 
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Scheme 16. ピラゾロピリミドン誘導体の合成 a 

aReagents and conditions: (a) TFA, 60 ºC, 80%; (b) 4-phenylbenzylbromide, K2CO3, CH3CN, 80 ºC; 

(c) aqueous NaOH, THF, EtOH, 60 ºC, 43% (2 steps, 72), 32% (2 steps, 73) 

 

以上のように合成したピリミドン-ピラゾールカルボン酸の in vitro における HIF-PHD2

阻害活性 (IC50) を測定した (Table 5)。チエノピリミドン 56 の 5 位メチル基に脂溶性基を

導入した化合物ならびにチオフェン部を変換した化合物の in vitro HIF-PHD2 阻害活性を示

す。56 にシクロヘキシル基を導入した化合物 63 で 2 倍、フェニル基を導入した化合物 65a

で 3 倍の阻害活性向上が見られた。65a にトリフルオロメチル基を導入した 65b、65c では

明確な活性の向上は見られなかったが、側鎖ベンゼン環の 4 位にフェニル基を導入した

65d は 65a と比較して阻害活性が 3 倍向上し、強い HIF-PHD2 阻害活性を示した。以上の

結果は脂溶性基導入により活性向上が可能であるという予想を支持する結果であった。次

にチオフェンをピロールあるいはピラゾールに変換したピロロピリミドン 70、ピラゾロピ

リミドン 72 の活性を評価した。ピロロピリミドン 70 では活性が減弱したが、非常に強力

な HIF-PHD2 阻害活性を有するピラゾロピリミドン 72 を得た。また、72 の位置異性体で

ある 73 も同様に強力な HIF-PHD2 阻害活性を有することがわかった。最も活性の強い 72

を用いた in vivo 評価により、投与量 10 mg/kg でマウスにおける EPO 産生亢進作用を確認

したが、溶解度が低く経口吸収性に乏しいことがわかった (バイオアベイラビリティ: 

16%)。 
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Table 5. チエノピリミドン、ピロロピリミドン、ピラゾロピリミドン誘導体のヒト HIF-

PHD2 阻害活性 

 

 

第三節 経口吸収性向上のための溶解度改善 

in vivo において有効性を有するピラゾロピリミドン 72 を得ることに成功したが、溶解度

が低いため経口吸収性が低いことがわかった。低溶解度は創薬研究においてしばしば直面

する課題であり、極性官能基導入により親水性を高める(脂溶性を下げる)ことが一般的な

溶解度改善の構造変換である。しかし、72 はすでに極性官能基であるカルボキシル基を有

する化合物であるため、さらに脂溶性を低下させることで膜透過性低下に起因する経口吸
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収性低下が懸念された。そこで脂溶性を下げること無く溶解度を改善することを企画し

た。一般に、固体溶質の水への溶解度は、溶質の結晶性と水との相互作用能力の 2 つの因

子に依存している。分子の平面性や対称性は結晶のパッキングに影響を与え、分子の平面

性が崩れると結晶のパッキングが低下し、融点が低下する。最近、Lovering は、医薬品や

臨床候補化合物のデータベースを解析し、sp3混成炭素の割合の増加が融点の低下と関連す

ることを報告した 69。溶解度と分子平面性の関係について、ポリ塩化ビフェニル（PCB）

において、より大きな二面角を持つオルト置換ビフェニルの方が、溶解性が高いことが示

された 70, 71。例えば、2,2′-ジクロロビフェニル (900 μg/mL) は、4-クロロビフェニル (400 

μg/mL) や 2,4′-ジクロロビフェニル (637 μg/mL) よりも高い水溶性を有している。一方、

分子の対称性については、1995 年に Gavezzotti は、対称性の高い分子は、対称性の低い分

子よりも、三次元の周期格子に嵌めこみやすく、その結果、より安定で高融点、低溶解性

の結晶を形成すると指摘し、実際にオルトおよびメタ置換ベンゼンはパラ異性体よりも低

温で融解することを報告している 72。このように固体の溶解性は、溶質の溶媒への親和性

と、結晶の柔らかさの両方に影響を受ける。 

Figure 11 に創薬研究において脂溶性を下げること無く溶解度改善に成功した報告を示す

73。1 つ目は、グアニジノ基をピペリジン 4 位から 3 位に変更することで分子の対称性を崩

し溶解度改善に成功した事例である (Figure 11-1)74。2 つ目は芳香環を飽和環に変換し溶解

度改善が達成されている (Figure 11-2)75。これは芳香環を減らすことで平面性が下がり、溶

解度改善が可能であることを示している。そして 3 つ目は芳香環が連続する化合物に置換

基を導入し、二面角を大きくすることにより分子の平面性が低減され、溶解度を改善させ

ることが報告されている (Figure 11-3)76。私が見出したピラゾロピリミドン 72 は 3 つ目の

事例と同様に連続した平面構造のため、芳香環削減、ならびに二面角増大による平面性低

減が溶解度改善の最適な手段と考えた。 
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Figure 11. 脂溶性低減によらない溶解度改善事例 

 

ピラゾロピリミドン 72 のビフェニル部分の二面角増大を考えフッ素を導入した化合物

74、75、ならびに芳香環削減による溶解度改善を意図して化合物 76 を設計した。なお、

65a と 65d の構造活性相関より、芳香環を削減すると活性減弱が予想されたため、脂溶性

基であるクロロ基を導入することとした (Figure 12)。 

 

 

Figure 12. 溶解度改善を指向した化合物設計 

 

量子計算により 72、74–75 のビフェニル部分の安定配座における二面角を計算したとこ
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ろ、72 が 45°、74 が 49°、75 が 51°ならびに 58°とフッ素導入に伴いわずかであるが二面角

が大きくなり溶解度が改善する可能性が示唆された (Figure 13)。 

 

 

Figure 13. 量子化学計算によるビフェニル部分の二面角予測 

 

Table 6 に化合物 74–76 の in vitro 活性、溶解度、融点を示す。化合物 72 と比較し、モノ

フルオロ体 74 は in vitro 活性がわずかに減弱したが、pH6.5 の人工腸液において 2 倍以上

の溶解度改善が見られた。72 よりも融点が約 10 ºC 低下していることから、ビフェニルの

二面角が増大したことが平面性、パッキングを低下させた結果、結晶性が低下し、溶解度

が向上したと考えている。ジフルオロ体 75 は 74 と比較して in vitro 活性がわずかに減弱し

たが、十分に強力な活性を示した。また、融点は約 15 ºC 低下したためさらなる溶解度改

善が考えられたがむしろ 74 よりわずかに溶解度は低かった。融点が低下したことからフッ

素基導入により、74 よりもさらにビフェニルの二面角が増大し、結晶性が低下している

が、74 よりも脂溶性が高くなり (logD(pH 6.5): 1.53 vs 1.67)、溶媒である水への親和性が低

下したことが強く影響した結果と考えている。74–75 は化合物設計の際に意図した通り、

脂溶性を下げることなく溶解度を改善させることに成功した化合物である。ベンゼン環を

除去したジクロロベンジル体 76 は強い in vitro 活性を有し、74–75 以上に溶解度を改善す
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ることができた。72 と比較して平面性低下による結晶性低下と脂溶性低下による水への親

和性向上の 2 点が溶解度改善に寄与したと考えられる。この結果より、76 の溶解度をさら

に向上させることとした。 

 

Table 6. ピラゾロピリミドン誘導体のヒト HIF-PHD2 阻害活性と物性値 

 

aSolubility of pH 6.5 buffer. bSolubility of pH 6.5 artificial intestinal fluids. clogD values were 

estimated by calculation using the Daylight ClogP, and pKa values calculated using the ChemAxon 

pKa plugin.77, 78  

 

私は側鎖ベンゼン環の配座が溶解度に寄与すると考え、76 と異なるベンゼン環の配座を

持つ化合物を用いた溶解度向上を検討することとした。量子化学計算を用いて 76 のベンジ

ル位とベンゼン環の炭素-炭素結合を回転させた際の最安定配座 (Figure 14-A) を基準とし

て、ベンゼン環の向きが変わるよう化合物を設計した。76 のベンジル位にメチル基を導入
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した 77 では側鎖ベンゼン環の水素とメチル基の立体障害のため、76 よりもわずかにベン

ゼンが捩れた最安定配座となった (Figure 14-B)。77 の配座より、ベンゼン環の 2 位に置換

基を導入するとカルボニルとの立体障害のため、さらにベンゼン環が捩れると予想された

ため 78 を計算した。その結果、カルボニル基とメチル基の両方の立体障害を避ける位置に

ベンゼン環が配置し、76 よりもさらに捩れた配座となった (Figure 14-C)。メチル基の無い

79 は 76 に近い配座となったが、2 位クロロ基がカルボニルとの立体障害により反対側に配

置した (Figure 12-D)。以上より、化合物 76 と比較して側鎖ベンゼンが捩れた 77–78 が溶

解度改善すると期待し、その光学活性体 16, 80–81 ならびに側鎖ベンゼン環の 3 位から 4 位

に置換基の位置を変えた 82 の HIF-PHD2 阻害活性、溶解度を評価することとした。 

 

  

Figure 14. 側鎖ベンゼン環の配座に着目した溶解度改善を指向した化合物設計 

 

Table 7 に 16, 80–82 の in vitro 活性、溶解度、融点を示す。77 の光学活性体である 80 と

81 ではメチル基の立体が S 配置の 80 の方が HIF-PHD2 阻害活性が強く、80 は 72 と同等の

非常に強力な阻害活性を有していたが、溶解度は 76 よりわずかに低下し、期待した溶解度

改善は無かった。融点が低下しているため、76 よりも結晶性は低下しているが、メチル基

導入によって脂溶性が上がり、水への溶解性が低下したためであると考えている。80 と同
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じメチル基の立体を持つ 78 の光学活性体 16 は、HIF-PHD2 阻害活性がやや減弱したが溶

解度が 1000 μg/ml 以上と大幅に改善した。76 より融点が 50 ºC 以上と大幅に低下したこと

により結晶性が大きく低下し、劇的な溶解度改善をもたらしたと考えている。また、化合

物 16 と同様に側鎖ベンゼン環の 2 位にクロロ基を有する 82 も溶解度が大幅に向上した。

以上より側鎖ベンゼン環の配座に着目した化合物設計により、強い HIF-PHD2 阻害活性と

高い溶解度を有する 16 の取得に成功した。また、16 の in vivo 活性を評価したところ、良

好な経口吸収性 (バイオアベイラビリティ: 77%)、ラット腎性貧血モデルにおいて貧血改

善作用が見られた。 
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Table 7. ピラゾロピリミドン誘導体のヒト HIF-PHD2 阻害活性と物性値 

 

aSolubility of pH 6.5 buffer. bSolubility of pH 6.5 artificial intestinal fluids. clogD values were 

estimated by calculation using the Daylight ClogP, and pKa values calculated using the ChemAxon 

pKa plugin.77, 78 

 

溶解度改善を目的として設計した化合物 16, 74–76, 80–82 の合成について示す (Scheme 

17)。光延反応によって Scheme 16 で得た 71 にベンジル基を導入した 82 を得た。次に 2-フ

ルオロフェニルボロン酸との鈴木-宮浦カップリングを用いて 83 を得た。続いて水酸化ナ

トリウムを用いたエステルならびにメトキシ基の加水分解によりピラゾロピリミドン 74, 

75 を合成した。また、71 の光延反応を用いたベンジル化と水酸化ナトリウム条件下でエス
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テルならびにメトキシ基を加水分解により 16, 76、79–81 を得た。 

 

  

Scheme 17. 溶解度改善のために設計したピラゾロピリミドン誘導体の合成 a 

aReagents and conditions: (a) 4-bromobenzyl alcohol or 3-fluoro-4-bromobenzyl alcohol, DIAD, 

PPh3, rt, 67% (83a), 55% (83b); (b) 2-fluorophenyl boronic acid, PdCl2(amphos)2, K3PO4, dioxane, 

100 ºC, 84% (84a), 86% (84b); (c) aqueous NaOH, THF, EtOH, 60 ºC, 70% (74), 99% (75); (d) 

ROH, Mitsunobu reagent, PPh3, THF, rt; (e) aqueous NaOH, THF, EtOH, 60 ºC, 47% (2 steps, 76), 

27% (2 steps, 80), 45% (2 steps, 81), 37% (2 steps,16), 34% (2 steps, 82) 
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第四節 小括 

 芳香族縮環ピリミドン-ピラゾールの合成法を用いた経口投与可能な HIF-PHD 阻害薬の

探索研究に取り組んだ。報告されている HIF-PHD2 とその阻害薬の X 線結晶構造による相

互作用解析より、HIF-PHD2 阻害活性を有する芳香族縮環ピリミドン-ピラゾール 56 を見出

した。次に、構造活性相関取得により、非常に強力な HIF-PHD2 阻害活性を有するピラゾロ

ピリミドン誘導体を見出したが、溶解度が低く経口吸収性が低かった。これは連続する芳香

環構造を有するため結晶性性が高いことが原因であると考えられた。そこで分子の結晶性

低減による溶解度改善に取り組み、強い HIF-PHD2 阻害活性と高い溶解度を有する化合物

16 を見出すことに成功した。  
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第三章 標的指向型合成法開発: 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オンの効率的合成法開 

発と HIF-PHD 阻害薬への応用 

 

第一節 背景 

第二章の創薬研究で私が用いた HIF-PHD 阻害薬合成法の概略を示す (Scheme 18)。文献

既知法により、市販のピラゾール 26 より 51a を 7 段階、17%で合成し、第一章で見出した

Pd 触媒を用いたカップリング反応を用いて 52 に誘導した。続いて酸を用いて 52 の p-メト

キシベンジル基を除去した 71 に対し、光延反応によるピラゾールの 1-N ベンジル化ならび

に加水分解により 16 が得られる。ベンジル側鎖の多様性を考えた合成法であるため、工程

数が多く(11 工程)、N-ベンジル化 (71→16) に位置選択性が無いことが理由で総収率が低

い (総収率 4%) ことから、工業的合成は困難であると考えられる。そこで、16 の標的指向

型合成法を設計することとした。 

 

Scheme 18. 創薬研究に用いた-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オンの合成 a 

aconditions: a) See ref. 33, 17% (in 7 steps); b) See Table 1, 83%; c) See Scheme 16, 80 %; d), e) 

See Scheme 17, 37% 

 

16 の多様性指向型合成において、ピラゾール N-ベンジル化の位置選択性が無いことが収

率低下の最大の原因であることから、標的指向型合成では位置選択性改善が必須と考え

た。そこで、4-アミノピラゾール 94 の 1-N ベンジル化により 1-N-ベンジル-4-アミノピラ

ゾール 92 を合成することとした (Scheme 20)。ヘテロアリールアミンより、芳香族縮環ピ

リミドンを合成する方法として、分子内フリーデルクラフツ型環化反応によるピリミドン

構築法が知られている (Scheme 19)。ヘテロアリールアミン 83 と 84 より得られるアミジ
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ン 85 を環化前駆体とし、イソシアネートを中間体として経由した分子内でフリーデルクラ

フツ型反応が進行し、ピリミドン環を構築する方法である (Scheme 20-1)79–84。また、アニ

リン 87 より得られるグアニジン 88 を環化前駆体として用いた分子内フリーデルクラフツ

型反応による 2-アミノキナゾロン 89 の合成が報告されている (Scheme 20-2)85–87。 

 

Scheme 19. 分子内フリーデルクラフツ型反応を用いた芳香族が縮環したピリミドンの合成 

 

Scheme 19-2 の方法を応用した HIF-PHD 阻害薬の逆合成スキームを示す (Scheme 20)。

最終工程でエステルの加水分解を行い (90→16)、ピリミドン環は分子内フリーデルクラフ

ツ反応により構築する (91→90)。環化前駆体はアミノピラゾールより誘導可能であり 

(92→91)89、アミノピラゾール 92 はピラゾール 94 と光学活性ベンジルアルコール 93 より

合成可能であると考えた。出発原料としてピラゾール 94 を用いるためアルキル化の選択性

は問題とならず、加えて工程数が削減され、創薬研究で用いた方法の問題点が改善される

ことから工業的合成に応用可能と考えられた。しかし、分子内フリーデルクラフツ反応に

よる 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オンの合成は達成されていないため、反応条件を

最適化することとした。 
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Scheme 20. 分子内フリーデルクラフツ環化による HIF-PHD 阻害薬の逆合成 

 

第二節 分子内フリーデルクラフツ型環化反応による 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7- 

オン合成反応の条件最適化 

入手容易な 1-フェニル-4-アミノピラゾールから既知なワンポット反応 88により合成した

グアニジン 95 を環化前駆体とした分子内フリーデルクラフツ型環化反応を用いて、5-アミ

ノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オン 96 を合成する反応条件を最適化した (Table 8)。Scheme 

2-2 に示した反応において、DMF 中 TMSCl を加えることにより、反応に要する温度が

150ºC から 80ºC に低下することが報告されているため、DMF を溶媒に用い、TMSCl 存在

下、80 ºC で検討を始めることとした。その結果、目的物の生成は確認できたが、出発原料

が多く残っていた (entry 1)。80 ºC で副生成物が認められなかったため、反応温度を 100、

120℃に昇温して検討した (entry 2, 3)。その結果、反応温度の上昇とともに反応は進行し、

120℃、反応時間 90 分で反応が完結した (entry 4)。次に反応が加速すると報告されている

マイクロウェーブによる加熱条件で検討した 87。反応温度 80 ºC、60 分では出発原料の残

存が確認されたが (entry 5)、100 ºC で反応が完結し、報告されているようにマイクロウェ

ーブによる加熱で反応加速が見られた (entry 6)。また、120 ºC においても特に副生成物は

見られず、100 ºC の場合と同様に収率 77%で目的物が得られた (entry 7)。以上の検討によ

り、DMF 中、TMSCl 存在下 120 ºC、90min もしくはマイクロウェーブ加熱の場合では 100 

ºC、60 分で環化反応が進行することを見出した。キナゾロンは 80ºC で反応が進行するこ
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とが報告されているが、ピラゾールでは 120 ºC を要した。これはベンゼンと比較してピラ

ゾールは電子不足系芳香環であり、環化反応が進行しにくかったためと考えている。ま

た、マイクロウェーブ照射により反応が加速された理由は不明である。 

 

Table 8. 分子内フリーデルクラフツ型環化反応条件の最適化 

 

 

entry temp. (ºC) time (min) 95:96:97a isolated yield (%) 

1 80 60 67:33:0  

2 100 60 41:59:0  

3 120 60 22:78:0  

4 120 90 0:100:0  

5 80 (μW) 60 74:26:0  

6 100 (μW) 60 0:100:0 77 

7 120 (μW) 60 0:100:0 77 

8b 120 (μW) 60 0:0:100  

aDetermined by UV (254 nm) area of HPLC analysis of the reaction mixture. b4.0 equivalent of 

water was added. 

 

水を添加した条件で反応を実施したところ、出発原料が加水分解した 97 の生成が確認され

た (entry 8)。この結果より Scheme 21 に示す機構で反応が進行していると考えている。

TMS 基が環化前駆体 98 のカルバモイル基酸素に配位し、エタノールが脱離することで、

100 が生成する。次にアミノ基からの電子の押し出しによってフリーデルクラフツ型環化

反応が進行し、ピリミドン 102 が生成する。水が存在する場合、100 に水が作用し、不安

定なカルバミン酸 103 を経由しグアニジン 104 へと分解される。 
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Scheme 21. 分子内フリーデルクラフツ型環化反応機構 

 

第三節 分子内フリーデルクラフツ型反応による 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オン 

合成と HIF-PHD 阻害薬への応用 

 第二節で検討した条件を用い、様々な 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オンを合成し

た (Table 9)。1 位にフェニル基を有し、5 位アミノ基の異なるピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-

オンを合成した。5 位にピペリジンを有するピラゾロピリミドン 106a を高収率で得ること

ができた (収率 90%)。これはフリーデルクラフツ環化反応により、初めて 2 級アミンを有

する芳香族縮環ピリミドンを合成した例である。次に 4-トルイジンを導入した化合物の合

成を試みた。その結果、目的物 106b が収率 53%で得られたが、副生成物として 106c が収

率 44%で得られた。これは環化反応が 4-トルイル基の 2 位で環化した生成物であり、ピラ

ゾール 5 位とトルイル基 2 位が同等に電子豊富であったため 2 種類の生成物が得られたと

考えている。5 位にアゾールを導入したピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オンを合成した。私が

第二章で見出した HIF-PHD 阻害薬と同様にピラゾールを有する 106d を高収率で得ること

に成功した。これは本反応の HIF-PHD 阻害薬への応用を期待させる結果であった。イミダ

ゾールを導入した 106e は溶媒に NMP を用いることにより高収率で得ることができた。

DMF を用いた場合、反応条件によって DMF より生じるジメチルアミンが 105e と反応

し、イミダゾールが脱離したと考えられる生成物が認められたためである。ピラゾールの

置換基を p-メトキシベンジル基に変換したピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オン 106f、チエノ

[3,2-d]ピリミド-4-オン 106g ともに高い収率で得られた。本反応により、チエノ[3,2-d]ピリ

ミド-4-オンを合成した初めての例である。 



47 

 

 

Table 9. 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オンの合成 

 

aThe yields were calculated by 1H NMR spectra of the mixture 106b and 106c. bNMP was used as a 

solvent. 

 

次に分子内フリーデルクラフツ反応を HIF-PHD 阻害薬の合成に応用した (Scheme 22)。

市販の光学活性なベンジルアルコール 93 (エナンチオマー過剰率: 93%) をメシル化した

107 を用い、ピラゾール 9489を N-ベンジル化した 108 を得た。続いて TFA により脱 Boc

化することにより、3 段階収率 50%で 92 を得た。次に、環化前駆体であるグアニジン 91

に誘導し、TMSCl 存在下、NMP 中でフリーデルクラフツ環化反応を行い 90 とした。106d

の合成の際に、わずかにジメチルアミンが 105d と反応してピラゾールが脱離した生成物

が確認されたため、溶媒に NMP を用いた。最後に水酸化ナトリウムを用いてエステルを

加水分解し 3 段階収率 34%で HIF-PHD 阻害薬 16 を得た。16 はエナンチオマー過剰率 99%

であったことから、1 位置換基に不斉ベンジル炭素を有する 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリ

ミド-7-オンの合成に適用可能であることがわかった。 

分子内フリーデルクラフツ環化反応を利用した 16 の合成は (6 工程、総収率 17%)、創薬

研究で用いた合成と比較して、工程数削減、総収率向上を達成し、工業的合成に応用され

ることが期待される。 
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Scheme 22. 分子内フリーデルクラフツ環化反応を用いた HIF-PHD 阻害薬 16 の合成 a 

aReagents and conditions: (a) Ms2O, Et3N, CHCl3, rt; (b) 94, Cs2CO3, DMF, rt; (C) TFA, CH2Cl2, rt, 

50% (3 steps); (d) ethoxycarbonyl isothiocyanate, CHCl3, rt, then ethyl 4-pyrazolecarboxylate, 

WSCI, Et3N; (e) TMSCl, NMP, 120 ºC (μW); (f) aqueous NaOH, EtOH, 34% (3 steps) 
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第四節 小括 

第二章で見出した HIF-PHD 阻害薬 16 のプロセス合成に応用可能な効率的合成法開発を

目的として、分子内フリーデルクラフツ環化反応による 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-

7-オンの効率的合成法を確立した。分子内フリーデルクラフツ環化反応による 5-アミノピラ

ゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オン合成の反応条件を最適化により TMSCl 存在下、DMF 中で加熱す

ることにより反応が円滑に進行することを見出し、様々な 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド

-7-オンを高収率で合成した。続いて分子内フリーデルクラフツ環化反応を応用し、工業的

合成への応用が期待される HIF-PHD 阻害薬の合成を達成した。 
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総括 

私は本研究において、医薬候補品の探索研究に貢献する多様性指向型合成法開発、それを

活用した医薬候補品創製、医薬候補品の工業的合成に貢献する標指向型合成法の開発に取

り組んだ。 

第一章では多様性指向型効率的反応開発として、創薬研究に用いられる芳香族縮環ピリ

ミドン-ピラゾールの効率的合成法開発に取り組んだ。反応基質の汎用性から 2-クロロ 4-メ

トキシピリミジンを 2-クロロ-4-ピリミドンユニットとして用い Pd 触媒と入手容易なジア

ルキルビアリールホスフィン配位子を用いた C-N 結合形成反応により効率的に芳香族縮環

ピリミジン-ピラゾールを合成することを考えた。加水分解抑制のため塩基にリン酸カリウ

ムを用い、アリールクロリドを用いた場合でも円滑に反応が進行する XPhos を配位子とし

て用いたが、予想に反して酸化的付加が進行しなかった。そこで、酸化的付加を促進させる

目的でリン原子の電子密度を高めた配位子 tBuXPhos を適用することで反応が円滑に進行す

ることを見出した。次に、最適化した条件を用い、様々な芳香族縮環ピリミジン-ピラゾー

ルだけでなく、芳香環が縮環したピリジンの合成にも成功し、多様な芳香族縮環ピリミドン

-ピラゾールの効率的合成法の開発に成功した。本方法により様々な芳香族縮環ピリミドン

とピラゾールの組み合わせが合成可能であることから創薬研究への応用が期待され、すで

に実例が報告されている。 

第二章では第一章で見出した芳香族縮環ピリミドン-ピラゾールの合成法を活用した創薬

研究として、医療現場から求められている経口投与可能な HIF-PHD 阻害薬の探索研究に取

り組んだ。報告されている HIF-PHD2 とその阻害薬の X 線結晶構造による相互作用解析を

調査し、芳香族縮環ピリミドン-ピラゾール 56 が HIF-PHD2 阻害活性を有することを見出し

た。次に、HIF-PHD2 と 56 のドッキングスタディを活用した構造活性相関取得により、非

常に強力な HIF-PHD2 阻害活性を有するピラゾロピリミドン誘導体 72 を得ることに成功し

た。しかし、連続する芳香環構造を有するため結晶性が高いことが理由で溶解度が低く経口

吸収性が低かった。そこで結晶性低減のために芳香環数を減らした 76 を設計した。76 は 72

と比較して大幅に溶解度が改善したことから 76 の溶解度をさらに改善することとし、量子

化学計算において置換基導入によりベンジル側鎖が 76 と異なる配座を取る化合物を設計し

た。その結果、強い HIF-PHD2 阻害活性と高い溶解度を有する化合物 16 を見出すことに成

功した。腎性貧血治療の問題解決ならびに HIF が関与する疾患治療ならびに疾患発症メカ

ニズム解明に貢献できると考えている。 

第三章では HIF-PHD 阻害薬 16 の工業的合成に応用可能な標的指向型合成法開発を目的
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とし、分子内フリーデルクラフツ型環化反応による 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オ

ンの効率的合成法を開発に着手した。第二章で用いた多様性指向型合成法、ならびに既存の

5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オン合成法が持つ問題点を解析し、様々な芳香族縮環ピ

リミドンの合成が報告されている分子内フリーデルクラフツ環化反応を用いて 5-アミノピ

ラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オンを合成する方法が工業的合成に適していると考えた。分子内フ

リーデルクラフツ環化反応による 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オンの合成は達成さ

れていないため、反応条件を最適化し、TMSCl 存在下、DMF 中で加熱することにより反応

が円滑に進行することを見出した。さらに様々な 5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド-7-オン

を高収率で合成した。続いて分子内フリーデルクラフツ環化反応を用いた HIF-PHD 阻害薬

の合成を達成し、プロセス合成への応用が期待される HIF-PHD 阻害薬の合成法開発に成功

した。HIF-PHD に関わる研究に対する迅速な化合物供給、5-アミノピラゾロ[4,3-d]ピリミド

-7-オンを用いた医薬候補品合成への活用が期待される。 

本研究を通して、多様性指向型合成法ならびに標的指向型合成法を開発し、医薬候補品の

創製とその工業的合成法開発に成功した。以上より、私が開発した多様性指向型合成法は今

後の創薬探索研究による医薬候補品の創製に、標的指向型合成法はその医薬品候補品の工

業的合成に活用されることが期待され、創薬研究の発展に貢献する成果であると考えてい

る。また HIF-PHD 阻害薬を見出したことは、HIF が関与する疾患治療に貢献可能であるこ

とから、今後の医療の発展に寄与する成果と考えている。 
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実験項 

General 

1H and 13C nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were recorded on Bruker 400 

UltraShield Plus. Chemical shifts in the NMR spectra are reported in parts per million (ppm) with 

relative to tetramethylsilane (δ = 0.00 ppm) as the internal standard. The following abbreviations are 

used to designate the multiplicities: s = singlet, d = doublet, t = triplet, q = quartet, m = multiplet, br 

= broad. Coupling constants (J) are in hertz. High resolution mass spectra (HRMS) were recorded on 

a LTQ Orbitrap Velos Pro mass spectrometer equipped with an ESI Lockspray source for accurate 

mass values. 

 

ethyl 1-[7-methoxy-1-[(4-methoxyphenyl)methyl]pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl]pyrazole-4-

carboxylate (50) 

A mixture of 48 (100 mg, 0.328 mmol), ethyl 4-pyrazolecarboxylate (55 mg, 0.394 mmol), Pd2(dba)3 

(15 mg, 0.0164 mmol), tBuXPhos (14 mg, 0.0328 mmol), and K3PO4 (105 mg, 0.492 mmol) in 

tBuOH (3 ml) was stirred at 80 °C for 15 h under a nitrogen atmosphere. After the mixture was 

cooled to ambient temperature, to the reaction mixture was added water and the resulting mixture 

was extracted with CHCl3 twice. The combined organic phase was concentrated under reduced 

pressure and the residue was purified by NH silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 

95/5–50/50) to afford 50 (101 mg, 75%). 

1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 9.03 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 8.17 (s, 1H), 8.16 (s, 1H), 7.26–7.23 (m, 

2H), 6.86–6.83 (m, 2H), 5.67 (s, 2H), 4.36 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 4.33 (s, 3H), 3.77 (s, 3H), 1.39 ppm 

(t, J = 7.2 Hz, 3H)  

13C NMR (CDCl3, 100MHz): δ = 162.8, 159.5, 157.3, 148.9, 146.6, 143.5, 133.8, 132.5, 129.2, 

128.5, 120.3, 117.1, 114.2, 60.6, 55.4, 55.3, 55.0, 14.4 ppm 

HRMS (ESI) m/z calcd for C20H21O4N6 [M+H]+: 409.1619, found: 409.1609 

 

ethyl 1-[7-methoxy-2-[(4-methoxyphenyl)methyl]pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl]pyrazole-4-

carboxylate (52a) 

A mixture of 51a (101mg, 0.332 mmol), ethyl 4-pyrazolecarboxylate (56mg, 0.398 mmol), Pd2(dba)3 

(15 mg, 0.0164 mmol), tBuXPhos (14mg, 0.0328 mmol), and K3PO4 (106 mg, 0.497 mmol) in 

tBuOH (3 ml) was stirred at 80 °C for 16 h under a nitrogen atmosphere. After the mixture was 
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cooled to ambient temperature, to the reaction mixture was added water and the resulting mixture 

was extracted with CHCl3 twice. The combined organic phase was concentrated under reduced 

pressure and the residue was purified by silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 

100/0–80/20) and NH silica gel column chromatography (Hexane/CHCl3 = 70/30–0/100) to afford 

52a (113 mg, 83%). 

1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 9.04 (s, 1H), 8.16 (s, 1H), 8.01 (s, 1H), 7.31–7.26 (m, 2H), 6.92–

6.88 (m, 2H), 5.54 (s, 2H), 4.36 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 4.33 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 1.39 ppm (t, J= 7.2 

Hz, 3H)  

13C NMR (CDCl3, 100MHz): δ = 162.8, 162.8, 160.1, 149.2, 143.6, 142.0, 132.7, 130.9, 129.7, 

126.5, 123.8, 116.9, 114.5, 60.6, 58.3, 55.4, 55.0, 14.4 ppm  

HRMS (ESI) m/z calcd for C20H21O4N6 [M+H]+: 409.1619, found: 409.1608 

 

ethyl 1-[6-methoxy-7-(2-trimethylsilylethoxymethyl)purin-2-yl]pyrazole-4-carboxylate (52b) 

A mixture of 51b (100 mg, 0.318 mmol), ethyl 4-pyrazolecarboxylate (53 mg, 0.398 mmol), 

Pd2(dba)3 (15 mg, 0.0159 mmol), tBuXPhos (13mg, 0.0318 mmol), and K3PO4 (101 mg, 0.476 

mmol) in tBuOH (3 ml) was stirred at 80 °C for 15 h under a nitrogen atmosphere. After the mixture 

was cooled to ambient temperature, to the reaction mixture was added water and the resulting 

mixture was extracted with CHCl3 twice. The combined organic phase was concentrated under 

reduced pressure and the residue was purified by NH silica gel column chromatography (Hexane/ 

EtOAc = 95/5–30/70) to afford 52b (96 mg, 72%). 

1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 9.16 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 5.68 (s, 2H), 4.36 (q, J = 7.2 

Hz, 2H), 4.32 (s, 3H), 3.62–3.58 (m, 2H), 1.39 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 0.95–0.91 (m, 2H), -0.03 ppm (s, 

9H)  

13C NMR (CDCl3, 100MHz): δ = 163.0, 162.8, 158.1, 150.4, 147.1, 143.6, 132.7, 117.2, 111.4, 76.1, 

67.1, 60.6, 55.0, 17.7, 14.4, -1.5 ppm  

HRMS (ESI) m/z calcd for C18H27O4N6Si (M+H)+: 419.1858, found: 419.1852 

 

ethyl 1-[6-methoxy-9-(2-trimethylsilylethoxymethyl)purin-2-yl]pyrazole-4-carboxylate (52c) 

A mixture of 51c (100 mg, 0.318 mmol), ethyl 4-pyrazolecarboxylate (53 mg, 0.398 mmol), 

Pd2(dba)3 (15 mg, 0.0159 mmol), tBuXPhos (13mg, 0.0318 mmol), and K3PO4 (101 mg, 0.476 

mmol) in tBuOH (3 ml) was stirred at 80 °C for 15 h under a nitrogen atmosphere. After the mixture 
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was cooled to ambient temperature, to the reaction mixture was added water and the resulting 

mixture was extracted with CHCl3 twice. The combined organic phase was concentrated under 

reduced pressure and the residue was purified by NH silica gel column chromatography (Hexane/ 

EtOAc = 95/5–30/70) to afford 52c (106 mg, 79%). 

1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 9.09 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 8.20 (s, 1H), 8.09 (s, 1H), 5.69 (s, 2H), 

4.38 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 4.32 (s, 3H), 3.67–3.63 (m, 2H), 1.41 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 0.97–0.93 (m, 

2H), -0.05 ppm (s, 9H)  

13C NMR (CDCl3, 100MHz): δ = 162.7, 161.8, 153.2, 150.2, 143.8, 142.8, 132.8, 120.0, 117.3, 72.7, 

67.5, 60.7, 55.0, 17.8, 14.4, -1.5 ppm  

HRMS (ESI) m/z calcd for C18H27O4N6Si [M+H]+: 419.1858, found: 419.1851 

 

ethyl 1-[6-(4-fluorophenyl)-4-methoxy-furo[2,3-d]pyrimidin-2-yl]pyrazole-4-carboxylate (52d) 

A mixture of 51d (70 mg, 0.251 mmol), ethyl 4-pyrazolecarboxylate (42 mg, 0.301 mmol), 

Pd2(dba)3 (11 mg, 0.0126 mmol), tBuXPhos (11 mg, 0.0251 mmol), and K3PO4 (80 mg, 0.377 

mmol) in tBuOH (2 ml) was stirred at 80 °C for 15 h under a nitrogen atmosphere. After the mixture 

was cooled to ambient temperature, to the reaction mixture was added water and the resulting 

mixture was extracted with CHCl3 twice. The combined organic phase was concentrated under 

reduced pressure and the residue was purified by NH silica gel column chromatography (Hexane/ 

EtOAc = 95/5–70/30–60/40) to afford 52d (95 mg, 99%). 

1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 9.09 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 7.84–7.79 (m, 2H), 7.20–7.15 (m, 2H), 

6.97 (s, 1H), 4.37 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 4.27 (s, 3H), 1.40 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H)  

13C NMR (CDCl3, 100MHz): δ = 168.2, 164.4, 163.4 (d, J = 250.5 Hz), 162.6, 153.9, 150.6, 143.8, 

132.5, 126.9 (d, J = 7.7 Hz), 125.3 (d, J = 3.1 Hz), 117.5, 116.3 (d, J = 22.3 Hz), 104.9, 97.1 (d, J = 

1.5 Hz), 60.7, 55.1, 14.4 ppm  

HRMS (ESI) m/z calcd for C19H16O4N4F [M+H]+: 383.1150, found: 383.1143 

 

ethyl 1-(4-methoxy-6-phenyl-thieno[2,3-d]pyrimidin-2-yl)pyrazole-4-carboxylate (52e) 

A mixture of 51e (52 mg, 0.188 mmol), ethyl 4-pyrazolecarboxylate (32 mg, 0.226 mmol), Pd2(dba)3 

(9 mg, 0.00940 mmol), tBuXPhos (8 mg, 0.0188 mmol), and K3PO4 (60 mg, 0.282 mmol) in tBuOH 

(1.5 ml) was stirred at 80 °C for 15 h under a nitrogen atmosphere. After the mixture was cooled to 

ambient temperature, to the reaction mixture was added water and the resulting mixture was 
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extracted with CHCl3 twice. The combined organic phase was concentrated under reduced pressure 

and the residue was purified by NH silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 95/5–

60/40) and silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 95/5–50/50) to afford 52e (48 mg, 

67%). 

1H NMR (CHLOROFORM-d, 400MHz): δ = 9.09 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 8.21 (s, 1H), 7.71–7.68 (m, 

2H), 7.48–7.43 (m, 2H), 7.41–7.37 (m, 1H), 4.37 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 4.27 (s, 3H), 1.41 ppm (t, J = 

7.2 Hz, 3H)  

13C NMR (CHLOROFORM-d, 100MHz): δ = 168.9, 164.6, 162.7, 150.6, 143.8, 143.2, 133.2, 132.6, 

129.2, 129.0, 126.5, 119.1, 117.4, 113.2, 60.7, 54.8, 14.4 ppm  

HRMS (ESI) m/z calcd for C19H17O3N4S (M+H)+: 381.1016, found: 383.1004 

 

ethyl 1-(4-methoxy-5-methyl-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-2-yl)pyrazole-4-carboxylate (52f) 

A mixture of 51f (50 mg, 0.253 mmol), ethyl 4-pyrazolecarboxylate (43 mg, 0.304 mmol), Pd2(dba)3 

(23 mg, 0.00253 mmol), tBuXPhos (21 mg, 0.0506 mmol), and K3PO4 (81 mg, 0.380 mmol) in 

tBuOH (1.5 ml) was stirred at 80 °C for 15 h under a nitrogen atmosphere. After the mixture was 

cooled to ambient temperature, to the reaction mixture was added water and the resulting mixture 

was extracted with CHCl3 twice. The combined organic phase was concentrated under reduced 

pressure and the residue was purified by NH silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 

95/5–30/70–0/100) and silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 50/50–10/90–0/100) to 

afford 52f (49 mg, 64%). 

1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 9.05 (s, 1H), 8.16 (s, 1H), 7.24 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 6.63 (d,  J= 3.1 

Hz, 1H), 4.36 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 4.23 (s, 3H), 4.04 (s, 3H), 1.39 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H)  

13C NMR (CDCl3, 100MHz): δ = 163.1, 157.3, 151.5, 148.1, 143.0, 134.9, 132.1, 116.5, 114.6, 

102.7, 60.5, 54.1, 36.4, 14.4 ppm  

HRMS (ESI) m/z calcd for C14H16O3N5 [M+H]+: 302.1248, found: 302.1244 

 

ethyl 1-[6-(4-chlorophenyl)-4-methoxy-7-methyl-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-2-yl]pyrazole-4-

carboxylate (52g) 

A mixture of 51g (51 mg, 0.166 mmol), ethyl 4-pyrazolecarboxylate (28 mg, 0.199 mmol), Pd2(dba)3 

(8 mg, 0.00827 mmol), tBuXPhos (7 mg, 0.0166 mmol), and K3PO4 (53 mg, 0.248 mmol) in tBuOH 

(1.5 ml) was stirred at 80 °C for 15 h under a nitrogen atmosphere. After the mixture was cooled to 
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ambient temperature, to the reaction mixture was added water and the resulting mixture was 

extracted with CHCl3 twice. The combined organic phase was concentrated under reduced pressure 

and the residue was purified by silica gel column chromatography (CHCl3/EtOAc = 100/0–99/1–

95/5) and NH silica gel column chromatography (Hexane/CHCl3 = 100/0–50/50) to afford 52g (29 

mg, 43%). 

1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 9.13 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 7.49–7.44 (m, 4H), 6.59 (s, 1H), 4.37 (q, 

J = 7.2 Hz, 2H), 4.24 (s, 3H), 3.88 (s, 3H), 1.41 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H)  

13C NMR (CDCl3, 100MHz): δ = 163.4, 162.9, 153.9, 149.3, 143.4, 139.3, 134.8, 132.5, 130.3, 

129.9, 129.1, 116.8, 104.1, 98.7, 60.6, 54.4, 30.7, 14.4 ppm  

HRMS (ESI) m/z calcd for C20H19O3N5Cl [M+H]+: 412.1171, found: 412.1161 

 

ethyl 1-(4-methoxyquinazolin-2-yl)pyrazole-4-carboxylate (52h) 

A mixture of 51h (50 mg, 0.257 mmol), ethyl 4-pyrazolecarboxylate (43 mg, 0.308 mmol), 

Pd2(dba)3 (12 mg, 0.0128 mmol), tBuXPhos (11 mg, 0.0257 mmol), and K3PO4 (82 mg, 0.385 

mmol) in tBuOH (1.5 ml) was stirred at 80 °C for 15 h under a nitrogen atmosphere. After the 

mixture was cooled to ambient temperature, to the reaction mixture was added water and the 

resulting mixture was extracted with CHCl3 twice. The combined organic phase was concentrated 

under reduced pressure and the residue was purified by NH silica gel column chromatography 

(Hexane/EtOAc = 95/5–65/35–50/50) and silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 

95/5–50/50) to afford 52h (51 mg, 67%). 

1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 9.16 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 8.18 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.06 (d, J = 8.2 

Hz, 1H), 7.87 (ddd, J = 8.2, 6.7, 1.5 Hz, 1H), 7.56 (ddd, J = 8.2, 6.7, 1.5 Hz, 1H), 4.38 (q, J = 7.2 

Hz, 2H), 4.32 (s, 3H), 1.41 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H)  

13C NMR (CDCl3, 100MHz): δ = 169.0, 162.7, 151.6, 151.0, 143.9, 134.7, 132.8, 127.9, 126.8, 

123.8, 117.2, 115.3, 60.6, 55.1, 14.4 ppm  

HRMS (ESI) m/z calcd for C15H15O3N4 [M+H]+: 299.1139, found: 299.1136 

 

ethyl 1-(1-methoxy-3-isoquinolyl)pyrazole-4-carboxylate (52i) 

A mixture of 51i (50 mg, 0.258 mmol), ethyl 4-pyrazolecarboxylate (43 mg, 0.310 mmol), Pd2(dba)3 

(12 mg, 0.0129 mmol), tBuXPhos (11 mg, 0.0258 mmol), and K3PO4 (82 mg, 0.387 mmol) in 

tBuOH (1.5 ml) was stirred at 80 °C for 15 h under a nitrogen atmosphere. After the mixture was 
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cooled to ambient temperature, to the reaction mixture was added water and the resulting mixture 

was extracted with CHCl3 twice. The combined organic phase was concentrated under reduced 

pressure and the residue was purified by NH silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 

95/5–85/15) and silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 95/5–85/15) to afford 16i (67 

mg, 87%). 

1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 9.03 (s, 1H), 8.24 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.85 (s, 1H), 

7.80 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.68 (ddd, J = 8.2, 7.2, 1.0 Hz, 1H), 7.51 (ddd, J = 8.2, 7.2, 1.0 Hz, 1H), 

4.37 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 1.41 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H)  

13C NMR (CDCl3, 100MHz): δ = 163.1, 160.8, 143.4, 142.7, 139.3, 131.4, 130.3, 126.9, 126.4, 

124.4, 118.7, 116.2, 100.9, 60.5, 54.3, 14.5 ppm  

HRMS (ESI) m/z calcd for C16H16O3N3 [M+H]+: 298.1186, found: 298.1183 

 

ethyl 1-(4-methoxy-1,8-naphthyridin-2-yl)pyrazole-4-carboxylate (52j) 

A mixture of 51j (50 mg, 0.257 mmol), ethyl 4-pyrazolecarboxylate (43 mg, 0.308 mmol), Pd2(dba)3 

(12 mg, 0.0128 mmol), tBuXPhos (11 mg, 0.0258 mmol), and K3PO4 (82 mg, 0.385 mmol) in 

tBuOH (1.5 ml) was stirred at 80 °C for 15 h under a nitrogen atmosphere. After the mixture was 

cooled to ambient temperature, to the reaction mixture was added water and the resulting mixture 

was extracted with CHCl3 twice. The combined organic phase was concentrated under reduced 

pressure and the residue was purified by NH silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 

95/5–45/55) and silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 50/50–0/100) to afford 52j 

(38 mg, 50%). 

1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 9.44 (s, 1H), 9.06 (dd, J = 4.1, 2.1 Hz, 1H), 8.56 (dd, J = 8.2, 2.1 

Hz, 1H), 8.17 (s, 1H), 7.70 (s, 1H), 7.45 (dd, J = 8.2, 4.1 Hz, 1H), 4.35 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 4.20 (s, 

4H), 1.39 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H)  

13C NMR (CDCl3, 100MHz): δ = 165.2, 162.7, 155.6, 154.4, 153.2, 143.3, 132.0, 131.4, 120.9, 

117.7, 115.5, 92.1, 60.6, 56.8, 14.3 ppm  

HRMS (ESI) m/z calcd for C15H15O3N4 [M+H]+: 299.1139, found: 299.1135 

 

7-methoxy-1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-5-pyrazol-1-yl-pyrazolo[4,3-d]pyrimidine (53a) 

A mixture of 48 (50 mg, 0.164 mmol), pyrazole (13 mg, 0.197 mmol), Pd2(dba)3 (8 mg, 0.00821 

mmol), tBuXPhos (7 mg, 0.0164 mmol), and K3PO4 (52 mg, 0.246 mmol) in tBuOH (1.5 ml) was 
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stirred at 80 °C for 15 h under a nitrogen atmosphere. After the mixture was cooled to ambient 

temperature, to the reaction mixture was added water and the resulting mixture was extracted with 

CHCl3 twice. The combined organic phase was concentrated under reduced pressure and the residue 

was purified by NH silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 95/5–30/70) and silica gel 

column chromatography (Hexane/EtOAc = 90/10–0/100) to afford 53a (37 mg, 67%). 

1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 8.56 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.81 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 

7.27–7.21 (m, 2H), 6.87–6.81 (m, 2H), 6.47 (dd, J = 2.6, 1.5 Hz, 1H), 5.66 (s, 2H), 4.31 (s, 3H), 3.77 

ppm (s, 3H)  

13C NMR (CDCl3, 100MHz): δ = 159.5, 157.1, 149.7, 146.8, 143.0, 133.6, 129.2, 129.1, 128.7, 

120.0, 114.1, 107.9, 55.28, 55.26, 54.7 ppm  

HRMS (ESI) m/z calcd for C17H17O4N6 [M+H]+: 337.1408, found: 337.1403  

 

7-methoxy-1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-5-(4-methylpyrazol-1-yl)pyrazolo[4,3-d]pyrimidine 

(53b) 

A mixture of 48 (50 mg, 0.164 mmol), 4-methylpyrazole (16 mg, 0.197 mmol), Pd2(dba)3 (8 mg, 

0.00821 mmol), tBuXPhos (7 mg, 0.0164 mmol), and K3PO4 (52 mg, 0.246 mmol) in tBuOH (1.5 

ml) was stirred at 80 °C for 15 h under a nitrogen atmosphere. After the mixture was cooled to 

ambient temperature, to the reaction mixture was added water and the resulting mixture was 

extracted with CHCl3 twice. The combined organic phase was concentrated under reduced pressure 

and the residue was purified by NH silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 95/5–

30/70) and silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 90/10–0/100) to afford 53b (26 mg, 

45%). 

1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 8.30 (t, J = 1.0 Hz, 1H), 8.09 (s, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.27–7.21 (m, 

2H), 6.87–6.81 (m, 2H), 5.65 (s, 2H), 4.30 (s, 3H), 3.77 (s, 3H), 2.17 ppm (s, 3H)  

13C NMR (CDCl3, 100MHz): δ = 159.6, 157.2, 150.0, 146.9, 144.2, 133.5, 129.1, 128.7, 127.5, 

119.9, 118.5, 114.1, 55.3, 55.2, 54.6, 9.0 ppm  

HRMS (ESI) m/z calcd for C18H19O2N6 [M+H]+: 351.1564, found: 351.1559 

 

7-methoxy-1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-5-[4-(trifluoromethyl)pyrazol-1-yl]pyrazolo[4,3-

d]pyrimidine (53c) 

A mixture of 48 (50 mg, 0.164 mmol), 4-trifluoromethylpyrazole (27 mg, 0.197 mmol), Pd2(dba)3 (8 



59 

 

mg, 0.00821 mmol), tBuXPhos (7 mg, 0.0164 mmol), and K3PO4 (52 mg, 0.246 mmol) in tBuOH 

(1.5 ml) was stirred at 80 °C for 15 h under a nitrogen atmosphere. After the mixture was cooled to 

ambient temperature, to the reaction mixture was added water and the resulting mixture was 

extracted with CHCl3 twice. The combined organic phase was concentrated under reduced pressure 

and the residue was purified by NH silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 95/5–

60/40) and silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 90/10–50/50) to afford 53c (38 mg, 

57%). 

1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 8.83 (t, J = 1.0 Hz, 1H), 8.16 (s, 1H), 7.98 (s, 1H), 7.27–7.21 (m, 

2H), 6.87–6.81 (m, 2H), 5.68 (s, 2H), 4.33 (s, 3H), 3.77 ppm (s, 3H)  

13C NMR (CDCl3, 100MHz): δ = 159.5, 157.3, 148.7, 146.5, 139.6(q, J = 2.6 Hz), 133.7, 129.1, 

128.7(q, J = 3.9 Hz), 128.5, 122.3(q, J = 266.6 Hz), 120.3, 115.6(q, J =38.5 Hz), 114.2, 55.4, 55.3, 

55.0 ppm  

HRMS (ESI) m/z calcd for C18H16O2N6F3 [M+H]+: 405.1281, found: 405.1272 

 

7-methoxy-1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-5-(4-nitropyrazol-1-yl)pyrazolo[4,3-d]pyrimidine 

(53d) 

A mixture of 48 (50 mg, 0.164 mmol), 4-nitrolpyrazole (22 mg, 0.197 mmol), Pd2(dba)3 (8 mg, 

0.00821 mmol), tBuXPhos (7 mg, 0.0164 mmol), and K3PO4 (52 mg, 0.246 mmol) in tBuOH (1.5 

ml) was stirred at 80 °C for 15 h under a nitrogen atmosphere. After the mixture was cooled to 

ambient temperature, to the reaction mixture was added water and the resulting mixture was 

extracted with CHCl3 twice. The combined organic phase was concentrated under reduced pressure 

and the residue was purified by NH silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 95/5–

50/50) and silica gel column chromatography (CHCl3/EtOAc = 100/0–85/15) to afford 18d (35 mg, 

56%). 

1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 9.25 (d, J = 1.0 Hz, 1H), 8.34 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 7.27–7.21 (m, 

2H), 6.87–6.81 (m, 2H), 5.69 (s, 2H), 4.35 (s, 3H), 3.77 ppm (s, 3H)  

13C NMR (CDCl3, 100MHz): δ = 159.6, 157.5, 148.0, 146.4, 137.9, 137.2, 133.9, 129.2, 128.3, 

128.1, 120.5, 114.2, 55.5, 55.29, 55.26 ppm  

HRMS (ESI) m/z calcd for C17H16O4N7 [M+H]+: 382.1258, found: 382.1252  

 

2-chloro-4-methoxy-5-methyl-thieno[2,3-d]pyrimidine (58) 
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To a solution of 57 (4.79 g, 21.9 mmol) in THF (40 ml) and MeOH (80 ml) was added 28% NaOMe 

in MeOH (4.40 ml, 21.6 mmol) at 0 °C. After being stirred for 2 h at room temperature, the reaction 

mixture was evaporated. The precipitate was collected by filtration and washed with water to obtain 

58 (4.57 g, 97%). 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 6.97–6.91 (m, 1H), 4.15 (s, 3H), 2.53 ppm (s, 3H) 

MS(APCI) m/z 350/352 [M+H]+ 

 

ethyl 1-(4-methoxy-5-methyl-thieno[2,3-d]pyrimidin-2-yl)pyrazole-4-carboxylate (59) 

A mixture of 58 (4.55 g, 21.2 mmol), ethyl 4-pyrazolecarboxylate (3.56 g, 25.4 mmol), Pd2(dba)3 

(776 mg, 0.847 mmol), Me4
tBuXPhos (917 mg, 1.91 mmol) and K3PO4 (320 mg, 1.51 mmol) in 

tBuOH (100 ml) was stirred at 90 °C for 9 h under nitrogen atmosphere. After being cooled to 

ambient temperature, the reaction mixture was filtered through a pad of NH silica gel eluting with 

CHCl3 and the eluent was concentrated in vacuo. The residue was triturated with CH2Cl2– iPr2O to 

give 29 (5.21 g, 77%). 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 9.09 (s, 1H), 8.21 (s, 1H), 7.45–7.38 (m, 1H), 4.30 (q, J = 7.2 

Hz, 2H), 1.32 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H) 

MS(APCI) m/z 319 [M+H]+ 

 

1-(5-methyl-4-oxo-3H-thieno[2,3-d]pyrimidin-2-yl)pyrazole-4-carboxylic acid (56) 

To a solution of 59 (270 mg, 0.85 mmol) in CH3CN (10 ml) was added TMSI (850 mg, 4.24 mmol) 

at room temperature. After being stirred at 50 °C for 1 h, the mixture was cooled to ambient 

temperature. To the mixture was added water, and the precipitate was collected by filtration and 

washed with water. To a solution of the obtained solid in THF (1 ml) and EtOH (1 ml) was added 1 

M NaOH aq. (1.00 ml, 1.00 mmol) at room temperature. After being stirred at 40 °C for 1 h, the 

mixture was cooled to ambient temperature. To the mixture was added 1 M HCl (1.00 ml) at room 

temperature and the suspension was concentrated in vacuo. The precipitate was collected by 

filtration, washed with water and dried under reduced pressure to afford 56 (28 mg, 12%) as a 

colorless powder. 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 12.95 (brs, 2H), 8.91 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 7.17 (s, 1H), 2.49 

ppm (s, 3H) 

MS(ESI) m/z 277 [M+H]+ 



61 

 

ethyl 1-[5-(bromomethyl)-4-methoxy-thieno[2,3-d]pyrimidin-2-yl]pyrazole-4-carboxylate (60) 

To a solution of 59 (6.00 g, 18.8 mmol) in CCl4 (180 ml) were added NBS (3.68 g, 20.7 mmol) and 

AIBN (309 mg, 1.88 mmol) at room temperature. After being stirred for 4 h under reflux, the 

mixture was cooled to ambient temperature and evaporated. The residue was purified twice by silica 

gel column chromatography (first: Hexane/EtOAc = 90/10–50/50, second: CHCl3/EtOAc = 100/0–

97/3) to give 60 (4.81 g, 64%). 

1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 9.09 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 7.40 (s, 1H), 4.81 (s, 1H), 4.38 (q, J = 7.2 

Hz, 2H), 4.31 (s, 3H), 1.41 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H) 

MS(ESI) m/z 319 [M+H]+ 

 

ethyl 1-[5-(cyclohexen-1-ylmethyl)-4-methoxy-thieno[2,3-d]pyrimidin-2-yl]pyrazole-4-

carboxylate (61) 

A mixture of 60 (400 mg, 1.01 mmol), cyclohexene-1-boronic acid pinacol ester (416mg, 2.00 

mmol), bis(di-tert-butyl(4-dimethylaminophenyl)phosphine)dichloropalladium(II) (36 mg, 0.0508) 

and K3PO4 (640 mg, 3.02 mmol) in dioxane (6 ml) was stirred at 100 °C for 6 h under nitrogen 

atmosphere. After being cooled to ambient temperature, the reaction mixture was filtered through a 

pad of the mixture of silica gel and NH silica gel eluting with EtOAc. The eluent was concentrated 

in vacuo, and the residue was purified by silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 

90/10–30/70) and NH-silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 100/0–50/50) to give 61 

(131 mg, 33%) as a colorless powder. 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 9.08 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 6.96 (s, 1H), 5.44–5.37 (m, 1H), 4.37 (q, 

J = 7.2 Hz, 2H), 4.22 (s, 3H), 3.57 (s, 2H), 2.05–1.95 (m, 4H), 1.69–1.52 (m, 4H), 1.40 ppm (t, J = 

7.2 Hz, 3H) 

MS(ESI) m/z 399 [M+H]+ 

 

ethyl 1-[5-(cyclohexylmethyl)-4-methoxy-thieno[2,3-d]pyrimidin-2-yl]pyrazole-4-carboxylate 

(62) 

To a solution of 61 (130 mg, 0.326 mmol) in EtOH (20 ml) was added 10% Pd/C (200 mg) at room 

temperature. After being stirred for 3 days at room temperature, the insoluble material was removed 

by filtration and the filtrate was evaporated. The residue was purified by HPLC to give 62 (88 mg, 

67%). 
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1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 9.08 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 6.92 (s, 1H), 4.37 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 

4.25 (s, 3H), 2.80 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 1.78–1.53 (m, 6H), 1.40 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.28–1.14 (m, 

3H), 1.08–0.91 ppm (m, 2H)  

MS(ESI) m/z 401 [M+H]+ 

 

1-[5-(cyclohexylmethyl)-4-oxo-3H-thieno[2,3-d]pyrimidin-2-yl]pyrazole-4-carboxylic acid (63) 

To a solution of 27 (81 mg, 0.202 mmol) in CH3CN (10 ml) were added NaI (180 mg, 1.20 mmol) 

and TMSCl (0.13 ml, 1.00 mmol) at room temperature. After being stirred for 30 min at 80 °C, the 

mixture was cooled to ambient temperature. To the mixture was added water, and the precipitate was 

collected by filtration and washed with water and EtOH. To the suspension of obtained solid in THF 

(2 ml) and EtOH (2 ml) was added 1 M NaOH aq. (1.00 ml, 2.00 mmol) at room temperature. After 

being stirred at 50 °C for 2 h, to the mixture was added 1 M HCl (1.00 ml) at room temperature. The 

suspension was concentrated in vacuo and the precipitate was collected by filtration, washed with 

water and dried under reduced pressure to afford 63 (38 mg, 52%) as a colorless powder. 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 12.93 (brs, 2H), 8.90 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 7.12 (s, 1H), 2.79 (d, 

J = 6.7 Hz, 2H), 1.72–1.53 (m, 6H), 1.25–1.05 (m, 3H), 1.05–0.86 ppm (m, 2H) 

MS(ESI) m/z 359 [M+H]+ 

 

ethyl 1-(5-benzyl-4-methoxy-thieno[2,3-d]pyrimidin-2-yl)pyrazole-4-carboxylate (64a) 

A mixture of 60 (200 mg, 0.503 mmol), phenylboronic acid (71 mg, 0.992 mmol), bis(di-tert-

butyl(4-dimethylaminophenyl)phosphine)dichloropalladium(II) (18 mg, 0.0254 mmol) and K3PO4 

(320 mg, 1.51 mmol) in dioxane (6 ml) was stirred at 100 °C for 6 h under nitrogen atmosphere. 

After being cooled to ambient temperature, the reaction mixture was filtered through a pad of silica 

gel eluting with EtOAc and the eluent was concentrated in vacuo. The residue was purified by silica 

gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 90/10–50/50) and triturated with CH2Cl2– iPr2O to 

give 64a (97 mg, 49%) as a colorless powder. 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz):δ = 9.07 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 7.38–7.29 (m, 2H), 7.29–7.20 (m, 3H), 

6.83–6.79 (m, 1H), 4.36 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 4.30 (s, 2H), 4.19 (s, 3H), 1.40 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H) 

MS(ESI) m/z 395 [M+H]+ 

 

1-(5-benzyl-4-oxo-3H-thieno[2,3-d]pyrimidin-2-yl)pyrazole-4-carboxylic acid (65a) 
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To a solution of 64a (93 mg, 0.236 mmol) in CH3CN (2 ml) were added NaI (212 mg, 1.41 mmol) 

and TMSCl (0.15 ml, 1.18 mmol) at room temperature. After being stirred for 20 min at 80 °C, the 

mixture was cooled to ambient temperature. To the mixture was added water and the precipitate was 

collected by filtration and washed with water. To the suspension of obtained solid in THF (1 ml) and 

EtOH (1 ml) was added 1 M NaOH aq. (2.00 ml, 4.00 mmol) at room temperature. After being 

stirred at 40 °C for 1 h, to the mixture was added 1 M HCl (2.00 ml) at 0 °C. The suspension was 

concentrated in vacuo, and the precipitate was collected by filtration, washed with water and dried 

under reduced pressure to afford 65a (51 mg, 61%) as a colorless powder. 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 12.96 (brs, 2H), 8.91 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 7.35–7.25 (m, 4H), 

7.23–7.15 (m,1H), 7.13 (s, 1H), 4.29 ppm (s, 2H) 

MS(ESI) m/z 353 [M+H]+ 

 

ethyl 1-[4-methoxy-5-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]methyl]thieno[2,3-d]pyrimidin-2-yl]pyrazole-

4-carboxylate (64b) 

A mixture of 60 (200 mg, 0.50 mmol), 4-trifluoromethyl phenylboronic acid (190mg, 1.00 mmol), 

bis(di-tert-butyl(4-dimethylaminophenyl)phosphine)dichloropalladium(II) (18 mg, 0.0254 mmol) 

and K3PO4 (320 mg, 1.51 mmol) in dioxane (6 ml) was stirred at 100 °C for 6 h under nitrogen 

atmosphere. After being cooled to ambient temperature, the reaction mixture was filtered through a 

pad of the mixture of silica gel and NH silica gel eluting with EtOAc. The eluent was concentrated 

in vacuo, and the residue was purified by silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 

90/10–20/80) and NH-silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 90/10–70/30) to give 

64b (61 mg, 26%) as a colorless powder. 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 8.93 (s, 1H), 8.13 (s, 1H), 7.56 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.42 (d, J = 7.7 

Hz, 2H), 6.72 (s, 1H), 4.43 (s, 2H), 4.36 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 1.38 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H) 

MS(ESI) m/z 463 [M+H]+ 

 

1-[4-oxo-5-[[4-(trifluoromethyl)phenyl]methyl]-3H-thieno[2,3-d]pyrimidin-2-yl]pyrazole-4-

carboxylic acid (65b) 

To a solution of 64b (53 mg, 0.115 mmol) in CH3CN (5 ml) were added NaI (103 mg, 0.687 mmol) 

and TMSCl (0.073 ml, 0.575 mmol) at room temperature. After being stirred for 20 min at 80 °C, the 

mixture was cooled to ambient temperature. To the mixture was added water and the precipitate was 
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collected by filtration and washed with water and EtOH. To the suspension of obtained solid in THF 

(1 ml) and EtOH (1 ml) was added 1 M NaOH aq. (2.00 ml, 2.00 mmol) at room temperature. After 

being stirred at 60 °C for 1 h, to the mixture was added 1 M HCl (2.00 ml) at room temperature. The 

suspension was concentrated in vacuo, and the precipitate was collected by filtration, washed with 

water and dried under reduced pressure to afford 65b (32 mg, 78%) as a colorless powder. 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 8.89 (s, 1H), 8.18 (s, 1H), 7.64 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.52 (d, J = 

7.7 Hz, 2H), 7.15 (s, 1H), 4.39 ppm (s, 2H) 

MS(ESI) m/z 421 [M+H]+ 

 

ethyl 1-[4-methoxy-5-[[2-(trifluoromethyl)phenyl]methyl]thieno[2,3-d]pyrimidin-2-yl]pyrazole-

4-carboxylate (64c) 

A mixture of 60 (200 mg, 0.50 mmol), 2-trifluoromethyl phenylboronic acid (190mg, 1.00 mmol), 

bis(di-tert-butyl(4-dimethylaminophenyl)phosphine)dichloropalladium(II) (18 mg, 0.0254 mmol) 

and K3PO4 (320 mg, 1.51 mmol) in dioxane (6 ml) was stirred at 100 °C for 6 h under nitrogen 

atmosphere. After being cooled to ambient temperature, the reaction mixture was filtered through a 

pad of the mixture of silica gel and NH silica gel eluting with EtOAc. The eluent was concentrated 

in vacuo, and the residue was purified by silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 

90/10–20/80) and NH-silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 90/10–70/30) to give 

64c (72 mg, 31%) as a colorless powder. 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 9.07 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 7.72 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.44 (t, J = 7.7 

Hz, 1H), 7.36 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.10 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 6.75 (s, 1H), 4.51 (s, 2H), 4.37 (q, J = 7.2 

Hz, 2H), 1.40 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H) 

MS(ESI) m/z 463 [M+H]+ 

 

1-[4-oxo-5-[[2-(trifluoromethyl)phenyl]methyl]-3H-thieno[2,3-d]pyrimidin-2-yl]pyrazole-4-

carboxylic acid (65c) 

To a solution of 64c (61 mg, 0.132 mmol) in CH3CN (5 ml) were added NaI (119 mg, 0.792 mmol) 

and TMSCl (0.084 ml, 0.662 mmol) at room temperature. After being stirred for 20 min at 80 °C, the 

mixture was cooled to ambient temperature. To the mixture was added water and the precipitate was 

collected by filtration and washed with water and EtOH. To the suspension of obtained solid in THF 

(1 ml) and EtOH (1 ml) was added 1 M NaOH aq. (2.00 ml, 2.00 mmol) at room temperature. After 
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being stirred at 60 °C for 1 h, to the mixture was added 1 M HCl (2.00 ml) at room temperature. The 

suspension was concentrated in vacuo, and the precipitate was collected by filtration, washed with 

water and dried under reduced pressure to afford 65c (37 mg, 72%) as a colorless powder. 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 8.93 (s, 1H), 8.24 (s, 1H), 7.76 (d, J=7.7 Hz, 1H), 7.60 (t, J = 

7.7 Hz, 1H), 7.47 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.29 (d, J=7.7 Hz, 1H), 6.83 (s, 1H), 4.50 ppm (s, 2H) 

MS(ESI) m/z 421 [M+H]+ 

 

ethyl 1-[4-methoxy-5-[(4-phenylphenyl)methyl]thieno[2,3-d]pyrimidin-2-yl]pyrazole-4-

carboxylate (64d) 

A mixture of 60 (200 mg, 0.503 mmol), 4-phenylphenylboronic acid (200mg, 1.01 mmol), bis(di-

tert-butyl(4-dimethylaminophenyl)phosphine)dichloropalladium(II) (18 mg, 0.0254 mmol) and 

K3PO4 (320 mg, 1.51 mmol) in dioxane (6 ml) was stirred at 100 °C under nitrogen atmosphere 

overnight. After being cooled to ambient temperature, the reaction mixture was filtered through a 

pad of the mixture of silica gel and NH silica gel eluting with EtOAc. The eluent was concentrated 

in vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 90/10–

60/40) and triturated with CH2Cl2– iPr2O to give 64d (169 mg, 71%) as a colorless powder. 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 9.09 (s, 1H), 8.21 (s, 1H), 7.71–7.56 (m, 4H), 7.56–7.28 (m, 

6H), 4.36–4.24 (m, 4H), 4.19 (s, 3H), 1.32 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H) 

MS(ESI) m/z 471 [M+H]+ 

 

1-[4-oxo-5-[(4-phenylphenyl)methyl]-3H-thieno[2,3-d]pyrimidin-2-yl]pyrazole-4-carboxylic 

acid (65d) 

To a solution of 64d (143 mg, 0.304 mmol) in CH3CN (6 ml) were added NaI (273 mg, 1.82 mmol) 

and TMSCl (0.19 ml, 1.52 mmol) at room temperature. After being stirred for 10 min at 80 °C, the 

mixture was cooled to ambient temperature. To the mixture was added water and the precipitate was 

collected by filtration and washed with water. To the suspension of obtained solid in THF (2 ml) and 

EtOH (2 ml) was added 1 M NaOH aq. (2.00 ml, 4.00 mmol) at room temperature. After being 

stirred at room temperature for 30 min, to the mixture was added 1 M HCl (2.00 ml) at 0 °C. The 

suspension was concentrated in vacuo, and the precipitate was collected by filtration, washed with 

water and dried under reduced pressure to afford 65d (119 mg, 91%) as a colorless powder. 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 12.96 (s, 2H), 8.91 (s, 1H), 8.24 (s, 1H), 7.68–7.52 (m, 4H), 
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7.49–7.28 (m, 5H), 7.20 (s, 1H), 4.33 ppm (s, 2H) 

MS(ESI) m/z 429 [M+H]+ 

 

2-chloro-4-methoxy-5H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidine (67) 

To a solution of 66 (188 mg, 1.00 mmol) in THF (2 ml) and MeOH (2 ml) was added 28% NaOMe 

in MeOH (197 mg, 1.02 mmol) at 0 °C. After being stirred at room temperature overnight, the 

reaction mixture was evaporated. The precipitate was collected by filtration and washed with water 

to obtain 67 (128 mg, 70%). 

1H NMR (DMSO-d6 + CDCl3, 400 MHz): δ = 11.20 (brs, 1H), 7.46–7.41 (m, 1H), 6.55–6.50 (m, 

1H), 4.16 ppm (s, 3H) 

MS(APCI) m/z 184/186 [M+H]+ 

 

2-chloro-4-methoxy-5-[(4-phenylphenyl)methyl]pyrrolo[3,2-d]pyrimidine (68) 

A mixture of 67 (69 mg, 0.376 mmol), 4-phenyl benzyl bromide (121 mg, 0.489 mmol) and 

potassium carbonate (104 mg, 0.752 mmol) in CH3CN (4 ml) was stirred at room temperature for 5 

h. To the mixture was added water and the mixture was extracted with CHCl3. The organic phase 

was concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel column 

chromatography (Hexane/EtOAc = 80/20–65/35) and the resulting solid was triturated with CH2Cl2– 

iPr2O to give 68 (110 mg, 84%) as a colorless powder. 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 7.97 (d, J = 3.1, 1H), 7.67–7.55 (m, 4H), 7.50–7.40 (m, 2H), 

7.39–7.32 (m, 1H), 7.31–7.25 (m, 2H), 6.59 (d, J = 3.1, 1H), 5.58 (s, 2H), 4.06 ppm (s, 3H) 

MS(APCI) m/z 350/352 [M+H]+ 

 

ethyl 1-[4-methoxy-5-[(4-phenylphenyl)methyl]pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-2-yl]pyrazole-4-

carboxylate (69) 

A mixture of 68 (86 mg, 0.246 mmol), ethyl 4-pyrazolecarboxylate (86 mg, 0.615 mmol), Pd2(dba)3 

(11 mg, 0.0123 mmol), Me4
tBuXPhos (18 mg, 0.0369 mmol) and K3PO4 (78 mg, 0.369 mmol) in 

tBuOH (2.5 ml) was stirred at 130 °C under microwave irradiation for 2 h. After being cooled to 

ambient temperature, to the mixture was added water and the mixture was extracted with CHCl3. 

The organic phase was concentrated under reduced pressure and the residue was purified by NH 

silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 80/20–45/55–40/60) and the resulting solid was 



67 

 

triturated with CH2Cl2–
iPr2O to give 69 (77 mg, 69%). 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 9.02 (s, 1H), 8.14 (s, 1H), 8.00 (d, J = 3.1, 1H), 7.66–7.58 (m, 

4H), 7.48–7.40 (m, 2H), 7.38–7.28 (m, 3H), 6.68 (d, J = 3.1, 1H), 5.62 (s, 2H), 4.28 (q, J = 7.2 Hz, 

2H), 4.18 (s, 3H), 1.31 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H) 

MS(APCI) m/z 454 [M+H]+ 

 

1-[4-oxo-5-[(4-phenylphenyl)methyl]-3H-pyrrolo[3,2-d]pyrimidin-2-yl]pyrazole-4-carboxylic 

acid (70) 

To the suspension of 69 in THF (1.5 ml) and EtOH (1.5 ml) were added 2 M NaOH aq. (3.00 ml, 

6.00 mmol) and 6 M NaOH aq. at room temperature. After being stirred at 80 °C overnight, to the 

mixture was added 6 M NaOH aq. (1.50 ml, 9.00 mmol), THF (1ml) and EtOH (1 ml) at room 

temperature. After being stirred at 80 °C for 4.5 h, the suspension was concentrated in vacuo. To the 

residue were added 6 M NaOH aq. (1.00 ml, 6.00 mmol), THF (3ml) and MeOH (3 ml) and the 

mixture was stirred at 75 ºC overnight. After the mixture was concentrated in vacuo, the residue was 

suspended to water and the suspension was neutralized with 1 M HCl. The precipitate was collected 

by filtration, purified by silica gel column chromatography (CHCl3/MeOH = 97/13–80/20) and 

purified by HPLC. The residue was suspended to CHCl3/MeOH and the filtrate was concentrated in 

vacuo. The precipitate was suspended to 2 M HCl and collected by filtration, washed with water and 

dried under reduced pressure to afford 70 (27 mg, 40%). 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 12.67 (brs, 1H), 8.84 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 7.69 (d, J = 2.1, 1H), 

7.66–7.57 (m, 4H), 7.50–7.40 (m, 2H), 7.40–7.30 (m, 3H), 7.47 (d, J = 2.1, 1H), 5.67 ppm (s, 2H) 

MS(APCI) m/z 412[M+H]+ 

 

ethyl 1-(7-methoxy-1H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl)pyrazole-4-carboxylate (71) 

52a (44.6 g, 109 mmol) was dissolved in trifluoroacetic acid (165 ml) and the solution was stirred at 

60 °C overnight. After the reaction mixture was cooled to ambient temperature, the solvent was 

evaporated under reduced pressure. To the suspension of the residue in EtOH (200ml) was added 

triethylamine (100 ml) and the mixture was stirred for 3 h at room temperature. The precipitate was 

collected by filtration and washed with 200 ml of EtOH twice. To the suspension of solid obtained 

above in CHCl3 (300 ml) and the mixture was stirred at room temperature overnight. The precipitate 

was collected by filtration and washed with 100 ml of CHCl3 twice and dried under pressure to 
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afford 71 (25.2 g, 80%) as a colorless powder. 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 14.39 (brs, 1H), 9.08 (s, 1H), 8.40 (s, 1H), 8.18 (s, 1H), 4.29 (q, 

J = 7.2 Hz, 2H), 4.28 (s, 3H), 1.32 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H) 

MS(APCI) m/z 289 [M+H]+ 

 

1-[7-oxo-1-[(4-phenylphenyl)methyl]-6H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl]pyrazole-4-carboxylic 

acid (72) 

A mixture of 71 (346 mg, 1.20 mmol), 4-phenyl benzyl bromide (386 mg, 1.56 mmol) and 

potassium carbonate (332 mg, 2.40 mmol) in CH3CN (12 ml) was stirred at 80 °C for 3 h. After it 

was cooled to ambient temperature, to the mixture was added water and the mixture was extracted 

with CHCl3. The organic phase was concentrated under reduced pressure. The residue was purified 

by silica gel column chromatography (SiO2, Hexane/EtOAc = 65/35–45/55–40/60) and the resulting 

solid was collected by filtration and washed with iPr2O. To the solution of the obtained solid in THF 

(5 ml) and EtOH (5 ml) was added 2 M NaOH aq. (5.00 ml, 10.0 mmol) at room temperature. After 

being stirred at 60 °C for 1.5 h, the mixture was cooled to ambient temperature. To the mixture was 

added 2 M HCl (5.20 ml), and the precipitate was collected by filtration, washed with water and 

dried under reduced pressure to afford 72 (205 mg, 43%) as a colorless powder. 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 12.96 (brs, 2H), 8.87 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 8.10 (s, 1H), 7.66–

7.60 (m, 4H), 7.48–7.42 (m, 2H), 7.39–7.32 (m, 3H), 5.81 ppm (s, 2H) 

13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz): δ = 162.8, 153.2, 143.0, 142.4, 139.7, 139.6, 138.4, 136.1, 133.1, 

131.6, 128.8, 128.1, 127.4, 126.9, 126.6, 123.8, 118.3, 53.7 ppm 

HRMS (ESI) m/z calcd for C22H17O3N6 [M+H]+: 413.1357, found: 413.1346 

HPLC: 99.86% (tR = 2.796 min, column: Sumipax ODS D-210SLP (3um, 4.6x50mm, Serial No. 

D210SLP231), eluent: 0.05% TFA in MeCN/0.05 % TFA in H2O=50/50) 

mp: 321.5–322 ºC 

 

1-[7-oxo-2-[(4-phenylphenyl)methyl]-6H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl]pyrazole-4-carboxylic 

acid (73) 

A mixture of 71 (144 mg, 0.50 mmol), 4-phenyl benzyl bromide (161 mg, 0.65 mmol) and 

potassium carbonate (173 mg, 1.25 mmol) in CH3CN (4 ml) was stirred at 80 °C for 2.5 h. After it 

was cooled to ambient temperature, to the mixture was added water and the mixture was extracted 
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with CHCl3. The organic phase was concentrated under reduced pressure and the residue was 

purified by silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 80/20–60/40–40/60–20/80–0/100). 

To the residue was added CH2Cl2 and iPr2O, and the precipitate was collected by filtration and 

washed with iPr2O. To the solution of obtained solid in THF (2 ml) and EtOH (2 ml) was added 2 M 

NaOH aq. (2.00 ml, 4.00 mmol) at room temperature. After being stirred at 60 °C for 2 h, the 

mixture was cooled to ambient temperature and to the mixture was added 2 M HCl (2.20 ml). The 

precipitate was collected by filtration, washed with water and dried under reduced pressure to afford 

73 (65 mg, 32%) as a colorless powder. 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 12.95 (brs, 1H), 12.32 (brs, 1H), 8.85 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 8.20 

(s, 1H), 7.70–7.61 (m, 4H), 7.50–7.41 (m, 4H), 7.40–7.33 (m, 1H), 5.62 ppm (s 2H) 

MS(APCI) m/z 413 [M+H]+ 

 

The isomers 72 and 73 are distinguished by the NOESY. In the case of 73, the NOESY was observed 

between the benzyl proton (5.62 ppm) and the scaffold pyrazole proton (8.58 ppm). But it was not 

observed in 72 (5.81, 8.23 ppm). 

 

ethyl 1-[1-[(4-bromophenyl)methyl]-7-methoxy-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl]pyrazole-4-

carboxylate (83a) 

 To a mixture of 71 (308 mg, 1.07 mmol), 4-bromophenylmethanol (300 mg, 1.60 mmol) and 

triphenylphosphine (560 mg, 2.14 mmol) in THF (8 ml) was added 1.9 M diisopropyl 

azodicarboxylate in toluene (1.12 ml, 2.14 mmol) at room temperature. After being stirred at room 

temperature for 2 h, the reaction mixture was concentrated in vacuo. The residue was purified by 

silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 90/10–75/25–70/30–65/35) to give 83a (330 

mg, 67%). 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz):δ = 9.02 (s, 1H), 8.20–8.15 (m, 2H), 7.50–7.40 (m, 2H), 7.18–7.11 (m, 

2H), 5.69 (s, 2H), 4.36 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 4.31 (s, 1H), 1.40 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H) 

MS(ESI) m/z 457/459 [M+H]+ 

 

ethyl 1-[1-[[4-(2-fluorophenyl)phenyl]methyl]-7-methoxy-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-

yl]pyrazole-4-carboxylate (84a) 

A mixture of 83a (335 mg, 0.733 mmol), (2-fluorophenyl)boronic acid (205 mg, 1.47 mmol), bis(di-
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tert-butyl(4-dimethylaminophenyl)phosphine)dichlorolalladium(II) (52mg, 0.0733 mmol) and 

K3PO4 (467 mg, 2.20 mmol) in dioxane (7 ml) was stirred at 100 °C under nitrogen atmosphere. 

After being stirred overnight, to the reaction mixture was added water and the resulting mixture was 

extracted with CHCl3. The organic phase was concentrated under reduced pressure and the residue 

was purified by silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 80/20–50/50), which was 

recrystallized from CH2Cl2 and iPr2O to give 84a (291 mg, 84%). 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 9.08 (s, 1H), 8.40 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 7.55–7.45 (m, 3H), 

7.45–7.34 (m, 3H), 7.34–7.24 (m, 2H), 5.82 (s 2H), 4.31 (s, 3H), 4.29 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 1.32 ppm 

(t, J = 7.2 Hz, 3H) 

MS(APCI) m/z 473 [M+H]+ 

 

1-[1-[[4-(2-fluorophenyl)phenyl]methyl]-7-oxo-6H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl]pyrazole-4-

carboxylic acid (74) 

To the solution of 84a (256mg, 0.542 mmol) in THF (2 ml) and EtOH (2 ml) was added 1 M NaOH 

aq. (1.60 ml, 1.60 mmol) at room temperature. After being stirred at 60 °C for 6.5 h, the mixture was 

cooled to ambient temperature and concentrated in vacuo. The residue was dissolved in water and to 

the solution was neutralized with 1 M HCl (1.65 ml). The precipitate was collected by filtration, 

washed with water and dried under reduced pressure to afford 74 (242 mg, quant.) as a colorless 

powder. 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 12.92 (brs, 2H), 8.86 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 8.09 (s, 1H), 7.55–

7.45 (m, 3H), 7.45–7.34 (m, 3H), 7.34–7.24 (m, 2H), 5.83 ppm (s 2H)  

MS(APCI) m/z 431 [M+H]+ 

 

ethyl 1-[1-[(4-bromo-3-fluoro-phenyl)methyl]-7-methoxy-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-

yl]pyrazole-4-carboxylate (83b)  

To a mixture of 71 (400 mg, 1.39 mmol), (4-bromo-3-fluoro-phenyl)methanol (427 mg, 2.08 mmol) 

and triphenylphosphine (728 mg, 2.78 mmol) in THF (8 ml) was added 1.9 M diisopropyl 

azodicarboxylate in toluene (913 μl, 2.78 mmol) at room temperature. After being stirred at room 

temperature for 4 h, the reaction mixture was concentrated in vacuo. The residue was purified by 

silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 80/20–50/50), which was recrystallized from 

CH2Cl2 and iPr2O to give 83b (364 mg, 55%). 
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1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 9.08 (s, 1H), 8.40 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 7.67 (dd, J=9.8, 8.2 Hz, 

1H), 7.28 (dd, J = 9.8, 2.1 Hz, 1H), 7.03 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, 1H), 5.77 (s, 2H), 4.30 (q, J = 7.2 Hz, 

2H), 4.27 (s, 3H), 1.32 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H) 

MS(APCI) m/z 475/477 [M+H]+ 

 

ethyl 1-[1-[[3-fluoro-4-(2-fluorophenyl)phenyl]methyl]-7-methoxy-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-

yl]pyrazole-4-carboxylate (84b) 

A mixture of 83b (120 mg, 0.252 mmol), (2-fluorophenyl)boronic acid (71 mg, 0.507 mmol), bis(di-

tert-butyl(4-dimethylaminophenyl)phosphine)dichlorolalladium(II) (9 mg, 0.0127 mmol) and K3PO4 

(161 mg, 0.758 mmol) in dioxane (3 ml) was stirred at 100 °C under nitrogen atmosphere. After 

being stirred overnight, the reaction mixture was cooled to ambient temperature. The reaction 

mixture was filtered through a pad of silica gel eluting with EtOAc and the eluent was concentrated 

in vacuo. The residue was purified by silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 85/15–

50/50) and triturated with iPr2O to give 84b (106 mg, 86%). 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz):δ = 9.08 (s, 1H), 8.42 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 7.73–7.38 (m, 3H), 

7.37–7.14 (m, 4H), 5.85 (s, 2H), 4.30 (s, 3H), 4.30 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 1.32 ppm (t, J = 7.2 Hz, 3H) 

MS(APCI) m/z 491 [M+H]+ 

 

1-[1-[[3-fluoro-4-(2-fluorophenyl)phenyl]methyl]-7-oxo-6H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-

yl]pyrazole-4-carboxylic acid (75) 

To a solution of 84b (100mg, 0.204 mmol) in THF (2 ml) and EtOH (2 ml) was added 2 M NaOH 

aq. (2.00 ml, 4.00 mmol) at room temperature. After being stirred at 60 °C for 2 h, the reaction 

mixture was cooled to ambient temperature. To the mixture was 2 M HCl (2.05 ml) at 0 °C and the 

mixture was concentrated in vacuo. The residue was added water and the precipitate was collected 

by filtration. The obtained powder was washed with water and Et2O, and dried under reduced 

pressure to afford 75 (86 mg, 94%). 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 8.87 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.52–7.39 (m, 3H), 

7.36–7.27 (m, 2H), 7.26–7.16 (m, 2H), 5.85 ppm (s, 2H) 

13C NMR (DMSO-d6, 150 MHz): δ =162.8, 159.0 (d, J = 246.4 Hz), 158.8 (d, J = 246.2 Hz), 153.3, 

143.0, 142.5, 139.7 (d, J = 7.6 Hz), 138.4, 133.4, 131.8 (d, J = 3.0 Hz), 131.6, 131.5 (d, J = 2.2 Hz), 

130.4 (d, J = 8.3 Hz), 124.6 (d, J = 3.3 Hz), 124.0, 123.7 (d, J = 3.0 Hz), 122.2 (d, J = 15.5 Hz), 
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122.1 (d, J = 16.1 Hz), 115.6 (d, J = 23.0 Hz), 118.3, 114.7 (d, J = 23.1 Hz), 53.2 ppm 

HRMS (ESI) m/z calcd for C22H15O3N6F2 [M+H]+: 449.1168, found: 449.1158 

HPLC: 99.26% (tR = 26.415 min, column: GL Sciences Inertsil ODS-3 (3 m, 4.6×150 mm), eluent: 

0.05%TFA in H2O/0.05%TFA in CH3CN (95:5-0:100/40min)) 

 

1-[1-[(3,4-dichlorophenyl)methyl]-7-oxo-6H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl]pyrazole-4-

carboxylic acid (76) 

To a mixture of 71 (317 mg, 1.10 mmol), 3, 4-dichlorophenylmethanol (331 mg, 1.87 mmol) and 

triphenylphosphine (722 mg, 2.75 mmol) in THF (11 ml) was added 2.2 M diethyl azodicarboxylate 

in toluene (1.20 ml, 2.64 mmol) at 0 °C. After being stirred at room temperature overnight, the 

reaction mixture was concentrated in vacuo. The residue was purified by silica gel column 

chromatography (Hexane/EtOAc = 60/40–35/65). The residue was added iPr2O and the precipitate 

was collected by filtration. To the solution of obtained solid in THF (5 ml) and EtOH (5 ml) was 

added 2 M NaOH aq. (5.00 ml, 10.0 mmol) at room temperature. After being stirred at 60 °C for 1.5 

h, the mixture was cooled to ambient temperature and concentrated in vacuo. The residue was 

dissolved in water and to the solution was neutralized with 1 M HCl (5.20 ml). The precipitate was 

collected by filtration, washed with water and dried under reduced pressure to afford 76 (208 mg, 

47%) as a colorless powder. 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 12.98 (brs, 2H), 8.86 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 8.11(s, 1H), 7.61 (d, 

J = 8.2 Hz, 1H), 7.56 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.23 (dd, J = 8.2, 1.8 Hz, 1H), 5.78 ppm (s, 2H) 

MS(APCI) m/z 405/407 [M+H]+ 

 

1-[1-[(1S)-1-(3,4-dichlorophenyl)ethyl]-7-oxo-6H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl]pyrazole-4-

carboxylic acid (80) 

To a mixture of 71 (555 mg, 1.93 mmol), (1R)-1-(3, 4-dichlorophenyl)ethanol (552 mg, 2.89 mmol) 

and triphenylphosphine (1.01 g, 3.85 mmol) in THF (10 ml) was added 1.9 M diisopropyl 

azodicarboxylate in toluene (2.02 ml, 3.85 mmol) at room temperature. After being stirred at room 

temperature for 1 h, the reaction mixture was concentrated in vacuo and the residue was purified by 

silica gel column chromatography (SiO2, Hexane/EtOAc = 90/10–55/45) and NH-silica gel column 

chromatography (90/10–70/30). To the solution of the resulting residue in THF (4 ml) and EtOH (4 

ml) was added 1 M NaOH aq. (7.33 ml, 7.33 mmol) at room temperature. After being stirred at 
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60 °C for 1 h, the mixture was cooled to ambient temperature and concentrated in vacuo. The residue 

was dissolved in water and to the solution was neutralized with 1 M HCl. The precipitate was 

collected by filtration, recrystallized from hot THF (3 ml) and EtOH (3 ml), and washed with 

THF/EtOH (1/1) to give 80 containing EtOH, which was suspended in water (4ml) and THF (0.8 ml) 

for 1 h to remove EtOH and filtered. The obtained cake was dried under air blow at 50 °C to afford 

80 (218 mg, 27%) as a colorless powder. 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 12.90 (brs, 2H), 8.84 (s, 1H), 8.21 (s, 1H), 8.10 (s, 1H), 7.57 (d, 

J = 8.5 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 7.23 (dd, J = 8.5, 1.3 Hz, 1H) 6.46 (q, J = 6.9 Hz, 1H), 

1.90 ppm (d, J=6.9 Hz, 3H) 

13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz): δ = 162.8, 153.3, 143.0, 142.7, 142.5, 138.4, 133.0, 131.6, 131.0, 

130.7, 130.3, 128.5, 126.7, 123.7, 118.2, 57.7, 20.3 ppm 

HRMS (ESI) m/z calcd for C17H13O3N6Cl2 [M+H]+: 419.0421, found: 419.0410 

HPLC: 99.53% (tR = 27.370 min, column: column: GL Sciences Inertsil ODS-3 (3 m, 4.6×150 

mm), eluent: 0.05%TFA in H2O/0.05%TFA in CH3CN (95:5–0:100/40 min)) 

Enantiomer excess: 99.60%ee (tR = 16.923 min, column: Daisel CHIRALPAK IC-3 (4.6×150 mm), 

eluent: Hexane/iPrOH/AcOH=85/15/0.5) 

 

1-[1-[(1R)-1-(3,4-dichlorophenyl)ethyl]-7-oxo-6H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl]pyrazole-4-

carboxylic acid (81) 

To a mixture of 71 (200 mg, 0.694 mmol), (1S)-1-(3, 4-dichlorophenyl)ethanol (199 mg, 1.04 mmol) 

and triphenylphosphine (364 mg, 1.39 mmol) in THF (4 ml) was added 1.9 M diisopropyl 

azodicarboxylate in toluene (730 μl, 1.39 mmol) at room temperature. After being stirred at room 

temperature for 1.5 h, the reaction mixture was concentrated in vacuo. The residue was purified by 

silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 90/10–65/35) and NH-silica gel column 

chromatography (Hexane/EtOAc = 95/5–65/35). The residue was added iPr2O and the precipitate 

was collected by filtration. To the solution of the obtained solid in THF (3 ml) and EtOH (3 ml) was 

added 1 M NaOH aq. (3.01 ml, 3.01 mmol) at room temperature. After being stirred at 60 °C for 1 h, 

the mixture was cooled to ambient temperature and concentrated in vacuo. The residue was 

dissolved in water and to the solution was neutralized with 1 M HCl. The precipitate was collected 

by filtration, washed with water and dried under reduced pressure to afford 80 (125 mg, 45%) as a 

colorless powder. 
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1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 12.90 (brs, 2H), 8.85 (s, 1H), 8.21 (s, 1H), 8.12 (s, 1H), 7.59 (d, 

J = 8.5 Hz, 1H), 7.55 (d, J=1.5 Hz, 1H), 7.24 (dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 1H), 6.48 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 1.91 

ppm (d, J = 7.2 Hz, 1H) 

MS(APCI) m/z 419/421 [M+H]+ 

Enantiomer excess: 99.82%ee (tR = 13.163 min, column: Daisel CHIRALPAK IC-3 (4.6×150 mm), 

eluent: Hexane/iPrOH/AcOH=85/15/0.5) 

 

1-[1-[(1S)-1-(2,5-dichlorophenyl)ethyl]-7-oxo-6H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl]pyrazole-4-

carboxylic acid (16) 

To a mixture of 71 (250 mg, 0.867 mmol), (1R)-1-(2, 5-dichlorophenyl)ethanol (206 mg, 1.30 mmol) 

and triphenylphosphine (455 mg, 1.73 mmol) in THF (5 ml) was added 1.9 M diisopropyl 

azodicarboxylate in toluene (913 μl, 1.73 mmol) at room temperature. After being stirred at room 

temperature for 2 h, the reaction mixture was concentrated in vacuo. The residue was purified by 

silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 80/20) and NH-silica gel column 

chromatography (Hexane/EtOAc = 80/20). To the solution of the resulting residue in THF (4 ml) and 

EtOH (4 ml) was added 1 M NaOH aq. (4.73 ml, 4.73 mmol) at room temperature. After being 

stirred at 60 °C for 3 h, the mixture was cooled to ambient temperature and concentrated in vacuo. 

The residue was dissolved in water and to the solution was added 1 M HCl (4.80 ml). The precipitate 

was collected by filtration, recrystallized from THF (2 ml) and EtOH (5 ml), washed with water and 

dried under reduced pressure to afford 16 (133 mg, 37%) as a colorless powder. 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 12.92 (brs, 2H), 8.86 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 8.15 (s, 1H), 7.53(d, 

J = 8.5 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 8.5, 2.6 Hz, 1H) 7.16 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.76 (q, J = 6.9 Hz, 1H), 

1.87 ppm (d, J = 6.9 Hz, 3H) 

13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz): δ = 162.8, 152.9, 143.1, 142.5, 140.9, 138.5, 133.2, 132.0, 131.6, 

131.2, 130.4, 129.3, 127.2, 123.9, 118.3, 56.0, 19.8 ppm 

HRMS (ESI) m/z calcd for C17H13O3N6Cl2 [M+H]+: 419.0421, found: 419.0410 

HPLC: 99.86% (tR = 8.871 min, column: Waters ACQUITY BEH C18 (1.7 m, 2.1×100 mm), 

eluent: 0.05%TFA in H2O/0.05%TFA in CH3CN (98:2–0:100/15 min)) 

Enantiomer excess: 99.70%ee (tR = 9.923 min, column: Daisel CHIRALPAK IC-3 (4.6×150 mm), 

eluent: Hexane/EtOH/AcOH=70/30/0.5) 
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1-[1-[(1S)-1-(2-chloro-4-fluoro-phenyl)ethyl]-7-oxo-6H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl]pyrazole-

4-carboxylic acid (82) 

To a mixture of 71 (200 mg, 0.694 mmol), (1R)-1-(2-chloro-4-fluorophenyl)ethanol (182 mg, 1.04 

mmol) and triphenylphosphine (364 mg, 1.39 mmol) in THF (4 ml) was added 1.9 M diisopropyl 

azodicarboxylate in toluene (632 μl, 1.39 mmol) at room temperature. After being stirred at room 

temperature for 2 h, the reaction mixture was concentrated in vacuo. The residue was purified by 

silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 90/10–70/30–60/40). To the solution of the 

obtained solid in THF (3 ml) and EtOH (3 ml) was added 1 M NaOH aq. (2.85 ml, 2.85 mmol) at 

room temperature. After being stirred at 60 °C for 1 h, the mixture was cooled to ambient 

temperature and concentrated in vacuo. The residue was dissolved in water and to the solution was 

added 1 M HCl. The precipitate was collected by filtration, washed with water and dried under 

reduced pressure to afford 82 (94 mg, 34%) as a colorless powder. 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 12.89 (brs, 1H), 8.86 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 8.11 (s, 1H), 7.46(d, 

J = 8.5 Hz, 1H), 7.30–7.13 (m, 2H) 6.76 (q, J = 6.9 Hz, 1H), 1.85 ppm (d, J = 6.9 Hz, 3H) 

MS(APCI) m/z 403/405 [M+H]+ 

 

ethyl N-[N'-(1-phenylpyrazol-4-yl)-N-propyl-carbamimidoyl]carbamate (95) 

To a solution of 1-phenylpyrazole-4-amine (132mg, 0.829 mmol) in CHCl3 (3 ml) was added 

ethoxycarbonyl isothiocyanate (120 mg, 0.912 mmol) at room temperature. After being stirred at 

room temperature for 1 h, to the mixture were added WSCI (191 mg, 1.20 mmol), Et3N (0.346 ml, 

2.49 mmol) and n-propylamine (0.0818 ml, 0.995 mmol) at room temperature. After being stirred at 

room temperature for 4 h, to the reaction mixture was added water and the resulting mixture was 

extracted with CHCl3 twice. The combined organic phases were concentrated under reduced pressure 

and the residue was purified by silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 90/10–50/50) 

to give 95 as a pale yellow gum (207 mg, 79%). 

1H NMR (400 M Hz, CDCl3) δ = 10.35 (brs, 1H), 7.93(s, 1H), 7.71–7.63 (m, 2H), 7.66 (s, 1H), 

7.52–7.45 (m, 2H), 7.39–7.32 (m, 1H), 4.71 (brs, 1H), 4.17 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.35 (q, J = 7.1 Hz, 

2H), 1.53 (sextet, 2H, J = 7.3 Hz), 1.34 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 0.90 ppm (t, J = 7.5 Hz, 3H) 

13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ = 164.8, 159.7, 139.7, 138.2, 129.6, 127.21, 123.7, 120.2, 119.0, 

60.9, 42.9, 22.8, 14.7, 11.3 ppm 

HRMS (ESI) m/z calcd for C16H22N5O2 [M+H]+ : 316.1768, found: 316.1762 
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1-phenyl-5-(propylamino)-6H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-7-one (96) 

A mixture of 95 (50 mg, 0.16 mmol) and chlorotrimethylsilane (0.10 ml, 0.79 mmol) in DMF (2 ml) 

was stirred at 120 °C under microwave irradiation for 1 h. After it was cooled to room temperature, 

to the mixture was added saturated aqueous NaHCO3 and the resulting mixture was extracted with 

EtOAc three times. The combined organic phases were washed with brine and dried over Na2SO4. 

The filtrate was concentrated under reduced pressure and the residue was purified by silica gel 

column chromatography (EtOAc/MeOH = 100/0–92/8) to give 96 (33 mg, 77%) as a colorless solid. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 10.94 (brs, 1H), 7.92(s, 1H), 7.66–7.60 (m, 2H), 7.54–7.43 (m, 

2H), 7.40–7.33 (m, 1H), 6.16 (brs, 1H), 3.24 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 1.55 (sextet, J = 7.3 Hz, 2H), 0.90 

ppm (t, J = 7.5 Hz, 3H) 

13C NMR (100 M Hz, DMSO-d6) δ = 164.8, 159.7, 139.7, 138.2, 129.6, 127.21, 123.7, 120.2, 119.0, 

60.9, 42.9, 22.8, 14.7, 11.3 ppm 

HRMS (ESI) m/z calcd for C14H16N5O [M+H]+ : 270.1349, found: 270.1346. 

 

1-phenyl-5-(1-piperidyl)-6H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-7-one (106a) 

To a solution of 1-phenylpyrazole-4-amine (101mg, 0.634 mmol) in CHCl3 (2 ml) was added 

ethoxycarbonyl isothiocyanate (92 mg, 0.70 mmol) at room temperature. After being stirred at rt for 

1 h, to the mixture were added WSCI (146 mg, 0.761 mmol), Et3N (0.27 ml, 1.90 mmol) and 

piperidine (0.075 ml, 0.76 mmol) at room temperature. After being stirred at rt for 3 h, to the 

reaction mixture was added water and the resulting mixture was extracted with CHCl3 twice. The 

combined organic phases were concentrated under reduced pressure and the residue was purified by 

silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 90/10–25/75) to give 105a (147 mg, 68%). A 

mixture of 105a (50 mg, 0.15 mmol) and chlorotrimethylsilane (0.094 ml, 0.73 mmol) in DMF (2 

ml) was stirred at 120 °C under microwave irradiation for 1 h. After it was cooled to room 

temperature, to the mixture was added saturated aqueous NaHCO3 and the resulting mixture was 

extracted with EtOAc and EtOAc/THF (1/1) three times respectively. The combined organic phases 

were washed with brine and dried over Na2SO4. The filtrate was concentrated under reduced 

pressure and the residue was purified by NH silica gel column chromatography (EtOAc/MeOH = 

100/0–93/7–90/10–85/15) to give 106a (39 mg, 90%, 61% from 1-phenylpyrazole-4-amine) as a 

colorless solid. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 11.31 (s, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.77–7.66 (m, 2H), 7.55–7.44 (m, 
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2H), 7.41–7.34 (m, 1H), 3.64–3.45 (m, 4H), 1.67–1.47 ppm (m, 6H) 

13C NMR (100MHz, DMSO-d6) δ = 154.0, 151.8, 144.2, 139.4, 133.5, 128.4, 126.9, 123.5, 119.8, 

46.6, 24.9, 23.8 ppm 

HRMS (ESI) m/z calcd for C16H18N5O [M+H]+ : 296.1506, found: 296.1470 

 

5-(4-methylanilino)-1-phenyl-6H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-7-one (106b) 

6-methyl-2-[(1-phenylpyrazol-4-yl)amino]-3H-quinazolin-4-one (106c) 

To a solution of 1-phenylpyrazole-4-amine (100mg, 0.628 mmol) in CHCl3 (2 ml) was added 

ethoxycarbonyl isothiocyanate (91 mg, 0.69 mmol). After the reaction was stirred at room 

temperature for 1 h, the mixture was added ethoxycarbonyl isothiocyanate (41 mg, 0.31 mmol) again 

and stirred at room temperature for an additional 1 h. After the reaction was completed, to the 

mixture were added WSCI (145 mg, 0.754 mmol), Et3N (0.26 ml, 1.88 mmol) and p-toluidine (81 

mg, 0.75 mmol) at room temperature. After being stirred at room temperature overnight, to the 

reaction mixture was added water and the resulting mixture was extracted with CHCl3 twice. The 

combined organic phases were concentrated under reduced pressure and the residue was purified by 

NH silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 95/5–75/25–70/35). The resulting residue 

was crystallized with EtOAc to give crude 105b as a colorless solid (192 mg, 84%). A mixture of 

105b (51 mg, 0.14 mmol), chlorotrimethylsilane (0.090 ml, 0.70 mmol) in DMF (2 ml) was stirred at 

120 °C under microwave irradiation for 1 h. After it was cooled to room temperature, to the mixture 

was added saturated aqueous NaHCO3 and the resulting mixture was extracted with EtOAc/THF 

(1/1) three times. The combined organic phases were washed with brine and concentrated under 

reduced pressure. The residue was purified by NH silica gel column chromatography (EtOAc/MeOH 

= 100/0–80/20–70/30) to give the mixture of 106b and 106c (43 mg, 97%, 81% from 1-

phenylpyrazole-4-amine) as a colorless solid. 

MS(ESI) m/z 318 [M+H]+ 

106b 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 10.96 (s, 1H), 8.48 (s, 1H), 8.05 (s, 1H), 7.78–7.69 (m, 2H), 

7.60–7.46 (m, 4H), 7.44–7.36 (m, 1H), 7.21–7.11 (m, 2H), 2.28 ppm (s, 3H) 

13C NMR (100MHz, DMSO-d6) δ = 152.7, 147.9, 143.6, 139.3, 136.4, 133.8, 131.2, 129.1, 128.4, 

127.1, 123.7, 120.8, 119.1, 20.3 ppm 

HRMS (ESI) m/z calcd for C18H16N5O [M+H]+ : 318.1349, found: 318.1345 
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106c 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 9.98 (brs, 1H), 8.80 (s, 1H), 7.96 (s, 1H), 7.92–7.78 (m, 3H), 

7.59–7.39 (m, 4H), 7.35–7.25 (m, 1H), 2.38 ppm (s, 3H) 

13C NMR (150MHz, DMSO-d6): δ = 169.2, 148.7, 139.7, 134.9, 133.4, 131.0, 129.4, 125.5, 125.2, 

125.0, 124.7, 117.6, 117.6, 116.7, 88.4, 20.5 ppm 

HRMS (ESI) m/z calcd for C18H16N5O [M+H]+ : 318.1349, found: 318.1344 

 

1-phenyl-5-pyrazol-1-yl-6H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-7-one (106d) 

To a solution of 1-phenylpyrazole-4-amine (152mg, 0.955 mmol) in CHCl3 (3 ml) was added 

ethoxycarbonyl isothiocyanate (151 mg, 1.15 mmol) at room temperature. After being stirred at rt 

for 2 h, to the mixture were added WSCI (219 mg, 1.15 mmol), Et3N (0.40 ml, 2.86 mmol) and 

pyrazole (78 mg, 1.15 mmol) at room temperature. After being stirred at rt for 5 h, to the reaction 

mixture was added water and the resulting mixture was extracted with CHCl3 twice. The combined 

organic phases were concentrated under reduced pressure and the residue was purified by silica gel 

column chromatography (Hexane/EtOAc = 95/5–55/45) to give crude 105d (137 mg, 44%). A 

mixture of 105d (50 mg, 0.15 mmol) and chlorotrimethylsilane (0.099 ml, 0.77 mmol) in DMF (2 

ml) was stirred at 120 °C under microwave irradiation for 1 h. After it was cooled to room 

temperature, the mixture was purified by HPLC (Capcellpak C18 UG80 Φ20mm*250mm 5μm, 

0.05%TFA-H2O/0.05%TFA-CH3CN = 58/42–48/52) to give 106d (39 mg, 91%, 40% from 1-

phenylpyrazole-4-amine) as a colorless solid. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 12.62 (s, 1H), 8.63 (dd, J = 2.7, 0.64 Hz, 1H), 8.30 (s, 1H), 7.96 

(d, J = 1.0 Hz, 1H), 7.77–7.69 (m, 2H), 7.59–7.51 (m, 2H), 7.50–7.43 (m, 1H), 6.69 ppm (dd. J = 

2.7, 1.7 Hz, 1H) 

13C NMR (100MHz, DMSO-d6) δ =152.3, 143.3, 143.0, 140.8, 138.9, 134.7, 128.9, 128.5, 127.7, 

124.4, 123.4, 109.7 ppm 

HRMS (ESI) m/z calcd for C14H11N6O [M+H]+ : 279.0989, found: 279.0989 

 

5-imidazol-1-yl-1-phenyl-6H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-7-one (106e) 

To a solution of 1-phenylpyrazole-4-amine (201mg, 1.26 mmol) in CHCl3 (4 ml) was added 

ethoxycarbonyl isothiocyanate (199 mg, 1.52 mmol) at room temperature. After the reaction was 

stirred at room temperature for 1 h, the mixture was added ethoxycarbonyl isothiocyanate (83 mg, 
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0.63 mmol) again and stirred at room temperature for additional 1 h. After the reaction was 

completed, to the mixture were added WSCI (290 mg, 1.52 mmol), Et3N (0.70 ml, 5.05 mmol) and 

imidazole (103 mg, 1.52 mmol) at room temperature. After being stirred at rt for 2.5 h, to the 

reaction mixture was added water and the resulting mixture was extracted with CHCl3 twice. The 

combined organic phases were concentrated under reduced pressure and the residue was purified by 

silica gel column chromatography (EtOAc/MeOH = 100/10–90/10) to give crude 105e (265 mg, 

65%). A mixture of 105e (50 mg, 0.15 mmol) and chlorotrimethylsilane (0.099 ml, 0.77 mmol) in 

NMP (2 ml) was stirred at 120 °C under microwave irradiation for 1 h. After it was cooled to 

ambient temperature, to the mixture was added Et3N (0.11 ml, 0.77 mmol) and the resulting mixture 

was purified by silica gel column chromatography (EtOAc/MeOH = 100/0–50/50, and 

EtOAc/MeOH = 100/0–65/35) to give 106e (44 mg, 97%, 63% from 1-phenylpyrazole-4-amine) as a 

colorless solid. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 8.59 (s, 1H), 8.25 (s, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.80–7.71 (m, 2H), 

7.58–7.47 (m, 2H), 7.46–7.38 (m, 1H), 7.15 ppm (s. 1H) 

13C NMR (100MHz, DMSO-d6) δ = 155.8, 144.8, 142.2, 139.3, 135.7, 134.4, 128.9, 128.4, 127.2, 

124.2, 123.7, 117.3 ppm 

HRMS (ESI) m/z calcd for C14H11N6O [M+H]+ : 279.0989, found: 279.0985 

 

1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-5-(propylamino)-6H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-7-one (106f) 

To a solution of 1-[(4-methoxyphenyl)methyl]pyrazol-4-amine (200 mg, 0.984 mmol) in CHCl3 (4 

ml) was added ethoxycarbonyl isothiocyanate (155 mg, 1.18 mmol) at room temperature. After 

being stirred at room temperature for 1 h, to the mixture were added WSCI (226 mg, 1.18 mmol), 

Et3N (0.410 ml, 2.95 mmol) and n-propylamine (0.0971 ml, 1.18 mmol) at 50 ºC. After being stirred 

at room temperature for 1.5 h, to the reaction mixture was added water and the resulting mixture was 

extracted with CHCl3 three times. The combined organic phases were concentrated under reduced 

pressure and the residue was purified by silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 95/5–

40/60) to give 105f (296 mg, 78%). A mixture of 105f (50 mg, 0.14 mmol) and chlorotrimethylsilane 

(0.089 ml, 0.70 mmol) in DMF (2 ml) was stirred at 120 °C under microwave irradiation for 1 h. 

After it was cooled to room temperature, to the mixture was added saturated aqueous NaHCO3 and 

the resulting mixture was extracted with EtOAc/THF (1/1) three times. The combined organic 

phases were washed with brine and dried over Na2SO4. The filtrate was concentrated under reduced 
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pressure and the residue was purified by NH silica gel column chromatography (EtOAc/MeOH = 

100/0–90/10) to give 106f (37 mg, 85%, 66% from 1-[(4-methoxyphenyl)methyl]pyrazol-4-amine) 

as a colorless solid. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 10.76 (brs, 1H), 7.59 (s, 1H), 7.23–7.14 (m, 2H), 6.90–6.81 (m, 

2H), 6.03–5.94 (m, 1H), 5.52 (s. 2H), 3.70 (s, 3H), 3.18 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.18 (sextet, J = 7.2 Hz, 

2H), 0.88 ppm (t, J = 7.5 Hz, 3H) 

13C NMR (100MHz, DMSO-d6) δ = 158.6, 153.9, 150.7, 142.3, 130.6, 129.5, 128.9, 120.2, 113.7, 

55.0, 53.2, 42.1, 21.9, 11.2 ppm 

HRMS (ESI) m/z calcd for C16H20N5O2 [M+H]+ : 314.1612, found: 314.1606 

 

2-(propylamino)-3H-thieno[3,2-d]pyrimidin-4-one (106g) 

To a suspension of thiophene-3-amine hydrochloride (200 mg, 1.48 mmol) in CHCl3 (4 ml) was 

added Et3N (0.225 ml, 1.62 mmol) and ethoxycarbonyl isothiocyanate (232 mg, 1.77 mmol) at room 

temperature. After being stirred at room temperature for 1 h, to the mixture were added WSCI (339 

mg, 1.77 mmol), Et3N (0.820 ml, 5.90 mmol) and n-propylamine (0.146 ml, 1.77 mmol) at room 

temperature. After being stirred at room temperature for 2 h, to the reaction mixture was added water 

and the resulting mixture was extracted with CHCl3 twice. The combined organic phases were 

concentrated under reduced pressure and the residue was purified by NH silica gel column 

chromatography (Hexane/EtOAc = 95/5–70/30) to give 105g (190 mg, 50%). A mixture of 105g (53 

mg, 0.21 mmol) and chlorotrimethylsilane (0.13 ml, 1.0 mmol) in DMF (2 ml) was stirred at 120 °C 

under microwave irradiation for 1 h. After it was cooled to room temperature, to the mixture was 

added saturated aqueous NaHCO3 and the resulting mixture was extracted with EtOAc/THF (1/1) 

three times. The combined organic phases were washed with brine and dried over Na2SO4. The 

filtrate was concentrated under reduced pressure and the residue was purified by NH silica gel 

column chromatography (EtOAc/MeOH = 100/0–85/15) to give 106g (39 mg, 90%, 45% from 

thiophene-3-amine) as a colorless solid. 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ = 10.80 (brs, 1H), 7.95 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 5.1 Hz, 

1H), 6.26 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 3.24 (dt, J = 7.1, 5.7 Hz, 2H), 1.54 ppm (sextet, J = 7.3 Hz, 2H), 0.90 

(t, J = 7.5 Hz, 3H) 

13C NMR (100MHz, CDCl3) δ = 164.6, 159.0, 134.8, 126.9, 125.0, 117.7, 60.9, 42.9, 22.7, 14.7, 

11.3 ppm 
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HRMS (ESI) m/z calcd for C9H12N3OS [M+H]+ : 210.0696, found: 210.0697 

 

1-[(1S)-1-(2,5-dichlorophenyl)ethyl]pyrazol-4-amine (92) 

To a solution of (1R)-1-(2, 5-dichlorophenyl)ethanol 93 (498 mg, 2.61 mmol, 93.38%ee) in CHCl3 

(10 ml) was added Et3N (0.725 ml, 5.21 mmol) and methanesulfonic anhydride (681 mg, 3.91 mmol) 

at room temperature. After being stirred at rt for 2 h, to the reaction mixture was added 1 M HCl and 

the resulting mixture was extracted with CHCl3 twice. The combined organic phases were 

concentrated under reduced pressure to give crude 107 as a yellow gum. To a solution of 107 in 

DMF (10 ml) were added tert-butyl N-(1H-pyrazol-4-yl)carbamate 94 (525 mg, 2.87 mmol) and 

cesium carbonate (2.55 g, 7.82 mmol) at room temperature. After being stirred at rt for 2 h, to the 

reaction mixture was added water and the resulting mixture was extracted with EtOAc there times. 

The combined organic phases were washed with brine and dried over Na2SO4. The filtrate was 

concentrated under reduced pressure and the residue was purified by silica gel column 

chromatography (Hexane/EtOAc = 95/5–75/25) and NH silica gel column chromatography 

(Hexane/EtOAc = 95/5–80/20) to give crude 108. To a solution of 108 in CH2Cl2 (4ml) was added 

TFA (4.0 ml) at room temperature. After being stirred at room temperature for 1 h, the reaction 

mixture was concentrated in vacuo and to the residue was added saturated aqueous NaHCO3. The 

resulting mixture was extracted with CHCl3 three times and the combined organic phases were 

concentrated under reduced pressure. The residue was purified by silica gel column chromatography 

(Hexane/EtOAc = 50/50–0/100) to give 92 (326 mg, 50%).  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ = 7.28 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.25 (d, J = 0.77 Hz, 1H), 7.16 (dd, J = 

8.6, 2.6 Hz, 1H), 7.10 (d, J = 0.90 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 5.74 (q, J = 7.1 Hz, 1H), 2.93 

(s, 2H), 1.82 ppm (d, J = 7.1 Hz, 3H) 

13C NMR (100MHz, CDCl3): δ = 142.0, 133.4, 131.9, 130.7, 130.2, 129.2, 128.9, 127.3, 117.8, 57.5, 

19.9 ppm 

HRMS (ESI) m/z calcd for C11H12N3Cl2 [M+H]+ : 256.0403, found: 256.0403 

 

1-[1-[(1S)-1-(2,5-dichlorophenyl)ethyl]-7-oxo-6H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl]pyrazole-4-

carboxylic acid (16) 

To a solution of 92 (321 mg, 1.25 mmol) in CHCl3 (6 ml) was added ethoxycarbonyl isothiocyanate 

(197 mg, 1.50 mmol) at room temperature. After being stirred at rt for 2.5 h, to the mixture were 
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added WSCI (288 mg, 1.50 mmol), Et3N (0.523 ml, 3.76 mmol) and ethyl 4-pyrazolecarboxylate 

(211 mg, 1.50 mmol) at room temperature. After being stirred at room temperature for 2 h, the 

reaction mixture was purified by silica gel column chromatography (Hexane/EtOAc = 95/5–50/50) 

to give crude 91 (351 mg). A mixture of 91 (100 mg) and chlorotrimethylsilane (0.123 ml, 1.01 

mmol) in NMP (3 ml) was stirred at 120 °C under microwave irradiation for 1 h. After it was cooled 

to ambient temperature, to the reaction mixture was added saturated aqueous NaHCO3 and the 

resulting mixture was extracted with EtOAc there times. The combined organic phases were washed 

with brine and dried over Na2SO4. The filtrate was concentrated under reduced pressure to give 

crude 90. To a solution of 90 in THF (1ml) and EtOH (1ml) was added 1 M NaOH aq. (1.01 ml, 1.01 

mmol) at room temperature. After being stirred at room temperature for 6 h, the mixture was 

concentrated in vacuo. The residue was dissolved in water and to the solution was added 1 M HCl. 

The precipitate was collected by filtration, which was then suspended in EtOH at 50 ºC to afford 16 

(50 mg, 33%) as a colorless powder. 

1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 12.96 (brs, 2H), 8.86 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 8.16 (s, 1H), 7.53(d, 

J = 8.6 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 8.6, 2.6 Hz, 1H) 7.16 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.75 (q, J = 6.9 Hz, 1H), 

1.86 ppm (d, J=7.1 Hz, 3H) 

13C NMR (100MHz, DMSO-d6): δ = 162.9, 153.0, 143.1, 142.6, 141.0, 138.6, 133.2, 132.1, 131.7, 

131.3, 130.5, 129.3, 127.3, 124.0, 118.3, 56.1, 19.9 ppm 

HRMS (ESI) m/z calcd for C17H13N6O3Cl2 [M+H]+ : 419.0421, found: 419.0426 

Enantiomeric Excess: 98.93%ee (tR = 9.678 min, column: Daisel CHIRALPAK IC-3 (4.6×150 mm), 

eluent: Hexane/EtOH/AcOH=70/30/0.5) 

 

Conformational Study 

MOE was used to search possible conformations at the molecular force field level.Gaussian 09 was 

then used to obtain the most stable structure by the energy-stabilization calculations of these 

comformers at the B3LYP/6 -31G** level using the Density Functional Theory (DFT). 
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