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I. 1. 背景 

I. 1. 1. 薬剤耐性菌を取り巻く問題 

I. 1. 1. 1. 薬剤耐性菌の拡大 

薬剤耐性菌(AMR; antimicrobial resistance)とは、抗菌薬が効かなくなった、または、効きに

くくなった細菌のことである。薬剤耐性菌の蔓延は、世界中で深刻な問題となっている。

2019 年に、薬剤耐性菌が直接の原因で死亡した人の数は全世界で約 127 万人であり、AIDS

やマラリアによる死亡者数よりも多い。さらに、2014 年にイギリス政府が出した報告書“オ

ニール・レポート”の中で、このまま薬剤耐性菌への対策を講じなければ、2050 年には薬剤

耐性に起因する死者数が全世界で 1000 万人を超えるとの試算が出されている 1。この数字

は、がんによる死者数 820 万人を大幅に上回るものである。 

 感染症の治療薬は投与期間が短く、糖尿病など他の慢性疾患の治療薬と比べて、利益を生

みにくい。そのため、多くの製薬企業が新規薬剤の開発から撤退している。特に日本では、

多様な感染症への専門家の細分化と分野間の連携不足といった要因により、感染症領域の

創薬は欧米諸国と比較して遅れを取っている。日本における薬剤耐性アクションプランの

一環として、厚生労働省が感染症の新規治療薬の開発を推進している 2。2014 年、日本感染

症学会などの 6 学会が合同で、薬剤耐性菌の現状と新規抗菌薬開発の必要性を訴える提言

を出した。また、後述する IMP 型 MBL 産生菌など、日本を中心とするアジア圏で広がりを

見せる薬剤耐性菌 3, 4 もあり、新規薬剤の開発は急務である。 

 

I. 1. 1. 2. β-ラクタム系抗菌薬と β-ラクタマーゼ 

1,940 年にペニシリンが単離されて以降、β-ラクタム骨格を有する抗菌薬は細菌感染症の

治療に広く貢献してきた。この β-ラクタム系抗菌薬は、ペニシリン系やセフェム系、カルバ

ペネム系など、その骨格構造の違いからさらに分類することができる (Figure 1)。 
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ペニシリン系抗菌薬は、分子内の β-ラクタム骨格が薬理活性に関わる。細菌細胞壁のペ

プチドグリカンを架橋する、ペニシリン結合タンパク質(PBP; penicillin binding protein)のト

ランスペプチダーゼ活性を阻害して、殺菌作用を示す。PBP が阻害されると細胞壁に綻びが

生じ、細菌細胞が破裂して溶菌してしまう。PBP は活性部位にセリン残基を持ち、それがペ

プチドグリカンの架橋に関わるが、抗菌薬 β-ラクタム環のアミド結合も同様に切断し、自

身に固定してしまう。そのため、ペプチドグリカンの架橋を行えなくなり、これにより細胞

壁合成が阻害される。 

 細菌の産生する β-ラクタマーゼという酵素は、立体構造が PBP と類似しており、活性部

位のセリン残基が β-ラクタム骨格のアミド結合を加水分解し、開裂させることで抗菌薬を

不活化させる。 

 1940 年代にペニシリン系抗菌薬が普及してから、ペニシリンを分解する β-ラクタマーゼ

産生菌(ペニシリナーゼ産生菌)が次々に発見されている。ペニシリン系抗菌薬のうち、メチ

シリンは 2 つのメトキシ基を導入したことで、β-ラクタマーゼに結合しなくなり、薬剤耐性

を回避している。しかし、現在、メチシリンに対する耐性菌のうち、黄色ブドウ球菌(MRSA; 

methicillin-resistant Staphylocpccus aureus)は院内感染が特に問題となっている。 

 ペニシリン系抗菌薬の次に開発されたセファロスポリン系抗菌薬は、ペニシリン系とほ

とんど同じ作用機序を示す。改良が繰り返され、現在は第四世代まで開発されている。 

 カルバペネム系抗菌薬は、広い抗菌スペクトルと強い抗菌活性、β-ラクタマーゼに対する

高い安定性を有しており、“抗菌薬最後の砦(last resort)”とも呼ばれる。 
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Figure 1. 主な β-ラクタム系抗菌薬の構造. (a) ペニシリン系抗菌薬の構造. (b) セファロスポ
リン系抗菌薬の構造. (c) カルバペネム系抗菌薬の構造 

 

抗菌薬を分解する β-ラクタマーゼは、様々な菌種の細菌に発現しており、数多くの種類

が存在する。また、β-ラクタマーゼはその性質などからいくつかの種類に分類することがで
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きる 5, 6。Ambler はアミノ酸配列の相同性から β-ラクタマーゼを A から D の 4 クラスに分

類した(Figure 2)。 

“抗菌薬最後の砦”とも言われたカルバペネム系抗菌薬であるが、カルバペネマーゼと総称

されるカルバペネム系抗菌薬を分解する酵素が出現しており、臨床で問題になっている。カ

ルバペネム耐性腸内細菌科細菌(CRE; carbapenem-resistant Enterobacteriaceae)が近年注目され

ており、アメリカの疾病対策予防センター(CDC; Centers for Disease Control and Prevention)も

最高の危険レベルに指定している 7, 8。カルバペネマーゼの中でも、特にカルバパネム耐性

が強いのが、クラス B メタロ-β-ラクタマーゼ(MBL)である。これまでの β-ラクタマーゼが

活性中心にセリン残基を有するセリン-β-ラクタマーゼ(SBL)であったのに対し、MBL は活

性中心に 2 つまたは 1 つの金属イオン(Zn2+)を有する。 

 

 
Figure 2. Ambler による β-ラクタマーゼのクラス分類とカルバペネマーゼ 
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I. 1. 2. MBL | メタロ-β-ラクタマーゼ 

I. 1. 2. 1. MBL について 

 クラス B の β-ラクタマーゼであるメタロ-β-ラクタマーゼ(MBL)は、プラスミドによる伝

播で属を超えて水平伝播するため、院内感染だけでなく市中感染の危険性もある。さらに、

ほぼ全ての β ラクタム系抗菌薬を分解するだけでなく、MBL 産生菌が非 β-ラクタム系抗菌

薬を分解する酵素も併せ持つことが多い。そのため、MBL は臨床において多剤耐性の一因

として危惧されているだけでなく、薬剤感受性試験での識別が困難になる問題も生じてい

る。 

 主な MBL に、IMP-1 (Imipenemase), NDM-1 (New Dehli Metallo-β-lactamase), VIM-2 (Verona 

Interogen-encoded Metallo-β-lactamase)がある(Figure 3)。これらの MBL はそれぞれ固有のア

ミノ酸配列と機能的特徴を持つが、Figure 3d に示す通り、それぞれの構造が非常に類似し

ている 9, 10。また、2020 年 5 月の時点で、85 種類の IMP 変異体、29 種類の NDM 変異体、

69 種類の VIM 変異体が報告されている。 

 

 
Figure 3. MBL の構造 (a) IMP-1 の構造 (PDB#; 5EV6); (b) NDM-1 の構造 (PDB#; 5ZGE); (c) 

VIM-2 (PDB#; 1KO3); (d) IMP-1, NDM-1, VIM-2 を重ね合わせた図 

 

MBL の酵素活性中心の模式図を Figure 4 に示す。MBL を含め、β-ラクタマーゼの残基番

号は Dideberg らによって標準化されており、本研究でもその番号を用いる 11。MBL 活性中

心に存在する 2 つの Zn2+のうち、Zn1 には His116, His118, His196 の 3 つの His 残基が配位
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しており、3H サイトと呼ばれる。もう一方の Zn2 の周辺は DCH サイトと呼ばれ、Asp120, 

Cys221, His263 が配位している。2 つの Zn2+は水分子または水酸化物イオンを介して結合し

ているが、IMP 型 MBL では、この水分子は確認されていない。 

 
Figure 4. MBL 活性中心の模式図 

 

Scheme 1 に MBL がカルバペネム系抗菌薬を加水分解するメカニズムを示す 12。現在、2

つの反応経路が考えられている。MBL 活性中心の Zn2+に配位した水分子または水酸化物イ

オンが、カルバペネムのカルボニル炭素に求核攻撃をすることで、ラクタム環の加水分解が

開始する。開環した N 原子が Zn2 に接近したのち、アニオンをプロトン化する段階で経路

の分岐が生じる。溶媒の水分子、または Zn2 に配位している水分子に求核攻撃をすること

でアニオンがプロトン化され、安定な結合状態を形成すると考えられている。 
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Scheme 1. MBL のカルバペネム加水分解メカニズム 12 
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I. 1. 2. 2. IMP 型 MBL 

IMP-1 は、1991 年に愛知県内の病院でイミペネム耐性のセラチア・マルセッセンスから

発見された、初めて報告された MBL である 13。IMP-1 をコードする blaIMP-1 遺伝子は伝達性

プラスミド上のインテグロン構造により媒介され、主に緑膿菌などのブドウ糖非発酵グラ

ム陰性菌から検出される。他の MBL と比較して、IMP 型 MBL はカルバペネム系抗菌薬を

分解する活性が高い。また、IMP-1 は可溶性 MBL であり、4 つの Lys 残基(Lys87, Lys89, 

Lys145, Lys147)が細菌外膜と静電的相互作用を形成している。 

IMP-1 の酵素活性に関わる残基のうち、Ser262 は IMP-1 とリガンド複合体の立体構造の

安定化に寄与する残基であり、Val67 は基質との結合に関与する残基である。S262G 変異を

有する IMP-3 や IMP-6、IMP-25 は、ペニシリン加水分解活性が低下するが、メロペネム加

水分解活性が向上している 14, 15。V67F 変異を有する IMP-10 でも、同様の加水分解活性の

変化が見られる 16, 17。IMP-6 と IMP-10 はどちらも、日本で発見された IMP-1 変異体である。

Crowder らの研究グループらによって IMP-1 変異体の網羅的な解析が行われ、IMP-1 はカル

バペネム系抗菌薬の使用によって、よりカルバペネム選択的な酵素への進化が促されるこ

とが明らかとなった 18。さらに、IMP-1 変異体をコードする遺伝子は、ペニシリン系やセフ

ァロスポロン系抗菌薬を分解する β-ラクタマーゼの遺伝子と共存していることが多く、多

剤耐性の一因となっている。 

 

I. 1. 2. 3. NDM 型 MBL 

 NDM-1 は、2007 年にインドのニューデリーに旅行した患者より単離された肺炎桿菌から

発見されたのが初の報告である 19。日本でも、2010 年に獨協医科大学で NDM-1 産生菌大腸

菌への感染が報告された 20。 

 NDM 型 MBL は、IMP 型 MBL や VIM 型 MBL とは異なり、脂質化された Cys26 によっ

て細菌外膜に固定されている膜固定型 MBL である 21, 22, 23。膜アンカーである Cys26 に加
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え、Arg45 と Arg52 が細菌外膜と静電相互作用を形成している。細菌外膜への固定により、

グラム陰性菌の外膜小胞(OMV; outer membrane vesicle)に取り込まれやすくなり、薬剤耐性

が拡大する一因となっている。NDM-1 産生大腸菌が、NDM-1 保有 OMV の放出を介し、メ

ロペネム感受性緑膿菌をメロペネム処理から保護したという報告もある 24。 

 NDM-1 は、宿主側の防御機構によって変異体の進化が促され、特に、M154L 変異を有す

る変異体では Zn 親和性が向上する 25, 26, 27。 

 

I. 1. 2. 4. VIM 型 MBL 

VIM型 MBL は、1997年にイタリアのヴェローナで緑膿菌からVIM-1が発見されたのち、

フランスとイタリアで VIM-2 が報告された 28, 29, 30。VIM は、NDM-1 と同様に宿主側の防御

機構によって変異体への進化が促されるが、NDM-1 と異なり、特に H229R 変異で熱安定性

が向上する 31, 32。 

 

I. 1. 3. 既知の MBL 阻害剤 

 クラブラン酸、タゾバクタム、スルバクタムが β-ラクタマーゼ阻害剤として臨床で使用

されているが、MBL に対してはほとんど有効でない(Figure 5)。現在、多くのグループによ

って MBL 阻害剤の開発研究が行われているが、上市された薬剤は未だない。また、新たな

薬剤を開発しても、細菌が薬剤耐性を獲得する、いわば“いたちごっこ”の状態が続いており、

継続的に新薬を開発する必要がある。 

 

 
Figure 5. SBL 阻害剤の構造 
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 MBL 阻害活性を示す化合物の一例を Figure 6 に示す。 

明治製菓ファルマの開発した OP0595 ナキュバクタムは、CRE 株に対して、既存の β-ラ

クタム系抗菌薬との併用で高い抗菌活性を示す 33-38。さらに、OP0595 それ自体が抗菌薬と

しての役割も有する。また、VNRX-5133 タニボルバクタムは、ボロン酸構造を有し、SBL

産生菌と MBL 産生菌の両方に対して阻害活性を示す 39-41。塩野義製薬の開発した S-649266

セフィデロコルは、セファロスポリン骨格を有する化合物であり、カルバペネマーゼに対し

優れた安定性を示す 42, 43。これら 3 化合物は、現在臨床試験が行われているが、S-649266 と

類似した構造を持つ FR295389 は開発が中止された 44。 

 

 
Figure 6. MBL 阻害剤の構造 

 

I. 1. 4. 先行研究：当研究室における MBL 阻害剤の探索研究 

I. 1. 4. 1. スクリーニングによるヒット化合物の探索 

 当研究室における先行研究で、MBL 阻害候補化合物の in vivo スクリーニング試験が行わ

れた。所属研究室の約 600 種類の化合物について MBL 阻害率を測定した 45。化合物ライブ
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ラリは、ヒト免疫不全ウイルス 1 型(HIV-1)逆転写酵素の RNase H 活性や、インフルエンザ

ウイルスポリメラーゼのエンドヌクレアーゼ活性を標的とした阻害剤の候補化合物を多く

含んでいる(Figure 7)46-52。活性中心に 2 つの Zn2+イオンを有する MBL と同様に、HIV-1 の

逆転写酵素は活性中心に 2 つの Mn2+イオンもしくは Mg2+イオンを、インフルエンザウイル

スのエンドヌクレアーゼ活性を有する PA サブユニットも 2 つの Mn2+イオンもしくは Mg2+

イオンを有している 53-56。活性中心に金属イオンを有する酵素はメタロエンザイムと総称さ

れるが、メタロエンザイムの活性中心にある金属イオンを標的とした阻害剤は、異なる酵素

間で対応する場合がある。そのため、化合物ライブラリには MBL の酵素活性を阻害する化

合物が含まれていると期待した。 

 

 
Figure 7. 当研究室で合成されたメタロエンザイム阻害剤の一例 

 

 スクリーニング試験は、まず化合物濃度 100 μM におけるセファロスポリン C の加水分解

阻害率を測定し、47 化合物を抽出した。続いて、20 μM の化合物濃度で阻害率を測定し、

47 化合物から 12 化合物に絞り込んだ。この 12 化合物を、構造の類似性から 4 つのグルー

プに分類した(Figure 8)。グループ B の化合物 2 種は、HIV-1 逆転写酵素の RNase H 活性の

阻害剤候補化合物として報告されている。グループ C の化合物群には、小児がんの一種で

ある神経芽腫の治療薬物として開発が進められている TrkB 阻害剤候補化合物が含まれてい

た 57, 58。当初はインフルエンザウイルスの PAN を阻害する化合物が MBL とも相互作用する

と予測したが、抽出した 12 化合物の中に関連する構造は含まれなかった。 
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Figure 8.  In vitro スクリーニング試験で MBL 阻害活性を示した 12 の化合物 

 

続いて、抽出した 12 化合物について、4.0 μM と 0.8 μM の濃度における MBL 阻害率を調

べた。その結果、3 つの化合物を MBL 阻害剤の候補化合物として抽出した(Figure 9)。この

3 化合物について詳細な阻害活性の測定を行い、IC50 値を算出した。このうち、IMP-1 と

NDM-1 どちらに対してもより強い阻害活性を示した化合物 1a (BK-395)を、本研究における
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ヒット化合物として構造の最適化を進めることとした。 

 

 

Figure 9. MBL 阻害活性を示した 3 化合物の構造 

 

I. 1. 4. 2. ヒット化合物と MBL の相互作用解析 

 化合物 1a と IMP-1 の共結晶が得られた(Figure 10)。X 線結晶構造解析の結果、IMP-1 は

単位格子中に 4 分子が含まれており、3 分子の化合物 1a が存在した。3 分子の化合物 1a の

うち、2 分子が IMP-1 の活性部位に結合しており、もう 1 分子は 2 つの IMP-1 分子間に存

在していた。IMP-1 活性部位に結合している化合物 1a のうち、1 分子は δ-ラクタム環の閉

じたポーズ A の構造を、もう 1 分子は δ-ラクタム環の開裂したポーズ B の構造をとってい

た。 

  



 

 17 / 141 

 

Figure 10. 化合物 1a と IMP-1 複合体の結晶構造、ならびに化合物 1a の 2 つの結合ポーズ 

(PDB#; 6JKA) 

 

I. 1. 4. 3. ヒット化合物 1a の構造改変 

当研究室の近藤により、化合物 1a に対する初期の構造改変が行われた 146。近藤は Figure 

11 に示す化合物群を合成したが、化合物 1a より強い MBL 阻害活性を有する化合物は得ら

れなかった。 

 化合物 1a の δ-ラクタム環を γ-ラクタム環に置換した BK-も化合物 1a には及ばないが

MBL 阻害活性を示した。一方で、ラクタム環のアミノ基を廃した化合物は MBL 阻害活性
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を示さなかった。本章 3 節で述べた MD シミュレーションの結果と合わせ、化合物 1a は δ-

ラクタム環が MBL による加水分解を受け、生じたカルボキシ基が MBL 活性中心の Zn2+と

配位することで MBL 阻害活性を示すと示唆された。 

 

 

Figure 11. 先行研究で得られた化合物群 146 

 

I. 2. 目的と方法 

 「新規 MBL 阻害剤の創製」を目的とする。 

 当研究室における先行研究で得られた、MBL 阻害活性を示すヒット化合物 1a の構造を

改変し、新規リード化合物を探索した。化合物設計には計算機解析を活用した。合成した候

補化合物については、in vitro 試験により IC50 値を算出し、強く MBL を阻害する化合物につ

いては MBL との共結晶を作成し、構造活性相関を明らかにした。また、リード化合物の in 

vivo 試験も行い、実際に大腸菌内部で阻害剤がどのように作用するかの解析も進めた。本研

究は、世界的な課題である薬剤耐性問題を解決する一助になるものである。 
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I. 3. 結果と考察 

I. 3. 1. 構造解析 

I. 3. 1. 1. MD シミュレーションによる結合構造の予測 

化合物 1a と IMP-1 複合体の分子動力学シミュレーションには Amber のソフトウェアを

用いた 59。X 線結晶構造解析の結果、化合物 1a は、IMP-1 の活性中心において、δ-ラクタム

環の閉じたポーズ A と、開裂したポーズ B の構造で結合していた。2 つの結合ポーズの安

定性を比較し、IMP-1 との相互作用に寄与しているかを調べるため、それぞれの結晶構造か

ら計算モデルを作成し、200 ns の MD シミュレーションを行った。化合物の原子価は、先行

研究と同様、量子化学計算により決定した 60-62。 

200 ns のシミュレーション中、化合物 1a はポーズ A、B ともに IMP-1 の活性部位に留ま

っていたが、コンフォメーションは初期構造から変化していた。ポーズ A の相互作用が絶

えず変化していたのに対し、ポーズ B の構造と Zn2+間の最小距離の変動は小さく、ポーズ

B の結合構造の安定性が示唆された。これらのシミュレーション結果から、化合物 1a は、

δ-ラクタム環の開裂したポーズ B が安定な結合構造であり、カルボキシル基と Zn2+の結合

が MBL 阻害活性に寄与していると結論付けた。カルボキシル基と金属イオンの結合は、当

研究室で得られた、メタロエンザイムである炭酸脱水酵素 CA-II の結晶構造でも確認されて

いる 63。 
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Figure 12. (a) シミュレーション中の化合物 1a-ポーズ A と IMP-1 の RMSD および最も Zn2+

と近い原子の距離の変動. IMP-1 と化合物 1a の RMSD はそれぞれ水色と紫、最小距離は黄

色で示す. (b) シミュレーション中の化合物 1a-ポーズ B と IMP-1 の RMSD および最も Zn2+

と近い原子の距離の変動. IMP-1 と化合物 1a の RMSD はそれぞれ緑と紫、最小距離は黄色

で示す. 

 

 また、NDM-1 とアンピシリン複合体の結晶構造(PDB#; 6JKB)から、化合物 1a と NDM-1

の結合モデルを作成し、IMP-1 と同様に MD シミュレーションを行った。その結果、化合物

1a は NDM-1 中においても、ポーズ B の構造で安定に結合することが示唆された(Figure A3)。 

 

 

Figure 13. シミュレーション中の化合物 1a-ポーズ A と NDM-1 の RMSD および最も Zn2+と

近い原子の距離の変動. NDM-1 と化合物 1a の RMSD はそれぞれ緑と紫、最小距離は黄色で

示す. 

 

 先行研究において近藤の合成した、アミド結合を持たないケトン化合物 4および 5はMBL



 

 21 / 141 

阻害活性を示さなかった(Figure 11b)。 

 以上の結果から、化合物 1a は MBL の酵素作用により δ-ラクタム環が開裂し、MBL 活性

中心の Zn2+に配位することで MBL 阻害活性を示すと考えた。よって、化合物 1a の構造改

変は、δ-ラクタム環の閉じたポーズ A の構造で化合物を合成することとした。 

 

I. 3. 1. 2. IMP-1 変異体への対応 

 IMP-1 はカルバペネム系抗菌薬の使用で、より薬剤耐性の強い変異体への進化が促され

る。既知の MBL 阻害剤を用いた研究では、変異体によって基質の選択性が異なるという報

告がある 64。そこで、化合物 1a のポーズ B と IMP-1 の結晶構造を基に、IMP-1 変異体の計

算モデルを作成し、Orientation プログラムによるドッキングシミュレーションを行った。 

 Orientation プログラムは、所属研究室で独自に開発された分子力場計算ソフトウェアであ

る 65。Orientation プログラムは、多数のモデルを並列して計算できる点、タンパク質全体の

構造を最適化できる点に優位性があり、抗体と抗原の親和性予測や、HIV-1 の RNase H 阻害

剤の相互作用解析にも活用された 66, 67。 

 シミュレーションには、IMP-6 (S262G), IMP-10 (V67F), IMP-78 (V67F, S262G)の 3 種類の

変異体を用いた。これらの IMP 変異体産生菌は、それぞれ日本で初めて報告された 18。シ

ミュレーションの結果を Table 1 に示す。IMP-1 野生型と比較して、各変異体と化合物 1a の

結合エネルギーに大きな違いはなかった。化合物 1a と IMP-1 各変異体の結合予測モデルを

Figure 14 に示す。変異体のうち、IMP-10 と IMP-78 については、V67F 変異により化合物 1a

のチアゾール環が押し出され、それに伴って Trp64 も外側に押し出されていた。チアゾール

環と Trp64 の疎水性相互作用が消失しなかったことが、化合物とタンパク質の安定な結合の

維持に寄与していると考えられる。S262G 変異により、隣接して Zn2 に配位している His263

を不安定化させるが、IMP-6 と IMP-78 の結合モデルにおいて、化合物 1a の Zn2 への配位

には顕著な変化は見られなかった(資料未記載)。以上の結果から、ヒット化合物 1a は IMP-
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1 変異体も均一に阻害し、MBL 阻害剤として有用であることが示唆された。 

 

Table 1. Orientation プログラムを用いた IMP-1 変異体と化合物 1a の結合親和性比較 

Variants Mutations Binding Score 

IMP-1 - -17.245 

IMP-6 S262G -17.782 

IMP-10 V67F -20.483 

IMP-78 V67F, S262G -18.946 

 

 
Figure 14. 化合物 1a と IMP-1 変異体の結合予測モデル 

 

I. 3. 1. 3. 構造改変の戦略と化合物設計 

近藤の研究から得られた構造活性相関の知見と、X 線結晶構造解析の結果を踏まえ、新た

な構造改変の戦略を立案した。Figure 15 に示すように、化合物 1a をその構造から A~C の 3

領域に分け、それぞれの構造改変を行うこととした。A 領域は MBL 活性中心と結合する δ-

ラクタム環を有する部位であり、IMP-1 との共結晶中において、メチレン部位の周辺にはス
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ペースがある。B 領域はチアゾール環を有し、周辺にはスペースがある。C 領域は分子末端

のフェノキシ部位であり、近藤の合成した化合物群にも、C 領域に改変を加えた化合物が含

まれていた(Figure 11a)。 

 

 
Figure 15. 化合物 1a の構造改変の戦略 

 

 リード化合物の設計には計算機解析を用いた。IMP-1 との共結晶構造データから抽出した

ヒット化合物 1a の構造を基に、OpenEye の構造設計ソフトウェア vBrood を用いて、数百か

ら数千の化合物案を作成した。構造改変案を作成したのち、IMP-1 との大規模並列ドッキン

グシミュレーションによる in silico スクリーニング試験を行った。 

 ドッキングシミュレーションには、当研究室で独自に開発された分子力場計算ソフトウ

ェアである Orientation プログラムを用いた。市販のドッキングシミュレーションソフトウ

ェアと比較し、Orientation プログラムは、水分子の影響を考慮できる点、リガンドとタンパ

ク質の複合体の構造全体を最適化できる点で優れている。 

 

I. 3. 2. 化合物の構造改変 

I. 3. 2. 1. C 領域の構造改変 

 化合物 1a と IMP-1 の X 線共結晶構造解析により、1a のベンゼン環パラ位周辺には空隙

があることがわかっており、適切な置換基の導入でMBL阻害活性が向上すると示唆された。 
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近藤はベンゼン環を二環構造に置換した類縁体 1m, 1n, 1o を合成したが、MBL 阻害活性は

確認できなかったため、導入する置換基の検討が必要である(Figure 11a)。 

 化合物 1a およびその類縁体は、Scheme 2 の経路で合成した。フェノール誘導体とブロモ

アセトニトリルを用いた SN2 反応で化合物 13 を得たのち、チオアセトアミドを用いてチオ

アミド化合物 14 を得た。Friedel-Crafts 反応でキノリノン化合物 15 を得たのち、化合物 14

を用いて化合物 1 を合成した。また、ビニル基を有する化合物 1h の合成には、ビニルポル

フィリンの合成法である根矢法 68 を参考にした。アセチル基を有する化合物 1f を還元して

化合物 1g を得たのち、脱水反応により化合物 1g を得た。 

 

 
Scheme 2. 化合物 1 の合成経路 

Reagents and conditions: (i) Bromoacetonitrile (1.2 eq.), K2CO3 (2.0 eq.), acetone, rt; 

(ii) thioacetamide (1.5 eq.), 4 M HCl, DMF, 1,4-dioxane, reflux; (iii) chloroacetyl chloride (1.7 eq.), 

AlCl3 (3.0 eq.), CS2, reflux, 5 h, yield 98%; (iv) quinolinone 15 (1.0 eq.), EtOH, DMF, 80 °C; (v) 

NaBH4 (10.0 eq.), CHCl3, MeOH, rt, 16 h, yield 90%; (vi) benzoyl chloride (25.0 eq.), dry DMF, 

100 °C, 18 h under N2, yield 41%. 

 

合成した化合物群の MBL 阻害活性を Table 2 に示す。ベンゼン環のパラ位にアルキル基、

アルコキシド基、ハロゲン基を導入した類縁体と、二環構造を有する 4 つの類縁体の、計 15
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個の類縁体を取得した。スクリーニング試験と同様の実験操作で MBL 阻害活性を測定した

ところ、エチル基を有する化合物 1c とビニル基を有する化合物 1h がより強い MBL 阻害活

性を示した。電子供与性で水溶性のメトキシ基を有する 1b、電子吸引性で脂溶性のブロモ

基を有する 1k が MBL 阻害活性を示さなかったことから、電子供与性かつ脂溶性置換基が

有用であると示唆された。また、tert-ブチル基を有する 1d が MBL 阻害活性を示さず、鎖状

置換基が有用であると示唆された。以上の結果から、C 領域ベンゼン環のパラ位に、電子供

与性かつ脂溶性の鎖状置換基を導入することで、MBL 阻害活性が向上するという有望な指

針を得た。さらに、ビニル基を有する 1h に比べ、エチル基を有する 1c のほうが強い MBL

阻害活性を示したことから、置換基の回転の自由度が MBL との相互作用に寄与していると

考えた。 

 

Table 2. 化合物 1a およびその類縁体の MBL 阻害活性 (in vitro) 

 

Compounds R1 
IC50 (μM) 

IMP-1 NDM-1 

1a H 27.3 74.1 

1b Me >100 >100 

1c Et 28.5 25.2 

1d tBu >100 >100 

1e OMe >100 >100 

1f -COCH3 >100 >100 

1g -CH(OH)CH3 >100 >100 

1h -CH=CH2 52.0 58.6 

1i F >100 >100 

1j Cl >100 >100 

1k Br >100 >100 

1l CF3 >100 >100 

  

O
S

N

NH

O

R1
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I. 3. 2. 2. B 領域の構造改変 

 化合物 1a と IMP-1 の X 線結晶構造解析により、B 領域周辺の空隙を埋めることで MBL

との相互作用が向上すると示唆された。チアゾール環 5 位への疎水性構造の導入は、分子

全体の疎水性が向上し、化合物の溶解性が大幅に低下すると考えた。そのため、チアゾー

ル部位を第三級アミンに置換し、ベンジル基を導入した化合物 17a を設計した(Figure 

16)。 

 

 

Figure 16. 化合物 1a および化合物 17a の構造 

 

  化合物 17a およびその類縁体は、Scheme 3 の経路で合成した。キノリノンのニトロ化と

還元により、化合物 19 を得た。フェノールと 3-ブロモ-1-プロパノールを用いた SN2 反応

により化合物 20a を得たのち、三臭化リンを用いて臭素化した化合物 21a を得た。化合物

19 と 21a から前駆体 16 を得たのち、塩化ベンジル誘導体を用いて化合物 17 を合成した。 
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Scheme 3. 化合物 17 の合成経路 

Reagents and conditions: (i) 35% HNO3, H2SO4, H2O, 0 °C, 30 min., yield 91%; (ii) H2, 10% Pd/C, 

MeOH, rt; (iii) K2CO3 (1.0 eq.), 3-bromo-1-phenol (1.0 eq.), acetone, 60 °C, 18 h, yield 92%; (iv) 

PBr3 (0.5 eq.), dry Et2O, 0 °C, 18 h, yield 48%; (v) K2CO3 (1.5 eq.), DMF, 60 °C, yield 11%; (vi) 

K2CO3 (1.5 eq.), KI (1.0 eq.), DMF, 60 °C. 

 

合成した化合物 17a は、ヒット化合物 1a よりも強い MBL 阻害活性を示した(Table 3)。

化合物 17a の合成前駆体 16a は、化合物 1a と構造が似ているにも関わらず、MBL 阻害活

性を示さなかった。また、化合物 17a では、IMP-1 の Trp64 と π-π 相互作用を形成してい

たチアゾール環構造を失ったにも関わらず、MBL 阻害活性を示した。そのため、B 領域の

立体的な構造が、MBL との結合により重要な役割を果たしていると考えた。 

 続いて、B 領域の構造を最適化するため、ベンジル基のベンゼン環メタ位にクロロ基と

メトキシ基をそれぞれ導入した化合物 17b と 17c を合成した。化合物 17b と 17c は MBL

阻害活性を示さず、新たに導入したベンゼン環は、アミノ酸残基と π-π 相互作用を形成し

ていないと考えた。 
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Table 3. 化合物 17a およびその類縁体の MBL 阻害活性 (in vitro) 

 

Compounds R2 
IC50 (μM) 

IMP-1 NDM-1 

1a - 27.3 74.1 

16a - >100 >100 

17a H 28.5 25.2 

17b Cl >100 >100 

17c OMe 11.6 98.9 

 

 そこで、化合物 17a の構造をベースに、B 領域のさらなる構造改変を行った。構造生成

ソフトウェア vBrood を用いて、ベンジル基に改変を加えた 1421 個の構造改変案を作成し

たのち、Orientation プログラムを用いた並列ドッキングシミュレーションを行った。

Orientation プログラムによる計算結果のうち、計算スコア上位の 40 構造を Figure 17 に示

す。上位の 40 構造の中で、六員環構造とアミンを 2 つの炭素原子で繋いだ構造が多く見

られたため、それらのベースとなるシクロヘキシル基を有する構造の化合物 22a を設計し

た。 

  

O N

NH

O

R2
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Figure 17. Orientation プログラムで良好な結果を示した上位 40 個の構造。化合物番号は計算
の際に用いたもの. 

 

 化合物 22a およびその類縁体は、Scheme 4 の経路で合成した。化合物 17 の合成経路と同

様、フェノール誘導体から前駆体 16 を合成した。2-シクロヘキシルエタノールを臭素化し

たのち、前駆体 16 との SN2 反応で化合物 22 を合成した。ヒドロキシ基を有する化合物 22e

は、メトキシ基を有する化合物 22d を脱メチル化することで得た。 
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Scheme 4. 化合物 22a およびその類縁体の合成経路 

Reagents and conditions: (i) PBr3 (1.5 eq.), dry THF, 0 °C to rt, 6.5 h, yield 45%; (ii) K2CO3 (2.0 eq.), 

KI (1.0 eq.), DMF, 60 °C; (iii) BBr3 (1.5 eq.), DCM, 0 °C, 15 min. 

 

合成した化合物 22a は、化合物 17a よりも良好な MBL 阻害活性を示した(Table 4)。化合

物 22a の構造に対し、C 領域のベンゼン環に置換基を導入した計 14 個の構造類縁体を合成

したところ、パラ位にメチル基を有する化合物 22b が最も強い MBL 阻害活性を示した。 
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Table 4. 化合物 22 およびその類縁体の MBL 阻害活性 (in vitro) 

 

Compounds R3 R4 R5 
IC50 (μM) 

IMP-1 NDM-1 

1a - - - 27.3 74.1 

17a - - - 9.23 43.5 

22a H H H 4.14 38.6 

22b Me H H 4.81 33.0 

22c Et H H 22.9 43.3 

22d OMe H H 6.52 41.7 

22f NH2 H H >100 36.5 

22g CO2H H H 19.9 30.3 

22h F H H 7.14 27.4 

22i Cl H H 6.02 79.8 

22j Br H H 25.5 24.0 

22k I H H 8.69 17.7 

22l CF3 H H 41.0 52.0 

22m H Me H 5.20 80.5 

22n H H Me 21.5 49.9 

22o Me H Me 25.9 26.1 

 

 化合物 1a と、C 領域と B 領域の改変で得られた化合物群は、溶解性が低いという問題が

あった。そのため、実際に大腸菌を用いた最小発育阻止濃度の測定ができていない。そこで、

化合物 22b の構造をベースに、シクロヘキシル基に窒素原子を導入した 2 つの化合物 23 と

24 を合成した(Scheme 5)。シクロヘキシル基の炭素一つを窒素に置換した化合物 28 および

30 を得たのち、化合物 22b の合成と同様の経路で化合物 23 および 24 をそれぞれ合成した。

O N

NH

O

R3

R4

R5
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化合物 23 と 24 はいずれも MBL 阻害活性を示さず、B 領域周辺の結合ポケットを埋めるに

は、疎水性の高い構造が有用であるという知見を得た。 

 

 

Scheme 5. 化合物 23 および 24 の合成経路 

Reagents and conditions: (i) Boc2O (1.1 eq.), TEA (3.0 eq.), DCM, 0 °C to rt, 16 h, yield 97%; (ii) 

CCl4 (1.0 eq.), PPh3 (1.0 eq.), DCM, rt, 23 h, yield 63%; (iii) K2CO3 (2.0 eq.), KI (1.0 eq.), DMF, 

60 °C, yield 62%; (iv) 4 N HCl, AcOEt, rt, 24 h, yield 71%; (v) SOCl2 (1.2 eq.), toluene, 0 °C to 60 °C, 

3 h, yield 23%; (vi) K2CO3 (2.0 eq.), KI (1.0 eq.), DMF, 60 °C, yield 60%. 

 

I. 3. 2. 3. A 領域の構造改変 

 A 領域の構造改変は、化合物 22b の構造をベースに行った。近藤の先行研究から、A 領

域の δ-ラクタム環の周辺にある空隙を埋めると、MBL との相互作用が向上すると示唆され
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た(Figure 11c)。そこで、化合物 22b の δ-ラクタム環のメチレン部位にメチル基を 2 つずつ

導入した化合物 25 と 26 を合成した。 

 化合物 25 および 26 は、Scheme 6 の経路で合成した。2 つのメチル基を有するキノリノン

化合物 33 および 38 を得たのち、化合物 22 の合成と同様の経路で化合物 25 および 26 をそ

れぞれ合成した。 

 

 
Scheme 6. 化合物 25 および 26 の合成経路 

Reagents and conditions: (i) SOCl2 (1.5 eq.), cat. DMF, dry DCM, 0 °C to 50 °C, 1 h; (ii) DIPEA (2.0 

eq.), dry DCM, rt, 2.5 h, yield 70%; (iii) AlCl3 (2.0 eq.), dry DCM, reflux, 1 h, yield 65%; (iv) 

isobutyronitrile (1.3 eq.), LiHMDS (2.0 eq.), dry THF, rt, 15 h, yield 96%; (v) CuI (3.00 mol%), KI 

(1.00 mol%), N-acetylglycine (6.00 mol%), NaOH (3.0 eq.), tBuOH, 100 °C, 48 h, yield 30%. 
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Table 5. 化合物 23 – 26 の MBL 阻害活性 (in vitro) 

Compounds 
IC50 (μM) 

IMP-1 NDM-1 

22b 4.81 33.0 

23 >100 >100 

24 >100 >100 

25 4.48 14.9 

26 >100 7.73 

 

I. 3. 2. 4. 化合物 22b と IMP-1 の相互作用解析 

当研究室の郭によって、化合物 22b と IMP-1 の共結晶が取得された(Figure 18)。ヒット化

合物 1a と IMP-1 の共結晶と同様、IMP-1 は単位格子中に 4 分子が含まれていた。化合物 22b

は 1 分子が存在しており、δ-ラクタム環が開裂した構造で活性中心の Zn2+と結合していた。

Trp64 とループ構造(PYGLGN)に挟まれるような形で、結合ポケットに入り込んでおり、シ

クロヘキシル基が Trp64 と、p-メチルフェノキシ基がループ部位とそれぞれ疎水性相互作用

を形成していた。このことは、B 領域には疎水性の構造が有用であるという知見と一致した。 

今後は MD シミュレーションを行い、化合物 22b が MBL を阻害する詳細なメカニズムを

明らかにする必要がある。 
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Figure 18. 化合物 22b と IMP-1 複合体の結晶構造、ならびに化合物 22b の結合構造 

 

I. 3. 2. 5. 溶解性の改善 

 前述の通り、ここまでで得られた化合物群は溶解性が低いという課題がある。そのため、

MBL 阻害活性を維持しつつ、溶解性の向上を目指した構造改変を行った。 

 化合物 1c の δ-ラクタム環アミド基をメチル化した化合物 46 を合成した。アミド基をメ

チル化することで、融点が下がり、溶解性が向上すると期待したが、化合物 46 は MBL 阻

害活性を示さなかった(Table 6)。 

 化合物 46 の合成は Scheme 8 に示した。エチル基を有する化合物 1c の δ-ラクタム環をメ

チル化し、化合物 46 を得た。 
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Scheme 7. 化合物 46 の合成 

 

 続いて、化合物 1a のエーテル部位をスルホキシドに変換した化合物 48 を合成した。化

合物 1a と IMP-1 の X 線結晶構造解析より、化合物 1a のエーテル部位は MBL の外側に位

置しているので、親水性の構造に置き換えることで、溶媒との親和性が向上し、溶解性が改

善すると期待した。当研究室で小児がん治療薬の創製を目的に行われている、TrkB 阻害剤

の探索研究において、溶媒に面したスルフィド部位を酸化してスルホキシドにするアプロ

ーチがなされており、本研究でもそれを参考にした。なお、TrkB 阻害剤の探索研究につい

ては、本論文の第 III 章にて詳述する。 

化合物 48 は Scheme 8 の経路で合成した。チオフェノールを出発物質として、化合物 1 の

合成と同様の経路でスルフィド化合物 47 を得たのち、酸化反応によってスルホキシド化合

物 48 を得た。 

 

 
Scheme 8. 化合物 48 の合成経路 

Reagents and conditions: (i) bromoacetonitrile (1.2 eq.), K2CO3 (2.0 eq.), acetone, rt, 5 h, quant.; 

(ii) thioacetamide (1.5 eq.), 4 M HCl, DMF, 1,4-dioxane, reflux, 23 h, yield 3.9%; (iii) compound 15, 

EtOH, DMF, reflux, 19 h, yield 75%; (iv) mCPBA (4.0 eq.), DCM, 0 °C, 14.5 h, yield 42%. 
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合成した化合物 48 は、MBL 阻害活性は示さなかったものの、溶解性の改善が確認でき

た。そのため、MBL 阻害活性に寄与する化合物 22 などの基本構造をベースとして、溶媒側

に適切な親水性の構造を導入することで、MBL 阻害活性と溶解性を両立できると考えてい

る 69, 70。 

 

Table 6. 化合物 46 – 48 の MBL 阻害活性 (in vitro) 

Compounds 
IC50 (μM) 

IMP-1 NDM-1 

46 >100 >100 

47 >100 >100 

48 >100 >100 

 

I. 3. 3. 発展：抗がん剤を目指した K-Ras G12D 阻害剤への応用 

Ras は、細胞の増殖関わるタンパク質であり、K-Ras, N-Ras, H-Ras が存在する 71-74。なか

でも、K-Ras 遺伝子の変異は、膵臓がん患者の 95%以上に認められている。当研究室では、

抗がん剤の開発を目指した K-Ras G12D 変異体阻害剤の探索研究が進められている。スクリ

ーニング試験において、化合物 22g がヒット化合物として同定された。現在、化合物 22g と

K-Ras G12D 変異体の結合構造の解明、ならびに阻害剤の探索が当研究室で進められている。 

 

I. 4. 小括 

薬剤耐性菌の世界的な蔓延は、早急に取り組むべき課題である。本研究では、幅広い β-ラ

クタム系抗菌薬を分解する酵素である、メタロ-β-ラクタマーゼ(MBL)を阻害する化合物を

合成した。 

先行研究で得られたヒット化合物 1a は、分子内にδ-ラクタム環を持つ。X 線結晶構造解

析および MD シミュレーションの結果から、化合物 1a は MBL の酵素作用で δ-ラクタム環
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が開裂し、MBL 活性中心の Zn2+に結合して阻害作用を示すと考えた。また、当研究室で独

自に開発した Orientation プログラムを用いたドッキングシミュレーションを行い、化合物

1a は薬剤耐性の強い IMP-1 変異体にも対応できることが示唆された。 

化合物 1a を ABC の 3 領域に分け、それぞれの領域の構造最適化を行なった。C 領域の

ベンゼン環パラ位にエチル基を導入した化合物 1c で MBL 阻害活性が向上し、脂溶性かつ

電子供与性の置換基が有用であるとの知見を得た。B 領域のチアゾール環を第三級アミンに

置換し、ベンジル基を導入した化合物 17a で MBL 阻害活性が向上した。計算機設計により、

化合物 17a を改変した化合物 22a と 22b は、さらに MBL 阻害活性が向上した。化合物 22b

と IMP-1 複合体の X 線結晶構造解析の結果、化合物 22b のシクロヘキシル基と p-メチルフ

ェノキシ基が IMP-1 と疎水性相互作用を形成していることがわかった。 

また、取得した化合物群は溶解性が低いことが課題であり、溶解性を改善するための構造

改変を行った。化合物 1a の IMP-1 結合構造において、溶媒側に位置するエーテル部位をス

ルホキシドに変換した化合物 48 は、溶解性は向上したが、MBL 阻害活性を示さなかった。 

本研究において、良好な MBL 阻害活性を示す化合物 22b が得られた。化合物の A 領域

には構造を最適化する余地があり、また、溶解性の改善という課題を抱えている。今後

は、化合物 22b の構造をベースにさらなる構造改変を進めていく。 
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第 II 章 

インフルエンザウイルス治療薬を目的とした新規 PAN 阻害剤の探索 
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II. 1. 背景 

II. 1. 1. インフルエンザウイルス 

II. 1. 1. 1. インフルエンザ 

インフルエンザは、インフルエンザウイルスの感染により発症する急性呼吸器疾患であ

り、冬季に流行する 75。38 °C 以上の発熱や頭痛、関節痛、筋肉痛といった諸症状に加え、

喉の痛みや鼻汁、咳など感冒用症状も併せて見られる。約 1 週間の経過で軽快するが、高齢

者は重篤化や死亡のリスクが、小児では中耳炎や熱性痙攣を併発するリスクが高まる。 

 インフルエンザウイルスは、オルトミクソウイルス科に属する RNA ウイルスである

(Figure 19)76。抗原の違いにより A, B, C の 3 型に分類され、中でも世界的な大流行“パンデ

ミック”を引き起こすのは、A 型インフルエンザウイルスである。A 型インフルエンザウイ

ルスは、ウイルス表面に存在する抗原性の糖タンパク質であるヘマグルチニン(HA)とノイ

ラミニダーゼ(NA)の違いにより、HA 亜型(H1 – H16)と NA 亜型(N1 – N9)に細かく分類され

る 77, 78。 

 

 

Figure 19. インフルエンザウイルスの電子顕微鏡図 75 
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 インフルエンザは数十年周期でパンデミックを引き起こす。古くは 1918 年の“スペイン

かぜ(A/H1N1)”に始まり、1968 年の香港インフルエンザ(A/H3N2)、1977 年のソ連インフル

エンザ、2009 年のいわゆる“新型インフルエンザ(A/H1N1pdm)”などを人類は経験してきた。

新型のインフルエンザウイルスが出現し、免疫を持たない人々への感染が拡大することで、

これらのパンデミックが引き起こされると言われている。既存の抗ウイルス薬には薬剤耐

性変異株が出現しているため、次のパンデミックに備え、新規作用機序を有する治療薬の開

発が急務である。インフルエンザウイルスの増殖メカニズムを以下に示す(Figure 20)79。 

 

i.  吸着：ウイルスがヘマグルチニン(HA)によって宿主細胞の表面に吸着し、HA は細胞表

面の糖タンパク質当部分のシアル酸残基と結合する。 

ii.  侵入・脱殻：吸着したウイルスは、細胞のエンドサイトーシスによって細胞内に自然に

取り込まれる。このとき、イオンチャネル型の M2 タンパク質がウイルス内部に H+を取り

込み、ウイルス中の酸性度を上げることで、ウイルス外被を構成するタンパク質が破壊され

る。 

iii. 複製：細胞質に放出されたリボ核タンパク質は核内に移行し、ウイルス RNA の転写に

よる mRNA 合成と、ウイルスゲノム RNA (vRNA)の複製が別々に行われる。 

iv.  放出：再構成・成熟したウイルスは、ノイラミニダーゼ(NA)が細胞表面の糖鎖をシアル

酸残基で切り離すことで、細胞外に放出される。 
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Figure 20. インフルエンザウイルスのライフサイクルと創薬ターゲット. (文献 80 に記載の
図を改変して使用) 

 

II. 1. 1. 2. 既存の抗インフルエンザウイルス薬 

 日本で承認販売されている抗インフルエンザウイルス薬を Figure 21 に示した。 

ヘマグルチニン(HA)は宿主細胞の表面に突き出た N-アセチルノイラミン酸(NANA)を認

識して結合するので、NANA に似た分子があれば HA 阻害剤になりうるが、未だ開発され

ていない。 

 ノイラミニダーゼ(NA)を阻害することで感染細胞からウイルスが放出されなくなるので、

増殖を食い止めることができる。日本で承認されている抗インフルエンザウイルス薬の多

くは NA 阻害剤である。ザナミビルは水溶性が高く、腸管膜を通過できないため経口投与で

きない 81。オセルタミビルは疎水性を向上させた薬剤であり、使い勝手がよく汎用されたた

め、薬剤耐性変異株が多く報告された 84。 

 M2 タンパク質を阻害することでウイルスは脱殻しないので、vRNA が宿主細胞に入らな

い。A 型インフルエンザの M2 阻害剤にアマンタジンがあるが、近年流行しているインフル

エンザのほとんどはアマンタジン耐性であるため、ほとんど使用されていない 82, 83。 
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Figure 21. (a) NANA の構造. (b, c, d) 日本で承認されている抗インフルエンザウイルス薬 

 

II. 1. 1. 3. CEN | キャップ依存性エンドヌクレアーゼ活性 

インフルエンザウイルスのゲノム(vRNA)は、8 本に分節化された一本鎖 RNA である。

RNA 合成における基本ユニットである vRNP 複合体(vRNP; viral ribonucleoprotein complex)

は、RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ(RdRp)とヌクレオキャプシドタンパク質(NP)が結合し

ている(Figure 22a)。さらに、vRNP 複合体の RdRp 領域は、PB1, PB2, PA の 3 つのサブユニ

ットから構成される(Figure 22b)。PB1 サブユニットの N 末端に PA サブユニットの C 末端

が、PB1 サブユニットの C 末端に PB2 サブユニットの N 末端が結合している。RdRp 阻害

剤としてファビピラビルが上市されたが、副作用として催奇形性があり、他の治療薬が無効

または効果不十分の場合のみの使用に限られている(Figure 21d)89-91。 

インフルエンザウイルスは、自身で RNA 合成を行うことができず、宿主細胞内で増殖を

行う必要がある。RdRp の PB2 サブユニットが宿主の未成熟 RNA の 5’末端にあるキャップ

構造を認識し、結合する。その後、PA サブユニットの N 末端(PAN)がエンドヌクレアーゼ活
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性によりキャップ構造を切り離し、切断されたキャップ構造は mRNA 合成のためのプライ

マーとして PB1 サブユニットに利用される(Figure 22c)85, 86。この過程は“キャップ・スナッ

チング”と呼称され、PA サブユニットのエンドヌクレアーゼ活性は、キャップ依存性エンド

ヌクレアーゼ活性(CEN; Cap-dependent Endonuclease)と言われる。CEN はインフルエンザウ

イルスの型/亜型間で保存性が高く、また、ヒトは PA サブユニットに相同する遺伝子を持た

ないため、PA サブユニットは抗インフルエンザウイルス薬の標的として有望である。 

 

 

Figure 22. (a) vRNP の構造 87. (b) RdRp の構造 88. (c) キャップ・スナッチングの模式図. 

 

II. 1. 2. PAN 阻害剤の探索 

II. 1. 2. 1. 既知の PAN 阻害剤 

 現在、多くのグループが PAN 阻害剤の開発研究に取り組んでいる。Cohen らのグループ

は、メタロエンザイムに作用する小分子のライブラリを構築した(Figure 23)93。ライブラリ

の中には、3 つのヒドロキシ基を有するピロガロールなどが含まれている。小さい分子(フ

ラグメント)を足がかりにリード化合物を探索する、FBDD (Fragment-based Drug Design)に基

づいた PAN 阻害剤の探索が行われ、リード化合物が取得された 94-96。この小分子ライブラリ

を用いた MBL 阻害剤の探索研究も行われており、メタロエンザイム阻害剤の開発ノウハウ

を標的タンパク質間で活用できる可能性が示された 97。 
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Figure 23. Cohen らの構築した PAN と相互作用する小分子ライブラリの一例と PAN 阻害剤 

 

II. 1. 2. 2. BXM | バロキサビル・マルボキシル 

2019 年、塩野義製薬から PAN 阻害作用を有するインフルエンザウイルス治療薬として、

バロキサビル・マルボキシル(BXM；商品名 ゾフルーザ)が上市された(Figure 24a)80, 98, 99。

BXM はプロドラッグであり、メトキシカルボニロキシメチル基(-CH2OCOCH3)が外れてバ

ロキサビル酸(BXA)となり、PAN 活性中心の Mn2+イオンと結合する。 

BXM の開発にあたり、塩野義製薬はドルテグラビルなどで蓄積したメタロエンザイム阻

害剤のノウハウを活用した(Figure 24b)。HIV-1 インテグラーゼは、逆転写後の 2 本鎖ウイル

ス DNA を宿主細胞の DNA に挿入する酵素であり、活性中心に 2 つの Mg2+を有するメタロ

エンザイムである。ドルテグラビルは、活性中心の 2 つの Mg2+にキレートして酵素反応を

阻害する 100-107。 
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Figure 24. (a) バロキサビルマルボキシルの構造. (b) ドルテグラビルの構造. 

 

新しい作用機序で脚光を浴びた BXM であるが、BXM 感受性が低下したインフルエンザ

ウイルス株が報告されている 108-109。分離されたウイルス株の解析を行ったところ、PA サブ

ユニットにおける 38 番目のイソロイシンがスレオニンに置き換わった I38T 変異が認めら

れた(Figure 25)。I38T 変異は A/H1N1 および A/H3N2 ウイルスにおいて最も大きな効果を示

し、EC50 値が約 30-50 倍上昇した。イソロイシンがスレオニンに置換されたことで、BXA

と PAN の接触が減り、結合親和性が低下したと考えられる。また、I38F 変異と I38M 変異も

確認されたが、BXM 感受性への影響は小さかった。さらに、B 型インフルエンザウイルス

では、I38T 変異による BXM 感受性の低下は、A 型インフルエンザウイルスに比べて小さか

った。 

現在、新たな PAN阻害剤の開発のために、BXM の構造改変を行った研究の報告もあるが、

BXM を超える薬理活性を示したものはない。薬剤耐性変異株にも対応できる、PAN 阻害剤

の開発が望まれている。 
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Figure 25. PAN 活性部位における BXA の結合構造. (a) PA/WT と BXA の結合構造 (PDB#; 

6FS6). (b) PA/I38T と BXA の結合構造 (PDB#; 6FD7). 

 

II. 1. 3. 先行研究：当研究室における PAN阻害剤の探索研究 

II. 1. 3. 1. スクリーニング試験によるヒット化合物の探索 

 当研究室の不動によって、PAN 阻害活性を示す化合物のスクリーニング試験が行われた 51, 

52。当研究室で保存されていた 410 の化合物ライブラリを用いた in vitro スクリーニング試

験により、3 つの化合物を抽出した(Figure 26a)。このうち、BK-0109 と BK-0110 はピロガロ

ール構造を有していた。Cohen らのグループが構築した MBP ライブラリにも、PAN と相互

作用するフラグメント分子としてピロガロールとその類似化合物が含まれている。そのた

め、BK-0109 と BK-0110 のピロガロール部位が PAN 活性中心の Mn2+と相互作用していると

示唆された。また、インフルエンザウイルスの PAN や HIV-1 の逆転写酵素など、ピロガロ

ール骨格を有するメタロエンザイム阻害剤は既にいくつか報告があり、BK-0109 と BK-0110

も PAN 阻害剤の有望な足がかりになると期待できた(Figure 26b)111-113。 
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Figure 26. (a) 良好な PAN 阻害活性を示した 3 化合物の構造 51. (b, c) ピロガロール構造を有
する既知のメタロエンザイム阻害剤の一例. 

 

続いて、3 化合物の in vitro における IC 50 値の算出と、抗ウイルス活性試験による EC50 値

と CC50 値の算出を行った(Table 7)。その結果、BK-0109 をヒット化合物 51a として同定し

た。 

 

Table 7. 化合物 51a, 52, 53 の PAN 阻害活性 51 

Compounds IC50 (μM) EC50 (μM) CC50 (μM) 

51a 9.68 ± 1.19 11.8 ± 2.27 >200 

52 63.3 ± 5.72 11.5 ± 1.13 74.1 ± 1.61 

53 8.26 ± 0.79 14.4 ± 3.85 >200 

 

II. 1. 3. 2. ヒット化合物と PAN の相互作用解析 

不動によって得られたヒット化合物 BK-0109 と PAN 複合体の X 線結晶構造解析により、

PAN 活性ポケットには、3 分子の化合物 51a が存在することがわかった(Figure 27)。分子 A

はピロガロール部位の 3 つのヒドロキシ基が PAN 活性中心にある 2 つの Mn2+イオンと相互

作用しており、p-フルオロフェニル基が Arg84、Trp88、Phe105、Leu106 の作るポケットに

伸びていた。分子 B の p-フルオロフェニル基は Thr20、Tyr24、Glu26、Lys34、Ile38 が形成
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するポケットと疎水性相互作用を形成していた。分子 C は p-フルオロフェニル基が、Val122、

Arg124、Phe150、Trp188、Phe191、Arg192、Glu195 で構成される疎水性ポケットに深く入り

込んでいた。分子 C のピロガロール部位にある 3 つのヒドロキシ基のうち、3 位にあるヒド

ロキシ基は Glu31 と水素結合を形成していた。 

 

 

Figure 27. PAN と BK-0109 の結晶構造 (PDB#; 4YYL) 

 

3 つの化合物 51a 分子と PAN の MD シミュレーションを行った(Figure 28)。100 ns のシミ

ュレーション中、分子 A はピロガロール部位が PAN 活性中心の Mn2+との相互作用を維持し

続けた一方で、p-フルオロフェニル部位は結晶構造からの揺らぎが大きかった。分子 B の p-

フルオロフェニル部位は Tyr24 との相互作用を維持していたが、コンフォメーションが大き

く変化した。分子 C の p-フルオロフェニル部位は、Phe191 との π-π 相互作用を安定に維持

していた。 

 さらに、MM/GBSA 法により各分子と PAN の結合自由エネルギーΔGbind を算出したとこ

ろ、3 分子の中で分子 C と PAN の結合が最も安定であり、分子 A と PAN の親和性が最も低

いことが予測された(Table 8)。 
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 以上の結果から、化合物 51a の p-フルオロフェニル部位が PAN との結合に重要であると

示唆された。 

 

 

Figure 28. 化合物 51a と PAN の複合体中における MD シミュレーション中の化合物 51a の
構造変化 51. PAN 活性中心の金属イオンを Mn2+から Mg2+に置換している. 

 

Table 8. MM/GBSA 法により算出した結合自由エネルギー51 

Molecules ΔEele (kcal/mol) ΔEvdw (kcal/mol) ΔGsol (kcal/mol) ΔGbind (kcal/mol) 

A -17.209 ± 2.591 -27.195 ± 3.494 14.324 ± 2.142 -30.080 ± 3.068 

B -12.007 ± 5.748 -35.694 ± 5.735 12.871 ± 3.945 -34.830 ± 5.453 

C -21.142 ± 11.68 -36.227 ± 5.361 18.746 ± 8.104 -38.623 ± 3.602 

ΔEele：リガンド-タンパク質間の静電相互作用エネルギー, ΔEvdw：van der Waals 相互作用エネルギー 

ΔGsol：溶媒和効果による安定化エネルギー, ΔGbind：結合自由エネルギー 

 

II. 1. 3. 3. 化合物 51a の部分構造の PAN 阻害活性 

 続いて、当研究室の北原によって、化合物 51a の部分構造であるピロガロール体 54 とそ



 

 52 / 141 

の誘導体 55 が得られた 147。これら 2 化合物は、PAN 阻害活性を示し、PAN 活性中心の Mn2+

との結合が確認された(Figure 29)。化合物 54 と 55 はともにピロガロール骨格の 3 つのヒド

ロキシ基が 2 つの Mn2+に配位していたが、隣接するカルボニル基の位置が異なっていた。

この結果から、ピロガロール部位が PAN 阻害活性に寄与していることが明らかになった。 

 

 

Figure 29. (a) 化合物 54 および 55 の構造. (b) 化合物 54 の PAN 結合構造. (c) 化合物 55 の
PAN 結合構造. 

 

II. 1. 3. 4. 化合物 51a の類縁体構造 

当研究室の北原および齋藤によって、化合物 51a の分子 A に着目した構造改変が行われ

た(Figure 30)147, 148。取得された化合物のなかで、化合物 51a のフルオロ基をクロロ基に置換

した化合物 51b で PAN 阻害活性が向上した。しかし、分子 A のみの構造改変では、PAN 阻

害活性が大きく向上しなかったことから、より大掛かりな構造改変が必要であると示唆さ

れた。 
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Figure 30. 分子 A に着目した化合物 51a の構造改変 147, 148 

 

II. 2. 目的と方法 

II. 2. 1. 目的 

「新規 PAN 阻害剤の創製」を目的として本研究を進めた。当研究室における先行研究で

得られたヒット化合物の構造改変を行い、PAN 阻害活性の向上ならびに、バロキサビル・マ

ルボキシルで問題となった薬剤耐性変異株に対応できる薬物の開発を目指した。 

 

II. 2. 2. 方法：構造改変の戦略 

 ヒット化合物と PAN の結晶構造解析の結果を基に、計算機解析を活用した化合物設計な

らびに、化合物の合成と活性評価を行い、リード探索を行った。 

不動による化合物 51a と PAN の X 線結晶構造解析と MD シミュレーション、ならびに北

原と齋藤による構造改変の結果から、PAN 活性部位に存在する分子 A と C が、PAN との相

互作用に寄与していることが明らかになった。そこで、分子 A と C の、2 つの結合部位を

繋いだ構造の化合物は、より強く PAN と相互作用すると考えた。 
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II. 3. 結果と考察 

II. 3. 1. 構造改変：芳香環構造の伸長 

 当研究室の大林によって、化合物 56 – 58 が得られた(Figure 31)。これらの化合物のエン

ドヌクレアーゼ阻害活性を Table 9 に示す。得られた化合物のうち、化合物 56 と 58 は PAN

阻害活性を示さなかった。また、2 つの芳香環をビニレン架橋した化合物 57a はエンドヌク

レアーゼ阻害活性を示さなかったが、中央のベンゼン環にメトキシ基とメチル基をそれぞ

れ導入した化合物 57b と 57c はエンドヌクレアーゼ阻害活性を有していた。化合物 57a は

平面性が高く、分子同士が重なったためにエンドヌクレアーゼ阻害活性を示さなかったと

考えた。さらに、化合物 57b はヒット化合物 51a よりも良好な IC50 値を有し、化合物 51a の

2 つの PAN 結合部位を繋ぐアプローチが有用であると示唆された。現在、化合物 57 をベー

スにした構造改変が大林によって進められている。 

 

 
Figure 31. 化合物 56 – 58 の構造 
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Table 9. 化合物 56 – 58 のエンドヌクレアーゼ阻害活性 

Compounds 
各化合物濃度における CEN 阻害活性 

IC50 (μM) 
20 μM 100 μM 

51a + + 9.7 

56 - - - 

57a - - - 

57b + + 27 

57c + + 2.8 

58 - - - 

 

II. 3. 2. Orientation プログラムを用いた予備検討 

 リンカー構造の設計にあたり、Orientation プログラムを用いた予備検討を行った。リンカ

ー構造としてベンゼン環を導入し、ピロガロール構造と p-クロロフェニル構造をパラ位、

オルト位、メタ位での位置で繋いだ化合物 59, 60, 61 の計算モデルを作成した(Figure 32)。

また、ベンゼン環の生物学的等価体であるチオフェン環をリンカー構造に導入した化合物

62 と 63 の計算モデルも作成した。 
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Figure 32. 予備検討に用いた化合物 59 – 63 の構造 

 

AutoDock Vina を用いて化合物と PANの結合構造の予測モデルを作成したのち、Orientation

プログラムを用いて構造最適化計算を行った。続いて、PAN の I38T 変異体とのドッキング

シミュレーションも行った。計算結果は Table 10 に示す。 

 化合物 51a と PAN 複合体の構造解析から、ピロガロール部位と Mn2+、クロロフェニル基

が Phe191 とそれぞれ結合していると期待したが、両方の部位で結合を形成しているのは、

わずかであった。多くの結合予測モデルで、p-クロロフェニル基と Phe191 の疎水性相互作

用が見られ、ピロガロール部位と Mn2+が相互作用しているモデルは、Phe191 と相互作用し

ているモデルよりも少なかった。この結果は、先行研究 51 における、化合物 51a と PAN の

結合自由エネルギーの解析結果と一致した。また、一部のモデルでは、p-クロロフェニル基

ではなく、リンカー構造として導入した芳香環が、Phe191 と結合していた。 

 それぞれの化合物で 6 つの結合ポーズの計算を行ったが、ピロガロール部位と Mn2+の相

互作用が多く確認できたのは化合物 59 と 62 であった。また、I38T 変異を導入したことに
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よる結合スコアの変化は、化合物 59 と 62 で同程度であった。以上の結果から、ピロガロー

ル部位と p-クロロフェニル部位の 2 つを、六員環の 1 位と 4 位、あるいは五員環の 1 位と 3

位で繋いだ構造が、新規 PAN 阻害剤の構造として有用であると示唆された(Figure 33)。六員

環構造を有する化合物 59 に類似した、化合物 57 をベースにした構造最適化が大林によっ

て進められており、本研究では、リンカー部位に五員環構造を導入してリード探索を行うこ

ととした。 
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Figure 33. (a) PAN と化合物 59-ポーズ 4 の結合予測構造. (b) PAN と化合物 59-ポーズ 6 の結合
予測構造. (c) PAN と化合物 62-ポーズ 4 の結合予測構造. (d) PAN と化合物 62-ポーズ 6 の結合
予測構造. 
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Table 10. Orientation プログラムによる予備検討の計算結果 

Compounds Poses 
Interactions a Binding Score 

Phe191 Mn2+ PA/WT PA/I38T 

59 

1 + + -25.041 -20.185 

2 + + -24.115 -25.373 

3 - + -20.982 -18.807 

4 + + -29.495 -23.721 

5 - + -25.581 -25.898 

6 + ++ -23.635 -22.955 

60 

1 + - -22.073 -20.795 

2 - - -20.880 -17.907 

3 ++ - -24.244 -24.346 

4 - - -21.802 -20.852 

5 - + -23.076 -22.261 

6 ++ ++ -29.046 -23.025 

61 

1 ++ ++ -32.385 -29.455 

2 + + -28.399 -27.601 

3 ++ - -23.795 -21.759 

4 - + -22.386 -20.887 

5  + b - -23.145 -22.747 

6 + ++ -29.896 -23.893 

62 

1 - - -18.145 -18.490 

2 - + -19.062 -17.357 

3 + + -21.060 -20.111 

4 ++ + -22.381 -23.842 

5 + + -26.263 -22.151 

6 ++ ++ -29.466 -23.007 

63 

1 - - -24.339 -22.925 

2 ++ - -23.770 -22.263 

3 - + -19.471 -17.646 

4  + b + -23.347 - 

5 + - -25.620 -25.794 

6 ++ ++ -27.365 -21.746 

(a) -は相互作用なし、+は相互作用あり、++は化合物 51a の結合構造と近い相互作用を表す。 

(b) リンカー部位の芳香環と Phe191 が相互作用していた。 
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II. 3. 3. 化合物の設計 

 五員環を有する構造として、化合物 64 – 67 を設計した(Figure 34)。化合物 64 は MBL 阻

害剤 45 の候補化合物 1j、化合物 65 – 67 は TrkB 阻害剤の候補化合物 2a の構造 57 を応用し

た。当研究室で行っているそれぞれの研究テーマを関連付けて行うことで、効率的に研究を

遂行できると考えた。 

 

 

Figure 34. 化合物 64 – 67 の構造と構造改変の戦略 

 

II. 3. 4. PAN 阻害剤の合成 

 設計した化合物群の合成は、Scheme 9 の経路で進めた。ピロガロールに対し、Friedel-Grafts
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反応により化合物 55 を取得したのち、3 つのヒドロキシ基をメトキシメチル基(-MOM)で保

護して前駆体 68 を得た。 

 化合物 68 の合成に続き、目的の五員環構造を有する前駆体を合成し、SN2 反応に続く

MOM 基の脱保護反応により、設計した目的物を取得することを考えた。 

 

 

Scheme 9. 新規化合物の合成計画ならびに前駆体 68 の合成 

Reagents and conditions: (i) chloroacetyl chloride (1.7 eq.), AlCl3 (3.0 eq.), CS2, rt, 2 h, yield 31%; 

MOMCl (4.0 eq.), NaCl (8.5 eq.), DIPEA (4.0 eq.), MeCN, 0 °C to rt, 17 h, yield 84%. 

 

II. 3. 4. 1. チアゾール化合物 64 の合成 

 化合物 64 の合成は、化合物 1j の合成を基にした経路で進めることを考えた(Scheme 10)。

チオアミド化合物 14j からチアゾール化合物を合成する反応は、進行が確認できなかった。 
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Scheme 10. チアゾール化合物 64 の合成 

Reagents and conditions: (i) bromoacetonitrile (1.2 eq.), K2CO3 (2.0 eq.), acetone, rt, 5 h, yield 91%; 

(ii) thioacetamide (1.5 eq.), 4 M HCl, DMF, 1,4-dioxane, 100 °C, 28 h, yield 20%. 

 

 エステルを用いた化合物 14j のチアゾール環化反応は進行しなかったため、別の経路での

合成を試みた。化合物 14j に対し、1,4-ジブロモブタン-2,3-ジオンを用いてチアゾール化合

物 69 を合成した(Scheme 11a)。原料である 1,4-ジブロモブタン-2,3-ジオンの当量を抑えるこ

とで、二環化合物の生成を防いだ。化合物 69 に対し、Baeyer-Villiger 酸化反応と続くエステ

ルの加水分解反応により、目的の化合物 71 の取得を試みたが、合成中間体のエステル化合

物 70 のみ構造を確認できた。 

 また、同じく化合物 1j の合成中間体であるニトリル化合物 13j に対し、チオグリコール

酸を用いてチアゾール化合物 71 を得る反応を試みたが、目的物を得ることができなかった

(Scheme 11b)。 
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Scheme 11. 合成中間体 71 の合成 

Reagents and conditions; (i) 1,4-dibromobutane-2,3-dione (1.0 eq.), EtOH, reflux, 2 h, yield 33%; 

(ii) mCPBA (2.4 eq.), NaHCO3 (4.0 eq.), DCM, 0 °C to rt, 1 d; (iii) 10% KOH, MeOH, rt; 

(iv) mercaptoacetic acid (1.0 eq.), pyridine (0.25 eq.), reflux, 2 h. 

 

II. 3. 4. 2. トリアゾール化合物 65 の合成 

  トリアゾール化合物 65 の合成を行った(Scheme 12)。原料に p-クロロフェノールを用い

て、メチルエステル化合物 73 を得たのち、ヒドラジン一水和物を用いた加水分解反応に

より、アセトヒドラジド化合物 74 を合成した。続いて、二硫化炭素を用いて化合物 75 を

得たのち、ヒドラジンを用いてアミノトリアゾール化合物 76 を合成した。アミノ基を Boc

基で保護する反応を行ったが、目的の化合物 77 を単離することができなかった。化合物

77 の合成を達成したのちは、化合物 68 との SN2 反応を行い、その後、酸性条件下で

MOM 基と Boc 基を同時に脱保護して目的のトリアゾール化合物 65 を得ることを考えてい

る。 
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Scheme 12. トリアゾール化合物 65 の合成 

Reagents and conditions: (i) methyl bromoacetate (1.2 eq.), K2CO3 (2.0 eq.), acetone, rt, 27 h, yield 

99%; (ii) H2N-NH2･H2O (1.0 eq.), MeOH, rt, 17 h, yield 64%; (iii) CS2 (2.0 eq.), KOH (1.5 eq.), 

EtOH, 45 °C, 10 h, yield 93%; (iv) H2N-NH2･H2O (2.0 eq.), H2O, reflux, 13 h, yield 68%; 

(v) Boc2O (1.2 eq.), NEt3 (1.5 eq.), DCM, rt. 

 

II. 3. 4. 3. トリアゾール化合物 66 の合成 

 トリアゾール化合物 66 の合成は、化合物 65 の合成中間体 76 を用いて行った(Scheme 

13)。化合物 76 に対し、酸性条件下で脱アミノ化反応を行うことで、化合物 79 の合成を試

みたが、次の反応に十分な収量を得ることができなかった。 

 

 

Scheme 13. トリアゾール化合物 66 の合成 

 

 化合物 79 の合成は、4-クロロフェノキシ酢酸(4-CPA)とチオセミカルバジドを用いて行

うことを検討している(Scheme 14)。 
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Scheme 14. トリアゾール化合物 66 の改良した合成計画 

 

II. 3. 4. 4. オキサジアゾール化合物 67 の合成 

 オキサジアゾール化合物 67 の合成は、化合物 65 および 66 の合成中間体であるアセト

ヒドラジド化合物 74 を用いて行った(Scheme 15)。アセトヒドラジド化合物 74 に対して、

化合物 75 の構造を中間体として経由し、オキサジアゾール化合物 81 を得た。続いて、化

合物 68 と 81 を用いた SN2 反応を行ったが、反応の進行を確認できなかった。 

 

 
Scheme 15. 化合物 67 の合成 

Reagents and conditions: (i) CS2 (2.0 eq.), KOH (1.5 eq.), EtOH, 45 °C, 10 h; 1 M HCl, yield 16%; 

(ii) NaH (1.0 eq.), NaI (1.0 eq.), THF, reflux. 
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II. 4. 小括 

 インフルエンザウイルスの次なる世界的大流行に備え、新規治療薬を開発する必要があ

る。本研究では、インフルエンザウイルスの RNA 合成に関わるタンパク質である、PA サ

ブユニットの N 末端(PAN)を阻害する新規化合物を設計した。 

先行研究で得られたヒット化合物 51a は、PAN 活性部位に 3 分子が結合しており、分子

A のピロガロール部位と、分子 C の p-フルオロフェニル部位が、PAN 阻害活性に寄与して

いる。 

本研究では、2 つの結合部位をリンカーで繋いだ構造の化合物がより強い PAN 阻害活性

を示すと考えた。ヒット化合物 51a の類縁体である化合物 57c で PAN 阻害活性が向上し、

結合部位を繋ぐ戦略が有用であると示唆された。続いて、当研究室で開発された

Orientation プログラムを用いた検討により、2 つの結合部位をつなぐリンカーには五員環

構造が有用であると示唆された。さらに、五員環構造のリンカーを有する化合物は、既存

薬で問題となっている薬剤耐性変異株にも対応できると予測された。そこで、当研究室で

行われている MBL 阻害剤、ならびに TrkB 阻害剤の探索研究で得られた化合物の構造を応

用し、五員環構造を有する 4 つの化合物を設計した。今後は設計した化合物群の合成を行

い、新規 PAN 阻害剤の創出を目指す。 
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III. 1. 背景 

III. 1. 1. 神経芽腫 

III. 1. 1. 1. 神経芽腫について 

神経芽腫(neuroblastoma; NB)は、脳腫瘍に次いで多い小児の固形がんである 114, 115。神経細

胞に由来する発育中の不完全な前駆細胞から発生すると考えられている。生後 1 年以内に

観察されたものは、自然に退縮することが多いが、生後 1 年を過ぎた患者の 5 年生存率は

50%以下であり、小児固形がんの中で最も予後の悪い腫瘍である 116-120。予後不良の患者で

は、MYCN がん遺伝子の増幅や、1p36 と 11q 染色体の欠損などが見られる。 

 

III. 1. 1. 2. TrkB と BDNF 

脳由来神経栄養因子(BDNF; brain-derived neurotrophic factor)は脳において重要な神経因子

であり、神経成長因子(NGF; nerve growth factor)に続いて発見された 121。その後、第 3・第 4

のニューロトロフィンファミリーとして NT-3 と NT-4 が同定された。BDNF は 112 アミノ

酸残基からなる分子量 13.5 kDa のポリペプチドであり、ホモ二量体を形成して生理作用を

示す。BDNF は神経細胞の生存の維持や分化誘導、シナプス形成などの作用を、BDNF に特

異的な受容体であるトロポミオシン受容体キナーゼ B (TrkB; Tropomyosin receptor kinase / ト

ラックビーと読む)を介して行う。 

Trk ファミリーは神経系の発生と維持に重要な役割を担っているチロシンキナーゼ受容

体であり、NGF に特異的な TrkA、BDNF と NT-4/5 に特異的な TrkB、NT-3 に特異的な TrkC

で構成される。 

 Figure 35 に、BDNF/TrkB シグナル経路の概略図を示した。BDNF が TrkB に結合すると、

ホスホリパーゼ Cγ (PLC-γ)が活性化され、イノシトール 1,4,5-三リン酸 IP3 とジアシルグリ

セロール DAG が生成される。これにより、TRPC3/6 チャネルを介して細胞外シグナル制御
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キナーゼ ERK とカルシウムカルモジュリン依存性タンパク質キナーゼ CaMKIV が活性化

され、続く CREB 転写経路の活性化が Akt 依存性経路と協働して神経細胞の生存を支援す

る 122-124。 

 

 

Figure 35. (a) BDNF と TrkB の結合モデル. (b) BDNF/TrkB シグナル伝達経路の概略図. 

 

III. 1. 1. 3. TrkB と神経芽腫 

神経芽腫のうち、予後良好なものでは TrkA が過剰発現しており、予後不良なものには

TrkB が過剰に発現している。先行研究において、TrkB を過剰に発現させた神経細胞由来の

細胞株をマウスに移植したところ、急速に腫瘍を形成し、腫瘍形成後 7 日以内に全てのマウ

スが死亡したという報告がある 125。そのため、TrkB を標的とした薬物が、神経芽腫の治療

薬として開発されてきた。 



 

 70 / 141 

 

III. 1. 2. 神経芽腫治療薬 

Figure 36 に、既知の Trk 阻害剤の構造を示す。第 1 世代の Trk 阻害剤として、ラロトレク

チニブとエヌトレクチニブが臨床で使用されているが、これらはアミノ酸変異による薬剤

耐性が問題となっている 126, 127。第 2 世代の Trk 阻害剤として開発中のセリトレクチニブ、

レポトレクチニブは、いくつかの薬剤耐性変異に対応したが、未だ克服していない変異もあ

る 128。中外製薬が Trk 融合細胞を阻害する CH7057288 を発表した。CH7057288 はラロトレ

クチニブで問題となっていた変異に対応し、CYP3A4 誘導の抑制に成功している 129, 130。 

これらの薬剤は、いずれも Trk の細胞内キナーゼドメインに作用するため、高濃度での治

療が求められ、強い副作用が生じやすくなる。そのため、細胞外に位置する TrkB の BDNF

結合ドメインを標的とした、低い濃度で効果が得られる新しい抗がん剤の開発が求められ

ている。 

 

 
Figure 36. 既知の Trk 阻害剤の構造 (a) 第 1 世代 TrkB 阻害剤. (b) 第 2 世代 TrkB 阻害剤. 

(c) CH7057288 の構造. 
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III. 1. 3. 先行研究：当研究室における TrkB 阻害剤の探索研究 

III. 1. 3. 1. TrkB 阻害化合物のスクリーニング試験 

 先行研究においてスクリーニング試験が行われ、TrkB 阻害活性を示す 7 つの候補化合物

A-G が同定された 57, 58。まず 300 万個の化合物ライブラリに対し、AutoDock を用いた in 

silico スクリーニング試験を行った。計算スコアが上位 100 個の構造の中から、さらにドラ

ッグライクな 60 個の化合物を抽出した。続いて、抽出した 60 化合物のうち、入手できない

ものや DMSO に溶解しないものを除いた 37 化合物に対して、in vitro スクリーニング試験

を行い、7 化合物を抽出した。神経芽腫細胞株において、化合物 A と G が特に良好な増殖

抑制効果を示した(Figure 37)。これらの化合物は、BDNF の TrkB への結合を競合的に阻害

し、TrkB 阻害活性を示すと明らかになった。また、化合物 A と G は、TrkB 発現細胞を移

植したマウスの腫瘍サイズを減少させ、生体内での抗腫瘍活性も示した (Figure 38)。 

 

 

Figure 37. 先行研究で得られた化合物 A と G の構造 
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Figure 38. SCID マウスを用いた抗腫瘍活性試験. (a) 腫瘍サイズの変化. (b) 阻害剤投与 20 日
後の腫瘍の写真. 

 

III. 1. 3. 2. ヒット化合物 2a の構造解析 

 ヒット化合物 2a と TrkB の結合予測モデルは、AutoDock を用いたドッキングシミュレー

ションにより作成した(Figure 39)。TrkB の His335 および His343 が、化合物 2a のメトキシ

基、トリアゾール環とそれぞれ水素結合を形成していると予測された。また、化合物 2a の

ピロール環とクロロフェニル基は、TrkB 結合ポケット外部の溶媒側に位置すると予測され

た。 

 

 
Figure 39. TrkB と化合物 2a の結合予測モデル 
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III. 1. 3. 3. 先行研究における化合物 2a の構造改変 

 当研究室における先行研究において、化合物 2a の構造を改変し、TrkB 阻害活性を向上さ

せる試みが行われた (Figure 40)。化合物 2a のクロロフェニル基からクロロ基を削除した化

合物 2b と、ベンゼン環にヒドロキシ基とメトキシ基を導入した化合物 2d で TrkB 阻害活性

が向上した。特に、化合物 2d は最も強い TrkB 阻害活性を示した。 

 化合物 2a およびその誘導体は溶解性の低さが課題であった。溶解性改善のため、スルホ

ニル部位をスルホキシドに変換した化合物 83a および 83b が得られたが、TrkB 阻害活性が

低下した。また、トリアゾール環と繋がったピロール環への構造改変も行われたが、この部

位には芳香環が望ましいと示唆された。 

 

 

Figure 40. 先行研究における化合物 2a の構造改変 
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III. 2. 目的と方法 

 「新規 TrkB 阻害剤の創製」を目的に本研究を行った。 

先行研究で得られた化合物 2a および 2d の構造をベースとし、より強い TrkB 阻害活性を

示す化合物の合成を目指した。 

 

III. 3. 結果と考察 

III. 3. 1. 新規化合物の設計ならびに合成戦略 

 化合物 2b および化合物 83b の合成経路を Scheme 16 に示す。安息香酸とチオカルボヒド

ラジドにより、アミノトリアゾール化合物を経由してトリアゾール-ピロール化合物を合成

したのち、化合物 91 との SN2 反応により、化合物 2b を合成した。化合物 2b に対し、mCPBA

を用いた酸化反応により化合物 83b を合成した。 

 

 
Scheme 16. 化合物 2b および 83b の合成経路 

Reagents and conditions: (i) H2O, reflux; (ii) 2,5-dimethoxytetrahydrofuran (2.0 eq.), FeCl3 (1.0 eq.), 

AcOH, 60 °C; (iii) chloroacetyl chloride (1.1 eq.), NEt3 (1.0 eq.), DCM, rt,; (iv) K2CO3 (1.1 eq.), 

acetone, rt; (v) mCPBA (4.0 eq.), CHCl3, 50 °C. 
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 本研究では、Scheme 16 を参考にして新規化合物の合成計画を立案した。新規化合物の合

成計画を Scheme 17 に示す。 

 

 

Scheme 17. 新規 TrkB 阻害剤の合成計画 

 

III. 3. 2. 化合物 2b の構造改変 

 化合物 2a の誘導体合成展開の予備検討として、化合物 92b および 93b の合成を行った。

市販されている化合物 90b を用いて、化合物 92b を取得したのち、酸化反応により化合物

93b を合成した(Scheme 18)。 

 取得した化合物 92b および 93b は TrkB 阻害活性を示さなかった。そのため、トリアゾー

ル環に立体的な構造を導入することが、TrkB 阻害活性に有用であると明らかになった。 

 

 
Scheme 18. 化合物 92b および 93b の合成経路 

Reagents and conditions: (i) K2CO3 (2.0 eq.), acetone, reflux, 14 h, quant.; (ii) mCPBA (4.0 eq.), 

CHCl3, 50 °C, 30 min., yield 11%. 
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 続いて、合成した化合物 92b のトリアゾール環 4 位に芳香族五員環構造を導入する反応

を行った(Table 11)。文献調査を重ね、いくつかの反応条件で実験を行ったが、いずれも反応

の進行が確認できなかった。 

 

Table 11. 化合物 84b 合成の反応条件 

 
Entry Reagents and conditions Results 

1 a Cs2CO3 (1.5 eq.), CuI (0.33 eq.), 1,10-phenanthroline (0.67 eq.), DMF, 120 °C N. R. 

2 Cs2CO3 (2.0 eq.), CuI (2.0 eq.), THF, 60 °C N. R. 

3 K2CO3 (2.0 eq.), CuI (2.0 eq.), THF, 60 °C N. R. 

4 Na2CO3 (2.0 eq.), CuI (2.0 eq.), THF, 60 °C N. R. 

5 b NEt3 (2.0 eq.), iPrOH, reflux N. R. 

6 c Fe(acac)3 (20mol%), Cu(OAc)2 (20mol%), K2CO3 (2.0 eq.), DMF, 135 °C N. R. 

(a) ref. 131; (b) ref. 132; (c) ref. 133. 

 

III. 3. 3. 化合物 2d の構造改変 

 化合物 2b の構造改変と並行して、化合物 2d の構造改変を行った。構造類縁体の合成は、

化合物 2b 誘導体と同様の経路で行うこととした。バニリン酸とチオセミカルバジドを原料

に化合物 90d を取得したのち、化合物 91 との SN2 反応によって化合物 92b の合成を試みた

が、目的でない反応が多数進行し、92d を得ることができなかった(Scheme 19)。そこで、ヒ

ドロキシ基を保護して合成を行う計画を立てた。  
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Scheme 19. 化合物 92d の合成 

Reagents and conditions: (i) H2N-NH2･H2O (8.0 eq.), MeOH, reflux, 2.5 d, yield 58%; (ii) KSCN (2.0 

eq.), conc. HCl, H2O, reflux, 7 h; (iii) H2O, reflux, 12 h. 

 

 まず、メトキシメチル基(-MOM)による保護を試みた(Scheme 20)。バニリン酸を原料に、

MOM 保護反応を行ったのち、MOM エステルを有する中間体を経由して、ヒドラジド化合

物を得た。 

 

 

Scheme 20. MOM 保護基を用いた化合物 2d 誘導体の合成 

Reagents and conditions: (i) MOMCl (1.5 eq.), DIPEA (1.0 eq.), DCM, 0 °C to rt, 20 h; H2N-NH2･
H2O (10 eq.), MeOH, reflux, 1.5 h; (ii) MOMCl (5.5 eq.), DIPEA (5.5 eq.), DCM, 0 °C to rt, 5 h; H2N-

NH2･H2O (10 eq.), MeOH, reflux, 4 h, yield 37%. 
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 続いて、ベンジル基による保護を試みた(Scheme 21)。バニリン酸メチルのヒドロキシ基を

ベンジル基で保護して化合物 95 を得たのち、ヒドラジド化合物 96 を経由し、トリアゾー

ル化合物 94 を得た。化合物 95 のメチルエステルを加水分解して得た化合物 97 から、チオ

セミカルバジドを用いて化合物 94 を合成する反応は進行しなかった。化合物 94 と 91 の

SN2 反応による化合物 98 の合成は、反応の進行を確認できなかった。ベンジル保護基を導

入したことで分子全体の極性が変化し、反応性が低下したと考えた。 

 

 

Scheme 21. ベンジル保護を用いた化合物 2d 誘導体の合成 

Reagents and conditions: (i) benzylbromide (1.2 eq.), K2CO3 (2.0 eq.), acetone, rt, 14 h, yield 98%; 

(ii) H2N-NH2･H2O (excess), MeOH, reflux, 2 d, yield 13%; (iii) KSCN (2.0 eq.), cat. HCl, H2O, EtOH, 

reflux, 1.5 d, yield 45%; (iv) NaOH (2.0 eq.), MeOH, reflux, 13 h, yield 98%; 

(v) thiosemicarbazide (1.1 eq.), EtOH, reflux. 

 

III. 4. 小括 

神経芽腫は小児がんの一種であり、予後不良の患者では TrkB が過剰発現している。本研
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究では、神経芽腫治療薬の開発を目指し、新規 TrkB 阻害剤の探索研究を行った。TrkB の

BDNF 結合ドメインは細胞外に位置するため、低濃度で使用できる薬物開発の有望な標的で

ある。先行研究のスクリーニング試験で得られたヒット化合物 2a およびその誘導体の構造

を基に、TrkB 阻害活性と溶解性を両立できる新規化合物を設計した。 

ヒット化合物 2a とその誘導体の合成経路を基に、化合物 92b と 93b を合成した。化合物

92b は、1,2,4-トリアゾール環の 4 位がフリーのアミンになった構造を持ち、化合物 93b は

化合物 92b を酸化して得た化合物である。化合物 92b と 93b は TrkB 阻害活性を示さず、化

合物のトリアゾール部位への立体構造導入が TrkB との相互作用形成に重要であると明らか

になった。今後は、1,2,4-トリアゾール環の 4 位にヘテロ五員環構造を導入した化合物を合

成し、TrkB 阻害活性の向上を目指す。 
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IV. 総括 

本研究では、薬剤耐性菌の産生するメタロ-β-ラクタマーゼ(MBL)、インフルエンザウイル

スのエンドヌクレアーゼ活性を有する PAN、小児がんの一種である神経芽腫に過剰発現し

ている TrkB をそれぞれ標的とした阻害剤の探索を行った。 

特に MBL と PAN は活性中心に金属イオンを有するメタロエンザイムであり、それぞれの

構造活性相関の知見を活用し、効果的に研究を進めることができると考えた。いずれの研究

テーマも、ヒット化合物の構造改変で計算機による化合物設計を活用している。低分子の新

規薬物が開発されにくくなっている昨今において、理論に基づいて創薬ができるのは大き

な優位点であり、本研究の完成は論理的な薬物創製のモデルケースの一つになる。本研究の

ように、アカデミアからの薬物創製の実例が増えれば、企業の取り組みにくい感染症や希少

疾患などに対する治療薬の開発研究が進むことも期待できる。 
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V. 実験項 

V. 1. 化合物の合成 

General Experimental 

All chemical reagents were commercially available. Silica gel column chromatography was 

performed on Wakogel C-200 and C-400. Thin-layer chromatography (TLC) was carried out on 

aluminium sheets coated with silica gel 60 F254 (Merck 5554). 1H-NMR spectra were recorded on a 

JEOL ECZ-400 and spectrometer (operating as 399.78 MHz for 1H) using tetramethylsilane (TMS) as 

the internal reference for 1H (δ = 0 ppm). High-resolution electrospray-ionization time-of-flight mass 

spectroscopy was performed by a BRUKER microTOF model using positive or negative mode for 

methanol solutions of samples. 

The following abbreviations are used for the notation of the 1H-NMR spectrum data. (s: singlet, d: 

doublet, t: triplet, q: quartet, m: multiplet, br: broad) 

 

Organic Synthesis Procedure 

Method A; phenoxyacetonitrile (13a). A 30 mL acetone solution containing phenol (2.82 g, 30.0 

mmol) and potassium carbonate (8.28 g, 2.0 eq.) was added to bromoacetonitrile (2.52 mL, 1.2 eq.). 

The mixture was stirred overnight at room temperature. The reaction was quenched with water (200 

mL) and extracted with chloroform (2×100 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4. 

The solvent was concentrated in vacuo to yield 3 as a yellow oil (3.82 g, 96%). 1H NMR (400 MHz, 

298 K, CDCl3): δ 7.34 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 7.08 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 6.97 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.73 (s, 

2H) 

 

2-(4-methylphenoxy)acetonitrile (13b). Following method A, compound 13b was synthesized 
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using 4-methylphenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.09 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.83 (d, J = 

8.6 Hz, 2H), 4.60 (s, 2H), 2.27 (s, 3H) 

 

2-(4-ethylphenoxy)acetonitrile (13c). Following method A, compound 13c was synthesized 

using 4-ethylphenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.18 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.92 (d, J = 8.6 

Hz, 2H), 4.73 (s, 2H), 2.63 (q, J = 7.3 Hz, 2H), 1.23 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 

 

2-(4-(tert-buthyl)phenoxy)acetonitrile (13d). Following method A, compound 13d was 

synthesized using 4-tert-buthylphenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.60 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 

6.93 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 4.74 (s, 2H), 1.32 (s, 9H). 

 

2-(4-methoxylphenoxy)acetonitrile (13e). Following method A, compound 13e was synthesized 

using 4-methoxylphenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 6.93 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.86 (d, J = 

9.2 Hz, 2H), 4.68 (s, 2H), 3.76 (s, 3H). 

 

2-(4-acethylphenoxy)acetonitrile (13f). Following method A, compound 13f was synthesized 

using 4-acethylphenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 8.00 (s, J = 10.6 Hz, 2H), 7.03 (d, J = 

10.6 Hz, 2H), 4.84 (s, 2H), 2.58 (s, 3H). 

 

2-(4-fluorophenoxy)acetonitrile (13i). Following method A, compound 13i was synthesized 

using 4-fluorophenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.03-6.98 (m, 2H), 6.94-6.90 (m, 2H), 

4.68 (s, 2H). 

 

2-(4-chlorophenoxy)acetonitrile (13j). Following method A, compound 13j was synthesized 



 

 83 / 141 

using 4-chlorophenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.30 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.92 (d, J = 9.2 

Hz, 2H), 4.73 (s, 2H). 

 

2-(4-bromophenoxy)acetonitrile (13k). Following method A, compound 13k was synthesized 

using 4-bromophenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.46 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.88 (d, J = 8.6 

Hz, 2H), 4.75 (s, 2H). 

 

2-(4-(trifluoromethyl)phenoxy)acetonitrile (13l). Following method A, compound 13l was 

synthesized using 4-(trifluoromethyl)phenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.63 (d, J = 8.8 

Hz, 2H), 7.07 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.82 (s, 2H). 

 

Method B; 2-phenoxyethanethioamide (14a). The mixture of phenoxyacetonitrile 3 (2.32 g, 17.4 

mmol) and thioacetamide (1.96 g, 1.5 eq.) was dissolved in DMF (15 mL)/1,4-dioxane (15 mL) at 

100 °C. A conc. HCl (8.2 mL) was added to the solution and stirred overnight at the same temperature. 

The reaction was quenched with saturated aqueous sodium bicarbonate (200 mL) and extracted with 

AcOEt (100 mL×2). The combined organic layers were washed with water (200 mL×2), dried over 

MgSO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified via silica gel column 

(hexane/AcOEt = 3/1 v/v) to yield 4 as a colorless solid (218 mg, 7.5%). 1H NMR (400 MHz, 298 K, 

CDCl3): δ 7.90 (br, 2H), 7.32 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 7.04 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 

4.87 (s, 2H) 

 

   2-(4-methylphenoxy)ethanethioamide (14b). Following method B, compound 14b was 

synthesized using compound 13b. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.95 (br, 1H), 7.53 (br, 1H), 

7.12 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.82 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 4.85 (s, 2H), 2.30 (s, 3H) 
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2-(4-ethylphenoxy)ethanethioamide (14c). Following method B, compound 14c was synthesized 

using compound 13c. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.96 (br, 1H), 7.57 (br, 1H), 7.14 (d, J = 

8.0 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.85 (s, 2H), 2.60 (q, J = 7.7 Hz, 2H), 1.21 (t, J = 7.7 Hz, 3H). 

 

2-(4-(tert-buthyl)phenoxy)ethanethioamide (14d). Following method B, compound 14d was 

synthesized using compound 13d. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.96 (br, 1H), 7.56 (br, 1H), 

7.33 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.86 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.86 (s, 2H), 1.30 (s, 9H) 

 

2-(4-methoxylphenoxy)ethanethioamide (14e). Following method B, compound 14e was 

synthesized using compound 13e. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 8.12 (br, 2H), 6.84 (s, 4H), 

4.80 (s, 2H), 3.76 (s, 3H). 

 

2-(4-acethylphenoxy)ethanethioamide (14f). Following method B, compound 14f was 

synthesized using compound 13f. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.97 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.87 

(br, 1H), 7.58 (br, 1H), 6.99 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 4.94 (s, 2H), 2.57 (s, 3H). 

 

2-(4-fluorophenoxy)ethanethioamide (14i). Following method B, compound 14i was 

synthesized using compound 13i. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.91 (br, 1H), 7.55 (br, 1H), 

7.04-7.00 (m, 2H), 6.90-6.86 (m, 2H), 4.84 (s, 2H). 

 

2-(4-chlorophenoxy)ethanethioamide (14j). Following method B, compound 14j was 

synthesized using compound 13j. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.97 (br, 1H), 7.17-7.46 (m, 

2H), 6.76-7.09 (m, 2H), 4.79 (s, 2H). 



 

 85 / 141 

 

2-(4-bromophenoxy)ethanethioamide (14k). Following method B, compound 14k was 

synthesized using compound 13k. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.87 (br, 1H), 7.59 (br, 1H), 

7.43 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.82 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.84 (s, 2H). 

 

2-(4-(trifluoromethyl)phenoxy)ethanethioamide (14l). Following method B, compound 14l was 

synthesized using compound 13l. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.85 (br, 1H), 7.60 (d, J = 

8.8 Hz, 3H), 7.02 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.92 (s, 2H). 

 

6-(2-chloroacetyl)-3,4-dihydro-2(1H)-quinolinone (15). Aluminum chloride (20.0 g, 150 mmol) 

was dissolved in carbon disulfide (200 mL), and chloroacetyl chloride (6.8 mL, 85.0 mmol) was added 

at room temperature. The mixture was stirred at room temperature for 15 minutes, and 3,4-dihydro-

2(1H)-quinolinone (7.40 g, 50.0 mmol) dissolved in carbon disulfide (200 mL) was added to the 

mixture. After the mixture was refluxed for 5 hours, the resulting mixture was cooled to room 

temperature. The solvent was removed by decantation, and water (500 mL) was added to the residual 

solid. Quinolinone 5 was collected by filtration as a brown solid (11.0 g, 98%). 1H NMR (400 MHz, 

298 K, DMSO-d6): δ 10.45 (s, 1H), 7.83-7.79 (m, 2H), 6.95 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 5.08 (s, 2H), 2.95 (t, 

J = 7.6 Hz, 2H), 2.50 (overlapped with DMSO-d5, 2H) 

 

Method C; compound 1a. The mixture of thioamide 14a (520 mg, 3.11 mmol) and quinolinone 

15 (650 mg, 1.0 eq.) was dissolved in EtOH (30 mL)/DMF (10 mL) and stirred at 80 °C for 24 hours. 

The reaction was monitored by TLC (CH2Cl2/AcOEt = 3/1 v/v). After the solvents were removed, 

MeOH was added to residue and precipitated 1 was collected as a colorless solid (355 mg, 34%). 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6): δ 10.18 (s, 1H), 7.98 (s, 1H), 7.79 (s, 1H), 7.74 (d, J = 8.4 Hz, 
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1H), 7.33 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 7.08 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.00 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 8.4 Hz, 

1H), 5.47 (s, 2H), 2.94 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.49 (overlapped with DMSO-d5, 2H); ESI-HRMS (m/z): 

[M+H]+ calc’d for C19H17N2O2S+: 337.10107, found: 337.10153. 

 

   Compound 1b. Following method C, compound 1b was synthesized using compounds 14b and 

15. 1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6): δ 10.19 (s, 1H), 7.96 (s, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.73 (d, J = 8.0 

Hz, 1H), 7.12 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.97 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.90 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 5.42 (s, 2H), 2.93 

(t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.23 (s, 3H), 2.49 (overlapped with DMSO-d5, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ 

calc’d for C20H19N2O2S+: 351.11672, found: 351.11648. 

 

   Compound 1c. Following method C, compound 1c was synthesized using compounds 14c and 15. 

1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6, 298 K): δ 10.18 (s, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.74 (d, J 

= 8.2 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.99 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.91 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.43 (s, 2H), 

2.94 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.55 (overlapped with DMSO-d5, 2H), 2.47 (overlapped with DMSO-d5, 2H), 

1.15 (t, J = 7.8 Hz, 3H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for C21H21N2O2S+: 365.13237, found: 

365.13150. 

 

   Compound 1d. Following method C, compound 1c was synthesized using compounds 14d and 

15. 1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6, 298 K): δ 10.19 (s, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.74 (d, 

J = 10.0 Hz, 1H), 7.33 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 7.00 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.92 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 5.44 (s, 

2H), 2.95 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.51 (overlapped with DMSO-d5, 2H), 1.25 (s, 9H); ESI-HRMS (m/z): 

[M+H]+ calc’d for C23H25N2O2S+: 393.16367, found: 393.16271. 

 

Compound 1e. Following method C, compound 1e was synthesized using compounds 14e and 15. 
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1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6): δ 10.21 (s, 1H), 7.98 (s, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.74 (d, J = 8.4 

Hz, 1H), 7.02 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.91 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.89 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 5.40 (s, 2H), 3.70 

(s, 3H), 2.94 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.49 (overlapped with DMSO-d5, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ 

calc’d for C20H19N2O3S+: 367.11164, found: 367.10997. 

 

   Compound 1f. Following method C, compound 1c was synthesized using compounds 14f and 15. 

1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6, 298 K): δ 10.19 (s, 1H), 8.00 (s, 1H), 7.96 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 

7.79 (s, 1H), 7.75 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.20 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.91 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 5.59 (s, 2H), 

2.95 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.53 (overlapped with DMSO-d5, 3H), 2.47 (overlapped with DMSO-d5, 2H) 

ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for C21H19N2O3S+: 379.11164, found: 379.11159. 

 

   Compound 1g. Compound 1f (1.00 mg 2.64 mmol) was dissolved in chloroform (40 

mL)/methanol (5 mL) mixture. Nitrogen was bubbled to the solution for 10 min, and NaBH4 was 

added before the container was closed with a glass stopper. The solution was stirred in the dark at 

room temperature for 16 h. The solution was washed with 1 M hydrochloric acid (100 mL), and then 

with 1 M aqueous NaOH (100 mL). The organic layer was dried over MgSO4 and concentrated in 

vacuo to yield compound 1g as a colorless solid (2.38 mmol. 90%). 1H NMR (400 MHz, 298 K, 

DMSO-d6, 298 K): δ 10.19 (s, 1H), 7.96 (s, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.74 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.28 (d, J = 

8.4 Hz, 2H), 7.02 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.92 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.45 (s, 2H), 5.12 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 

4.67 (qq, J = 5.1 Hz, 1H), 2.95 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.47 (overlapped with DMSO-d5, 2H), 1.30 (d, J = 

5.1 Hz, 3H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for C21H21N2O3S+: 381.12729, found: 381.12846 

 

   Compound 1h. Compound 1g (200 mg, 0.526 mmol) was dissolved in DMF containing benzoyl 

chloride (1.51 mL, 25 eq.), and the solution was stirred under nitrogen at 100 °C for 18 h. At room 
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temperature, CH2Cl2 (300 mL) and trimethylamine (2 mL) were added to the solution, and the mixture 

was washed with water (200 mL×2) to remove DMF. The organic layer was evaporated to dryness 

under reduced pressure. The residue was purified via column chromatography on silica gel 

(CH2Cl2/ethyl acetate = 80:20 v/v) to yield compound 1h as a colorless solid. 1H NMR (400 MHz, 298 

K, DMSO-d6, 298 K): δ 10.19 (s, 1H), 7.98 (s, 1H), 7.79 (s, 1H), 7.74 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.44 (d, J 

= 8.4 Hz, 2H), 7.07 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.92 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.70 (dd, J = 11.0, 6.4 Hz, 1H), 5.73 

(d, J = 9.0 Hz, 1H), 5.49 (s, 2H), 5.15 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 2.95 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.47 (overlapped 

with DMSO-d5, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for C21H19N2O2S+: 363.11672, found: 

363.11766. 

 

   Compound 1i. Following method C, compound 1i was synthesized using compounds 14i and 15. 

1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6): δ 10.19 (s, 1H), 7.99 (s, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.73 (d, J = 8.6 

Hz, 1H), 7.19-7.09 (m, 4H), 6.90 (d, J = 8.6 Hz), 5.46 (s, 2H), 2.49 (overlapped, 2H); ESI-HRMS 

(m/z): [M+H]+ calc’d for C19H16FN2O2S+: 355.09165, found: 355.09089 

 

Compound 1j. Following method C, compound 1j was synthesized using compounds 14j and 15. 

1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6, 298 K): δ 10.18 (s, 1H), 7.99 (s, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.74 (d, J 

= 8.2 Hz, 1H), 7.38 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 7.12 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.91 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.48 (s, 2H), 

2.94 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.47 (overlapped with DMSO-d5, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for 

C19H16ClN2O2S+: 371.06210, found: 371.06018. 

 

Compound 1k. Following method C, compound 1k was synthesized using compounds 14k and 

15. 1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6, 298 K): δ 10.18 (s, 1H), 7.99 (s, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.74 (d, 

J = 8.4 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 7.07 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.91 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 5.48 (s, 
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2H), 2.94 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.50 (overlapped with DMSO-d5, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d 

for C19H16BrN2O2S+: 415.01159, found: 415.01163. 

 

   Compound 1l. Following method C, compound 1l was synthesized using compounds 14l and 15. 

1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6, 298 K): δ 10.19 (s, 1H), 8.00 (s, 1H), 7.79 (s, 1H), 7.74 (d, J 

= 8.2 Hz, 1H), 7.71 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.29 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.92 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.58 (s, 2H), 

2.95 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.47 (overlapped with DMSO-d5, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for 

C20H16F3N2O2S+: 405.08846, found: 405.08807. 

 

Method D; 6-nitro-3,4-dihydroquinolin-2(1H)-one (18). 3,4-dihydro-1H-quinolin-2-one (6.49 

g, 44.1 mmol) was dissolved in sulfuric acid (135 mL) and cooled to 0 °C. Water (32 mL) was added 

dropwise, followed by 35% nitric acid (10.4 mL, 70.6 mmol) dropwise following this, retaining 

temperature below 0 °C. The reaction mixture was stirred at 0 °C for 15 min. The reaction mixture 

then poured into ice water (500 mL) and extracted ethyl acetate (100 mL×4). The combined organic 

layers dried over MgSO4, and concentrated in vacuo to yield compound 

5 as a yellow solid (7.77 g, 91%). 1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6): δ 10.67 (s, 1H), 8.10-8.04 

(m, 2H), 6.99 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 3.00 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.51 (overlapped with DMSO-d5, 2H) 

 

Method E; 6-amino-3,4-dihydroquinolin-2(1H)-one (19). A round-bottomed flask on ice bath 

was charged with compound 18, 10% Pd/C dissolved with DMF/ethanol. The mixture was stirred at 

room temperature under H2. After removing 10% Pd/C by filtration, the filtrate was concentrated in 

vacuo. The residue was dissolved in et・hyl acetate, and the precipitated solid was removed by filtration. 

The solvent was removed by evaporation to yield compound 19 as a brown solid (392 mg, 69%). 1H 
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NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6): δ 9.62 (s, 1H), 6.51 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.35-6.30 (m, 2H), 4.68 

(s, 2H), 2.67 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.31 (t, J = 7.2 Hz, 2H) 

 

   Method F; 3-phenoxypropan-1-ol (20a). A mixture of phenol (5.00 g, 53.1 mmol), 3-bromo-1-

propanol (4.77 mL, 53.1 mmol) and potassium carbonate (7.33 g, 53.1 mmol) in acetone (50 mL) was 

stirred for 18 h at 60 °C. After completion of reaction, the solvent was removed by evaporation, and 

water (100 mL) was added to the resulting mixture. The organic layers were extracted with ethyl 

acetate (50 mL×3), washed with brine (50 mL), dried over MgSO4, and concentrated in vacuo. The 

residue was purified via silica gel column (hexane/ethyl acetate=3:1) to yield compound 20a as 

colorless liquid (7.44 g, 92%). 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.28 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 6.96-

6.90 (m, 2H), 4.11 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.85 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.04 (q, J = 5.6 Hz, 2H) 

 

   Method G; (3-bromopropoxy)benzene (21a). Compound 20a (7.40 g, 48.6 mmol) was dissolved 

in dry diethyl ether (50 mL) and cooled to 0 °C, phosphorus tribromide (1.54 mL, 16.0 mmol) was 

added. After stirring for 18 h under nitrogen, the reaction mixture was poured into water (200 mL) and 

extracted diethyl ether (50 mL×3). The combined organic layers were washed with brine (50 mL×1), 

dried over MgSO4, and concentrated in vacuo. The residue was purified via silica gel column 

(hexane/ethyl acetate=30:1) to yield compound 20a as a colorless liquid (5.06 g, 48%). 1H NMR (400 

MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.30-7.24 (m, 2H), 6.97-6.90 (m, 3H), 4.10 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.60 (t, J = 6.4 

Hz), 2.31 (q, J = 5.6 Hz, 2H) 

 

   Method H; compound 16a. Compound 19 (400 mg, 2.46 mmol) was dissolved in DMF (20 mL). 

potassium carbonate (510 mg, 3.69 mmol) and compound 21a (259 mg, 1.23 mmol) were added. After 

the mixture was stirred for 6 h at 60 °C, the mixture was extracted with ethyl acetate (30 mL×3). The 
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combined organic layers were washed with brine (30 mL×1), dried over MgSO4, and concentrated in 

vacuo. The residue was purified via silica gel column (ethyl acetate/hexane = 2:1 v/v) to yield 

compound 5 as a yellow oil (163 mg, 11%). 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 8.94 (s, 1H), 7.30-

7.25 (m, 2H), 6.97-6.89 (m, 3H), 6.67-6.65 (m, 1H), 6.45-6.44 (m, 2H), 4.07 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.31 

(t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.85 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.57 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.08 (q, J = 6.4 Hz, 2H) 

 

   Method I; Compound 17a. Compound 16a (163 mg, 0.551 mmol) was dissolved in DMF (7 mL). 

potassium carbonate (115 mg, 0.827 mmol), KI (91.5 mg, 0.551 mmol) and benzyl chloride (69.7 mg, 

0.551 mmol) were added. After the mixture was stirred for 1 h at 60 °C, the mixture was extracted 

with ethyl acetate (15 mL×2). The combined organic layers were washed with brine (15 mL×1), dried 

over MgSO4, and concentrated in vacuo. The residue was purified via silica gel column (ethyl 

acetate/hexane = 1:1 v/v) to yield compound 4a as a yellow solid (106 mg, 50%). 1H NMR (400 MHz, 

298 K, CDCl3): δ 7.41 (s, 1H), 7.32-7.20 (m,7H), 6.95 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 

6.57-6.53 (m, 3H), 4.51 (s, 1H), 4.01 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.60 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.78 (t, J = 7.8 Hz, 

2H), 2.54 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.09 (q, J = 6.4 Hz, 2H). ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for 

C25H27N2O2+: 387.2073, found: 387.2064 

 

Compound 17b. Following method I, compound 17b was synthesized using 16a and 1-

(bromomethyl)-3-chlorobenzene. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.51 (br s, 1H), 7.31-7.27 (m, 

2H), 7.26-7.20 (m, 3H), 7.09-7.08 (m, 1H), 6.96 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.57-

6.55 (m, 2H), 6.51-6.48 (m, 1H), 4.47 (s, 1H), 4.00 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.06 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.80 

(t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.55 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.09 (q, J = 6.4 Hz, 2H). ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d 

for C25H26ClN2O2+: 421.1683, found: 421.1688 
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Compound 17c. Following method I, compound 17c was synthesized using 16a and 1-

(bromomethyl)-3-methoxybenzene. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.41 (br s, 1H), 7.28 (t, J 

= 8.0 Hz, 2H), 7.22 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 6.95 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.81-6.76 

(m, 3H), 6.57-6.51 (m, 3H), 4.48 (s, 1H), 4.01 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.61 (t, J = 7.0 Hz, 

2H), 2.79 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.54 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.10 (q, J = 6.4 Hz, 2H). ESI-HRMS (m/z): 

[M+H]+ calc’d for C26H29N2O3+: 417.2178, found: 417.2152 

 

3-(4-methylphenoxy)propan-1-ol (20b). Following method F, compound 20b was synthesized 

using 4-methylphenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.08 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.81 (d, J = 

8.0 Hz, 2H), 4.10 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.86 (q, J = 5.6 Hz, 2H), 2.29 (s, 1H), 2.03 (q, J = 5.6 Hz, 2H), 

1.94 (br s, 1H). 

 

3-(4-ethylphenoxy)propan-1-ol (20c). Following method F, compound 20c was synthesized 

using 4-ethylphenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.11 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.83 (d, J = 8.4 

Hz, 2H), 4.11 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.87 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.59 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 2.04 (q, J = 6.0 

Hz, 2H), 1.21 (t, J = 8.0 Hz, 3H). 

 

3-(4-methoxyphenoxy)propan-1-ol (20d). Following method F, compound 20d was synthesized 

using 4-methoxylphenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 6.85-6.84 (m, 4H), 4.09 (t, J = 6.0 

Hz, 2H), 3.87 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.77 (s, 3H), 2.03 (q, J = 6.0 Hz, 2H), 1.72 (br, 1H). 

 

3-(4-nitrophenoxy)propan-1-ol (20f). Following method F, compound 20f was synthesized 

using 4-nitrophenol. Synthesized in the same procedure as compound 3 with substituting 4-nitro-

phenol (5.00 g, 35.9 mmol) for phenol; yield: 5.51 g (27.9 mmol, 78%). 1H NMR (400 MHz, 298 K, 
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CDCl3): δ 8.19 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.95 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 4.21 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.87 (t, J = 6.0 

Hz, 2H), 2.08 (q, J = 6.4 Hz, 2H). 

 

ethyl 4-(3-hydroxypropoxy)benzoate (20g). Following method F, compound 20g was 

synthesized using ethyl 4-hydroxybenzoate. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.98 (d, J = 8.4 

Hz, 2H), 6.91 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 4.34 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 4.17 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.87 (t, J = 6.0 

Hz, 2H), 2.06 (q, J = 6.0 Hz, 2H), 1.37 (t, J = 7.6 Hz, 3H) 

 

3-(4-fluorophenoxy)propan-1-ol (20h). Following method F, compound 20h was synthesized 

using 4-fluorophenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 6.96 (t, J = 8.8 Hz, 2H), 6.85-6.82 (m, 

2H), 4.08 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.85 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.03 (q, J = 6.0 Hz, 2H), 1.86 (s, 1H). 

 

3-(4-chlorophenoxy)propan-1-ol (20i). Following method F, compound 20i was synthesized 

using 4-fchlorophenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.23 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.83 (d, J = 

9.2 Hz, 2H), 4.09 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.86 (t, J = 4.4 Hz, 2H), 2.04 (q, J = 6.0 Hz, 2H), 1.81 (s, 1H). 

 

3-(4-bromophenoxy)propan-1-ol (20j). Following method F, compound 20j was synthesized 

using 4-bromophenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.37 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.78 (d, J = 9.2 

Hz, 2H), 4.08 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.85 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.03 (q, J = 6.0 Hz, 2H), 1.77 (br, 1H). 

 

3-(4-iodophenoxy)propan-1-ol (20k). Following method F, compound 20k was synthesized 

using 4-iodophenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.55 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.68 (d, J = 9.2 

Hz, 2H), 4.09 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.85 (q, J = 5.6 Hz, 2H), 2.04 (q, J = 6.0 Hz, 2H), 1.65 (br, 1H) 
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3-(4-(trifluoromethyl)phenoxy)propan-1-ol (20l). Following method F, compound 20l was 

synthesized using 4-(trifluoromethyl)phenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.54 (d, J = 9.2 

Hz, 2H), 6.97 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.17 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.88 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.06 (q, J = 5.2 

Hz, 2H). 

 

3-(3-methylphenoxy)propan-1-ol (20m). Following method F, compound 20m was synthesized 

using 3-methylphenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.17 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.77 (d, J = 7.2 

Hz, 1H), 6.74-6.73 (m, 1H), 6.71-6.70 (m, 1H), 4.12 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.87 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.33 

(s, 3H), 2.04 (q, J = 6.0 Hz, 2H), 1.89 (br, 1H). 

 

3-(2-methylphenoxy)propan-1-ol (20n). Following method F, compound 20n was synthesized 

using 2-methylphenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.18-7.14 (m, 2H), 6.89-6.83 (m, 2H), 

4.13 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.90 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.23 (s, 3H), 2.08 (q, J = 5.6 Hz, 2H). 

3-(2,4-dimethylphenoxy)propan-1-ol (20o). Following method F, compound 20o was 

synthesized using 2,4-dimethylphenol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 6.96-6.94 (m, 2H), 6.74 

(d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.10 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.89 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 2.26 (s, 3H), 2.19 (s, 3H), 2.07 

(q, J = 6.0 Hz, 2H), 1.95 (s, 1H). 

 

1-(3-bromopropoxy)-4-methylbenzene (21b). Following method G, compound 21b was 

synthesized using compound 20b. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.08 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 

6.81 (d, J = 6.4 Hz, 2H), 4.07 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.06 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.30 (q, J = 5.6 Hz, 2H) 

2.29 (s, 3H). 
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1-(3-bromopropoxy)-4-ethylbenzene (21c). Following method G, compound 21c was 

synthesized using compound 20c. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.11 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 

6.84 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 4.09 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.61 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.60 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 

2.31 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 1.22 (t, J = 8.0 Hz, 3H). 

 

1-(3-bromopropoxy)-4-methoxylbenzene (21d). Following method G, compound 21d was 

synthesized using compound 20d. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 6.86-6.84 (m, 4H), 4.06 (t, 

J = 6.0 Hz, 2H), 3.77 (s, 3H), 3.60 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.30 (q, J = 6.4 Hz, 2H). 

 

1-(3-bromopropoxy)-4-nitrobenzene (21f). Following method G, compound 21f was 

synthesized using compound 20f. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 8.21 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.97 

(d, J = 9.2 Hz, 2H), 4.20 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.61 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.37 (q, J = 6.4 Hz, 2H). 

 

ethyl 4-(3-bromopropoxy)benzoate (21g). Following method G, compound 21g was synthesized 

using compound 20g. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 8.00 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.92 (d, J = 8.4 

Hz, 2H), 4.35 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 4.17 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.61 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.35 (q, J = 6.0 

Hz, 2H), 1.38 (t, J = 7.6 Hz, 3H). 

 

1-(3-bromopropoxy)-4-fluorobenzene (21h). Following method G, compound 21h was 

synthesized using compound 20h. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 6.98 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 

6.87-6.83 (m, 2H), 4.07 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.60 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.31 (q, J = 6.4 Hz, 2H). 

 



 

 96 / 141 

1-(3-bromopropoxy)-4-chlorobenzene (21i). Following method G, compound 21i was 

synthesized using compound 20i. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.22 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.82 

(d, J = 8.2 Hz, 2H), 4.05 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.58 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.29 (q, J = 5.6 Hz, 2H). 

 

1-bromo-4-(3-bromopropoxy)benzene (21j). Following method G, compound 21j was 

synthesized using compound 20j. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.37 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.79 

(d, J = 9.2 Hz, 2H), 4.07 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.59 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.31 (q, J = 6.0 Hz, 2H). 

 

1-(3-bromopropoxy)-4-iodobenzene (21k). Following method G, compound 21k was 

synthesized using compound 20k. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.55 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 

6.69 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 4.07 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.59 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.31 (q, J = 6.4 Hz, 2H). 

 

1-(3-bromopropoxy)-4-(trifluoromethyl)benzene (21l). Following method G, compound 21l 

was synthesized using compound 20l. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.55 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 

6.97 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.16 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.61 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.35 (q, J = 6.0 Hz, 2H). 

1-(3-bromopropoxy)-3-methylbenzene (21m). Following method G, compound 21m was 

synthesized using compound 20m. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.17 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 

6.78 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 6.73-6.70 (m, 2H), 4.09 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.61 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.33 (s, 

3H), 2.12 (q, J = 6.4 Hz, 2H). 

 

1-(3-bromopropoxy)-2-methylbenzene (21n). Following method G, compound 21n was 

synthesized using compound 20n. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.18-7.14 (m, 2H), 6.90-

6.83 (m, 2H), 4.11 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.65 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.35 (q, J = 5.6 Hz, 2H), 2.23 (s, 3H). 
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1-(3-bromopropoxy)-2,4-dimethylbenzene (21o). Following method G, compound 21o was 

synthesized using compound 20o. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 6.97-6.95 (m, 2H), 6.74 (d, 

J = 7.2 Hz, 1H), 4.09 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.64 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.34 (q, J = 5.6 Hz, 2H), 2.28 (s, 

3H), 2.21 (s, 3H). 

 

   Compound 16b. Following method H, compound 16b was synthesized using compound 21b. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.23 (s, 1H), 7.08 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.81 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 

6.55 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.46-6.43 (m, 2H), 4.60 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.78 (s, 1H), 3.32 (t, J = 6.4 Hz, 

2H), 2.86 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.57 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.29 (s, 1H), 2.07 (q, J = 6.4 Hz, 2H). 

 

   Compound 16c. Following method H, compound 16c was synthesized using compound 21c. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.68 (s, 1H), 7.12 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.83 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 

6.58 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.46-6.44 (m, 2H), 4.07 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.32 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.86 (t, 

J = 7.2 Hz, 2H), 2.59 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 2.07 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 1.21 (t, J = 7.2 Hz, 3H). 

   Compound 16d. Following method H, compound 16d was synthesized using compound 21d. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.89 (s, 1H), 6.85-6.83 (m, 4H), 6.61-6.56 (m, 1H), 6.46-6.44 (m, 

2H), 4.04 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.77 (s, 3H), 3.12 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.87 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.58 (t, J 

= 7.6 Hz, 2H), 2.07 (q, J = 6.4 Hz, 2H). 

 

   Compound 16f. Following method H, compound 16f was synthesized using compound 21f. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6): δ 9.67 (s, 1H), 8.20 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 7.15 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 

6.60 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.40-6.36 (m, 2H), 4.21 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.13 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 2.72 (t, 

J = 7.2 Hz, 2H), 2.33 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.99 (q, J = 6.4 Hz, 2H). 
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   Compound 16g. Following method H, compound 16g was synthesized using compound 21g. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.97 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.66 (s, 1H), 7.07-7.04 (m, 2H), 6.85 (d, 

J = 8.4 Hz, 2H), 6.76 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.34 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 4.08 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.92 (t, J 

= 7.2 Hz, 2H), 2.96 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.65 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.15 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 1.38 (t, J = 

6.8 Hz, 2H). 

 

   Compound 16h. Following method H, compound 16h was synthesized using compound 21h. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.86 (s, 1H), 6.99-6.95 (m, 2H), 6.85-6.82 (m, 2H), 6.61-6.59 (m, 

1H), 6.46-6.44 (m, 2H), 4.04 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.32 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.87 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.58 

(t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.07 (q, J = 6.4 Hz, 2H). 

 

   Compound 16i. Following method H, compound 16i was synthesized using compound 21i. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 8.65 (s, 1H), 7.24-7.22 (m, 2H), 6.84-6.82 (m, 2H), 6.65 (d, J = 

9.2 Hz, 1H), 6.46- 6.44 (m, 2H), 4.05 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.74 (br s, 1H), 3.31 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.86 

(t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.58 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.07 (q, J = 6.0 Hz, 2H). 

 

   Compound 16j. Following method H, compound 16j was synthesized using compound 21j. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 8.15 (s, 1H), 7.36 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.78 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 

6.63-6.60 (m, 1H), 6.45-6.43 (m, 2H), 4.04 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.73 (br, 1H), 3.31 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 

2.86 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 2.57 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.07 (q, J = 5.6 Hz, 2H). 

 

   Compound 16k. Following method H, compound 16k was synthesized using compound 21k. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.92 (s, 1H), 7.57-7.54 (m, 2H), ,6.69-6.67 (m, 2H), 6.58-6.56 (m, 
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1H), 6.45-6.44 (m, 2H), 4.05 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.31 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.86 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.58 

(t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.08 (q, J = 6.4 Hz, 2H). 

 

   Compound 16l. Following method H, compound 16l was synthesized using compound 21l. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.83 (s, 1H), 7.54 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.96 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 

6.60 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.46-6.45 (m, 2H), 4.13 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.71 (br, 1H), 3.33 (t, J = 6.4 Hz, 

2H), 2.86 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.58 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.11 (q, J = 6.4 Hz, 2H). 

 

   Compound 16m. Following method H, compound 16m was synthesized using compound 21m. 

1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 8.84 (s, 1H), 7.17 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.78 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 

6.74-6.71 (m, 2H), 6.68-6.66 (m, 1H), 6.46-6.45 (m, 2H), 4.07 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.32 (t, J = 6.4 Hz, 

2H), 2.86 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.58 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.33 (s, 3H), 2.08 (q, J = 6.4 Hz, 2H). 

 

   Compound 16n. Following method H, compound 16n was synthesized using compound 21n. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 8.71 (s, 1H), 7.15 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 6.87 (t, J = 6.8 Hz, 1H), 

6.82-6.80 (m, 1H), 6.70-6.66 (m, 1H), 6.54-6.52 (m, 2H), 4.09 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.36 (t, J = 6.4 Hz, 

2H), 2.87 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.58 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.26 (s, 3H), 2.15 (q, J = 6.4 Hz, 2H). 

 

   Compound 16o. Following method H, compound 16p was synthesized using compound 21o. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 8.65 (s, 1H), 6.97-6.93 (m, 2H), 6.71-6.66 (m, 2H), 6.51-6.49 (m, 

2H), 4.06 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.35 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 2.87 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.58 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 

2.26 (s, 3H), 2.23 (s, 3H), 2.12 (q, J = 6.4 Hz, 2H). 
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(2-bromoethyl)cyclohexane. Cyclohexaneethanol (10.0 g, 78.0 mmol) was dissolved in dry 

diethyl ether (50 mL) and cooled to 0 °C, phosphorus tribromide (2.59 mL, 27.3 mmol) was added. 

After stirring for 18 h under nitrogen, the reaction mixture was poured into water (150 mL) and 

extracted diethyl ether (50 mL×3). The combined organic layers were washed with brine (50 mL×1), 

dried over MgSO4, and concentrated in vacuo. The residue was purified via silica gel column (hexane) 

to yield (2-bromoethyl)cyclohexane as colorless liquid (6.64 g, 45%). 1H NMR (400 MHz, 298 K, 

CDCl3): δ 3.44 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1,76 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 1.72-1.69 (m, 5H), 1.51-1.41 (m, 1H), 

1.30-1.09 (m, 3H), 0.95-0.86 (m, 2H). 

 

Method J; compound 22a. Compound 16a (121 mg, 409 μmol) was dissolved in DMF (10 mL), 

and (2-bromoethyl)cyclohexane (118 mg, 614 μmol), potassium carbonate (113 mg, 818 μmol) and 

KI (67.9 mg, 409 μmol) were added. After the mixture was stirred for 60 h at 60 °C, the mixture was 

extracted with ethyl acetate (10 mL×2). The combined organic layers were washed with brine (10 mL), 

dried over MgSO4, and concentrated in vacuo. The residue was purified via silica gel column (ethyl 

acetate/hexane = 3/1 v/v) to yield compound 22a as a yellow solid (29.1 mg, 18%). 1H NMR (400 

MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.47 (s, 1H), 7.31-7.27 (m, 2H), 6.95 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.90 (d, J = 8.0 Hz, 

2H), 6.59 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 6.51-6.49 (m, 2H), 4.00 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 3.45 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 

3.25 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.83 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.56 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.02 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 

1.72-1.64 (m, 5H), 1.47-1.41 (m, 2H), 1.28-1.13 (m, 4H), 0.98-0.89 (m, 2H). ESI-HRMS (m/z): 

[M+H]+ calc’d for C26H35N2O2+: 407.2699, found: 407.2712. 

 

   Compound 22b. Following method J, compound 22b was synthesized using compound 16b. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.54 (br s, 1H), 7.08 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.80 (d, J = 8.4 HZ, 

2H), 6.59 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.50-6.48 (m, 2H), 3.97 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.44 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 
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3.25 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.82 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.56 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.29 (s, 3H), 2.00 (q, J = 

6.4 Hz, 2H), 1.72-1.64 (m, 5H), 1.46-1.40 (m, 2H), 1.27-1.13 (m, 4H), 0.98-0.88 (m, 2H); ESI-

HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for C27H37N2O2+: 421.2855, found: 421.2851. 

 

   Compound 22c. Following method J, compound 22c was synthesized using compound 16c. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 8.47 (s, 1H), 7.11 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.83 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 

6.67 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.51-6.50 (m, 2H), 3.98 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3,45 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.25 (t, 

J = 6.8 Hz, 2H), 2.82 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.62-2.55 (m, 4H), 2.01 (q, J = 5.2 Hz, 2H), 1.72-1.64 (m, 

5H), 1.45- 1.43 (m, 2H), 1.28-1.17 (m, 4H), 1.21 (t, J = 8.0 Hz, 3H), 0.98-0.90 (m, 2H); ESI-HRMS 

(m/z): [M+H]+ calc’d for C28H39N2O2+: 435.3012, found: 435.3013. 

 

   Compound 22d. Following method J, compound 22d was synthesized using compound 16d. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 8.96 (s, 1H), 6.85-6.83 (m, 4H), 6.72-6.69 (m, 1H), 6.52-6.51 

(m, 2H), 3.95 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 3.77 (s, 3H), 3.44 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.25 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.84 

(t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.57 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.00 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 1.73-1.65 (m, 5H), 1.47-1.41 

(m, 2H), 1.28-1.15 (m, 4H), 0.99-0.91 (m, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for C27H37N2O3+: 

437.2804, found: 437.2815. 

 

   Compound 22e. Compound 22d (20.0 mg, 0.0458 mmol) was dissolved in CH2Cl2 (2 mL), and 

BBr3 (17.6 mg, 0.0687 mmol) was added on ice bath. After the mixture was stirred at 0 °C for 40 min., 

methanol (2 mL) was added to quench the reaction. The resulting mixture was poured into H2O (20 

mL), and organic layers were extracted with AcOEt (20 mL×2). The combined organic layers were 

washed with brine (20 mL), dried over Na2SO4, and concentrated in vacuo to yield compound 22e as 

a light green solid (12.8 mg, 66%). 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.68 (br, 1H), 6.77 (s, 4H), 
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6.58 (s, 1H), 6.50 (s, 2H), 5.31 (br, 1H), 3.93 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.44 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.24 (t, J = 

7.8 Hz, 2H), 2.83 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.57 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.98 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 1.65 (overlapped 

with H2O, 4H)1.43 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 1.26-1.19 (m, 5H), 0.95 (t, J = 11.0 Hz, 2H); ESI-LRMS 

(m/z): [M+H]+ calc’d for C26H35N2O3+: 423.2648, found: 423.2426. 

 

 

   Compound 22f. Intermediate 1 (I-1) was synthesized following method J from compound 16f. 

Intermediate 1 was dissolved in DMF (3.0 mL), saturated aqueous NH4Cl (0.50 mL) was added, 

followed by addition of iron powder (62.2 mg). The mixture was stirred at 100 °C for 6 h. After cooled 

to room temperature, the mixture was filtered, and the filtrate was extracted CHCl3 (25 mL×3). The 

combined organic layers were washed with brine (25 mL×1), dried over MgSO4, filtered, and 

concentrated in vacuo. The residue was purified via silica gel column (ethyl acetate/Hexane=2/1 v/v) 

to yield compound 22f as a brown oil (1.24 g, 37%). 1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6): δ 9.68 

(s, 1H), 6.67-6.63 (m, 3H), 6.51-6.45 (m, 4H), 4.59 (s, 2H), 3.84 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.20 (t, J = 8.0 

Hz, 2H), 2.74 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.34 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.83 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 1.70-1.59 (m, 5H), 

1.37-1.32 (m, 2H), 1.26-1.07 (m, 4H), 0.94-0.85 (m, 2H). ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for 

C26H36N3O2+: 422.2808, found: 422.2798. 
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Compound 22g. Intermediate 2 (I-2) was synthesized following method J from compound 16g. 

Intermediate 2 (47.5 mg, 99.2 μmol) was dissolved in ethanol (3.0 mL), and NaOH (93.7 mg, 2.34 

mmol) in H2O (1.0 mL) was added. The mixture was stirred at 80 °C for 1 h. After the reaction, the 

mixture was neutralized with 1 N HCl, and extracted with ethyl acetate (15 mL×3). The combined 

organic layers were washed with brine (15 mL×1), dried over MgSO4, filtered, and concentrated in 

vacuo to yield compound 22g as yellow oil (43.6 mg, 98%). 1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6): 

δ 9.69 (s, 1H), 7.88 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 7.01 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.66 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.50-6.46 

(m, 2H), 4.07 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.20 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.72 (t, J = 7.6 Hz,2H), 2.33 (t, J = 7.6 Hz, 

2H), 1.92 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 1.68-1.61 (m, 5H), 1.37-1.31 (m, 2H), 1.23-1.09 (m, 4H), 0.92-0.87 (m, 

2H). ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for C27H35N2O4+: 451.2597, found: 451.2556. 

 

   Compound 22h. Following method J, compound 22h was synthesized using compound 16h. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 9.57 (s, 1H), 6.97 (t, J = 8.8 Hz, 2H), 8.86-8.82 (m, 2H), 6.78-

6.76 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 6.54-6.52 (m, 2H), 3.96 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.45 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.26 (t, 

J = 8.0 Hz, 2H), 2.85 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.59 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.02 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 1.73-1.66 

(m, 5H), 1.48-1.42 (m, 2H), 1.28-1.15 (m, 4H), 0.99-0.89 (m, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d 

for C26H34FN2O2+: 425.2604, found: 425.2583. 

 

   Compound 22i. Following method J, compound 22i was synthesized using compound 16i. 1H 

N
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NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.58 (br s, 1H), 7.23 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.83 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 

6.61- 6.59 (m, 1H), 6.50-6.49 (m, 2H), 3.97 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.43 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.24 (t, J = 

8.0 Hz, 2H), 2.84 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.57 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.01 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 1.71-1.64 (m, 

5H), 1.45- 1.40 (m, 2H), 1.27-1.10 (m, 4H), 0.97-0.88 (m, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for 

C26H34ClN2O2+: 441.2309, found: 441.2334. 

 

   Compound 22j. Following method J, compound 22j was synthesized using compound 16j. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 9.37 (s, 1H), 7.36 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.78 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 

6.74 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6.52-6.50 (m, 2H), 3.96 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.43 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.24 (t, 

J = 8.4 Hz, 2H), 2.84 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.58 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2,01 (q, J = 5.6 Hz, 2H), 1.72-1.65 

(m, 5H), 1.46-1.41 (m, 2H), 1.28-1.15 (m, 4H), 0.98-0.88 (m, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d 

for C26H34BrN2O2+: 487.1787, found: 487.1847. 

 

   Compound 22k. Following method J, compound 22k was synthesized using compound 16k. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 9.23 (s, 1H), 7.54 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.73 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 

6.67 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.52-6.49 (m, 2H), 3.95 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.43 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.23 (t, 

J = 8.0 Hz, 2H), 2.83 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.58 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.01 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 1.72-1.64 

(m, 5H), 1.46-1.40 (m, 2H), 1.28-1.14 (m, 4H), 0.98-0.90 (m, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d 

for C26H34IN2O2+: 533.1665, found: 532.1662. 

 

   Compound 22l. Following method J, compound 22l was synthesized using compound 16l. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 8.95 (s, 1H), 7.55 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.96 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 

6.71 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.53-6.51 (m, 2H), 4.04 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.45 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.25 (t, 

J = 8.0 Hz, 2H), 2.83 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.57 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.05 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 1.71-1.68 
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(m, 5H), 1.46-1.41 (m, 2H), 1.28-1.14 (m, 4H), 0.97-0.89 (m, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d 

for C27H34F3N2O2+: 475.2572, found: 475.2580. 

 

   Compound 22m. Following method J, compound 22m was synthesized using compound 16m. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.89 (s, 1H), 7.16 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.77 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 

6.72-6.69 (m, 2H), 6.65-6.61 (m, 1H), 6.54-6.47 (m, 2H), 3.98 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.45 (t, J = 6.8 Hz, 

2H), 3.25 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.84 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.57 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.32 (s, 3H), 2.01 (q, J 

= 6.4 Hz, 2H), 1.70-1.63 (m, 5H), 1.43-1.41 (m, 2H), 1.26-1.14 (m, 4H), 0.98-0.90 (m, 2H); ESI-

HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for C27H37N2O2+: 420.2855, found: 420.2852. 

 

   Compound 22n. Following method J, compound 22n was synthesized using compound 16n. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.76 (s, 1H), 7.16-7.12 (m, 2H), 6.86 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 6.78 (d, 

J = 8.4 Hz, 1H), 6.63-6.52 (m, 3H), 4.01 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.49 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.26 (t, J = 6.8 

Hz, 2H), 2.83 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.57 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.29 (s, 3H), 2.05 (q, J= 6.4 Hz, 2H), 1.70-

1.64 (m, 5H), 1.46-1.44 (m, 2H), 1.28-1.14 (m, 4H), 0.98-0.87 (m, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ 

calc’d for C27H37N2O2+: 421.2855, found: 421.2860 

 

   Compound 22o. Following method J, compound 22o was synthesized using compound 16o. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.46 (brs, 1H), 6.96-6.88 (m, 2H), 6.67-6.63 (m, 2H), 6.56-6.49 

(m, 2H), 3.95 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.46 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.24 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.81 (t, J = 8.0 Hz, 

2H), 2.55 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.24 (s, 3H), 2.23 (s, 3H), 2.15 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 1.68-1.62 (m, 2H), 

1.45-1.41 (m, 2H), 1.24-1.13 (m, 4H), 0.96-0.83 (m, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for 

C28H39N2O2+: 435.3012, found: 435.3067. 
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tert-butyl 4-(2-hydroxyethyl)piperidine-1-carboxylate (27). 4-piperidine ethanol (500 mg, 3.87 

mmol) was dissolved in CH2Cl2 (20 mL). A solution of di-tert-butyl-dicarbonate (929 mg, 4.26 mmol) 

and triethylamine (1.61 mL, 11.6 mmol) in CH2Cl2 (80 mL) was added dropwise at 0 °C. The mixture 

was stirred at 0 °C for 1 h and subsequently stirred at room temperature for 16 h. A saturated aqueous 

NaHCO3 (50 mL) was added, the organic layer was collected, and the aqueous layer was extracted 

with CH2Cl2 (40 mL×2). The combined organic layers were dried over MgSO4, filtered, and 

concentrated in vacuo to yield compound 27 as a colorless oil (861 mg, 97%). 1H NMR (400 MHz, 

298 K, CDCl3): δ 4.09-4.06 (m, 2H), 3.71 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.73-2.65 (m, 2H), 1.68- 1.49 (m, 5H), 

1.45 (s, 9H), 1.17-1.07 (m, 2H). 

 

tert-butyl 4-(2-chloroethyl)piperidine-1-carboxylate (28). Compound 27 (861 mg, 3.75 mmol) 

was dissolved in CH2Cl2 (7 mL), and carbontetrachloride (363 μL, 3.75 mmol) was added. A solution 

of triphenylphosphine (984 mg, 3.75 mmol) in CH2Cl2 (7 mL) was added dropwise, and the mixture 

was stirred at room temperature for 3 h. A further carbontetrachloride (182 μL, 1.88 mmol) was added, 

and the mixture was stirred at room temperature for 20 h. After the reaction, the mixture was washed 

with saturated aqueous NaHCO3 (40 mL×2) and brine (40 mL×1). The organic layer was dried over 

MgSO4, filtered and concentrated in vacuo. The residue was purified via silica gel column 

(Hexane/AcOEt = 7/1 v/v) to yield compound 28 as a colorless oil (586 mg, 63%). 1H NMR (400 

MHz, 298 K, CDCl3): δ 4.11-4.07 (m, 2H), 3.58 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.73-2.66 (m, 2H), 1.74-1.61 (m, 

5H), 1.45 (s, 9H), 1.15-1.05 (m, 2H). 

 

Compound 23. Following method J, compound 29 was synthesized using compounds 16b and 28. 

Then, compound 29 (94.1 mg, 0.180 mmol) was dissolved in AcOEt (8.0 mL), and 4 N HCl (2 mL) 

was added. The mixture was stirred at room temperature for 24 h. The mixture was neutralized with 
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saturated aqueous NaHCO3 and extracted with CHCl3 (20 mL×3). The combined organic layers were 

washed with brine (20 mL×1), dried over MgSO4, filtered, and concentrated in vacuo to yield 

compound 23 as a yellow oil (54.0 mg, 71 %). Compound 29: 1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-

d6): δ 9.69 (s, 1H), 7.07 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.82 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.66 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.51-

6.47 (m, 2H), 4.34 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.95 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.91-3.88 (m, 4H), 3.20 (t, J = 7.2 Hz, 

2H), 2.73 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.34 (t, J = 7.2 Hz, 2H) 2.22 (s, 3H), 1.89-1.85 (m, 2H), 1.62-1.59 (m, 

4H), 1.38 (s, 9H), 1.00-0.90 (m, 1H); Compound 23: 1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6): δ 9.70 

(s, 1H), 7.08 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.82 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.66 (t, J = 9.2 Hz, 1H), 6.51-6.47 (m, 2H), 

3.95 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.21 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 3.09-3.06 (m, 2H), 2.73 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.67-

2.62 (m, 2H), 2.34 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.23 (s, 3H), 1.88 (q, J = 6.0 Hz, 2H), 1.72-1.69 (m, 2H), 1.41-

1.38 (m, 4H), 1.23-1.12 (m, 3H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for C26H36N3O2+: 422.2808, found: 

422.2820 

 

1-(2-chloroethyl)piperidine (30). A solution of 4-piperidineethanol (500 mg, 3.87 mmol) in 

toluene (5.0 mL) was cooled to 0 °C under nitrogen, and SOCl2 (337 μL, 4.64 mmol) was added. The 

reaction mixture was allowed to warm to 60 °C and stirred for 3 h. The solvent was removed in vacuo. 

CH2Cl2 and water were added, and the mixture was neutralized with a 1 M NaOH aqueous solution. 

The mixture was extracted with CH2Cl2 (15 mL×3). The combined organic layers were dried over 

MgSO4, filtered, and concentrated in vacuo to yield compound 30 as a yellow liquid (129 mg, 23%). 

1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 3.56 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.67 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.43-2.42 (m, 

4H), 1.59- 1.53 (m, 4H), 1.42-1.38 (m, 2H) 

 

   Compound 24. Following method J, compound 24 was synthesized using compounds 16b and 30. 

1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6): δ 9.71 (s, 1H), 7.08 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.82 (d, J = 8.4 Hz, 



 

 108 / 141 

2H), 6.66 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.56-6.51 (m, 2H), 3.95 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.39 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 

3.27 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.73 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.60-2.45 (m, 6H), 2.32 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.23 (t, 

3H), 1.91 (q, J = 6.0 Hz, 2H), 1.57-1.51 (m, 4H), 1.43-1.38 (m, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d 

for C26H36N3O2+: 422.2808, found: 422.2791 

 

3-methylbut-2-enoyl chloride (31). A mixture of 3-methylbut-2-enoic acid (3.00 g, 30.0 mmol) 

in dry CH2Cl2 (100 mL) at 0 °C under nitrogen was added SOCl2 (3.3 mL, 45.0 mmol) followed by a 

catalytic amount of DMF (3 drops). The reaction mixture was allowed to warm to 50 °C and stirred 

for 1 h. The solvent was removed in vacuo to yield compound 31 as a colorless liquid. The whole 

amount of compound 92 was directly used for the next reaction. 

 

3-methyl-N-phenylbut-2-enamide (32). Compound 31 was dissolved in dry CH2Cl2 (70 mL), and 

aniline (2.79 g, 30.0 mmol) was added. The mixture was stirred at room temperature under nitrogen 

and added dropwise of diisopropylethylamine (7.74 g, 60.0 mmol). After the mixture was stirred for 

2.5 h, the solvent was removed in vacuo. The residue was added saturated aqueous NaHCO3 and 

extracted with AcOEt (100 mL×3). The combined organic layers were washed with 1 N aqueous HCl 

(100 mL×1) and brine (100 mL×1), dried over MgSO4, filtered, and concentrated in vacuo. The residue 

was purified via silica gel column (CH2Cl2/hexane = 3/1 v/v) to yield compound 32 as a colorless solid 

(3.75 g, 70%). 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.54-7.52 (m, 2H), 7.32 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 

7.10-7.08 (m, 2H), 5.71 (s, 1H), 2.23 (s, 3H), 1.90 (s, 3H). 

 

4,4-dimethyl-3,4-dihydroquinolin-2(1H)-one (33). Compound 32 (2.22 g, 12.6 mmol) was 

dissolved in dry CH2Cl2 (30 mL), and aluminium chloride (3.39 g, 25.2 mmol) was added. The mixture 

was stirred at 50 °C for 1 h under nitrogen. After the reaction was completed, the solvent was removed 
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in vacuo. The residue was added 1 N HCl (90 mL×1) and extracted with AcOEt (90 mL×3). The 

combined organic layers were washed with brine (90 mL×1), dried over MgSO4, filtered, and 

concentrated in vacuo. The residue was purified via silica gel column (CH2Cl2/AcOEt = 10/1 v/v) to 

yield compound 33 as a colorless solid (1.45 g, 65%). 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 9.05 (s, 

1H), 7.29 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.18 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.05 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 8.4 Hz, 

1H), 2.50 (s, 2H), 1.34 (s, 6H). 

 

4,4-dimethyl-6-nitro-3,4-dihydroquinolin-2(1H)-one (34). Following method D, compound 34 

was synthesized using compound 33. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 9.01 (s, 1H), 8.21 (s, 1H), 

8.11 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 2.57 (s, 2H), 1.41 (s, 6H). 

 

6-amino-4,4-dimethyl-3,4-dihydroquinolin-2(1H)-one (35). Following method E, compound 35 

was synthesized using compound 34. 1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6): δ 9.67 (s, 1H), 6.50-

6.48 (m, 2H), 6.29 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.70 (s, 2H), 2.62 (s, 2H), 1.09 (s, 6H). 

 

   Compound 36. Following method H, compound 36 was synthesized using compounds 21b and 

35. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 8.40 (br s, 1H), 7.08 (d, J = 8.0 Hz, 3H), 6.80 (d, J = 8.0 

Hz, 2H), 6.68- 6.65 (m, 2H), 4.07 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.35 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.43 (s, 2H), 2.28 (s, 

3H), 2.12 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 1.29 (s, 6H). 

 

Compound 25. Following method J, compound 25 was synthesized using compound 36. 1H NMR 

(400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.66 (br s, 1H), 7.08 (d, 8.4 Hz, 2H), 6.80 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.66-6.65 

(m, 1H), 6.62-6.59 (m, 1H), 6.52-6.49 (m, 1H), 3.98 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3,46 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.27 

(t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.43 (s, 2H), 2,29 (s, 3H), 2.02 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 1.72-1.60 (m, 5H), 1.47-1.42 
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(m, 2H), 1.30-1.14 (m, 4H), 1.28 (s, 6H), 0.98-0.93 (m, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for 

C29H41N2O2+: 449.3168, found: 449.3247. 

 

3-(2-bromophenyl)-2,2-dimethylpropanenitrile (37). A solution of isobutyronitrile (0.716 g, 

10.4 mmol) in dry THF (6 mL) was added LiHMDS (16 mmol) at 0 °C under nitrogen, stirred for 20 

min, and added 1-bromo-2-(bromomethyl)benzene (2.00 g, 8.00 mmol) in dry THF (14 mL). After 

stirring for 15 h at rt, the reaction mixture was quenched with saturated aqueous NH4Cl, extracted with 

AcOEt (50 ml×3). The combined organic layers were washed with brine (50 ml×1), dried over MgSO4, 

filtered, and concentrared in vacuo. The residue was purified via silica gel column (Hexane/AcOEt = 

30/1 v/v) to yield compound 37 as yellow liquid (1.83 g, 96%). 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): 

δ 7.59 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.32 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.15 (t, J = 8.8 Hz, 1H), 

3.08 (s, 2H), 1.43 (s, 6H). 

 

3,3-dimethyl-3,4-dihydroquinolin-2(1H)-one (38). A mixture of compound 37 (2.00 g, 8.40 

mmol), CuI (48.0 mg, 3.0 mol%), KI (13.9 mg, 1.0 mol%), N-acetylglycine (59.0 mg, 6.0 mol%), 

NaOH (1.01 g, 25.2 mmol) in tert-BuOH (10 mL) was added to screw-capped bial. The mixture was 

stirred at 100 °C for 48 h and diluted with CH2Cl2. The crude reaction mixture was filtered through 

celite pad and concentrated in vacuo. The residue was extracted with CH2Cl2 (60 mL×3). The 

combined organic layers were washed with brine (60 mL×1), dried over MgSO4, and concentrated in 

vacuo. The residue was purified via silica gel column (Hexane/AcOEt = 3/1 v/v) to yield compound 

38 as a colorless solid (0.446 g, 30%). 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 8.06 (s, 1H), 7.19-7.13 

(m, 2H), 6.98 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 6.75 (d, 1H), 2.81 (s, 2H), 1.21 (s, 6H). 

 

3,3-dimethyl-6-nitro-3,4-dihydroquinolin-2(1H)-one (39). Following method D, compound 39 
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was synthesized using compound 38. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 9.01 (s, 1H), 8.21 (s, 1H), 

8.11 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 2.57 (s, 2H), 1.41 (s, 6H). 

 

6-amino-3,3-dimethyl-3,4-dihydroquinolin-2(1H)-one (40). Following method E, compound 40 

was synthesized using compound 39. 1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6): δ 9.67 (s, 1H), 6.50-

6.48 (m, 2H), 6.29 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.70 (s, 2H), 2.62 (s, 2H), 1.09 (s, 6H). 

 

Compound 41. Following method H, compound 41 was synthesized using compounds 21b and 

40. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 8.40 (br s, 1H), 7.08 (d, J = 8.0 Hz, 3H), 6.80 (d, J = 8.0 

Hz, 2H), 6.68-6.65 (m, 2H), 4.07 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.35 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 2.43 (s, 2H), 2.28 (s, 

3H), 2.12 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 1.29 (s, 6H). 

 

Compound 26. Following method J, compound 26 was synthesized using compound 41. 1H NMR 

(400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.66 (br s, 1H), 7.08 (d, 8.4 Hz, 2H), 6.80 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.66-6.65 

(m, 1H), 6.62-6.59 (m, 1H), 6.52-6.49 (m, 1H), 3.98 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3,46 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.27 

(t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.43 (s, 2H), 2,29 (s, 3H), 2.02 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 1.72-1.60 (m, 5H), 1.47-1.42 

(m, 2H), 1.30-1.14 (m, 4H), 1.28 (s, 6H), 0.98-0.93 (m, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for 

C29H41N2O2+: 449.3168, found: 449.3247. 

 

   Compound 46. Compound 1c (50.0 mg, 0.137 mmol) was dissolved in DMF, and MeI (2.0 eq.) 

and NaH (1.0 eq.) were added on ice bath. After stirring at rt for 21 h, the resulting mixture was diluted 

with CH2Cl2 (20 mL). The organic layer was washed with H2O (20mL), brine (20 mL), dried over 

with MgSO4, and concentrated in vacuo to yield compound 46 as a beige solid (46.0 mg, 89%). 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.81-7.77 (m, 2H), 7.45 (s, 1H), 7.15 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.05 (d, 
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J = 9.2 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 5.48 (s, 2H), 3.39 (s, 3H), 2.99 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.69 (t, 

J = 7.3 Hz, 2H), 2.61 (q, J = 7.6 Hz, 2H), 1.22 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 

 

2-(phenylthio)acetonitrile (49). Following method A, compound 49 was synthesized using 

benzenethiol. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 7.56 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.39 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 

7.38 (s, 1H), 3.57 (s, 2H). 

 

2-(phenylthio)ethanethioamide (50). Following method B, compound 50 was synthesized using 

compound 49. 1H NMR (400 MHz, 298 K, CDCl3): δ 8.17 (br, 1H), 7.56 (br, 1H), 7.24-7.14 (m, 5H), 

4.11 (s, 2H). 

 

Compound 47. Following method C, compound 47 was synthesized using compound 15 and 50. 1H 

NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6): δ 10.16 (s, 1H), 7.81 (s, 1H), 7.71 (s, 1H), 7.67 (d, J = 8.3 Hz, 

1H), 7.42 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.32 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.21 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 8.3 Hz, 

1H), 4.65 (s, 2H), 2.92 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.47 (overlapped with DMSO-d5, 2H); ESI-HRMS (m/z): 

[M+H]+ calc’d for C19H17N2OS2+: 353.07823, found: 353.07852. 

 

Compound 48. The mixture of compound 47 (50.0 mg, 0.142 mmol) and mCPBA (4.0 eq.) was 

dissolved with CH2Cl2, and stirred at 0 °C for 14.5 h. The resulting mixture was poured into sat. 

NaHCO3 aqueous to quench the reaction. Organic layer was extracted with AcOEt, washed with H2O, 

brine, and dried over MgSO4. The residue was concentrated in vacuo to yield compound 48 as a yellow 

solid (22.9 mg, 42%). 1H NMR (400 MHz, 298 K, DMSO-d6): δ 10.16 (s, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.82-7.74 

(m, 3H), 7.63 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 7.53 (d, J = 10.1 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 5.27 (s, 2H), 2.89 

(t, J = 7.3 Hz, 2H) , 2.50 (overlapped with DMSO-d5, 2H); ESI-HRMS (m/z): [M+H]+ calc’d for 
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C19H17N2O3S2+: 385.06806, found: 385.07010. 

 

V. 2. MBL タンパク質の発現精製 

Expression. The DNA sequence encoding NDM-1 or IMP-1 was introduced into pET48b(+) 

plasmid vector (Novagen). NDM-1 or IMP-1 was expressed as a 6×His-fused Trx-tag-conjugated form. 

The Escherichia coli competent cell, Rosetta (DE3) pLysS, was transformed with the vector. The 

transformed cells were picked up from the colony grown on the agar medium containing Kanamycin 

at the concentration of 35 µg/mL. After a pre-incubation with 10 mL LB medium at 30 °C, the cell 

culture was scaled up to 2 L medium. The protein was expressed at 30 °C overnight after the induction 

with 0.2 mM IPTG at an OD600 value of 0.8. The cultured cells were pelleted down by a 15 minute 

centrifuge at 5000×G.  

The cell pellet was re-suspended with 40 mL of buffer solution (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM 

NaCl, 10 mM imidazole, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride: PMSF). The cells in the re-suspended 

solution were disrupted by the ultrasonic homogenizer (SONIFIER 250, BRANSON). The lysate was 

centrifuged at 14000×G for 30 minutes, and the remaining debris was removed from the supernatant 

by passing through the 0.45 µm micro-filter. 

 

Purification. The Trx-conjugated protein was first purified by HisTrap HP 5 mL column (GE 

Healthcare), using a solution consisting of 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 10 mM imidazole 

as a starting buffer and a solution consisting of 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 500 mM 

imidazole as an elution buffer. The concentration of imidazole was gradually increased up to 500 mM 

in elution.  

The collection tubes containing the target protein were chosen by the SDS-PAGE, and the collected 

fraction was dialyzed against 1 L of buffer solution (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl) overnight 
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at 4 °C to remove imidazole. The 6×His-fused Trx-tag was cleaved by HRV-3C protease. The protease 

at the concentration of 1 mg/mL was added to the sample after dialysis by 10 µL per 1 mg target 

protein. The mixture of the sample and HRV-3C protease was incubated at 4 °C for 24 hours. 

The concentration of protein was measured by the adsorption of ultra-violet at 280 nm. The 

extinction coefficient was 1.28 AU·(mg/mL)-1 for IMP-1 and 0.98 AU·(mg/mL)-1 for NDM-1. After 

cleavage of Trx-tag, the coefficient was changed to 1.72 AU·(mg/mL)-1 for IMP-1 and 1.09 

AU·(mg/mL)-1 for NDM-1. 

The cleaved Trx-tag, HRV-3C protease, and uncleaved conjugated protein were removed by Ni-

NTA resin. The cleaved target protein was further purified by TALON® metal affinity resin column 

(Clontech) using a solution consisting of 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 10 mM imidazole 

as a starting buffer and a solution consisting of 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 500 mM 

imidazole as an elution buffer. The target protein was collected from the flow-through fractions. 

Since the iso-electric point of IMP-1 is 8.73 and that of NDM-1 is 5.88, IMP-1 was further purified 

by cation exchange chromatography, and NDM-1 was by anion exchange chromatography. The 

starting buffer for IMP-1 was 50 mM MES pH 6.5, and the elution buffer was 50 mM MES pH 6.5, 

1000 mM NaCl. The starting buffer for NDM-1 was 50 mM Tris-HCl pH 8.0, and the elution buffer 

was 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 1000 mM NaCl. The concentration of NaCl was elevated in the gradient 

manner.  

The protein was finally purified by gel filtration using HiLoad 16/60 Superdex 75 pg (GE 

Healthcare) with a running buffer of 20 mM HEPES at pH 7.5, 200 mM NaCl, and 2 mM mercapto-

ethanol. 

 

Evaluation of purity. The purity of the sample protein was evaluated by SDS-PAGE. A small 

aliquot of the sample (15 µL) was taken, and 5 µL of 4×SDS buffer 2ME(+) was added to the sample 



 

 115 / 141 

solution, and then, incubated at 95 °C for 5 minutes. The reaction product was applied to a 10 % acryl-

amide gel by 10 µL for electrophoresis. The molecular weight marker, Precision plus protein™ Dual-

color standard, was also applied for reference. The protein was stained by Coomassie Brilliant Blue 

(CBB) or Oriole fluorescent agent.  

 

Concentration. Finally, the protein was concentrated to 0.52 mg/mL for IMP-1 and 0.54 mg/mL 

for NDM-1. The concentrated protein was mixed with glycerol in a ratio of 1:1 for the compound 

screening. The protein was further concentrated to 43.2 mg/mL for IMP-1 and 76.6 mg/mL for NDM-

1 for the protein crystallization for X-ray structure analysis. 

 

V. 3. MBL 阻害活性の測定 (in vitro) 

Measurement of enzymatic reaction rate 

An antibiotic, Cephalosporin C, is one of the substrates of metallo-β-lactamases; IMP-1 and NDM-

1. The reaction rate of the hydrolysis of Cephalosporin C by IMP-1 or NMD-1 was monitored by the 

UV-vis absorption (Shimadzu UV-1800) at 260 nm. The β-lactam ring of Cephalosporin C shows a 

specific peak at 260 nm in UV absorption, and the peak height is diminished due to the hydrolysis of 

the ring. If an inhibitory compound is present in the solution, the hydrolysis reaction becomes slow.  

 

Experimental procedure 

1. Preparation of stock solution: Buffer A (50 mM HEPES, 10 μM Zn Acetate, pH 7.0), buffer B 

(50 mM Tris HCl, 150 mM NaCl, pH 7.0), and an aqueous solution of 100 mM Cephalosporin C 

were prepared. 

2. Baseline measurement: The UV absorption was measured for 1 mL of buffer A with a quartz cell. 
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3. Background measurement: The UV absorption was measured for 10 minutes at 25 °C for a 

mixture of 953 µL of buffer A, 45 µL of buffer B, and 2 µL of Cephalosporin C solution. 

4. Measurement of control: The UV absorption was measured for 10 minutes for a mixture of 953 

µL of buffer A, 43 µL of buffer B plus 2 µL of IMP-1 or NDM-1 solution, and 2 µL of 

Cephalosporin C solution. 

5. Preparation of sample: A 45 µL sample solution was prepared by mixing 33 µL of buffer B, 10 

µL of a compound solution, and 2 µL of IMP-1 or NDM-1 solution. 

6. Measurement of sample: UV absorption was measured for 10 minutes at 25 °C for a mixture of 

953 µL of buffer A, 45 µL of the solution prepared in 5, and 2 µL of Cephalosporin C solution. 

 

𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑟𝑎𝑡𝑒 (%)  = 100 ×  (1 −  
𝑆0 −  𝑆300

𝐶0 −  𝐶300
) 

Figure D1. Calculation of inhibitory activity. S0 is the absorbance of the sample at the initial time 

point (0 s), S300 is the absorbance of the sample at the final time point (300 s), C0 is the absorbance of 

the control at the initial time point (0 s), C300 is the absorbance of the control at the final time point 

(300 s). 

 

V. 4. X 線結晶構造解析 

Crystal Growth 

The single crystal of the complex of IMP-1 and compound 1 was grown by the sitting drop vapor 

diffusion method at 18 °C. First, 0.8 µL of 43.2 mg/mL protein solution was mixed with 0.2 µL of a 

solution containing 4 mM ZnCl2 and 2 mM compound 1, followed by incubation at room temperature 

for 10 min. Then, 1.0 µL of the mixed solution was combined with 1.0 µL of the well solution 

consisting of 100 mM sodium citrate, 200 mM sodium acetate, and 28% polyethylene glycol (PEG) 

8000 at pH 6.2. The combined solution was placed on the plate for setting up a droplet for 
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crystallization. The crystals grown were cryo-protected by brief immersion in a solution containing 

25% (v/v) glycerol, followed by freezing in liquid nitrogen.  

The single crystal of the complex of NDM-1 and ampicillin was also grown by the sitting drop 

method at 18°C. First, 0.5 µL of 76.6 mg/mL protein solution was mixed with 0.5 µL of a solution of 

100 mg/mL ampicillin containing 0.5 mM ZnCl2, followed by incubation at room temperature. Then, 

1.0 µL of the mixed solution was combined with 1.0 µL of the well solution consisting of 100 mM 

Bis-Tris, 25% PEG3350, and 250 mM ammonium sulfate at pH 7.2 for crystallization. The crystals 

were cryo-protected by brief immersion in a solution containing 25% (v/v) glycerol before freezing in 

liquid nitrogen. 

 

Structure Determination 

X-ray diffraction data were collected at 100 K on AR-NE3A or AR-NW12A beamlines of Photon-

Factory (PF, Tsukuba, Japan). The diffraction data were indexed, scaled, and merged with HKL2000 

134. Intensities were converted into structure factors, and 5% of the reflections were flagged for Rfree 

calculations. The complex structure of IMP-1 and compound 1a was determined by the molecular 

replacement method 135 using a crystal structure of PDB code: 2DOO 136 as a search model, and that 

of NDM-1 and ampicillin was determined using a structure of 5ZGE 137. Molecular replacement, 

structure refinement, and model building were carried out using PHENIX 138 and COOT 139. 

 

V. 5. 計算機解析 

Model building 

Two binding structures obtained in the X-ray crystal analysis of IMP-1 were used as templates for 

building the models for MD simulation. The IMP-1 – compound 1 complex of the template structure 

was placed in a rectangular periodic boundary box filled with TIP3P waters 140, and counter ions were 
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added to neutralize the model system using the leap module in AmberTools16 59. The closest distance 

from the protein to the boundary edge was set to 12.0 Å. The final model size was ca. 73 Å× 70 Å× 

64 Å and the total number of atoms was about 33,000. Two model systems were built for simulations 

to compare the stability of the respective binding structures. Furthermore, the predicted binding 

structure of compound 1 in the catalytic site of NDM-1 was built from the crystal structure of the 

NDM-1 – ampicillin complex. The calculation model was set up in the same manner above. 

 

Molecular Dynamics (MD) Simulation  

Minimization, heating, and pre-equilibration were carried out using the sander module of 

AMBER16 59. Production run of MD simulation was carried out using the pmemd module that was 

compiled as a graphics processing unit (GPU) executable code. Energy minimization was achieved in 

two steps. The first step was for the relaxation of the protein structure only. The second step was for 

the relaxation of the whole system. In each step, energy minimization was done for 10,000 cycles. The 

minimization method was switched from the steepest descent method to the conjugate gradient method 

after 3,000 cycles. The model system was heated to 300 K for 0.1 ns under the NVT-ensemble 

condition, and subsequent 0.4 ns pre-equilibrating calculation was executed under the NPT-ensemble 

condition. Then the production run of MD simulation was carried out for 200 ns at 300 K. The cutoff 

distance for the electrostatic and van der Waals energy terms was set to 12.0 Å. The periodic boundary 

condition was applied, and the integration time step was 2 fs.  

The ff14SB force field 141 was applied to the protein molecules, the general AMBER force field 

(GAFF2)142 was to the compound, TIP3P 140 was to waters, and ionsjc_tip3p 143 was to counter ions. 

The partial atom charges of the compound were determined by performing a quantum chemical 

calculation using the Gaussian16 program 144. The stable structure of the compound was determined 

through geometry optimization at the B3LYP/6-31G(d,p) level, and the electrostatic potential was 
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subsequently calculated at the HF/cc-pVTZ level under the ether-phase condition. 

 

Analysis of Molecular Dynamics Simulation 

The ptraj module of AmberTools16 was utilized to obtain the representative structures of the last 

40 ns simulations. The atom coordinates were stored every 0.1 ns in every MD simulation. First, the 

average structure was obtained from the 400 snapshot structures for the last 40 ns. Next, the root mean 

square deviation (RMSD) values between the average structure and the respective snapshots were 

calculated. Then, the snapshot that had the least RMSD value among the 400 was selected as the 

representative structure. The representative structure was depicted by PyMOL 145. 
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