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略語表 

 

本論文中に使用した略語・略号を以下に記した。 

 

略語・略号 正式名称 

Ac acetyl 

ATP adenosine triphosphate 

bid bis in die 

Boc (tert-butoxy)carbonyl 

Bu butyl 

CENP-E centromere-associated protein-E 

DBU 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene 

DIPEA N,N-diisopropylethylamine 

DME 1,2-dimethoxyethane 

DMF N,N-dimethylformamide 

DMSO dimethyl sulfoxide 

dppf 1,1′-bis(diphenylphosphino)ferrocene 

EPM electrostatic potential map 

Et ethyl 

Et3N triethyl amine 

Et2O diethyl ether 

EtOAc ethyl acetate 

EtOH ethanol 

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting 

Glu glutamic acid 

HATU O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium 

hexafluorophosphate 

h hour 

His histidine 

HOBt 1-hydroxybenzotriazole 

Ile isoleucine 

ip intraperitoneal 

i
Pr2O diisopropyl ether 

i
PrOH isopropyl alcohol 

i
Pr2EtN N,N-diisopropylethylamine 

KHC kinesin heavy chain 

KSP kinesin spindle protein 

LDA lithium diisopropylamide 
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LLC Limited Liability Company 

Lys lysine 

Met methionine 

MMFF Merck Molecular Force Field 

mp melting point 

Me methyl 

MS mass spectrometry 

NBS N-bromosuccinimide 

NMP 1-methyl-2-pyrrolidone 

NMR proton nuclear magnetic resonance 

ORTEP Oak Ridge Thermal Ellipsoid Plot 

PAMPA Parallel Artificial Membrane Permeability Assay 

PD pharmacodynamic 

PDB The Protein Data Bank 

Phe phenylalanine 

PdCl2(dppf)·CH2Cl2 [1,1'-bis(diphenylphosphino)ferrocene]dichloropalladium(II) 

dichloromethane complex 

Pd2(dba)3 tris(dibenzylideneacetone) dipalladium (0) 

p-HH3 phosphorylated histone H3 

Pro proline 

SAC spindle assembly checkpoint 

SAR structure-activity relationship 

Ser serine 

tert tertiary 

T/C treatment group / control group 

TEA trimethylamine 

temp temperature 

TFA trifluoroacetic acid 

THF tetrahydrofuran 

Thr threonine 

TsOH p-toluenesulfonic acid 

Tyr tyrosine 

WSC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 

hydrochloride 

WT wild type 

3D three-dimensional, three dimensions 
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第 1 章 序論 

 

1.1 はじめに 

 

我々の体内に無数に存在する正常な細胞は，生命維持のために必要な場合や損傷などに対

する修復・再生が必要な場合を除き、不必要な細胞増殖が起こらないよう様々な調節機構に

よって制御されている。何らかの外的要因や遺伝子的要因等によりその制御機構が破綻する

ことで、細胞増殖が異常亢進し、細胞の運命を癌化へと向かわせる。近年、癌の治療オプシ

ョンとして、細胞増殖の重要過程である細胞周期を阻害する抗癌薬が注目されている。実際、

癌の臨床治療において、タキサンやビンカアルカロイドなど微小管重合を直接的なターゲッ

トとする有糸分裂阻害剤が広く使用されている 1。しかしながら、これらの薬剤がターゲット

とする微小管は、正常な神経細胞における軸索輸送においても重要な役割を担っている為、

中枢・末梢神経障害が重大な副作用として生じ 2、これにより継続的な治療が困難となる場合

がある。このような副作用の発生を可能な限り取り除くために、近年、有糸分裂に不可欠な

他の紡錘体構成タンパクが、次世代抗癌薬ターゲットとして注目されている 3。有糸分裂キネ

シン Eg5 (別名 kinesin spindle protein; KSP)および Centromere-Associated Protein E (CENP-E)も、

このような次世代の有糸分裂関連分子として研究が行われている。Eg5 および CENP-E はと

もに、有糸分裂キネシンファミリーに属するモータータンパクで 4、細胞分裂 M 期の中期か

ら後期への移行に必須の分子である。両者の細胞分裂期における分子制御機構は異なり、Eg5

は中心体の分離と双極紡錘体形成の制御を担っている 5-7。一方、CENP-E は染色体の動原体

に局在化し 4,8、C 末端部分で動原体と結合している 9-11。CENP-E は N 末端にモーター領域と

呼ばれる分子機械を有し、本部位で微小管を捕捉するとともに、ATP の加水分解によって生

じた化学エネルギーを駆動力に変換し、微小管上をプラス端方向に移動することで染色体を

赤道面上に運搬・整列させる重要な役割を担っている 10,12,13。CENP-E の機能を消失させると、

有糸分裂の中期において、赤道面上への染色体整列が阻害され不均衡を生じる。染色体の不

整列状態が長引くと、染色体分配を保障するための監視機構である紡錘体チェックポイント 

(spindle assembly checkpoint; SAC)が活性化し、細胞分裂を停止した後、細胞死へと誘導するこ

とが報告されている 1,14-17。 

 

1.2 有糸分裂キネシン阻害薬 

 

 有糸分裂キネシン阻害薬の研究において、最も開発が進んでいるのは Eg5阻害剤の ispinesib

で、臨床での第Ⅱ相試験が実施された 6,18-20。その他にも数多くの低分子 Eg5 阻害剤が臨床お

よび非臨床において盛んに評価されている。一方、CENP-E に関しては低分子阻害剤の報告

例は少なく、臨床試験で検証された低分子化合物も唯一 GSK923295 (Figure 1-1)のみである。

この GSK923295 は、非臨床研究において CENP-E 阻害に基づく抗腫瘍作用を示した最初の例

で、CENP-E タンパクが新規癌治療ターゲットとなり得る可能性を示した 21-25。 
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癌細胞の増殖速度は、正常細胞と比較して劇的に亢進していることが知られているので、

CENP-E 阻害剤による癌細胞と正常細胞への影響度合いは切り分けられると考えられる。加

えて、微小管に直接作用しないため、タキサンやビンカアルカロイドで問題となっている重

大な副作用を引き起こさない理想的な薬剤となる可能性がある。このように、CENP-E は有

望な抗癌薬ターゲットではあるものの、ケミカルツールが限られていることも起因し、分子

機構の全容は未だ解明されていないと言える。こうした背景をもとに著者は新規 CENP-E 阻

害薬の創製を目指して合成研究を行った。 

 

 

Figure 1-1. CENP-E 阻害薬 GSK923295 の構造 

 

1.3 研究の目的と方針 

 

 前述したように、CENP-E は染色体を赤道面上に運搬・整列させる際に、そのエネルギー

供給源としてモーター領域の ATPase活性を利用している。従って、CENP-E阻害剤としては、

CENP-Eのモーター領域と結合親和性を示し ATPase活性を抑制するような低分子化合物が理

想といえる。微小管存在下に CENP-E の ATPase 活性を測定するアッセイ系を用いて、社内化

合物ライブラリーのハイスループットスクリーニングを実施した結果、CENP-E の ATPase 活

性を阻害する幾つかのヒット化合物を見出すことに成功した。ヒット化合物の一つである 4-

オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン-6-カルボキサミド誘導体 1a は (Figure 1-2)、ATPase

活性を 50%阻害する化合物濃度 (IC50)が 2100 nM と活性は強くなかったが、(1) 既知の Eg5

阻害薬 3とも構造が大きく異なっており新規性がある、(2) 構造的に変換可能な部位が複数あ

る、ことを考慮し本化合物を最適化研究のリード化合物として選定した。 

 

 

Figure 1-2.  化合物 1a の構造 

 

 本研究の目的は、化合物 1a をリード化合物とし、種々の構造変換を行うことで CENP-E 阻

害活性を向上させ、医薬品として開発可能なプロファイルを有する低分子 CENP-E 阻害薬を
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創製することである。同時に、デザイン化合物に関する生物評価を基に、構造活性相関を明

らかとすることを目的とした。 

 

以下に各章の研究方針を述べる (Figure 1-3)。 

第 2 章：効率的に化合物の最適化研究を進めるために、CENP-E のホモロジーモデルを構

築し活用することにした。化合物近傍に位置する酸性アミノ酸残基との相互作用が活性向上

に重要ではないかと仮説を立て、塩基性置換基の導入を検討することにした。また、母骨格

である 4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン環の変換にも注力し、新たな骨格の創出を

目指した。合成化合物の難解な構造活性相関を理解する中で、化合物表面の静電ポテンシャ

ルマップ (EPM)の差異が活性と相関しているのではないかと仮説を立て、新規骨格のデザイ

ンへ応用可能かを検討することにした。 

第 3 章：前章で構築したホモロジーモデルの妥当性を検証するために、CENP-E 変異体タ

ンパク質を用いた部位特異的変異体解析試験を実施することにした。再構築したホモロジー

モデルを基に、活性向上に重要と推察される構造変換部位は 3 箇所あるとの仮説を立て、各々

の箇所に関して構造変換を検討することにした。前章で得られた EPM と活性との関連を、イ

ミダゾ[1,2-a]ピリジン環 5 位置換基の最適化に応用できるのではないかと作業仮説を立て、

これを検証することにした。ベンジル位の固定化された構造が CENP-E の loop 構造に強く認

識されるのではないかと仮説を立て、光学活性な化合物を用いて検証することにした。 

 第 4 章：前章までの検討により EPM による活性予測が、CENP-E 阻害薬の探索に有効であ

ると分かった。本章では、CENP-E の L5 loop 上の EPM 解析を実施し、これと効果的に静電

相互作用し得る EPM を有する化合物をデザインし、検証することにした。また、医薬品とし

て開発可能なプロファイルとして良好な薬物体内動態を有する化合物の創製に取り組むこと

にした。 

 

Figure 1-3. 各章における CENP-E 阻害薬の最適化研究  
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第 2 章 縮合二環性コア骨格の探索と生物評価 

 

2.1 はじめに 

 CENP-E タンパクのモータ領域に結合する化合物を探索すべく、ハイスループットスクリ

ーニングを実施した結果、4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン-6-カルボキサミド誘導

体 1a がヒット化合物として見出された (IC50 = 2100 nM)。初期の構造活性相関研究により、

アミド側鎖末端のベンゼン環上に 3,4-ジクロロ基を有する化合物 1b が、僅かながら化合物 1a

を上回る CENP-E 阻害活性を示した (IC50 = 1500 nM) (Figure 2-1)。そこで、化合物 1b をリー

ド化合物として、種々の縮合二環性コア骨格を有する新規 CENP-E 阻害薬の探索を開始した。 

 

Figure 2-1.  4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン誘導体 1a、1b の構造および CENP-E 

阻害活性 (IC50値) 

 

2.2 CENP-E ホモロジーモデルの構築 

 

ターゲットタンパク質と低分子阻害薬との共結晶情報を用いたドラッグデザインは、効率

的な低分子創薬の手法として近年盛んに行われている。研究当初、CENP-E と低分子阻害薬

との共結晶情報は報告例がなく、低分子が結合し得るバインディングサイトの情報も乏しか

った 26。第 1 章で述べたように、Eg5 タンパクは、CENP-E と同じくキネシンスーパーファミ

リーに属し、種々の低分子阻害薬との共結晶情報も報告されていた 27。これらの低分子薬は

いずれも、Eg5 の L5 loop、α2 helix および α3 helix によって形成される L5 サイトに結合する

ことが報告されている 28,29。Eg5 のモーター領域は、CENP-E のそれとアミノ酸配列の相同性

が高いことから (36%の相同性)
26、著者は CENP-E も Eg5 と同様に L5 結合サイトを有する可

能性が高いと仮定し、Eg5 とピロロトリアジノン阻害薬との共結晶情報 (PDB: 2GM1)
27を基

に、CENP-E ホモロジーモデルの構築を検討した。化合物 1b を用いて構築した CENP-E ホモ

ロジーモデルを Figure 2-2 に示す。 

 

2.3 化合物デザイン 

 

 構築したドッキングモデルによると、化合物 1b が有する、二環性 4-オキソ-4,5-ジヒドロチ

エノ[3,4-c]ピリジン環は、CENP-E のモーター領域内に存在する Ile182、Tyr131、Phe207 およ

び Met97 によって形成される疎水性ポケットに結合することが示唆された (Figure 2-3A)。加

えて、化合物 1b の 3,4-ジクロロベンジル基は、L5 loop に沿うように α2 helix 近傍に位置し
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ている。一方、化合物 1b 近傍に存在し、1b 方向へと伸びるアミノ酸残基 Glu186 との間には

明確な相互作用は観測されなかった。化合物 1b から Glu186 にかけての空間の広さ (Glu186 

space、Figure 2-3A)を理解するために、Glu186 のカルボキシ基と化合物 1b の置換基 R
1および

R
2との距離を測定したところ、それぞれ 4.1 Å および 3.8 Å であった (Figure 2-3B)。これらの

考察から、R
1 および R

2 周辺には置換基導入可能な十分なスペースがあり、Glu186 との相互

作用を獲得することで、CENP-E 阻害活性を増強できるのではないかと考えた。 

 

 

Figure 2-2.  チエノ[3,4-c]ピリジン誘導体 1b の CENP-E モーター領域におけるドッキングモ

デル (PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.3. Schrödinger, LLC) 

 

 

Figure 2-3.  ドッキングモデルにおける考察 (A) 化合物 2 および 3 の結合様式とデザイン、

(B) Glu186のカルボキシ基と化合物 1bの置換基R
1およびR

2との距離 (PyMOLを用いて計算) 

 

  ドッキングモデルによると、4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン環の 4-オキソ基

α3 helixα2 helix α3 helixα2 helix

L5 loopL5 loop
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は、疎水性ポケット内のどのアミノ酸残基とも明確な相互作用をしておらず、阻害活性発現

には必須ではないと推察された。この考察を基に、二環性骨格 (ring A)は、オキソ基を有さな

いインドール環 (4および 5)あるいはチエノ[3,2-b]ピロール環 6に変換することが可能である

と考えた (Figure 2-4A)。ドッキングモデルでの更なる検証の結果、チエノ[3,2-b]ピロール環 3

位周辺には、リガンドと α2 helix との間に疎水性ポケットが存在し (約 4 Å)、種々の置換基

R
3の導入が可能であることが示唆された (Figure 2-4B)。 

 置換基 R
3の構造活性相関の理解を深めるために、二環性骨格部位 (ring A)の分子表面に対

して、静電ポテンシャルマップ (EPM)
30–34 を計算し、視覚化した分子表面を比較した。EPM

による考察は、生物評価によって得られた構造活性相関とよく一致しており、新たなリード

骨格である 5 位置換イミダゾ[1,2-a]ピリジン体 7a のデザインへと繋がった (Figure 2-4A)。 

 

Figure 2-4.  (A) 種々の二環性骨格 (ring A)を有する化合物 4–7aのデザイン、(B) 化合物 3 (灰

色)および 6b (R
3
=H) (ピンク色)の ring A 周辺の疎水性ポケット 

 

2.4 合成 

 

 5-メチル-4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン誘導体 1bおよび 3の合成法を Scheme 

2-1 に示す。既知のエチルエステル化合物 8
35を水酸化ナトリウムを用いて加水分解し、得ら

れたカルボン酸体をトリエチルアミン存在下 HATU を用いて、市販の 1-(3,4-ジクロロフェニ

ル)-N-メチルメタンアミン 9 と縮合させ、目的の N-メチルアミド体 1b を 11% (2 steps)の収率

で得た。2-(N,N-ジメチルアミノ)エチル体 3は、1bと同様の方法に従い、対応する市販のN'-(3,4-

ジクロロベンジル)-N,N-ジメチルエタン-1,2-ジアミン 10 を用いて、18% (2 steps)の収率で合成

した。 

  

4 Å

(A)

(B)
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Scheme 2-1
a
.  5-メチル-4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン誘導体 1bおよび 3の合成 

  
a試薬および反応条件: (a) 1 M NaOH, EtOH, THF, 還流, 6 h; (b) 1-(3,4-ジクロロフェニル)-N-メ

チルメタンアミン 9, HATU, Et3N, DMF, room temp, 36 h; (c) N'-(3,4-ジクロロベンジル)-N,N-ジ

メチルエタン-1,2-ジアミン 10, HATU, Et3N, DMF, room temp, 36 h. 

 

 5位に種々の置換基 R
1を有する 4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン誘導体 2a−cの

合成法を Scheme 2-2 に示す。市販のエチル (ジエトキシホスホリル) アセタート 12 および 4-

アセトアミドベンゼンスルホニル アジドから調製した α-ジアゾホスホナート 13 を用いて、

既知のチオフェンカルボン酸誘導体 11
35 へのロジウム触媒によるヘテロ原子－水素挿入反応

を実施した。反応混合物への DBU 添加により、分子内 Horner–Wadsworth–Emmons 反応 36が

進行し、二環性ラクトン体 14 を定量的に得ることが出来た。得られた 14 に 2 種類のアミン

をそれぞれ作用させることで、ラクトン環の開環反応が進行し、対応するエノールエステル

体 15a および 15b を 80–91%の収率で得た。p-トルエンスルホン酸・一水和物を用いた 15a の

分子内縮合反応により、三環性ラクトン体 16a を 80%の収率で得た。得られた 16a に、アミ

ン 9 とトリメチルアルミニウムから調製したアルミニウムアミド試薬を作用させ、目的の 2-

ヒドロキシエチル誘導体 2a を 60%の収率で得た。化合物 15b の分子内縮合反応を 15a と同様

の手法で実施し、化合物 16b を定量的に得た。化合物 16b の加水分解、次いでアミン 9 との

縮合反応により、目的の 2-(N,N-ジメチルアミノ)エチル誘導体 2b を 33% (2 steps)の収率で得

た。目的の 3-(N,N-ジメチルアミノ)プロピル誘導体 2c は、上記と同様の方法により 23% (4 

steps)の収率で得た。 

4-フルオロフェニル基を有するインドール体 4 および 5 の合成法を Scheme 2-3 に示す。3-

アリールインドール 4 は、市販の N-メチル 3-ブロモインドール 17 から合成した。原料であ

る 17 と 4-フルオロフェニルボロン酸との Suzuki–Miyaura カップリング反応 37,38により、エス

テル体 18 を 80%の収率で得た。化合物 18 の加水分解によって得られたカルボン酸体と対応

するアミン 10 との縮合反応により、目的の化合物 4 を 38% (2 steps)の収率で得た。2 当量の

酢酸銅(II)およびトリエチルアミン存在下、市販の化合物 19 と 4-フルオロフェニルボロン酸

との Chan–Lam–Evans カップリング反応 39,40を実施した。本反応は、C-3 位付加体の生成を伴

わず、N-1 位選択的に付加反応が進行し、化合物 20 を 78%の収率で与えた。得られた 20 は、
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Pd 触媒存在下、カップリング反応によるメチル化により 3-メチル体 21 に 95%の収率で変換

された。化合物 21 の加水分解と、続く縮合反応により、目的のインドール体 5 を 84% (2 steps)

の収率で得た。 

 

Scheme 2-2
a
.  5 位置換 (R

1
) 4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン誘導体 2a−c の合成  

 

a試薬および反応条件: (a) NaH, 4-アセトアミドベンゼンスルホニル アジド, THF, 0 °C to room 

temp, 1.5 h (b) 13, Rh2(OAc)4, トルエン, 80 °C, 3 h, 次いで DBU, room temp, 終夜; (c) H2NR
1
, 

THF, room temp; (d) TsOH·H2O, トルエン, 還流, 2 h; (e) 9, 1.8 M Me3Al / トルエン, トルエン, 

room temp, 1 h, 次いで 80 °C, 2 h; (f) 8 M NaOH, EtOH, THF, 80 °C, 6 h; (g) 9, HATU, Et3N, DMF, 

room temp, 24 h. 
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Scheme 2-3
a
.  インドール誘導体 4 および 5 の合成  

a試薬および反応条件: (a) 4-フルオロフェニルボロン酸, PdCl2(dppf)·CH2Cl2, 2 M Cs2CO3, DME, 

90 °C, 2 h; (b) 8 M NaOH, 2 M NaOH, EtOH, THF, 75 °C, 1 h; (c) 10, HATU, Et3N, DMF, room temp, 

18 h; (d) 4-フルオロフェニルボロン酸, Cu(OAc)2, Et3N, ピリジン, モレキュラーシーブ 4A, ト

リフルオロメチルベンゼン, room temp to 45 °C, 2 h; (e) (CH3)4Sn, PdCl2(dppf)·CH2Cl2, DMF, 

120 °C, 1 h; (f) 2 M NaOH, EtOH, THF, 65 °C, 1.5 h, 次いで 8 M NaOH, 75 °C, 1 h; (g) 10, HATU, 

i
Pr2EtN, DMF, room temp, 30 h. 

 

 種々の 3 位置換基を有するチエノ[3,2-b]ピロール体 6
41の合成法を Scheme 2-4 に示す。市販

の 4-ブロモ-2-チオフェンカルバルデヒド 22 に、塩基存在下、エチル 2-アジドアセタートを

作用させ、アジド体 23 を 30%の収率で得た。得られた 23 の分子内環化反応を制御するため

に、23 のキシレン希釈液を、沸騰させたキシレン溶媒へゆっくりと添加し、3-ブロモチエノ

[3,2-b]ピロール 24 を 85%の収率で得た。続く 4-フルオロフェニルボロン酸との

Chan-Lam-Evans カップリング反応 39,40を 2.5 当量の酢酸銅(II)およびモレキュラーシーブ 3A

存在下で実施し、目的の N-付加体 25a を 85%の収率で得た。モレキュラーシーブの添加は反

応促進に極めて有効であり、非添加条件 (収率 < 40%)と比較して収率に関しても顕著な改善

を示した。詳細な理由は不明であるが、モレキュラーシーブ 3A の使用は、4A よりも効果的

であった (収率 85% vs. 75%)。本反応は空気下で実施する必要があり、多孔質であるモレキ

ュラーシーブが効率的に空気を系内に導入する役割を担っていると考察している。さらに、

溶媒検討を実施した結果、トリフルオロメチルベンゼンは DMF、DME、アセトニトリルある

いはピリジン(収率 < 20%)と比較して、収率に関してより優れた結果を与えた。目的の 3-ブ

ロモ体 6a は、化合物 25a の加水分解およびアミンとの縮合反応により 85% (2 steps)の収率で

得た。3 位水素化体 6b は、6a を Pd 触媒下、ギ酸を水素源として用いた脱ブロモ化反応によ

り、61%の収率で得た。化合物 6a のカップリング反応を用いたメチル化により 3-メチル体 6c
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を 77%の収率で得た。化合物 6a を、マイクロ波照射下、塩化銅によるハロゲン交換反応に付

すことにより、目的の 3-クロロ体 6d を 39%の収率で得た。同じくマイクロ波照射下、シアン

化銅による 6a のシアノ化反応により、目的の 3-シアノ体 6f を 49%の収率で得た。トリフル

オロメチル体に関しては、6a から誘導することが出来なかったため、25a に 2 当量のヨウ化

銅 (I)存在下、トリフルオロ酢酸カリウムを作用させ、化合物 25e に変換し (収率 72%)、前述

と同様の方法に従い、目的の 3-トリフルオロメチル体 6e へと 61% (2 steps)の収率で導いた。 

 

Scheme 2-4
a
.  種々の 3 位置換基を有するチエノ[3,2-b]ピロール誘導体 6a−f の合成 

 

a試薬および反応条件: (a) エチル 2-アジドアセタート, NaOEt, EtOH, −10 °C, 1.5 h, 次いで

room temp, 1 h; (b) xylene, 120 °C, 2 h; (c) 4-フルオロフェニルボロン酸, Cu(OAc)2, Et3N, ピリジ

ン, モレキュラーシーブ 3A, トリフルオロメチルベンゼン, room temp, 21 h; (d) 2 M NaOH, 

EtOH, THF, 65 °C to 75 °C, 1 h; (e) 10, HATU, 
i
Pr2EtN, DMF, room temp, 18 h; (f) ギ酸, 

PdCl2(dppf)·dp2Cl2, Et3N, DME, 85 °C, 8 h; (g) (CH3)4Sn, PdCl2(dppf)·CH2Cl2, DME, 90 °C, 1 h; (h) 

CuCl, DMF, 220°C, マイクロウェーブ照射, 0.7 h; (i) CuCN, NMP, 220 °C, マイクロウェーブ照

射, 0.7 h; (j) CF3COOK, CuI, DMF, トルエン, 160 °C, 4 h. 
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 5-ブロモイミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体 7a
42の合成法を Scheme 2-5 に示す。塩基存在下、

市販の 4-フルオロベンズアルデヒド 26a とジクロロ酢酸メチルを用いた Darzens 反応 43によ

り生成したエポキシド体は、系内でクロロ基の転位に伴う開環反応が速やかに進行し β-クロ

ロ-α-ケトエステル体 27a へと 70%の収率で変換された。得られた 27a を 2-アミノ-6-ブロモピ

リジンとともに加熱することで、イミダゾ[1,2-a]ピリジン環形成反応が進行し、化合物 28a (塩

酸塩)を 53%の収率で得た。続く加水分解により得られたカルボン酸体 29a とアミン 10 との

縮合反応により、目的の 5-ブロモイミダゾ[1,2-a]ピリジン体 7a を 78%の収率で得た。 

 

Scheme 2-5
a
.  5-ブロモイミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体 7a の合成 

 

 
a試薬および反応条件: (a) ジクロロ酢酸メチル, NaOMe, THF, 0 °C to room temp, 1 h, then 85 °C, 

2 h; (b) 2-アミノ-6-ブロモピリジン, EtOH, 還流, 12 h; (c) 2 M NaOH, EtOH, THF, 65 °C, 0.5 h; 

(d) 10, HATU, 
i
Pr2EtN, DMF, room temp, 24 h. 

 

2.5 生物評価の結果と考察 

 

2.5.1 置換基 R
1あるいは R

2と CENP-E タンパクとの効果的な相互作用獲得 

 

4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン骨格上の N-5-アルキル基 (R
1
)および C-6-カル

ボキサミド N-アルキル基 (R
2
)に関する構造活性相関を Table 2-1 に示す。化合物 1b, 2a–c お

よび 3 について、CENP-E の ATPase 活性に対する阻害活性を評価した。R
1として 2-ヒドロキ

シエチル基を有する 2a は、メチル体 1b と同等の CENP-E 阻害活性を示した。一方、2-(N,N-

ジメチルアミノ)エチル体2bの阻害活性は、興味深いことに2aと比較して25倍 (IC50 = 72 nM)

向上した。この結果は、ドッキングモデルでの考察を支持するものであり、N,N-ジメチルア

ミノ基が α3 helix 上の Glu186 と効果的に相互作用したことによるものと推察される。次に、

R
1のリンカーの伸長を検討した結果、化合物 2c の阻害活性は 2b と比較して減弱した。この

結果から、R
1のリンカーとしては 2 炭素鎖が最適であると判断した。CENP-E タンパクと効

果的に相互作用する 2-(N,N-ジメチルアミノ)エチル基をアミド側鎖部位 (R
2
)に移すことがで

きれば、母骨格の探索をより効率的に実施できると考えた。期待した通り、新たにデザイン

した化合物 3 は、2b に匹敵する阻害活性を示した。ここで見出された鍵構造 N-(3,4-ジクロロ

ベンジル)-N-2-(ジメチルアミノ)エチルアミノ基およびその生物評価の結果が、次節で述べる

効率的な縮合二環性骨格探索への大きな動機付けとなった。 
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Table 2-1.  4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン誘導体のN-5位アルキル基R
1
 (1b, 2a–

c)および C-6-カルボキサミド N-アルキル基 R
2
 (3)の構造活性相関 

 

Compound R
1
 R

2
 

CENP-E 

IC50 (nM)
 a
 

1b   1500 

2a 
 

 1800 

2b 

 

   72 

2c 

 

  300 

3  
 

 100 

a
 IC50 values are the means of duplicate measurements. 

 

2.5.2 縮合二環性骨格の探索 

 

 母骨格の探索をより効率的に実施するため、強力な CENP-E 阻害活性発現に重要な N-(3,4-

ジクロロベンジル)-N-2-(ジメチルアミノ)エチルアミノ構造に固定し、CENP-E 阻害活性の更

なる改善を目的に、化合物 3 の 4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン骨格を種々の縮合

二環性骨格へと変換した。生物評価の結果を Table 2-2 に示す。4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ

[3,4-c]ピリジン環上の 4-オキソ基は CENP-E のどのアミノ酸残基とも明確な相互作用をして

いないと推察されたため、4-オキソ基を有さない 3-アリールインドール体 4 および 1-アリー

ルインドール体 5 を検証した。生物評価の結果、残念ながらこれらの化合物は、化合物 3 と

比較して大幅に阻害活性が減弱した。ここから更に、ベンゼン環のバイオアイソスターであ

るチオフェン環へと左環を変換し、化合物 5 と同等の阻害活性を有する 4-アリールチエノ

[3,2-b]ピロール体 6b を見出した。ドッキングモデルにおいて、化合物 6b の 3 位周辺には α2 

helix との間に空間 (約 4 Å)が存在することが推察されたため (Figure 2-4B)、この空間を埋め

るようデザインした 3 位置換基 (R
3
)に関する構造活性相関を検証した。期待した通り、3-メ
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チル体 6c の阻害活性は、3 位無置換体 6b と比較して 5 倍向上した (IC50 = 370 nM)。驚いた

ことに、6b および 6c を合成するにあたって鍵中間体として準備した 3-ブロモ体 6a は、6c よ

りも 10 倍強力な阻害活性を示した (IC50 = 32 nM)。3-クロロ体 6d も、6a と同等の阻害活性を

示した (IC50 = 35 nM)。一方、3-トリフルオロメチル体 6e および 3-シアノ体 6f においては、3

位ハロゲン置換体 6a および 6d と比較して、阻害活性が減弱する結果となった。化合物 6a, 6c–

f の 3 位置換基のファンデルワールス体積は 12–16 cm
3
/mol の範囲で 44、置換基のサイズに大

きな違いはなく、3 位置換基の立体的な要因だけでは、前述の構造活性相関を説明すること

は困難であった。 

 

2.5.3 デザイン化合物の静電ポテンシャルマップ (EPM)解析および骨格変換への応用 

 

 静電ポテンシャルは、電子密度分布に関連する物理化学的な指標の一つである。そして、

分子表面上の電子密度の等値面に静電ポテンシャルの大小を基に色付けしたものが静電ポテ

ンシャルマップ (EPM)である。近年、EPM 解析が、低分子化合物とターゲットタンパクとの

結合親和性の評価やその理解に有用であることが幾つか報告されている 30–34。そこで、チエ

ノ[3,2-b]ピロール骨格への 3 位置換基による影響を EPM 解析により視覚化し、その差異を検

証した。 

 3 位置換チエノ[3,2-b]ピロール誘導体の静電的特性を、計算化学ソフトウェア MOE
45 を用

いて計算した。3 位置換基による影響を最も受けるのは母骨格部位であり、アミド側鎖部位

の置換基による影響は無視し得るものと考えた。母骨格の EPM に限局するために、N,N-ジメ

チルアミド類縁体 6a′, 6c′–f′を、それぞれ 6a, 6c–f に対応するモデル分子として使用した。

Figure 2-5 に示すように EPM では、6a′, 6c′–f′の分子表面の静電ポテンシャルが色付けされ視

覚化されており、正・負・中性のそれぞれの電荷状態が、青・赤・白で表されている。高活

性を示した 3-ブロモ体 (6a′)および 3-クロロ体 (6d′)では、チオフェン環上の静電ポテンシャ

ルは中性 (白)を示した。対照的に、3-メチル体 (6c′)は負の電荷状態 (赤)を示し、3-トリフル

オロメチル体 (6e′)および 3-シアノ体 (6f′)は正の電荷状態 (青)を示した。これら EPM の差異

は、3 位置換基の電子的な特性によって引き起こされていると考えられる。これらの結果を

基に、縮合二環性骨格の最適な EPM として、母骨格左環上の電荷が中性状態であることが望

ましいと仮定した。ドッキングモデルによると、ring A 部位は Ile182 を含む中性のアミノ酸

残基によって構成される疎水性ポケットに結合していると推察され、これは前述の仮定を支

持するものと考えている。 
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Table 2-2.  種々の縮合二環性骨格 4–6 (ring A)の構造活性相関 

 

Compound 

Bicyclic 

scaffold 

(ring A) 

CENP-E 

IC50 (nM)
 a
 

3 

 

 100 

4 
 

8500 

5 

 

2100 

6b 

 

2000 

6c 

 

 370 

6a 

 

  32 

6d 

 

  35 

6e 

 

 140 

6f 

 

 540 

a
 IC50 values are the means of duplicate measurements. 
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Figure 2-5.  チエノ[3,2-b]ピロール誘導体 6a′, 6c′–f′の静電ポテンシャルマップ (EPM) (EPM 

は MOE
45を用いて計算した。正・負・中性の電荷状態はそれぞれ青・赤・白で表される。各

化合物のチオフェン環部位は白枠内に位置する。) 

 

 強力な酵素阻害活性を有するにも関わらず、化合物 6a の細胞活性は不十分であり、強力な

細胞活性を示す他の骨格を見出す必要があった。実際に化合物の合成に着手する前に、種々

の二環性骨格に関して EPM を駆使した in silico での評価を実施した。例えば、ブロモインド

ール体 Br- 4′および Br- 5′は負電荷を帯びた EPM (赤)を示したため、実際には合成に着手して

いない。母骨格自体が極めて負の電荷を帯びているため (H-4′ および H-5′、Figure 2-6)、ブ

ロモ基の導入効果が得られないと判断した。このようにして種々の二環性骨格について EPM

を用いた in silico 評価を実施した結果、最終的に、イミダゾ[1,2-a]ピリジン骨格 (H-7′)が

CENP-E 阻害活性を発現し得る有望な骨格であると同定した。モデル化合物 H-7′の EPM 解析

から、右環上の N-1 位窒素原子が、左環を含めた母骨格上の電子密度を自身に局在化させて

おり、インドール体と比較して、左環がより好ましい EPM になっている様子が伺える。チエ

ノ[3,2-b]ピロール誘導体での構造活性相関 (Table 2-2)から、イミダゾ[1,2-a]ピリジン環 5 位へ

の X 基の導入は、脂溶性ポケットの空間占有率を高めることから CENP-E 阻害活性増強に効

果的であると考えた。イミダゾ[1,2-a]ピリジン環と 5-ブロモ基との組み合わせは (Br-7′)、イ

ンドール誘導体 (Br-4′ および Br-5′)と比較して、より好ましい EPM を示したため、5-ブロ

モイミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体 7a の合成を実施した。EPM 解析から予想された通り、化合

物 7a は 6a と同等の阻害活性を示した (IC50 = 50 nM、Table 2-3)。 

 

2.5.4 化合物 6a および 7a の生物評価および物理化学的特性 

 

 化合物 6a および 7a の細胞活性および物理化学的特性を Table 2-3 に示す。これら 2 化合物

について HeLa 細胞内のリン酸化ヒストン H3 (p-HH3)の集積を FACSを用いて測定した。尚、

ヒストン H3 は細胞周期の M 期にのみ特異的にリン酸化されるため、p-HH3 の集積は、細胞

分裂の M 期停止状態を表す PD マーカーとして知られている。測定の結果、化合物 6a および

7aはそれぞれ EC50で 3000 nMおよび 1540 nMの p-HH3集積作用を示した。これらの結果は、

両化合物がCENP-E阻害に基づく細胞分裂の停止をHeLa細胞内で引き起こしていることを示

唆している。一方、化合物 7a がより強い細胞活性を示す理由を検証するために、物理化学的

6a′ 6c′ 6d′ 6e′ 6f′
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特性として膜透過性を測定した。その結果、化合物 7a (PAMPA pH 7.4: 353 nm/sec)は 6a 

(PAMPA pH 7.4: 41 nm/sec)と比較して高い膜透過性を示した。この大きな膜透過性の改善は、

分子の脂溶性の低下 (CLog P: 5.3 vs 5.7)により引き起こされたと推察している。加えて、生理

的な条件下でプロトン化されたジメチルアミノ基と、イミダゾ[1,2-a]ピリジン環 N-1 位窒素

原子の電子対との分子内水素結合が、膜透過性の改善に寄与している可能性も考えられる 

(Figure 2-7) 
46,47。これらの結果および考察に基づき、5-ブロモイミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体

7a が、更なる新規 CENP-E 阻害薬探索のためのリード化合物として選出された。 

 

 

Figure 2-6.  水素化あるいはブロモ化されたインドール誘導体 H-4′, H-5′あるいは Br-4′, Br-5′、 

および 5 位水素化あるいは 5 位ブロモ化されたイミダゾ[1,2-a]ピリジ誘導体 H-7′あるいは

Br-7′. 

 

Table 2-3.  3-ブロモチエノ[3,2-b]ピロール誘導体 6a および 5-ブロモイミダゾ[1,2-a]ピリジン

誘導体 7a に関する特性の比較 

 

a
 IC50 values are the means of duplicate measurements. 

b
 % of phosphorylated histone H3-positive 

cells were detected using FACS caliber (cell cycle was synchronized) (n = 1). 
c 
calculated partition 

coefficient to evaluate lipophilicity by ACD version 12. 

 

Br-7′Br-4′ Br-5 ′

H-7′H-4′ H-5 ′

H-4′  (X = H) 
Br-4′ (X = Br) 

H-5′  (X = H) 
Br-5′ (X = Br) 

H-7′  (X = H) 
Br-7′ (X = Br) 

Introduction of                   
electron-withdrawing function     
on right ring

Compound 
CENP-E

  

IC50 (nM)
 a
 

p-HH3
 b
  

EC50 (nM)
 

PAMPA 

(pH 7.4) 

(nm/sec) 

CLogP 
c
 

6a 32 3000 41 5.7 

7a 50 1540 353 5.3 
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Figure 2-7.  生理的条件下でプロトン化されたジメチルアミノ基とイミダゾ[1,2-a]ピリジン

環 N-1 位窒素原子の電子対との分子内水素結合 

 

2.6 結論 

 

本章では、4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン-6-カルボキサミド誘導体 1b をリー

ド化合物とし、縮合二環性骨格を有する新規 CENP-E 阻害薬の探索を検討した。CENP-E の

ホモロジードッキングモデルを活用し、リガンド近傍に位置する Glu186 との相互作用を指向

した 2-(ジメチルアミノ)エチル基の母骨格への導入が、CENP-E 阻害活性を顕著に向上させる

ことを見出した。また、鍵となる本構造をアミド側鎖上に転位させることで、効率的な母骨

格探索の実施が可能となった。種々の縮合二環性骨格を探索した結果、強力な CENP-E 阻害

活性を有する 3-ブロモチエノ[3,2-b]ピロール誘導体 6a を見出した。3 位置換チエノ[3,2-b]ピ

ロール誘導体の構造活性相関を理解するにあたり、分子表面の EPM 解析を行い、その比較が

阻害活性予測に有用であるということを見出した。この発見を基に、新たにデザインした 5-

ブロモイミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体 7a は、強力な CENP-E 酵素阻害活性 (IC50 = 50 nM)を

示すとともに、細胞分裂の停止を意味する p-HH3 集積作用 (EC50 = 1540 nM)を示した。構築

した CENP-E ホモロジーモデルや EPM を用いた解析手法は、CENP-E 阻害薬をデザインする

上で有効であることが示された。 
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第 3章 CENP-Eタンパクの部位特異的変異体解析および新規イミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体

探索を目的とした静電ポテンシャルマップ (EPM)の応用 

 

3.1 はじめに 

 

 更なる化合物の最適化には、第 2 章で構築したホモロジードッキングモデルの妥当性の検

証および精度の向上が求められる。そこで、CENP-E 変異体タンパク質を用いた変異解析試

験により、イミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体の結合サイトの特定を試みた。また、5-ブロモイミ

ダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体 7a (Figure 3-1)を新たなリードとして、5 位置換基の最適化検討に

EPM による解析を応用した。加えて、アミド側鎖ベンジル部位の最適化研究を実施した。本

章では、新規イミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体のデザイン・合成および生物評価に関して詳細

を述べる。 

 

Figure 3-1. リード化合物 7a の構造 

 

3.2 化合物デザイン 

 

 リード化合物 7a の予測され得る CENP-E タンパクへの結合様式を Figure 3-2A および 3-2B

に示す。後述する CENP-E 変異体解析試験により、化合物 7a は前述の L5 サイトに結合して

いる可能性が高まった。本知見を基に再構築したドッキングモデルは、これまで得られてい

る構造活性相関ともよく一致している。例えば、化合物 7a の N,N-ジメチルアミノエチル基は、

α3 helix 上の Glu186 と明確に相互作用しており、強力な CENP-E 阻害活性を発現するために

重要なファーマコフォアであることが伺える。 

さらに、このドッキングモデルは、リガンド結合サイト内の 3 箇所の別ポケットの存在を

示唆しており、これらのポケットを効果的に狙った置換基導入・変換が、結合親和性を更に

向上させるために有効であると考えた (Figure 3-2C)。3 箇所のポケットを狙った具体的な化

合物デザインを次に示す。(1) Pro107 を含む疎水性ポケットとの相互作用獲得を指向した R
1

基の導入、(2) Ile182 を含む疎水性ポケットとの親和性向上を指向したイミダゾ[1,2-a]ピリジ

ン骨格上 R
2基の最適化、(3) α2 helix および疎水性の L5 loop との親和性獲得を指向した R

3基

の導入。 

まず、Pro107 近傍に存在する疎水性ポケットへの置換基挿入を指向し、サイズの小さな置

換基 R
1を有する 5-ブロモイミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体 7b (2-クロロ)、7c (3-クロロ)、7d (3-

フルオロ)、7e (3-メチル)、7f (3-メトキシ)をデザインした。 
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Figure 3-2.  (A) リード化合物 7a の結合様式および CENP-E モーター領域内の標的アミノ酸

残基、(B) CENP-E と 7a の 3D モデル図、(C) 化合物 7b–f (R
1
), 7g–k (R

2
)および 31–33 (R

3
)のデ

ザイン 

 

 次に、イミダゾ[1,2-a]ピリジン骨格の 5 位置換基 R
2の最適化検討に EPM 解析を適用した。

第 2 章 2.5.3 で述べたように、EPM 解析に基づく経験的な考察から、イミダゾ[1,2-a]ピリジン

左環の電荷状態が阻害活性予測に有用であると考えた。種々の 5 位置換基 R
2を有するイミダ

ゾ[1,2-a]ピリジン誘導体 7e, 7g–k をデザインし、EPM 解析を実施した結果、化合物 7g–j は 7a 

(Figure 3-3A)あるいは 7e と同様に、縮合ピリジン環部位が中性に近い電荷状態になることが

明らかとなった。この考察を基に、これらの化合物は十分な CENP-E 阻害活性を示すと推察

した。一方、5-シアノ体 7k については、縮合ピリジン環部位は好ましくない正の電荷状態 (青)

を示した (Figure 3-3B)。これらの解析に基づき、デザイン化合物の CENP-E 阻害活性は次に

示す序列になると予測した： メトキシ (7h)、エチニル (7i) > シクロプロピル (7j)、メチル

アミノ (7g)、ブロモ (7e) > シアノ (7k)。 

最後に、L5 loop との相互作用獲得を指向し、置換基 R
3を導入した化合物 31 あるいは R

3

位置での環化体 32 および 33 をデザインした。 

Tyr131

Ile106

Met97

Glu186

Pro107

Ile182

Ile110

L5 loop

Hydrogen bonding interaction of 

Me2N-group with Glu186

Hydrophobic interaction of 

scaffold with Ile182

Hydrophobic space    

around Pro107 and L5 loop

(A) (C)

Ile182

Glu186

L5 Loop

Glu186

L5 Loop

Pro107
L5 Loop

Ile182

(B)
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Figure 3-3. (A) 5-ブロモイミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体 7a の構造および EPM (EPM は、簡易

化したジメチルアミド体に対して計算し、ピリジン環部位を白枠で示した)、(B) 種々の 5 位

置換基を有するイミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体 7e および 7g–k の EPM 

 

3.3 合成 

 

イミダゾ[1,2-a]ピリジン-2-カルボキサミド 7b–k の合成法を Scheme 3-1 に示す。イミダゾ

[1,2-a]ピリジン-2-カルボン酸 29b–g および 29i–k (Scheme 3-2)を、アミン 10 との縮合反応に

付すことで、対応する 2-カルボキサミド体 7b–f, 7g′ および 7i–k を得た。なお、油状化合物

はそれぞれ塩酸を作用させることで、対応する塩酸塩 (固体)へと変換した (7b, 7c, 7e, 7f お

よび 7i–k)。Boc 保護されたメチルアミノ体 7g′は、TFA による脱保護反応により目的の 5-メ

チルアミノ誘導体 7g へと 71%の収率で導いた。5-ブロモ基 (7e)のメトキシ基への変換は、ナ

トリウム メトキシドを作用させることで達成でき、目的の化合物 7h が 49%の収率で得られ

た。 

イミダゾ[1,2-a]ピリジン-2-カルボン酸 29b–g および 29i–k の合成法を Scheme 3-2 に示す。

β-クロロ-α-ケトエステル中間体 27c–f は、塩基存在下、対応するベンズアルデヒド 26c–f およ

びジクロロ酢酸メチルを原料として Darzens 反応 43の条件に付すことで合成した。続いて、β-

クロロ-α-ケトエステル 27d、27e と市販の 2-アミノ-6-ブロモピリジンをエタノール中、加熱

還流することでイミダゾ[1,2-a]ピリジン-2-カルボキシラート 42
28e を 24%の収率で (26e から

2 steps)、28d を 19%の収率で得た。2-クロロ-4-フルオロベンズアルデヒド 26b をジクロロ酢

酸メチルと Darzens 反応 43の条件に付した際、メチル 2-クロロ-3-(2-クロロ-4-フルオロフェニ

ル)オキシラン-2-カルボキシラート 27b′が安定な中間体として単離された。得られた 27b′は臭

化マグネシウムと作用させることでマグネシウムがルイス酸様に働き β-ブロモ-α-ケトエステ

ル 27b へと変換された。続いて、27b と 2-アミノ-6-ブロモピリジンをエタノール中加熱還流

することで、目的の化合物 28b を 15%の収率 (3 steps)で得た。環化反応時に溶媒としてエタ

ノールを使用したため、メチルエステルの一部がエステル交換し、メチルエステルとエチル

エステルの混合物 28c/30c、28f/30f、28g′/30g′、28j/30j が得られた。エステル混合物 28c/30c、

7h (R
2 

= OMe) 7e (R
2 

= Br) 7g (R
2 

= NHMe) 

7i (R
2 

= C≡CH) 7j (R
2 

= c-Pr) 7k (R
2 

= CN) 

(A) (B) 
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28f/30f および 28j/30j は通常の加水分解反応により、対応するカルボン酸体 29c, 29f および 

29j へ 13–29%の収率 (3 steps)で変換された。混合物 28g′/30g′は、ヨウ化メチルとの反応によ

り N-メチル体 28g/30g とし (収率 85%)、続く加水分解反応により目的のカルボン酸体 29g へ

と導いた。他のエステル体 28b、28d および 28e の加水分解反応により、それぞれ対応するカ

ルボン酸体 29b、29d および 29e を 71–98%の収率で得た。 

 

Scheme 3-1
 a
. イミダゾ[1,2-a]ピリジン-2-カルボキサミド誘導体 7b–k の合成 

 
a 試薬および反応条件: (a) N'-(3,4-ジクロロベンジル)-N,N-ジメチルエタン-1,2-ジアミン 10, 

HATU, 塩基, 71% for 7d and 16% for 7g′ from 26e; (b) 4M HCl / EtOAc, 38–83% for 7b, 7c, 7e, 7f 

and 7i–k; (c) TFA, room temp, 1 h, 次いで 4M HCl in EtOAc 71%; (d) NaOMe, DMF, room temp, 

12 h, 49%. 

 

 5-ブロモ体 28e は中間体としても有用であり、Pd 触媒を用いたトリブチル (エチニル) ス

タンナンとの Stille カップリング反応 48によりエチニル体 28i を 18%の収率で得た。また、

ブロモ基のシアノ基への変換は、Pd 触媒およびシアン化銅 (I)により達成され、目的の 5-シ

アノ体 28k を 32%の収率で得た。エステル体 28i および 28k を加水分解することで、対応す

るカルボン酸体 29i および 29k を 69–94%の収率で得た。 

ベンジル位に種々の置換基を有する 5-メトキシイミダゾ[1,2-a]ピリジン-2-カルボキサミド

誘導体 31a–dおよび 32–34の合成法を Scheme 3-3に示す。3-(4-フルオロ-3-メチルフェニル)-5-

メトキシイミダゾ[1,2-a]ピリジン-2-カルボン酸 35 (Scheme 3-4)と種々のジアミン (市販の

(±)-36a および(±)-36b、合成した(±)-36c、(±)-36d および(±)-37–39 (Scheme 3-5))との縮合反応

により、ラセミ化合物の 2-カルボキサミド体 31a、31b、31c′、31d′および 32–34 を 45–88%の

収率で得た。アミド基の還元を避けるために、テトラヒドロホウ酸ナトリウムと塩化カルシ

ウムを用いて(±)-31c′および (±)-31d′のエステル基を還元し、目的のヒドロキシメチル体

(±)-31c、ヒドロキシエチル体(±)-31d をそれぞれ 29%および 12%の収率で得た。キラル分取に

よる光学分割を行い、ラセミ化合物 31a、31b、32–34 から、それぞれ対応する(+)-および(−)-
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エナンチオマーを取得した。 

 

Scheme 3-2
 a
. イミダゾ[1,2-a]ピリジン-2-カルボン酸 29b–g および 29i–k の合成 

a試薬および反応条件: (a) ジクロロ酢酸メチル, NaOMe or NaO
t
Bu, THF; (b) 2-アミノ-6-置換 

ピリジン, EtOH, 還流, 4 h, 24% in 2 steps (28e from 26e), 19% (28d from 27d); (c) MgBr2, THF, 

80 °C, 0.5 h, 次いで 2-アミノ-6-ブロモピリジン, EtOH, 還流, 終夜, 15% in 3 steps (28b); (d) 2 

M LiOH or 2 M NaOH, THF, MeOH or EtOH, 40–65 °C, 0.5–4 h, 69–98% (29b, 29d, 29e, 29i, 29k), 

13–29% in 3 steps (29c, 29f and 29j); (e) MeI, NaH, THF, room temp, 1 h, 85%; (f) トリブチル (エ

チニル) スタンナン, PdCl2(dppf)·CH2Cl2, DME, H2O, 100 °C, 16 h, 18%; (g) CuCN, Pd2(dba)3, 

dppf, シクロペンチル メチル エーテル, 還流, 20 h, 32%. 

 

カルボン酸体 35 の合成を Scheme 3-4 に示す。市販の 2-アミノ-6-メトキシピリジン 40 をエ

チル 3-ブロモ-2-オキソプロパノアート 41 とエタノール中 40 °C で作用させ、同温度を維持

することで目的のイミダゾ[1,2-a]ピリジン エステル体 42 を 52%の収率で得た。反応温度が

40 °C を越えると系内で発生した臭化水素により、予期せぬ 5-メトキシ基の脱メチル化が進行

した。このため、イミダゾ[1,2-a]ピリジン環形成時の反応温度を 40 °C に維持することが非常

に重要であった。次に、化合物 42 に NBS を作用させることで、3-ブロモ体 43 を 96%の収率

で得た。得られた 43 と 4-フルオロ-3-メチルフェニルボロン酸 44 との Suzuki–Miyaura カップ

リング反応 37,38によりエステル体 45 を 89%の収率で得た。続く加水分解反応により目的のカ

ルボン酸体 35 を 74%の収率で得た。 
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Scheme 3-3
 a

.  ベンジル位に種々の置換基 R
3あるいは L を有する 5-メトキシイミダゾ[1,2-a]

ピリジン-2-カルボキサミド誘導体 31a–d, 32–34 の合成 

 

a 試薬および反応条件: (a) ジアミン誘導体(±)-36a–d, 37–39, HATU, 塩基, 溶媒, (HCl), 45–

88%; (b) CaCl2, NaBH4, EtOH, THF, room temp, 0.3 h, 次いで 0 °C, 0.7 h, 12–29%. 

 

Scheme 3-4
 a
.  3-(4-フルオロ-3-メチルフェニル)-5-メトキシイミダゾ[1,2-a]ピリジン-2-カルボ

ン酸 35 の合成 

 
a試薬および反応条件: (a) EtOH, 40 °C, 14 h, 52%; (b) NBS, DMF, room temp, 1 h, 96%; (c) 

PdCl2(dppf)·CH2Cl2, Cs2CO3, DME, H2O, 90 °C, 1.5 h, 89%; (d) 2 M NaOH, THF, MeOH, room 

temp, 8 h, 74%. 
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 ジアミン中間体(±)-36c、(±)-36d および(±)-37–39 の合成法を Scheme 3-5 に示す。市販のケ

トン 46c、46d、47 および 48 と N,N-ジメチルエタン-1,2-ジアミン 49 あるいは tert-ブチル (2-

アミノエチル)メチルカルバマート 50 との還元的アミノ化反応により(±)-36c、(±)-36d および

(±)-37–39 を 4–59%の収率で得た。 

 

Scheme 3-5
 a
.  ジアミン誘導体(±)-36c, 36d および 37–39 の合成 

 
a 試薬および反応条件: (a) AcOH, EtOH, room temp, 1.5 h, 次いで NaBH4, MeOH, 0 °C, 1 h 次い

で room temp, 0.5 h, 5% for 36c, 4% for 36d; (b) AcOH, THF, MeOH, room temp, 1 h 次いで 50 °C, 

2 h, 次いでボラン-2-ピコリン錯体, room temp, 14 h, 46% for 37, 59% for 38; (c) AcOH, THF, 

MeOH, NaBH3CN, 50 °C, 18 h, 24% for 39. 

 

3.4 生物評価の結果と考察 

 

3.4.1 CENP-E タンパクの部位特異的変異体解析試験によるリガント結合サイトの特定 

 

 第 2 章でも述べたように、著者は Eg5 タンパクと低分子との結晶情報を基に CENP-E ホモ

ロジーモデルを構築し、イミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体に関しても L5 サイトに結合している

と推察している (Figure 3-4)。CENP-E ホモロジーモデルの妥当性を確認するために、CENP-E

モーター領域において部位特異的変異体解析試験を実施した。アラニンスキャニング法 49は、

結合部位特定を目的にしばしば利用されるが、必ずしもいつも有効であるとは限らない。そ

の理由は、変異体タンパクの 3 次構造が崩壊し、酵素機能も消失してしまうというケースが

時折見られるからである。 
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Figure 3-4.  化合物 7a のドッキングモデル (PyMOL)および CENP-E の L5 サイトにおいて種

差のあるアミノ酸残基 (His102, Ser175, Ile182, Thr183, Lys184).  

 

一方、種差間のアミノ酸置換は酵素活性を維持する可能性が高いため、種差のあるアミノ

酸残基は、部位特異的変異体解析の理想的なターゲットになり得ると考えた。ヒトおよびマ

ウス CENP-E
50のアミノ酸配列を比較し (Figure 3-5)、L5 サイトにおいて種差のある 5 残基を

選択した (His102 (Cys)、Ser175 (Ala)、Ile182 (Leu)、Thr183 (Ala)、 Lys184 (Thr)、マウスのア

ミノ酸残基は括弧内に記載)。 

 ドッキングモデルによると、これら 5 つのターゲットの中でも α3 helix 上の Ile182 は、化

合物 7aと疎水性相互作用を形成している可能性が高いため、最も有望なターゲットであると

考えた。一方、同様に α3 helix 上に位置する Thr183 の側鎖は、予想され得る結合サイトの外

側を向いており、化合物 7a との直接的な相互作用は期待できない。そのため Ile182 との対照

実験用に最適であると考えた。これらの考察を基に、2 種類の変異体ヒト CENP-E
 I182L

 および

ヒト CENP-E
T183Aを調製した。期待した通り、種差間のアミノ酸置換は酵素活性を消失させる

ことなく、野生型と匹敵する ATPase 活性を示した。調製した変異体 (CENP-E
 I182L、

CENP-E
T183A

)および野生型に対する化合物 7a の ATPase 阻害活性を評価した (Table 3-1)。化

合物 7a の CENP-E
 I182Lに対する阻害活性は、野生型 CENP-E (WT)に対する阻害活性と比較し

て 12.6 倍減弱した。一方、CENP-E
T183Aを用いた場合の減弱は 2.4 倍に留まった。これらの結

果は、イミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体が L5 サイト内の Ile182 を含む疎水性ポケットに結合し

ていることを強く示唆しており、構築したホモロジーモデルは妥当であると判断した。 

 

Ile182

Thr183

Lys184

His102

Ser175

Ile182

Thr183

Lys184

His102

Ser175
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Figure 3-5. ヒトおよびマウス CENP-E のアミノ酸配列比較 

 

Table 3-1.  化合物 7aの変異体CENP-Es
I182L and T183Aと野生型CENP-Eに対する阻害活性の比較 

Compound 

Reduction ratio of IC50s for ATPase activity 

based on CENP-E
WT

 

CENP-E
I182L

 CENP-E
T183A

 

7a 12.6 (150 / 12)
a
 2.4 (30 / 12)

a
 

a
 Values shown as IC50 ratio for mutant and wild-type with IC50 values given in parenthesis (mutant 

CENP-E / WT CENP-E). The IC50 values with inhibitor compounds could be measured under similar 

ATP concentrations to that used in the CENP-E (WT) assay, wherein the ATP concentration (24.7 

μM) was set near the Km value. 

 

3.4.2 ペンダントフェニル環上の置換基 R
1の構造活性相関 

 

 ドッキングモデルによると、イミダゾ[1,2-a]ピリジン環 3位のペンダントフェニルは Pro107

近傍の疎水性ポケットに結合していると予想される。この疎水性ポケットとの更なる効果的

な相互作用を指向し、種々の置換基 R
1を有する 5-ブロモイミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体 7b–f

をデザインした。これら化合物の CENP-E 阻害活性を Table 3-2 に示す。導入した置換基の影

響でペンダントフェニル部位のコンフォメーションが異なると推測される化合物 7b (R
1
 = 

2-Cl)は 7a (R
1 
= H)と比較して大幅に減弱した阻害活性を示した (IC50 = 7900 nM)。一方、ペン

ダントフェニル環 3 位へのクロロ基の導入は活性向上に有効であり、7c (R
1
 = 3-Cl)の活性は

7a よりも 3 倍向上した (IC50 = 15 nM)。同様に、3-F (7d)および 3-CH3 (7e)体も阻害活性の向

上を示した (IC50 = 28 nM、22 nM)。3-OMe 基を有する化合物 7f は、他の 3 位置換体と比較し

て、減弱した阻害活性を示した (IC50 = 82 nM)。これらの結果は、ペンダントフェニル環 3 位

の置換基 3-Cl (7c)、3-F (7d)および 3-Me (7e)が、Pro107 を含む疎水性ポケットを適切に占有し

61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90

Human N V Y E E I A A P I  I D S A I Q G Y N G  T I F A Y G Q T A S

Mouse N V Y E E I A V P I  I S S A I Q G Y N G  T I F A Y G Q T A S
91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120

Human G K T Y T M M G S E  D H L G V I P R A I  H D I F Q K I K K F

Mouse G K T H T M M G S E  D C L G V I P R A I  H D I F Q R I K K F
121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150

Human P D R E F L L R V S  Y M E I Y N E T I T  D L L C G T Q K M K

Mouse P E R E F L L R V S  Y M E I Y N E T I T  D L L C N A Q K M K
151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180

Human P L I I R E D V N R  N V Y V A D L T E E  V V Y T S E M A L K

Mouse P L I I R E D T N R  T V Y V S D L T E E  V V Y T A E M A L K
181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210

Human W I T K G E K S R H  Y G E T K M N Q R S  S R S H T I F R M I

Mouse W L A T G E K N R H  Y G I T K M N Q R S  S R S H T I F R M I
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ていることを示唆している。一方、7f (3-OMe)における活性の減弱は、ペンダントフェニル環

上の置換基とタンパクとの立体障害が原因であると推察される (Figure 3-2B)。 

 次に、p-HH3 の集積を指標に、これらデザイン化合物の細胞活性を評価した (Table 3-2)。

予想とは異なり、3-CH3体 7e のみが顕著な細胞活性を有し、同等の酵素阻害活性を持つ 3-Cl

体 7c と比較して 2.6 倍強力な細胞活性を示した。一般的に、細胞内の ATP 濃度は約 1 mM と

高濃度であることが知られている。そこで、化合物 7e (3-Me)および 7c (3-Cl)の細胞活性の差

異を理解するために、高濃度 ATP (500 μM)存在下における、7e および 7c の ATPase 阻害活性

を測定した。前述の細胞活性の評価結果と一致して、高濃度 ATP 存在下では、7e (7.6 nM)の

方が 7c (14 nM)よりも低い IC50値を示した (Table 3-2)。これらの結果に基づき、3-CH3体 7e

は無細胞条件下および細胞条件下の両方において 3-Cl体 7cよりも強力なCENP-E阻害活性を

有すると結論付けた。 
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Table 3-2. 5-ブロモイミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体 7a–f のペンダントフェニル環上の置換基 

R
1に関する構造活性相関  

 

Compound R
1 

CENP-E 
a 
IC50 (nM) 

p-HH3 
d 
EC50 (nM) 

25 μM ATP 
b
 500 μM ATP 

b,c
 

7a H 50 (24–110)  1540 
e 

7b 2-Cl 7900 (4500–14000)  >3000 
f 

7c 3-Cl 15 (9.9–23) 14 (8.3–24) 1650 
f 

7d 3-F 28 (19–41)  1210 
f 

7e 3-CH3 22 (17–29) 7.6 (5.0–12) 636 
f 

7f 3-OCH3 82 (58–120)  1270 
f 

a
 n = 2. 95% Confidence interval (CI) value. 

b 
ATP concentration used in ATPase assay.

 c
 Prior to 

catalytic initiation with 500 μM ATP, compound and enzyme were incubated for 1h at room temp 

(pre-incubation).
 d 

% of phosphorylated histone H3 positive cells was detected using FACS (n = 1).
 e
 

Cell cycle synchronized cells were used. 
f
 Asynchronous cells were used. 

 

3.4.3 イミダゾ[1,2-a]ピリジン環上の 5 位置換基 R
2の構造活性相関 

 

 化合物 7g–k の CENP-E 阻害活性 (IC50)および HeLa 細胞増殖阻害活性 (GI50)を評価した 

(Table 3-3)。期待した通り、これら化合物の CENP-E 阻害活性の相対的な序列は、EPM によ

る予測 (Figure 3-3B)と概ね一致していた。5-NHCH3 (7g)あるいは 5-OCH3 (7h)基のような電子

供与性基の導入は、CENP-E 阻害活性の増強効果をもたらした。特に、化合物 7h (IC50 = 1.0 nM)

の EPM は好ましい中性電荷を示しており、僅かに正電荷を帯びている 5-Br 体 7e (22 nM)と比

較して 22 倍もの活性向上を示した。5-エチニル (7i) あるいは 5-シクロプロピル (7j) 基につ

いては、母核左環上が好ましい中性電荷を帯びている 7i (IC50 = 5.7 nM)が、僅かに負電荷を帯
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びている 7j (17 nM)よりも強力な阻害活性を示した。一方、5-CN 体 7k の母核左環は強い正電

荷を帯びており、これを反映して減弱した阻害活性を示した (83 nM)。このように、EPM 解

析を用いた CENP-E 阻害活性の予測は、R
2基を最適化するための実用的かつ効率的な手法で

あると分かった。EPM 解析は、電子求引性の 5-Br 基を電子供与性の 5-OCH3基へと変換する

大きな動機付けとなっており、7h を効率的に見出すことに大きく貢献した。強力な CENP-E

阻害活性を反映して、7h は有意な HeLa 細胞増殖阻害活性を示した (GI50 = 240 nM)。 

 

Table 3-3.  イミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体 7e および 7g–k の 5 位置換基 R
2の構造活性相関 

 

Compound R
2 

CENP-E 
a
 

IC50 (nM) 

Cell (HeLa)
 b
 

GI50 (nM) 

7e Br 22 (17–29) 2700 

7g NHCH3 9.2 (8.1–10) 810 

7h OCH3 1.0 (0.84–1.2) 240 

7i  5.7 (4.5–7.3) 460 

7j  17 (12–25) 1800 

7k CN 83 (58–120) N.D. 
c       

 

a
 n = 2. 95% Confidence interval (CI) value. 

b
 Cell proliferation of HeLa cells was determined by 

cellular ATP content (n = 1). Cells collected 3 days after drug treatment. 
c
 Not determined. 

 

3.4.4 ベンジル部位とL5 loopとの効果的な相互作用獲得を指向した置換基R
3およびLの構造

活性相関 

 

 化合物 7h は強力な in vitro 細胞活性を示したにも関わらず、体内動態が乏しいことも起因

し in vivo において十分な効果を示さなかった (データ未記載)。そこで、更なる活性の増強を

目指し、7h のベンジル位への化学修飾を検討した。ベンジル位に種々の置換基 R
3 および L

を有する 5-メトキシイミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体に関する生物評価の結果を Table 3-4 に示

す。メチル ((±)-31a)あるいはエチル ((±)-31b)基の導入により、CENP-E 阻害活性と細胞活性
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がともに減弱した。注目すべき事は、31a あるいは 31b のエナンチオマー間で、活性の差が

認められなかった事である。その他の置換基としてヒドロキシメチル ((±)-31c)およびヒドロ

キシエチル ((±)-31d)基の導入も同様に、活性を減弱する結果となった。 

 次に、ベンジル位における環形成は、構造的に固定された二環式構造を与え、これにより

L5 loop 近傍の結合サイトとより効果的に相互作用できるのではないかと考えた。期待した通

り、ジヒドロベンゾフラン誘導体の eutomer (+)-32 (CENP-E IC50 = 3.6 nM, GI50 = 130 nM)およ

びジヒドロベンゾピラン誘導体の eutomer (+)-33 (CENP-E IC50 = 9.0 nM, GI50 = 190 nM)は、1

桁 nM の CENP-E 阻害活性を示すとともに、7h (GI50 = 240 nM)と比較して僅かに向上した細

胞活性を示した。興味深い事に、これら化合物の distomer (−)-32 および(−)-33 は、対応する

eutomer と比較して大幅に減弱した CENP-E 阻害活性を示した。特に、化合物(+)-32 (IC50 = 3.6 

nM)は、(−)-32 (IC50 = 2300 nM)よりも 640 倍強力な活性を示しており、これは(+)-32 の構造的

に固定された二環性部位と L5 loop 近傍のポケットとの間に、非常に特異的な相互作用が存在

する事を示唆している。化合物(+)-32 は、強力な抗増殖活性 (GI50 = 130 nM)を示すとともに、

有意な p-HH3 の集積作用 (EC50 = 180 nM)も示したことから、更なる生物評価を実施すること

とした (3.4.7 項)。 

 

3.4.5 化合物(+)-32 の絶対配置の決定 

 

 Eutomer (+)-32 の絶対配置を決定するために、(+)-32 の単結晶取得を試みたが、フリー体

(+)-32 はアモルファス状の固体であり、単結晶を取得することは出来なかった。さらに、(+)-32

に種々の酸 (マンデル酸、ジベンゾイル-L-酒石酸、p-トルエンスルホン酸、(+)-タルトラニル

酸、L-乳酸)を作用させ塩形成させた後、単結晶の取得を試みたが、フリー体と同様、その取

得には至らなかった。次に、(+)-32 自身の結晶化は困難であると判断し、類縁体である Boc

体(+)-34 および(−)-34 の結晶化を検討した。溶媒検討の結果、それぞれの光学異性体はジイソ

プロピルエーテル / 酢酸エチル (5 / 1 容量比)から結晶化し、板状の単結晶を与えた。X 線結

晶解析の結果、(+)-34 および(−)-34 の絶対配置はそれぞれ(S)および(R)であることが明らかと

なった (Figure 3-6A および 3-6B)。Boc 体(+)-(S)-34 に TFA を作用させることで Boc 基を除去

し、続いてアミノ基をメチル化することで(+)-32 に導いた。この時得られた(+)-32 の旋光度 

([α]
25

D = +97.6° (c = 0.169, CHCl3))は、別法で合成した基準試料である(+)-32 の旋光度 ([α]
25

D = 

+101.0° (c = 0.231, CHCl3))と一致した。これらの結果より、(+)-32 の絶対配置は(S)であると決

定した (Figure 3-6C)。 
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Table 3-4.  5-メトキシイミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体 7h, 31a–d, 32および 33のベンジル位置

換基 (R
3および L)に関する構造活性相関    

 

Compound R
3 

L 
CENP-E 

a 

IC50 (nM) 

Cell (HeLa) 
b
 

GI50 (nM) 

7h H   1.0 (0.84–1.2) 240 

(±)-31a 

(+)-31a 

(−)-31a 

CH3  

10 (8.7–12) 

5.7 (3.7–8.8) 

9.5 (6.9–13) 

820 

N.D. 
c
 

N.D. 
c
 

(±)-31b 

(+)-31b 

(−)-31b 

CH2CH3  

16 (15–18) 

10 (8.7–12) 

19 (15–23) 

N.D. 
c
 

1900 

1600 

(±)-31c CH2OH  7.1 (4.9–10) 810 

(±)-31d (CH2)2OH  18 (14–22) 810 

(±)-32 

(+)-32 

(−)-32 

 -(CH2)- 

4.8 (3.1–7.5) 

3.6 (3.1–4.2) 

2300 (1800–2900) 

270 

130 

>3000 

(±)-33 

(+)-33 

(−)-33 

 -(CH2)2- 

14 (12–16) 

9.0 (7.7–11) 

71 (43–110) 

390 

190 

1400 

a
 n = 2. 95% Confidence interval (CI) value. 

b
 Cell proliferation of HeLa cells was determined by 

cellular ATP amounts (n = 1). Cells collected at 3 days after drug treatment. 
c
 Not determined. 
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Figure 3-6.  (A) 化合物 (+)-(S)-34 の ORTEP 図、 (B) 化合物 (−)-(R)-34 の ORTEP 図 

(Displacement ellipsoids are drawn at the 20% probability level)、(C) 化合物(+)-34 を用いた(+)-32

の合成 

 

3.4.6 Eutomer (+)-(S)-32 および distomer (−)-(R)-32 のドッキングモデルを用いた考察 

 

Eutomer (+)-(S)-32 および distomer (−)-(R)-32 の CENP-E 阻害活性の差異を説明するために、

ホモロジーモデルを使って両者の結合状態を比較検証した。その結果、(S)-配置の場合、ジク

ロロベンゼン環は L5 loop 上のアミノ酸残基 Glu100 の側鎖カルボン酸近傍に結合しており、

タンパクとの衝突もなく、効果的な相互作用を生み出しているように推察された (Figure 

3-7A)。一方、(R)-配置の場合、ジヒドロベンゾフラン部位が L5 loop と衝突するため、結合サ

イトとの相互作用を十分に獲得できないと推察された (Figure 3-7B)。このようにベンジル位

における二環式構造は固定化された分子構造を与え、結果として生じる 2 種類のエナンチオ

マーは CENP-E の L5 サイトにより明確に区別されることが明らかとなった。 

 

Figure 3-7.  Eutomer および distomer の L5 loop 周辺でのドッキングモデル図 (MOE
45

, version 

2011.10) (A) eutomer (+)-(S)-32、(B) distomer (−)-(R)-32 (ジヒドロベンゾフラン部位と L5 loop

との立体反発を白矢印で指し示した。) 

 

(A) (B)

(C)

L5 Loop L5 Loop 

(A) (B)
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3.4.7 代表化合物(+)-(S)-32 の生物評価 

 

 代表化合物(+)-(S)-32 について、他のキネシンタンパク Eg5 および kinesin heavy chain (KHC)

に対する作用を評価した結果、顕著な阻害活性は認められなかった (Eg5 および KHC IC50 

>10000 nM)。さらに、(+)-(S)-32 は、36 種のキナーゼタンパク (Table 3-5)に対しても目立った

阻害活性を示さなかった (IC50 > 1000 nM)。このことからも、(+)-(S)-32 はおそらく高選択的

な CENP-E 阻害薬であると考えられる。 

 次に、細胞分裂の停止を示す細胞内表現型を確認するために免疫蛍光分析を実施した。300 

nM の(+)-(S)-32 を HeLa 細胞に作用させた結果、強力な酵素阻害活性を反映して、染色体の

不整列が観測された (Figure 3-8)。この現象は、長期に渡る分裂停止期間内の p-HH3 の集積作

用 (EC50 = 180 nM)とも相関しており、これらが契機となって抗増殖作用(GI50 = 130 nM、Table 

3-4)が発現すると考えられる。p-HH3 の集積レベルは、in vivo PD マーカーとしても使用する

ことができ、(+)-(S)-32 および(−)-(R)-32 による p-HH3 レベルの変動を、腫瘍異種移植モデル

を用いてウェスタンブロット法により測定した。ヒト大腸癌由来細胞株 Colo205 異種移植マ

ウスモデルに対し (+)-(S)-32 あるいは(−)-(R)-32 を、それぞれ 150 mg/kg の投与量で 1 日 2 回 

(bid.)腹腔内 (ip.)投与したところ、eutomer (+)-(S)-32 のみ腫瘍内の p-HH3 レベルを上昇させた 

(Figure 3-9)。さらに、(+)-(S)-32 の投与量を 75 mg/kg に減じても、p-HH3 の集積が確認できた。

In vivo PD 作用を反映し、(+)-(S)-32 は同腫瘍モデルを用いた試験において、深刻な体重減少

を伴わず、用量依存的な抗腫瘍作用 (T/C = 55% at 50 mg/kg、40% at 75 mg/kg (ip, bid.))を示し

た (Figure 3-10)。In vivo においても CENP-E 阻害による抗腫瘍効果を示した化合物(+)-(S)-32

は、更なる最適化のためのリード化合物として有望であると考えた。 

 

Table 3-5.  化合物(+)-(S)-32 を用いて阻害活性を評価したキナーゼリスト 

AKT1 c-Kit IKK PDGFR 

ASK1 c-Met INSR PI3K 

Aurora-B CSK JAK1 PKA 

BRAF EGFR JNK1 PLK1 

CDC7 EPHA5 MAPKAPK2 ROCK1 

CDK1 ERK1 MEK1 SRC 

CDK2 FAK MEKK1 SRPK1 

CHK1 FGFR1 NEK2 Tie2 

CK1 GSK3 p38 VEGFR2 
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Figure 3-8.  化合物(+)-(S)-32 (300 nM)をHeLa細胞に作用させた際の免疫蛍光染色 (不整列状

態にある染色体を矢印で指し示した。青、緑およびピンク色のシグナルは、それぞれ DNA、

-tubulin および CENP-B (動原体)を示している。) 

 

Figure 3-9.  化合物(+)-(S)-32および(−)-(R)-32をColo205異種移植マウスモデルに腹腔内投与

した際の腫瘍内 p-HH3 レベル (ウェスタンブロッティング解析 (n = 2−3)) 

 

 

Figure 3-10.  化合物(+)-(S)-32をColo205異種移植マウスモデルに腹腔内投与した際の腫瘍体

積および体重の変化 (n = 5, P ≤ 0.05 (*) vs control at day 10 (t-test))   
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3.5 結論 

 

 化合物 7a をリードとして、イミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体の最適化研究を行った。CENP-E

変異体タンパク質を用いた部位特異的変異体解析試験により、イミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導

体の結合サイトを明らかとした。変異解析の情報から再構築したドッキングモデルに基づき、

ペンダントフェニル部位への置換基導入を検討し、高濃度 ATP 存在下でも強力な CENP-E 阻

害活性を有する化合物 7e を見出した。さらに、イミダゾ[1,2-a]ピリジン環 5 位置換基の最適

化検討に EPM による解析を応用し、5-ブロモ基に変わる置換基として drug likeness 性を高め

た 5-メトキシ基を見出した (7h)。最適化研究の中で、CENP-E タンパクがベンジル部位の不

斉構造を強く認識することが明らかとなった。最終的に得られた(+)-(S)-32 は強い CENP-E 酵

素阻害活性 (IC50 = 3.6 nM) と細胞増殖阻害活性 (GI50 = 130 nM) を示すとともに、ヒト大腸

癌由来細胞株 Colo205 異種移植マウスモデルにおいて有意な抗腫瘍効果を示した (T/C = 40% 

at 75 mg/kg, bid.)。 
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第 4章 L5 loopとの効果的な相互作用獲得を目指したベンジル位縮合二環性構造のデザイン

と生物評価 

 

4.1 はじめに 

 

第 2章および第 3章で述べたデザイン化合物の構造活性相関、およびホモロジーモデルは、

イミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体の構造的に重要な部位を明確に指し示している (Figure 4-1)：

(1) 塩基性の N,N-ジメチルアミノエチル基は Glu186 と強く相互作用し、(2) イミダゾ[1,2-a]

ピリジン環 5 位へのメトキシ基の挿入はピリジン環上の電子密度分布を調整し、母骨格と

Ile182 との疎水性相互作用を高め、(3) ベンジル位における環形成は固定された構造を生み出

し、生じた 2 種類のエナンチオマーは L5 サイトによって明確に区別される。結果として片方

の eutomerのみL5 loopと効果的に相互作用することが明らかとなっている。本章では、L5 loop

サイトを標的とし、(+)-(S)-32 のジヒドロベンゾフラン部位の最適化を検討した。 

 

Figure 4-1.  リード化合物(+)-(S)-32 の構造およびイミダゾ[1,2-a]ピリジン誘導体の構造活性

相関の概略 

 

4.2 化合物デザイン 

 

 ドッキングモデルによると、(+)-(S)-32 のジヒドロベンゾフラン部位のベンゼン環は、L5 

loop 上の Glu100 の負に帯電したカルボン酸側鎖の近傍に位置している (Figure 4-2A)。負に帯

電した L5 loop と最適に相互作用するためのデザインコンセプトとして、ベンジル位の縮合二

環部位を化学修飾することにより、ベンゼン環上の電子密度分布を調整し、強く正に帯電さ

せることを考えた (Figure 4-2B)。デザインした縮合二環部位の構造および、それらの EPM 解

析を Figure 4-2C に示す。大きく分けて次の 2 点に着目し化合物をデザインした：(1) ベンゼ

ン環上に正電荷を誘発させるための最適な X 原子の同定 (化合物 51–54a)、(2) 好ましい静電

的特性を維持するため、ベンゼン環へ導入する電子求引性基 R
1 および R

2 の最適な組み合わ

せの特定 (化合物 54b–d)。  
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Figure 4-2.  (A) L5 loop 周辺における化合物(+)-(S)-32 のジヒドロベンゾフラン部位のドッキ

ングモデル、(B) 負に帯電した L5 loop 上の Glu100 とジヒドロベンゾフラン部位との理想的

な相互作用、(C) デザイン化合物 51–54 およびベンジル位縮合二環性部位の EPM (ベンゼン環

部位を白枠で示した) 

 

4.3 合成 

 

生物評価の結果 (Table 4-1)、デザイン化合物の内、2,3-ジヒドロ-1-ベンゾチオフェン 1,1-

ジオキシド誘導体が最も有望なシリーズであった ((+)-54a–d)。本章では、2,3-ジヒドロ-1-ベ

ンゾチオフェン 1,1-ジオキシド誘導体の合成法に関して主眼を置き、その詳細を記述する（他

の誘導体に関する合成は実験項に記述）。本骨格の効率的な合成法の報告例は少なく、新た

な合成法を開発する必要があった。鍵中間体 I への逆合成解析を Figure 4-3 に示す。鍵中間体

I を合成するにあたり、次に示す 2 種の異なるアプローチを適用した：(1) ベンゾチオフェン 

1,1-ジオキシド誘導体 II とアミンとの共役付加反応 51を経由した従来の合成法 (Route A)、(2) 

o-メタンスルホニル基を有するベンズアルデヒド V のイミン化反応と続く分子内環化反応を

ワンポットで実施する、新たに開発した合成法 (Route B)。 

 

Glu100

L5 loop

δ+

Glu100

δ+

32 51 52 53 54a

δ–

(A)

(C)

(B)

54b (R1 = Cl, R2 = CF3)

54c (R1 = F, R2 = CF3)

54d (R1 = CN, R2 = CF3)

δ–

51–54



40 

 

 

Figure 4-3.  鍵中間体であるジアミン誘導体 (I)の逆合成解析 (Route A および新たに開発し

た Route B) 

 

 化合物 54a–d の合成法を Scheme 4-1 に示す。3-(4-フルオロ-3-メチルフェニル)-5-メトキシ

イミダゾ[1,2-a]ピリジン-2-カルボン酸 35 と鍵中間体であるジアミン体(±)-55a–d との縮合反

応により、対応するラセミ化合物(±)-54a–d を 68–80%の収率で得た。化合物(±)-54a–d を光学

分割することで、対応する 2 種の (+)-および(−)-エナンチオマーを取得した。代表化合物

(+)-54d を用いた単結晶 X 線構造解析を実施し、(+)-エナンチオマーの絶対配置は(S)-配置であ

ると決定した (Figure 4-4)。 

 

 

Figure 4-4. 化合物(+)-(S)-54d の ORTEP 図 (Displacement ellipsoids are drawn at the 20% 

probability level) 

 

 重要中間体であるアミン体(±)-55a–b (I)を合成するにあたり、まず、前述の Route A を採用

した。ケトン体 56a–b を還元反応に付し、アルコール体 57a–b を得た。得られた 57a–b を、

三ふっ化ほう素-ジエチルエーテル錯体 (BF3·Et2O)と作用させることで脱水反応による芳香

族化を促し、ベンゾチオフェン体 58a–b を良好な収率で得た。化合物 58a–b を、触媒量のタ

ングステン(VI)酸ナトリウム二水和物存在下、過酸化水素を用いて酸化し、ベンゾチオフェン 

1,1-ジオキシド誘導体 59a–b を高収率で得た (前駆体 II)。化合物 59a–b と N,N-ジメチルエタ

ン-1,2-ジアミン 49 との共役付加反応により、目的のジアミン誘導体(±)-55a および(±)-55b を

それぞれ 43%および 62%の収率で得た。化合物 59c–d (前駆体 II)は、市販の 1,2-ジフルオロ

-3-(トリフルオロメチル)ベンゼン 60c あるいは 2-フルオロ-6-(トリフルオロメチル)ベンゾニ
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トリル 60d を原料として用い、次に示す 4 工程で合成を達成した。フッ素原子の隣接基効果

を利用した 60c–d のリチオ化と続くホルミル化反応により、ホルミル体 61c–d を高収率で得

た。得られた 61c–d にメタンスルフィン酸ナトリウムを作用させ、メタンスルホニル体 62c–

d を中程度の収率で得た。化合物 62c–d を塩基性条件下に付すことで分子内環化反応が進行

し、アルコール体 63c–d を得た。次いで脱水反応によりベンゾチオフェン 1,1-ジオキシド誘

導体 59c–d を良好な収率で得た。化合物 59d とアミンとの共役付加反応により、目的の(±)-55d 

を 43%の収率で得た (Route A)。一方、化合物 59c (R
1
 = F, R

2
 = CF3)とアミンとの共役付加反

応においては、予想に反し、原料 59c あるいは生成物 55c のフッ素基 (R
1
)とアミン 49 が反応

したことによる副生成物が主に生じ、目的の(±)-55c を単離することが出来なかった。これは、

スルホニル基とトリフルオロメチル基によりフッ素基の求核置換に対する反応性が高まった

ためであると考察している。本結果が、ワンポットでのイミン化－分子内環化反応 (Route B)

を新たに検討する動機付けとなった。 

種々の条件検討の結果、まず化合物 62c (前躯体 V)と N,N-ジメチルエタン-1,2-ジアミン 49

を酢酸を添加した酸性条件下でイミン形成させ、次いで、LDA を系内に添加することで分子

内環化反応が進行し、目的の(±)-55c を 63%の収率で得ることが出来た (Route B)。酢酸の添

加はアミン 49 の求核性を弱め、フッ素基 (R
1
)部位との芳香族求核置換反応を防ぐ為に必須で

あった。一方、化合物 62d (R
1
 = CN, R

2
 = CF3)を出発原料として Route B を適用した場合は、

求核置換に対して反応性を示す置換基を持たないため酢酸の添加は不要で、Route A と比較し

て総収率は低下するものの目的の(±)-55d を 16%の収率で得ることが出来た。この 3-アミノ

-2,3-ジヒドロ-1-ベンゾチオフェン 1,1-ジオキシド骨格は、医薬品のビルディングブロックと

しても創薬研究に新たな広がりをもたらすと考えられ、本骨格の簡便なワンポット合成法は

有用であると期待している。 
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Scheme 4-1 
a
.  Route A または Route B を経由した(+)-54a–d の合成 

a 試薬および反応条件: (a) HATU,
 ピリジン, THF (for (±)-54a) or DIPEA, DMF (for (±)-54b–d), 

room temp to 60°C, 3 h–6 h. (b) 水素化ホウ素ナトリウム, MeOH, 0 °C to room temp, 1 h–4 h; (c) 

BF3·Et2O, AcOH, room temp, 0.25 h, 次いで 100–120 °C, 0.3 h; (d) 過酸化水素, タングステン

(VI)酸ナトリウム二水和物, AcOH, MeOH, 60–80 °C, 3 h–4 h; (e) N,N-ジメチルエタン-1,2-ジア

ミン 49, EtOH, 40 °C, 4 h 次いで room temp, 3 days (for (±)-55a) or 
i
PrOH, 60 °C, 12h (for (±)-55b). 

(f) 2,2,6,6-テトラメチルピペリジン, 1.6M ブチルリチウム / ヘキサン, THF, −60 to −50 °C, 0.5 

h, 次いで DMF, −50 °C, 0.25 h, 次いで−10 °C, 0.5 h–1 h; (g) メタンスルフィン酸ナトリウム, 

DMSO, room temp, 1.5 h–2 h; (h) NaOEt, EtOH, 0 °C to room temp, 0.7 h–1 h; (i) メタンスルホニ

ル クロリド, Et3N, THF, 0 °C to room temp, 0.5–4 h; (j) 49, EtOH, 70 °C, 4.5 h. (k) 49, AcOH (for 

(±)-55c), THF, room temp, 0.3 h–2 h, 次いで 1.11 M LDA / ヘキサン, 0 °C or −50 °C, 0.3 h–1 h. 

 

4.4 生物評価の結果と考察 

 

4.4.1 ベンジル位縮合二環性化合物の構造活性相関 

 

 化合物 51–54d の CENP-E 阻害活性 (IC50)および HeLa 細胞増殖阻害活性 (GI50)を評価した 

(Table 4-1)。化合物(±)-51 (X = NH, IC50 = 24 nM)および(±)-52 (X = CH2, 19 nM)は、(±)-32 (X = O, 

4.8 nM)と比較して減弱した CENP-E 阻害活性を示した。一方、酸化体(±)-54a (X = SO2, 2.7 nM)
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は、未酸化体(±)-53 (X = S, IC50 = 14 nM)、前述の(±)-51 および(±)-52 よりも強力な CENP-E 阻

害活性を示した。そこで次に、光学分割によって得られた eutomer (+)-54a (IC50 = 1.6 nM, GI50 = 

81 nM)を新たなリードとし、ベンゼン環上の電子求引性基 R
1および R

2の組み合わせを検討

した。その結果、置換基の組み合わせによる大きな差異はなく、化合物(+)-54b–d は、(+)-54a

と同レベルの酵素阻害活性を維持した (IC50 = 1.5–2.2 nM)。検討した化合物の中でも、特に

(+)-54a (R
1
, R

2
 = Cl)および(+)-54d (R

1 
= CN, R

2
 = CF3)は、HeLa 細胞に対して強力な抗増殖作用

を示した(GI50 = 81 nM および 80 nM)。 

 

Table 4-1.  ベンジル位縮合二環性化合物 32 および 51–54 の構造活性相関 

 

Compound X R
1
 R

2
 

CENP-E IC50  

(nM)
 a
 

HeLa
 
GI50  

(nM)
 b
 

(±)-32 
O Cl Cl 

4.8 (3.1–7.5) 270 

(+)-32 3.6 (3.1–4.2) 130 

(±)-51 NH Cl Cl 24 (16–37) 870 

(±)-52 CH2 Cl Cl 19 (15–24) >1000 

(±)-53 S Cl Cl 14 (11–17) 850 

(±)-54a 
SO2 Cl Cl 

2.7 (2.0–3.8) 160 

(+)-54a 1.6 (1.2–2.1) 81 

(+)-54b SO2 Cl CF3 1.7 (1.3–2.1) 110 

(+)-54c SO2 F CF3 1.5 (1.3–1.8) 130 

(+)-54d SO2 CN CF3 2.2 (1.9–2.6) 80 
a
 n = 2. 95% Confidence interval (CI) value. 

b
 Cell proliferation of HeLa cells was determined by 

measuring cellular ATP amount (n = 1). Cells were collected 3 days after drug treatment. 

 

4.4.2 代表化合物(+)-54a および(+)-54d の生物評価 

  

 化合物(+)-54a および(+)-54d が細胞分裂の停止を引き起こすかどうかを確認するために、

FACS 解析を実施した。その結果、これら化合物の細胞への添加により、細胞内 p-HH3 レベ

ルの有意な上昇が観測され、細胞分裂が停止していることが示された (EC50 = 79 nM および

39 nM) (Table 4-2)。p-HH3 集積作用の EC50値は、同細胞に対する増殖阻害作用の GI50値と近

い値であり、これは、長引く細胞分裂の停止が結果として抗細胞増殖を引き起こすことを裏

付けている。化合物(+)-54a および(+)-54d は CENP-E 阻害に基づく十分な in vitro 細胞活性を

同等に示したため、次に in vivo での作用を評価し比較することとした。Colo205 異種移植マ

ウスモデルに両化合物を腹腔内投与し、p-HH3 集積レベルと血漿中および腫瘍内の化合物濃

度を測定した。両化合物を 100 mg/kgの投与量で1日 1回投与(qd)したところ、(+)-54dは(+)-54a
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よりも有意な p-HH3 レベルの上昇を示した。薬物濃度を測定した結果、血漿中および腫瘍内

ともに、(+)-54d は(+)-54a よりも良好な暴露を示しており、これはより高い p-HH3 集積作用

とも一致する結果であった。これらの結果を基に、最終的に、良好な薬物体内動態を有する

(+)-54d を更なる開発研究の候補化合物として選定した。 

 

Table 4-2. 化合物(+)-54a, (+)-54dを処置した際のHeLa細胞内 p-HH3レベルおよびColo205異

種移植マウスモデルにおける薬物体内動態と腫瘍内 p-HH3 レベル  

Compound 
In vitro p-HH3 

EC50 (nM)
 a
 

Dose
 b

 

(mg/kg) 

Drug concentration  Accumulation of 

p-HH3 levels in 

tumor 
d, e

 

Plasma
 c, d

 

(µg/mL) 

Tumor
 c, d

 

(µg/g) 

(+)-54a 79 100 0.003 0.623 6.9 

(+)-54d 39 100 0.047 9.121 22.2 
a
 % of p-HH3 positive cells were determined using FACS in HeLa cells (n=3).

 b
 Dose of (+)-54a and 

(+)-54d is described. Compounds were treated by ip administration. 
c
 Compound concentration in a 

Colo205 xenograft model in mice, 24 hours after the administration of (+)-54a and (+)-54d. 
d
 Mean 

(n=2). 
e
 p-HH3 in tumors was detected by Western blotting, 24 hours after administration of (+)-54a 

and (+)-54d. Accumulation of p-HH3 levels were evaluated as band intensities based on vehicle. 

 

4.5 結論 

 

 本章では、ジヒドロベンゾフラン誘導体(+)-(S)-32 をリードとして、CENP-E 阻害活性に重

要な L5 loop サイトを標的とした縮合二環性部位の最適化検討を中心に詳述した。リガンドの

分子表面およびタンパク質表面の EPM 解析に基づき、ジヒドロベンゾフラン環上の静電ポテ

ンシャルを正電荷に調整することで、負電荷を帯びた L5 loop とのより効果的な相互作用の獲

得を図った。検討の結果、デザイン化合物の中で、二環性部位が最も正に帯電する 2,3-ジヒ

ドロ-1-ベンゾチオフェン 1,1-ジオキシド誘導体(+)-54a および(+)-54d が、リード化合物

(+)-(S)-32 を凌ぐ細胞活性を示した。In vivo での比較評価の結果、化合物(+)-54d は(+)-54a よ

りも良好な薬物体内動態を有し、これを反映して、強力な in vivo PD 作用 (p-HH3 集積)を示

した。CENP-E 阻害薬として有望な 2,3-ジヒドロ-1-ベンゾチオフェン 1,1-ジオキシド誘導体を

合成するにあたり、簡便なワンポット合成法を開発した。本合成法は医薬品のビルディング

ブロックとして 3-アミノ-2,3-ジヒドロ-1-ベンゾチオフェン 1,1-ジオキシド骨格を導入する際

に、非常に有用であると期待している。著者の所属する研究グループが別途報告している通

り 52, 53、(+)-54d は、CENP-E 阻害による細胞死の詳細なメカニズムを分子生物学的に解明す

るための、in vitro および in vivo ケミカルツールとしても有用であり、更なる評価を進めてい

る。 
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第 5 章 総括 

 

 有糸分裂制御に基づく抗癌薬を目指した新規 CENP-E 阻害薬の合成研究を行い、以下の

研究成果を得た。 

 

1. 社内ハイスループットスクリーニングより見出されたヒット化合物 4-オキソ-4,5-ジヒド

ロチエノ[3,4-c]ピリジン-6-カルボキサミド誘導体 1a の構造最適化を行った。独自に構築した

CENP-E ホモロジーモデルを活用し、塩基性の 2-(ジメチルアミノ)エチル基の導入が CENP-E

阻害活性向上に重要であることを明らかにした。4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン

環に代わる新たな母骨格を探索した結果、強力な CENP-E 阻害活性を有する 3-ブロモチエノ

[3,2-b]ピロール誘導体 6a を見出した。分子表面の電荷状態を視覚化した静電ポテンシャルマ

ップ (EPM)を活用して、3-ブロモ基の電子的な特性が母骨格上に最適な電荷状態をもたらす

ことを明らかにし、これを応用することで、強力な細胞活性を有する 5-ブロモイミダゾ[1,2-a]

ピリジン誘導体 7a を見出した。 

 

2. CENP-E 変異体タンパク質を用いた部位特異的変異体解析試験を実施し、イミダゾ[1,2-a]

ピリジン誘導体が CENP-E の L5 サイトに結合していることを明らかにした。これにより、構

築した CENP-E ホモロジーモデルが妥当であることを明らかとした。イミダゾ[1,2-a]ピリジ

ン誘導体のペンダントフェニル部位の最適化を行い、置換基によって高濃度 ATP 下での阻害

活性に差が生じ、これが細胞活性の差異と相関していることを明らかにした。イミダゾ[1,2-a]

ピリジン環 5 位置換基の最適化研究の中で、EPM 解析が CENP-E 阻害活性予測のための強力

なツールとなり得ることを明らかにし、化合物 7h の発見に至った。ベンジル位を環化するこ

とで固定された不斉構造が、CENP-E の L5 loop に強く認識されることを明らかにした。生じ

た 2 種類のエナンチオマーの内、(S)-体 ((+)-(S)-32)のみが強力な阻害活性を示し、in vivo に

おいても効果を示すことを明らかにした。化合物(+)-(S)-32 が他のキネシンタンパク (Eg5 お

よび KHC)を阻害しないこと、特定のキナーゼタンパクを阻害しないこと、もう片方の

(−)-(R)-32 が in vivo で効果を示さないこと、を確認することで(+)-(S)-32 の in vivo での抗腫瘍

作用が CENP-E 選択的な阻害に基づくものであることを明らかにした。 

 

3. EPM 解析による CENP-E 阻害活性予測が、ベンジル位縮合二環性部位の最適化にも適用

可能であることを明らかにし、強力な酵素および細胞活性を有する 2,3-ジヒドロ-1-ベンゾチ

オフェン 1,1-ジオキシド誘導体(+)-(S)-54d を見出だした。さらに、化合物(+)-(S)-54d が良好な

薬物体内動態を有することを明らかにし、in vivo においても強力な有糸分裂抑制作用を示す

ことを明らかにした。医薬品のビルディングブロックとしても有用な 3-アミノ-2,3-ジヒドロ

-1-ベンゾチオフェン 1,1-ジオキシド骨格を得る効率的な合成法を開発した。 

 

 冒頭でも述べたとおり、CENP-E は有望な抗癌薬ターゲットではあるものの、その機能を

検証するためのツール化合物は限られている。本研究で得られた構造活性相関の知見、およ
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び得られた低分子 CENP-E 阻害薬は、今後の CENP-E タンパクの生物学的な研究および阻害

剤の開発研究に大きく貢献すると考えている。また、定性的特性である EPM を構造活性相関

と紐付けた方法論は、本薬効分野に限らず、創薬研究全般に助言と示唆を与えるものである。

加えて、本研究において 3-アミノ-2,3-ジヒドロ-1-ベンゾチオフェン 1,1-ジオキシド骨格の効

率的な合成を達成したことは、創薬化学の分野においても意義のある成果であると考えてい

る。 

 

 

  



47 

 

実験項 

 

反応に用いた全ての市販溶媒および試薬は、試薬等級 (reagent-grade)を購入し使用した。 分

析用薄層クロマトグラフィー (TLC)は silica gel 60 F254 plates (Merck) あるいは NH TLC plates 

(Fuji Silysia Chemical Ltd.)を用いて実施した。フラッシュクロマトグラフィーによる分離は、

Purif-Pack (SI or NH, Fuji Silysia Chemical Ltd.)を用いて実施した。融点は SRS OptiMelt 融点測

定装置を用いて測定した。核磁気共鳴 (
1
H NMR あるいは 13

C NMR)スペクトルは、Bruker 

AVANCE II (300 MHz)、Bruker AVANCE III (300 MHz, 400 MHz)、Varian mercury plus (300 MHz)

あるいは Bruker AVANCE II
+
 (600 MHz)を用いて測定し、内部標準としてテトラメチルシラン 

(TMS)を用いた。NMR データは次のように表される：化学シフト (δ) (単位 ppm)、多重度、

スピン結合定数 (J) (単位 Hz)、および積分値。多重度は次のように表される：s (singlet)、d 

(doublet)、t (triplet)、q (quartet)、dd (double doublets)、dt (double triplet)、dq (double quartet)、br 

s (broad singlet)あるいは  m (multiplet)。マススペクトル  (MS)は、Agilent LC/MS system 

(Agilent1200SL/Agilent6130MS)、Shimadzu LC/MS system (LC-10ADvp high pressure gradient 

system/LCMS-2010A)あるいは Shimadzu UFLC/MS (Prominence UFLC high pressure gradient 

system/LCMS-2020)を用いて、エレクトロスプレーイオン化法 (ESI)で測定した。使用したカ

ラムおよび条件を次に示す：L-column 2 ODS (3.0 x 50 mm I.D., 3 μm, CERI, Japan)、温度 40 °C、

流速 1.2 あるいは 1.5 mL/min、移動相 A；0.05% TFA / 超純水および移動相 B；0.05% TFA / ア

セトニトリル (次の条件に従い含有率を変化させた：5% to 90% over 2 minutes, 90% over the 

next 1.5 minutes, after which the column was equilibrated to 5% for 0.5 minutes). 元素分析 (Anal.)

および高分解能質量分析 (high resonance mass spectra, HRMS)の測定は、旧 武田分析研究所に

おいて実施した。各化合物は、LC/MS あるいは元素分析によって95%純度を確認した。収率

は最適化したものではない。 

 

第 2 章に関する実験項 

合成 

N-(3,4-Dichlorobenzyl)-7-(4-fluorophenyl)-N,5-dimethyl-4-oxo-4,5-dihydrothieno[3,4-c]pyridine-

6-carboxamide (1b). 

エチル 7-(4-フルオロフェニル)-5-メチル-4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン-6-カ

ルボキシラート 8
35

 (290 mg, 0.88 mmol)の THF/EtOH (1:1, 5 mL)溶液に 1 M NaOH (3.5 mL, 3.5 

mmol)を加え, 反応混合物は 6 時間加熱還流した。 室温まで冷却した後、溶媒を減圧下留去

した。得られた固体を水 (10 mL)に溶解させ、1 M HCl を加えて pH を 3 に調整した。混合物

を EtOAc/THF (1:1, 3 × 50 mL)で抽出し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮して

7-(4-フルオロフェニル)-5-メチル-4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン-6-カルボン酸 

(230 mg, 88%) を淡黄色固体として得た。1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 3.42 (3H, s), 7.28–7.34 

(3H, m), 7.41–7.45 (2H, m), 8.59 (1H, d, J = 3.3 Hz), 14.01 (1H, br s).  
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得られた 7-(4-フルオロフェニル)-5-メチル-4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン-6-

カルボン酸 (101 mg, 0.33 mmol)の DMF (2.0 mL)溶液に、1-(3,4-ジクロロフェニル)-N-メチルメ

タンアミン 9 (95 mg, 0.50 mmol)、HATU (190 mg, 0.50 mmol) および Et3N (101 mg, 1.0 mmol) 

を室温で加え、混合物を同温度で 36 時間撹拌した。 反応混合物を EtOAc / 水 (1:1, 60 mL)

で希釈し、水層を EtOAc (2 × 20 mL)で抽出した。合わせた有機層を無水硫酸マグネシウム

で乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ(SI、EtOAc / ヘキサン) で精

製し、得られた固体を Et2O から結晶化させ 1b (18.6 mg, 12%) を無色結晶状固体として得た; 

mp 113–115 °C. MS (ESI+): 475.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.71 (3H, s), 3.50 (3H, s), 

3.93–4.02 (1H, m), 4.85–4.94 (1H, m), 6.49–6.55 (1H, m), 7.02–7.25 (5H, m), 7.27–7.55 (2H, m), 

8.42–8.45 (1H, m). HRMS (ESI): calcd for C23H17Cl2FN2O2S [M + H]
+
 475.0445. Found 475.0406. 

 

N-(3,4-Dichlorobenzyl)-7-(4-fluorophenyl)-5-(2-hydroxyethyl)-N-methyl-4-oxo-4,5-dihydrothien

o[3,4-c]pyridine-6-carboxamide (2a).  

化合物 9 (950 mg, 5.0 mmol) の トルエン (2.0 mL)溶液に 1.8 M トリメチルアルミニウム / 

トルエン溶液 (2.8 mL, 5.0 mmol) を室温にて加え、混合物を同温度で 30 分間撹拌した。反応

混合物に 10-(4-フルオロフェニル)-3,4-ジヒドロ-1H,6H-チエノ[3',4':4,5]ピリド[2,1-c][1,4]オキ

サジン-1,6-ジオン 16a (155 mg, 0.5 mmol) のトルエン (2.0 mL)溶液を室温で加え, 反応混合物

を同温度で 30 分間、次いで 80 °C で 2 時間撹拌した。室温まで冷却した後、反応混合物に水 

(20 mL) および EtOAc (20 mL)を加え反応を停止させた。 不溶物を濾去し、濾液を EtOAc (2 

× 20 mL)で抽出した。合わせた有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。

残渣をカラムクロマトグラフィ (NH、EtOAc / ヘキサン) で精製し 2a (150 mg, 60%) を淡褐

色のアモルファス状固体として得た。MS (ESI+): 505.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 

2.69–2.72 (3H, m), 3.34 (1H, t, J = 5.1 Hz), 3.79–4.02 (3H, m), 4.06 (1H, d, J = 14.7 Hz), 4.42–4.52 

(1H, m), 4.74 (1H, d, J = 14.5 Hz), 6.56–6.61 (1H, m), 7.05–7.14 (4H, m), 7.28–7.50 (3H, m), 8.44–

8.48 (1H, m). Anal. Calcd for C24H19Cl2FN2O3S·0.2H2O: C, 56.63; H, 3.84; N, 5.50. Found: C, 56.68; 

H, 3.93; N, 5.46. 

 

N-(3,4-Dichlorobenzyl)-5-(2-(dimethylamino)ethyl)-7-(4-fluorophenyl)-N-methyl-4-oxo-4,5-dihyd

rothieno[3,4-c]pyridine-6-carboxamide (2b).   

エチル 5-(2-(ジメチルアミノ)エチル)-7-(4-フルオロフェニル)-4-オキソ-4,5-ジヒドロチエ

ノ[3,4-c]ピリジン-6-カルボキシラート 16b (96 mg, 0.25 mmol)の EtOH/THF (1:1, 2.0 mL)溶液に、

8 M NaOH (1.0 mL, 8.0 mmol)を加え、混合物を 80 °Cで 6 時間撹拌した。反応混合物に 6 M HCl 

を加え中和した後、反応混合物を減圧下濃縮した。残渣を 50 °C で EtOH に溶解させ、不溶

物を濾去し、濾液を減圧下濃縮し 5-(2-(ジメチルアミノ)エチル)-7-(4-フルオロフェニル)-4-オ

キソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン-6-カルボン酸 (89 mg, quantitative) を無色固体として

得た。MS (ESI+): 361.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 2.18 (6H, s), 2.54–2.61 (2H, m), 

4.01–4.11 (2H, m), 7.05 (1H, d, J = 3.2 Hz), 7.10–7.20 (2H, m), 7.48–7.56 (2H, m), 8.39 (1H, d, J = 

3.2 Hz).  
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化合物 2b (115 mg) は 5-(2-(ジメチルアミノ)エチル)-7-(4-フルオロフェニル)-4-オキソ-4,5-

ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン-6-カルボン酸 (89 mg, 0.25 mmol)、9 (70 mg. 0.37 mmol)、HATU 

(141 mg, 0.37 mmol)および Et3N (62 mg, 0.62 mmol) を用いて、1b と同様の方法により合成し

た。収率 33% in 2 steps、淡黄色アモルファス状固体。MS (ESI+): 532.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 

MHz, CDCl3) δ 2.30 (6H, s), 2.56–2.67 (1H, m), 2.70 (3H, s), 2.73–2.81 (1H, m), 3.67–3.82 (1H, m), 

3.89 (1H, d, J = 14.5 Hz), 4.23–4.38 (1H, m), 4.90 (1H, d, J = 14.5 Hz), 6.53 (1H, dd, J = 8.2, 2.0 Hz), 

7.02–7.16 (4H, m), 7.22–7.50 (3H, m), 8.43 (1H, d, J = 3.2 Hz). Anal. Calcd for C26H24Cl2FN3O2S: C, 

58.65; H, 4.54; N, 7.89. Found: C, 58.38; H, 4.66; N, 7.74. 

 

N-(3,4-Dichlorobenzyl)-5-(3-(dimethylamino)propyl)-7-(4-fluorophenyl)-N-methyl-4-oxo-4,5-dih

ydrothieno[3,4-c]pyridine-6-carboxamide (2c). 

化合物 14 (160 mg, 0.50 mmol) の THF (2.0 mL)溶液に N,N-ジメチルプロパン-1,3-ジアミン 

(102 mg, 1.0 mmol) を室温にて加え、同温度で 2 時間撹拌した。反応混合物をカラムクロマト

グラフィ(SI、EtOAc / ヘキサン) で精製し、エチル 3-(4-((3-(ジメチルアミノ)プロピル)カル

バモイル)-3-チエニル)-3-(4-フルオロフェニル)-2-ヒドロキシアクリラート 15c (210 mg, 

quantitative) を無色油状物として得た。MS (ESI+): [M + H]
+
 421.1.  

得られた 15c (210 mg, 0.50 mmol) のトルエン (5.0 mL)溶液に 4-トルエンスルホン酸 一水

和物 (190 mg, 1.0 mmol)を室温にて加え、混合物を 80 °C で 2 時間撹拌した。反応混合物を

EtOAc/water (1:1, 40 mL)で希釈し、水層を EtOAc (2 × 20 mL)で抽出した。合わせた有機層を

無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ(SI、

EtOAc / ヘキサン) で精製し、エチル 5-(3-(ジメチルアミノ)プロピル)-7-(4-フルオロフェニ

ル)-4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン-6-カルボキシラート 16c (201 mg, quantitative)

を薄茶色油状物として得た。MS (ESI+): 403.1 [M + H]
+
. 

5-(3-(ジメチルアミノ)プロピル)-7-(4-フルオロフェニル)-4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ

[3,4-c]ピリジン-6-カルボン酸 (187 mg) は、16c (200 mg, 0.50 mmol) および 8 M NaOH (1.0 mL, 

8.0 mmol) を用いて、2b と同様の方法により合成した。収率: quantitative、無色固体。MS (ESI+): 

[M + H]
+
 375.1.  

化合物 2c (62 mg) は、5-(3-(ジメチルアミノ)プロピル)-7-(4-フルオロフェニル)-4-オキソ

-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]ピリジン-6-カルボン酸 (187 mg, 0.50 mmol)、9 (114 mg. 0.60 mmol)、

HATU (460 mg, 0.60 mmol)および Et3N (200 mg, 2.0 mmol)を用いて、1b と同様の方法により合

成した。収率: 23% in 4 steps from 14、淡黄色アモルファス状固体。MS (ESI+): 546.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.85–2.11 (2H, m), 2.25 (6H, s), 2.31–2.50 (2H, m), 2.65–2.74 (3H, m), 

3.53–3.65 (1H, m), 4.06 (1H, d, J = 14.5 Hz), 4.20–4.35 (1H, m), 4.72 (1H, d, J = 14.5 Hz), 6.48–6.62 

(1H, m), 7.05–7.25 (4H, m), 7.27–7.55 (3H, m), 8.42 (1H, d, J = 3.2 Hz). Anal. Calcd for 

C27H26Cl2FN3O2S: C, 59.34; H, 4.80; N, 7.69. Found: C, 59.67; H, 5.12; N, 7.67. 

 

N-(3,4-Dichlorobenzyl)-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-7-(4-fluorophenyl)-5-methyl-4-oxo-4,5-dihyd

rothieno[3,4-c]pyridine-6-carboxamide (3).  
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化合物 3 (35 mg) は、 7-(4-フルオロフェニル)-5-メチル-4-オキソ-4,5-ジヒドロチエノ[3,4-c]

ピリジン-6-カルボン酸(101 mg, 0.33 mmol)、 N'-(3,4-ジクロロベンジル)-N,N-ジメチルエタン

-1,2-ジアミン 10 (124 mg. 0.50 mmol)、HATU (190 mg, 0.50 mmol) および Et3N (202 mg, 2.0 

mmol)を用いて、 1b と同様の方法により合成した。収率: 20%、無色アモルファス状固体。 MS 

(ESI+): 532.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.03–2.13 (6H, m), 2.23–2.44 (2H, m), 2.64–

3.50 (2H, m), 3.54–3.59 (3H, m), 4.01–5.02 (2H, m), 6.49–6.65 (1H, m), 7.05–7.24 (4H, m), 7.28–

7.58 (3H, m), 8.40–8.45 (1H, m). Anal. Calcd for C26H24Cl2FN3O2S: C, 58.65; H, 4.54; N, 7.89. 

Found: C, 58.93; H, 4.85; N, 7.64. 

 

N-(3,4-Dichlorobenzyl)-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-3-(4-fluorophenyl)-1-methyl-1H-indole-2-ca

rboxamide (4). 

エチル 3-(4-フルオロフェニル)-1-メチル-1H-インドール-2-カルボキシラート 18 (412 mg, 

1.4 mmol) の THF/EtOH (1:2, 9 mL)溶液に、8 M NaOH (3.0 mL, 24 mmol)および 2 M NaOH (5.0 

mL, 10 mmol)を 75 °C で加え、混合物を同温度で 1 時間撹拌した。減圧下溶媒を留去した後、

残渣を水 (20 mL)で希釈した。混合物に 6 M HCl (6 mL)を加え pH 2 に調整し、析出物を濾取

した後、水で洗浄し 3-(4-フルオロフェニル)-1-メチル-1H-インドール-2-カルボン酸 (331 mg, 

89%)を無色固体として得た。MS (ESI+): 269.9 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 4.02 

(3H, s), 7.09–7.17 (1H, m), 7.21–7.31 (2H, m), 7.33–7.48 (4H, m), 7.62 (1H, d, J = 8.4 Hz), 12.98 (1H, 

br s). 

得られた 3-(4-フルオロフェニル)-1-メチル-1H-インドール-2-カルボン酸 (134 mg, 0.50 

mmol)の DMF (2.5 mL)溶液に、10 (130 mg, 0.60 mmol)、HATU (200 mg, 0.60 mmol)および Et3N 

(200 mg, 2.0 mmol) を室温で加え、混合物を同温度で 18 時間撹拌した。反応混合物を

EtOAc/water (1:1, 40 mL)で希釈し、水層を EtOAc (2 × 20 mL)で抽出した。合わせた有機層を

無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ (NH、

EtOAc / ヘキサン) で精製し 4 (107 mg, 43%)を無色油状物として得た。MS (ESI+): 498.0 [M + 

H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.07–2.29 (6H, m), 2.38–2.72 (2H, m), 3.36–3.72 (2H, m), 3.76–

3.89 (3H, m), 4.02–5.05 (2H, m), 6.51–6.79 (1H, m), 7.07–7.24 (4H, m), 7.31–7.58 (5H, m), 7.69–

7.77 (1H, m). HRMS (ESI): calcd for C27H26Cl2FN3O [M + H]
+
 498.1510. Found 498.1467.  

 

N-(3,4-Dichlorobenzyl)-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-1-(4-fluorophenyl)-3-methyl-1H-indole-2-ca

rboxamide (5).   

エチル 1-(4-フルオロフェニル)-3-メチル-1H-インドール-2-カルボキシラート 21 (1.0 g, 3.4 

mmol)の THF/EtOH (1:1, 10 mL)溶液に 2 M NaOH (8.0 mL, 16 mmol)を室温で加え、混合物を

65 °C で 1 時間 30 分撹拌した。反応混合物に 8 M NaOH (1.0 mL, 8.0 mmol)を加え、75 °C で更

に 1 時間撹拌した。減圧下、溶媒を留去し、残渣を水 (20 mL)で希釈した。混合物に 6 M HCl 

(4.5 mL)を加え pH 2 に調整し、析出物を濾取した後、水で洗浄し 1-(4-フルオロフェニル)-3-

メチル-1H-インドール-2-カルボン酸 (865 mg, 95%)を無色固体として得た。1
H NMR (300 MHz, 

DMSO-d6) δ 2.59 (3H, s), 6.99 (1H, d, J = 8.3 Hz), 7.13–7.22 (1H, m), 7.25–7.43 (5H, m), 7.76 (1H, d, 

J = 7.9 Hz), 12.82 (1H, br s). 
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得られた 1-(4-フルオロフェニル)-3-メチル-1H-インドール-2-カルボン酸 (192 mg, 0.71 

mmol)の DMF (5.0 mL)溶液に 10 (160 mg, 0.65 mmol)、HATU (295 mg, 0.78 mmol)および i
Pr2EtN 

(251 mg, 1.9 mmol)を室温で加え、混合物を同温度で 30 時間撹拌した。反応混合物を EtOAc (20 

mL)および水 (20 mL)で希釈し、水層を EtOAc (3 × 20 mL)で抽出した。合わせた有機層を水 (2 

× 20 mL)および飽和食塩水 (20 mL)で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥させ、減圧下濃縮

した。残渣をカラムクロマトグラフィ (NH、EtOAc / ヘキサン) で精製し 5 (287 mg, 89%)を

淡黄色油状物として得た。 MS (ESI+): 498.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.96–2.15 

(6H, m), 2.19–2.38 (2H, m), 2.39–2.43 (3H, m), 2.93–3.46 (2H, m), 4.21–5.11 (2H, m), 6.70–6.77 (1H, 

m), 6.90–7.25 (6H, m), 7.27–7.49 (3H, m), 7.59–7.70 (1H, m). Anal. Calcd for C27H26Cl2FN3O: C, 

65.06; H, 5.26; N, 8.43. Found: C, 64.92; H, 5.34; N, 8.41.  

 

3-Bromo-N-(3,4-dichlorobenzyl)-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-4-(4-fluorophenyl)-4H-thieno[3,2-b

]pyrrole-5-carboxamide (6a). 

3-ブロモ-4-(4-フルオロフェニル)-4H-チエノ[3,2-b]ピロール-5-カルボン酸 (681 mg) はエチ

ル 3-ブロモ-4-(4-フルオロフェニル)-4H-チエノ[3,2-b]ピロール-5-カルボキシラート 25a (814 

mg, 2.2 mmol)および 2 M NaOH (6 mL, 12 mmol) を用いて、5 と同様の方法により合成した。

収率: 90%、無色固体。 
1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 7.23–7.32 (2H, m), 7.32 (1H, s), 7.39–7.48 

(2H, m), 7.65 (1H, d, J = 0.6 Hz), 12.72 (1H, br s).   

化合物 6a (502 mg)は 3-ブロモ-4-(4-フルオロフェニル)-4H-チエノ[3,2-b]ピロール-5-カルボ

ン酸 (316 mg, 0.93 mmol)、10 (275 mg, 1.1 mmol)、HATU (456 mg, 1.2 mmol)および i
Pr2EtN (300 

mg, 2.3 mmol)を用いて 5 と同様の方法により合成した。収率: 95%、淡黄色油状物。MS (ESI+): 

568.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.13 (6H, d, J = 3.4 Hz), 2.30–2.44 (2H, m), 3.39 (2H, 

dt, J = 6.3, 3.2 Hz), 4.67 (2H, br s), 6.67 (1H, br s), 6.86 (1H, br s), 7.07–7.20 (4H, m), 7.31–7.48 (3H, 

m). 
13

C NMR (101 MHz, DMSO-d6, 363 K) δ 44.54, 44.63, 48.05, 56.49, 92.86, 102.29, 114.56 (d, J 

= 23.11 Hz), 122.83, 123.68, 127.02, 128.81, 129.35, 129.82, 130.13 (d, J = 8.80 Hz), 130.70, 131.93 

(d, J = 3.30 Hz), 133.57, 135.80, 138.21, 161.47 (d, J = 246.12 Hz), 162.22. Anal. Calcd for 

C24H21BrCl2FN3OS: C, 50.63; H, 3.72; N, 7.38. Found: C, 50.81; H, 3.86; N, 7.37. 

 

N-(3,4-Dichlorobenzyl)-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-4-(4-fluorophenyl)-4H-thieno[3,2-b]pyrrole-

5-carboxamide (6b).   

化合物 6a (214 mg, 0.38 mmol)のDME (1.5 mL)溶液に PdCl2(dppf)·CH2Cl2 (31 mg, 0.038 mmol)、 

Et3N (114 mg, 1.1 mmol)および formic acid (28 μL, 0.75 mmol)を室温で加え、混合物を窒素雰囲

気下、85 °C で 8 時間撹拌した。反応混合物を EtOAc (15 mL)および飽和炭酸水素ナトリウム

水溶液 (15 mL)で希釈し、水層を EtOAc (3 × 15 mL)で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩

水 (15 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロ

マトグラフィ (NH、EtOAc / ヘキサン) で精製し 6b (113 mg, 61%) を黄色油状物として得た。 

MS (ESI+): 490.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.13 (6H, s), 2.39 (2H, t, J = 6.4 Hz), 3.49 

(2H, t, J = 6.2 Hz), 4.70 (2H, s), 6.74 (1H, br s), 6.87 (1H, d, J = 5.3 Hz), 6.98 (1H, dd, J = 8.2, 1.8 
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Hz), 7.13–7.25 (4H, m), 7.35–7.46 (3H, m). HRMS (ESI): calcd for C24H22Cl2FN3OS [M + H]
+
 

490.0917. Found 490.0877. 

 

N-(3,4-Dichlorobenzyl)-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-4-(4-fluorophenyl)-3-methyl-4H-thieno[3,2-b

]pyrrole-5-carboxamide (6c). 

化合物 6a (106 mg, 0.19 mmol)の DME (2 mL)溶液にテトラメチルスズ (IV) (165 mg, 0.93 

mmol)および PdCl2(dppf)·CH2Cl2 (30 mg, 0.037 mmol)を室温で加え、混合物を窒素雰囲気下、

90 °C で 1 時間撹拌した。不溶物を濾去し、濾液を減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグ

ラフィ (NH、EtOAc / ヘキサン) で精製し 6c (72 mg, 77%) を淡黄色油状物として得た。MS 

(ESI+): 504.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.83 (3H, s), 2.14 (6H, s), 2.38 (2H, t, J = 6.4 

Hz), 3.44 (2H, t, J = 6.4 Hz), 4.64–4.77 (2H, m), 6.66 (1H, s), 6.78 (1H, s), 6.91 (1H, br s), 7.10–7.20 

(3H, m), 7.31–7.43 (3H, m). HRMS (ESI): calcd for C25H24Cl2FN3OS [M + H]
+
 504.1074. Found 

504.1065. 

 

3-Chloro-N-(3,4-dichlorobenzyl)-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-4-(4-fluorophenyl)-4H-thieno[3,2-b

]pyrrole-5-carboxamide (6d). 

化合物 6a (102 mg, 0.18 mmol)の DMF (0.5 mL)溶液に塩化銅 (I) (88 mg, 0.89 mmol)を室温で

加え、混合物をマイクロ波照射下、220 °C で 45 分間撹拌した。反応混合物を EtOAc (20 mL)

および飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (20 mL)で希釈し、水層を EtOAc (2 × 20 mL)で抽出し

た。合わせた有機層を水 (2 × 20 mL)および飽和食塩水 (20 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシ

ウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣を分取 HPLC (YMC CombiPrep-ODS-A, eluted with 40–

60% acetonitrile in water containing 0.1% TFA)で精製した。目的物を含む画分を減圧下で濃縮し、

残渣を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で中和後、EtOAc (2 × 50 mL)で抽出した。合わせた有

機層を飽和食塩水 (50 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮し 6d (36 

mg, 39%)を淡黄色油状物として得た。MS (ESI+): 524.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 

2.13 (6H, s), 2.36 (2H, t, J = 6.4 Hz), 3.40 (2H, t, J = 6.4 Hz), 4.67 (2H, br s), 6.67 (1H, br s), 6.78–

6.92 (1H, m), 6.98 (1H, d, J = 1.1 Hz), 7.09–7.20 (3H, m), 7.30–7.44 (3H, m). HRMS (ESI): calcd for 

C24H21Cl3FN3OS [M + H]
+
 524.0528. Found 524.0543. 

 

N-(3,4-Dichlorobenzyl)-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-4-(4-fluorophenyl)-3-(trifluoromethyl)-4H-t

hieno[3,2-b]pyrrole-5-carboxamide (6e). 

4-(4-フルオロフェニル)-3-(トリフルオロメチル)-4H-チエノ[3,2-b]ピロール-5-カルボン酸

(310 mg)は、エチル 4-(4-フルオロフェニル)-3-(トリフルオロメチル)-4H-チエノ[3,2-b]ピロー

ル-5-カルボキシラート 25e (430 mg, 1.2 mmol)および 2 M NaOH (3 mL, 6.0 mmol)を用いて、5

と同様の方法により合成した。収率: 78%、無色固体。1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 7.23–7.33 

(2H, m), 7.39–7.46 (3H, m), 8.27 (1H, s), 12.65 (1H, br s). 

化合物 6e (133 mg)は 4-(4-フルオロフェニル)-3-(トリフルオロメチル)-4H-チエノ[3,2-b]ピ

ロール-5-カルボン酸 (101 mg, 0.31 mmol)、10 (91 mg, 0.37 mmol)、HATU (140 mg, 0.37 mmol)
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および i
Pr2EtN (100 mg, 0.77 mmol)を用いて、5 と同様の方法により合成した。収率: 78%、 淡

黄色油状物。MS (ESI+): 558.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.12 (6H, s), 2.25–2.44 (2H, 

m), 3.37 (2H, t, J = 6.4 Hz), 4.66 (2H, br s), 6.70 (2H, br s), 7.06–7.20 (3H, m), 7.38 (3H, dd, J = 8.7, 

4.7 Hz), 7.59 (1H, s). Anal. Calcd for C25H21Cl2F4N3OS: C, 53.77; H, 3.79; N, 7.52. Found: C, 54.01; 

H, 3.63; N, 7.40. 

 

3-Cyano-N-(3,4-dichlorobenzyl)-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-4-(4-fluorophenyl)-4H-thieno[3,2-b]

pyrrole-5-carboxamide (6f). 

化合物 6a (100 mg, 0.18 mmol)の NMP (0.5 mL)溶液にシアン化銅 (I) (55 mg, 0.62 mmol)を室

温で加え、混合物をマイクロ波照射下、220 °Cで45分間撹拌した。反応混合物をEtOAc (15 mL)

および飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (15 mL)で希釈し、水層を EtOAc (3 × 15 mL)で抽出し

た。合わせた有機層を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (15 mL)、水 (15 mL)および飽和食塩水 

(15 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマ

トグラフィ (NH、EtOAc / ヘキサン) で精製し 6f (44 mg, 49%)を黄色油状物として得た。MS 

(ESI+): 515.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.11 (6H, s), 2.35 (2H, d, J = 3.8 Hz), 3.31–

3.46 (2H, m), 4.66 (2H, br s), 6.74 (1H, br s), 6.90 (1H, br s), 7.13–7.24 (3H, m), 7.29–7.38 (1H, m), 

7.40–7.51 (2H, m), 7.81 (1H, d, J = 4.3 Hz). HRMS (ESI): calcd for C25H21Cl2FN4OS [M + H]
+
 

515.0870. Found 515.0836. 

 

5-Bromo-N-(3,4-dichlorobenzyl)-N-[2-(dimethylamino)ethyl]-3-(4-fluorophenyl)imidazo[1,2-a]py

ridine-2-carboxamide (7a). 

5-ブロモ-3-(4-フルオロフェニル)イミダゾ[1,2-a]ピリジン-2-カルボン酸 29a (451 mg, 1.3 

mmol)の DMF (6.0 mL) 溶液に 10 (349 mg, 1.4 mmol)、HATU (560 mg, 1.5 mmol)および i
Pr2EtN 

(433 mg, 3.4 mmol)を室温で加え、混合物を同温度で 24 時間撹拌した。反応混合物を EtOAc (15 

mL)および飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (15 mL)で希釈し、水層を EtOAc (3 × 15 mL)で抽出

した。合わせた有機層を水 (2 × 15 mL)および飽和食塩水 (15 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネ

シウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ (NH、EtOAc / ヘキサ

ン) で精製し 7a (591 mg, 78%)を無色結晶として得た。mp 114–116 °C. MS (ESI+): 563.1 [M + 

H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.04–2.20 (6H, m), 2.38–2.48 (2H, m), 3.38–3.45 (2H, m), 4.65–

4.80 (2H, m), 6.84–6.99 (1H, m), 7.02–7.19 (5H, m), 7.27–7.35 (1H, m), 7.36–7.41 (1H, m), 7.44–

7.51 (1H, m), 7.62–7.72 (1H, m). 
13

C NMR (151 MHz, DMSO-d6, the minor signals are marked 

with an asterisk) δ 41.6
*
, 44.9, 45.1

*
, 45.8, 46.9, 50.6

*
, 55.9

*
, 57.5, 113.8, 113.8

*
, 114.0

*
 (d, J 

= 21.6 Hz), 114.1 (d, J = 21.7 Hz), 117.0, 117.0
*
, 119.6

*
, 119.7, 124.0

*
, 124.3, 125.4

*
 (d, J = 

3.1 Hz), 125.5 (d, J = 3.2 Hz), 126.1
*
, 126.2, 127.3, 127.8

*
, 129.0, 129.3, 129.4

*
, 129.8

*
, 

130.2, 130.4
*
, 130.9, 131.0

*
, 134.3 (d, J = 8.6 Hz), 134.3

*
 (d, J = 8.6 Hz), 138.7

*
, 139.1, 140.1, 

140.2
*
, 145.1, 145.3

*
, 162.6

*
 (d, J = 246.2 Hz), 162.6 (d, J = 246.3 Hz), 164.8

*
, 165.2. Anal. 

Calcd for C25H22BrCl2FN4O: C, 53.21; H, 3.93; N, 9.93. Found: C, 53.44; H, 3.96; N, 10.04. 

 

Ethyl diazo(diethoxyphosphoryl)acetate (13). 
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60% 水素化ナトリウム (0.6 g, 15 mmol in mineral oil)と THF (100 mL)の混合物にエチル (ジ

エトキシホスホリル)アセタート 12 (2.2 g, 10 mmol)を 0 °C でゆっくりと滴下し、混合物を同

温度で 30 分間撹拌した。 反応混合物に 4-アセトアミドベンゼンスルホニル アジド (2.5 g, 

10.5 mmol) を 0 °C で加え、反応混合物を室温で 1 時間撹拌した。反応混合物を EtOAc/water 

(1:1, 200 mL)で希釈し、1 M HCl を加え pH 2 に調整し、水層を EtOAc (2 × 50 mL)で抽出した。

合わせた有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマ

トグラフィ (SI、EtOAc / ヘキサン) で精製し 13 (2.5 g, quantitative)を無色油状物として得た。

MS (ESI+): 251.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.24–1.41 (9H, m), 4.10–4.32 (6H, m). 

 

Ethyl 7-(4-fluorophenyl)-4-oxo-4H-thieno[3,4-c]pyran-6-carboxylate (14). 

4-(4-フルオロベンゾイル)チオフェン-3-カルボン酸 11 (1.0 g, 4.0 mmol)、13 (1.5 g, 6.0 mmol) 、

二ロジウム (II) テトラアセタート (18 mg, 0.04 mmol)およびトルエン (20 mL)の混合物を 

80 °C で 3 時間撹拌した。室温まで冷却した後、反応混合物に 1,8-ジアザビシクロ[5.4.0]ウン

デカ-7-エンを室温で加え、同温度で終夜撹拌した。反応混合物を EtOAc/water (1:1, 100 mL)

で希釈し、1 M HCl を加え pH 1 に調整し、水層を EtOAc (2 × 50 mL)で抽出した。合わせた

有機層を無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフ

ィ (SI、EtOAc / ヘキサン) で精製し 14 (1.3 g, quantitative)を無色アモルファス状固体として 

得た。MS (ESI+): 319.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.14 (3H, t, J = 7.2 Hz), 4.17 (2H, q, 

J = 7.0 Hz), 7.12 (1H, d, J = 3.2 Hz), 7.14–7.21 (2H, m), 7.28–7.35 (2H, m), 8.55 (1H, d, J = 3.2 Hz). 

 

Ethyl 3-(4-fluorophenyl)-2-hydroxy-3-(4-((2-hydroxyethyl)carbamoyl)-3-thienyl)acrylate (15a). 

化合物 14 (160 mg, 0.50 mmol)の THF (2.0 mL)溶液に 2-アミノエタノール (60 mg, 1.0 mmol)

を室温で加え、混合物を同温度で 18 時間撹拌した。反応混合物を EtOAc/water (1:1, 40 mL)で

希釈し、水層を EtOAc (2 × 20 mL)で抽出した。合わせた有機層を無水硫酸マグネシウムで乾

燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ (SI、EtOAc / ヘキサン) で精製し

15a (150 mg, 80%)を無色アモルファス状固体として得た。MS (ESI+): 380.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 1.24 (3H, t, J = 7.2 Hz), 2.33 (1H, t, J = 4.6 Hz), 3.22–3.34 (1H, m), 3.68–3.89 

(2H, m), 4.04–4.12 (1H, m), 4.20 (2H, q, J = 7.0 Hz), 4.83 (1H, s), 5.27 (1H, s), 6.75 (1H, dd, J = 3.0, 

1.5 Hz), 6.98–7.08 (2H, m), 7.30–7.37 (2H, m), 8.17 (1H, d, J = 3.0 Hz). 

 

Ethyl 

3-(4-((2-(dimethylamino)ethyl)carbamoyl)-3-thienyl)-3-(4-fluorophenyl)-2-hydroxyacrylate 

(15b). 

化合物 15b (370 mg)は、14 (320 mg, 1.0 mmol)および N,N-ジメチルエタン-1,2-ジアミン 49 

(180 mg. 2.0 mmol)を用いて、15a と同様の方法により合成した。収率: 91%、無色アモルファ

ス状固体。MS (ESI+): 407.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.16 (3H, t, J = 7.2 Hz), 2.01 

(6H, s), 2.15–2.22 (2H, m), 2.48–2.61 (1H, m), 2.89–3.02 (1H, m), 4.08–4.21 (2H, m), 4.31–4.41 (1H, 

m), 4.82 (1H, s), 6.80 (1H, dd, J = 3.1, 1.2 Hz), 6.96–7.05 (2H, m), 7.21–7.28 (2H, m), 8.14 (1H, d, J 

= 3.2 Hz). 
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10-(4-Fluorophenyl)-3,4-dihydro-1H,6H-thieno[3',4':4,5]pyrido[2,1-c][1,4]oxazine-1,6-dione 

(16a). 

化合物 15a (150 mg, 0.40 mmol) のトルエン (5.0 mL)溶液に 4-トルエンスルホン酸 一水和

物 (95 mg, 0.50 mmol)を室温で加え、混合物を 120 °C で 2 時間加熱還流した。反応混合物を

EtOAc/water (1:1, 40 mL)で希釈し、水層 EtOAc で抽出した。合わせた有機層を無水硫酸マグ

ネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ (SI、EtOAc / ヘキサ

ン) で精製し 16a (100 mg, 80%)を無色アモルファス状固体として得た。MS (ESI+): 316.0 [M + 

H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 4.35–4.42 (2H, m), 4.56–4.62 (2H, m), 7.13–7.20 (2H, m), 7.21 

(1H, d, J = 3.4 Hz), 7.26–7.31 (2H, m), 8.48 (1H, d, J = 3.2 Hz). 

 

Ethyl 

5-(2-(dimethylamino)ethyl)-7-(4-fluorophenyl)-4-oxo-4,5-dihydrothieno[3,4-c]pyridine-6-carbox

ylate (16b). 

化合物 16b (380 mg)は、15b (400 mg, 0.98 mmol)および 4-トルエンスルホン酸 一水和物 

(190 mg, 1.0 mmol)を用いて、16a と同様の方法により合成した。収率: quantitative、無色アモ

ルファス状固体。MS (ESI+): 389.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 0.96 (3H, t, J = 7.2 Hz), 

2.32 (6H, s), 2.63–2.72 (2H, m), 4.03 (2H, q, J = 7.2 Hz), 4.07–4.15 (2H, m), 7.08 (1H, d, J = 3.2 Hz), 

7.09–7.17 (2H, m), 7.32–7.40 (2H, m), 8.42 (1H, d, J = 3.4 Hz). 

 

Ethyl 3-(4-fluorophenyl)-1-methyl-1H-indole-2-carboxylate (18). 

化合物 17 (496 mg, 1.8 mmol)の DME (13 mL)溶液に 4-フルオロフェニルボロン酸 (492 mg, 

3.5 mmol)、PdCl2(dppf)·CH2Cl2 (144 mg, 0.18 mmol)および 2 M 炭酸セシウム水溶液 (2.7 mL, 

5.4 mmol)を室温で加え、窒素雰囲気下、混合物を 90 °C で 2 時間撹拌した。減圧下、溶媒を

留去した後、残渣を EtOAc (30 mL)および飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (30 mL)で希釈し、

不溶物を濾去し、濾液の水層を EtOAc (3 × 30 mL)で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水

で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフ

ィ (NH、EtOAc / ヘキサン) で精製し 18 (418 mg, 80%)を淡黄色油状物として得た。MS (ESI+): 

297.9 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.08 (3H, t, J = 7.1 Hz), 4.08 (3H, s), 4.19 (2H, q, J = 

7.1 Hz), 7.06–7.17 (3H, m), 7.34–7.43 (4H, m), 7.47–7.53 (1H, m). 

 

Ethyl 3-bromo-1-(4-fluorophenyl)-1H-indole-2-carboxylate (20). 

エチル 3-ブロモ-1H-インドール-2-カルボキシラート 19 (516 mg, 1.9 mmol)のトリフルオロ

メチルベンゼン (20 mL)溶液に酢酸銅 (II) (700 mg, 3.9 mmol)、Et3N (390 mg, 3.9 mmol)、ピリ

ジン (305 mg, 3.9 mmol)、4-フルオロフェニルボロン酸 (540 mg, 3.9 mmol)およびモレキュラ

ーシーブ 4A (500 mg)を室温で加え、混合物を同温度で 30 分間、次いで 45 °C で 1 時間 30 分

撹拌した。減圧下、溶媒を留去した後、残渣を EtOAc (20 mL)および飽和炭酸水素ナトリウム

水溶液 (20 mL)で希釈し、水層を EtOAc (3 × 20 mL)で抽出した。合わせた有機層を飽和炭酸
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水素ナトリウム水溶液 (20 mL)および飽和食塩水 (20 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで

乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ (NH、EtOAc / ヘキサン) で精

製し 20 (546 mg, 78%)を無色固体として得た。1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.19 (3H, t, J = 7.1 

Hz), 4.23 (2H, q, J = 7.2 Hz), 7.02 (1H, d, J = 7.9 Hz), 7.16–7.24 (2H, m), 7.26–7.36 (4H, m), 7.73 

(1H, d, J = 7.2 Hz). 

 

Ethyl 1-(4-fluorophenyl)-3-methyl-1H-indole-2-carboxylate (21). 

化合物 20 (312 mg, 0.86 mmol)の DMF (3 mL)溶液にテトラメチルスズ (IV) (358 μL, 2.6 

mmol)および PdCl2(dppf)·CH2Cl2 (70 mg, 0.086 mmol)を室温で加え、混合物を、窒素雰囲気下、

120 °C で 1 時間撹拌した。反応混合物を EtOAc (20 mL)および水 (20 mL)で希釈し、水層を

EtOAc (3 × 20 mL)で抽出した。合わせた有機層を水および飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸マ

グネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ (NH、EtOAc / ヘ

キサン) で精製し 21 (244 mg, 95%)を無色固体として得た。1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.16 

(3H, dt, J = 1.5, 7.1 Hz), 2.67 (3H, d, J = 1.5 Hz), 4.19 (2H, dq, J = 1.5, 7.1 Hz), 6.97–7.04 (1H, m), 

7.13–7.22 (3H, m), 7.25–7.32 (3H, m), 7.72 (1H, d, J = 7.9 Hz). 

 

Ethyl 2-azido-3-(4-bromo-2-thienyl)acrylate (23). 

エチル 2-アジド アセタート (172 g, 1.5 mol)および 4-ブロモチオフェン-2-カルバルデヒド

22 (82 g, 0.43 mol)の EtOH (700 mL)溶液に、ナトリウム エトキシド (102 g, 1.5 mol)の EtOH 

(500 mL)溶液を−10 °C でゆっくりと滴下し、混合物を同温度で 1 時間 30 分、次いで室温で 1 h

撹拌した。反応混合物を氷水に加え、析出物を濾取し、減圧下乾燥させ 23 (39 g, 30%)を固体

として得た。1
H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 1.39 (3H, t, J = 7.2 Hz), 4.34 (2H, q, J = 7.2 Hz), 7.03 

(1H, s), 7.26 (1H, s), 7.36 (1H, s). 

 

Ethyl 3-bromo-4H-thieno[3,2-b]pyrrole-5-carboxylate (24). 

化合物 23 (38 g, 126 mmol)のキシレン(300 mL)溶液を煮沸したキシレン (500 mL)に加え、混

合物を 120 °C で 2 時間撹拌した。室温まで冷却した後、反応混合物を減圧下濃縮した。残渣

を EtOAc (300 mL)に溶解させ、シリカパッド(NH、EtOAc / ヘキサン)に通過させ、濾液を減

圧下濃縮した。得られた懸濁液に 5% EtOAc / ヘキサンを加え撹拌した後、固体を濾取し 24 

(29g, yield 85%) を黄色固体として得た。1
H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 1.42 (3H, t, J = 7.2 Hz), 

4.42 (2H, q, J = 7.2 Hz), 7.18 (1H, d, J = 1.6 Hz), 7.25 (1H, s), 9.20 (1H, br s). 

 

Ethyl 3-bromo-4-(4-fluorophenyl)-4H-thieno[3,2-b]pyrrole-5-carboxylate (25a). 

化合物 24 (1.5 g, 5.5 mmol)のトリフルオロメチルベンゼン (60 mL)溶液に 4-フルオロフェニ

ルボロン酸 (1.9 g, 13.6 mmol)、酢酸銅 (II) (2.5 g, 13.7 mmol)、モレキュラーシーブ 3A (5 g)、

Et3N (1.9 mL, 13.6 mmol)およびピリジン (2.2 mL, 27 mmol)を室温で加え、混合物を開放空気系

にて室温で 21 時間撹拌した。反応混合物を EtOAc (200 mL)、ヘキサン (70 mL)および 14% ア

ンモニア水 (conc.NH3/water 1:1, 200 mL)で希釈し、水層を EtOAc/ヘキサン (5:2, 70 mL)で抽出
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した。合わせた有機層を水および飽和食塩水 (200 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾

燥させ、不溶物を濾去した。濾液をシリカパッド(NH、EtOAc)に通過させ、濾液を減圧下濃

縮した。残渣に i
Pr2O / ヘキサン (1:2, 15 mL)を加え、析出物を濾取した後、ヘキサンで洗浄

し 25a (1.7 g, 85%)を無色固体として得た。1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.10 (3H, t, J = 7.1 

Hz), 4.08 (2H, q, J = 7.1 Hz), 7.17–7.38 (2H, m), 7.38–7.57 (3H, m), 7.71 (1H, s). 

 

Ethyl 4-(4-fluorophenyl)-3-(trifluoromethyl)-4H-thieno[3,2-b]pyrrole-5-carboxylate (25e). 

化合物 25a (619 mg, 1.7 mmol)の DMF / トルエン (1:1, 24 mL)溶液にカリウム トリフルオ

ロアセタート (1020 mg, 6.7 mmol)およびヨウ化銅 (I) (640 mg, 3.4 mmol)を室温で加え、混合

物を 160 °C で 4 時間撹拌した。 反応混合物をを EtOAc (20 mL)および飽和炭酸水素ナトリウ

ム水溶液 (20 mL)で希釈し、不溶物を濾去し、濾液の水層を EtOAc (3 × 15 mL)で抽出した。

合わせた有機層を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (15 mL)、水 (2 × 15 mL)および飽和食塩水 

(15 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマ

トグラフィ (NH、EtOAc / ヘキサン) で精製し 25e (430 mg, 72%)を黄色油状物として得た。

MS (ESI+): 358.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.20 (3H, t, J = 7.2 Hz), 4.16 (2H, q, J = 

7.2 Hz), 7.09–7.18 (2H, m), 7.31 (2H, dd, J = 8.7, 4.9 Hz), 7.37 (1H, s), 7.73 (1H, s). 

 

Methyl 3-chloro-3-(4-fluorophenyl)-2-oxopropanoate (27a)  

4-フルオロベンズアルデヒド 26a (5.1 g, 41.1 mmol)の THF (40 mL)溶液にジクロロ酢酸メチ

ル (7.6 g, 53.2 mmol)を加え、混合物を 0 °C まで冷却した。混合物にナトリウム メトキシド 

(2.9 g, 53.7 mmol) を 0 °C でゆっくりと加え、反応混合物を同温度で 10 分間、次いで室温で

50 分間撹拌した。反応混合物を 85 °C まで加熱し、同温度で 2 時間撹拌した。反応混合物を

室温まで冷却した後、 EtOAc (90 mL)および水 (60 mL)で希釈した。有機層を飽和食塩水 (30 

mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグ

ラフィ (SI、EtOAc / ヘキサン)で精製し 27a (6.58 g, 70%)を黄色油状物として得た。1
H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 3.86 (3H, s), 6.14 (1H, s), 7.09 (2H, t, J = 8.6 Hz), 7.36–7.47 (2H, m). 

 

Methyl 5-bromo-3-(4-fluorophenyl)imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylate hydrochloride (28a) 

2-アミノ-6-ブロモピリジン(1.0 g, 5.85 mmol)の EtOH (5 mL)溶液に 27a (1.95 g, 8.47 mmol)の 

EtOH (3 mL)溶液を加え、混合物を 90 °C で 12 時間加熱還流した。反応混合物を室温まで冷却

した後、減圧下、溶媒量が約 3.0 mL になるまで濃縮し、残渣を EtOAc (4.0 mL)で希釈した。 析

出した固体を濾取し、EtOAc で洗浄し 28a (1.20 g, 53%)を無色結晶として得た。mp.: 192–

194 °C. MS (ESI+): 349.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 3.66 (3H, s), 7.23–7.32 (2H, 

m), 7.34–7.41 (2H, m), 7.48–7.59 (2H, m), 7.76–7.85 (1H, m). 

 

5-Bromo-3-(4-fluorophenyl)imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylic acid (29a). 

化合物 28a (1.2 g, 3.4 mmol)の EtOH (6.0 mL)および THF (4.0 mL) 溶液に 2 M NaOH (7.0 

mL)を加え、混合物を 65 °C で 30 分間撹拌した。反応混合物を室温まで冷却した後、減圧下
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濃縮した。残渣を 0 °C にて水 (100 mL)および 6 M HCl (2.5 mL)で希釈し、析出した固体を濾

取し、水 (2 × 10 mL)で洗浄し 29a (940 mg, 91%)を無色固体として得た。MS (ESI+): 335.0 [M + 

H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 7.18–7.32 (4H, m), 7.44–7.56 (2H, m), 7.70–7.81 (1H, m), 

12.63 (1H, br s). 

 

計算化学 

CENP-E ドッキングモデルの構築  

CENP-Eホモロジーモデルは、Eg5タンパクと阻害剤との共結晶構造 27
 (PDB: 2GM1)を基に、

MOE (version 2008.1002)
 45を用いて構築した。構築したホモロジーモデルは、Amber99 力場お

よび距離依存誘電率 (r)を用いて最適化した。化合物 1b のドッキングモデルを構築するにあ

たり、2GM1結晶内の阻害剤と同様の結合様式を 1bが有すると仮定した。化合物 1bとCENP-E

タンパクとが立体反発したため、L5 サイト内の幾つかのアミノ酸残基の位置を、MMFF94s

力場および距離依存誘電率 (4r)を用いたエネルギー極小化により修正した。他のデザイン化

合物のドッキングモデルは、同様の条件下で、1b を基にエネルギーの極小化により手動修正

することで構築した。  

 

静電ポテンシャルマップ (EPM)解析 

デザイン化合物に関する静電ポテンシャルマップは次に示す方法により計算した。部分電

荷、局所エネルギー最小配座および分子表面は、MOE (version 2008.1002)
45を用いて計算した。

各工程における力場として MMFF94x を用いた。分子表面は、solid display 様式のコノリー表

面を使用し、静電ポテンシャルに基づき着色した (Transparency of front: 64; Electrostatic color 

map ranges: from -15(赤) through 0 (白) to +15(青))。 

 

生物評価 

CENP-E酵素アッセイ  

CENP-E の ATPase アッセイは、62.5 ng/mL の CENP-E モーター領域 (Cytoskeleton)、22 

μg/mL の微小管 (Cytoskeleton)および 25 μM の ATP 存在下で実施した。反応は、6 μL の反応

緩衝溶液 (20 mM PIPES-KOH, pH 6.8, 3.0 mM MgCl2, 3.0 mM KCl, 1.0 mM EGTA, 1.0 mM 

dithiothreitol, 0.01% w/v Brij35, and 0.2% w/v BSA)中、室温で 1 時間実施した。ATPase 反応に

より生成した ADP 量を ADP-Glo (Promega)を用いて測定した。発光は Envision (PerkinElmer 

Inc., MA)で測定した。 

 

細胞周期の同期 

ヒト子宮頸癌細胞株 HeLa 細胞を６穴マルチウェルプレートに 1×10
5細胞/ウェルの濃度で

播種し、10%ウシ血清を含む Dulbeccos’s Modified Eagle medium (DMEM+10%FBS)で炭酸ガス

インキュベーター (5% CO2、37°C)中で細胞がプレート面に接着するまで培養した。2 mM の

チミジン(Sigma Aldrich, USA)を含むDMEM+10%FBSで 16時間処理を行ったのち (1
st
 block)、

チミジンを含まない DMEM+10%FBS で 8 時間培養した。再度、2 mM のチミジンを含む
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DMEM+10%FBS で 16 時間処理を行ったのち  (2
nd

 block)、チミジンを含まない

DMEM+10%FBS で、細胞周期が G2 期到達するまで 7 時間培養を行い、テスト化合物を添加

した。テスト化合物添加 4 時間後に細胞をトリプシン処理し、細胞を回収し、70%エタノー

ルで固定を行い細胞周期解析に用いた。 

 

FACS 解析 

FACS 解析は下記の手法を用いて行った 54。細胞周期を G2 期に同期化した HeLa 細胞をテ

スト化合物で 4 時間処理を行った後、トリプシン処理で細胞を回収し 70%エタノールを用い

一晩−20 度で固定を行った。固定後のサンプルを 4% FBS を含む PBS溶液 (FACS バッファー)

で 2 回洗浄し、FACS バッファーで希釈した AlexaFluor 488-conjugated anti-phosho Histone H3 

antibody (1:20 dilution; cell signaling, USA)と RNase (0.2 mg/ml; Invitrogen)の反応液 100 μL で室

温、遮光条件下で 30 分インキュベートを行った。染色後の細胞サンプルを FACS バッファー

で 3 回洗浄し、10 mg/mL of propidium iodide (PI; Sigma Aldrich, USA)を含む FACS バッファー

に懸濁した。1 万細胞中の pHH3 陽性細胞を FACScalibur (Becton, Fickson and Company, NJ, 

USA)で検出した。pHH3 陽性細胞の割合は下記の式で求めた。 

% pHH3 陽性細胞= pHH3 陽性細胞数 / (1 万−デブリス細胞) × 100. 

 

膜透過試験 (PAMPA) 

フィルター表面に GIT-0 Lipid Solution (pION 社製)を塗布した PAMPA サンドイッチプレー

ト (pION 社製)の Donor 側ウェルに 10mmol/L の評価化合物を添加した PRISMA HT universal 

Buffer (pION 社製、pH7.4 に調整)、Acceptor 側ウェルに Acceptor Sink Buffer (pION 社製)を加

え、サンドイッチした後、室温で 3 時間インキュベートした。インキュベート後、サンドイ

ッチプレートを分離し、吸光プレートリーダ (Spectra Max 190、モレキュラーデバイス社製)

により 250–400nm の吸光度を測定した。得られた吸光度の積算値を用い、膜透過速度(Pe, 

nm/sec)を算出した。 

 

第 3 章に関する実験項 

 

合成 

 

5-Bromo-3-(2-chloro-4-fluorophenyl)-N-(3,4-dichlorobenzyl)-N-[2-(dimethylamino)ethyl]imidaz

o[1,2-a]pyridine-2-carboxamide hydrochloride (7b) 

化合物 29b (185 mg, 0.50 mmol)および 10 (124 mg, 0.50 mmol)の THF (2 mL)およびピリジン 

(1 mL)溶液に、HATU (228 mg, 0.60 mmol)を室温で加え、混合物を 70 °C で 1 時間撹拌した。 反

応混合物を室温まで冷却した後、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (20 mL)を加え反応を停止

させ、水層を EtOAc (2 × 20 mL)で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水 (20 mL)で洗浄し、

無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ (NH、

EtOAc / ヘキサン) で精製し、目的物を含む画分を減圧下濃縮した。残渣に Et2O (10 mL)およ
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び 4 M HCl / EtOAc (0.2 mL, 0.80 mmol)を室温で加え、析出物を濾取した後、Et2O で洗浄し 7b 

(263 mg, 83%)を無色アモルファス状固体として得た。MS (ESI+): 597.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 

MHz, DMSO-d6) δ 2.65–2.83 (6H, m), 3.09–3.88 (4H, m), 4.54–5.10 (2H, m), 7.08–7.94 (9H, m), 

10.27–10.66 (1H, m). Anal. Calcd for C25H21BrCl3FN4O·HCl·1.5H2O: C, 45.34; H, 3.81; N, 

8.46.Found: C, 45.13; H, 3.78; N, 8.27. 

 

5-Bromo-3-(3-chloro-4-fluorophenyl)-N-(3,4-dichlorobenzyl)-N-[2-(dimethylamino)ethyl]imidaz

o[1,2-a]pyridine-2-carboxamide dihydrochloride (7c) 

化合物 29c (150 mg, 0.41 mmol)の THF (3 mL)溶液に 10 (100 mg, 0.40 mmol)の THF (1 mL)溶

液、HATU (228 mg, 0.60 mmol)および Et3N (275 μL, 2.0 mmol)を室温で加え、混合物を同温度

で 14 時間撹拌した。反応混合物を EtOAc (40 mL)および飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (40 

mL)で希釈し、水層を EtOAc (40 mL)で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水 (40 mL)で洗

浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ 

(NH、EtOAc / ヘキサン) で精製し、目的物を含む画分を減圧下濃縮した。残渣に EtOAc (1.0 

mL)および 4 M HCl / EtOAc (1.0 mL, 4.0 mmol)を室温で加え、反応混合物を 15 分間撹拌した。

反応混合物に Et2O (5 mL)を加え、析出物を濾取した後、Et2O で洗浄し 7c (102 mg, 38%)を無

色固体として得た。MS (ESI+): 597.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 2.64–2.88 (6H, 

m), 3.05–3.24 (1H, m), 3.42–3.72 (3H, m), 4.52–4.88 (2H, m), 6.82–7.99 (9H, m), 10.06–10.72 (1H, 

m). Anal. Calcd for C25H21BrCl3FN4O·2HCl: C, 44.71; H, 3.45; N, 8.34. Found: C, 44.86; H, 3.73; N, 

8.32. 

 

5-Bromo-N-(3,4-dichlorobenzyl)-3-(3,4-difluorophenyl)-N-[2-(dimethylamino)ethyl]imidazo[1,2-

a]pyridine-2-carboxamide (7d) 

化合物 7d (170 mg)は 29d (144 mg, 0.41 mmol)および 10 (89 mg, 0.36 mmol) を用いて、7a と

同様の方法により合成した。収率: 71%、無色アモルファス状固体。MS (ESI+): 581.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.86–2.11 (6H, m), 2.15–2.42 (2H, m), 3.18–3.63 (2H, m), 4.49–

4.71 (2H, m), 7.05–7.89 (9H, m). Anal. Calcd for C25H21BrCl2F2N4O: C, 51.57; H, 3.64; N, 9.62. 

Found: C, 51.73; H, 3.80; N, 9.40. 

 

5-Bromo-N-(3,4-dichlorobenzyl)-N-[2-(dimethylamino)ethyl]-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)imidaz

o[1,2-a]pyridine-2-carboxamide dihydrochloride (7e) 

化合物 7e (437 mg)は 29e (300 mg, 0.86 mmol)および 10 (212 mg, 0.86 mmol)を用いて、7b と

同様の方法により合成した。収率: 83%、無色アモルファス状固体。MS (ESI+): 577.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 2.20–2.28 (3H, m), 2.74 (6H, t, J = 4.2 Hz), 3.03–3.76 (4H, m), 

4.48–4.85 (2H, m), 6.88–7.46 (7H, m), 7.46–7.72 (1H, m), 7.69–7.92 (1H, m), 9.74–10.25 (1H, m). 

Anal. Calcd for C26H24BrCl2FN4O·2HCl·1H2O: C, 46.66; H, 4.22; N, 8.37. Found: C, 46.68; H, 4.24; 

N, 8.49. 
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5-Bromo-N-(3,4-dichlorobenzyl)-N-[2-(dimethylamino)ethyl]-3-(4-fluoro-3-methoxyphenyl)imid

azo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide dihydrochloride (7f) 

化合物 7f (53 mg)は 29f (60 mg, 0.20 mmol)および 10 (55 mg, 0.20 mmol)を用いて、7b と同様

の方法により合成した。収率: 45%、無色アモルファス状固体。MS (ESI+): 593.1 [M + H]
+
. 

1
H 

NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 2.72 (6H, d, J = 4.5 Hz), 2.94–3.69 (4H, m), 3.77 (3H, s), 4.57–4.75 

(2H, m), 6.89–7.14 (2H, m), 7.20–7.44 (5H, m), 7.46–7.65 (1H, m), 7.70–7.95 (1H, m), 9.94–10.64 

(1H, m). Anal. calcd for C26H24BrCl2FN4O2·2HCl·1.5H2O: C; 44.98, H; 4.21, N; 8.07. Found: C; 

44.92, H; 4.34, N; 8.06. 

 

tert-Butyl 

[2-{(3,4-dichlorobenzyl)[2-(dimethylamino)ethyl]carbamoyl}-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)imidaz

o[1,2-a]pyridin-5-yl]methylcarbamate (7g′) 

化合物 26e (691 mg, 5.0 mmol)の THF (15 mL)溶液にジクロロ酢酸メチル(858 g, 6.0 mmol)を

加え、混合物を−78 °C に冷却した。混合物にナトリウム メトキシド (324 mg, 6.0 mmol)を 

−78°C でゆっくりと加え、反応混合物を室温まで昇温しながら 30 分間撹拌した。反応混合物

を減圧下濃縮し、残渣を水 (40 mL)で希釈し、水層を EtOAc/Et2O (1:1, 40 mL)で抽出した。合

わせた有機層を飽和食塩水 (30 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃

縮し、残渣を EtOH (20 mL)に溶解させた。混合物に tert-ブチル (6-アミノピリジン-2-イル)カ

ルバマート 7 (1.05 g, 5.0 mmol)を室温で加え、混合物を 90 °C で 4 時間加熱還流した。反応混

合物を室温まで冷却した後、減圧下濃縮した。反応混合物を EtOAc および飽和炭酸水素ナト

リウム水溶液で希釈し、水層を EtOAc (2 × 50 mL)で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水 

(40 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマ

トグラフィ (NH、EtOAc / ヘキサン)で精製し、メチルエステル体 28g′およびエチルエステル

体 30g′ (514 mg)の混合物を黄色固体として得た。28g′/30g′ (ca. 7 : 3) の含有比率は 1
H NMR に

より決定した。For 28g′: MS (ESI+):  400.2 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.36 (9H, s), 

2.37 (3H, d, J = 1.5 Hz), 3.86 (3H, s, CH3), 6.49 (1H, s), 7.14–7.24 (2H, m), 7.28–7.41 (3H, m), 7.45–

7.53 (1H, m). For 30g′: MS (ESI+):  414.2 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.29 (3H, t, J = 

7.2 Hz, CH3), 1.36 (9H, s), 2.37 (3H, d, J = 1.5 Hz), 4.31 (2H, q, J = 7.2 Hz, CH2), 6.49 (1H, s), 7.10–

7.23 (2H, m), 7.28–7.39 (3H, m), 7.46–7.53 (1H, m).  

化合物 28g′および 30g′の混合物 (121 mg)の DMF (2 mL)溶液に 60% 水素化ナトリウム (14 

mg, 0.36 mmol in mineral oil) およびヨウ化メチル (37 μL, 0.60 mmol)を室温で加え、混合物を

同温度で 2 時間撹拌した。反応混合物を EtOAc および水で希釈し、水層を EtOAc (2 × 30 mL)

で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水 (30 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥

させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ (SI、EtOAc / ヘキサン)で精製し、

メチルエステル体 28g およびエチルエステル体 30g (107 mg)の混合物を黄色固体として得た。 

化合物 28g/30g (ca. 7:3) の含有比率は 1
H NMRにより決定した。For 28g; MS (ESI+): 414.2 [M + 

H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.28–1.34 (9H, m), 2.26–2.38 (3H, m), 2.48–2.62 (3H, m), 3.85 

(3H, s, CH3), 6.58 (1H, d, J = 6.6 Hz), 6.98–7.12 (1H, m), 7.13–7.37 (3H, m), 7.65–7.72 (1H, m). 30g; 

MS (ESI+):  428.2 [M + H]
+
.
. 1

H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.21–1.29 (3H, m, CH3), 1.28–1.43 (9H, 
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m), 2.26–2.38 (3H, m), 2.63–2.79 (3H, m), 4.29 (2H, q, J = 7.1 Hz, CH2), 6.65–6.74 (1H, m), 6.98–

7.11 (1H, m), 7.13–7.35 (3H, m), 7.69–7.75 (1H, m).  

化合物 28g および 30g の混合物 (107 mg)の MeOH (2 mL)および THF (2 mL)溶液に、1 M 

NaOH (1 mL)を室温で加え、混合物を 60 °C で 1 時間撹拌した。反応混合物を室温まで冷却し

た後、水 (20 mL)で希釈した。水層を EtOAc (2 × 30 mL)で抽出し、合わせた有機層を飽和食

塩水 (30 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮し、crude material of 

5-[(tert-ブトキシカルボニル)(メチル)アミノ]-3-(4-フルオロ-3-メチルフェニル)イミダゾ[1,2-a]

ピリジン-2-カルボン酸 29g の粗生成物を得た。得られた 29g を THF (3 mL)に溶解させ、10 (64 

mg, 0.26 mmol)、HATU (119 mg, 0.31 mmol)およびピリジン (0.5 mL)を室温で加えた。反応混

合物を同温度で終夜撹拌した。反応混合物を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (20 mL)で希釈

し、水層を EtOAc (2 × 30 mL)で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水 (30 mL)で洗浄し、

無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ (NH、

EtOAc / ヘキサン) で精製し、7g′ (117 mg, 16% in 4 steps from 26e)を無色油状物として得た。 

MS (ESI+): 628.3 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.28–1.42 (9H, m), 1.99–2.72 (14H, m), 

3.26–3.63 (2H, m), 4.53–4.87 (2H, m), 6.50–6.78 (1H, m), 6.85–7.48 (7H, m), 7.57–7.66 (1H, m).  

 

N-(3,4-Dichlorobenzyl)-N-[2-(dimethylamino)ethyl]-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)-5-(methylamin

o)imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide dihydrochloride (7g) 

化合物 7g′ (117 mg, 0.19 mmol)および TFA (0.5 mL)の混合物を室温で 1 時間撹拌した。反応

混合物を EtOAc および飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で希釈し、水層を EtOAc (2 × 30 mL)

で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水 (30 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥

させ、減圧下濃縮した。残渣を Et2O (4 mL)および EtOAc (1 mL)に溶解させ、4 M HCl / EtOAc 

(0.2 mL, 0.8 mmol)および Et2O (5 mL)を加えた。析出物を濾取し、Et2O で洗浄し、7g (80 mg, 

71%)を無色固体として得た。MS (ESI+): 528.2 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 2.22–

2.30 (3H, m), 2.67–2.87 (9H, m), 3.10–3.70 (4H, m), 4.16–4.92 (4H, m), 6.04–6.31 (1H, m), 7.01–

7.95 (8H, m), 9.57–10.82 (1H, m). Anal. Calcd for C27H28Cl2FN5O·2HCl·2.8H2O: C, 49.75; H, 5.51; 

N, 10.74. Found: C, 49.86; H, 5.31; N, 10.74. 

 

N-(3,4-Dichlorobenzyl)-N-[2-(dimethylamino)ethyl]-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)-5-methoxyimid

azo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide (7h) 

化合物 7e (148 mg, 0.26 mmol)の DMF (1.2 mL)溶液にナトリウム メトキシド (28 mg, 0.51 

mmol)を室温で加え、混合物を同温度で 12 時間撹拌した。反応混合物に EtOAc (15 mL)およ

び水 (15 mL)を加え、水層を EtOAc (2 × 10 mL)で抽出した。合わせた有機層を水 (2 × 10 mL)

および飽和食塩水 (15 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。

残渣をカラムクロマトグラフィ (NH、EtOAc / ヘキサン)で精製し 7h (68 mg, 49%)を紫色油状

物として得た。MS (ESI+): 529.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.01–2.19 (6H, m), 2.29 

(3H, br s), 2.32–2.50 (2H, m), 3.32–3.49 (2H, m), 3.73 (3H, d, J = 9.6 Hz), 4.66 (2H, d, J = 4.2 Hz), 

5.96–6.06 (1H, m), 6.85–7.09 (3H, m), 7.15–7.24 (3H, m), 7.27–7.34 (2H, m). 
13

C NMR (151 MHz, 

DMSO-d6, the minor signals are marked with an asterisk) δ 14.0
#
, 14.1

*#
, 41.8

*
, 44.8, 45.1

*
, 45.9, 47.1, 
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50.5
*
, 55.9

*
, 56.5, 56.5

*
, 57.4, 89.9, 90.0

*
, 109.3, 109.3

*
, 113.4

* 
(d, J = 22.5 Hz), 113.4

 
(d, J = 22.3 Hz), 

121.0
*
, 121.5, 122.3

* 
(d, J = 17.4 Hz), 122.4

 
(d, J = 17.6 Hz), 126.2

* 
(d, J = 3.6 Hz), 126.5

 
(d, J = 3.6 

Hz), 127.2, 127.2
*
, 127.5, 127.7

*
, 129.1, 129.3

*
, 129.3, 129.7

*
, 129.9

 
(d, J = 8.2 Hz), 129.9

* 
(d, J = 8.2 

Hz), 130.2, 130.3
*
, 130.8, 130.9

*
, 133.6

* 
(d, J = 4.9 Hz), 133.8

 
(d, J = 5.2 Hz), 138.7

*
, 138.8, 138.9

*
, 

139.3, 145.1, 145.3
*
, 151.7, 151.7

*
, 160.2

* 
(d, J = 243.9 Hz), 160.2

 
(d, J = 244.2 Hz), 165.6

*
, 165.9 

(
#
assignments may be interchangeable). Anal. Calcd for C27H27Cl2FN4O2·1.5H2O: C, 58.28; H, 5.43; N, 

10.07. Found: C, 58.19; H, 5.31; N, 9.87. 

 

N-(3,4-Dichlorobenzyl)-N-[2-(dimethylamino)ethyl]-5-ethynyl-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)imida

zo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide dihydrochloride (7i) 

化合物 7i (78 mg)は 29i (55.0 mg, 0.187 mmol)および 10 (42 mg, 0.17 mmol)を用いて、7c と同

様の方法により合成した。収率: 77%、無色アモルファス状固体。MS (ESI+): 523.2 [M + H]
+
. 

1
H 

NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 2.25 (3H, d, J = 0.8 Hz), 2.67–2.82 (6H, m), 3.10–3.78 (4H, m), 4.55–

4.65 (2H, m), 4.74–4.81 (1H, m), 7.06–7.46 (7H, m), 7.50–7.66 (1H, m), 7.73–7.91 (1H, m), 9.99–

10.50 (1H, m). Anal. Calcd for C28H25Cl2FN4O·2HCl·0.8H2O: C, 55.06; H, 4.72; N, 9.17. Found: C, 

55.11; H, 4.68; N, 9.10. 

 

5-Cyclopropyl-N-(3,4-dichlorobenzyl)-N-[2-(dimethylamino)ethyl]-3-(4-fluoro-3-methylphenyl) 

imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide dihydrochloride (7j) 

化合物 7j (83 mg)は 29j (85 mg, 0.275 mmol)および 10 (61.8 mg, 0.25 mmol)を用いて、7c と同

様の方法により合成した。収率: 54%、無色アモルファス状固体。MS (ESI+): 539.2 [M + H]
+
. 

1
H 

NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 0.24–0.56 (2H, m), 0.54–0.84 (2H, m), 1.37–1.73 (1H, m), 2.24 (3H, s), 

2.68–2.78 (6H, m), 3.06–3.24 (1H, m), 3.42–3.72 (3H, m), 4.58–4.82 (2H, m), 6.78–7.81 (9H, m), 

10.19–10.92 (1H, m). Anal. Calcd for C29H29Cl2FN4O·2HCl·0.5H2O: C, 56.05; H, 5.19; N, 9.02. 

Found: C, 55.89; H, 5.41; N, 8.78. 

 

5-Cyano-N-(3,4-dichlorobenzyl)-N-[2-(dimethylamino)ethyl]-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)imidaz

o[1,2-a] pyridine-2-carboxamide dihydrochloride (7k) 

化合物 7k (83 mg)は 29k (62.0 mg, 0.21 mmol)および 10 (48.0 mg, 0.195 mmol)を用いて、7c と

同様の方法により合成した。収率: 71%、無色アモルファス状固体。MS (ESI+): 524.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 2.27 (3H, d, J = 1.3 Hz), 2.68–2.79 (6H, m), 3.14–3.25 (1H, m), 

3.39–3.74 (3H, m), 4.57–4.86 (2H, m), 7.08–7.68 (7H, m), 7.79–7.95 (1H, m), 8.02–8.24 (1H, m), 

9.75–10.48 (1H, m). Anal. Calcd for C27H24Cl2FN5O·2HCl·0.5H2O: C, 53.48; H, 4.49; N, 11.55. 

Found: C, 53.73; H, 4.59; N, 11.29. 

 

5-Bromo-3-(2-chloro-4-fluorophenyl)imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylic acid (29b)  

化合物 28b (483 mg, 1.26 mmol)の MeOH (6.0 mL)および THF (6.0 mL) 溶液に 2 M LiOH (3.0 

mL, 6.0 mmol)を室温で加え、混合物を 40 °C で 1 時間撹拌した。反応混合物を室温まで冷却
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した後、減圧下濃縮した。残渣に 1 M HCl (10 mL)およびEtOAc を加え、水層をEtOAc/THF (4:1, 

2 × 15 mL)で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水 (20 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウ

ムで乾燥させ、減圧下濃縮した。得られた固体を Et2O で洗浄し、29b (456 mg, 98%)を無色固

体として得た。MS (ESI+): 368.9 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 7.26–7.37 (3H, m), 

7.58 (1H, dd, J = 8.9, 2.6 Hz), 7.65 (1H, dd, J = 8.6, 6.3 Hz), 7.75–7.83 (1H, m), 12.74 (1H, br s). 

 

5-Bromo-3-(3-chloro-4-fluorophenyl)imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylic acid (29c) 

3-クロロ-4-フルオロベンズアルデヒド 26c (945 mg, 6.0 mmol)の THF (6.0 mL)溶液にジクロ

ロ酢酸メチル (1.07 g, 7.5 mmol)を室温で加え、混合物を 0 °C に冷却した。混合物にナトリウ

ム メトキシド (405 mg, 7.5 mmol)を 0 °C でゆっくり加え、同温度で 10 分間、次いで室温で 1

時間撹拌した。反応混合物を 80 °C まで昇温し、同温度で 1 時間加熱還流した。反応混合物

を室温まで冷却した後、水 (30 mL)を加えた。水層を EtOAc (2 × 40 mL)で抽出した。合わせ

た有機層を飽和食塩水 (30 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮し

た。残渣をカラムクロマトグラフィ (SI、EtOAc / ヘキサン)で精製し、メチル 3-クロロ-3-(3-

クロロ-4-フルオロフェニル)-2-オキソプロパノアート 27c を得た。得られた 27c を EtOH (4.5 

mL)に溶解させ、混合物に 2-アミノ-6-ブロモピリジン (318 mg, 1.8 mmol)を加え、90 ºC で 14

時間加熱還流した。反応混合物を室温まで冷却した後、減圧下濃縮した。残渣を Et2O (5.0 mL)

に懸濁させ、固体を濾取した後、Et2O (5.0 mL)で洗浄しメチルエステル体 塩酸塩 28c および

エチルエステル体 塩酸塩 30c の混合物を得た。For 28c; MS (ESI+): 383.0 [M + H]
+
. For 30c; MS 

(ESI+):  397.0 [M + H]
+
. 

得られた混合物を THF (2.0 mL)および MeOH (2.0 mL)に溶解させ、混合物を 60 °C に昇温し

た。混合物に同温度で 2 M NaOH (2.0 mL, 4 mmol)を加え、1 時間撹拌した。反応混合物を室

温まで冷却した後、EtOAc (30 mL)および水 (30 mL)で希釈し、水層を EtOAc (2 × 30 mL)で洗

浄した後、2 M HCl (2 mL, 4.0 mmol)を加え pH 4 に調整した。水層を EtOAc (2 × 30 mL)で抽出

した後、合わせた有機層を飽和食塩水 (30 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、

減圧下濃縮し 29c (284 mg, 13% in 3 steps from 26c)を黄色固体として得た。MS (ESI+): 369.0 [M 

+ H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 7.22–7.66 (4H, m), 7.68–7.85 (2H, m), 12.76 (1H, br s). 

 

5-Bromo-3-(3,4-difluorophenyl)imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylic acid (29d) 

化合物 29d (1.25 g)は 28d (1.41 g, 3.84 mmol)を用いて、29b と同様の方法により合成した。

収率: 92%、 無色油状物。MS (ESI+): 353.0 [M + H]
+
.  

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 7.24–7.38 

(3H, m), 7.48 (1H, dt, J = 11.0, 8.5 Hz), 7.67 (1H, ddd, J = 11.5, 7.9, 2.1 Hz), 7.72–7.82 (1H, m), 

12.69 (1H, br s). 

 

5-Bromo-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylic acid (29e) 

化合物 29e (1.46 g)は 28e (2.0 g, 5.50 mmol)を用いて、29b と同様の方法により合成した。収

率: 71%、淡茶色結晶。mp.: 211 °C (decomposition). MS (ESI+): 349.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, 

DMSO-d6) δ 2.26 (3H, d, J = 1.5 Hz), 6.87–7.59 (5H, m), 7.54–8.01 (1H, m), 12.59 (1H, br s). 
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5-Bromo-3-(4-fluoro-3-methoxyphenyl)imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylic acid (29f) 

4-フルオロ-3-メトキシベンズアルデヒド 26f (1.5 g, 9.73 mmol)の THF 溶液にジクロロ酢酸

メチル (1.46 g, 10.2 mmol)を室温で加え、−30 °C に冷却した。混合物にナトリウム メトキシ

ド (525 mg, 9.72 mmol)を同温度で加え、10 分間撹拌した。反応混合物を 30 以上かけて徐々

に室温まで昇温し、同温度で 6 時間撹拌した。反応混合物を減圧下濃縮し、残渣を EtOAc (100 

mL)および水 (100 mL)で希釈した。水層を EtOAc で抽出し、合わせた有機層を飽和食塩水 

(100 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮し、メチル 3-クロロ-3-(4-

フルオロ-3-メトキシフェニル)-2-オキソプロパノアート 27f を黄色油状物として得た。得られ

た 27f を EtOH (20 mL)に溶解させ、混合物に 2-アミノ-6-ブロモピリジン (1.68 g, 9.73 mmol)

を室温で加え、混合物を 90 °C で 12 時間加熱還流した。反応混合物を室温まで冷却した後、

減圧下濃縮した。残渣を EtOAc (100 mL)希釈し、飽和食塩水 (100 mL)で洗浄し、無水硫酸マ

グネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ (SI、EtOAc / ヘキ

サン)で精製しメチルエステル体 28fおよびエチルエステル体 30fの混合物を得た。For 28f; MS 

(ESI+): 379.0 [M + H]
+
. For 30f; MS (ESI+): 393.0 [M + H]

+
. 

得られた混合物を THF (15 mL)および MeOH (3.0 mL)に溶解させ、混合物に 2 M LiOH (6.0 

mL, 12 mmol)を室温で加え、45 °C で 4 時間撹拌した。 反応混合物を減圧下濃縮し、残渣に 2 

M HCl (7.0 mL, 14 mmol)を加えた。析出物を濾取し、水で洗浄後、減圧下乾燥させ 29f (1.02 g, 

29% in 3 steps from 26f) を無色結晶として得た。mp.: 214–217 °C. MS (ESI+): 365.0 [M + H]
+
.  

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 3.80 (3H, s), 7.04 (1H, ddd, J = 8.3, 4.5, 2.1 Hz), 7.13–7.52 (4H, m), 

7.65–8.10 (1H, m).  

 

5-Ethynyl-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylic acid (29i) 

化合物29i (51.8 mg)は28i (58.0 mg, 0.187 mmol)を用いて、29bと同様の方法により合成した。

収率: 94%、黄色固体、MS (ESI+): 295.1 [M + H]
+
.  

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 2.26 (3H, d, 

J = 1.3 Hz), 4.50 (1H, s), 7.04–7.42 (5H, m), 7.73–7.81 (1H, m), 12.46 (1H, br s).  

 

5-Cyclopropyl-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylic acid (29j) 

4-フルオロ-3-メチルベンズアルデヒド 26e (4.00 g, 29.0 mmol)の THF (45 mL)溶液にジクロ

ロ酢酸メチル (1.46 g, 10.2 mmol)を加え、混合物を−78 °C に冷却した。混合物に同温度でナト

リウム tert-ブトキシド (3.34 g, 34.8 mmol)を加え、同温度で 20 分間、次いで室温で 3 時間撹

拌した。反応混合物を減圧下濃縮し、残渣を水および EtOAcで希釈した。水層を EtOAc (50 mL)

で抽出し、有機層を飽和食塩水 (30 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧

下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ (SI、EtOAc / ヘキサン)で精製しメチル 3-クロ

ロ-3-(4-フルオロ-3-メチルフェニル)-2-オキソプロパノアート 27e を黄色油状物として得た。

6-シクロプロピルピリジン-2-アミン (1.03 g, 7.70 mmol)の EtOH (6.0 mL)溶液に、得られた 27e 

の EtOH (2.0 mL)溶液を室温で加え、窒素雰囲気下、混合物を 80 °C で 17 時間撹拌した。溶媒

を減圧下留去した後、残渣を EtOAc (30 mL)および飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (30 mL)で

希釈し、不溶物を濾去し、濾液の水層を EtOAc (3 × 20 mL)で抽出した。合わせた有機層を飽
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和食塩水 (30 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカ

ラムクロマトグラフィ (SI、EtOAc / ヘキサン)で精製した。目的物を含む画分を濃縮し、得

られた固体を濾取し、ヘキサン / EtOAc (10:1)で洗浄しメチルエステル体 28j およびエチルエ

ステル体 30j の混合物 (1.39 g)を得た。For 28j; MS (ESI+):  325.1 [M + H]
+
. For 30j; MS (ESI+):  

339.1 [M + H]
+
. 

得られた混合物を THF (6.0 mL)およびMeOH (6.0 mL)に室温で溶解させ、60 °Cに昇温した。 

混合物に 2 M NaOH (8 mL, 16.0 mmol)を同温度で加え、40 分撹拌した。反応混合物を室温ま

で冷却した後、減圧下濃縮した。残渣に 6 M HCl (2 mL, 12 mmol)および 2 M HCl (2.0 mL, 4.0 

mmol)を 0 °C で加え、析出物を濾取し、水で洗浄し、減圧下 60 °C で乾燥させ 29j (1.21 g, 25% 

yield in 3 steps from 26e)を無色結晶として得た。mp.: 208–210 °C. MS (ESI+): 311.1 [M + H]
+
. 

1
H 

NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 0.30–0.42 (2H, m), 0.60–0.70 (2H, m), 1.37–1.54 (1H, m), 2.26 (3H, s), 

6.71 (1H, d, J = 7.0 Hz), 7.14 (1H, dd, J = 9.8, 8.3 Hz), 7.25 (1H, dd, J = 9.0, 6.9 Hz), 7.34–7.48 (2H, 

m), 7.55 (1H, d, J = 8.9 Hz).  

 

5-Cyano-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylic acid (29k) 

化合物 29k (63.0 mg)は 28k (96 mg, 0.31 mmol)を用いて 29b と同様の方法により合成した。

収率: 69%、無色固体。MS (ESI+): 296.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 2.28 (3H, s), 

7.21–7.31 (1H, m), 7.36–7.56 (3H, m), 7.82 (1H, d, J = 7.0 Hz), 8.05–8.15 (1H, m). 

 

Methyl 5-bromo-3-(2-chloro-4-fluorophenyl)imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylate (28b) 

2-クロロ 4-フルオロベンズアルデヒド 26b (1.59 g, 10 mmol)の THF (30 mL)溶液にジクロロ

酢酸メチル (2.86 g, 20 mmol)を室温で加え、混合物を−78 °C に冷却した。混合物にナトリウ

ム tert-ブトキシド (1.92 g, 20 mmol)を同温度で加え 30 分間撹拌し、次いで室温まで昇温しな

がら 3 時間撹拌した。反応混合物を EtOAc (50 mL)および水 (50 mL)で希釈し、水層を EtOAc 

(50 mL)で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水 (50 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウム

で乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ (SI、EtOAc / ヘキサン)で精

製し、2-クロロ-3-(2-クロロ-4-フルオロフェニル)オキシラン-2-カルボキシラート 27b′ (2.53 g, 

96%) を無色油状物として得た。1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.94 (3H, s), 4.65 (1H, s), 6.99–7.10 

(1H, m), 7.14–7.21 (1H, m), 7.29–7.39 (1H, m). 

得られた 27b′ (2.17 g, 8.19 mmol)の THF (20 mL)溶液に臭化マグネシウムを室温で加え、混

合物を 80 °C で 30 分間撹拌した。反応混合物を室温まで冷却した後、不溶物を濾別した。濾

液を EtOAc (30 mL)および水 (30 mL)で希釈し、有機層を飽和食塩水 (30 mL)で洗浄し、無水

硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮し、メチル 3-ブロモ-3-(2-クロロ-4-フルオロフェ

ニル)-2-オキソプロパノアート 27b を油状物として得た。得られた 27b に 2-アミノ-6-ブロモ

ピリジン (1.42 g, 8.19 mmol)の EtOH (20 mL)溶液を加え、混合物を 80 °C で終夜撹拌した。反

応混合物を室温まで冷却した後、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (50 mL)を加え、水層を

EtOAc (2 × 50 mL)で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水 (50 mL)で洗浄し、無水硫酸マグ

ネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ (SI、EtOAc / ヘキサ
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ン)で精製し、28b (481 mg, 15% in 3 steps from 26b)を無色アモルファス固体として得た。MS 

(ESI+): 383.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.86 (3H, s), 7.05–7.28 (4H, m), 7.44 (1H, dd, 

J = 8.6, 5.9 Hz), 7.77 (1H, dd, J = 8.9, 1.1 Hz). 

 

Methyl 5-bromo-3-(3,4-difluorophenyl)imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylate (28d) 

ジクロロ酢酸メチル (10 g, 70.3 mmol)の THF (100 mL)溶液に 3,4-ジフルオロベンズアルデ

ヒド 26d (10.5 g, 73.4 mmol) の THF (20 mL)溶液を室温で加え、混合物を 0 °C に冷却した。混

合物にナトリウム メトキシド (3.8 g, 70.3 mmol)を 0 °C でゆっくり加え、混合物を室温で 2 

時間撹拌した。反応混合物を減圧下濃縮し、残渣を EtOAc (200 mL)および水 (100 mL)で希釈

した。有機層を飽和食塩水 (100 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃

縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ (SI、EtOAc / ヘキサン)で精製しメチル 3-クロロ

-3-(3,4-ジフルオロフェニル)-2-オキソプロパノアート 27dを得た。得られた 27d の一部 (5.0 g, 

20 mmol)を EtOH (50 mL)に溶解させ、混合物に 2-アミノ-6-ブロモピリジン (3.5 g, 20 mmol)

を室温で加え、混合物を 90 °C で 6 時間加熱還流した。反応混合物を室温まで冷却した後、

減圧下濃縮した。残渣を EtOAc (200 mL)および飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (100 mL)を加

え、水層を EtOAc で抽出した。有機層を飽和食塩水 (100 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウ

ムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ (SI、EtOAc / ヘキサン)で

精製し 28d (1.41 g, 3.84 mmol, 19% from 27d)を無色アモルファス状固体として得た。MS 

(ESI+): 367.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 3.67 (3H, s), 7.23–7.42 (3H, m), 7.50 (1H, 

dt, J = 10.9, 8.4 Hz), 7.61–7.88 (2H, m). 

 

Methyl 5-bromo-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylate (28e) 

化合物 28e (3.07 g)は 26e (5.0 g, 36 mmol)、ジクロロ酢酸メチル (5.4 g, 37.6 mmol)および 2-

アミノ-6-ブロモピリジン (6.23 g, 36 mmol)用いて、28a と同様の方法により合成した。収率: 

24%、無色アモルファス状固体。MS (ESI+): 363.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 2.27 

(3H, d, J = 1.5 Hz), 3.66 (3H, s), 7.07–7.55 (5H, m), 7.67–7.93 (1H, m). 

 

Methyl 5-ethynyl-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylate (28i) 

化合物 28e (184 mg, 0.50 mmol)のDME (2.5 mL)および水 (0.5 mL)溶液に、PdCl2(dppf)·CH2Cl2 

(62 mg, 0.075 mmol)およびトリブチル(エチニル)スタンナン (0.22 mL, 0.75 mmol)を、窒素雰囲

気下、室温で加え、混合物を 100 °C で 16 時間撹拌した。反応混合物を室温まで冷却した後、

飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (50 mL)で希釈し、水層を EtOAc (2 × 50 mL)で抽出した。合

わせた有機層を飽和食塩水 (50 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃

縮し、残渣をカラムクロマトグラフィ (SI、EtOAc / ヘキサン)次いで分取 HPLC (YMC 

CombiPrep-ODS-A, eluted with 10–95% acetonitrile in water containing 0.1% TFA)で精製した。目

的物を含む画分を減圧下で濃縮し、残渣を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で中和後、EtOAc (2 

× 75 mL)で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水 (50 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウム

で乾燥させ、減圧下濃縮し 28i (27.7 mg, 18%)を黄色アモルファス状固体として得た。MS 



68 

 

(ESI+): 309.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 2.27 (3H, d, J = 1.7 Hz), 3.67 (3H, s), 4.52 

(1H, s), 7.09–7.21 (1H, m), 7.21–7.43 (4H, m), 7.67–7.88 (1H, m). 

 

Methyl 5-cyano-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylate (28k) 

化合物 28e (364 mg, 1.0 mmol)のシクロペンチル メチル エーテル (5 mL)溶液にシアン化銅 

(I) (359 mg ,4 mmol)、dppf (222 mg, 0.2 mmol)および Pd2(dba)3 (92 mg, 0.1 mmol)を室温で加え、 

混合物を 120 °Cで 14時間加熱還流した。反応混合物に dppf (111 mg, 0.1 mmol)およびPd2(dba)3 

(46 mg, 0.05 mmol)をさらに加え、120 °C で 6 時間加熱還流した。反応混合物を室温まで冷却

した後、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (50 mL)で希釈し、水層を EtOAc (2 × 50 mL)で抽出

した。合わせた有機層を飽和食塩水 (50 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、

減圧下濃縮し、残渣をカラムクロマトグラフィ (SI、EtOAc / ヘキサン)で精製し 28k (97.6 mg, 

32%)を無色アモルファス状固体として得た。MS (ESI+): 310.1 [M + H]
+
.  

1
H NMR (300 MHz, 

DMSO-d6) δ 2.28 (3H, d, J = 1.5 Hz), 3.69 (3H, s), 7.26 (1H, dd, J = 9.8, 8.5 Hz), 7.38–7.54 (3H, m), 

7.84 (1H, dd, J = 7.1, 1.0 Hz), 8.09 (1H, dd, J = 9.2, 1.0 Hz). 

 

(±)-N-[1-(3,4-Dichlorophenyl)ethyl]-N-[2-(dimethylamino)ethyl]-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)-5-

methoxyimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide dihydrochloride ((±)-31a) 

化合物(±)-31a (205 mg)は 35 (120 mg, 0.4 mmol)および using (±)-N'-[1-(3,4-ジクロロフェニル)

エチル]-N,N-ジメチルエタン-1,2-ジアミン(±)-36a (125 mg, 0.4 mmol)を用いて、7b と同様の方

法により合成した。収率: 88%、無色アモルファス状固体。MS (ESI+): 543.2 [M + H]
+
. 

1
H NMR 

(300 MHz, DMSO-d6) δ 1.20–1.76 (3H, m), 2.13–2.35 (3H, m), 2.55–3.20 (9H, m), 3.69 (1H, t, J = 

10.9 Hz), 3.74–3.86 (3H, m), 4.86–5.62 (1H, m), 6.51 (1H, d, J = 7.4 Hz), 6.98–8.05 (8H, m), 9.71–

10.36 (1H, m).  

 

化合物(±)-31a の光学分割 

ラセミ化合物(±)-31a (130 mg, 0.224 mmol)をキラル分取 HPLC (CHIRALCEL OD 50 mm × 

500 mm column, ヘキサン/EtOH = 6/4)を用いて光学分割し、1 番目に溶出したエナンチオマー

tR1 (49 mg)および 2 番目に溶出したエナンチオマーtR2 (51 mg)を得た。キラル HPLC による

分析を実施した (4.6 mm × 250 mm CHIRALCEL OD column with ヘキサン/EtOH = 6/4 at 0.5 

mm/min): For tR1; tR = 8.50 min and >99.5% ee, For tR2; tR = 10.30 min and 99.5% ee. 得られたエ

ナンチオマーtR2 および tR1 をそれぞれ Et2O (10 mL)に溶解させ、4 M HCl / EtOAc (0.5 mL, 2,0 

mmol)を加え、析出物を濾取し、(+)-31a (50.5 mg, 0.082 mmol)を無色アモルファス状固体とし

て、(−)-31a (57.7 mg, 0.094 mmol)を淡茶色アモルファス状固体としてそれぞれ得た。For 

(+)-31a: [α]
25

D = +138.3° (c = 0.667, DMSO); MS (ESI+): 543.2 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, 

DMSO-d6) δ 1.18–1.66 (3H, m), 2.15–2.34 (3H, m), 2.55–2.81 (6H, m), 2.85–3.21 (2H, m), 3.46–3.77 

(2H, m), 3.74–3.88 (3H, m), 5.05 (1H, q, J = 6.6 Hz), 6.54 (1H, d, J = 7.8 Hz), 7.03–7.47 (6H, m), 

7.47–7.74 (2H, m), 10.04–10.83 (1H, m). Anal. Calcd for C28H29Cl2FN4O2·2HCl·2.5H2O: C; 50.85, H; 

5.49, N; 8.47. Found C: 50.71, H; 5.37, N; 8.43. For (−)-31a: [α]
25

D = –147.9° (c = 0.667, DMSO); MS 

(ESI+): 543.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.16–1.78 (3H, m), 2.12–2.36 (3H, m), 
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2.56–2.81 (6H, m), 2.83–3.32 (3H, m), 3.60–3.91 (4H, m), 4.97–5.14 (1H, m), 6.44–6.67 (1H, m), 

7.05–7.47 (6H, m), 7.48–7.69 (2H, m), 9.99–10.85 (1H, m). Anal. Calcd for 

C28H29Cl2FN4O2·2HCl·3.0H2O: C; 50.16, H; 5.56, N; 8.36. Found : C; 50.34, H; 5.36, N; 8.37. 

 

(±)-N-[1-(3,4-Dichlorophenyl)propyl]-N-[2-(dimethylamino)ethyl]-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)-5

-methoxyimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide hydrochloride ((±)-31b) 

化合物(±)-31b (53 mg)は 35 (60 mg, 0.20 mmol)および(±)-N'-[1-(3,4-ジクロロフェニル)プロピ

ル]-N,N-ジメチルエタン-1,2-ジアミン(±)-36b (55 mg, 0.20 mmol)を用いて、7b と同様の方法に

より合成した。収率: 45%、無色アモルファス状固体。MS (ESI+): 557.2 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 

MHz, DMSO-d6) δ 0.44–0.89 (3H, m), 1.93–2.15 (1H, m), 2.16–2.38 (3H, m), 2.56–3.63 (11H, m), 

3.69–3.88 (3H, m), 4.88 (1H, s), 6.47 (1H, s), 6.97–7.67 (8H, m), 10.00 (1H, br s). 

 

化合物(±)-31b の光学分割 

ラセミ化合物(±)-31b (195 mg, 0.35 mmol) をキラル分取 HPLC (CHIRALPAK AD, 50 mm × 

500 mm column, ヘキサン/EtOH = 1/1)を用いて光学分割し、1 番目に溶出したエナンチオマー 

tR1 (93 mg) および 2 番目に溶出したエナンチオマーtR2 (85 mg)を得た。キラル HPLC による

分析を実施した (4.6 mm × 250 mm CHIRALPAK AD column with ヘキサン/EtOH = 1/1 at 0.5 

mm/min): For tR1; tR = 9.08 min and >99.9% ee. For tR2; tR = 12.08 min and 99.9% ee. 得られたエ

ナンチオマーtR2 および tR1 をそれぞれ Et2O (10 mL)に溶解させ、4 M HCl / EtOAc (0.5 mL, 2,0 

mmol)を加え、析出物を濾取し、(+)-31b (87.0 mg, 0.14 mmol) を無色固体として、(−)-31b (95.0 

mg, 0.15 mmol) を無色固体としてそれぞれ得た。For (+)-31b: [α]
25

D = +144.0° (c = 0.667, 

DMSO); MS (ESI+): 557.2 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 0.42–0.93 (3H, m), 1.02–2.16 

(2H, m), 2.14–2.37 (3H, m), 2.53–2.81 (6H, m), 2.81–3.72 (4H, m), 3.70–3.94 (3H, m), 4.75–5.41 (1H, 

m), 6.43–6.86 (1H, m), 6.94–7.23 (1H, m), 7.23–7.47 (4H, m), 7.47–7.67 (3H, m), 10.06–11.38 (1H, 

m). Anal calcd for C29H31Cl2FN4O2·2HCl·1.5H2O: C; 52.98, H; 5.52, N; 8.52. Found C; 52.70, H; 5.51, 

N; 8.57. For (−)-31b: [α]
25

D = –145.6° (c = 0.667, DMSO); MS (ESI+): 557.2 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 

MHz, DMSO-d6) δ 0.41–0.91 (3H, m), 1.02–2.14 (2H, m), 2.14–2.35 (3H, m), 2.53–2.82 (6H, m), 

2.81–3.71 (4H, m), 3.71–4.04 (3H, m), 4.76–5.24 (1H, m), 6.08–6.69 (1H, m), 6.76–7.83 (8H, m), 

10.40–11.16 (1H, m). Anal calcd for C29H31Cl2FN4O2·2HCl·1.5H2O: C; 52.98, H; 5.52, N; 8.52. 

Found: C; 52.67, H; 5.57, N; 8.52.  

 

(±)-Ethyl 

(3,4-dichlorophenyl)([2-(dimethylamino)ethyl]{[3-(4-fluoro-3-methylphenyl)-5-methoxy 

imidazo[1,2-a]pyridin-2-yl]carbonyl}amino)acetate ((±)-31c′) 

化合物(±)-31c′ (274 mg)は 35 (238 mg, 0.79 mmol)および(±)-エチル (3,4-ジクロロフェニ

ル){[2-(ジメチルアミノ)エチル]アミノ}アセタート(±)-36c (278 mg, 0.87 mmol)を用いて、7a と

同様の方法により合成した。収率: 58%、無色アモルファス状固体。MS (ESI+): 601.2 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.19–1.29 (3H, m), 1.94–2.07 (6H, m), 2.07–2.14 (1H, m), 2.31 (3H, s), 
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2.40–2.59 (1H, m), 3.06–3.72 (2H, m), 3.76 (3H, s), 4.13–4.22 (2H, m), 5.69 (1H, s), 6.00–6.08 (1H, 

m), 6.95–7.05 (1H, m), 7.13–7.25 (3H, m), 7.27–7.45 (4H, m). 

 

(±)-N-[1-(3,4-Dichlorophenyl)-2-hydroxyethyl]-N-[2-(dimethylamino)ethyl]-3-(4-fluoro-3-methyl

phenyl)-5- methoxyimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide ((±)-31c) 

化合物(±)-31c′ (153 mg, 0.26 mmol)の EtOH / THF (2:1, 4 mL)溶液に、塩化カルシウム (63 mg, 

0.51 mmol)を室温で加え、混合物を 0 °C に冷却した。混合物に To the mixture was slowly added

テトラヒドロホウ酸ナトリウム (39 mg, 1.0 mmol)を室温で加え、混合物を同温度で 20 分間、

次いで 0 °C で 40 分間撹拌した。反応混合物を EtOAc (15 mL)および水 (15 mL)で希釈し、水

層を EtOAc (3 × 15 mL)で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水 (15 mL)で洗浄し、無水硫

酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮し、残渣をカラムクロマトグラフィ (NH、EtOAc / ヘ

キサン)、次いで分取 HPLC (YMC CombiPrep-ODS-A, eluted with 20–65% acetonitrile in water 

containing 0.1% TFA)で精製した。目的物を含む画分を減圧下で濃縮し、残渣を飽和炭酸水素

ナトリウム水溶液で中和後、EtOAc で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水で洗浄し、無

水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮し(±)-31c (42 mg, 29%)を無色油状物として得た。

MS (ESI+): 559.2 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.23 (6H, s), 2.27 (3H, s), 2.81–3.20 (2H, 

m), 3.71 (3H, s), 3.72–3.80 (2H, m), 3.81–4.02 (2H, m), 5.43 (1H, dd, J = 8.9, 4.3 Hz), 6.00 (1H, dd, J 

= 7.2, 0.9 Hz), 6.92–7.09 (3H, m), 7.16–7.24 (3H, m), 7.28–7.36 (2H, m). HRMS (ESI): Calcd for 

C28H30Cl2FN4O3 [M + H]
+
 559.1674, found 559.1643.  

 

(±)-Ethyl 

3-(3,4-dichlorophenyl)-3-([2-(dimethylamino)ethyl]{[3-(4-fluoro-3-methylphenyl)-5-methoxy 

imidazo[1,2-a]pyridin-2-yl]carbonyl}amino)propanoate ((±)-31d′) 

化合物(±)-31d′ (92 mg)は 35 (90 mg, 0.27 mmol)および(±)-エチル 3-(3,4-ジクロロフェニ

ル)-3-{[2-(ジメチルアミノ)エチル]アミノ}プロパノアート(±)-36d (81 mg, 0.27 mmol)を用いて、 

7a と同様の方法により合成した。収率: 55%、黄色油状物。MS (ESI+): 615.2 [M + H]
+
. 

1
H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 1.08–1.22 (3H, m), 1.91–2.05 (3H, m), 2.11–2.31 (6H, m), 2.31–2.52 (2H, m), 

2.89–3.50 (4H, m), 3.75–3.77 (3H, m), 3.94–4.15 (2H, m), 5.47–5.70 (1H, m), 5.99–6.09 (1H, m), 

7.00 (1H, s), 7.13 (1H, d, J = 8.1 Hz), 7.17–7.25 (2H, m), 7.27–7.42 (4H, m). 

 

(±)-N-[1-(3,4-Dichlorophenyl)-3-hydroxypropyl]-N-[2-(dimethylamino)ethyl]-3-(4-fluoro-3-meth

yl phenyl)-5-methoxyimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide ((±)-31d) 

化合物(±)-31d (10 mg)は(±)-31d′ (88 mg, 0.14 mmol)を用いて、(±)-31c と同様の方法により合

成した。収率: 12%、淡橙色アモルファス状固体。MS (ESI+): 573.2 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, 

CDCl3) δ 2.03–2.25 (8H, m), 2.32 (3H, d, J = 1.5 Hz), 2.34–2.44 (2H, m), 2.72–2.88 (1H, m), 3.33–

3.47 (1H, m), 3.72–3.74 (3H, m), 3.80–4.15 (2H, m), 5.54 (1H, dd, J = 11.1, 3.0 Hz), 6.03–6.10 (1H, 

m), 6.90 (1H, dd, J = 8.4, 1.6 Hz), 6.96–7.14 (3H, m), 7.19–7.26 (2H, m), 7.28–7.38 (2H, m). HRMS 

(ESI): Calcd for C29H32Cl2FN4O3 [M + H]
+
 573.1830, found 573.1815. 
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(±)-N-(6,7-Dichloro-2,3-dihydro-1-benzofuran-3-yl)-N-[2-(dimethylamino)ethyl]-3-(4-fluoro-3-m

ethylphenyl)-5-methoxyimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide ((±)-32) 

化合物(±)-32 (675 mg)は 35 (452 mg, 1.51 mmol)および(±)-37 (456 mg, 1.66 mmol)を用いて、

7a と同様の方法により合成した。収率: 80%、無色アモルファス状固体。MS (ESI+): 557.2 [M 

+ H]
+
.  

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.78–1.88 (3H, m), 2.04–2.12 (4H, m), 2.33 (3H, s), 2.40–2.63 

(1H, m), 3.02–3.46 (2H, m), 3.77 (3H, s), 4.41–4.87 (2H, m), 5.71–6.25 (2H, m), 6.82–7.09 (3H, m), 

7.19–7.26 (2H, m), 7.27–7.35 (2H, m).  

 

化合物(±)-32 の光学分割 

ラセミ化合物(±)-32 (670 mg, 1.20 mmol)をキラル分取 HPLC (CHIRALPAK AD, 50 mm × 500 

mm column, ヘキサン/EtOH = 1/1)を用いて光学分割し、1 番目に溶出したエナンチオマー

(+)-32 (316 mg)を無色アモルファス状固体として、2 番目に溶出したエナンチオマー(−)-32 

(319 mg) を無色固体として得た。For (+)-32: [α]
25

D = +101.0° (c = 0.231, CHCl3); MS (ESI+): 

557.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.74–1.87 (3H, m), 2.05–2.14 (4H, m), 2.33 (3H, s), 

2.44–2.62 (1H, m), 3.04–3.54 (2H, m), 3.77 (3H, s), 4.38–4.89 (2H, m), 5.70–6.27 (2H, m), 6.81–7.12 

(3H, m), 7.18–7.26 (2H, m), 7.27–7.37 (2H, m). 
13

C NMR (151 MHz, DMSO-d6, the minor signals are 

marked with an asterisk) δ 14.02* (d, J = 2.21 Hz), 14.03 (d, J = 2.76 Hz), 40.15, 44.73*, 44.89, 

45.56*, 56.42*, 56.51, 56.59, 58.32*, 58.41*, 59.71, 76.10*, 76.23, 90.00, 90.00*, 109.24*, 109.43, 

112.63*, 113.23, 113.39* ( d, J = 22.11 Hz), 113.51 (d, J = 22.11 Hz), 121.40*, 121.69*, 121.77, 

122.41* (d, J = 17.69 Hz), 122.53 (d, J = 17.69 Hz), 122.55, 123.74*, 124.89, 125.86, 126.32 (d, J = 

3.87 Hz), 126.39* (d, J = 3.87 Hz), 127.03*, 127.31*, 127.32, 129.88* (d, J = 8.29 Hz), 130.06 (d, J = 

8.29 Hz), 131.34*, 132.30, 133.59* (d, J = 4.98 Hz), 133.72 (d, J = 5.53 Hz), 138.64, 138.69*, 

145.10*, 145.61, 151.68*, 151.70, 157.28, 157.77*, 160.11* (d, J = 243.81 Hz), 160.23 (d, J = 244.36 

Hz), 165.06, 165.64*. Anal. Calcd for C28H27Cl2FN4O3·0.3H2O: C, 59.75; H, 4.94; N, 9.95. Found: C, 

59.78; H, 5.02; N, 9.72. For (−)-32: [α]
25

D = –97.4° (c = 0.231, CHCl3); MS (ESI+): 557.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.75–1.99 (3H, m), 2.03–2.14 (4H, m), 2.33 (3H, s), 2.46–2.61 (1H, m), 

3.01–3.54 (2H, m), 3.78 (3H, s), 4.40–4.89 (2H, m), 5.71–6.25 (2H, m), 6.81–7.11 (3H, m), 7.17–7.26 

(2H, m), 7.28–7.36 (2H, m). Anal. Calcd for C28H27Cl2FN4O3·0.3H2O: C, 59.75; H, 4.94; N, 9.95. 

Found: C, 59.74; H, 5.02;N, 9.77. キラル HPLC分析を実施した (4.6 mm × 250 mm CHIRALPAK 

AD column with ヘキサン/EtOH = 1/1 at 0.5 mm/min): For (+)-32; tR = 14.20 min and >99.9% ee. 

For (−)-32; tR = 18.82 min and >99.9% ee.  

 

(±)-N-(7,8-Dichloro-3,4-dihydro-2H-chromen-4-yl)-N-[2-(dimethylamino)ethyl]-3-(4-fluoro-3-me

thyl phenyl)-5-methoxyimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide ((±)-33)  

化合物(±)-33 (192 mg)は 35 (148 mg, 0.51 mmol)および(±)-38 (150 mg, 0.52 mmol) を用いて、

7a と同様の方法により合成した。収率: 68%、無色アモルファス状固体。MS (ESI+): 571.2 [M 

+ H]
+
.
 1

H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.85–2.43 (12H, m), 2.52–3.02 (2H, m), 3.20–3.66 (1H, m), 

3.73–3.81 (3H, m), 3.92–4.33 (1H, m), 4.36–4.52 (1H, m), 5.05–5.91 (1H, m), 6.00–6.08 (1H, m), 

6.24–6.62 (1H, m), 6.71–6.89 (1H, m), 6.99–7.12 (1H, m), 7.18–7.26 (2H, m), 7.27–7.40 (2H, m).  
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化合物(±)-33 の光学分割 

ラセミ化合物(±)-33 (168 mg, 0.29 mmol) をキラル分取 HPLC (CHIRALCEL OD, 50 mm × 

500 mm column, ヘキサン/EtOH = 4/1) を用いて光学分割し、1 番目に溶出したエナンチオマ

ー(−)-33 (82 mg)を無色固体として、2 番目に溶出したエナンチオマー(+)-33 (81 mg) を無色固

体として得た。 For (+)-33: [α]
25

D = +98.5° (c = 0.130, CHCl3); MS (ESI+): 571.5 [M + H]
+
. 

1
H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 1.85–2.43 (12H, m), 2.52–3.02 (2H, m), 3.20–3.66 (1H, m), 3.73–3.81 (3H, m), 

3.92–4.33 (1H, m), 4.36–4.52 (1H, m), 5.05–5.91 (1H, m), 6.00–6.08 (1H, m), 6.24–6.62 (1H, m), 

6.71–6.89 (1H, m), 6.99–7.12 (1H, m), 7.18–7.26 (2H, m), 7.27–7.40 (2H, m). Anal. Calcd for 

C29H29Cl2FN4O3·0.5H2O: C, 60.00; H, 5.21; N, 9.65. Found: C, 60.23; H, 5.33; N, 9.40. For (−)-33: 

[α]
25

D = –126.0° (c = 0.150, CHCl3); MS (ESI+): 571.5 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.87–

2.34 (12H, m), 2.56–3.02 (2H, m), 3.25–3.66 (1H, m), 3.74–3.79 (3H, m), 3.93–4.31 (1H, m), 4.35–

4.55 (1H, m), 5.04–5.90 (1H, m), 5.99–6.10 (1H, m), 6.23–6.62 (1H, m), 6.71–6.89 (1H, m), 6.99–

7.11 (1H, m), 7.16–7.25 (2H, m), 7.27–7.40 (2H, m). Anal. Calcd for C29H29Cl2FN4O3·0.5H2O: C, 

60.00; H, 5.21; N, 9.65. Found: C, 59.86; H, 5.26; N, 9.47. キラル HPLC 分析を実施した (4.6 mm 

× 250 mm CHIRALCEL OD column with ヘキサン/EtOH = 4/1 at 1.0 mm/min): For (−)-33; tR = 

6.46 min and 99.9% ee. For (+)-33; tR = 13.76 min and 99.3% ee. 

 

(±)-tert-Butyl 

{2-[(6,7-dichloro-2,3-dihydro-1-benzofuran-3-yl){[3-(4-fluoro-3-methylphenyl)-5-methoxyimidaz

o[1,2-a]pyridin-2-yl]carbonyl}amino]ethyl}methylcarbamate ((±)-34) 

化合物(±)-34 (145 mg)は 35 (111 mg)および(±)-39 (159 mg, 0.44 mmol)を用いて、7a と同様の

方法により合成した。収率: 61%、無色アモルファス状固体。MS (ESI+): 643.3 [M + H]
+
.
 1
H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 1.14–1.42 (9H, m), 2.30–2.79 (6H, m), 3.00–3.43 (4H, m), 3.74–3.79 (3H, m), 

4.26–4.86 (2H, m), 5.75–6.45 (2H, m), 6.81–7.11 (3H, m), 7.17–7.26 (2H, m), 7.27–7.34 (2H, m). 

 

化合物(±)-34 の光学分割  

ラセミ化合物(±)-34 (140 mg, 0.217 mmol)をキラル分取 HPLC (CHIRALPAK IC, 50 mm × 500 

mm column, ヘキサン/EtOH = 4/6)を用いて光学分割し、1 番目に溶出したエナンチオマー

(−)-34 (76 mg)を無色固体として、2 番目に溶出したエナンチオマー(+)-34 (71 mg)を無色固体

として得た。For (+)-34: [α]
25

D = +87.2° (c = 0.155, CHCl3); MS (ESI+): 643.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 1.25–1.41 (9H, m), 2.24–2.83 (6H, m), 3.00–3.50 (4H, m), 3.77 (3H, s), 4.26–

4.88 (2H, m), 5.76–6.41 (2H, m), 6.81–7.12 (3H, m), 7.17–7.26 (2H, m), 7.27–7.35 (2H, m). HRMS 

(ESI): Calcd for C32H34Cl2FN4O5 [M + H]
+
 643.1885, found 643.1886. For (−)-34: [α]

25
D = –87.0° (c = 

0.195, CHCl3); MS (ESI+): 643.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.25–1.40 (9H, m), 2.29–

2.81 (6H, m), 3.04–3.49 (4H, m), 3.77 (3H, s), 4.27–4.86 (2H, m), 5.77–6.42 (2H, m), 6.83–7.11 (3H, 

m), 7.18–7.26 (2H, m), 7.27–7.37 (2H, m). HRMS (ESI): Calcd for C32H34Cl2FN4O5 [M + H]
+
 

643.1885, found 643.1861. キラル HPLC 分析を実施した (4.6 mm × 250 mm CHIRALPAK IC 
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column with ヘキサン/EtOH = 4/6 at 1.0 mm/min): (−)-34; tR = 13.03 min and >99.9% ee. (+)-34; tR 

= 16.31 min and 98.6% ee. 

 

3-(4-Fluoro-3-methylphenyl)-5-methoxyimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylic acid (35) 

化合物 35 (3.87 g)は 45 (5.71 g, 17.4 mmol) を用いて、29a と同様の方法により合成した。収

率: 74%、淡茶色結晶。mp.: 166–168 °C. MS (ESI+): 301.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 

δ 2.26 (3H, d, J = 1.3 Hz), 3.66 (3H, s), 6.35 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.02–7.19 (1H, m), 7.20–7.36 (3H, 

m), 7.36–7.49 (1H, m).  

 

(±)-Ethyl (3,4-dichlorophenyl){[2-(dimethylamino)ethyl]amino}acetate ((±)-36c) 

エチル (3,4-ジクロロフェニル)(オキソ)アセタート 46c (3.01 g, 12.2 mmol)の EtOH (20 mL)

溶液に酢酸 (1.40 mL, 24.4 mmol)次いで N,N-ジメチルエタン-1,2-ジアミン 49 (1.53 mL, 14 

mmol)を室温で加え、混合物を同温度で 1 時間 30 分撹拌した。反応混合物を 0 °C に冷却した

後、MeOH (15 mL)およびテトラヒドロホウ酸ナトリウム (691 mg, 18.3 mmol)を加え、混合物

を同温度で 1 時間、次いで室温で 30 分間撹拌した。反応混合物に水 (10 mL)を加えた後、減

圧下濃縮した。残渣をヘキサン / EtOAc (1:1, 30 mL)および 2 M HCl (30 mL, 60 mmol)で希釈し、

水層をヘキサン / EtOAc (1:4, 50 mL)で抽出した。水層に 2 M NaOH (30 mL, 60 mmol)および飽

和炭酸水素ナトリウム水溶液 (10 mL)を加え pH を 9 に調整した。水層を EtOAc (3 × 10 mL)

で抽出し、合わせた有機層を飽和食塩水 (30 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥さ

せ、減圧下濃縮し、含有する不溶物を除去し(±)-36c (206 mg, 5%)を黄色油状物として得た。

MS (ESI+): 319.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.19–1.26 (3H, m), 2.27 (6H, s), 2.45–

2.64 (4H, m), 4.10–4.25 (2H, m), 4.33 (1H, s), 7.24 (1H, d, J = 2.1 Hz), 7.39–7.43 (1H, m), 7.52 (1H, 

d, J = 1.9 Hz). 

 

(±)-Ethyl 3-(3,4-dichlorophenyl)-3-{[2-(dimethylamino)ethyl]amino}propanoate ((±)-36d) 

化合物(±)-36d (84 mg)はエチル 3-(3,4-ジクロロフェニル)-3-オキソプロパノアート 46d 

(1.69 mg, 6.5 mmol)および 49 (0.740 mL, 13 mmol)を用いて、(±)-36c と同様の方法により合成し

た。収率: 4%、黄色油状物。MS (ESI+): 333.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.20 (3H, t, 

J = 7.2 Hz), 2.20 (6H, s), 2.39–2.75 (6H, m), 4.02 (1H, dd, J = 7.7, 6.0 Hz), 4.10 (2H, q, J = 7.2 Hz), 

7.20 (1H, dd, J = 8.2, 2.0 Hz), 7.39 (1H, d, J = 8.3 Hz), 7.47 (1H, d, J = 1.9 Hz). 

 

(±)-N'-(6,7-Dichloro-2,3-dihydro-1-benzofuran-3-yl)-N,N-dimethylethane-1,2-diamine ((±)-37) 

6,7-ジクロロベンゾフラン-3(2H)-オン 47 (1.0 g, 4.95 mmol)の THF (10 mL)、MeOH (18.2 mL)

および AcOH (1.8 mL)溶液に、49 (0.703 mL, 6.44 mmol)を室温で加え、混合物を同温度で 1 時

間、次いで 45–50 °C で 2 時間撹拌した。反応混合物にボラン-2-ピコリン錯体 (695 mg, 6.50 

mmol)を室温で加え、同温度で 14 時間撹拌した。反応混合物を減圧下濃縮し、残渣に 2 M HCl 

(40 mL, 80 mmol)を室温で加え、混合物を同温度で 20 分間撹拌した。不溶物を濾別した後、

濾液を EtOAc / ヘキサン (1:1, 40 mL)で希釈し、水層に 8 M NaOH (10 mL, 80 mmol)および 2M 
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NaOH (2.0 mL, 4.0 mmol)を加えた。水層を EtOAc (3 × 50 mL)で抽出し、合わせた有機層を飽

和食塩水 (100 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮し (±)-37 (626 mg, 

46%)を茶色油状物として得た。MS (ESI+): 275.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.18 

(6H, s), 2.35–2.44 (2H, m), 2.53–2.64 (2H, m), 2.68–2.80 (1H, m), 4.48–4.59 (2H, m), 4.62–4.74 (1H, 

m), 7.00 (1H, d, J = 7.9 Hz), 7.15 (1H, d, J = 7.9 Hz).  

 

(±)-N'-(7,8-Dichloro-3,4-dihydro-2H-chromen-4-yl)-N,N-dimethylethane-1,2-diamine ((±)-38) 

化合物(±)-38 (394 mg)は 7,8-ジクロロ-2,3-ジヒドロ-4H-クロメン-4-オン 48 (501 mg, 2.31 

mmol)および 49 (0.303 mL, 2.77 mmol)を用いて、(±)-37 と同様の方法により合成した。収率: 

59%、黄色油状物。MS (ESI+): 289.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.97–2.04 (2H, m), 

2.23 (6H, s), 2.40–2.47 (2H, m), 2.66–2.84 (2H, m), 3.77 (1H, t, J = 4.3 Hz), 4.31–4.51 (2H, m), 6.95–

7.00 (1H, m), 7.06–7.11 (1H, m). 

 

(±)-tert-Butyl {2-[(6,7-dichloro-2,3-dihydro-1-benzofuran-3-yl)amino]ethyl}methylcarbamate 

((±)-39) 

tert-ブチル (2-アミノエチル)メチルカルバマート 50 (0.287 mL, 1.61 mmol)の THF (2 mL)溶

液に 47 (150 mg, 0.74 mmol)を室温で加えた。混合物を MeOH (2 mL)および酢酸 (0.5 mL)で希

釈した後、シアノ水素化ホウ素ナトリウム (228 mg, 3.63 mmol)を室温で加え、混合物を 50 °C

で 18 時間撹拌した。 反応混合物に 2 M HCl (2 mL, 4.0 mmol)を室温で加え、同温度で 10 分間

撹拌し、2 M NaOH (10 mL, 20 mmol)を加えた。水層を EtOAc (3 × 20 mL)で抽出し、合わせた

有機層を飽和食塩水 (30 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。

残渣をカラムクロマトグラフィ (SI、EtOAc / ヘキサン)で精製し(±)-39 (62.8 mg, 24%)を黄色

油状物として得た。MS (ESI+): 361.1 [M + H]
+
.  

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.44 (9H, s), 2.59–

2.96 (5H, m), 3.16–3.46 (2H, m), 4.40–4.52 (1H, m), 4.51–4.61 (1H, m), 4.60–4.76 (1H, m), 6.98 (1H, 

d, J = 7.9 Hz), 7.14 (1H, d, J = 7.9 Hz).  

 

5-Methoxyimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylate (42) 

2-アミノ-6-メトキシピリジン 40 (10 g, 80.6 mmol)の EtOH (150 mL)溶液にエチル 3-ブロモ

-2-オキソプロパノアート 41 (21 g, 96.9 mmol)を 40 °C で 30 分以上かけて加え、混合物を同温

度で 14 時間撹拌した。反応混合物を EtOAc / ヘキサン (2:1, 450 mL)および飽和炭酸水素ナト

リウム水溶液 (150 mL)で希釈した。水層を EtOAc (150 mL)で抽出し、有機層を飽和食塩水 

(150 mL)で洗浄し、シリカパッド(NH、EtOAc)に通過させ、濾液を減圧下濃縮した。残渣を

EtOAc (40 mL)で希釈し、シリカパッド(NH、EtOAc / ヘキサン)に再度通過させ、濾液を減圧

下濃縮した。得られた懸濁液をヘキサン (500 mL)で希釈し、室温で 30 分間撹拌した。析出

物を濾取し、減圧下乾燥させ 42 (9.30 g, 52%)を黄色固体として得た。MS (ESI+): 221.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.32 (3H, t, J = 7.1 Hz), 4.11 (3H, s), 4.31 (2H, q, J = 7.2 Hz), 6.45 

(1H, d, J = 7.0 Hz), 7.26 (1H, d, J = 9.1 Hz), 7.41 (1H, dd, J = 9.1, 7.6 Hz), 8.22 (1H, s). 

 

Ethyl 3-bromo-5-methoxyimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylate (43) 
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化合物 42 (5.0 g, 22.7 mmol)の DMF (150 mL)溶液に NBS (4.04 g, 22.7 mmol)を 4 °C でゆっく

りと加え、混合物を室温で 1 時間撹拌した。反応混合物を減圧下濃縮し、残渣に水 (100 mL)

を加え、混合物を室温で 1 時間撹拌した。析出物を濾取し、水で洗浄後、減圧下で乾燥させ

43 (6.52 g, 21.80 mmol, 96%)を無色アモルファス状固体として得た。MS (ESI+): 299.0 [M + H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.32 (3H, t, J = 7.1 Hz), 4.04 (3H, s), 4.31 (2H, q, J = 7.1 Hz), 6.42 

(1H, d, J = 6.8 Hz), 7.10–7.30 (1H, m), 7.30–7.54 (1H, m). 

 

Ethyl 3-(4-fluoro-3-methylphenyl)-5-methoxyimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylate (45) 

化合物 43 (6.0 g, 20.1 mmol)、4-フルオロ-3-メチルフェニルボロン酸 44 (4.63 g, 30.1 mmol)

および DME (150 mL)の混合物に 2M 炭酸セシウム水溶液  (30 mL, 60.2 mmol)および

PdCl2(dppf)·CH2Cl2 (1.64 g, 2.01 mmol)を室温で加え、混合物を、窒素雰囲気下、90 °C で 1 時

間 30 分撹拌した。反応混合物を室温まで冷却し、EtOAc (300 mL)および飽和食塩水 (150 mL)

で希釈した。不溶物を濾別した後、濾液の水層を EtOAc (100 mL)で抽出した。合わせた有機

層を飽和食塩水 (100 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮し、残渣

をカラムクロマトグラフィ (NH、EtOAc / ヘキサン)で精製した。目的物を含む画分を濃縮し、

残渣を EtOAc (20 mL)およびヘキサン (100 mL)に懸濁させ、析出物を濾取し、減圧下で乾燥

させ 45 (5.83 g, 17.8 mmol, 89%)を淡灰色固体として得た。MS (ESI+): 329.1 [M + H]
+
. 

1
H NMR 

(300 MHz, DMSO-d6) δ 1.06 (3H, t, J = 7.2 Hz), 2.27 (3H, d, J = 1.5 Hz), 3.67 (3H, s), 3.99–4.18 (2H, 

m), 6.32 (1H, dd, J = 7.5, 0.8 Hz), 7.03–7.18 (1H, m), 7.19–7.29 (2H, m), 7.29–7.41 (2H, m). 

 

Synthesis of (+)-32 from (+)-(S)-34 

化合物(+)-(S)-34 (12.8 mg, 0.02 mmol)およびTFA (1 mL, 0.02 mmol)の混合物を室温で30分間

撹拌した。反応混合物に飽和炭酸水素ナトリウム水溶液を加え、水層を EtOAc (3 × 15 mL)で

抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥させ、減圧下

濃縮した。残渣を THF (2 mL)で希釈し、混合物にホルムアルデヒド (7.40 µL, 0.10 mmol)およ

び水素化トリアセトキシホウ素ナトリウム (26.3 mg, 0.10 mmol)を室温で加え、混合物を同温

度で 16 時間撹拌した。反応混合物を EtOAc (20 mL)および水 (20 mL)で希釈し、水層を EtOAc 

(3 × 15 mL)で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥

させ、減圧下濃縮し、残渣をカラムクロマトグラフィ (NH、EtOAc / ヘキサン)で精製し(+)-32 

を無色アモルファス状固体として得た。[α]
25

D = +97.6° (c = 0.169, CHCl3)); MS (ESI+): 557.1 [M 

+ H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.78-2.02 (3H, m), 2.04-2.14 (4H, m), 2.34 (3H, s), 2.46-2.63 

(1H, m), 3.04-3.55 (2H, m), 3.78 (3H, s), 4.42-4.89 (2H, m), 5.72-6.26 (2H, m), 6.83-7.10 (3H, m), 

7.21-7.27 (2H, m), 7.28-7.35 (2H, m). 

 

生物評価 

CENP-E酵素アッセイ  

第 2 章に関する実験項に記載の方法を用いて、CENP-E 酵素アッセイを実施した。 
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高濃度 ATP 下における試験化合物の CENP-E 阻害活性を測定するにあたり、化合物を

CENP-E のモーター領域と 1 時間プレインキュベートし、ATP の添加により酵素反応を開始

させ、最終的な ATP 濃度を 500 μM とした。室温で 20 分間インキュベートし、ATPase 反応

により生成した ADP 量を ADP-Glo (Promega)を用いて測定した。発光は Envision (PerkinElmer 

Inc., MA)で測定した。 

 

部位特異的変異体解析試験 

N末端にGST (Glutathione S-transferase) タグを有するヒトCENP-Eモーター領域変異体タン

パク (I182L および T183A) を、WEPRO7240 extract (CellFree Sciences)を用いた小麦胚芽タン

パク質合成系によって調製した。変異はオーバーラップ・エクステンション PCR 法により導

入した。発現した変異体タンパクを Glutathione Sepharose 4B 樹脂 (GE Healthcare)を用いて精

製した。CENP-E 変異体の ATPase 活性は、ADP-Glo アッセイにより測定した。 

 

キネシン選択性試験 

Eg5 モーター領域 (Cytoskeleton)および KHC モーター領域 (Cytoskeleton)の ATPase アッセ

イは、微小管および 100 M の ATP 存在下、反応緩衝液 (20 mM PIPES-KOH, pH 6.8, 3.0 mM 

MgCl2, 3.0 mM KCl, 1.0 mM EGTA, 1.0 mM dithiothreitol, 0.01% w/v Brij35, and 0.2% w/v BSA)中

で実施した。ATPase 反応により生成した ADP 量を ADP-Glo (Promega)を用いて測定した。発

光は Envision (PerkinElmer Inc., MA)で測定した。 

 

細胞周期の同期 

第 2 章に関する実験項に記載の方法を用いて、細胞周期の同期を実施した。 

 

FACS 解析 

第 2 章に関する実験項に記載の方法を用いて、FACS 解析を実施した。 

 

細胞増殖阻害試験 

 ヒト子宮頸癌細胞株 HeLa 細胞の細胞懸濁液を 96 穴プレートに播き (100μL / 穴、2,000 細

胞 / 穴)、96 穴プレートを 5%炭酸ガスインキュベーターにて細胞がプレートに接地するまで

37°C で半日間 (8 時間以上)静置した。各濃度のテスト化合物溶液を 100μL 添加して、5%炭酸

ガスインキュベーターにて 3 日間静置した。3 日間静置後の 96 穴プレートに 50 μL の

CellTiter-GloTM Luminescent Cell Viability Assay 試薬 (Promega 社)を添加して、ルミノメータ

ーにて発光量を計測した。 

 発光量を生存細胞数の指標とした。試験化合物が有する細胞増殖阻害活性を、下記の式を

用いて増殖阻害率 (%)として算出した。 

増殖阻害率 (%) = (1-(試験化合物の発光量)÷(対照群の発光量))×100。 

 

免疫蛍光染色 
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免疫蛍光染色は既知の方法 54に従って行い、下記の抗体を用いた：抗CENP-B抗体 (sc22788; 

Santa Cruz Biotechnology)、抗 α-tubulin 抗体 (T9026; Sigma-Aldrich)、抗 p53 抗体 (sc126; Santa 

Cruz Biotechnology)、抗 53BP1 抗体 (sc22760; Santa Cruz Biotechnology)および抗 HEC1 抗体 

(ab3613; Abcam)。画像は Plan-APOCHROMAT 100X オイルレンズによる Axiovert 200M 顕微

鏡 (Carl Zeiss)で取得した。 

 

In vivo PD アッセイ 

実験操作の簡便性に加え、CENP-E 阻害剤に感受性を示したことから、in vivo 試験のモデ

ルとして Colo205を選択した。5週齢ヌードマウスに Colo205細胞を皮下移植した (5 × 10
6
 細

胞 / マウス)。テスト化合物を投与基剤 (0.1 mol/L of citric acid with with 10% DMSO, 9% 

cremophor EL and 18% PEG 400)で溶解させ、腫瘍サイズが 150–400 mm
3に到達した個体に化

合物溶液を腹腔内投与した (2 回)。1 回目投与から 24 時間後にサンプル腫瘍を回収し、プロ

テアーゼ阻害剤およびホスファターゼ阻害剤を含むRIPA (radioimmunoprecipitation assay)溶液

内でホモジナイズした。細胞抽出液を 2 × SDS サンプルバッファーで懸濁し、5 分間煮沸した。

ウェスタンブロッティング解析に用いるまで、サンプルは−20 °C で保存した。 

 

ウェスタンブロッティング解析 

ウェスタンブロッティング解析は下記の手法 55 を用いて行った。得られたサンプル溶液中

に含まれるリン酸化ヒストン H3 の量はウェスタンブロット法により測定した。すなわち、得

られたサンプル溶液を SDS-PAGE に供した後、PVDF メンブレンに転写した。上記 PVDF メ

ンブレンを StartingBlock T20 (PBS) Blocking Buffer (Thermo Scientific 社)でブロッキングした

後、該PVDFメンブレンとCan Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution 1 (Toyobo社)で 1000

倍に希釈した抗リン酸化ヒストン H3 (Ser10) (カタログ番号 06570、Upstate Biotechnology 社)

溶液を反応させた。得られた PVDF メンブレンを、Tween20 (BioRad 社)を 0.05%含むトリス

緩衝生理食塩水 (BioRad 社)で洗浄後、Can Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution 2 

(Toyobo 社)で 10000 倍に希釈した HRP 標識ラビット IgG ポリクローナル抗体 (Amersham 

Biosciences 社 NA9340)と得られた PVDF メンブレンを 1 時間、室温下で反応させた。PVDF

メンブレンをトリス緩衝生理食塩水で洗浄後、SuperSignal West FemtoMaximum Sensitivity 

Substrate (Pierce Biotechnology)を用いて標識されたタンパク質の量を検出した。なお、検出の

際にはルミノイメージアナライザーLAS-1000 (富士フィルム)を使用し、標識されたタンパク

質の量を発光量として検出した。 

 

In vivo 抗腫瘍試験 

Colo205 細胞を 50%マトリゲル溶液に懸濁し、6～7 週齢 BALB/c 系雌ヌードマウス (日本

クレア)の皮下に 5.0×10
6個の Colo205 細胞を移植した。生着した腫瘍の腫瘍径を測定し、以

下の式で腫瘍体積を算出した。 

腫瘍体積＝長径×短径×短径×(1/2) 

 腫瘍体積が 100–250mm
3 前後の大きさに腫瘍が生着した個体をコントロールと化合物処理
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群に各群 5 匹になるよう無作為にグループ化した。テスト化合物は腹腔内投与を行い (twice a 

day × 2 every 5 days for 2 cycles)、化合物の抗腫瘍作用を検出するためキャリパーで腫瘍径を測

定した。腫瘍増殖阻害効果 (%T/C)は下記の式で算出した。 

%T/C={(テスト化合物処理の腫瘍体積–Day0 のテスト群腫瘍体積) / (コントロール処理の腫瘍

体積− Day0 のコントロール群腫瘍体積)} × 100 

すべての動物試験は著者が所属する武田薬品工業内の Institutional Animal Care and Use 

Committee (IACUC)で承認されたプロトコールに従って行われた  (Experimental Protocol 

Number: 00004407)。 

 

計算化学 

静電ポテンシャルマップ (EPM)解析 

第 2 章に関する実験項に記載の方法を用いて、MOE (version 2011.10)
45により計算した。 

 

X 線結晶構造解析 

(+)-(S)-34 の絶対配置は Flack パラメーター56
(0.05(2))に基づいて S と決定した。株式会社リ

ガク製 R-AXIS RAPID により回折データを測定した。直接法 (SHELXS-97
57

)で初期位相を求

め、full-matrix 最小二乗法 (SHELXL-97
57

)を用いて構造を精密化した。非水素原子に非等方性

温度因子を、水素原子に等方性温度因子を与えた。補助的な結晶学データは The Cambridge 

Structural DatabaseのCCDC 1037306に登録されている。(www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif 参

照) 

 

Crystal data and data collection for (+)-(S)-34 

Empirical formula C32H33Cl2FN4O5 

Formula weight 643.54 

Crystal color, habit colorless, prism 

Temperature (K) 100 

Crystal size (mm) 0.17 x 0.05 x 0.04 

Crystal system triclinic 

Space group P1 

Unit cell dimensions (Å, °) a = 10.5392(2) 

b = 11.6005(2) 

c = 12.8463(2) 

α = 85.8900(10) 

β = 88.4340(11) 

γ = 89.6050(11) 

Volume (Å
3
) 1565.95(5) 

Z 2 

Density (calculated) (g/cm
3
) 1.365 

http://www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif
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Radiation Cu-Kα (1.5419 Å) 

Absorption coefficient (mm
-1

) 2.3114 

Goodness-of-fit on F
2
 1.034 

R1 [I>2σ(I)] 0.064 

wR2 (all data) 0.139 

Flack parameter 0.05(2) 

 

(−)-(R)-34 の絶対配置は Flack パラメーター56
(0.04(2))に基づいて R と決定した。株式会社リ

ガク製 R-AXIS RAPID により回折データを測定した。直接法 (SHELXS-97
57

)で初期位相を求

め、full-matrix 最小二乗法 (SHELXL-97
57

)を用いて構造を精密化した。非水素原子に非等方性

温度因子を、水素原子に等方性温度因子を与えた。補助的な結晶学データは The Cambridge 

Structural DatabaseのCCDC 1037305に登録されている。(www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif 参

照) 

 

Crystal data and data collection for (−)-(R)-34 

Empirical formula C32H33Cl2FN4O5 

Formula weight 643.54 

Crystal color, habit colorless, platelet 

Temperature (K) 100 

Crystal size (mm) 0.20 x 0.19 x 0.05 

Crystal system triclinic 

Space group P1 

Unit cell dimensions (Å, °) a = 10.5301(2) 

b = 11.5817(2) 

c = 12.8513(2) 

α = 85.8039(8) 

β = 88.4421(8) 

γ = 89.6201(8) 

Volume (Å
3
) 1562.50(5) 

Z 2 

Density (calculated) (g/cm
3
) 1.368 

Radiation Cu-Kα (1.5419 Å) 

Absorption coefficient (mm
-1

) 2.3165 

Goodness-of-fit on F
2
 1.035 

R1 [I>2σ(I)] 0.063 

wR2 (all data) 0.160 

Flack parameter 0.04(2) 

 

http://www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif
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第 4 章に関する実験項 

 

合成 

化合物(+)-54d に関する合成 

2-Fluoro-3-formyl-6-(trifluoromethyl)benzonitrile (61d) 

2,2,6,6-テトラメチルピペリジン (4860 mg, 34.4 mmol)のTHF (35 mL)溶液に n-ブチルリチウ

ム / ヘキサン溶液 (1.6 M, 19.8 mL, 31.7 mmol)を、窒素雰囲気下、–50 ºC でゆくっりと滴下し

た。混合物を同温度で 30 分間撹拌した。反応混合物に 2-フルオロ-6-(トリフルオロメチル)

ベンゾニトリル 60d (5000 mg, 26.4 mmol)の THF (15 mL)溶液を–60 ºC でゆっくりと滴下し、

反応混合物を、窒素雰囲気下、–50 ºC で 30 分間撹拌した。反応混合物に DMF (5810 mg, 79.5 

mmol)の THF (5.0 mL)溶液を、窒素雰囲気下、–50 ºC でゆっくりと滴下し、同温度で 15 分間

撹拌した。反応混合物を–10 ºC に昇温し 25 分間撹拌した。反応混合物に酢酸 (5.0 mL)および

水 (100 mL)を加え反応を停止させた。水層を EtOAc で抽出し、有機層を飽和炭酸水素ナトリ

ウム水溶液および飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥させ、減圧下濃縮し 61d 

(5870 mg, 27.0 mmol, quantitative yield)を茶色油状物として得た。MS (ESI): undetected. 
1
H NMR 

(300 MHz, CDCl3) δ 7.77 (1H, d, J = 8.2 Hz), 8.25 (1H, t, J = 7.4 Hz), 10.42 (1H, s).  

 

3-Formyl-2-(methylsulfonyl)-6-(trifluoromethyl)benzonitrile (62d) 

化合物 61d (5870 mg, 27.0 mmol)の DMSO (50 mL)溶液にメタンスルフィン酸ナトリウム 

(3310 mg, 32.4 mmol)の DMSO (15 mL)懸濁液を室温でゆっくりと加え、混合物を同温度で 2

時間撹拌した。反応混合物を EtOAc (100 mL)および水で希釈し、水層を EtOAc で抽出した。

合わせた有機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。

得られた固体を濾取し、ヘキサン / EtOAc (5 / 1)で洗浄し 62d (4250 mg, 15.3 mmol, 57%)を茶

色固体として得た。MS (ESI−): 275.8 [M−H]
−
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.51 (3H, s), 8.12–

8.17 (1H, m), 8.19–8.24 (1H, m), 10.73 (1H, s).  

 

3-Hydroxy-6-(trifluoromethyl)-2,3-dihydro-1-benzothiophene-7-carbonitrile 1,1-dioxide 

((±)-63d) 

化合物 62d (5.04 g, 18.2 mmol)の EtOH (500 mL)溶液にナトリウム エトキシド (1.65 g, 21.8 

mmol)の EtOH (50 mL)溶液を 0 °C でゆっくりと加えた。混合物を室温まで昇温し、同温度で

40 分間撹拌した。反応混合物に酢酸 (1.25 mL, 21.8 mmol)を室温で加え、pH 6–7 に調整した。

減圧下、溶媒を留去した後、残渣を EtOAc (200 mL)および水 (200 mL)で希釈した。水層を

EtOAc (100 mL × 3)で抽出し、合わせた有機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで

乾燥させ、減圧下濃縮した。得られた固体を濾取し、ヘキサン / EtOAc (5 / 1)で洗浄し(±)-63d 

(4.85 g, 17.5 mmol, 96 %)を黄色固体として得た。MS (ESI): undetected. 
1
H NMR (300 MHz, 

DMSO-d6) δ 3.63 (1H, dd, J = 13.8, 4.9 Hz), 4.25 (1H, dd, J = 13.8, 7.1 Hz), 5.48–5.58 (1H, m), 6.76 

(1H, br s), 8.23 (1H, d, J = 8.2 Hz), 8.38 (1H, d, J = 8.3 Hz).  

 

6-(Trifluoromethyl)-1-benzothiophene-7-carbonitrile 1,1-dioxide ((±)-59d) 
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化合物(±)-63d (1.98 g, 7.14 mmol)および TEA (2.49 mL, 17.9 mmol)の THF (20 mL)溶液にメタ

ンスルホニル クロリド (0.663 mL, 8.57 mmol)を室温でゆっくりと滴下し、混合物を同温度で

4 時間撹拌した。反応混合物を水に注ぎ、水層を EtOAc (50 mL × 2)で抽出した。合わせた有

機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、シリカパッド (SI)に通過さ

せ、濾液を減圧下濃縮し(±)-59d (1.80 g, 6.93 mmol, 97%)を茶色固体として得た。1
H NMR (300 

MHz DMSO-d6) δ 7.80–7.85 (1H, m), 7.85–7.90 (1H, m), 8.15 (1H, d, J = 8.1 Hz), 8.36 (1H, d, J = 

7.9 Hz).  

 

(±)-3-{[2-(Dimethylamino)ethyl]amino}-6-(trifluoromethyl)-2,3-dihydro-1-benzothiophene-7-car

bonitrile 1,1-dioxide ((±)-55d)  (Route A) 

化合物(±)-59d (500 mg, 1.93 mmol)、49 (210 μL, 1.93 mmol)および EtOH (20 mL)の混合物を 

70 °C で 4 時間撹拌し、次いで室温で終夜撹拌した。反応混合物を減圧下濃縮し、残渣を EtOAc

および水で希釈し、水層を EtOAc (50 mL × 2)で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水で洗

浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ 

(NH、EtOAc / ヘキサン、次いで MeOH / EtOAc)で精製し(±)-55d (287 mg, 0.826 mmol, 43 %)

を黄色油状物として得た。MS (ESI+): 348.0 [M+H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz DMSO-d6) δ 2.12 (6H, s), 

2.23–2.42 (2H, m), 2.57–2.74 (3H, m), 3.67 (1H, dd, J = 13.6, 6.0 Hz), 4.24 (1H, dd, J = 13.4, 7.2 Hz), 

4.71–4.84 (1H, m), 8.21–8.28 (1H, m), 8.30–8.37 (1H, m).  

 

(±)-3-{[2-(Dimethylamino)ethyl]amino}-6-(trifluoromethyl)-2,3-dihydro-1-benzothiophene-7-car

bonitrile 1,1-dioxide ((±)-55d) (Route B) 

化合物 62d (570 mg, 2.06 mmol)の THF (25 mL)溶液に 49 (290 μL, 2.68 mmol)を室温で加え、

混合物を同温度で 2 時間撹拌した。反応混合物にリチウム N,N-ジイソプロピルアミド(LDA) / 

ヘキサン溶液 (1.11 M, 3720 μL, 4.13 mmol)を、窒素雰囲気下、0 ºC でゆっくりと滴下し、混合

物を同温度で 50 分間撹拌した。反応混合物を EtOAc (30 mL)および水 (30 mL)で希釈し、水

層を EtOAc で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥

させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ (NH、EtOAc / ヘキサン、次いで MeOH 

/ EtOAc) で精製し(±)-55d (116 mg, 0.334 mmol, 16 %)を黄色油状物として得た。MS (ESI+): 

348.2 [M+H]
+
.  

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.19–2.24 (6H, m), 2.36–2.55 (2H, m), 2.65–2.80 (2H, 

m), 3.49 (1H, dd, J = 13.4, 5.9 Hz), 3.93 (1H, dd, J = 13.5, 7.2 Hz), 4.70–4.81 (1H, m), 7.99–8.05 (1H, 

m), 8.06–8.12 (1H, m).  

 

(+)-N-[7-Cyano-1,1-dioxido-6-(trifluoromethyl)-2,3-dihydro-1-benzothiophen-3-yl]-N-[2-(dimeth

ylamino)ethyl]-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)-5-methoxyimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide 

((+)-54d) 

化合物 35 (2390 mg, 7.94 mmol)の DMF (55 mL)溶液に(±)-55d (2300 mg, 6.62 mmol)、HATU 

(3780 mg)およびDIPEA (2480 mg, 19.2 mmol)を室温で加え、混合物を50 ºCで6時間撹拌した。 

反応混合物を EtOAc (150 mL)および飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (50 mL)で希釈し、水層
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を EtOAc (50 mL × 4)で抽出した。合わせた有機層を水 (100 mL × 2)および飽和食塩水 (100 

mL)で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラ

フィ (NH、EtOAc / ヘキサン) で精製した。目的物を含む画分を減圧下濃縮し、得られた固

体をヘキサン / EtOAc (1 / 1, 45 mL)で洗浄し(±)-54d (3250 mg, 5.16 mmol, 78%)を無色固体と

して得た。MS (ESI+): 630.1 [M+H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.07 (6H, s), 2.25-2.34 (3H, m), 

2.37-2.67 (2H, m), 3.54–3.93 (6H, m), 4.17–4.84 (1H, m), 5.26–6.31 (2H, m), 6.91–7.25 (3H, m), 

7.27–7.32 (2H, m), 7.50–8.01 (2H, m).  

ラセミ化合物(±)-54d (3200 mg)をキラル分取 HPLC (CHIRALCEL OD (CA002), 50 mm × 500 

mm column, ヘキサン/EtOH = 1/1)を用いて光学分割し、1 番目に溶出したエナンチオマーtR1 

(1140 mg)および 2 番目に溶出したエナンチオマーtR2 (1410 mg)を得た。キラル HPLC 分析を

実施した (4.6 mm × 250 mm CHIRALCEL OD column with ヘキサン/EtOH = 1/1 at 0.5 mL/min): 

For tR1; tR = 8.74 min and 97.7% ee. For tR2; tR = 12.53 min and 99.6% ee. 2番目に溶出したエナン

チオマーtR2 が目的の eutomer (+)-54d であり、無色結晶として得られた。mp.: 179 °C. [α]
25

D =  

+78.2 (c = 0.223, CHCl3). Anal. Calcd for C30H27F4N5O4S: C, 57.23; H, 4.32; N, 11.12. Found: C, 

57.28; H, 4.44; N, 11.04. 13
C NMR (151 MHz, DMSO-d6) δ 14.0 (d, J = 2.8 Hz), 44.8, 47.7, 53.3, 

54.9, 56.5, 58.2, 90.2, 101.9 (q, J = 2.1 Hz), 109.3, 110.5, 113.4 (d, J = 22.0 Hz), 121.9 (q, J = 274.5 

Hz), 122.3 (d, J = 17.6 Hz), 122.8, 126.2 (d, J = 3.3 Hz), 127.6, 130.0 (d, J = 8.3 Hz), 130.7, 131.2 (q, 

J = 4.5 Hz), 131.7 (q, J = 32.5 Hz), 133.7 (d, J = 5.5 Hz), 137.5, 141.3, 144.9, 146.0, 151.7, 160.2 (d, J 

= 243.7 Hz), 165.4.  

 

化合物(+)-54a に関する合成 

6,7-Dichloro-2,3-dihydro-1-benzothiophene-3-ol ((±)-57a) 

6,7-ジクロロ-1-ベンゾチオフェン-3(2H)-オン 56a (700 mg, 3.2 mmol)のMeOH (35 mL)溶液に

水素化ホウ素ナトリウム (245 mg, 6.5 mmol)を 4 °C でゆっくり加え、混合物を室温で 4 時間

撹拌した。反応混合物を減圧下濃縮し、残渣に 2 M HCl (20 mL)および EtOAc を加えた。水層

を EtOAc (50 mL × 2)で抽出し、合わせた有機層を飽和食塩水 (20 mL × 2)で洗浄し、無水硫酸

マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣をカラムクロマトグラフィ (NH、EtOAc / ヘ

キサン)で精製し(±)-57a (695 mg, 3.1 mmol, 98 %)を黄色油状物として得た。MS (ESI): 

undetected. 
1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 3.22 (1 H, dd, J = 11.7, 5.9 Hz), 3.64 (1 H, dd, J = 11.7, 

7.0 Hz), 5.39 (1 H, q, J = 6.2 Hz), 5.95 (1 H, d, J = 5.9 Hz), 7.19–7.30 (1 H, m), 7.31–7.41 (1 H, m).  

 

6,7-Dichloro-1-benzothiophene (58a) 

化合物(±)-57a (700 mg, 3.2 mmol)の酢酸 (8 mL)溶液に、窒素雰囲気下、三ふっ化ほう素-ジ

エチルエーテル錯体 (2 mL, 15.8 mmol)を 4 °Cで加え、 混合物を室温で 15分間、次いで 120 °C

で 15 分間撹拌した。反応混合物を室温まで冷却した後、2 M NaOH (30 mL)を加え pH 8 に調

整し、水層を EtOAc (50 mL × 2)で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水 (20 mL × 2)で洗浄

し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮し 58a (526 mg, 2.6 mmol, 82 %)を茶色油状

物として得た。MS (ESI): undetected. 
1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 7.58 (1 H, d, J = 5.5 Hz), 

7.64 (1 H, d, J = 8.5 Hz), 7.79–8.09 (2 H, m).  
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6,7-Dichloro-1-benzothiophene 1,1-dioxide (59a) 

化合物 58a (525 mg, 2.6 mmol)、タングステン酸 (VI) ナトリウム二水和物 (256 mg, 0.78 

mmol)、酢酸 (7.5 mL)および MeOH (15 mL)の混合物に過酸化水素水 (7.5 mL, 86 mmol)を 4 °C

で加え、混合物を室温で 2 時間、次いで 60 °C で 3 時間撹拌した。 反応混物を溶媒量が焼く

10 mL になるまで減圧下濃縮し、残渣を EtOAc (50 mL)および 2M NaOH (30 mL)で希釈した。

水層を EtOAc (50 mL)で抽出し、合わせた有機層を飽和チオ硫酸ナトリウム水溶液 (50 mL)で

洗浄し、ヨウ化カリウムデンプン紙を用いて過酸化水素が残存しないことを確認した。次い

で、有機層を飽和食塩水 (50 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮

し 59a (568 mg, 2.4 mmol, 93 %)を無色固体として得た。MS (ESI): undetected. 
1
H NMR (300 MHz, 

DMSO-d6) δ 7.53 (1 H, d, J = 6.7 Hz), 7.59 (1 H, d, J = 8.1 Hz), 7.67 (1 H, d, J = 6.8 Hz), 7.97 (1 H, d, 

J = 8.0 Hz).  

 

N'-(6,7-Dichloro-1,1-dioxido-2,3-dihydro-1-benzothiophen-3-yl)-N,N-dimethylethane-1,2-diamin

e ((±)-55a) (Route A) 

化合物(±)-55a (287 mg, 0.89 mmol)は 59a (500 mg, 2.1 mmol) を用いて、(±)-55d (Route A)と

同様の方法により合成した。収率: 43%、黄色油状物。MS (ESI+): 322.9 [M+H]
+
. 

1
H NMR (300 

MHz, DMSO-d6) δ 2.11 (6H, s), 2.22–2.40 (2H, m), 2.56–2.69 (2H, m), 3.56 (1H, dd, J = 13.5, 5.6 

Hz), 4.08 (1H, dd, J = 13.5, 7.4 Hz), 4.55–4.67 (1H, m), 7.68 (1H, d, J = 8.3 Hz), 7.96 (1H, d, J = 8.3 

Hz).  

 

(+)-N-(6,7-Dichloro-1,1-dioxido-2,3-dihydro-1-benzothiophen-3-yl)-N-[2-(dimethylamino)ethyl]-

3-(4-fluoro-3-methylphenyl)-5-methoxyimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide ((+)-54a)  

化合物(±)-54a (153 mg, 0.25 mmol)は 35 (123 mg, 0.41 mmol)および(±)-55a (120 mg, 0.37 

mmol)を用いて、(±)-54d と同様の方法により合成した。収率: 68%、無色固体。MS (ESI+): 605.0 

[M+H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.95 (6H, s), 2.22–2.45 (5H, m), 3.67–4.26 (7H, m), 5.38–

6.01 (1H, m), 6.38 (1H, d, J = 7.4 Hz), 7.10–7.59 (6H, m), 7.82–8.09 (1H, m).  

ラセミ化合物(±)-54a (123 mg)をキラル分取 HPLC (CHIRALCEL OD (CA002), 50 mm × 500 

mm column, ヘキサン/EtOH = 3/2)を用いて光学分割し、1 番目に溶出したエナンチオマーtR1 

(70 mg)および 2 番目に溶出したエナンチオマーtR2 (66 mg)を得た。キラル HPLC 分析を実施

した (4.6 mm × 250 mm CHIRALCEL OD (OG015) column with ヘキサン/EtOH = 3/2 at 1 

mL/min): For tR1; tR = 5.50 min and >99.9% ee. For tR2; tR = 9.35 min and 99.9% ee. 2 番目に溶出

したエナンチオマーtR2 が目的の eutomer (+)-54a であり、無色固体として得られた。[α]
25

D = 

+98.1 (c = 0.113, CHCl3). Anal. Calcd for C28H27Cl2FN4O4S: C, 55.54; H, 4.49; N, 9.25. Found: C, 

55.71; H, 4.77; N, 8.89.  

 

化合物(+)-54b に関する合成 

7-Chloro-6-(trifluoromethyl)-2,3-dihydro-1-benzothiophene-3-ol ((±)-57b) 
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化合物(±)-57b (494 mg, 1.9 mmol)は 7-クロロ-6-(トリフルオロメチル)-1-ベンゾチオフェン

-3(2H)-オン 56b (500 mg, 2.0 mmol)を用いて、(±)-57aと同様の方法により合成した。収率: 98%、

紫色油状物。MS (ESI): undetected. 
1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 3.25 (1H, dd, J = 11.6, 6.6 Hz), 

3.66 (1H, dd, J = 11.6, 7.1 Hz), 5.47 (1H, q, J = 6.3 Hz), 6.12 (1H, d, J = 6.0 Hz), 7.43 (1H, d, J = 7.8 

Hz), 7.60 (1H, d, J = 7.8 Hz).  

 

7-Chloro-6-(trifluoromethyl)-1-benzothiophene (58b) 

化合物 58b (365 mg, 1.5 mmol)は 57b (490 mg, 1.9 mmol)を用いて、58a と同様の方法により

合成した。収率: 80%、無色油状物。MS (ESI): undetected. 
1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 7.71 

(1H, d, J = 5.5 Hz), 7.85 (1H, d, J = 8.3 Hz), 8.09 (1H, d, J = 8.4 Hz), 8.16 (1H, d, J = 5.5 Hz).  

 

7-Chloro-6-(trifluoromethyl)-1-benzothiophene 1,1-dioxide (59b) 

化合物 59b (381 mg, 1.4 mmol)は 58b (350 mg, 1.5 mmol)を用いて、59a と同様の方法により

合成した。収率: 96%、薄赤色固体。MS (ESI): undetected. 
1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 7.67–

7.73 (1H, m), 7.77 (2H, d, J = 7.2 Hz), 8.19 (1H, d, J = 7.9 Hz).  

 

N'-[7-Chloro-1,1-dioxido-6-(trifluoromethyl)-2,3-dihydro-1-benzothiophen-3-yl]-N,N-dimethylet

hane-1,2-diamine ((±)-55b) (Route A) 

化合物(±)-55b (132 mg, 0.37 mmol)は 59b (160 mg, 0.60 mmol)を用いて、(±)-55d (Route A)と

同様の方法により合成した。収率: 62%、黄色油状物。MS (ESI+): 356.9 [M+H]
+
. 

1
H NMR (300 

MHz, DMSO-d6) δ 2.12 (6H, s), 2.22–2.42 (2H, m), 2.50–2.76 (3H, m), 3.60 (1H, dd, J = 13.5, 6.1 

Hz), 4.14 (1H, dd, J = 13.5, 7.3 Hz), 4.62–4.75 (1H, m), 7.87 (1H, d, J = 8.0 Hz), 8.17 (1H, d, J = 8.1 

Hz).  

 

(+)-N-[7-Chloro-1,1-dioxido-6-(trifluoromethyl)-2,3-dihydro-1-benzothiophen-3-yl]-N-[2-(dimet

hylamino)ethyl]-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)-5-methoxyimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide 

((+)-54b) 

化合物(±)-54b (182 mg, 0.29 mmol)は 35 (160 mg, 0.53 mmol)および(±)-55b (127 mg, 0.36 

mmol)を用いて、(±)-54d と同様の方法により合成した。収率: 80%、無色固体。MS (ESI+): 639.0 

[M+H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.90-2.02 (6H, m), 2.21–2.31 (3H, m), 2.37–2.48 (2H, m), 

3.70–4.34 (7H, m), 5.41–6.14 (1H, m), 6.39 (1H, d, J = 7.4 Hz), 7.09–7.81 (6H, m), 8.00–8.32 (1H, 

m).  

ラセミ化合物(±)-54b (158 mg) をキラル分取 HPLC (CHIRALCEL OD (NL001), 50 mm × 500 

mm column, ヘキサン/EtOH = 7/3)を用いて光学分割し、1 番目に溶出したエナンチオマーtR1 

(77 mg)および 2 番目に溶出したエナンチオマーtR2 (80 mg)を得た。キラル HPLC 分析を実施

した (4.6 mm × 250 mm CHIRALCEL OD (OG015) column with ヘキサン/EtOH = 7/3 at 1 

mL/min): For tR1; tR = 5.75 min and >99.9% ee. For tR2; tR = 10.34 min and 99.6% ee. 2 番目に溶出

したエナンチオマーtR2 が目的の eutomer (+)-54b であり、無色固体として得られた。[α]
25

D = 
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+73.9 (c = 0.221, CHCl3). Anal. Calcd for C29H27ClF4N4O4S: C, 54.5; H, 4.26; N, 8.77. Found: C, 

54.51; H, 4.57; N, 8.4.  

 

Synthetic protocol for (+)-54c 

2,3-Difluoro-4-(trifluoromethyl)benzaldehyde (61c) 

化合物 61c (11.3 g, 53.9 mmol)は 1,2-ジフルオロ-3-(トリフルオロメチル)ベンゼン 60c (10.0 g, 

54.9 mmol)を用いて、61d と同様の方法により合成した。収率: 98%、茶色油状物。MS (ESI): 

undetected. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 7.52 (1H, t, J = 6.1 Hz), 7.70–7.78 (1H, m), 10.40 (1H, d, J 

= 0.6 Hz). 

 

3-Fluoro-2-(methylsulfonyl)-4-(trifluoromethyl)benzaldehyde (62c)  

化合物 62c (9.2 g, 34.0 mmol)は 61c (12.8 g, 60.8 mmol)を用いて、62d と同様の方法により合

成した。収率: 56%、 黄色固体。MS (ESI): undetected. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 3.43 (3H, d, 

J = 1.7 Hz), 7.78 (1H, d, J = 8.1 Hz), 8.01 (1H, dd, J = 7.6, 7.1 Hz), 10.83 (1H, d, J = 0.7 Hz).  

 

7-Fluoro-6-(trifluoromethyl)-2,3-dihydro-1-benzothiophene-3-ol 1,1-dioxide ((±)-63c)  

化合物(±)-63c (2.1 g, 7.9 mmol)は 62c (2.6 g, 9.6 mmol)を用いて、63d と同様の方法により合

成した。収率: 82%、茶色固体。MS (ESI): undetected. 
1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 3.57 (1H, dd, 

J = 13.8, 4.9 Hz), 4.19 (1H, dd, J = 13.7, 7.0 Hz), 5.51 (1H, q, J = 6.1 Hz), 6.63 (1H, d, J = 6.1 Hz), 

7.71 (1H, d, J = 8.1 Hz), 8.19 (1H, t, J = 7.5 Hz).  

 

7-Fluoro-6-(trifluoromethyl)-1-benzothiophene 1,1-dioxide (59c)  

化合物 59c (1.3 g, 5.0 mmol)は 63c (1.5 g, 5.6 mmol)を用いて、59d と同様の方法により合成し

た。収率: 90%、淡黄色固体。MS (ESI): undetected. 
1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 6.87 (1H, d, J = 

6.9 Hz), 7.22–7.26 (1H, m), 7.27–7.31 (1H, m), 7.80–7.87 (1H, m).  

 

N'-[7-Fluoro-1,1-dioxido-6-(trifluoromethyl)-2,3-dihydro-1-benzothiophen-3-yl]-N,N-dimethylet

hane-1,2-diamine ((±)-55c) (Route B) 

化合物 62c (567 mg, 2.1 mmol)の THF (5 mL)溶液に酢酸 (240 μL, 4.2 mmol)、次いで 49 (250 

μL, 2.31 mmol)を室温で加え、混合物を同温度で 20 分間撹拌した。反応混合物を減圧下濃縮

し、残渣を THF (30 mL)に溶解させた。混合物に LDA / ヘキサン溶液 (1.11 M, 3830 μL, 4.25 

mmol)を、窒素雰囲気下、−50 ºC でゆっくりと滴下し、混合物を同温度で 25 分間撹拌した。

反応混合物に 2 M HCl (3 mL)および水 (40 mL)を室温で加え反応を停止させ、EtOAc (30 mL)

で希釈した。水層を EtOAc で抽出し、合わせた有機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナト

リウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣に 2 M HCl (30 mL)を加え、水層をヘキサン / EtOAc 

(1 / 1, 20 mL × 4)で洗浄した。水層に飽和炭酸水素ナトリウム水溶液を加え塩基性とし、EtOAc

で抽出した。合わせた有機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥させ、減圧

下濃縮し (±)-55c (452 mg, 1.3 mmol, 63 %)を淡黄色固体として得た。MS (ESI+): 341.2 [M+H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.23 (6H, s), 2.38–2.56 (2H, m), 2.64–2.81 (2H, m), 3.47 (1H, dd, J = 
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13.4, 5.8 Hz), 3.87 (1H, dd, J = 13.4, 7.2 Hz), 4.75 (1H, t, J = 6.4 Hz), 7.59 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.81–

7.89 (1H, m). 

 

(+)-N-[2-(Dimethylamino)ethyl]-N-[7-fluoro-1,1-dioxido-6-(trifluoromethyl)-2,3-dihydro-1-benzo

thiophen-3-yl]-3-(4-fluoro-3-methylphenyl)-5-methoxyimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide 

((+)-54c)  

化合物(±)-54c (256 mg, 0.41 mmol)は 35 (208 mg, 0.69 mmol)および(±)-55c (196 mg, 0.58 

mmol)を用いて、(±)-54d と同様の方法により合成した。収率: 71%、淡黄色固体。MS (ESI+): 

623.1 [M+H]
+
. 

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 2.05–2.12 (6H, m), 2.20–2.69 (6H, m), 3.44–3.86 (6H, 

m), 4.18–4.74 (1H, m), 6.04–6.09 (1H, m), 6.09–7.26 (4H, m), 7.27–7.34 (2H, m), 7.59–7.84 (1H, m).  

ラセミ化合物(±)-54c (243 mg) をキラル分取 HPLC (CHIRALCEL OD (CA002), 50 mm × 500 

mm column, ヘキサン/EtOH = 1/1)を用いて光学分割し、1 番目に溶出したエナンチオマーtR1 

(116 mg)および 2 番目に溶出したエナンチオマーtR2 (120 mg)を得た。キラル HPLC 分析を実

施した (4.6 mm × 250 mm CHIRALCEL OD (DB195) column with ヘキサン/EtOH = 1/1 at 0.5 

mL/min): For tR1; tR = 8.48 min and 99.9% ee. For tR2; tR = 11.75 min and 99.5% ee. 2番目に溶出し

たエナンチオマーtR2が目的の eutomer (+)-54cであり、無色固体として得られた。[α]
25

D = +74.4 

(c = 0.184, CHCl3). HRMS (ESI): Calcd for C29H27F5N4O4S [M + H]
+
 623.1746, found 623.1731.   

 

化合物(±)-51 に関する合成 

(±)-tert-Butyl 6,7-dichloro-3-((2-(dimethylamino)ethyl)amino)indoline-1-carboxylate ((±)-64) 

化合物(±)-64 (885 mg, 2.4 mmol)は tert-ブチル 6,7-ジクロロ-3-オキソインドリン-1-カルボキ

シラート 67 (1.2 g, 4.0 mmol)を用いて、(±)-37 と同様の方法により合成した。収率: 60%、茶色

油状物。MS (ESI+): 374.2 [M + H]
+
.  

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.53 (9H, s), 2.18 (6H, s), 2.28–

2.50 (2H, m), 2.59–2.70 (2H, m), 3.96–4.05 (1H, m), 4.06–4.16 (1H, m), 4.19–4.25 (1H, m), 7.12–

7.18 (1H, m), 7.18–7.23 (1H, m). 

 

(±)-tert-Butyl 

6,7-dichloro-3-((2-(dimethylamino)ethyl)((3-(4-fluoro-3-methylphenyl)-5-methoxyimidazo[1,2-a]

pyridin-2-yl)carbonyl)amino)indoline-1-carboxylate ((±)-51') 

化合物(±)-51' (11 mg, 0.02 mmol)は 35 (17 mg, 0.06 mmol)および(±)-64 (21 mg, 0.06 mmol) を

用いて、(±)-54d と同様の方法により合成した。収率: 29%、茶色油状物。MS (ESI+): 656.3 [M 

+ H]
+
.  

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.38–1.65 (9H, m), 1.90–2.29 (7H, m), 2.30–2.36 (3H, m), 

2.49–2.87 (1H, m), 3.03–3.52 (2H, m), 3.77 (3H, s), 3.83–4.32 (2H, m), 5.37–5.90 (1H, m), 5.98–6.19 

(1H, m), 6.74–7.40 (7H, m).  

 

(±)-N-(6,7-Dichloro-2,3-dihydro-1H-indol-3-yl)-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-3-(4-fluoro-3-methyl

phenyl)-5-methoxyimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide ((±)-51) 
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化合物(±)-51' (10.6 mg, 0.016 mmol)および TFA (0.5 mL)の混合物を室温で 2 時間撹拌した。

反応混合物に飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (20 mL)を加え、水層を EtOAc (20 mL × 2)で抽

出した。合わせた有機層を飽和食塩水 (20 mL)で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、

減圧下濃縮し、残渣をカラムクロマトグラフィ (NH、EtOAc / ヘキサン、次いで MeOH / 

EtOAc)で精製し(±)-51 (6.20 mg, 0.011 mmol, 69 %)を淡黄色固体として得た。MS (ESI+): 556.2 

[M + H]
+
.  

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.77–1.89 (2H, m), 1.96–2.68 (9H, m), 3.12–3.70 (4H, m), 

3.78 (3H, s), 3.87–4.34 (1H, m), 5.44–6.30 (2H, m), 6.53–7.10 (3H, m), 7.26 (4H, s).  

 

Synthetic protocol for (±)-52 

 N'-(4,5-Dichloro-2,3-dihydro-1H-inden-1-yl)-N,N-dimethylethane-1,2-diamine ((±)-65) 

化合物(±)-65 (384 mg, 1.4 mmol)は 4,5-ジクロロインダン-1-オン 68 (501 mg, 2.5 mmol)を用い

て、(±)-37 と同様の方法により合成した。収率: 56%、茶色油状物。MS (ESI+): 272.9 [M + H]
+
.  

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.84–1.97 (2H, m), 2.21 (6H, s), 2.36–2.50 (3H, m), 2.70–2.75 (2H, m), 

2.79–2.91 (1H, m), 3.01–3.14 (1H, m), 4.29 (1H, t, J = 6.7 Hz), 7.17 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.27–7.31 

(1H, m). 

 

(±)-N-(4,5-Dichloro-2,3-dihydro-1H-inden-1-yl)-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-3-(4-fluoro-3-methy

lphenyl)-5-methoxyimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide ((±)-52) 

化合物(±)-52 (299 mg, 0.538 mmol)は 35 (242 mg, 0.81 mmol)および(±)-65 (200 mg, 0.73 mmol)

を用いて、(±)-54d と同様の方法により合成した。収率: 74%、茶色固体。MS (ESI+): 555.1 [M 

+ H]
+
.  

1
H NMR (300 MHz, CDCl3) δ 1.87–2.16 (7H, m), 2.31 (3H, br s), 2.37–2.53 (2H, m), 2.58–

2.74 (1H, m), 2.88–3.07 (2H, m), 3.34–3.53 (1H, m), 3.71–3.80 (4H, m), 5.31–6.02 (1H, m), 6.02–

6.07 (1H, m), 6.54–6.64 (1H, m), 6.98–7.25 (4H, m), 7.27–7.39 (2H, m). Anal. Calcd for 

C29H29Cl2FN4O2·0.3H2O: C, 62.1; H, 5.32; N, 9.99. Found: C, 62.07; H, 5.36; N, 9.84.  

 

Synthetic protocol for (±)-53 

6,7-Dichloro-N-hydroxy-1-benzothiophen-3(2H)-imine (70) 

6,7-ジクロロ-1-ベンゾチオフェン-3(2H)-オン 69 (11.0 g, 50.5 mmol)のMeOH (440 mL)溶液に

ヒドロキシルアミン 塩酸塩 (18.5 g, 267.4 mmol)および酢酸ナトリウム (25.6 g, 312.0 mmol) 

を室温で加え、混合物を 3 時間加熱還流した。反応混合物を室温まで冷却した後、減圧下濃

縮し、残渣を水 (200 mL)および EtOAc (200 mL × 4)で希釈した。合わせた有機層を飽和食塩

水で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥させ、減圧下濃縮し 70 (11 g, 47.2 mmol, 93%)を淡灰

色固体として得た。MS (ESI−): 232.0 [M − H]
−
.  

1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 4.26 (2H, s), 

7.38 (1H, d, J = 8.2 Hz), 7.51 (1H, d, J = 8.2 Hz), 11.77 (1H, s). 

 

(±)-6,7-Dichloro-2,3-dihydro-1-benzothiophen-3-amine ((±)-71)  

化合物 70 (4.0 g, 17.1 mmol)の MeOH (1300 mL)溶液に、撹拌しながら亜鉛粉末 (27.9 g, 427.4 

mmol)を 60 °C で加え、次いで 6 M HCl (127 mL)を同温度で 30 分間かけてゆっくりと加え、
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同温度で 30 分間撹拌した。反応混合物を室温まで冷却した後、不溶物を濾別し、濾液を減圧

下濃縮した。残渣を水 (100 mL)および EtOAc で希釈し、水層を EtOAc (200 mL × 4)で抽出し

た。合わせた有機層を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液 (100 mL)および飽和食塩水で洗浄し、

無水硫酸ナトリウムで乾燥させ、減圧下濃縮し(±)-71 の粗生成物を得た。  

上記の方法を用いて 4 g、5 g × 4 および 2 g の 70 (total 26 g, 111.1 mmol)から誘導した 71 の

粗生成物を合わせてカラムクロマトグラフィ (NH、EtOAc / ヘキサン)で精製した。目的物を

含む画分を減圧下濃縮し、得られた固体をペンタンで洗浄し(±)-71 (5.1 g, 23.2 mmol, 21 %)を

黄色固体として得た。MS (ESI+): 220.1 [M + H]
+
.  

1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 2.27 (1H, br 

s), 3.13 (1H, dd, J = 9.4, 10.7 Hz), 3.55 (1H, dd, J = 7.5, 11.0 Hz), 4.58 (2H, t, J = 8.4 Hz), 7.24 (1H, 

d, J = 7.8 Hz), 7.34 (1H, d, J = 8.0 Hz).  

 

(±)-N-(6,7-Dichloro-2,3-dihydro-1-benzothiophen-3-yl)-N2,N2-dimethylglycinamide ((±)-72) 

化合物(±)-71 (500 mg, 2.27 mmol)、N,N-ジメチルアミノ酢酸 (351 mg, 3.41 mmol)、WSC (653 

mg, 3.41 mmol)、HOBt (460 mg, 3.41 mmol)および DMF (10 mL)の混合物を室温で 4 時間撹拌し

た。反応混合物を 10% 炭酸ナトリウム水溶液で希釈し、水層を EtOAc で抽出した。合わせ

た有機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮した。残渣

をカラムクロマトグラフィ (NH、EtOAc / ヘキサン)で精製し(±)-72 (660 mg, 2.16 mmol, 95 %) 

を淡黄色固体として得た。MS (ESI+): 305.1 [M + H]
+
.  

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 2.22 

(6H, s), 2.95 (2H, s), 3.40 (1H, dd, J = 11.2, 8.5 Hz), 3.64 (1H, dd, J = 11.2, 8.1 Hz), 5.61-5.75 (1H, 

m), 7.08 (1H, dd, J = 8.1, 1.0 Hz), 7.35 (1H, d, J = 8.1 Hz), 8.45 (1H, d, J = 8.4 Hz).  

 

(±)-N'-(6,7-Dichloro-2,3-dihydro-1-benzothiophen-3-yl)-N,N-dimethylethane-1,2-diamine 

((±)-66) 

化合物(±)-72 (244 mg, 0.8 mmol)の THF (16 mL)溶液にボラン THF錯体 (8.00 mL, 8.00 mmol)

を、アルゴン雰囲気下、室温で加え、混合物を 60 °C で終夜撹拌した。反応混合物を室温ま

で冷却した後、混合物に MeOH (5 mL) を慎重に加え、次いで濃塩酸 (5 mL)を加えた。混合

物を 60 °C で 1 時間撹拌し、次いで濃塩酸 (5 mL) を更に加え、同温度で 2 時間撹拌した。反

応混合物に 8 M NaOH を加え塩基性とし、水層を EtOAc で抽出した。合わせた有機層を飽和

食塩水で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮し、残渣をカラムクロマト

グラフィ (NH、EtOAc / ヘキサン)で精製し(±)-66 の粗生成物を得た (THF が開環したことに

より生じた 4-クロロ-1-ブタノールを含有する)。粗生成物を EtOAc / iPr2O (1 / 1)で希釈し 1 M 

HCl (× 2)で逆抽出した。 水層に 8 M NaOH を加え塩基性とし、EtOAc で抽出した。合わせた

有機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸マグネシウムで乾燥させ、減圧下濃縮し(±)-66 (363 

mg)を無色油状物として得た (THF が開環したことにより生じた 4-クロロ-1-ブタノールを含

有する)。得られた(±)-66 は、これ以上の精製を行わず次の反応に用いた。MS (ESI+): 291.1 [M 

+ H]
+
. 

 

(±)-N-(6,7-Dichloro-2,3-dihydro-1-benzothiophen-3-yl)-N-(2-(dimethylamino)ethyl)-3-(4-fluoro-3

-methylphenyl)-5-methoxyimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxamide ((±)-53) 
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化合物(±)-53 (139 mg, 0.242 mmol)は 35 (240 mg, 0.80 mmol)および(±)-66 (363 mg, 4-クロロ

-1-ブタノール含有)を用いて、(±)-54d と同様の方法により合成した。収率: 30% (based on 35)、

無色固体。MS (ESI+): 573.2 [M + H]
+
.  

1
H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δ 1.81-2.40 (11H, m), 

2.95-3.83 (7H, m), 5.68-5.86 (1H, m), 6.33-6.43 (1H, m), 6.75-7.05 (1H, m), 7.10-7.45 (6H, m). Anal. 

Calcd for C28H27Cl2FN4O2S·0.3H2O: C, 58.09; H, 4.81; N, 9.68. Found: C, 57.84; H, 4.86; N, 9.46. 

 

生物評価 

CENP-E酵素アッセイ  

第 2 章に関する実験項に記載の方法を用いて、CENP-E 酵素アッセイを実施した。 

 

FACS 解析 

第 2 章に関する実験項に記載の方法を用いて、FACS 解析を実施した。 

 

細胞増殖阻害試験 

第 3 章に関する実験項に記載の方法を用いて、細胞増殖阻害試験を実施した。 

 

In vivo PD アッセイ 

第 3 章に関する実験項に記載の方法を用いて、In vivo PD アッセイを実施した。 

 

ウェスタンブロッティング解析 

第 3 章に関する実験項に記載の方法を用いて、ウェスタンブロッティング解析を実施した。 

すべての動物試験は著者が所属する武田薬品工業内の Institutional Animal Care and Use 

Committee (IACUC)で承認されたプロトコールに従って行われた  (Experimental Protocol 

Number: 00004407)。 

 

血漿および腫瘍中の化合物濃度評価  

血漿、および腫瘍ホモジネート (20%生理食塩水)に、それぞれ内部標準化合物含有のアセ

トニトリルを添加した。よく混合した後、遠心分離を実施し、上清を LC-MS/MS 測定用溶媒

にて希釈した (移動相 A：10 mM ギ酸アンモニウム / ギ酸 (100/0.2, v/v)、移動相 B：アセト

ニトリル / ギ酸 (100/0.2, v/v)）。希釈溶液を Shimadzu Shim-pack XR-ODS (2.2 μm, 2.0 × 30 

mm)のカラムを備え付けた LC-MS/MS (API5000, AB Sciex, Foster City, CA, USA)に注入し、分

離分析した。化合物は次の Multiple Reaction Monitoring (多重反応モニタリング)モードにより

検出した: (+)-54a m/z 605.09 → 325.94、(+)-54d m/z 630.17 → 584.99。  

 

計算化学 

静電ポテンシャルマップ (EPM)解析 

第 2 章に関する実験項に記載の方法を用いて、MOE (version 2011.10)
45により計算した。 

 



90 

 

X 線結晶構造解析 

(+)-54d の絶対配置は Flack パラメーター56
(0.06(4))に基づいて S と決定した。株式会社リガ

ク製R-AXIS RAPID-191Rにより回折データを測定した。直接法 (SIR92
58

)で初期位相を求め、

full-matrix 最小二乗法 (SHELXL-97
57

)を用いて構造を精密化した。 非水素原子に非等方性温

度因子を、水素原子に等方性温度因子を与えた。測定した結晶には溶媒ピーク (イソプロピ

ルエーテルおよび水)が観測されたが、ディスオーダー構造をとりモデル化できないため、

PLATON(SQUEEZE)
59で補正した反射データを用いて精密化した。補助的な結晶学データは

The Cambridge Structural Database の CCDC 1439418 に登録されている。

(www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif 参照) 

 

Crystal data and data collection for (+)-54d 

Empirical formula C30H27F4N5O4S∙ (C3H7)2O∙
 
H2O∙0.5C6H6O2 

Formula weight 804.88 

Crystal color, habit colorless, platelet 

Temperature (K) 298 

Crystal size (mm) 0.21 x 0.19 x 0.04 

Crystal system tetragonal 

Space group P41212 

Unit cell dimensions (Å, °) a = b = 19.6074(4) 

c = 21.545(2) 

α = β = γ = 90 

Volume (Å
3
) 8282.9(7) 

Z 8 

Density (calculated) (g/cm
3
) 1.291 

Radiation Cu-Kα (1.5419 Å) 

Absorption coefficient (mm
-1

) 1.3041 

Goodness-of-fit on F
2
 0.968 

R1 [I>2σ(I)] 0.049 

wR2 (all data) 0.139 

Flack parameter 0.06(4) 

 

 

  

http://www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif
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