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略号表  

Ac  a ce ty l  

AcOH   a ce t ic  ac id  

AUC   a r ea  unde r  the  concent r a t ion - t ime  curve  

Bu   bu ty l  

Bn   benzyl 

Boc   te r t -bu toxyca rbonyl  

C m a x   maximum concent ra t ion  

CL t o t a l   to ta l  c learance  

cpds  compounds 

DIPEA  N,N -d i i sopropyle thy lamine  

DMAP  4 -d ime thy la minopyr id ine  

DME  1 ,2 -d ime thoxye thane  

DMF  N,N -d ime thy l formamide  

DMSO  d ime thy l  su l fox ide  

dppf   1 ,1 ' -b is (d iphenylphosphino)fe rrocene  

EDC  1 -e thy l -3- (3-d ime thy laminopropyl)ca rbodi imide  

E t   e thy l  

F   b ioava i lab i l i ty  

FITC  f luore sce in  i so th iocyana te  

FRET  f luore scence  r e sonance  energy  t r ansfer  

Hex  hexyl 

HOBt   1 -hydroxybenzot r iazo le  

HPLC  h igh-pe rformance  l iqu id  chroma tography  

HTS  high- th roughput  sc reen ing  

IC 5 0    50% inh ib i to ry  concent r a t ion  
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Me    me thy l  

MLM  mouse  l ive r  microsome s 

MRT  mean  r e s idence  t ime  

mRNA  messenge r  r ibonuc le ic  ac id  

NAD  n ico t inamide  aden ine  d inuc leo t ide  

NBS   N -b romosucc in imide  

NMP  N -me thy lpyr ro l idone  

Ph    phenyl 

PPh 3   t r iphenylphosphine  

PPI   p ro te in -pro te in  in ter ac t ion  

Pr   p ropyl 

SAR  s t ruc ture -ac t iv i ty  r e la t ionsh ip  

SBDD  s t ruc ture  ba sed  drug  des ign  

TEA   t r ie thy lamine  

TFA   t r i f luoroace t ic  ac id  

Tf 2 O   t r i f luorome thanesu lfon i c  anhydr ide  

THF   te t r ahydrofuran  

Ts    p - to luenesu lfonyl  

V d s s   vo lume  of  d is t r ibu t ion  a t  s teady  s ta te  
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第一章  緒言  

 

第一節  創薬研究におけるケミカルプローブの役割  

 ケミカルプローブとは生物学的標的（最も一般的にはタンパク質）に結合

してその機能を変化させる化合物であり、創薬ターゲットの特定やバリデー

ション、タンパク質のプロファイリング、イメージング等において有用なツ

ール化合物の総称である 1）。薬剤を開発する上では、その生物学的標的に対

する阻害薬や作動薬・拮抗薬といった薬理作用を有する分子が、ケミカルプ

ローブとして薬剤標的の機能解析や新たな薬剤の分子設計に利用される 2 )。

また、標的に対して高い選択性を有するケミカルプローブは病態解析等を目

的とした細胞や動物モデルでの解析においてもツール化合物として利用され

る。 Fir s t - in - c la ss の標的分子に作用する薬剤を開発する際には、対象となる

分子が薬剤の標的として有望か否かを判断するための適切なケミカルプロー

ブが存在することが望ましい。その際、ケミカルプローブが具備すべき要件

としては、標的分子に対して適切な親和性と薬理活性を示すこと、標的分子

への送達やアッセイを行う上で良好な物性を有すること、可能であれば標的

分子への薬理活性の作用機構が解明されていること、などが挙げられる 3）。

さらに、共結晶構造解析等により標的分子とケミカルプローブの結合様式が

明らかである場合には、タンパク質の立体構造を基盤とした新たなケミカル

プローブもしくは薬剤の設計ならびにその機能評価が可能となる。  

 一方、多くの Fir s t - in -c la ss ターゲットにおいて、適切なケミカルプローブ

の欠如により、創薬標的としての評価が難しいことが課題になっている。ま

た、ケミカルプローブとタンパク質の構造情報に基づいた、複数の標的分子

に作用する薬剤の論理的創薬手法も未だ確立されていないのが現状である。

そこで筆者は、Fir s t - in -c la ss の標的分子として Deoxyhypus ine  syn thase  (DHPS)

に注目し、強力な阻害活性を有するケミカルプローブの取得を目的とする合
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成研究を実施し、 DHPS との共結晶構造解析により標的分子との相互作用の

メカニズムおよびコンフォメーション変化を検証した。また、ケミカルプロ

ーブによる構造情報を利用した創薬手法については、B-ce l l  lymphoma  2  (Bc l -

2)ファミリータンパク質を標的とする複数標的阻害薬を分子設計し、強力な

阻害活性を有する低分子化合物の創出研究を実施した。  

 

第二節  DHPS の機能と癌との関連  

タンパク質翻訳制御の異常は、腫瘍の発生および進展において機軸となる

役割を果たしている。その制御因子の一つとして真核生物翻訳開始因子 5A 

(eukaryot ic  t rans lat ion  in i t i a t ion  factor  5A:  e IF5A)が知られており 4 )、ヒトに

おいて卵巣癌 5 )や膵臓癌 6 )等、特に悪性度の高い様々な癌で過剰発現もしく

は 遺 伝 子 増 幅 が 確 認 さ れ て い る 。 e IF5A は DHPS お よ び deoxyhypus ine  

hydroxyla se  (DOHH)によりハイプシン化という特徴的な修飾を受け、翻訳制

御促進因子として活性化する (Fig .  1 ) 7 ) , 8 )。ハイプシンとは、ヒドロキシル化

されたアミノブチル基がリジンの側鎖アミノ基に置換した異常アミノ酸であ

り、翻訳後修飾によって形成される。 eIF5A のハイプシン化における第一工

程では、その修飾酵素である DHPS が e IF5A の 50 番目のリジン残基に、

nico t inamide  aden ine  d inuc leo t ide  (NAD)を補酵素として用い、生体内ポリアミ

ンの一種である spermid ine の 4-アミノブチル基部位を転移させ、デオキシハ

イプシン化された e IF5A を生じる。デオキシハイプシン - e IF5A は速やかに

酸化酵素である DOHH により酸化され、ハイプシン -e IF5A を与える。ハイプ

シン化された e IF5A は特定の mRNA の翻訳伸長を促進し、癌の増殖に関与す

ると考えられている 4 )。このことから e IF5A は魅力的な抗がん剤の標的因子

であるが、タンパク質の構造上、 RNA 結合ドメインと S1-r ibosome 結合ドメ

インを有しているのみで、低分子化合物で容易に制御できるような構造では

ないと考えられている 9 )。そこで筆者は、 e IF5A が翻訳制御促進因子として
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の機能を発揮するために必須となるハイプシン化修飾の阻害に着目した。ハ

イプシン化を担う DHPS と DOHH の二種類の酵素の中で、 DHPS が律速酵素

であることから 1 0 )、DHPS 阻害薬は eIF5A 依存的に増殖する癌細胞のタンパ

ク質翻訳過程を抑制する新しいタイプの抗癌薬として位置づけられる。  

 

  

Figure  1 .  DHPS -e IF5A pa thway a s  a  therapeu t ic  ta rge t  fo r  cance r .  

 

第三節  Bcl-2  f ami ly タンパク質の機能と癌との関連  

アポトーシスは細胞死機構の一つを指し、個体発生や恒常性維持に欠かせ

ないことが知られている 11 )。アポトーシス機構の破綻は、癌 1 2 )、アルツハイ

マー型認知症 1 3 )、自己免疫疾患 1 4 )など、多くの疾患に関与する。アポトーシ

スは、主として TNF-α などを介する細胞外からのシグナルによって引き起こ

されるデスドメイン受容体経路と、細胞内のミトコンドリア上のタンパク質

などが関与するシグナルによって引き起こされるミトコンドリア経路により

誘導される 1 5 )。ミトコンドリア経路においては、アポトーシスを促進するタ

ンパク質 Bak や Bax が活性化されることにより、ミトコンドリアからシトク

ロム c が漏出される。シトクロム c は apopto t ic  p ro tea se -ac t iva t ing  fac tor-

1(Apaf -1)を介在して、カスパーゼ -9 を活性化する。さらにカスパーゼ -9 が

種々の細胞内構造物の破壊に直接関与するカスパーゼ -3 およびカスパーゼ -7

を活性化することにより、細胞死に至る (Fig .  2  (A)) 1 6 )。  
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ミトコンドリア経路の調節に重要な役割を果たしているのが、前述の Bax

を含む Bcl-2 ファミリータンパク質である 1 7 )。これらは、Bcl-2  Homology  (BH)

ドメインを有し、 3 つのサブタイプに分類される。すなわち、 BH1-BH4 で構

成されるアポトーシスを抑制するタンパク質 (Bc l -2 ,  Bc l -xL, Bc l -w, Mc l -1 ,  A1)、

アポトーシスを促進するタンパク質 (Bax , Bak)、および BH3 ドメインのみで

構成されるペプチド (Bid ,  Bim,  Nox a)である 1 7 ) – 1 9 )。 Bax 等のアポトーシス促

進タンパク質はミトコンドリア内でホモ重合体を形成し、ミトコンドリア外

膜に存在する vol tage-dependent  an ion  channe l  (VDAC)を調節することで、細

胞質へのシトクロム c 透過性を亢進し、カスパーゼの活性化を惹起する 1 6 )。

Bcl -2 等のアポトーシス抑制タンパク質は、アポトーシス促進タンパク質と

結合し、そのホモ重合体形成を妨げることにより、アポトーシスを抑制する。

逆に BH3 ドメインのみを有する Bid、 Bim 等は、アポトーシス抑制タンパク

質と結合することによりその機能を制限し、アポトーシス促進タンパク質の

ホモ重合体形成を促進する 2 0 )。癌細胞では一般に、アポトーシス抑制タンパ

ク質が活性化されていると考えられている 1 2 )。したがって、アポトーシス抑

制タンパク質と結合する化合物を創製できれば、癌細胞でのアポトーシス誘

導が促進できると考えられるため、 Bcl-2 ファミリー阻害薬は魅力的なター

ゲットとして注目されている 2 1 ) , 2 2 )。  
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Figure  2 .  (A)  Bc l -2  f ami ly  pro te ins  and  p a thway to  apoptos is .   

(B)  Repre sen ta t ive s  o f  Bc l -2  fami ly  inh ib i to r  in  c l in ica l  use .  

 

近年、Bcl-2 選択的阻害剤であるベネトクラクスが AbbVie 社によって臨床

開発され、慢性リンパ性白血病を適応症として 2016 年にアメリカ食品医薬

品局によって承認されている (Fig .  2  (B) )2 3 )。また、Mcl-1 選択的阻害剤である

AMG176 2 4 )、 S64315(MIK665) 2 5 )および AZD5991 2 6 )の血液癌に対する有効性が

臨床試験において現在検討されている。一方で、非小細胞肺癌 2 7 )等の固形癌

においては、Mcl-1 および Bcl-xL を同時に阻害することが、アポトーシスの

誘導に重要な条件であることが知られている 2 8 )  – 3 0 )。また、Bcl-2 /Bc l -xL/Bc l -

w 阻害剤である Abbot t 社の ABT-263(Navi toc lax) 3 1 )の抗癌活性が、Mcl-1 の発

現上昇による耐性獲得により減少することも報告されている 3 2 )。よって、固

形癌を対象としたアポトーシス誘導を指向し、Mcl-1 および Bcl-xL を同時に

阻害することは新しいタイプの治療法として期待される。  

 

第四節  研究方針と概要  

 第二節で述べたように DHPS は新規抗癌剤の薬剤標的としての可能性があ

るものの、既存の阻害剤は GC-7 3 3 )に代表される基質 spe rmid ine を模倣した

化合物のみであり (Fig .  3 ) 3 4 ) – 3 7 )、既に臨床試験に進んでいる化合物もしくは

適切なケミカルプローブが無いために、創薬標的としての妥当性の評価が難
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しいことが課題である。  

 

Figure  3 .  Spe rmid ine ,  and  GC-7  s t ruc ture s .  

 

筆者は新規ケミカルプローブを創出すべく、強力な阻害活性を有する化合

物の取得を目的として、武田薬品工業株式会社が保有するライブラリー化合

物に対して DHPS 酵素阻害試験による high- th roughput  screen ing  (HTS)を当研

究グループ内で実施した（スクリーニングの詳細については第二章に記載）。

筆者は、得られたヒット化合物であるインドール誘導体 2 からの構造活性相

関研究を通じて、強力な酵素阻害活性を有するブロモベンゾチオフェン体

13g を創出した (Fig .  4 )。さらに、化合物 13g とは異なるファーマコフォアを

有する HTS ヒット化合物 3 および 4 にも着目し、3-ピリジル基を有する二環

性母核誘導体の構造活性相関研究を実施し、強力な酵素阻害活性を有するジ

ヒドロチエノ [2 ,3 -c ]ピリジン誘導体 38d を創出した。これらケミカルプロー

ブと DHPS タンパク質の共結晶構造解析を行った結果、化合物 13g および

38d が結合様式は異なるもののアロステリック阻害薬であることを同定した。

また、 DHPS 酵素の擬似基質である GC-7 および補酵素 NAD との共結晶にお

いては α-へリックスを形成していた部分が、これらアロステリック阻害薬と

の共結晶では解けて、ループ構造へと変化することを見出した。これら二つ

のケモタイプと標的分子の相互作用の解析結果は、今回発見したアロステリ

ックポケットが汎用性の高い阻害剤の結合サイトであり、 DHPS が有望な薬

剤標的となり得ることを示している。さらに、筆者は DHPS タンパク質の活

性・非活性型コンフォメーション解析を通じて新規ケミカルプローブによる

酵素阻害メカニズムを明らかにした  (第二章 )。  
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Figure  4 .  D iscove ry  of  nove l  chemica l  p robes  f rom HTS h i t  compounds 

 

上記の DHPS 阻害薬の創製に加えて、ケミカルプローブの情報を利用した

複数標的阻害薬の分子設計を目的に Mcl-1 /Bc l -xL dua l 阻害薬の合成研究も実

施した。前節で述べたように Mcl-1 および Bcl-xL を同時に阻害することで固

形癌に対する有効性が期待できるが、その方法としては、それぞれに対する

選択的阻害剤の併用もしくは二重阻害剤の単剤使用が考えられる。一般的に

選択的阻害剤の併用は、それぞれの薬剤特性の理解が進んでいる場合、その

併用効果の検証が容易になり臨床応用も期待できる。これに対して二重阻害

剤の場合は、期待する阻害活性を両立する化合物の創出が難しい一方、単一

化合物の薬物動態特性をもとに薬効や毒性の評価が可能であることが大きな

利点である 3 8 )。本研究開始当時、臨床試験に進んだ Mcl-1 阻害薬 (Fig .  2 (B) )

は無く薬剤特性が不明であったこと、さらには単一薬剤による治療の利点を

ふまえ、筆者は Mcl-1 /Bc l -xL dua l 阻害薬の創製を目指すこととした。  

Bc l -2 フ ァ ミ リ ー の 阻 害 薬 は タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用 (Pro te in -Pro te in  

in te r ac t ion :  PPI)を阻害する必要があり、二重阻害薬の創製には適切なケミカ

ルプローブの情報に基づく論理的な分子設計が不可欠である。筆者は Mcl-

1 /Bc l -xL dua l 阻害薬の創製に向けて、 Figure  5 に示す既知の Bcl-2 ファミリ

ー阻害剤 3 9 ) – 4 1 )の構造を足掛かりに、個々のタンパク質の阻害に重要な構造

の探索から開始した。  
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Figure  5 .  Repor ted  Bc l-2  fami ly  inh ib i to r s  

 

Mc l -1 に関しては、Abbot t 社が報告した Mcl-1 阻害剤 3 9 )の構造に基づく骨

格変換のデザインにより Mcl-1 選択的阻害活性を有するピラゾロ [1 ,5 -a ]ピリ

ジン誘導体 39 を創出した。得られた新規ケミカルプローブ 39 と Mcl-1 タン

パク質との共結晶化および X 線結晶構造解析を当研究グループ内で実施し、

39 の結合様式を明らかにした。Bcl-xL に関しては、Abbot t 社が創製した Bcl-

xL/Bc l -2 /Bc l -w 阻害薬 ABT-2634 0 )の部分構造探索により、 Bcl-xL 阻害活性に

重要な構造を有する化合物 51 を特定した。これらケミカルプローブの情報

から、筆者は Mcl-1 および Bcl-xL それぞれに対する選択的阻害化合物を部分

構造に有するハイブリッド化合物をデザインし、強力な二重阻害活性を有す

る化合物 61 を創出した (Fig .  6 )。さらに、得られたハイブリッド化合物と Mcl-

1 および Bcl-xL との共結晶構造解析を行い、ハイブリッド化合物のデザイン

コンセプトが達成されていることを実証した  (第三章 )。  
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Figure  6 .  D iscove ry  of  Mc l -1 /Bc l -xL dua l  inh ib i to r  
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第二章  DHPS に対する新規ケミカルプローブの創製  

 

第一節  薬剤標的としての DHPS および構造情報  

 緒言で述べた通り、 DHPS 阻害薬は e IF5A の機能の抑制により癌細胞のタ

ンパク質翻訳過程を調節する Fir s t - in -c la ss の抗癌薬として期待されるが、こ

れまでのところ DHPS を標的とした薬剤が臨床試験に進んだ例は無い。また、

その阻害薬としては GC-7 に代表される基質 spe rmid ine の類縁体が知られて

いるのみであり、補酵素 NAD 類縁体については報告例はない (Fig .  7 ) 3 3 ) – 3 7 )。 

 

Figure  7 .  NAD + ,  spermid ine ,  and  GC -7  s t ructure s .  

  

GC-7 に関しては  NAD および DHPS タンパク質との三者複合体の共結晶

情報が報告されており 4 2 ) , 4 3 )、当研究グループ内においても再現性の確認を

目的に同様の三者複合体の共結晶を作成して構造情報を取得した (Fig .  8 )。

DHPS は四量体を形成してその酵素機能を発揮すると考えられており (Fig .  

8 (A))、 NAD の結合サイトは対面の DHPS タンパクにおける spe rmid ine もし

くは GC-7 結合サイトの近傍に位置する (Fig .  8 ( B) )。生体内ではこのようなコ

ンフォメーションを取ることで、NAD と spe rmid ine がそれぞれの反応点が近

くなるように結合し、酵素反応が進行すると考えられる。また、 GC-7 は

spe rmid ine を模倣した結合様式を取ることで酵素反応を阻害する。  
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Figure  8 .  (A)  S t ruc ture  o f  DHPS  in complex wi th  NAD and  GC -7  a t a  r e so lu t ion  

of  1 .65  Å (PDB ID 6P4V) .  The  pro te in  i s  co lored  by  cha in  and  shown a s  a  ca r toon . 

NAD and  GC-7  a re  shown in  s t icks .  ( B)  Clo seup  v iew h igh l igh t ing  the  hydrogen 

bonds  (dash  l ine s)  be tween GC -7  and  DHPS/NAD.  The  a l l  images  were  p repared 

us ing  PyMO L. 4 4 )  

 

一方、GC-7  はグアニジン構造を有する塩基性の高い化合物であり、その低

い膜透過性から、薬剤もしくは研究を進める上でのツール化合物としては適

していない。また、各種ポリアミンを基質とする他の生体内タンパク質に対

する選択性が低いことも懸念される 4 5 ) , 4 6 )。よって、DHPS の薬剤標的として

の評価が進んでいないことが課題であり、適切なケミカルプローブが望まれ

ている。そこで、当研究グループにおいて、 drug- l ike な構造を有する新規

DHPS 阻害薬の創製を目的とし、武田薬品工業株式会社が保有するライブラ

リー化合物を用いた HTS を実施した。試験方法としては、トリチウムラベル

化した基質 spe rmid ine を用いた DHPS の酵素活性測定法を利用した (Fig .  

9 (A))。ここでは、 spermid ine の放射性標識されたアミノブチル部位が DHPS

酵素により e IF5A へ転移し生成する、デオキシハイプシン - e IF5A (Fig .  1 )の量
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を指標にすることで DHPS の酵素活性を測定した。一つのウェルに 10 化合

物を含むミックスライブラリープレートを使用し、約 100 万化合物に対して

上記試験方法による最初のスクリーニングを実施し、3  μM の化合物濃度にお

いて DHPS 酵素阻害活性が認められたウェルのデコンボリューションにより

80 の DHPS 阻害化合物を得た。その後、濃度依存試験による精査および化合

物純度の確認を経て、23 クラスター 76 化合物のヒットを同定した (Fig .  9 (B))。

筆者は、 GC-7 のように spe rmid ine を模倣したアルキルアミンではないこと

に加え、分子量が低く合成展開が容易である利点を有するインドール誘導体

2 とチオフェン誘導体 3 および 4 の二つのクラスターに着目し、合成研究を

開始した。  

 

Figure  9 .  (A)  Schema t ic  d iagram of  DHPS  enzyme  a ssay .  Radioac t iv i ty  o f  

deoxyhypus ina ted  b io t in -e IF5A cap tured by  S t r ep toav id in  p la te  was  measured  to  

de te rmine  ac t iv i ty  o f  DHPS enzyme . (B)  HTS  f low and chemica l  s t ruc ture s  of  h i t  

compounds .  IC 5 0  va lues were ca lcu la ted  by  nonl inear  regre ss ion  ana lys is  o f  
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pe rcen t  inh ib i t ion  da ta .  

 

 本論文では、第二節でヒット化合物 2 のケモタイプ 0 F 0 F 0 F 0 F 0 F 0 F

1、第三節でヒット

化合物 3 および 4 のケモタイプについて、新規誘導体の合成、構造活性相関

を述べ、第四節で共結晶情報に基づく DHPS の機能解析について論じる。  

 

第二節  新規 DHPS 阻害薬創製およびアロステリックサイトの発見  

第一項  ドラッグデザインおよび合成  

 研究開始当初は、ヒット化合物 2 と DHPS タンパク質との共結晶化検討に

おいて、望みの共結晶を得ることはできず、本ケモタイプの DHPS に対する

結合様式は不明であった。また、当研究グループ内において、化合物 2 が NAD

結合ポケットに結合することを仮定したドッキングモデルの作成を計算化学

手法により検討したが、適切な結合様式を予測することは困難であった。そ

こで筆者は、ヒット化合物 2 を出発点に、リガンドベースの構造活性相関研

究として、アミド部位および母核インドールの変換体を各種デザインし、さ

らにアミド側鎖変換体についても種々合成し、活性増強を目指すこととした

(Fig .  10)。  

 

 

Figure  10 .  Synthe t ic  p lan  from HTS  h i t  compound  2 .  

 

1  ケモタイプ：薬理作用を示す上で必要な置換基や似通った母核を有し、化学構造上の

特徴を共有する化合物群  
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 初めに、アミド部位変換体の合成法を Scheme  1 に示す。4-アミノインドー

ル体 5 に 4- te r t -ブチルベンゼンスルホニルクロリドもしくは 4- te r t -ブチルフ

ェニルイソシアナートを反応させた後、トリフルオロ酢酸による酸性条件下、

Boc  基を脱保護し 7a ,  b  を得た。また、4-カルボキシインドール体 8 から EDC-

HCl および HOBt との反応によって得られる活性エステルに 4- te r t-ブチルア

ニリンを縮合し、逆アミド体 9 を合成した。  

 

Scheme  1.  Synthes is  o f  Indole  De r iva t ive s  7a ,  b  and  9 a  

 

a Reagents  and  condi t ions :  ( a )  4 - te r t -bu ty lbenzenesu lfonyl  ch lor ide ,  pyr id ine ,  

0  °C;  (b )  4 - te r t -bu ty lphenyl  i socyana te ,  THF;  ( c )  TFA,  MeCN; (d)  4 - te r t-

bu ty lan i l ine ,  EDC -HCl ,  HOBt-H2 O,  E t3 N,  DMF,  64%.  

 

 母核インドールの変換体 11a–d は Scheme  2 に示す通り、対応するアリー

ルアミン 10a–d と 4- te r t -ブチルベンゼンカルボニルクロリドを縮合して合成

した。  
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Scheme  2.  Synthes is  o f  Compounds  11a–d a  

 

a Reagents  and  condi t ions :  ( a)  4 - te r t -bu ty lbenzoyl  ch lor ide ,  pyr id ine ,  0  ºC. 

 

アミド側鎖変換体の合成法を Scheme  3 に示す。4-アミノインドール体 5 と

塩化ベンゾイルもしくはカルボン酸 12b– i  を縮合した後、トリフルオロ酢酸

による酸性条件下、Boc  基を脱保護し 13a– i  を得た。ここで用いたカルボン

酸 12d は、ブロモベンゾチオフェン体 15 に対しリガンド 16 を用いた熊田カ

ップリング反応 4 7 )  により低収率 (2%)ながら  te r t -ブチル基を導入し、得られ

たエステル体をアルカリ加水分解し合成することに成功した。 6 ′位無置換ベ

ンゾチオフェン体 14a はブロモ体 13g  からパラジウム触媒を用いた加水素

分解により合成した。 6 ′-カルボキサミド体 14b は 6′ -シアノ体 13e の加水分

解反応により得た。また、ブロモ体 13g に N ,N ’ -ジメチルエチレンジアミン

およびヨウ化ナトリウム存在下、ヨウ化銅を作用させることで 6′ -ヨードベン

ゾチオフェン体 14c を得た。  
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Scheme  3.  Synthes is  o f  Compounds  13a–i  and  14a–c a  

 

a Reagents  and  condi t ions :  ( a )  ( i )  benzoyl  ch lor ide ,  THF;  ( i i )  TFA,  to luene ;  ( b )  

( i )  12b – i ,  oxa ly l  ch lor ide ,  DMF, THF;  ( i i )  TFA,  to luene ;  ( c )  10% Pd/C,  H 2 ,  E tOH,  

THF,  68%;  ( d )  K 2 CO3 ,  35% H 2 O2 ,  DMSO,  94%;  ( e)  CuI,  Na I,  N ,N ’ -

d ime thy le thy lened iamine , NMP,  120  °C,  18% ;  ( f)  ( i)  16 ,  te r t-bu ty l  magnes ium 

ch lor ide ,  n icke l ( II)  ch lor ide  hexahydra te ,  THF,  −15  °C;  ( i i )  2  M NaOH,  E tOH,  2% .  

 

第二項  構造活性相関研究  

 第一項で述べた手法により合成した化合物の生物活性は、HTS と同様にト

リチウムラベル化した spe rmid ine を基質に用いた DHPS 酵素活性試験 (Fig .  

9 (A))により測定し、IC5 0 値を指標にその阻害活性を評価した。Table  1 にアミ

ド部位および母核インドールの変換体の阻害活性を示す。化合物デザインに

おいて筆者は、初めに HTS ヒット化合物 2 が有するアミド部位を生物学的等

価体 (バイオアイソスター )であるスルホンアミド (7a )、ウレア (7b )および逆ア

ミド (9 )への変換を検討したが、いずれも活性は大幅に減弱した。そこで、ヒ



19 

 

ット化合物 2 のアミド部位を維持したまま骨格変換を実施した。インドール

環からインドリン環 (11a )への変換では大幅な活性減弱がみられた一方、イン

ドリノン体 11b は 42  μM の IC 5 0 値を示した。これは化合物 2 のインドール窒

素上の酸性プロトンが阻害活性発現に重要であることを示唆する結果である。

実際に、窒素の位置が異なるインダゾール体 11c と 11d では、化合物 2 と同

様の位置に酸性プロトンを有する 11c の方が強い活性を示した。しかしなが

ら、上記の検討からアミドリンカーとインドール骨格の変換でヒット化合物

2 からの活性向上は認められなかったことから、これらの構造を維持したま

まさらなる検討を継続した。  

Table  1 .  SAR for  L inker s  and  Scaf fo lds  7a–b ,  9 ,  and  11a–d  
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a Dete rmined  by  enzyme  a ssay .  IC 5 0  va lues  were  ca lcu la ted  by  nonl inea r  

r egre ss ion  ana lys is  o f  pe rcen t  inh ib i t ion  da ta .  

 

続いて、アミド側鎖変換体の酵素阻害試験結果を Table  2 に示す。ヒット

化合物 2 が有する  te r t -ブチル基の効果を調べるため、無置換体 13a を検証し

たが、大幅に活性が低下した。そこで筆者は脂溶性の高い構造が活性発現に

重要であると仮定し、二環性構造を有するアミド側鎖に変換した。その結果、

ナフチル体 13b およびベンゾフラン体 13c では大幅に活性が減弱したが、ベ

ンゾチオフェン体 14a がヒット化合物と同程度の活性  ( IC 5 0  =  2 .3  μM)  を示

した。この段階において 14a が活性を示す理由は不明であったが、 te r t -ブチ

ル基を有する化合物 2 がフェニル体 13a より大幅に活性が強い点を参考に、

14a のベンゾチオフェン環への te r t -ブチル基の導入を試みた。その結果、te r t -

ブチル体 13d に期待した活性向上は認められなかったものの、無置換体と同

等の活性を示したことから、ベンゾチオフェン環 6’位は立体的に嵩高い置換

基を許容することを見出した。そこで、この位置における置換基探索のため、

極性が比較的高くタンパク質との水素結合の形成が可能な置換基としてシア

ノ基 (13e )およびカルボキサミド基 (14b )を、te r t -ブチル基とは異なる脂溶性置

換基としてハロゲノ基 (13f -g ,  14c )をデザインし検証した。その結果、カルボ

キサミド体 14b では活性が減弱するものの、シアノ基 (13e )  およびハロゲノ

基 (13f -g ,  14c )の導入で活性が向上し、 6’ -ブロモ体 13g が 0 .062  μM という良

好な IC 5 0 値を示すことが判明した。一方、ブロモ基の置換位置を検証したと

ころ、5’-および 7’-ブロモ体  (13h および 13i )では無置換体 14a と比べても大

幅に活性が減弱したことから、 6’位へのブロモ基の導入が著しく活性向上に

寄与することが確認された。  
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Table  2 .  SAR for  Lef t  Hand  S i te  13a–i  and  14a–c  

 

a Dete rmined  by  enzyme  a ssay .  IC 5 0  va lues  were  ca lcu la ted  by  nonl inea r  

r egre ss ion  ana lys is  o f  pe rcen t  inh ib i t ion  da ta .  

 

以上の通り、アミド側鎖の変換を検討した結果、ヒット化合物から大幅に

酵素阻害活性が向上した 6’ -ブロモベンゾチオフェン体 13g を創出した。次

項では本化合物と  DHPS タンパク質との X 線共結晶構造解析について述べ

る。  

 

第三項  共結晶構造解析  

 前項で得られた新規ケミカルプローブ 13g の DHPS に対する結合様式を解

明するため、当研究グループにおいて DHPS タンパク質との共結晶化および
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X 線結晶構造解析を実施し、 1 .95  Å の解像度にて共結晶構造の取得に成功し

た (Fig .  11)。その結果、前述の GC-7 および NAD との共結晶と同様に、DHPS

タンパク単量体に対して 1 分子の 13g が結合した DHPS 四量体の形成が確認

された。一方で、13g の結合部位は spermidine および NAD 結合サイトに隣接

するアロステリックポケットであることも判明した。 (DHPS の構造変化によ

るアロステリックポケットの発現については第四節にて詳述する。 )  

 続いて、筆者は 13g と DHPS タンパク質の相互作用をもとに、前項で取得

した構造活性相関の結果との比較検証を実施した。 13g が結合したアロステ

リックポケット周辺を拡大した図を Figure 11  (B) ,  (C)に示す。まず、インド

ール部位に関しては、 His288 とインドール環との NH–π 相互作用、および

Asn267 とインドール 1  位窒素との水素結合が確認され、活性発現に重要な

構造であることを裏付ける結果であった。また、アミド部位に関しても、そ

のカルボニル酸素は Lys329 4 8 )と、アミド窒素上の水素原子は水分子を介して

Asp238 と高度に水素結合を形成していることが判明した。活性増強に重要で

あった 6’ -ブロモベンゾチオフェン部位に関しては、硫黄原子とカルボニル

酸素との分子内相互作用 4 9 )により、ベンゾチオフェン環がタンパク質の阻害

に適した角度をとっていると考えられる。また、ループ上の Leu281 の主鎖カ

ルボニル酸素と 6’位ブロモ基との間に特異な相互作用  (C=O…Br)  が確認さ

れた。この相互作用は C–Br 結合の延長線上の、臭素原子の末端にあたる部

分が僅かに δ+性を有することに起因する 5 0 )。ブロモ基は全体としては δ−性

であるが、この部位のみは、ちょうど“水素結合の donor”と同じような役割

を有するためカルボニル酸素との相互作用を獲得できたと考えられる 5 1 )。ま

た、 6’位クロロおよびヨウ素体 (13f および 14c ,  Tab le  2)  も同様の相互作用の

影響で強力な酵素阻害活性を示したと考察した。  
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Figure  11 .  Co-c rys ta l  s t ruc ture  o f  compound 13g  w i th  DHPS  (PDB ID 6PGR) .  (A) 

Te t ramer  of  the  s t ruc ture ,  w i th  each  monomer  ind ica ted  by  a  d i f fe r en t  co lor .  13g  

i s  shown a s  sphere s .  (B)  The  a l los te r ic  b ind ing  s i te  o f  13g .  DHPS  is  shown a t  the 

sur f ace .  13g  and  a  pa r t  o f  the  sur rounding r e s idues  a re  shown i n  s t icks .  (C)  

Schema t ic  d iagram of  in te r ac t ions  in  s tab i l iz ing  13g  a t  the  a l los te r ic  s i te .  

 

 以上の通り、筆者は spermid ine を模倣した既知の阻害剤とは全く異なる構

造と強力な阻害活性を有する新規ケミカルプローブ 13g を創出した。本化合

物の結合様式は共結晶構造解析により明らかとなり、 DHPS は阻害剤の結合

が可能なアロステリックサイトを有することを発見するに至った。そこで筆

者は DHPS の薬剤標的としての更なる可能性を探索するため、異なるファー

マコフォアを有するケモタイプについても合成研究を実施した。その結果を
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次節に述べる。  

 

第三節  強力な活性を有する新規アロステリック阻害薬の創製  

第一項  ドラッグデザインおよび合成  

 HTS により得られたチオフェン誘導体 3 および 4 は、DHPS タンパク質と

の共結晶を得ることはできず結合様式は不明であった。しかしながら、第二

節で述べたインドール誘導体とは異なるファーマコフォア 1 F 1 F 1 F 1 F 1 F 1 F

2を有すること

から、新規ケミカルプローブ創出の可能性に期待し、筆者はこれらをシード

化合物として酵素阻害活性の増強を指向した合成研究を開始した。社内の化

合物ライブラリーに含まれる類縁体を用い、第二章で示したスクリーニング

法 (Fig .  9 (A))により初期構造活性相関を取得したところ、3-ピリジル基が活性

発現に必須であった。また、Figure  12 に示すように両化合物の構造の特徴か

ら、分子左側にベンジル基を有する二環性母核の構造を活性発現のために重

要なファーマコフォアと推定し、二環性母核および母核窒素上置換基の最適

化による酵素阻害活性増強を目指し検討を開始した。  

 

Figure  12 .  St ruc ture s  of  HTS h i t s  ( 3  and  4 ) ,  and  a  poss ib le  pharmacophore .  

 

 最適な二環性母核を探索するため、初めにベンジル誘導体 18a–d を、 3-ピ

 

2  ファーマコフォア：薬剤がタンパク質等の標的分子と相互作用し薬理作用を示すため

に必要な官能基群およびその相対的な立体配置。  
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リジル基を有する 17a–d から合成した (Scheme  4)。 (17a–d の合成法は実験の

部に示す。 )  

 

Scheme  4.  Synthes is  o f  Benzyl  De r iva t ive s  18a–d a  

 

a Reagents  and  condi t ions :  ( a)  benzyl  b romide,  NaH,  DMF.  

 

 続いて筆者は、ジヒドロチエノ [2 ,3 -c ]ピリジン誘導体の 6 位置換基変換体

の合成法を確立した (Scheme  5)。 17d を用いて 2-ブロモ -2 -フェニル酢酸メチ

ルとの置換反応を行いエステル体  19a を合成した。 19a のエステル基を塩化

カルシウムによる活性化条件下、テトラヒドロホウ酸ナトリウムにより還元

し 5 2 )、アルコール体 20a とした後、光延反応によるフタルイミド体への変換、

続くヒドラジンによる脱保護によりアミン 21a をラセミ体として合成した。

さらに、キラル分取  HPLC により光学分割を行った後、結晶化することで

21b および 21c を得た。いずれも低分子  X 線結晶構造解析により、その絶対

配置がそれぞれ  S  および  R  であることを決定した。  

 ベンゾチオフェン体 21d および Boc 保護基を有するインドール体 21e は、

対応するブロモ体 22a ,b と 17d から、 21a の合成法と同様に、母核 6 位窒素

との置換反応、エステル基の還元、およびヒドロキシ基のアミノ基への変換

の 3 工程で合成した。また、インドール体 21f は 21e の  Boc  基を塩基性条件

下脱保護することで得た。  
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 21a と比べ一炭素長いアミノアルキル基側鎖を有する化合物 21g は、末端

にベンゾイルオキシ基を有する臭化物 23 を用いることにより合成した。 23

および  17d を塩基性条件下反応させ N -アルキル体 24 を得た後、アルカリ加

水分解によりベンゾイル基を除去しアルコール体 25 とし、21a の合成法と同

様に、光延反応によるアルコールのフタルイミド体への変換、続くヒドラジ

ンによる脱保護により合成した。  

Scheme  5.  Synthes is  o f  Compounds  19a ,  20a  and  21a–ga  

 

a Reagents  and  condi t ions :  ( a )  me thy l  2 -bromo-2-phenylace ta te ,  po ta ss ium te r t -

bu tox ide ,  THF,  90%;  (b)  NaBH 4 ,  CaCl 2 ,  MeOH ; (c )  ( i )  ph tha l imide ,  PPh 3 ,  

d i i sopropyl  azodica rboxyla te ,  to luene ;  ( i i )  hydrazine  monohydra te ,  E tOH,  70  °C ;  

(d )  22a–b ,  po ta ss ium te r t -bu tox ide ,  THF;  ( e)  K 2 CO 3 ,  MeOH,  H 2 O,  80  °C,  62% ;  ( f )  

23 ,  po ta ss ium te r t -bu tox ide ,  DMF,  52% ;  (g)  2  M NaOH,  MeOH,  87% . 

 

上述のように、中間体 17d を用いたジヒドロチエノ [2 ,3-c ]ピリジンの 6 位

置換基変換体の合成経路は、 17d の母核アミド窒素のアルキル化により、置

換基を導入する必要がある。よって、前駆体であるブロモ体の合成が困難な

場合、もしくは嵩高い側鎖により反応性が低下したブロモ体と 17d との置換

反応が進行しない場合等には目的の誘導体を得ることはできず、本合成経路



27 

 

の汎用性は必ずしも高くない。そこで筆者は、ジヒドロチエノ [2 ,3 -c ]ピリジ

ン骨格の構築前に 6 位置換基に相当する側鎖を導入した中間体を経る新たな

合成法を確立した (Scheme  6 )。  

ヒドロキシチオフェン 26 を出発原料に、ブロモ化、続く鈴木カップリング

反応により 3-ピリジル基を導入した後、遊離のヒドロキシ基をトリフラート

とし 29 を得た。続いて、(E) -1-エトキシエテン -2 -ボロン酸ピナコールエステ

ルとの鈴木カップリング反応により得られるエノールエーテルを酸性条件下、

加水分解しアルデヒド 30 を合成した。ここで、ジヒドロチエノ [2 ,3 -c]ピリジ

ン骨格の 6 位置換基に相当する側鎖を 3-アミノテトラヒドロイソキノリン

31a  との還元的アミノ化反応により導入し、環化前駆体  32a を得た。続いて

ナトリウムメトキシドを用いた塩基性条件下にて環化させることで、 6 位に

置換基を有するジヒドロチエノ [2 ,3 -c ]ピリジン骨格を構築することに成功し

た。得られた環化体 33a の Boc 基を酸性条件下で脱保護し 34a を得た。同様

の手法を用いて、アルデヒド 30 およびアルキルアミン 31b から n -ヘキシル

基を側鎖に有する 34b を合成した。  

ヒドロキシ基を側鎖に有するアミン 35a–d(35a ,c ,d は R 体 )とアルデヒド 30

の還元的アミノ化反応により得られた環化前駆体 36a–d は、ナトリウムメト

キシドを用いて環化させ、得られたアルコール 37a–d から光延反応によるフ

タルイミド体への変換、続くヒドラジンによる脱保護によりアミノ体 38a–d

へと導いた。  
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Scheme  6.  Synthes is  o f  Compounds  34a–b  and  38a–d a  

 

a Reagents  and  condi t ions :  ( a )  bromine ,  AcOH,  61%;  (b)  3-pyr id ineboronic  ac id ,  

Pd(dppf )Cl 2• CH 2 Cl 2 ,  Cs 2 CO 3 ,  DME, H 2O,  80 °C,  72%;  (c )  Tf2 O,  pyr id ine ;  (d )  ( i )  

(E ) -1-e thoxye thene-2-boronic  ac id  p inaco l  e s te r ,  Pd(dppf )Cl 2• CH 2 Cl 2 ,  Cs 2 CO 3 ,  

DME,  H 2O,  80  °C;  ( i i )  12M HCl ,  THF,  3 0% ( two s teps) ;  ( e)  31a–b ,  2 -p ico l ine  

borane ,  MeOH,  AcOH; ( f)  NaOMe,  MeOH; (g)  4  M HCl  in  E tOAc ;  (h )  35a–d ,  2 -

p ico l ine  borane ,  MeOH,  AcOH; ( j )  ( i )  ph tha l imide ,  PPh 3 ,  d i i sopropyl  

azodicarboxyla te ,  to luene ;  ( i i )  hydrazine  monohydra te ,  E tOH,  70  °C .  

 

第二項  構造活性相関研究  

 合成した新規ケモタイプである二環性母核誘導体について、前節と同様に

DHPS 酵素活性試験を用いて IC 5 0 値を指標にその阻害活性を評価した。初め

に筆者は、 DHPS 阻害活性の発現に最適な母核を見い出すために、 HTS ヒッ
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ト化合物と同様にベンジル側鎖を有する母核変換体 18a–d ,  39 を用いて阻害

活性の比較検証を行った (Table  3 )。ヒット化合物 4 のチエノ [3 ,2-d ]ピリミジ

ン環をイソキノリン環 (18a)に変換したところ、酵素阻害活性の大幅な向上が

確認された (IC 5 0  =  8 .7  μM)。さらに、ジヒドロイソキノリン体 18b も 18a と

同等の阻害活性を示したことから、二環性骨格の左側の環は芳香環である必

要性はないことが分かった。一方、3-ピリジル基の置換位置を隣に変えた 18c

では大幅な活性減弱が確認されたことから、母骨格からの 3-ピリジル基の方

向が適切かどうかが活性発現に重要であることが示唆された。以上の考察を

ふまえ、6 ,5-もしくは 5 ,6-縮環骨格の可能性を検証するため、ジヒドロチエノ

[2 ,3 -c ]ピリジン体 18d およびイソインドリン体 39 をデザインしたところ、

18d が骨格変換体の中で最も強い活性を示した ( IC 5 0  =  6 .3  μM)。  

Table  3 .  SAR for  Fused  Ring  Scaf fo lds  18a–d  and  39  
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a Dete rmined  by  enzyme  a ssay .  IC 5 0  va lues  were  ca lcu la ted  by  nonl inea r  

r egre ss ion  ana lys is  o f  pe rcen t  inh ib i t ion  da ta .  

 

以上の結果を踏まえて筆者は、活性の強いジヒドロチエノ [2 ,3 -c ]ピリジン

骨格を有する誘導体において、さらなる活性向上を目指して官能基の導入を

実施した。前述の HTS ヒット化合物 3 において、側鎖ベンジル位におけるヒ

ドロキシメチル基が許容されていることから、ジヒドロチエノ [2 ,3 -c ]ピリジ

ン誘導体においても同様の位置への極性基導入による活性向上を期待し検討

を行った  (Tab le  4)。その結果、カルボキシメチル基 (19a)の導入では酵素阻害

活性が大幅に減弱するものの、化合物 3 と同様のヒドロキシメチル基 (20a )の

導入で大幅に活性が向上し、この置換位置における水素結合ドナーが活性向

上に有用であることが示唆された。そこで、ヒドロキシ基をアミノ基へと変

換した 21a を評価したところ、さらなる活性向上が認められた ( IC5 0  =  0 .018  

μ M)。21a はラセミ体であることから、両エナンチオマー間の活性差の有無を

確認するため光学分割して S 体 21b および R 体 21c を評価したところ、R 体

が eu tomer であることを見出した (21b :  0 .16  μM,  21c :  0 .014  μM)。一方、アミ

ノ基部位の最適な鎖長を探索するため、一炭素増炭した 21g を合成したが活

性は減弱した。また、側鎖ベンゼン環とアミノ基を環化して立体配座を固定

化させた誘導体 34a においても活性は減弱し、アミノ基の位置によってその

阻害活性に大きな違いが出ることも判明した。上記の検討ではアミノメチル

基が最も強い阻害活性を示したことから、この部分構造を維持したまま末端

ベンゼン環の変換による構造活性相関を検証することとした。  
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Table  4 .  SAR for  Subs t i tuen ts  o f  5 ,6 -Dihydro th ieno[2 ,3 -c ]pyr id ine -7(4H )-one  

Der iva t ive s  

 

a Dete rmined  by  enzyme  a ssay .  IC 5 0  va lues  were  ca lcu la ted  by  nonl inea r  

r egre ss ion  ana lys is  o f  pe rcen t  inh ib i t ion  da ta .  b Racema te .  

 

 さらなる活性向上を目指すにあたり、酵素阻害試験の新たなアッセイ条件

について当研究グループ内において検討した。本試験に用いている DHPS タ

ンパク質の濃度は 0 .024 μM であることから、 DHPS 濃度の半分、すなわち
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0 .012  μM が阻害剤の IC 5 0 値の検出下限である。従って、 21c のように強力な

酵 素 阻 害 活 性 ( IC 5 0  =  0 .014  μM) を 示 す 化 合 物 は 強 結 合 阻 害 ( t igh t  b ind ing  

inh ib i t ion) 5 3 )により正確に評価できていない可能性が考えられた。そこで、補

酵素である NAD の濃度を変化させた時の IC 5 0 値の変化を 21c および前節の

代表化合物 13g で検討したところ、どちらの化合物も通常のアッセイ条件で

ある 14  μM NAD (=K m )存在下に比べて 250  μM の高濃度 NAD 条件で IC 5 0  値

の上昇が確認され (Table  5 )、NAD 拮抗型の阻害様式を示すことが判明した。

この原因については第四節で詳述する。以上の検討より、 IC 5 0  値が上昇する

高濃度 NAD 条件においても化合物の阻害活性を評価することで、強結合阻

害による影響の無い IC5 0 の濃度域で化合物間の活性の強弱を比較し考察する

ことが可能になる。  

 そこで筆者は、上記の高濃度 NAD 条件での DHPS 酵素阻害活性測定結果

を活用し、さらなる活性向上を目指して 21c の末端ベンゼン環の変換を実施

した (Table  5 )。また、酵素阻害活性の評価に加えて、 in  v ivo でも使用可能な

ケミカルプローブもしくは新薬に繋がるリード化合物の創出を見据えて、マ

ウス肝ミクロソーム中での安定性 (代謝安定性 )も評価した。初めに、フェニ

ル基を二環性芳香環であるベンゾチオフェン (21d )もしくはインドール (21f )

に変換したところ酵素阻害活性は減弱した。一方、シクロヘキシル体 38a は

高濃度 NAD 条件下でも 0 .17  μM の IC 5 0 値を示し、側鎖の非芳香環化による

活性向上が認められたことから、アルキル側鎖の異なる誘導体についてさら

に検討した。 38a のシクロヘキシル基を直鎖型 (34b )に変換したところ、強い

活性は示すものの、代謝安定性の低下が確認された。脂溶性の指標として用

いた c logP 値は 3 .67 を示し、脂溶性の高さが代謝安定性低下の一因と考えら

れる。そこで、脂溶性を低下させるために、より短鎖の n-プロピル体 38b、

分枝状アルキル体 38c ,d をデザインしたところ、期待通り代謝安定性が改善

した。なかでも、イソブチル体 38d は良好な代謝安定性に加え、シクロヘキ
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シル体 38a を上回る強力な活性  (高濃度 NAD IC 5 0  =  0 .069  μM)  を示した。  

 

Table  5 .  Conve r s ion  of  Benzene  Ring  to  Othe r  Hydrophobic  Subs t i tuen ts .  

 

 a Dete rmined  by  enzyme  a ssay .  IC 5 0  va lues  we re  ca lcu la ted  by  nonl inear  

r egre ss ion  ana lys is  o f  pe rcen t  inh ib i t ion  da ta .  b The  me tabol ism c lea rance  of  each 

compound was  examined  by  us ing  mice  l iver  mic rosomes .  c Determined  by  us ing  

Dayl igh t  sof twa re .  d Racema te .  eNot  de te rmined .  
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 そこで、 38d の in  v ivo ツール化合物としての可能性を探索する目的で、汎

用系統として使用される ICR マウスにおける薬物動態試験を実施したとこ

ろ、経口吸収性 (F  = 11 .7%)を有することが確認できた (Table  6 )。本化合物か

らさらな る構造最 適化を 進める ことで 代謝安定 性 および クリア ランス や

AUC 等の PK パラメータを改善することができれば、ケミカルプローブとし

ての役割に留まらず、新薬に繋がるリード化合物を創出することも可能であ

ると考えられる。  

 

Table  6 .  Pharmacokine t ic  Pa rame ter s  o f  38d  in  ICR Mice a  

 

 a Casse t te  dos ing .  Ma le  Ins t i tu te  o f  Cancer  Resea rch  ( ICR)  mice  (n=3) .  b 0 .1  mg/kg , 

iv .  c 1  mg/kg ,  po .  d Bioava i lab i l i ty .  

 

 以上の通り、ジヒドロチエノ [2 ,3 -c ]  ピリジン 6  位置換基変換体を検討し

た結果、フェニル体 21c  から大幅に酵素阻害活性が向上したイソブチル体  

38d を見出すことに成功した。次項では本化合物と  DHPS タンパク質との X 

線共結晶構造解析について述べる。  

 

第三項  共結晶構造解析  

 第二節で述べた 13g と同様、当研究グループにおける検討により新規ケミ

カルプローブ 38d についても DHPS タンパク質との共結晶化に成功したこと

から、 X 線結晶構造解析結果およびそれに基づく筆者の考察を本項にて述べ

る。  

DHPS タンパク質と 38d の X 線結晶構造解析結果を Figure 13 に示した。
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前述の 13g と DHPS の共結晶構造と同様に、 DHPS タンパク単量体に対して

1 分子の 38d が結合した DHPS 四量体が確認され、 13g と全く異なる化学構

造を有する 38d も、その結合部位は 13g と同じアロステリックポケットであ

ることが判明した。一方、その結合様式は大きく異なっており (Fig .  13(B))、

それぞれ全く異なる構造活性相関を示すことと合致する。 38d が結合したア

ロステリックポケット周辺を拡大した図を Figure  13(C)に示す。38d と  DHPS

タンパク質の相互作用をもとに、前項で取得した構造活性相関との比較検証

を実施した。初めに、 3-ピリジル部位に関しては、ピリジン環が非常に狭い

脂溶性ポケットに結合するとともに、ピリジン環窒素が Ser233 および Asp262

との間で水を介した水素結合を形成しており、活性発現に重要な構造である

ことと窒素原子の位置が厳密に保たれていることの重要性を裏付ける結果で

あった。また、母核カルボニル基の酸素原子は  Lys287 と水素結合を形成し

ており、二環性母核およびその側鎖伸長方向が活性発現に重要であった結果

は、この相互作用に有利な配座を固定できたためと考えられる。さらに、活

性増強に重要であった側鎖アミノ基は Asp238、Asp243 および水との  3 つの

水素結合を獲得しており、他の官能基もしくは異なる鎖長を有する誘導体や

光学異性体は、この水素結合を有効に形成できなかったため活性が大きく減

弱したと考えられる。また、イソブチル側鎖は Phe100、Ala270、Met278、お

よび Val286 で囲まれた脂溶性ポケットを占有することで DHPS との親和性

向上に寄与していることが示唆された。  
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Figure  13 .  Co-c rys ta l  s t ruc ture  o f  compound 38d  w i th  DHPS (PDB ID 6WL6) .  (A) 

Te t ramer  wi th  each  monomer  ind ica ted  by  a  di ff e ren t  co lor  in  car toon  mode l .  Each  

38d  molecu le  i s  r epre sen ted  a s  a  sphere .  (B)  38d  bound  a l los ter ic  s i te .  38d  i s  

shown a s  a  s t ick  mode l  in  sa lmon .  The  compound  13g  i s  shown by  the  supe rpos i t ion  

of  the complex  (PDB ID 6PGR) ,  which i s  shown a s a  s t ick  mode l  in  magenta .  (C)  

The  a l los te r ic  b ind ing  s i te  o f  38d .  DHPS is  shown a t  the  sur face .  (D)  Schema t ic  

d iagram of  in te rac t ions  in  s tab i l iz ing  38d  a t  the  a l los te r ic  s i te .  

 

 以上の考察の通り、ジヒドロチエノ [2 ,3-c ]ピリジン誘導体 38dは、前節の 13g

とは結合様式が異なる、新規アロステリック阻害薬であることが明らかとな

った。これら二つのケモタイプと標的分子の相互作用の解析結果は、今回発
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見されたアロステリックポケットが汎用性の高い阻害剤の結合サイトであり、

DHPSが有望な薬剤標的となり得ることを示している。今後、本論文で示した

共結晶構造をもとにした Struc ture  ba sed  drug  des ign  (SBDD)による創薬研究も

可能であると考えられる。  

 

第四節  共結晶情報に基づく DHPSの機能解析  

第一項  DHPS 阻害薬の基質拮抗性解析  

 前節で述べた通り、創出した新規ケミカルプローブはいずれも DHPS のア

ロステリックサイトに結合する。また、これらは高濃度 NAD 条件における酵

素活性試験で阻害活性の減弱が認められ、NAD 拮抗型の阻害様式を示したこ

とから、筆者は前述の共結晶構造に基づくメカニズム解析を実施した。  

 13g が結合したアロステリックポケット周辺の拡大図に、GC-7 および NAD

が結合した活性型コンフォメーションの DHPS 結晶構造を重ね合わせた図を

作成した (Fig .  14(B))。その結果、 13g の結合サイト周辺は、活性型コンフォ

メーションでは α-へリックスが形成されており、アロステリックポケット自

体が存在しないことが判明した。すなわち、13g が結合する際には、DHPS タ

ンパク質はその α-へリックスが解けたループ構造を有しており、タンパク質

の二次構造に劇的な変化が生じていることを発見した。よって、 13g はアロ

ステリックサイトへの結合により、DHPS の構造変化後のコンフォメーショ

ンを安定化することで酵素阻害活性を発現すると考えられる。  

 続いて、この構造変化が NAD および spe rmid ine(もしくは GC-7)の結合サ

イトに及ぼす影響について考察した (Fig .  14(C) , (D) )。 α-へリックスが解けて

生じたループ上のアミノ酸残基 Gly282 は NAD 結合ポケット側に張り出して

おり、NAD の結合を妨げることが示唆された 5 4 )。13g がアロステリックバイ

ンダーであるにもかかわらず NAD 拮抗型の阻害様式を示すのは、上記の構

造 変 化が NAD 結 合ポ ケッ ト へ の 干渉を 伴 うた め と 考え られ る。 また 、
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spe rmid ine 結合サイトにおいては、ループ上のアミノ酸残基 Lys287 5 5 )がポケ

ットを占有することが判明し、 13g が基質 spe rmid ine に対しても拮抗性を示

すことが示唆された。実際に、酵素活性試験において高濃度の spe rmid ine( 100  

μM)を用いて 13g の阻害活性を測定したところ、高濃度 NAD 条件と同様に活

性の減弱が確認された (Fig .  14(A) )。  

 

 

Figure  14 .  (A)  The  inh ib i to ry  ac t iv i ty  unde r  norma l  condi t ions  was  de termined  by  

enzyme  a ssay  a t  14  μM of  NAD and  2 μM of  spe rmid ine .  NAD (250  μM)  or  

spe rmid ine (100  μM) were  used  a t  each condi t ion  of  h ighe r  concent r a t ion ,  

r e spec t ive ly .  (B)  Supe rpos i t ion  of  the  co -c rys ta l  s t ruc ture s  of  13g -bound  and  GC-

7-bound  forms (PDB IDs  6P4V and  6PGR) . The  13g -bound  pro te in ,  the  GC -7-

bound  pro te in ,  and 13g  molecu le  ar e  shown in  g reen ,  cyan ,  and  purp le ,  
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r e spec t ive ly .  (C)  Closeup  v iew h igh l igh t ing the  NAD bind ing  s i te .  NAD in  the  

GC-7  bound  form is  ove r la id  and  shown as  a  whi te  s t ick .  ( D)  Closeup  v iew 

h igh l igh t ing  the  spe rmid ine  b ind ing  s i te .  GC -7  i s  ove r la id  and  shown a s  the  whi te  

s t ick .  

 

 続いて、 DHPS タンパク質と 38d の共結晶構造についても、 GC-7 および

NAD が結合した活性型コンフォメーションとの比較検証を実施した (Fig .  15)。 

前項で述べた通り、38d は 13g と同じアロステリックサイトに結合し、DHPS 

タンパク質の α-へリックスが解ける二次構造の変化も確認された。一方、38d

の NAD 拮抗性を裏付ける NAD 結合ポケットへのコンフォメーション変化の

影響は、13g の共結晶構造で確認された構造変化とは異なることが判明した。

すなわち、13g の結合コンフォメーションで確認されたループ上の Gly282 の

張り出しによる NAD 結合ポケットへの干渉ではなく、38d の結合コンフォメ

ーションではループ上の Lys287 が NAD 結合サイトに干渉することが分かっ

た。また、 38d が結合したコンフォメーションにおける spermid ine 結合サイ

トへの干渉は確認されなかった。  

 

Figure  15 .  (A)  The  inh ib i to ry  ac t iv i ty  unde r  norma l  condi t ions  was  de termined  by  

enzyme  a ssay a t  14  μM of  NAD and 2  μM of  spe rmid ine .  NAD (250  μM) was  used  

a t  the  condi t ion  of  h igher  concentr a t ion .  (B)  38d  bound  a l los te r ic  s i te  (PDB ID 



40 

 

6WL6) .  38d  i s  shown a s  a  s t ick  mode l  in  sa lmon .  The pro te in i s  co lored by  cha in 

and  shown a s  a  ca r toon , whi le  the two r e s idues ,  G ly282 and  Lys287 ,  a re  shown a s  

s t ick  mode ls .  NAD and  GC-7  a re  shown in  surf ace  repre sen ta t ion  by  supe rpos i t ion  

of  the  complex  (PDB ID 6P4V)  in  p ink  and  de ep  b lue ,  r e spec t ive ly.  The  compound  

13g  i s  shown by  the  supe rpos i t ion  of  the  complex  (PDB ID 6PGR) ,  which  i s  shown 

a s  a  s t ick  mode l  in  magenta .  

 

第二項  DHPS タンパク質の構造変化およびその機能  

前項における考察から、 DHPS タンパク質は酵素反応が進行する活性型コ

ンフォメーションに加えて、NAD もしくは spe rmid ine が結合できない非活性

型のコンフォメーションを有し、本論文で示した新規ケミカルプローブは後

者を安定化することで酵素阻害活性を示すと考えられる (Fig .  16)。また、今

回発見した、タンパク質の二次構造である α-へリックスが解けるような著し

い構造変化が、低分子である阻害剤の誘導適合 ( induced-f i t )のみによって生じ

る可能性は低いと考えられることから、阻害剤が存在しない生体内において

もこのような活性・非活性型コンフォメーションの変化が存在していると考

察している 5 6 )。どちらも非活性型である 13g または 38d の結合コンフォメー

ションにおいて、NAD もしくは spe rmid ine 結合サイトへループ構造が干渉す

る様式は異なっており、生体内では本論文で確認された非活性型コンフォメ

ーション以外にも多様な構造を形成している可能性も考えられる。  
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Figure  16 .  Schema t ic  d iagram of  conforma t iona l  change  by  13g  o r  38d  b ind ing  in  

one  d imer  of  a  te t r amer  of  DHPS .  The  b ind ing  s i te s  o f  spe rmid ines  ar e  shown in  

the  r ec tang le  and NAD as  the  r ec tang le  wi th  rounded  corne r s .  

 

DHPS タンパク質が活性コンフォメーションを形成する動的なメカニズム

の解明には NAD もしくは spe rmid ine との詳細な kine t ic s 解析や、もう一つの

基質である e IF5A との相互作用についても解析する必要がある。しかしなが

ら、本研究で示された非活性型コンフォメーションの安定化による DHPS の

阻害メカニズムの存在は DHPS が有望な薬剤標的となり得ることを示すもの

である。  

 

第五節  まとめ  

 新規癌治療薬として期待される Fir s t - in -c la ssターゲットである DHPSに対

する新規ケミカルプローブの創製研究を実施し、 HTSより得られたヒット化

合物からの構造活性相関研究を通じて、強力な酵素阻害活性を有するブロモ

ベンゾチオフェン体 13gを創出した。本ケミカルプローブとDHPS タンパク質

の共結晶構造解析を行った結果、 13gが DHPSに対するアロステリック阻害薬
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であることを明らかにするとともに、 13gと DHPSタンパク質との相互作用は

阻害剤の構造活性相関の結果を裏付けるものであった。  

 さらに、化合物 13gとは異なるファーマコフォアを有する HTSヒット化合物

にも着目し、 3-ピリジル基を有する二環性母核誘導体の構造活性相関研究を

実施し、強力な酵素阻害活性を有するジヒドロチエノ [2 ,3 -c ]ピリジン誘導体

38dを創出した。本化合物の共結晶構造解析から、38dが 13gとは異なる結合様

式を有するアロステリック阻害薬であることを同定した。これら二つのケモ

タイプと DHPSとの相互作用の解析結果は、今回発見されたアロステリックポ

ケットが汎用性の高い阻害剤の結合サイトであり、DHPSが有望な薬剤標的と

なり得ることを示している。  

また、これらのケミカルプローブが結合したアロステリックサイトでは、

酵素の擬似基質である GC-7および補酵素 NADとの共結晶において α-へリッ

クスを形成していた部分が解けて、ループ構造へと変化していることを発見

した。これはDHPSが非活性型コンフォメーションを有することを示すもので

あり、新規ケミカルプローブによる標的タンパク質の機能解析の有用性を実

証した。  

 今後これらの情報をもとに新規抗癌薬を目指すにあたり、 e IF5A依存的に

増殖する癌細胞における DHPS阻害剤によるハイプシン化 e IF5Aの抑制やそれ

に基づく増殖阻害活性を確認していく必要があると考えられる。また、本論

文で示した共結晶構造および構造活性相関情報をもとにした新たな化合物デ

ザインおよび構造最適化も可能と考えられることから、ケミカルプローブと

しての役割に留まらない、薬効や薬物動態に優れたリード化合物、さらには

新規抗癌薬の創出に向けたさらなる研究の展開が期待される。  
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第三章  新規Mcl-1 /Bc l -xL dual阻害薬の創製  

 

第一節  薬剤標的としての Bcl-2  f ami ly および構造情報  

 第一章で述べたように、固形癌を対象としたアポトーシス促進誘導薬を指

向した Mcl-1 /Bc l -xL dua l 阻害薬は新しいタイプの抗癌薬として期待される一

方、 Bcl-2 ファミリーの阻害薬はタンパク質間相互作用 (PPI )を阻害する必要

があり、その二重阻害薬を論理的に創出するにはそれぞれの標的の構造情報

が必要不可欠である。  

そこで、Abbot t 社より報告された ABT-263(Navi toc lax)の類縁体である ABT-

737 と Bcl-xL との共結晶構造 5 7 ) , 5 8 )に基づいて、Bcl-2 ファミリーの PPI 部位

について解析した (Fig .  17)。 ABT-737 は、 Bcl-xL と Bax 等のアポトーシス促

進タンパク質との PPI 部位に結合しており、その結合サイトは二つの疎水性

ポケットが溶媒側に面する浅い溝で繋がる構造を有している。ここで、溶媒

側とはタンパク質のポケット奥ではなく表面側 (溶媒に触れる側 )を意味し、

また本論文では疎水性ポケットをそれぞれ East  r eg ion および West  reg ion と

呼ぶ  (Fig  17)。 ABT-737 はその分子右側の三つのベンゼン環が分子内で π–π

相互作用を形成する U 字型のコンフォメーションを取って Bcl-xL の East  

r eg ion に結合し、分子左側部分のビフェニル部位は West  reg ion に結合し疎水

性相互作用を形成している。また、Mcl-1 については阻害ペプチドである Bim

との共結晶構造解析が報告されており、Bcl-xL と同様に、二つの疎水性ポケ

ット（ East  r eg ion および West  r eg ion）が PPI 部位に存在すると考えられてい

る 5 9 )。  
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Figure  17 .  (A) Co-crys ta l  s t ruc ture  o f  ABT -737  wi th  Bc l -xL (PDB ID 2YXJ) .  (B) 

S t ruc tura l  image  of  b ind ing  s i te s  in  Mc l -1  and  Bc l -xL 

 

 一方、本研究開始当時、臨床試験に進んだ Mcl-1 阻害薬 (Fig .  2 (B))や Mcl-1

と低分子との共結晶情報の報告は無く、 PPI 阻害のためのホットスポットは

不明であった。そこで、筆者は Mcl-1 の構造解析に有用な新規ケミカルプロ

ーブの創出を目的として Mcl-1 選択的阻害薬の探索から開始した。  

 

第二節  Mcl-1 /Bc l -xL の構造解析および選択的阻害薬の探索  

第一項  Mcl-1 選択的阻害薬の創出  

 前述の通り、Abbot t 社から Mcl-1 選択的阻害活性を有するインドール誘導

体が報告されている 3 9 )。その Mcl-1 に対する結合様式は不明だったことから、

本化合物の構造を参考に新規二環性骨格を探索し、共結晶構造の取得を目指

すこととした。そこで筆者は、インドール誘導体と同様の置換位置に側鎖を

伸長可能な二環性骨格の中から、脂溶性が比較的低く、共結晶化の成功確率

を上げる指標の一つである良好な溶解度が期待されるピラゾロ [1 ,5 -a ]ピリジ

ン骨格をデザインした  (Fig  18)。化合物の薬理活性は、 Mcl-1 とフルオレセ

インイソチオシアネート (FITC)で標識された Bid ペプチドとの相互作用に対

する阻害活性を、Time -Reso lved  FRET 法で評価した 6 0 ) , 6 1 )。Bid ペプチドは前

節で述べた Mcl-1 の PPI 部位に結合することから、本手法によって Mcl-1 と
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アポトーシス促進タンパク質との PPI に対する化合物の阻害作用を確認でき

る。また、Bcl-xL に対する阻害活性も同様の手法で測定した。その結果、ア

リール基として、パラ位がカルボキシ基で置換されたフェニル基を有する誘

導体 39 が Mcl-1 選択的な阻害活性を有することを見出した。  

 

Figure  18 .  Nove l  se lec t ive  Mc l -1  inh ib i to r  des igned  from repor ted  compound.  The  

ac t iv i t ie s  we re  de termined  by  TR-FRET assays .  IC5 0  va lues  we re  ca lcu la ted  by 

nonl inea r  r egre ss ion  ana lys is  o f  pe rcen t  inh ib i t ion  da ta .  

 

 ピラゾロ [1 ,5 -a ]ピリジン誘導体 39 は S cheme  7 に示す方法で合成した。出

発原料のピリジルアルデヒド 40 にアジド酢酸エチルをナトリウムメトキシ

ド存在下で反応させることで、アルデヒドに対する縮合およびエステル交換

が進行し、メチルエステル基を有するアジド 41 を得た。続いて、アジド 41

をキシレン中で 120℃に加熱することでピラゾロ [1 ,5 -a ]ピリジン骨格を構築

した 6 2 )。得られた環化体 42 の 3 位を Vilsme ie r –Haack 反応でホルミル化し、

ホスホノ酢酸トリエチルを用いた Horne r –Wadswor th–Emmons 反応により増

炭し、アルケン 44 を得た。ベンゼンスルホニルヒドラジドを用いて二重結合

を還元した後、得られたエステル 45 をボランにより還元し、1-ナフトールと

の光延反応でナフチルエーテル 47 を合成した。さらに、鈴木カップリング反

応により安息香酸エステルを導入した後、ジエステル 48 をアルカリ加水分

解することで 39 を合成した。  



46 

 

Scheme  7.  Synthes is  o f  compound 39 a  

 

a Reagents  and  condi t ions :  ( a)  e thy l  az idoace ta te ,  NaOMe,  MeOH,  60%;  (b)  

xy lene ,  120  °C,  41%; (c )  phosphor ic  t r ich lor ide ,  DMF,  100  °C,  72%; (d)  t r ime thy l  

phosphonoace ta te ,  NaH, THF,  0 °C,  96%;  (e)  benzenesu l fonohydrazide ,  to luene ,  

100  °C,  84%;  (f )  borane –THF,  THF,  85%; (g)  1 -naphtho l ,  PPh 3 ,  d i - te r t -bu ty l  

a zodicarboxyla te ,  to luene,  97%;  (h)  4 -(me thoxyca rbonyl)phenylboronic  ac id ,  

Pd(PPh 3 ) 4 ,  K 2 CO3 ,  DMF,  microwave ,  140  ºC, 45% ;  ( i )  2  M NaOH,  MeOH,  45%. 

 

 続いて、得られた Mcl-1 選択的阻害活性を有する新規ケミカルプローブ 39

の結合様式を明らかにするため、 Mcl-1 タンパク質との共結晶化および X 線

結晶構造解析を当研究グループ内で実施し、 1 .9  Å の解像度にて共結晶構造

の取得に成功した  (Fig .  19)。その結果、 39 が Mcl-1 の West  reg ion に結合す

ることが明らかとなり、 39 のナフチル基は Met250、 Leu267、 Phe270 および

I le294 の側鎖で構成される West  r eg ion の脂溶性ポケットの奥深くに結合す

ることが分かった。また、ピラゾロ [1 ,5 -a ]ピリジン 2 位のカルボン酸は Arg263

の側鎖グアニジンと水素結合を形成し、ピラゾロ [1 ,5 -a ]ピリジン骨格自体は

Phe228、Met231 および Val253 の側鎖で囲まれた West  reg ion の浅い位置に結

合することが確認された。安息香酸部位のカルボン酸は溶媒側に露出し Mcl-
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1 との水素結合は形成していないものの、ベンゼン環は母核との二面角が大

きなコンフォメーションで結合し、Ala227 の側鎖と相互作用していることが

分かった。  

 

Figure  19 . (A)  Co-c rys ta l  s t ruc ture  o f  pyrazo lo[1 ,5 -a ]pyr id ine  der iva t ive  39  w i th 

Mc l -1  (PDB ID 3WIX) .  (B)  S t ruc tura l  image  of  b ind ing  mode  of  39  in  Mc l-1 .  

 

 上述のように、Mcl-1 と新規ケミカルプローブとの共結晶構造解析により、

その結合様式を明らかにすることができたことから、 Mcl-1 /Bc l -xL dua l 阻害

薬の創出に向けて、次項において Bcl-xL についてもその阻害に重要な構造を

探索した。  

 

第二項  Bcl-xL 選択的阻害薬の創出  

 第 一 節 で 述 べ た ABT-733 と 同 様 に 、 Bcl-xL 阻 害 活 性 を 有 す る ABT-

263(Navi toc lax)の分子左側 p -クロロフェニル部位は Bcl-xL の West  r eg ion に

結合し、分子右側部位は East  reg ion に結合すると考えられる 5 7 ) , 5 8 )。そこで

筆者は、これらの構造情報をもとに、ABT-263 のどの部分構造が Bcl-xL 阻害

活性に重要かを探索する目的で、分子左側の p -クロロフェニル部位を有する

化合物 49 および 50、分子右側の部分構造を有する 51 および 52 の阻害活性

を確認することとした  (Fig .  20)。  
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Figure  20 .   Subs t ruc ture s  o f  compound ABT-263 . 

 

 ABT-263 の部分構造である化合物 50 および 51 は文献既知の 49 および 52

を用いて Scheme 8 に示す方法で合成した。出発原料のフッ素体 53 に対して

DIPEA 存在下、イソプロピルアミンを置換させることでスルホンアミド 54

を得た。続いて、カルボン酸 49 4 0 )を化学量論量の EDC-HCl および DMAP 存

在下で縮合させることでアシルスルホンアミド 50 を合成した。同様に、化合

物 51 はスルホンアミド 52 4 0 )に安息香酸を縮合させ合成した。  

 

Scheme  8.  Synthes is  o f  compounds  50  and  51a  
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a Reagents  and  condi t ions :  ( a)  i sopropylamine ,  DIPEA,  THF,  50  ºC,  93%;  (b)  49 ,  

EDC-HCl ,  DMAP,  DMF,  15%;  ( c )  benzoic  ac id ,  EDC -HCl ,  DMAP,  DMF,  92%.  

 

  得られた ABT-263 の部分構造化合物の Bcl-xL および Mcl-1 に対する阻害

活性を Figure  21 に示した。 Bcl-xL の West r eg ion に結合すると考えられる部

分構造 49 および 50 はそれぞれ 22  μM および 8 .0  μ M の IC 5 0 値を示し、弱い

Bcl -xL 阻害活性を有することが分かった。一方、 East  reg ion に結合する部分

構造 51 は 0 .15  μM の IC 5 0 値を示し、West r eg ion 結合構造に比べて強い Bcl-

xL 阻害活性を示すことを見い出した。第一節で述べたように、 51 に含まれ

る三つのベンゼン環は分子内 π–π 相互作用を形成し U 字型のコンフォメーシ

ョンを取ると考えられ、実際にベンゼン環一つを除去した化合物 52 の Bcl-

xL 阻害活性は大きく減少した。また、ABT-263 と同様に、いずれの部分構造

を有する誘導体も Mcl-1 に対する阻害活性は非常に弱いことが確認された。  

 

 

Figure  21 .  (A)  Inh ib i to ry  ac t iv i t ie s  o f  subs truc ture s  of  ABT -263 .  The  ac t iv i t ie s  

we re  de te rmined  by  TR -FRET assays .  IC 5 0  va lues  we re  ca lcu la ted  by  nonl inea r  

r egre ss ion  ana lys is  o f  percen t  inh ib i t ion  da ta .  (B)  S t ruc tura l  image  of  b ind ing  

mode  of  51  in  Bc l -xL. 
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 以上の検討から、 Eas t  reg ion に結合すると考えられる部分構造 51 が Bcl-

xL の阻害活性発現に重要な構造であると特定できた。第一章で述べたように、

選択的阻害剤の併用に比べ、二重阻害剤は単一化合物の薬物動態特性をもと

に薬効や毒性の評価が可能であるという利点を有する。そこで筆者は、Mcl-

1 および Bcl-xL の阻害に重要なそれぞれの構造情報をもとに Mcl-1 /Bc l -xL 

dua l 阻害剤をデザインすることとした。  

 

第三節  ケミカルプローブの情報に基づくMcl-1 /Bc l -xL dua l阻害剤の創製  

第一項  ハイブリッドストラテジーによるドラッグデザイン  

 第二節で述べたように、ピラゾロ [1 ,5 -a ]ピリジン誘導体 39 は Mcl-1 の West  

r eg ion に結合し Mcl-1 選択的阻害活性を示す。また、ABT-263 の部分構造 51

は Bcl-xL の East  r eg ion に結合し Bcl-xL 選択的阻害活性を示す。さらに、こ

れらのケミカルプローブと Mcl-1 もしくは Bcl-xL との共結晶構造情報から、

39 の安息香酸部位 (r ing  A)と 51 のアシルスルホンアミド側鎖ベンゼン環 ( r ing  

B)はそれぞれが溶媒側に位置すると考えられる。そこで筆者は、r ing  A と r ing  

B を適切なリンカーで結合させたハイブリッド化合物とすることで、Mcl-1 に

対しては 39 に相当する部分構造が Mcl-1 の West  reg ion に、51 に相当する部

分構造が Bcl-xL の East  r eg ion に結合し二重阻害活性を示すと考えた。さら

に、 r ing  A、 r ing  B はそれぞれ Mcl-1、Bcl-xL に対する阻害活性発現に重要で

あり、どちらもベンゼン環を有する構造であることから、ベンゼン環自体を

リンカーとして使用することで分子量の低減が図れると考えた。すなわち、

このベンゼン環をリンカーとしての機能に加えて、Mcl-1 と Bcl-xL どちらに

対しても阻害活性を発現させるための構造として共有させることによりハイ

ブリッド化合物をデザインした (Fig .  22)。  
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Figure  22 .   Hybr id iza t ion  s t r a tegy  used  to  de s ign  Mc l -1 /Bc l-xL dua l  inh ib i to r s .  

 

 上述のようにデザインしたハイブリッド化合物は Scheme  9 に示した方法

で合成した。ブロモ体 47 とボロン酸ピナコールエステル 55a–b との鈴木カ

ップリング反応により t e r t -ブチルエステル 56a–b を得た後、アセトニトリル

中で TFA により処理することで te r t -ブチルエステルを選択的にカルボン酸

へと変換し 57a–b を合成した。続いて、57a に対してスルホンアミド 52 を縮

合させた後、メチルエステルを加水分解することで化合物 59 を得た。同様の

方法で 57a–b とスルホンアミド 58 6 3 )から化合物 60 および 61 を合成した。  
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S c h e m e  9 .  S y n t h e s i s  o f  h y b r i d  c o m p o u n d s  5 9 – 6 1 a  

 

a Reagents  and  condi t ions :  ( a)  55a–b ,  Pd(PPh 3 ) 4 ,  K 2 CO3 ,  DMF,  mic rowave ,  160  

ºC;  ( b )  TFA,  ace ton i t r i le ;  ( c )  ( i )  52 ,  EDC-HCl ,  DMAP,  DMF;  ( i i )  2  M NaOH,  

MeOH,  THF,  49% ( two s teps) ;  ( d )  ( i)  58 ,  EDC-HCl ,  DMAP,  DMF;  ( i i )  2  M NaOH, 

MeOH,  THF.  

 

第二項  Mcl-1 /Bc l -xL dua l 阻害剤の創製および共結晶構造解析  

 前項でデザイン、合成したハイブリッド化合物の Mcl-1 および Bcl-xL に対

する阻害活性を評価した (Table  7)。その結果、モノメチルフェニル基をリン

カーに有するハイブリッド化合物 59 が Bcl-xL に対して IC 5 0 値  0 .0072  μM、

Mcl-1 に対しても IC 5 0 値  3 .2  μ M の阻害活性を示し、二重阻害活性を有する

ことを確認した。また、ABT-737 と同様の East  r eg ion 結合部位を有する化合

物 60 も二重阻害活性を示した (Mc l -1  IC5 0  =  0 .61  μM; and  Bc l -xL IC 5 0  =  0 .0044  

μ M)。第二節で述べたように、 Mcl-1 選択的阻害剤 39 の安息香酸部位は母核

とねじれたコンフォメーションをとっていることから、ハイブリッド化合物

におけるリンカー部位を o-ジメチルフェニル基へと変換し、そのねじれを安

定化させることで Mcl-1 阻害活性の向上を期待した。その結果、ジメチルフ
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ェニルリンカー体 61 の Mcl-1 阻害活性は IC 5 0 値  0 .088  μM に増強され、強力

な二重阻害活性を有する化合物を創出することに成功した。  

 

Table  7 .  Mc l -1 /Bc l -xL Dua l  Inh ib i to ry  Ac t iv i t ie s  o f  Hybr id  Compounds  

 

a Dete rmined  by  TR-FRET assays .  IC 5 0  va lues  were  ca lcu la ted  by  nonl inea r  

r egre ss ion  ana lys is  o f  pe rcen t  inh ib i t ion  da ta .  

 

 以上のように、 Mcl-1 /Bc l-xL dua l 阻害薬を見出したことから、ハイブリッ

ド化合物と Mcl-1 および Bcl-xL に対する結合様式を明らかにするため、当研

究グループにおいて共結晶化検討を実施した。その結果、両標的とも共結晶

化に成功したことから、 X 線結晶構造解析結果およびそれに基づく筆者の考

察を以下に示す。  

Mcl-1 については、 2 .2  Å の解像度にて化合物 60 との共結晶構造を取得し

た (Fig .  23(A) ,(C) )。前項で述べたデザインコンセプトの通り、ハイブリッド

化合物 60 のピラゾロ [1 ,5 -a ]ピリジン部位は Mcl-1 選択的阻害剤 39 と同様の

結合様式で West  reg ion に位置し、 Bcl-xL 選択的阻害剤の部分構造は溶媒側

に露出していることが確認された。続いて、 60 と Bcl-xL との共結晶は 2 .5  Å

の解像度にて取得した (Fig .  23( B) ,(D))。その結果、予期した通り Bcl-xL 選択
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的阻害剤の部分構造は分子内 π–π 相互作用に基づく U 字型のコンフォメーシ

ョンをとりながら Bcl-xL の East  r eg ion に結合することが確認された。さら

に、 Mcl-1 阻害活性発現に重要なピラゾロ [1 ,5 -a ]ピリジン部位は溶媒側に位

置するのではなく、 Bcl -xL においても West  r eg ion に結合することが判明し

た。その結合様式は、ピラゾロ [1 ,5 -a ]ピリジン 2 位のカルボン酸が Arg139 と

水素結合を形成し、ナフチル基が Leu108、Val126、Leu130、および Phe146 に

囲まれた脂溶性のポケットを占有するものである。この結果は、本論文で検

証したハイブリッド化合物が Bcl-xL との結合においては East および West  

r eg ion の両方に分子全体で強く結合することを意味し、Bcl-xL に対しては nM

オーダーの強力な阻害活性を有する結果と合致するものである。 Mcl-1 に対

しても West  reg ion だけでなく East  reg ion にも結合し、さらに強力な阻害活

性を示す化合物をデザインするためには、Mcl-1 の East  reg ion に結合するケ

ミカルプローブの探索によってホットスポットを明らにする必要があると考

えられる。  
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Figure  23 .   (A)  Co-c rys ta l  s t ruc ture  o f  compound 60  w i th  Mc l -1  (PDB ID 3WIY) .   

(B)  Co-c rys ta l  s t ruc ture  of  compound 60  w i th  Bc l -xL (PDB ID 3WIZ) .  (C)  

S t ruc tura l  image of  b ind ing  mode of  60  in  Mc l -1 .  (D) S t ruc tura l  image  of  b ind ing 

mode  of  60  in  Bc l -xL. 

 

 以上の結果から、ハイブリッド化合物のデザインコンセプトが達成されて

いることを実証し、Mcl-1 および Bcl-xL に対する選択的なケミカルプローブ

との共結晶構造情報が二重阻害薬のデザインに応用可能であることを示すこ

とに成功した。  

 

第四節  まとめ  

 アポトーシスに深く関与する Mcl-1 および Bcl-xL の二重阻害薬は、強力な

抗腫瘍活性を示す新規抗癌薬として期待される。 Mcl-1 /Bc l-xL dua l 阻害薬の

創製に向けて、それぞれのタンパク質の阻害に重要な構造の探索から開始し

た。Mcl-1 に関しては、Mcl-1 選択的阻害活性を有するピラゾロ [1 ,5-a ]ピリジ

ン誘導体を見い出し、 Mcl-1 タンパク質との X 線共結晶構造解析によって、

その結合様式を明らかにした。Bcl-xL に関しては、Abbot t 社が創製した Bcl-

xL/Bc l -2 /Bc l -w 阻害薬 ABT-263 の部分構造探索により、 Bcl-xL 阻害活性に重

要な構造を特定した。  

それぞれのケミカルプローブの構造情報から、強い Mcl-1 阻害活性を有す

る化合物 39 と、強い Bcl -xL 阻害活性を有する化合物 51 を部分構造に有する

ハイブリッド化合物をデザインした。得られたハイブリッド化合物 60 と Mcl-

1 および Bcl-xL との X 線共結晶構造解析を行い、両タンパクにおける結合様

式を明らかにした。また、 Mcl-1 の構造情報をもとにリンカー部位にジメチ

ルフェニル基を導入することで、両タンパク質に対し強力な阻害活性を有す

る化合物 61 の創出に成功した (Mc l -1 ,  IC 5 0  = 0 .088  μM; Bc l -xL,  IC5 0  = 0 .0037  
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μ M)。この結果は Mcl-1 /Bc l-xL dua l 阻害薬の初めての例であり、ケミカルプ

ローブの共結晶構造情報を活用する創薬手法が、複数の標的分子に作用する

新薬の創出への応用が可能であることを示すものである。  

今回創出した Mcl-1 /Bc l -xL dua l 阻害薬をリード化合物として新規抗癌薬を

目指すには、Mcl-1 と Bcl -xL の両方の発現によってアポトーシス機能が抑制

された非小細胞肺癌等の固形癌細胞における増殖阻害活性を確認していくこ

とが求められる。そのためには、細胞膜透過性や溶解度といった物性プロフ

ァイルの改善を指向したさらなる構造最適化が必要であり、今後の発展研究

が期待される。  



57 

 

第四章  結語  

 

本研究で筆者は、抗癌剤の標的分子として DHPS および Mcl-1 /Bc l -xL に着

目し、創薬初期研究における新規ケミカルプローブの創製および機能解析を

実施した。 DHPS に対してはその薬剤標的としての有望性を判断すること、

Mcl-1 /Bc l -xL に対してはケミカルプローブの情報を利用した複数標的阻害薬

の分子設計を可能とすることを目的とした。本研究で得られた知見を以下に

まとめる。  

 

DHPSに対する新規ケミカルプローブの創製  

1 .  HTSヒット化合物であるインドール誘導体からの構造活性相関研究を通

じて、強力な DHPS酵素阻害活性を有する新規ケミカルプローブ 13gを見出

し、 DHPSタンパク質との共結晶構造解析から本化合物がアロステリック

部位に結合することを発見した。  

2 .  別ケモタイプの HTSヒット化合物であるチオフェン誘導体からの構造活

性相関研究により創出した新規ケミカルプローブ 38dが、 DHPSに対して

13gとは異なる結合様式を有するアロステリック阻害薬であることを見出

した。  

3 .  上記ケミカルプローブおよび疑似基質 GC-7と DHPSタンパク質との共結

晶構造の比較検証により、 DHPSがタンパク質の二次構造変化により非活

性型コンフォメーションを有すること、その構造変化の安定化によってア

ロステリックバインダーである 13gもしくは 38dが酵素阻害活性を発現す

るメカニズムを解明した。  

4 .  以上の検討から、今回発見したアロステリックポケットが汎用性の高い阻

害剤の結合サイトであり、 DHPSが有望な薬剤標的となり得ることを示し

た。  
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ケミカルプローブの情報に基づく Mcl-1 /Bcl -xL dua l阻害薬の創製  

1 .  Mcl-1選 択 的 阻 害 活 性 を 有 す る 新 規 ケ ミカ ル プ ロ ー ブ 創 出 を 目 的 に 、

Abbot t社より報告されたインドール誘導体からの母骨格変換によりピラ

ゾロ [1 ,5 -a ]ピリジン誘導体 39を見出した。本化合物は Mcl-1選択的阻害活

性を示すとともに、 Mcl-1との共結晶構造解析により、その結合様式を明

らかにした。  

2 .  Bcl-xL阻害活性に重要な化学構造を検証するため、 ABT-263の部分構造探

索を実施し、 Bcl-xLの East  r eg ionに結合する化合物 51を同定した。  

3 .  Mcl-1、 Bcl-xLそれぞれの阻害に重要な化合物およびその結合様式に基づ

き分子設計したハイブリッド化合物が強力な Mcl-1 /Bc l -xL dual阻害活性

を示すことを見出した。  

4 .  ハイブリッド化合物と Mcl-1および Bcl-xLとの共結晶構造解析によりデザ

インコンセプトが達成されていることを実証した。  

 

 以上の通り、新規 DHPS阻害薬の創製研究を通じて、 Fir s t - in -c la ssターゲッ

トにおけるケミカルプローブがタンパク質のコンフォメーションおよびその

機能解析に非常に有用であること、薬剤標的として有望か否かを判断するた

めの重要なツールとなることを実証した。また、新規Mcl-1 /Bc l -xL dua l阻害

薬の創製研究を通じて、Mcl-1および Bcl-xLに対する選択的なケミカルプロー

ブとの共結晶構造情報が二重阻害薬のデザインに応用可能であることを示し

た。本研究で示された論理的創薬手法は、Fir s t - in -c la ssの標的分子や複数の標

的分子に対する新薬創出への応用が可能であり、今後更なる発展が期待され

る。  
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実験の部  

 

Pro ton  nuc lear  magne t ic  r e sonance  ( 1H NMR)  spec t ra  were  measured  wi th  

Bruke r  DPX -300  (300  MHz) ,  AVANCE II -300 (300  MHz)  spec trome ter s .  Chemica l  

sh i f t s  a re  g iven  in  pa r ts  pe r  mi l l ion  (ppm)  wi th  te t r ame thy ls i lane  a s  an  in te rna l  

s tanda rd ,  and  coupl ing  cons tan ts  ( J va lues)  a re  g iven  in He r tz  (Hz) .  Sp l i t t ing  

pa t te rns  and  apparen t  mul t ip l ic i t ie s  a r e  de s igna ted  a s  s  ( s ing le t ) ,  d  (double t ) ,  dd  

(double t  double t ) ,  t  ( tr ip le t ) ,  q  (quar te t ) ,  m (mul t ip le t ) ,  and  br s  (b road  s ing le t) .   

E lementa l ana lyse s and h igh -re so lu t ion  mass spec t rom e try  (HRMS)  were ca r r ied  

ou t  by  Sumika  Chemica l  Ana lys is  Se rv ice  o r  Toray  Resea rch  Center  and were 

wi th in  0 .4% of  the  theore t ica l  va lues .  Ana ly t ica l  th in  layer  chroma tography  (TLC) 

was  pe rformed on  s i l ic a  ge l  60  F 2 5 4  p la te s  (Merck)  o r  NH TLC p la te  (Fu j i  S i lys ia  

Chemica l  L td . ) .  Column chroma tography  was ca rr ied  ou t  us ing  s i l ic a  ge l  (70 –230  

mesh ,  Merck) ,  ba s ic  s i l ic a  ge l  (100 –200  mesh ,  Fu j i  S i lys ia  Chemica l ,  L td . )  o r  

Pur i f -Pack  (S I  ϕ  60  μM or  NH ϕ  60  μM,  Fuj i  S i lys ia  Ch emica l ,  L td . ) .  Prepara t ive  

HPLC was  per formed on  a  Wa ter s  2525  separa t ions  module  (L -co lumn2 ODS (20  

x150  mm I .D . ,  CERI,  Japan) ; 0 .1% TFA in d is t i l led  wa ter –ace ton i t r i le  g rad ien t ;  

MS  spec t r a  were  recorded  us ing  a  Wa ter s  ZQ2000 wi th  e lec t rospray  ion iza t ion .   

The  pur i t ie s  o f  a l l  te s ted compounds  were  de te rmined  to  be  95% by  Shimadzu  

UFLC/MS (Prominence  UFLC h igh  pre ssure  grad ien t  sys tem/LCMS -2020)  

ope ra t ing  in  e lec t ron  spray ion iza t ion  mode (ESI+) .  The  co lumn used  was  an  L -

co lumn 2  ODS (3 .0  x  50  mm I .D . ,  3  μ m,  CERI,  Japan)  wi th  a  tempera ture  o f  40 °C  

and  a  f low ra te  o f  1 .2  o r  1 .5  mL/min .  Mobi le  phase  A  was  0 .05% TFA in  u l t rapure  

wa ter .  Mobi le  phase  B was  0 .05% TFA in  ace ton i t r i le  which  was  increa sed  l inear ly  

f rom 5% to  90% ove r  2  minute s ,  90% ove r  the  nex t  1 . 5  minute s ,  af ter  which  the  

co lumn was  equ i l ib ra ted  to  5% for  0 .5  minute s .  A l l  commerc ia l ly  ava i lab le  
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so lven ts  and  reagents  were  used  wi thout  fur the r  pur i f ica t ion ,  un le ss  o the rwise  

s ta ted .  Yie lds  were  no t  op t imized .  

 

第二章第二節の合成実験  

 

te r t -Buty l  4- (4- ( te r t -bu ty l )phenylsu l fonamido) -1H - indole-1-carboxylate  ( 6a) .   

To  a  so lu t ion  of  5  ( 317  mg,  1 .36  mmol)  in  pyr id ine  (5 .0  mL)  was  added  4 - te r t-

bu ty lbenzenesu l fonyl  ch lor ide  (333  mg,  1 .43  mmol)  a t  0  °C.  The  mix ture  was  

s t i r r ed  a t  0  °C for  1  h .  The  mix ture  was  poured  in to  sa tu ra ted  aqueous  NH 4 Cl and  

ex t r ac ted  wi th  E tOAc .  The  organ ic  layer  was separa ted,  washed  wi th  b r ine ,  dr ied  

ove r  Na 2S O4 ,  and  concent ra ted  in  vacuo .  The  r e s idue  was  pur i f ied  by  co lumn 

chroma tography  ( s i l ic a  ge l ,  e lu ted  wi th  3 –20% EtOAc  in  n -hexane )  to  g ive  6a  ( 520  

mg,  89%)  a s  a  whi te  powder .  MS  (ESI+) :  429 .1  [M +  H] + .  1 H NMR (DMSO-d 6 ,  300 

MHz) :  δ 1 .23  (9H,  s ) ,  1 .59  (9H, s ) ,  6 .82  (1H, dd ,  J  =  3 .8 ,  0 .6 Hz) ,  7 .06-7 .13  (1H,  

m) ,  7 .15–7 .24  (1H,  m) ,  7 .47 –7.56  (3H,  m) ,  7 .61 –7 .68  (2H,  m) ,  7 .78  (1H,  d ,  J  =  8 .1  

Hz) ,  10 .22  (1H,  s ) .  

te r t -Buty l  4- (3 -(4-( te r t -buty l )phenyl)ure ido) -1H - indole -1-carboxylate  ( 6b) .   

To  a  so lu t ion  of  5  ( 329  mg,  1 .42  mmol)  in  THF (4 .0  mL)  was  added  4 - te r t-

bu ty lphenyl  i socyana te  (0 .302  mL,  1 .70  mmol)  a t  room tempera ture .  The  mix ture  

wa s  s t i r red  a t  room tempera ture  for  5  h .  The mix ture  was  poured  in to  wa ter  and 

ex t r ac ted  wi th  E tOAc .  The  organ ic  layer  was separa ted,  washed  wi th  b r ine ,  dr ied  

ove r  Na 2S O4 ,  and  concent ra ted  in  vacuo .  The  r e s idue  was  pur i f ied  by  co lumn 

chroma tography  ( s i l ica  g e l ,  e lu ted  wi th  3 –20% EtOAc  in  n -hexane)  to  g ive  6b  ( 415  

mg,  72%)  a s  a  whi te  powder .  MS  (ESI+) :  408 .0  [M +  H] + .  1 H NMR (DMSO-d 6 ,  300 

MHz) :  δ 1 .27  (9H,  s ) ,  1 .63  (9H,  s ) ,  6 .83  (1H,  d ,  J  =  3 .4  Hz) ,  7 .24  (1H,  t ,  J  =  8 .2 
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Hz) ,  7 .28–7 .35  (2H,  m) ,  7 .36 –7 .44  (2H,  m) ,  7 .63 –7 .74  (2H,  m) ,  7 .87  (1H,  d ,  J  =  

7 .4  Hz) ,  8 .65  (1H,  s ) ,  8 .78  (1H,  s) .  

4- ( te r t -Buty l ) -N- (1H - indol-4-y l )benzenesu lfonamide  (7a) .   To  a  

so lu t ion  of  6a  ( 230 mg,  0 .54  mmol)  in  MeCN (2 .0 mL) was  added  TFA (2 .0 mL,  

26 .0  mmol)  a t  room tempera ture .  The  mix ture  was  s t i r r ed  a t  room tempera ture  

ove rn igh t .  The  mix ture  was  neu t ra l ized  with  sa tu ra ted  aqueous  NaHCO 3  and  

sa tura ted  aqueous  NH 4 Cl a t  0 °C and  ex t rac ted  wi th  E tOAc . The  organ ic  layer  was  

sepa ra ted ,  washed  wi th  b r ine ,  dr ied  ove r  Na 2 SO 4 ,  and  concent r a ted  in  vacuo .   The 

r e s idue was f i l te red  th rough  s i l ic a  ge l  pad  us ing  E tOAc .  The  f i l t r a te  was  

concent ra ted  in  vacuo ,  and  the  re su l t ing  so l id  was  co l lec ted  by  f i l t r a t ion  to  g ive  

7a  ( 159  mg, 90%)  a s a  whi te  so l id .  MS  (ESI+) :  328 .9  [M +  H] + .  1 H NMR (DMSO -

d 6 ,  300 MHz) :  δ 1 .23 (9H,  s) ,  6 .61 (1H,  t ,  J  =  2 .2  Hz) ,  6 .85 –6 .96  (2H,  m) ,  7 .07–

7 .12  (1H,  m) ,  7 .16 –7.22  (1H,  m) ,  7 .46 –7 .55 (2H,  m) ,  7 .66 –7 .75  (2H,  m) ,  10 .01  

(1H,  s ) ,  11 .07  (1H,  br s ) .  Ana l .  Ca lcd  for  C 1 8 H2 0 N 2O 2S:  C,  65 .83 ;  H ,  6 .14 ;  N ,  8 .53 .  

Found:  C,  65 .65 ;  H ,  6 .20 ;  N ,  8 .29 .  

1- (4-( te r t -Buty l )phenyl) -3- (1H- indol -4-y l)urea  ( 7b) .   Compound 7b  was  

syn thes ized  f rom 6b  by  the  p rocedure  desc r ibed  for  7a .  Y ie ld  72%,  a  whi te  so l id .  

MS  (ESI+) :  308 .0  [M +  H ] + .  1 H NMR (DMSO -d 6 ,  300  MHz) :  δ 1 .27  (9H,  s ) ,  6 .55  

(1H,  t ,  J  =  2 .2  Hz) ,  6 .95 –7 .07  (2H,  m) ,  7 .27 –7 .34  (3H,  m),  7 .37 –7 .44  (2H,  m) ,  

7 .66  (1H,  dd ,  J  =  7 .2 ,  1 .2  Hz) ,  8 .43  (1H,  s ) ,  8 .82  (1H,  s) ,  11 .12 (1H, b r s ) .  Ana l .  

Ca lcd  for  C 1 9 H 2 1 N 3O･0 .20H 2 O: C,  73 .38 ;  H ,  6 .94 ;  N ,  13 .51 . Found:  C,  73 .64 ;  H , 

7 .04 ;  N ,  13 .27 .  

N - (4- ( te r t -Buty l)phenyl) -1H - indole -4-carboxamide  ( 9 ) .   EDC-HCl  (860  mg, 

4 .49  mmol) ,   HOBt -H 2O (687  mg,  4 .49  mmol)  and E t 3 N (1 .25 mL,  8 .97 mmol)  

we re  added  to  a  so lu t ion  of  8  ( 482  mg,  2 .99  mmol)  and  4 - te r t -bu ty lan i l ine  (0 .572  

mL,  3 .59  mmol)  in  DMF (4 .0  mL)  a t  0  °C.  The  mix ture  was  s t i r red  a t  room 
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tempera ture  ove rn igh t .  The  r eac t ion  mix ture  was  d i lu ted wi th  wa ter  and  ex t r ac ted 

wi th  E tOAc .  The  organ ic  laye r  was  washed wi th  b r ine ,  d r ied  ove r  Na 2 SO 4 ,  and  

concent ra ted  in  vacuo .  The  r e s idue  was  pur i f ied  by  co lumn chroma t ography  (NH 

s i l ic a  ge l ,  e lu ted  wi th  35 –75% EtOAc in  n -hexane )  to g ive  9  ( 560 mg,  64%)  a s  a  

whi te  so l id .  MS  (ESI+) :  239 .1  [M +  H] + .  1 H NMR (CDCl 3 ,  300  MHz) :  δ 1 .30–1 .39  

(9H,  m) ,  6 .93 –7 .07  (1H,  m) ,  7 .23 –7 .33  (1H,  m) ,  7 .33 –7 .48  (3H,  m) ,  7 .48 –7 .69  (4H, 

m) ,  7 .91 (1H, b r s) ,  8 .48  (1H,  b r s ) .  Ana l .  Ca lcd  for  C 1 9H 2 0 N 2O･0 .50H2 O: C, 75 .72 ;  

H ,  7 .02 ;  N ,  9 .29 .  Found:  C,  75 .73 ;  H ,  6 .83 ;  N ,  9 .41 .  

4- ( te r t -Buty l ) -N- ( indol in-4-y l )benzamide  ( 11a) .   To  a  so lu t ion  of  10a  ( 91  mg,  

0 .68  mmol)  in  pyr id ine  (3 .0  mL)  was  added  4 - te r t -bu ty lbenzoyl  ch lor ide  (0 .13  mL,  

0 .68  mmol)  a t  0  °C.  The  mix ture  was  s t i r red  a t  0  °C for  30  min .  The mix ture  was 

poured  in to  wa te r  and  ex t r ac ted  wi th  E tOAc .  The  organ ic  layer  was  sepa ra ted ,  

washed  wi th  br ine ,  dr ied over  Na 2S O4 ,  and  concent ra ted in  vacuo .  The re s idue  was  

pur i f ied  by  co lumn chroma tography  ( s i l ica  ge l ,  e lu ted  wi th  3 –50% EtOAc  in  n -

hexane )  to  g ive 11a  (3 .9  mg,  2%) a s  a  whi te  so l id .  MS  (ESI+) :  295 .0  [M +  H] + .  1 H 

NMR (DMSO-d 6 ,  300  MHz) :  δ 1 .32  (9H,  s ) ,  2 .86  (2H, t ,  J  =  8 .5 Hz) ,  3 .35 –3 .46  

(2H,  m) ,  5 .51  (1H,  s) ,  6 .35  (1H,  d ,  J  =  7 .3  Hz) ,  6 .64  (1H, d ,  J  =  7 .4  Hz) ,  6 .86 –

6 .94  (1H,  m) ,  7 .52  (2H,  d ,  J  =  8 .6  Hz) ,  7 .87  (2H,  d ,  J  =  8 .6  Hz) ,  9 .71  (1H,  s ) .  

Ana l .  Ca lcd  for  C 1 9 H2 2N 2 O･0 .20H 2O: C,  76 .58 ;  H ,  7 .58 ;  N ,  9 .40 .  Found:  C,  76 .69 ;  

H ,  7 .61 ;  N ,  9 .29 .  

4- ( te r t -Buty l ) -N- (2 -oxoindol in -4-y l )benzamide  ( 11b) .   Compound 11b  was  

syn thes ized  f rom 10b  by  the  procedure  desc r ibed  for  11a .  Y ie ld  53%,  a  whi te  so l id .  

MS  (ESI+) :  309 .0  [M +  H ] + .  1 H NMR (DMSO -d 6 ,  300  MHz) :  δ 1 .32  (9H,  s ) ,  3 .47  

(2H,  s ) ,  6 .67  (1H,  dd ,  J  =  7 .0 ,  1 .5  Hz) ,  7 .09 –7 .24  (2H, m) ,  7 .50 –7 .60  (2H,  m) ,  

7 .83–7 .93  (2H,  m) ,  9 .95  (1H,  s ) ,  10 .42  (1H,  s ) .  Ana l .  Ca lcd  for  C 1 9 H2 0 N2 O 2･

0 .30H 2 O: C,  72 .73 ;  H ,  6 .62 ;  N ,  8 .93 .  Found:  C,  72 .76 ;  H ,  6 .59 ;  N ,  8 .7 7 .  
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4- ( te r t -Buty l ) -N- (1H - indazol -4-y l )benzamide  ( 11c ) .   Compound 11c  was 

syn thes ized  f rom 10c  by  the  p rocedure  desc r ibed  for  11a .  Y ie ld  28%,  a  whi te  so l id .  

MS  (ESI+) :  294 .2  [M + H] + .  1 H NMR (DMSO-d 6 ,  300 MHz) :  δ 1 .34  (9H,  s ) ,  7 .24 –

7 .43  (2H,  m) ,  7 .44–7 .70  (3H,  m) ,  7 .87 –8 .03  (2H,  m) ,  8 .22  (1H,  s ) ,  10 .33  (1H,  s ) ,  

13 .05  (1H,  b r s ) .  Ana l .  Ca lcd  for  C 1 8 H1 9 N3 O: C,  73 .70 ;  H ,  6 .53 ;  N ,  14 .32 .  Found :  

C,  73 .35 ;  H ,  6 .59 ;  N ,  14 .21 .  

4- ( te r t -Buty l ) -N- (1H - indazol -7-y l )benzamide  ( 11d) .   Compound 11d  was 

syn thes ized  f rom 10d  by  the  procedure  desc r ibed  for  11a .  Y ie ld  71%,  a  whi te  so l id .  

MS  (ESI+) :  294 .2  [M +  H ] + .  1 H NMR (DMSO -d 6 ,  300  MHz) :  δ 1 .34  (9H,  s ) ,  7 .12  

(1H,  t ,  J  =  7 .7  Hz) ,  7 .54 –7 .69 (4H,  m),  7 .98 (2H,  d ,  J  = 8 .3  Hz) ,  8 .10 (1H,  d ,  J  =  

1 .1  Hz) ,  10 .19  (1H,  s ) ,  12 .84  (1H,  s ) .  Ana l .  Ca lcd  for  C 1 8 H1 9 N3 O: C,  73 .70 ;  H ,  

6 .53 ;  N ,  14 .32 .  Found:  C,  73 .57 ;  H ,  6 .56 ;  N ,  14 .34 .  

6- te r t -Buty l -1-benzoth iophene -2-carboxyl ic  ac id  (12d) .  To  a  so lu t ion  of  15  

( 3 .10  g ,  10 .9  mmol)  i n  THF (30  mL)  were  added  16  ( 0 .348  g ,  1 .09  mmol) ,  n icke l ( II)  

ch lor ide  hexahydra te  (0 .258  g ,  1 .09  mmol)  and  a  1 .7M so lu t ion  of  te r t -

bu ty lmagnes ium ch lor ide  in THF (12 .5  mL,  21 .3  mmol)  a t  - 15  °C.  The  mix ture  was 

s t i r r ed  a t  –15  °C unde r  Ar  for  4  h .  The  mix ture  was  poured  in to  sa tu ra ted  aqueous  

NH 4 Cl a t  0  °C and  ex tr ac ted  wi th  E tOAc .  The organ ic  layer  was  sepa ra ted ,  washed 

wi th  b r ine ,  d r ied  ove r  Na 2S O4 ,  and  concent r a ted  in  vacuo .  The  re s idue  was  pur i f ied  

by  co lumn chroma tography  ( s i l ica  ge l ,  e lu ted  wi th  0 –3% EtOAc  in  n -hexane)  to  

g ive  a  crude produc t .  Th is  p roduc t  was  subjec ted to  the nex t  r eac t ion wi thout  

fu r ther  pur i f ica t ion .  To  a  so lu t ion  of  the  p roduc t  in  E tOH (20  mL)  was  added  2M 

NaOH (10  mL,  20 .0  mmol)  a t  room tempera ture .  The  mix ture  was  s t i r r ed  a t  room 

tempera ture  for  1  h .  The mix ture  was concent r a ted  in  vacuo ,  and the  r e su l t ing  

so l id  was  d isso lved  in wa te r .  The  so lu t ion  was  ac id i f ied  wi th  1M HCl  a t  0  °C and  

ex t r ac ted  wi th  E tOAc .  The  organ ic  layer  was separa ted,  washed  wi th  b r ine ,  dr ied  
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ove r  Na 2S O4 ,  and  concent ra ted  in  vacuo .  The  r e s idue  was  pur i f ied  by  co lumn 

chroma tography  ( s i l ica  ge l ,  e lu ted  wi th  10 –100% EtOAc  in  n-hexane )  to  g ive  12d  

( 0 .054  g ,  2%)  a s  a  whi te  so l id .  1H NMR (DMSO -d 6 ,  300  MHz) :  δ 1 .35  (9H,  s ) ,  

7 .50–7 .57  (1H,  m) ,  7 .90  (1H,  d ,  J  =  8 .5  Hz) ,  7 .97 –8 .03  (2H,  m) ,  12 .88  (1H,  br s ) .  

N - (1H- Indol -4-y l )benzamide  (13a) .   To  a  so lu t ion  of  5  ( 80  mg,  0 .34  mmol)  in  

pyr id ine  (2 .0  mL)  was  added  benzoyl  ch lor ide  (0.048  mL, 0 .41  mmol)  a t room 

tempera ture .  The  mix ture  was  s t i r red  a t  room tempera ture  fo r  1  h .  The  mix ture  was  

poured  in to  wa te r  and  ex t r ac ted  wi th  E tOAc .  The  organ ic  layer  was  sepa ra ted ,  

washed  wi th  b r ine ,  and  dr ied  ove r  Na 2 SO 4 .  The  mix ture  was  f i l ter ed  through  s i l ic a  

ge l  pad  us ing  E tOAc  and  the  f i l t r a te  was  concent ra ted  in vacuo .  Th is  produc t  was 

sub jec ted to  the  nex t  reac t ion  wi thout  fu r the r  pur i f ica t ion .  To  a  so lu t ion  of  the 

c rude  produc t  in  to luene  (5 .0  mL)  was  added  TFA (2 .0  mL,  26 .0  mmol)  a t  room  

tempera ture .  The  mix ture  was  s t i r red  a t  room tempera ture  fo r  1  h ,  and  then 

concent ra ted  in  vacuo .  The  r e s idue  was  neu t r a l ized  wi th  sa tura ted  aqueous  

NaHCO 3  and  ex t rac ted  wi th  E tOAc .  The  orga n ic  layer  was  separa ted ,  washed  wi th  

b r ine ,  d r ied  ove r  Na 2S O 4 ,  and  concentr a ted  in  vacuo .  The  r e s idue  was  pur if ied  by 

co lumn chroma tography  ( s i l ica  ge l ,  e lu ted  wi th  3 –30% EtOAc  in n -hexane )  to  g ive 

13a  ( 35  mg, 48%)  a s a  whi te  so l id .  MS  (ESI+) :  236 .9  [M +  H ]+ .  1 H NMR (DMSO -

d 6 ,  300  MHz) :  δ 6 .56–6 .62  (1H,  m) ,  7 .01 –7 .12  (1H,  m) ,  7 .24  (1H,  d ,  J  =  8 .0  Hz) ,  

7 .28–7 .32  (1H,  m) ,  7 .38  (1H,  d ,  J  = 7 .5  Hz) ,  7 .49 –7 .63  (3H,  m) ,  7 .96 –8 .05 (2H, 

m) ,  10 .06  (1H,  s ) ,  11 .12  (1H,  b r s ) .  Ana l .  Ca lcd  for  C 1 5 H1 2N 2 O: C,  76 .25 ;  H ,  5 .12 ;  

N ,  11 .86 .  Found:  C,  75 .98 ;  H ,  5 .05 ;  N ,  11 .75.  

N - (1H- Indol -4-y l ) -2-naphthamide  (13b) .   To  a  so lu t ion  of  12b  ( 77  mg,  0 .45  

mmol)  in  THF (3 .0  mL)  were added  (COCl) 2  (0 .039  mL,  0 .45  mmol)  and DMF (2 . 7  

µL,  0 .03  mmol)  a t  room tempera ture .  The  mixture  was  s t i r r ed a t  room tempera ture  

fo r  30  min .  The  mix ture  was  concent ra ted  in vacuo .  The  mix ture  was  added  to  a  
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so lu t ion  of  5  ( 80 .0 mg,  0 .34 mmol)  in pyr id ine  (3 .0  mL)  a t  room tempera ture  and  

s t i r r ed  a t  room tempera ture  fo r  1  h .  The  mix ture  was  poured  in to  wa te r  and  

ex t r ac ted  wi th  E tOAc .  The  organ ic  laye r  was  sepa ra ted ,  washed  wi th  b r ine ,  and  

dr ied  ove r  Na 2S O 4 .  The  mix ture  was  f i l te red th rough  s i l ica  ge l  pad  us ing E tOAc  

and  the  f i l t r a te  was  concent ra ted  in  vacuo .  Th is  p roduc t  was  sub jec ted  to  the  nex t  

r eac t ion  wi thout  fu r ther  pur if ica t ion .  To  a  so lu t ion  of  the  c rude  produc t  in  to luene 

(5 .0  mL)  was  added  TFA (2 .0  mL,  26 .0  mmo l)  a t  room tempera ture .  The  mix ture  

was  s t i r r ed  a t  room tempera ture  fo r  1  h ,  and  then  concent ra ted  in  vacuo .  The  

mix ture  was  neu tr a l ized  wi th  sa tura ted  aqueous  NaHCO 3  and  ex tr ac ted  wi th  E tOAc .  

The  organ ic  layer  was  separa ted ,  washed  wi th  b r ine ,  and  dr ied  o ve r  Na 2S O 4 .  The  

mix ture  was  f i l ter ed  th rough  s i l ic a  ge l  pad us ing  E tOAc  and  the  f i l t r a te  was  

concent ra ted in  vacuo .  The  re su l t ing  so l id  was  co l lec ted  by f i l t ra t ion  to  g ive  13b  

( 61 .8  mg,  72%)  a s  a  whi te  so l id .  MS  (ESI+) :  286 .9  [M +  H] + .  1 H NMR (DMSO-d 6 ,  

300  MHz) :  δ 6 .65 (1H, t ,  J  =  2 .1  Hz) ,  7 .05 –7 .14  (1H, m) ,  7 .26  (1H,  d ,  J  =  8 .1  Hz) ,  

7 .29–7 .35  (1H,  m) ,  7 .43  (1H,  d ,  J  = 7 .4  Hz) ,  7 .58 –7 .69  (2H,  m) ,  7 .98 –8 .15 (4H, 

m) ,  8 .64  (1H,  s ) ,  10 .23 (1H,  s) ,  11 .15  (1H, b r s ) .  Ana l .  Ca lcd  for  C 1 9H 1 4N 2 O･

0 .10H 2 O: C,  79 .20 ;  H ,  4 .97 ;  N ,  9 .72 .  Found:  C,  79 .15 ;  H ,  4 .88 ;  N ,  9 .59 .  

N - (1H- Indol -4-y l ) -1-benzofuran-2-carboxamide  (1 3c) .   Compound 13c  was  

syn thes ized  f rom 5  and  12c  by the  procedure  desc r ibed  for  13b .  Y ie ld  62%,  a  whi te  

so l id .  MS  (ESI+) :  276 .9  [M +  H] + .  1 H NMR  (DMSO-d 6 ,  300  MHz) :  δ 6 .54–6 .61  

(1H,  m) ,  7 .05–7 .13  (1H,  m) ,  7 .28  (1H,  d ,  J  =  8 .1  Hz) ,  7 .31 –7 .42  (3H,  m) ,  7 .47 –

7 .56  (1H,  m) ,  7 .74  (1H, dd ,  J  =  8 .3 ,  0 .8  Hz),  7 .79 –7 .87 (2H, m) ,  10 .25  (1H, s ) ,  

11 .18  (1H, b r s ) .  Ana l .  Ca lcd  for  C 1 7 H1 2N 2 O2 :  C,  73 .90 ;  H ,  4 .38 ;  N ,  10 .14 .  Found: 

C,  74 .02 ;  H ,  4 .46 ;  N ,  9 .91 .  

6- te r t -Buty l -N- (1H- indol -4-y l) -1 -benzoth iophene -2-carboxamide  (1 3d) .   

Compound 13d  was  syn thes ized  f rom 5  and  12d  by  the  p rocedure  descr ibed  for  
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13b .  Y ie ld  7%,  a  whi te  so l id .  MS  (ESI+) :  349 .0  [M +  H] + .  1 H NMR (DMSO-d 6 ,  

300  MHz) :  δ 1 .37  (9H,  s) ,  6 .61  (1H,  b r s ) ,  7 .04 –7 .13  (1H,  m) ,  7 .27  (1H,  d ,  J  =  8 .0  

Hz) ,  7 .30–7 .39  (2H,  m) ,  7 .56  (1H,  dd ,  J  =  8 .5 ,  1 .7  Hz) ,  7 .91  (1H,  d ,  J  =  8 .5  Hz) ,  

8 .03  (1H,  s ) ,  8 .38  (1H,  s ) ,  10 .29  (1H,  s ) ,  11 .17  (1H,  b r s ) .  HRMS -ESI ( m/z ) :  [M +  

Na] ca lcd  for  C 2 1H 2 0N 2 NaOS,  371 .1194;  found .  371 .1197 . 

6-Cyano-N- (1H- indol -4-y l ) -1-benzoth iophene-2-carboxamide  (1 3e ) .   

Compound 13e  was syn thes ized  f rom 5  and  12e  by  the  procedure  descr ibed  for  13b .   

Y ie ld  70%,  a  whi te  so l id .  MS  (ESI+) :  317 .9 [M +  H] + .  1 H NMR (DMSO -d6 ,  300  

MHz) :  δ 6 .61  (1H,  b r s) ,  7 .05 –7 .17 (1H, m) ,  7 .24 –7 .42  (3H,  m) ,  7 .85  (1H,  d ,  J  = 

8 .3  Hz) ,  8 .20  (1H,  d ,  J  =  8 .2  Hz) ,  8 .54  (1H,  s) ,  8 .72  (1H ,  s ) ,  10 .54  (1H,  s ) ,  11 .20  

(1H,  b r s) .  Ana l .  Ca lcd  for  C 1 8 H1 1N 3 O2･0 .25H 2 O: C,  67 .17 ;  H ,  3 .60 ;  N ,  13 .05 . 

Found:  C,  67 .39 ;  H ,  3 .67 ;  N ,  12 .68 .  

6-Chloro-N -(1H - indol -4-y l ) -1-benzoth iophene-2-carboxamide  (1 3f) .   

Compound 13f  was  syn thes ized  f rom 5  and  12f  by  the  p rocedure  descr ibed  for  13b .  

Y ie ld  59%,  a  ye l low so l id .  MS (ESI+) :  326.8 [M +  H] + .  1H NMR (DMSO -d 6 ,  300  

MHz) :  δ 6 .61  (1H,  t ,  J  =  2 .2  Hz) ,  7 .05–7 .13 (1H,  m) ,  7 .28  (1H,  d ,  J  =  8 .1  Hz) ,  

7 .31–7 .38  (2H,  m) ,  7 .51  (1H,  dd ,  J  =  8 .6 ,  2 .0  Hz) ,  8 .02  (1H,  d ,  J  =  8 .6  Hz) ,  8 .25 

(1H,  d ,  J  =  1 .9  Hz) ,  8 .44  (1H,  s ) ,  10 .40  (1H, s ) ,  11 .18  (1H,  b r s) .  Ana l .  Ca lcd  for  

C 1 7 H 1 1 N 2OSCl:  C,  62 .48 ;  H ,  3 .39 ;  N ,  8 .57 .  Found:  C,62 .24 ;  H ,  3 .51 ;  N ,  8 .37 .  

6-Bromo-N- (1H - indol -4-y l )-1 -benzoth iophene-2-carboxamide  (1 3g) .   

Compound 13g  was syn thes ized  f rom 5  and  12g  by  the  procedure  descr ibed for  

13b .  Y ie ld  77%,  a  ye l low so l id .  MS  (ESI+) :  370 .8  [M +  H] + .  1 H NMR (DMSO -d6 ,  

300  MHz) :  δ 6 .61  (1H,  b r s ) ,  7 .04 –7 .15  (1H,  m) ,  7 .24 –7 .38  (3H,  m) ,  7 .63  (1H,  dd ,  

J  =  8 .6 ,  1 .8  Hz) ,  7 .96  (1H,  d ,  J  =  8 .5  Hz) ,  8 .35 –8 .47  (2H,  m) ,  10 .41  (1H,  s ) ,  11 .18  

(1H,  br s ) .  Ana l .  Ca lcd for  C 1 7H 1 1N 2OSBr : C,  55 .00 ;  H , 2 .99 ;  N , 7 .55 .  Found: C,  

55 .03 ;  H ,  2 .92 ;  N ,  7 .44 .  
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5-Bromo-N- (1H - indol -4-y l )-1 -benzoth iophene-2-carboxamide  (1 3h) .   

Compound 13h  was  syn thes ized  f rom 5  and  12h  by  the  p rocedure  descr ibed  for  

13b .  Y ie ld  72%,  a  whi te  so l id .  MS  (ESI+) :  370 .8  [M +  H] + .  1 H NMR (DMSO-d 6 ,  

300  MHz) :  δ 6 .55–6 .64  (1H,  m) ,  7 .03 –7 .15 (1H,  m) ,  7 .23 –7 .40  (3H,  m) ,  7 .63 (1H,  

dd ,  J  =  8 .6 ,  2 .0  Hz) ,  8 .05  (1H,  d ,  J  =  8 .6  Hz),  8 .26  (1H,  d ,  J  =  1 .9  Hz) ,  8 .39  (1H, 

s ) ,  10 .47  (1H,  s ) ,  11 .18  (1H,  br s ) .  Ana l .  Ca lcd  for  C 1 7H 1 1 N 2 OSBr :  C,  55 .00 ;  H ,  

2 .99 ;  N ,  7 .55 .  Found:  C,  5 5 .01 ;  H ,  3 .12 ;  N ,  7.44 .  

7-Bromo-N- (1H - indol -4-y l )-1 -benzoth iophene-2-carboxamide  (1 3 i ) .   

Compound 13i  was syn thes ized  f rom 5  and  12i  by  the  p rocedure  desc r ibed  for  13b .  

Y ie ld  69%,  a  whi te  so l id .  MS  (ESI+) :  370 .8 [M +  H] + .  1 H NMR (DMSO -d6 ,  300  

MHz) :  δ 6 .58–6 .65  (1H,  m) ,  7 .06 –7 .14  (1H,  m) ,  7 .29  (1H,  d ,  J  =  8 .1  Hz) ,  7 .32 –

7 .38  (2H,  m) ,  7 .45  (1H,  t ,  J  =  7 .8  Hz) ,  7 .76  (1H,  dd ,  J  =  7 .6 ,  0 .8  Hz) ,  8 .06  (1H,  

dd ,  J  =  8 .0 ,  0 .7  Hz) ,  8 .60  (1H,  s ) ,  10 .46  (1H, s ) ,  11 .19  (1H,  b r s ) .  Ana l .  Ca lcd  for  

C 1 7 H 1 1 N 2OSBr :  C,  55 .00 ;  H ,  2 .99 ;  N ,  7 .55 .  Found:  C,  54 .95 ;  H ,  3 .04 ;  N ,  7 .37 .  

N - (1H- Indol -4-y l ) -1-benzoth iophene -2-carboxamide  (1 4a) .   A mix ture  of  13g  

( 50 .0  mg,  0 .13  mmol)  and 10% Pd -C (160  mg,  0 .13  mmol)  in  E tOH (1 .0  mL)  and  

THF (1 .0  mL)  was  hydrogena ted  unde r  ba l loon  pre ssure  a t  room tempera ture  for  3  

h .  The  ca ta lys t  was  removed  by  f i l t r a t ion  and  the  f i l t r a te  was  concent ra ted  in  vacuo . 

The  r e s idue  was  pur if ied  by  co lumn chromatography  ( s i l ica  ge l ,  e lu ted  wi th  3 –

30% EtOAc  in  n -hexane)  to  g ive  14a  ( 26 .6  mg,  68  %)  a s  a  pa le  ye l low so l id .  MS  

(ESI+) :  292 .9  [M +  H] + .  1 H NMR (DMSO-d6 ,  300  MHz) :  δ 6 .59–6 .64  (1H,  m) ,  

7 .05–7 .13  (1H,  m) ,  7 .27  (1H,  d ,  J  = 8 .1  Hz) ,  7 .31 –7 .38  (2H,  m) ,  7 .44 –7 .54 (2H, 

m) ,  7 .96–8 .10  (2H,  m) ,  8 .45  (1H,  s) ,  10 .35  (1H,  s ) ,  11 .18  (1H,  b r s) .  Ana l .  Ca lcd 

for  C 1 7 H 1 2 N2 OS･0 .30H2 O: C,  68 .57 ;  H ,  4 .27 ; N ,  9 .41 . Found:  C,  68 .61 ;  H ,  4 .16 ;  

N ,  9 .30 .  
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N 2 -(1H - indol -4-y l ) -1-benzoth iophene-2 ,6-d icarboxamide  (1 4b) .   To  a  

so lu t ion  of  13e  ( 30 .0  mg, 0 .09 5  mmol)  in  DMSO (1 .0  mL)  were  added  K 2 CO3  ( 16  

mg,  0 .11  mmol)  and  35% H 2 O 2  ( 0 .025  mL,  0 .28  mmol)  a t  0  °C.  The  mix ture  was  

s t i r r ed  a t  room tempera ture  fo r  3  h .  The  mix ture  was  poured  in to  wa te r  and  

ex t r ac ted  wi th  E tOAc .  The  organ ic  layer  was separa ted,  washed  wi th  b r ine ,  dr ied  

ove r  Na 2S O4 ,  and  concent ra ted  in  vacuo .  The  r e su l t ing  so l id  was  co l lec ted  by  

f i l t r a t ion  to  g ive  14b  ( 29 .8  mg,  94  %)  a s  a  ye l low so l id .  MS  (ESI+) :  335 .9  [M +  

H]+ .  1 H NMR (DMSO -d6 ,  300  MHz) :  δ 6 .62  (1H,  b r s ) ,  7 .05 –7 .15  (1H,  m) ,  7 .24 –

7 .39  (3H,  m) ,  7 .49  (1H, b r s) ,  7 .91 –7 .99  (1H,  m) ,  8 .02 –8 .18 (2H,  m) ,  8 .49 (1H, s ) ,  

8 .56  (1H, s ) ,  10 .44  (1H,  s) ,  11 .19 (1H,  b r s) .  HRMS -ESI (m/z ) :  [M +  Na] ca lcd for  

C 1 8 H 1 3 N 3NaO 2S ,  358 .0626;  found .  358 .0643. 

N - (1H- indol -4-y l) -6 - iodo-1-benzoth iophene-2-carboxamide  (14c) .  To  a  

so lu t ion  of  13g  ( 100  mg,  0.27  mmol)  in  NMP (2 .0  mL)  were  added  NaI (202  mg, 

1 .35  mmol) ,  N ,N ' - d ime thy l -1 ,2-e thanediamine  (0 .029  mL,  0 .27  mmol)  and  

copper ( I)  iod ide (25 .6  mg, 0 .13  mmol)  a t  room tempera ture .  The  mix ture  was  

s t i r r ed  a t  120  °C unde r  N 2  ove rn igh t .  The  mix ture  was  poured  in to  wa te r  and 

ex t r ac ted  wi th  E tOAc .  The  organ ic  layer  was separa ted,  washed  wi th  b r ine ,  dr ied  

ove r  Na 2S O4 ,  and  concent ra ted  in  vacuo .  The  r e s idue  was  pur i f ied  by  co lumn 

chroma tography  ( s i l ica  ge l ,  e lu ted  wi th  3 –50% EtOAc  in n -hexane )  to  g ive a  c rude  

produc t .  The  produc t  was  pur i f ied  by  prepa rat ive  HPLC (L -Column 2  ODS,  e lu ted  

wi th  H 2 O in  ace ton i t r i le  con ta in ing  0 .1% TFA)  to  g ive  14c  ( 20 .7  mg,  18%)  a s  a  

pa le  ye l low so l id .  MS  (ESI+) :  418 .8  [M +  H] + .  1 H NMR (DMSO -d 6 ,  300  MHz) :  δ  

6 .57–6 .63  (1H,  m) ,  7 .05 –7 .13  (1H,  m) ,  7 .27  (1H,  d ,  J  = 8 .1  Hz) ,  7 .31 –7 .37  (2H, 

m) ,  7 .73–7 .84  (2H,  m) ,  8 .41  (1H,  s ) ,  8 .53  (1H,  s ) ,  10 .40  (1H,  s ) ,  11 .18  (1H,  b r s ) .  

Ana l .  Ca lcd  for  C 1 7 H1 1 N 2 OSI:  C,  48 .82 ;  H ,  2 .65 ;  N ,  6 .70 .  Found:  C,  48 .66 ;  H ,  

2 .61 ;  N ,  6 .68 .  
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第二章第三節に関する合成実験および低分子結晶 X線解析  

 

2 - B e n z y l - 5 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) i s o q u i n o l i n - 1 ( 2 H ) - o n e  ( 1 8 a ) .   T o  a  

s o l u t i o n  o f  1 7 a  ( 7 0 . 0  m g ,  0 . 3 1  m m o l )  i n  D M F  ( 2 . 0  m L )  w e r e  a d d e d  

N a H  ( 1 5  m g ,  0 . 3 8  m m o l )  a n d  b e n z y l  b r o m i d e  ( 0 . 0 4 5  m l ,  0 . 3 8  m m o l )  

a t  0  ° C .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1  h .  T h e  

m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  s a t u r a t e d  a q u e o u s  N H 4 C l  a n d  e x t r a c t e d  

w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  

d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  

p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  5 – 6 0 %  

E t O A c  i n  n - h e x a n e )  t o  g i v e  1 8 a  ( 7 8  m g ,  7 9 % )  a s  a  w h i t e  p o w d e r .  

M S  ( E S I + ) :  3 1 3 . 0  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  5 . 2 1  

( 2 H ,  s ) ,  6 . 3 9  ( 1 H ,  d ,  J  =  7 . 6  H z ) ,  7 . 2 2 – 7 . 3 9  ( 5 H ,  m ) ,  7 . 5 0 – 7 . 6 6  ( 3 H ,  

m ) ,  7 . 6 7 – 7 . 7 4  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 6 – 7 . 9 4  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 3 6  ( 1 H ,  d ,  J  =  7 . 3  H z ) ,  

8 . 5 9 – 8 . 7 2  ( 2 H ,  m ) .  A n a l .  C a l c d  f o r  C 2 1 H 1 6 N 2 O ･0 . 1 0 H 2 O :  C ,  8 0 . 2 8 ;  

H ,  5 . 2 0 ;  N ,  8 . 9 2 .  F o u n d :  C ,  8 0 . 1 1 ;  H ,  5 . 2 2 ;  N ,  8 . 7 9 .  

2 - B e n z y l - 5 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 3 , 4 - d i h y d r o i s o q u i n o l i n - 1 ( 2 H ) - o n e  

( 1 8 b ) .  C o m p o u n d  1 8 b  w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  1 7 b  b y  t h e  p r o c e d u r e  

d e s c r i b e d  f o r  1 8 a .  Y i e l d  5 8 % ,  a  w h i t e  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  3 1 5 . 0  [ M  

+  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  2 . 9 0  ( 2 H ,  t ,  J  =  6 . 6  H z ) ,  

3 . 4 1  ( 2 H ,  t ,  J  =  6 . 6  H z ) ,  4 . 7 3  ( 2 H ,  s ) ,  7 . 2 2 – 7 . 4 0  ( 5 H ,  m ) ,  7 . 4 4 – 7 . 5 7  

( 3 H ,  m ) ,  7 . 8 1 – 7 . 8 9  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 0 4  ( 1 H ,  d d ,  J  =  6 . 6 ,  2 . 5  H z ) ,  8 . 5 7 –

8 . 6 6  ( 2 H ,  m ) .  A n a l .  C a l c d  f o r  C 2 1 H 1 8 N 2 O ･0 . 1 0 H 2 O :  C ,  7 9 . 7 7 ;  H ,  

5 . 8 0 ;  N ,  8 . 8 6 .  F o u n d :  C ,  7 9 . 8 8 ;  H ,  5 . 7 8 ;  N ,  8 . 8 4 .  



70 

 

2 - B e n z y l - 6 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 3 , 4 - d i h y d r o i s o q u i n o l i n - 1 ( 2 H ) - o n e  

( 1 8 c ) .  C o m p o u n d  1 8 c  w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  1 7 c  b y  t h e  p r o c e d u r e  

d e s c r i b e d  f o r  1 8 a .   Y i e l d  4 7 % ,  a  w h i t e  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  3 1 5 . 2  [ M  

+  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  3 . 0 5  ( 2 H ,  t ,  J  =  6 . 6  H z ) ,  

3 . 5 4  ( 2 H ,  t ,  J  =  6 . 7  H z ) ,  4 . 7 4  ( 2 H ,  s ) ,  7 . 2 3 – 7 . 4 0  ( 5 H ,  m ) ,  7 . 4 7 – 7 . 5 5  

( 1 H ,  m ) ,  7 . 6 6 – 7 . 7 7  ( 2 H ,  m ) ,  8 . 0 3  ( 1 H ,  d ,  J  =  8 . 0  H z ) ,  8 . 0 9 – 8 . 1 8  

( 1 H ,  m ) ,  8 . 6 1  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 7 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 9 5  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 8  H z ) .  

A n a l .  C a l c d  f o r  C 2 1 H 1 8 N 2 O :  C ,  8 0 . 2 3 ;  H ,  5 . 7 7 ;  N ,  8 . 9 1 .  F o u n d :  C ,  

8 0 . 1 1 ;  H ,  5 . 7 8 ;  N ,  8 . 8 4 .  

6 - B e n z y l - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 5 , 6 - d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n -

7 ( 4 H ) - o n e  ( 1 8 d ) .  C o m p o u n d  1 8 d  w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  1 7 d  b y  t h e  

p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  f o r  1 8 a .   Y i e l d  4 8 % ,  a  w h i t e  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  

3 2 0 . 9  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  2 . 9 7  ( 2 H ,  t ,  J  =  

6 . 9  H z ) ,  3 . 5 4  ( 2 H ,  t ,  J  =  6 . 9  H z ) ,  4 . 6 8  ( 2 H ,  s ) ,  7 . 2 2 – 7 . 4 1  ( 5 H ,  m ) ,  

7 . 4 4 – 7 . 5 2  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 6 – 7 . 9 3  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 0 6  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 7  ( 1 H ,  d d ,  

J  =  4 . 8 ,  1 . 7  H z ) ,  8 . 7 1  ( 1 H ,  d d ,  J  =  2 . 3 ,  0 . 8  H z ) .  A n a l .  C a l c d  f o r  

C 1 9 H 1 6 N 2 O S :  C ,  7 1 . 2 2 ;  H ,  5 . 0 3 ;  N ,  8 . 7 4 .  F o u n d :  C ,  7 1 . 0 8 ;  H ,  5 . 0 5 ;  

N ,  8 . 7 6 .  

 

M e t h y l  2 - ( 7 - o x o - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 4 , 5 - d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 -

c ] p y r i d i n - 6 ( 7 H ) - y l ) - 2 - p h e n y l a c e t a t e  ( 1 9 a ) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  1 7 d  

( 5 0 0  m g ,  2 . 1 7  m m o l )  i n  T H F  ( 5 . 0  m L )  w e r e  a d d e d  p o t a s s i u m  t e r t -

b u t o x i d e  ( 3 6 5  m g ,  3 . 2 6  m m o l )  a n d  m e t h y l  2 - b r o m o - 2 - p h e n y l a c e t a t e  

( 0 . 5 1 3  m L ,  3 . 2 6  m m o l )  a t  0  ° C .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o r  1  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  s a t u r a t e d  a q u e o u s  

N H 4 C l  a t  0  ° C  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  
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s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  

i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  

( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  1 0 – 6 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  t o  g i v e  1 9 a  

( 7 4 3  m g ,  9 0 % )  a s  a  y e l l o w  o i l .  M S  ( E S I + ) :  3 7 9 . 0  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  

( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  2 . 8 5 – 2 . 9 4  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 1 6 – 3 . 2 7  ( 1 H ,  m ) ,  

3 . 5 9 – 3 . 7 1  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 7 5  ( 3 H ,  s ) ,  6 . 2 4  ( 1 H ,  s ) ,  7 . 3 0 – 7 . 5 1  ( 6 H ,  m ) ,  

7 . 8 5 – 7 . 9 4  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 1 1  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 7  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  

8 . 7 0  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 5  H z ) .  H R M S - E S I  ( m / z ) :  [ M  +  N a ]  c a l c d  f o r  

C 2 1 H 1 8 N 2 N a O 3 S ,  4 0 1 . 0 9 3 6 ;  f o u n d .  4 0 1 . 0 9 5 3 .  

M e t h y l  2 - ( b e n z o [ b ] t h i o p h e n - 3 - y l ) - 2 - ( 7 - o x o - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) -

4 , 5 - d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 6 ( 7 H ) - y l ) a c e t a t e  ( 1 9 b ) .   

C o m p o u n d  1 9 b  w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  1 7 d  a n d  2 2 a  b y  t h e  p r o c e d u r e  

d e s c r i b e d  f o r  1 9 a .  Y i e l d  7 5 % ,  a  y e l l o w  o i l .  M S  ( E S I + ) :  4 3 5 . 1  [ M  +  

H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  2 . 6 6 – 2 . 8 0  ( 1 H ,  m ) ,  2 . 8 3 – 2 . 9 7  

( 1 H ,  m ) ,  3 . 0 6 – 3 . 1 8  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 6 4 – 3 . 7 7  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 8 1  ( 3 H ,  s ) ,  6 . 6 7  

( 1 H ,  d ,  J  =  0 . 8  H z ) ,  7 . 3 9 – 7 . 5 1  ( 3 H ,  m ) ,  7 . 7 2 – 7 . 8 0  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 2 –

7 . 9 0  ( 2 H ,  m ) ,  8 . 0 2 – 8 . 1 0  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 1 1  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 4  ( 1 H ,  d d ,  J  =  

4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 6 7  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 6  H z ) .  

t e r t - B u t y l  3 - ( 2 - m e t h o x y - 2 - o x o - 1 - ( 7 - o x o - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 4 , 5 -

d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 6 ( 7 H ) - y l ) e t h y l ) - 1 H - i n d o l e - 1 -

c a r b o x y l a t e  ( 1 9 c ) .   C o m p o u n d  1 9 c  w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  1 7 d  a n d  

2 2 b  b y  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  f o r  1 9 a .  Y i e l d  1 3 % ,  a  y e l l o w  s o l i d .  

M S  ( E S I + ) :  5 1 8 . 0  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 6 5  

( 9 H ,  s ) ,  2 . 7 3 – 2 . 9 8  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 2 2 – 3 . 3 1  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 6 0 – 3 . 7 4  ( 1 H ,  m ) ,  

3 . 7 8  ( 3 H ,  s ) ,  6 . 5 3  ( 1 H ,  s ) ,  7 . 2 5 – 7 . 3 3  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 3 5 – 7 . 4 8  ( 2 H ,  m ) ,  

7 . 5 4  ( 1 H ,  d ,  J  =  7 . 5  H z ) ,  7 . 7 9  ( 1 H ,  s ) ,  7 . 8 3 – 7 . 9 0  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 0 5 –
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8 . 1 3  ( 2 H ,  m ) ,  8 . 5 5  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 6 8  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 6  

H z ) .  

6 - ( 2 - H y d r o x y - 1 - p h e n y l e t h y l ) - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 5 , 6 -

d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 7 ( 4 H ) - o n e  ( 2 0 a ) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  1 9 a  

( 7 3 5  m g ,  1 . 9 4  m m o l )  i n  M e O H  ( 1 0  m L )  w e r e  a d d e d  C a C l 2  ( 1 . 0 8  g ,  

9 . 7 1  m m o l )  a n d  N a B H 4  ( 7 3 5  m g ,  1 9 . 4  m m o l )  a t  0  ° C .  T h e  m i x t u r e  

w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  2  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  q u e n c h e d  

w i t h  1  M  H C l  a t  0  ° C .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  

f o r  3 0  m i n .  T h e  m i x t u r e  w a s  n e u t r a l i z e d  w i t h  s a t u r a t e d  a q u e o u s  

N a H C O 3  a t  0  ° C  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  

s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  

i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  

( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  1 0 – 1 0 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  t o  2 0 a  ( 3 5 5  

m g ,  1 . 0 1  m m o l ,  5 2  % )  a s  a  w h i t e  a m o r p h o u s  p o w d e r .  M S  ( E S I + ) :  

3 5 1 . 0  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  2 . 9 1  ( 2 H ,  t ,  J  =  

6 . 8  H z ) ,  3 . 3 2 – 3 . 3 8  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 5 3 – 3 . 6 7  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 8 6 – 4 . 0 5  ( 2 H ,  m ) ,  

4 . 9 6 – 5 . 0 6  ( 1 H ,  m ) ,  5 . 7 5  ( 1 H ,  d d ,  J  =  8 . 3 ,  6 . 2  H z ) ,  7 . 2 4 – 7 . 4 2  ( 5 H ,  

m ) ,  7 . 4 4 – 7 . 5 1  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 5 – 7 . 9 3  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 0 5  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 7  ( 1 H ,  

d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 6 7 – 8 . 7 2  ( 1 H ,  m ) .  A n a l .  C a l c d  f o r  

C 2 0 H 1 8 N 2 O 2 S ･0 . 2 0 H 2 O :  C ,  6 7 . 8 5 ;  H ,  5 . 2 4 ;  N ,  7 . 9 1 .  F o u n d :  C ,  6 7 . 8 7 ;  

H ,  5 . 3 5 ;  N ,  7 . 8 4 .  

6 - ( 1 - ( B e n z o [ b ] t h i o p h e n - 3 - y l ) - 2 - h y d r o x y e t h y l ) - 3 - ( p y r i d i n - 3 -

y l ) - 5 , 6 - d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 7 ( 4 H ) - o n e  ( 2 0 b ) .   C o m p o u n d  

2 0 b  w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  1 9 b  b y  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  f o r  2 0 a .  

Y i e l d  7 2 % ,  a  w h i t e  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  4 0 7 . 2  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  

( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  2 . 5 8 – 2 . 7 5  ( 1 H ,  m ) ,  2 . 7 9 – 2 . 9 4  ( 1 H ,  m ) ,  
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3 . 0 7 – 3 . 1 9  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 5 1 – 3 . 6 6  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 9 4 – 4 . 1 7  ( 2 H ,  m ) ,  5 . 0 0 –

5 . 1 9  ( 1 H ,  m ) ,  6 . 1 3  ( 1 H ,  t ,  J  =  6 . 8  H z ) ,  7 . 3 2 – 7 . 4 8  ( 3 H ,  m ) ,  7 . 7 9 –

7 . 9 2  ( 3 H ,  m ) ,  7 . 9 6 – 8 . 0 8  ( 2 H ,  m ) ,  8 . 5 4  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 7 ,  1 . 4  H z ) ,  

8 . 6 5  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 8  H z ) .  

t e r t - B u t y l  3 - ( 2 - h y d r o x y - 1 - ( 7 - o x o - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 4 , 5 -

d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 6 ( 7 H ) - y l ) e t h y l ) - 1 H - i n d o l e - 1 -

c a r b o x y l a t e  ( 2 0 c ) .   C o m p o u n d  2 0 c  w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  1 9 c  b y  t h e  

p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  f o r  2 0 a .  Y i e l d  9 7 % ,  a  w h i t e  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  

4 9 0 . 1  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 6 5  ( 9 H ,  s ) ,  2 . 6 0 –

2 . 7 6  ( 1 H ,  m ) ,  2 . 7 8 – 2 . 9 4  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 1 0 – 3 . 2 2  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 5 0 – 3 . 6 5  ( 1 H ,  

m ) ,  3 . 9 2 – 4 . 0 6  ( 2 H ,  m ) ,  5 . 1 1  ( 1 H ,  t ,  J  =  5 . 5  H z ) ,  6 . 0 0  ( 1 H ,  t ,  J  =  

6 . 6  H z ) ,  7 . 2 0 – 7 . 2 9  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 3 0 – 7 . 3 8  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 4 4  ( 1 H ,  d d ,  J  =  

7 . 9 ,  5 . 5  H z ) ,  7 . 5 5  ( 1 H ,  d ,  J  =  7 . 3  H z ) ,  7 . 7 8  ( 1 H ,  s ) ,  7 . 8 0 – 7 . 8 8  ( 1 H ,  

m ) ,  8 . 0 0 – 8 . 0 9  ( 2 H ,  m ) ,  8 . 5 4  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 6 5  ( 1 H ,  d ,  

J  =  1 . 6  H z ) .  

6 - ( 2 - A m i n o - 1 - p h e n y l e t h y l ) - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 5 , 6 -

d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 7 ( 4 H ) - o n e  ( 2 1 a ) .   T o  a  s o l u t i o n  o f  

2 0 a  ( 3 . 0 5 g ,  8 . 7 0  m m o l )  i n  t o l u e n e  ( 3 0  m l )  w e r e  a d d e d  p h t h a l i m i d e  

( 1 . 6 7  g ,  1 1 . 3  m m o l ) ,  d i i s o p r o p y l  a z o d i c a r b o x y l a t e  ( 5 . 9 6  m L ,  1 1 . 3  

m m o l )  a n d  P P h 3  ( 2 . 9 7  g ,  1 1 . 3  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  

m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  

c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  

c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  1 0 – 6 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  

t o  g i v e  a  c r u d e  p r o d u c t .  T h i s  p r o d u c t  w a s  s u b j e c t e d  t o  t h e  n e x t  

r e a c t i o n  w i t h o u t  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n .  T o  a  s o l u t i o n  o f  t h e  p r o d u c t  

i n  E t O H  ( 1 0 0  m L )  w a s  a d d e d  h y d r a z i n e  m o n o h y d r a t e  ( 1 0  m L ,  2 0 5  
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m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  7 0  ° C  f o r  3  

h .  T h e  p r e c i p i t a t e  w a s  r e m o v e d  b y  f i l t r a t i o n ,  a n d  t h e  f i l t r a t e  w a s  

c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  w a t e r  a n d  

e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  

b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .   T h e  r e s i d u e  

w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( a m i n o  s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  

w i t h  4 0 – 1 0 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  t o  g i v e  2 1 a  ( 1 . 7 2  g ,  5 3 % )  a s  a  

w h i t e  p o w d e r .  M S  ( E S I + ) :  3 4 9 . 9  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  

M H z ) :  δ  1 . 9 5  ( 2 H ,  b r s ) ,  2 . 7 9 – 3 . 0 3  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 0 6 – 3 . 2 6  ( 3 H ,  m ) ,  

3 . 5 0 – 3 . 6 5  ( 1 H ,  m ) ,  5 . 6 8  ( 1 H ,  d d ,  J  =  9 . 3 ,  5 . 9  H z ) ,  7 . 2 4 – 7 . 4 0  ( 5 H ,  

m ) ,  7 . 4 4 – 7 . 5 1  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 4 – 7 . 9 2  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 0 5  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 7  ( 1 H ,  

d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 6 7 – 8 . 7 2  ( 1 H ,  m ) .  A n a l .  C a l c d  f o r  

C 2 0 H 1 9 N 3 O S ･0 . 5 0 H 2 O :  C ,  6 7 . 0 1 ;  H ,  5 . 6 2 ;  N ,  1 1 . 7 2 .  F o u n d :  C ,  6 6 . 9 7 ;  

H ,  5 . 6 7 ;  N ,  1 1 . 6 1 .  

O p t i c a l  R e s o l u t i o n  o f  2 1 a .   T h e  r a c e m i c  c o m p o u n d  2 1 a  ( 1 . 6 0  g ,  

4 . 5 8  m m o l )  w a s  p u r i f i e d  b y  c h i r a l  p r e p a r a t i v e  H P L C  ( C H I R A L C E L  

O J  5 0  m m  x  5 0 0  m m  c o l u m n ,  e l u t e d  w i t h  a  f l o w  r a t e  o f  8 0  m L / m i n  

n - h e x a n e / E t O H / d i e t h y l a m i n e  =  5 0 / 5 0 / 0 . 1  a t  3 0  ° C )  t o  g i v e  t h e  f i r s t  

e l u t i n g  e n a n t i o m e r  2 1 b  ( t R 1 ,  5 5 8  m g )  a n d  t h e  s e c o n d  e l u t i n g  

e n a n t i o m e r  2 1 c  ( t R 2 ,  6 4 5  m g ) .  C h i r a l  H P L C  a n l y s i s  ( C H I R A L C E L  

O J  4 . 6  m m  x  2 5 0  m m  c o l u m n ,  e l u t e d  w i t h  a  f l o w  r a t e  o f  1  m L / m i n  

n - h e x a n e / E t O H / d i e t h y l a m i n e  =  7 0 / 3 0 / 0 . 1  a t  3 0  ° C )  w a s  p e r f o r m e d .   

F o r  t R 1 ;  t R  =  1 0 . 8 7  m i n  a n d  9 9 . 7 %  e e ,  F o r  t R 2 ;  t R  =  1 5 . 4 4  m i n  a n d  

9 9 . 4 %  e e .  A b s o l u t e  c o n f i g u r a t i o n  o f  e a c h  e n a n t i o m e r  w a s  

d e t e r m i n e d  b y  X - r a y  s t r u c t u r e  a n a l y s i s .  F o r  ( S ) - 2 1 b :  [ α ] 2 5
D  =  

+ 3 0 . 6 °  ( c  =  0 . 2 2 5 ,  C H C l 3 ) .   M S  ( E S I + ) :  3 5 0 . 0  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  
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( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 5 1  ( 2 H ,  b r s ) ,  2 . 8 0 – 3 . 0 3  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 0 4 –

3 . 2 7  ( 3 H ,  m ) ,  3 . 5 1 – 3 . 6 5  ( 1 H ,  m ) ,  5 . 6 6  ( 1 H ,  d d ,  J  =  9 . 3 ,  5 . 9  H z ) ,  

7 . 2 3 – 7 . 4 0  ( 5 H ,  m ) ,  7 . 4 4 – 7 . 5 1  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 4 – 7 . 9 2  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 0 5  ( 1 H ,  

s ) ,  8 . 5 7  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 6 8 – 8 . 7 2  ( 1 H ,  m ) .  A n a l .  C a l c d  

f o r  C 2 0 H 1 9 N 3 O S ･0 . 1 0 H 2 O :  C ,  6 8 . 3 9 ;  H ,  5 . 5 1 ;  N ,  1 1 . 9 6 .  F o u n d :  C ,  

6 8 . 3 8 ;  H ,  5 . 4 9 ;  N ,  1 1 . 8 5 .  F o r  ( R ) - 2 1 c :  [ α ] 2 5
D  =  – 3 6 . 3 °  ( c  =  0 . 2 2 5 ,  

C H C l 3 ) .   M S  ( E S I + ) :  3 5 0 . 0  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  

δ  1 . 5 6  ( 2 H ,  b r s ) ,  2 . 7 9 – 3 . 0 3  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 0 4 – 3 . 2 7  ( 3 H ,  m ) ,  3 . 5 1 – 3 . 6 6  

( 1 H ,  m ) ,  5 . 6 6  ( 1 H ,  d d ,  J  =  9 . 3 ,  5 . 9  H z ) ,  7 . 2 3 – 7 . 4 1  ( 5 H ,  m ) ,  7 . 4 3 –

7 . 5 1  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 4 – 7 . 9 2  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 0 4  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 7  ( 1 H ,  d d ,  J  =  

4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 6 7 – 8 . 7 1  ( 1 H ,  m ) .  A n a l .  C a l c d  f o r  C 2 0 H 1 9 N 3 O S :  C ,  

6 8 . 7 4 ;  H ,  5 . 4 8 ;  N ,  1 2 . 0 2 .  F o u n d :  C ,  6 8 . 5 3 ;  H ,  5 . 5 2 ;  N ,  1 1 . 8 3 .  

6 - ( 2 - A m i n o - 1 - ( b e n z o [ b ] t h i o p h e n - 3 - y l ) e t h y l ) - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) -

5 , 6 - d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 7 ( 4 H ) - o n e  ( 2 1 d ) .   C o m p o u n d  2 1 d  

w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  2 0 b  b y  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  f o r  2 1 a .  Y i e l d  

6 8 % ,  a  w h i t e  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  4 0 6 . 1  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O -

d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 6 6  ( 2 H ,  b r s ) ,  2 . 5 7 – 2 . 7 0  ( 1 H ,  m ) ,  2 . 8 1 – 2 . 9 6  ( 1 H ,  

m ) ,  3 . 0 0 – 3 . 1 2  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 2 3  ( 2 H ,  d ,  J  =  7 . 5  H z ) ,  3 . 4 8 – 3 . 6 2  ( 1 H ,  m ) ,  

6 . 0 4  ( 1 H ,  t ,  J  =  7 . 4  H z ) ,  7 . 3 2 – 7 . 4 7  ( 3 H ,  m ) ,  7 . 7 8 – 7 . 9 5  ( 3 H ,  m ) ,  

7 . 9 6 – 8 . 0 7  ( 2 H ,  m ) ,  8 . 5 4  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 6 4  ( 1 H ,  d ,  J  =  

1 . 8  H z ) .  A n a l .  C a l c d  f o r  C 2 2 H 1 9 N 3 O S 2 :  C ,  6 5 . 1 6 ;  H ,  4 . 7 2 ;  N ,  1 0 . 3 6 .  

F o u n d :  C ,  6 4 . 8 8 ;  H ,  4 . 8 1 ;  N ,  1 0 . 2 0 .  

t e r t - B u t y l  3 - ( 2 - a m i n o - 1 - ( 7 - o x o - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 4 , 5 -

d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 6 ( 7 H ) - y l ) e t h y l ) - 1 H - i n d o l e - 1 -

c a r b o x y l a t e  ( 2 1 e ) .   C o m p o u n d  2 1 e  w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  2 0 c  b y  t h e  

p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  f o r  2 1 a .   Y i e l d  4 8 % ,  a  w h i t e  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  
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4 8 9 . 1  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 6 5  ( 9 H ,  s ) ,  1 . 8 9  

( 2 H ,  s ) ,  2 . 5 9 – 2 . 7 1  ( 1 H ,  m ) ,  2 . 8 3 – 3 . 0 0  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 0 3 – 3 . 2 4  ( 3 H ,  m ) ,  

3 . 4 7 – 3 . 6 2  ( 1 H ,  m ) ,  5 . 9 1  ( 1 H ,  t ,  J  =  7 . 5  H z ) ,  7 . 1 9 – 7 . 2 8  ( 1 H ,  m ) ,  

7 . 2 9 – 7 . 3 7  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 4 4  ( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 8 ,  5 . 0  H z ) ,  7 . 5 8  ( 1 H ,  d ,  J  =  

7 . 6  H z ) ,  7 . 7 3  ( 1 H ,  s ) ,  7 . 8 0 – 7 . 8 7  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 0 0 – 8 . 0 7  ( 2 H ,  m ) ,  8 . 5 4  

( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 6 5  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 6  H z ) .  

6 - ( 2 - A m i n o - 1 - ( 1 H - i n d o l - 3 - y l ) e t h y l ) - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 5 , 6 -

d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 7 ( 4 H ) - o n e  ( 2 1 f ) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  2 1 e  

( 3 5 . 0  m g ,  0 . 0 7 2  m m o l )  i n  M e O H  ( 3 . 0  m L )  a n d  H 2 O  ( 1 . 0  m L )  w a s  

a d d e d  K 2 C O 3  ( 2 9 . 7  m g ,  0 . 2 1  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  

m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  8 0  ° C  f o r  3  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  

w a t e r  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  

w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  

T h e   r e s u l t i n g  s o l i d  w a s  c o l l e c t e d  b y  f i l t r a t i o n  t o  g i v e  2 1 f  ( 1 7 . 2  

m g ,  6 2 % )  a s  a  w h i t e  p o w d e r .  M S  ( E S I + ) :  3 8 9 . 0  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  

( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 7 8  ( 2 H ,  b r s ) ,  2 . 5 6 – 2 . 6 9  ( 1 H ,  m ) ,  2 . 8 3 –

2 . 9 6  ( 1 H ,  m ) ,  2 . 9 7 – 3 . 0 9  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 1 0 – 3 . 2 5  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 4 1 – 3 . 5 5  ( 1 H ,  

m ) ,  5 . 9 7  ( 1 H ,  d d ,  J  =  8 . 9 ,  6 . 3  H z ) ,  6 . 9 1 – 7 . 0 1  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 0 3 – 7 . 1 2  

( 1 H ,  m ) ,  7 . 3 5  ( 1 H ,  d ,  J  =  8 . 0  H z ) ,  7 . 3 9 – 7 . 4 6  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 4 9  ( 1 H ,  d ,  

J  =  7 . 8  H z ) ,  7 . 7 8 – 7 . 8 8  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 0 2  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 4  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  

1 . 6  H z ) ,  8 . 6 5  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 6  H z ) ,  1 1 . 0 6  ( 1 H ,  s ) .  A n a l .  C a l c d  f o r  

C 2 2 H 2 0 N 4 O S ･0 . 3 0 H 2 O :  C ,  6 7 . 0 8 ;  H ,  5 . 2 7 ;  N ,  1 4 . 2 2 .  F o u n d :  C ,  6 6 . 9 7 ;  

H ,  5 . 2 3 ;  N ,  1 4 . 0 6 .  

6 - ( 3 - A m i n o - 1 - p h e n y l p r o p y l ) - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 5 , 6 -

d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 7 ( 4 H ) - o n e  ( 2 1 g ) .   C o m p o u n d  2 1 g  w a s  

s y n t h e s i z e d  f r o m  2 5  b y  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  f o r  2 1 a .   Y i e l d  4 4 % ,  
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a  w h i t e  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  3 6 4 . 0  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  

M H z ) :  δ  1 . 7 5 – 2 . 1 6  ( 4 H ,  m ) ,  2 . 5 4 – 2 . 6 8  ( 2 H ,  m ) ,  2 . 7 4 – 2 . 9 8  ( 2 H ,  m ) ,  

3 . 0 4 – 3 . 1 9  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 4 1 – 3 . 6 0  ( 1 H ,  m ) ,  5 . 8 9  ( 1 H ,  d d ,  J  =  9 . 6 ,  5 . 9  

H z ) ,  7 . 2 3 – 7 . 5 3  ( 6 H ,  m ) ,  7 . 8 8  ( 1 H ,  d ,  J  =  8 . 0  H z ) ,  8 . 0 6  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 6  

( 1 H ,  d ,  J  =  3 . 4  H z ) ,  8 . 6 9  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 6  H z ) .  A n a l .  C a l c d  f o r  

C 2 1 H 2 1 N 3 O S ･0 . 7 0 H 2 O :  C ,  6 7 . 0 7 ;  H ,  6 . 0 0 ;  N ,  1 1 . 1 7 .  F o u n d :  C ,  6 7 . 2 6 ;  

H ,  6 . 0 9 ;  N ,  1 0 . 9 8 .  

3 - ( 7 - O x o - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 4 , 5 - d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n -

6 ( 7 H ) - y l ) - 3 - p h e n y l p r o p y l  b e n z o a t e  ( 2 4 ) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  1 7 d  ( 3 0 0  

m g ,  1 . 3 0  m m o l )  i n  D M F  ( 1 . 0  m L )  w e r e  a d d e d  p o t a s s i u m  t e r t -

b u t o x i d e  ( 2 9 2  m g ,  2 . 6 1  m m o l )  a n d  2 3  ( 6 2 4  m g ,  1 . 9 5  m m o l )  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1  h .  

T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  s a t u r a t e d  a q u e o u s  N H 4 C l  a n d  e x t r a c t e d  

w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  

d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  

p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  1 0 – 6 0 %  

E t O A c  i n  n - h e x a n e )  t o  g i v e  2 4  ( 3 1 5  m g ,  0 . 6 7 2  m m o l ,  5 2  % )  a s  a  

c o l o r l e s s  o i l .  M S  ( E S I + ) :  4 6 9 . 1  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  

M H z ) :  δ  2 . 5 3 – 2 . 6 3  ( 2 H ,  m ) ,  2 . 7 5 – 3 . 0 1  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 0 6 – 3 . 1 9  ( 1 H ,  m ) ,  

3 . 5 2 – 3 . 6 5  ( 1 H ,  m ) ,  4 . 3 1 – 4 . 4 5  ( 2 H ,  m ) ,  6 . 0 5  ( 1 H ,  t ,  J  =  7 . 7  H z ) ,  

7 . 1 3 – 7 . 5 4  ( 8 H ,  m ) ,  7 . 6 0 – 7 . 6 8  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 1 – 7 . 8 8  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 9 1 –

7 . 9 9  ( 2 H ,  m ) ,  8 . 0 4  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 6  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 6 6  ( 1 H ,  

d ,  J  =  1 . 6  H z ) .  

6 - ( 3 - H y d r o x y - 1 - p h e n y l p r o p y l ) - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 5 , 6 -

d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 7 ( 4 H ) - o n e  ( 2 5 ) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  2 4  

( 3 1 5  m g ,  0 . 6 7  m m o l )  i n  M e O H  ( 5 . 0  m L )  w a s  a d d e d  2  M  N a O H  ( 1 . 0  
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m L ,  2 . 0 0  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  w a t e r  a n d  

e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  

b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  

w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  1 0 –

1 0 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  t o  g i v e  2 5  ( 2 1 2  m g ,  8 7 % )  a s  a  w h i t e  

a m o r p h o u s  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  3 6 5 . 0  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  

3 0 0  M H z ) :  δ  2 . 0 7 – 2 . 2 5  ( 2 H ,  m ) ,  2 . 7 0 – 3 . 0 1  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 0 8 – 3 . 2 2  ( 1 H ,  

m ) ,  3 . 4 0 – 3 . 6 0  ( 3 H ,  m ) ,  4 . 5 3  ( 1 H ,  t ,  J  =  5 . 1  H z ) ,  5 . 8 4 – 5 . 9 3  ( 1 H ,  m ) ,  

7 . 2 5 – 7 . 4 3  ( 5 H ,  m ) ,  7 . 4 6  ( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 9 ,  4 . 8  H z ) ,  7 . 8 4 – 7 . 9 3  ( 1 H ,  

m ) ,  8 . 0 4  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 6  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 6 9  ( 1 H ,  d ,  J  =  

1 . 7  H z ) .  

M e t h y l  4 - b r o m o - 3 - h y d r o x y t h i o p h e n e - 2 - c a r b o x y l a t e  ( 2 7 ) .  T o  a  

s o l u t i o n  o f  2 6  ( 2 3 . 0  g ,  1 4 5  m m o l )  i n  A c O H  ( 5 0  m L )  w a s  a d d e d  

b r o m i n e  ( 8 . 2 0  m L ,  1 6 0  m m o l )  a t  0  ° C .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e  o v e r n i g h t .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  w a t e r  a n d  

e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  

b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  

w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  0 –

1 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  t o  g i v e  2 7  ( 2 1 . 0  g ,  6 1 % )  a s  a  p a l e  y e l l o w  

s o l i d .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  3 . 8 0  ( 3 H ,  s ) ,  7 . 9 8  ( 1 H ,  s ) ,  

1 0 . 3 8  ( 1 H ,  b r s ) .  

M e t h y l  3 - h y d r o x y - 4 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) t h i o p h e n e - 2 - c a r b o x y l a t e  ( 2 8 ) .  

A  m i x t u r e  o f  2 7  ( 4 . 0 4  g ,  3 2 . 9  m m o l ) ,  C s 2 C O 3  ( 1 4 . 3  g ,  4 3 . 9  m m o l ) ,  

P d ( d p p f ) C l 2 • C H 2 C l 2  ( 0 . 8 9 6  g ,  1 . 1 0  m m o l ) ,  D M E  ( 1 5 0  m L )  a n d  H 2 O  

( 3 0  m L )  w a s  s t i r r e d  a t  8 0  ° C  f o r  1  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  
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s a t u r a t e d  a q u e o u s  N a H C O 3  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  

l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  

c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  

c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  0 – 1 0 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  

t o  g i v e  2 8  ( 3 . 6 9  g ,  7 2 % )  a s  a  w h i t e  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  2 3 5 . 8  [ M  +  

H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  3 . 8 5  ( 3 H ,  s ) ,  7 . 4 3 – 7 . 5 2  ( 1 H ,  

m ) ,  8 . 0 4 – 8 . 1 3  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 1 9  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 4  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  

8 . 9 0  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 6  H z ) ,  1 0 . 2 2  ( 1 H ,  b r s ) .  

M e t h y l  3 - ( 2 - o x o e t h y l ) - 4 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) t h i o p h e n e - 2 - c a r b o x y l a t e  

( 3 0 ) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  2 8  ( 6 . 4 8 g ,  2 7 . 5  m m o l )  i n  p y r i d i n e  ( 7 0  m L )  

w a s  a d d e d  T f 2 O  ( 5 . 5 8  m L ,  3 3 . 1  m m o l )  a t  0  ° C .  T h e  m i x t u r e  w a s  

s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  

s a t u r a t e d  a q u e o u s  N a H C O 3  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  

l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  

c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o  t o  g i v e  a  c r u d e  p r o d u c t .  T h i s  p r o d u c t  w a s  

s u b j e c t e d  t o  t h e  n e x t  r e a c t i o n  w i t h o u t  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n .  T o  a  

s o l u t i o n  o f  t h e  p r o d u c t  i n  D M E  ( 1 5 0  m L )  a n d  H 2 O  ( 2 0  m l )  w e r e  

a d d e d  ( E ) - 1 - e t h o x y e t h e n e - 2 - b o r o n i c  a c i d  p i n a c o l  e s t e r  ( 8 . 1 7  g ,  4 1 . 2  

m m o l ) ,  P d ( d p p f ) C l 2 • C H 2 C l 2  ( 1 . 1 2  g ,  1 . 3 7  m m o l )  a n d  C s 2 C O 3  ( 1 7 . 9  

g ,  5 5 . 0  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  8 0  ° C  

u n d e r  A r  f o r  5  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  s a t u r a t e d  a q u e o u s  

N a H C O 3  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  

w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  

T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  

e l u t e d  w i t h  2 0 – 6 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  t o  g i v e  a  c r u d e  p r o d u c t .  T o  

a  s o l u t i o n  o f  t h e  p r o d u c t  i n  T H F  ( 1 5 0  m L )  w a s  a d d e d  1 2  M  H C l  
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( 6 . 5 3  m L ,  7 8 . 4  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .   T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  

a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  2  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  b a s i f i e d  w i t h  

s a t u r a t e d  a q u e o u s  N a H C O 3  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  

l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  

c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  

c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  5 – 3 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  

t o  g i v e  3 0  ( 2 . 0 2  g ,  3 0 % )  a s  a  w h i t e  p o w d e r .  M S  ( E S I + ) :  2 6 1 . 8  [ M  +  

H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  3 . 8 2  ( 3 H ,  s ) ,  4 . 0 6  ( 2 H ,  s ) ,  

7 . 4 5 – 7 . 5 3  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 6 9 – 7 . 7 5  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 0 5  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 0 – 8 . 5 5  ( 1 H ,  

m ) ,  8 . 6 1  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  9 . 6 5  ( 1 H ,  s ) .  

t e r t - B u t y l  4 - ( 7 - o x o - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 4 , 5 - d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 -

c ] p y r i d i n - 6 ( 7 H ) - y l ) - 3 , 4 - d i h y d r o i s o q u i n o l i n e - 2 ( 1 H ) - c a r b o x y l a t e  

( 3 3 a ) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  3 0  ( 9 0 . 0  m g ,  0 . 3 4  m m o l )  i n  M e O H  ( 3 . 0  m L )  

a n d  A c O H  ( 0 . 3 0  m L )   w a s  a d d e d  3 1 a  ( 9 4  m g ,  0 . 3 8  m m o l )  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e .  A f t e r  b e i n g  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  2 0  m i n ,  2 -

p i c o l i n e  b o r a n e  ( 4 8  m g ,  0 . 3 8  m m o l )  w a s  a d d e d  t o  t h e  r e a c t i o n  

m i x t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1  h .  T h e  

m i x t u r e  w a s  b a s i f i e d  w i t h  s a t u r a t e d  a q u e o u s  N a H C O 3  a n d  e x t r a c t e d  

w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  

d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  

p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  5 – 6 0 %  

E t O A c  i n  n - h e x a n e )  t o  g i v e  a  c r u d e  p r o d u c t .  T h i s  p r o d u c t  w a s  

s u b j e c t e d  t o  t h e  n e x t  r e a c t i o n  w i t h o u t  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n .  T o  a  

s o l u t i o n  o f  t h e  p r o d u c t  i n  M e O H  ( 3 . 0  m L )  w a s  a d d e d  N a O M e  ( 6 6 4  

m g ,  3 . 4 4  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e  o v e r n i g h t .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  w a t e r  a n d  



81 

 

e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  

b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  

w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  5 –

5 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  t o  g i v e  3 3 a  ( 6 9 . 9  m g ,  4 4 % )  a s  a  w h i t e  

p o w d e r .  M S  ( E S I + ) :  4 6 2 . 0  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  

δ  1 . 3 9  ( 9 H ,  b r s ) ,  2 . 7 5 – 2 . 9 3  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 0 3 – 3 . 1 7  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 3 4 – 3 . 4 0  

( 1 H ,  m ) ,  3 . 6 8 – 3 . 8 8  ( 2 H ,  m ) ,  4 . 5 0 – 4 . 7 1  ( 2 H ,  m ) ,  5 . 6 1 – 5 . 7 2  ( 1 H ,  m ) ,  

7 . 2 3 – 7 . 3 5  ( 4 H ,  m ) ,  7 . 4 7  ( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 5 ,  5 . 1  H z ) ,  7 . 8 3 – 7 . 9 0  ( 1 H ,  

m ) ,  8 . 1 0  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 6  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 6 8  ( 1 H ,  d ,  J  =  

1 . 8  H z ) .  

t e r t - B u t y l  ( 2 - ( 7 - o x o - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 4 , 5 - d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 -

c ] p y r i d i n - 6 ( 7 H ) - y l ) o c t y l ) c a r b a m a t e  ( 3 3 b ) .   C o m p o u n d  3 3 b  w a s  

s y n t h e s i z e d  f r o m  3 0  a n d  3 1 b  b y  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  f o r  3 3 a .   

Y i e l d  6 % ,  a  w h i t e  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  4 5 8 . 1  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  

( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  0 . 7 8 – 0 . 9 1  ( 3 H ,  m ) ,  1 . 1 2 – 1 . 5 4  ( 1 9 H ,  m ) ,  

2 . 8 2 – 3 . 1 8  ( 4 H ,  m ) ,  3 . 3 5 – 3 . 6 2  ( 2 H ,  m ) ,  4 . 4 7 – 4 . 6 5  ( 1 H ,  m ) ,  6 . 8 7  ( 1 H ,  

t ,  J  =  6 . 3  H z ) ,  7 . 5 0  ( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 3 ,  4 . 8  H z ) ,  7 . 8 2 – 7 . 9 3  ( 1 H ,  m ) ,  

8 . 0 2  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 8  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 6 8  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 9  

H z ) .  

3 - ( P y r i d i n - 3 - y l ) - 6 - ( 1 , 2 , 3 , 4 - t e t r a h y d r o i s o q u i n o l i n - 4 - y l ) - 5 , 6 -

d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 7 ( 4 H ) - o n e  H y d r o c h l o r i d e  ( 3 4 a ) .  T o  

a  s o l u t i o n  o f  3 3 a  ( 6 5 . 0  m g ,  0 . 1 4  m m o l )  i n  E t O A c  ( 4 . 0  m L )  w a s  

a d d e d  4  M  H C l  i n  E t O A c  ( 1 . 0 0  m L ,  4 . 0 0  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  

T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  3  h .  T h e   r e s u l t i n g  

s o l i d  w a s  c o l l e c t e d  b y  f i l t r a t i o n  a n d  w a s h e d  w i t h  E t O A c  t o  g i v e  

3 4 a  ( 5 0 . 8  m g ,  8 3  % )  a s  a  w h i t e  p o w d e r .  M S  ( E S I + ) :  3 6 2 . 0  [ M  +  H ] + .  
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1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  2 . 9 0 – 3 . 0 6  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 2 1 – 3 . 3 7  ( 1 H ,  

m ) ,  3 . 4 3 – 3 . 6 8  ( 3 H ,  m ) ,  4 . 2 5 – 4 . 5 1  ( 2 H ,  m ) ,  6 . 0 1 – 6 . 1 6  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 2 4 –

7 . 4 2  ( 4 H ,  m ) ,  7 . 5 4 – 7 . 6 7  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 0 4  ( 1 H ,  d ,  J  =  7 . 5  H z ) ,  8 . 1 8  ( 1 H ,  

s ) ,  8 . 6 0 – 8 . 6 9  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 7 8  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 9  H z ) ,  9 . 4 0  ( 1 H ,  b r s ) ,  

9 . 5 6  ( 1 H ,  b r s ) ,  ( H C l  p r o t o n  i n c l u d e d ) .  A n a l .  C a l c d  f o r  C 2 1 H 1 9 N 3 O S ･

H C l ･2 . 8 0 H 2 O :  C ,  5 6 . 2 5 ;  H ,  5 . 7 5 ;  N ,  9 . 3 7 .  F o u n d :  C ,  5 6 . 1 9 ;  H ,  5 . 5 5 ;  

N ,  9 . 1 8 .  

6 - ( 1 - A m i n o o c t a n - 2 - y l ) - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 5 , 6 - d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 -

c ] p y r i d i n - 7 ( 4 H ) - o n e ,  D i h y d r o c h l o r i d e  ( 3 4 b ) .   C o m p o u n d  3 4 b  w a s  

s y n t h e s i z e d  f r o m  3 3 b  b y  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  f o r  3 4 a .  Y i e l d  

8 1 % ,  a  w h i t e  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  3 5 8 . 0  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O -

d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  0 . 7 6 – 0 . 9 1  ( 3 H ,  m ) ,  1 . 1 1 – 1 . 3 8  ( 8 H ,  m ) ,  1 . 4 2 – 1 . 7 0  

( 2 H ,  m ) ,  2 . 8 5 – 3 . 1 5  ( 4 H ,  m ) ,  3 . 3 9 – 3 . 6 5  ( 2 H ,  m ) ,  4 . 6 2 – 4 . 7 6  ( 1 H ,  m ) ,  

7 . 7 9 – 7 . 8 8  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 0 0  ( 3 H ,  b r s ) ,  8 . 2 1  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 2 9  ( 1 H ,  d ,  J  =  

8 . 2  H z ) ,  8 . 7 7  ( 1 H ,  d ,  J  =  5 . 2  H z ) ,  8 . 9 0  ( 1 H ,  s ) ,  ( H C l  p r o t o n  

i n c l u d e d ) .  A n a l .  C a l c d  f o r  C 2 0 H 2 7 N 3 O S ･2 H C l ･1 . 2 0 H 2 O :  C ,  5 3 . 1 4 ;  H ,  

7 . 0 0 ;  N ,  9 . 3 0 .  F o u n d :  C ,  5 3 . 4 4 ;  H ,  7 . 1 5 ;  N ,  8 . 9 4 .  

( R ) - M e t h y l  3 - ( 2 - ( ( 1 - c y c l o h e x y l - 2 - h y d r o x y e t h y l ) a m i n o ) e t h y l ) - 4 -

( p y r i d i n - 3 - y l ) t h i o p h e n e - 2 - c a r b o x y l a t e  ( 3 6 a ) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  3 0  

( 9 0 . 0  m g ,  0 . 3 4  m m o l )  i n  M e O H  ( 4 . 0  m L )  a n d  A c O H  ( 0 . 4 0 0  m L )  w e r e  

a d d e d  ( R ) - 2 - a m i n o - 2 - c y c l o h e x y l e t h a n o l  3 5 a  ( 5 4 . 3  m g ,  0 . 3 8  m m o l )  

a n d  2 - p i c o l i n e  b o r a n e  ( 5 5 . 3  m g ,  0 . 5 2  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  

T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1  h .  T h e  m i x t u r e  

w a s  b a s i f i e d  w i t h  s a t u r a t e d  a q u e o u s  N a H C O 3  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  

E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  

o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  
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b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  0 – 2 0 %  M e O H  i n  

E t O A c )  t o  g i v e  3 6 a  ( 5 0 . 5  m g ,  3 8 % )  a s  a  c o l o r l e s s  o i l .  M S  ( E S I + ) :  

3 8 9 . 0  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  0 . 7 3 – 0 . 9 2  ( 2 H ,  

m ) ,  0 . 9 7 – 1 . 1 3  ( 3 H ,  m ) ,  1 . 1 4 – 1 . 2 9  ( 2 H ,  m ) ,  1 . 4 1 – 1 . 7 0  ( 6 H ,  m ) ,  2 . 0 3 –

2 . 1 3  ( 1 H ,  m ) ,  2 . 3 9 – 2 . 4 8  ( 1 H ,  m ) ,  2 . 5 2 – 2 . 6 5  ( 1 H ,  m ) ,  2 . 9 7 – 3 . 1 7  ( 2 H ,  

m ) ,  3 . 2 5 – 3 . 3 1  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 8 3  ( 3 H ,  s ) ,  7 . 4 9  ( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 5 ,  5 . 2  H z ) ,  

7 . 8 1 – 7 . 8 8  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 9 1  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 6 – 8 . 6 4  ( 2 H ,  m ) .  

( R ) - M e t h y l  3 - ( 2 - ( ( 1 - h y d r o x y - 3 , 3 - d i m e t h y l b u t a n - 2 -

y l ) a m i n o ) e t h y l ) - 4 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) t h i o p h e n e - 2 - c a r b o x y l a t e  ( 3 6 c ) .   

C o m p o u n d  3 6 c  w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  3 0  a n d  3 5 c  b y  t h e  p r o c e d u r e  

d e s c r i b e d  f o r  3 6 a .  Y i e l d  5 7 % ,  a  w h i t e  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  3 6 3 . 0  [ M  

+  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  0 . 7 2  ( 9 H ,  s ) ,  1 . 8 4  ( 1 H ,  d d ,  

J  =  6 . 6 ,  4 . 1  H z ) ,  2 . 4 0 – 2 . 4 8  ( 1 H ,  m ) ,  2 . 6 8 – 2 . 8 3  ( 1 H ,  m ) ,  2 . 9 9 – 3 . 1 9  

( 3 H ,  m ) ,  3 . 4 6  ( 1 H ,  d d ,  J  =  1 1 . 0 ,  4 . 0  H z ) ,  3 . 8 3  ( 3 H ,  s ) ,  4 . 2 2  ( 1 H ,  

b r s ) ,  7 . 4 5 – 7 . 5 2  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 1 – 7 . 8 8  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 9 0  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 7 – 8 . 6 4  

( 2 H ,  m ) .  

( R ) - M e t h y l  3 - ( 2 - ( ( 1 - h y d r o x y - 4 - m e t h y l p e n t a n - 2 -

y l ) a m i n o ) e t h y l ) - 4 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) t h i o p h e n e - 2 - c a r b o x y l a t e  ( 3 6 d ) .   

C o m p o u n d  3 6 d  w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  3 0  a n d  3 5 d  b y  t h e  p r o c e d u r e  

d e s c r i b e d  f o r  3 6 a .  Y i e l d  3 1 % ,  a  w h i t e  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  3 6 3 . 0  [ M  

+  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  0 . 7 9  ( 6 H ,  d ,  J  =  6 . 5  H z ) ,  

0 . 9 8 – 1 . 2 7  ( 3 H ,  m ) ,  1 . 4 5 – 1 . 6 1  ( 1 H ,  m ) ,  2 . 5 6 – 2 . 7 3  ( 1 H ,  m ) ,  2 . 9 6 –

3 . 2 4  ( 3 H ,  m ) ,  3 . 2 8 – 3 . 3 1  ( 3 H ,  m ) ,  3 . 8 5  ( 3 H ,  s ) ,  7 . 5 0  ( 1 H ,  d d ,  J  =  

7 . 8 ,  4 . 9  H z ) ,  7 . 8 2 – 7 . 8 8  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 9 4  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 8 – 8 . 6 5  ( 2 H ,  m ) .  

( R ) - 6 - ( 1 - C y c l o h e x y l - 2 - h y d r o x y e t h y l ) - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 5 , 6 -

d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 7 ( 4 H ) - o n e  ( 3 7 a ) .   T o  a  s o l u t i o n  o f  
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3 6 a  ( 5 0 . 0  m g ,  0 . 1 3  m m o l )  i n  M e O H  ( 3 . 0  m L )  w a s  a d d e d  N a O M e  ( 2 4 8  

m g ,  1 . 2 9  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  3  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  w a t e r  a n d  

e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  

b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  

w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  1 0 –

9 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  t o  g i v e  3 7 a  ( 3 1 . 6  m g ,  6 9 % )  a s  ( a )  c o l o r l e s s  

o i l .  M S  ( E S I + ) :  3 5 7 . 0  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  

0 . 8 2 – 1 . 0 9  ( 2 H ,  m ) ,  1 . 0 9 – 1 . 3 0  ( 3 H ,  m ) ,  1 . 5 2 – 1 . 8 9  ( 6 H ,  m ) ,  2 . 8 3 –

3 . 0 3  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 4 2 – 3 . 5 3  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 5 4 – 3 . 6 8  ( 3 H ,  m ) ,  4 . 2 0 – 4 . 3 2  ( 1 H ,  

m ) ,  4 . 6 3  ( 1 H ,  t ,  J  =  5 . 2  H z ) ,  7 . 4 4 – 7 . 5 3  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 7 – 7 . 9 5  ( 1 H ,  m ) ,  

8 . 0 1  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 8  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 7 2  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 6  

H z ) .  

( R ) - 6 - ( 1 - H y d r o x y - 3 , 3 - d i m e t h y l b u t a n - 2 - y l ) - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) -

5 , 6 - d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 7 ( 4 H ) - o n e  ( 3 7 c ) .   C o m p o u n d  3 7 c  

w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  3 6 c  b y  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  f o r  3 7 a .  Y i e l d  

7 6 % ,  a  w h i t e  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  3 3 1 . 0  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O -

d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  0 . 9 5  ( 9 H ,  s ) ,  2 . 8 1 – 2 . 9 3  ( 1 H ,  m ) ,  2 . 9 6 – 3 . 1 1  ( 1 H ,  

m ) ,  3 . 5 3 – 3 . 7 6  ( 4 H ,  m ) ,  4 . 4 9  ( 1 H ,  d d ,  J  =  1 0 . 0 ,  4 . 7  H z ) ,  4 . 5 9  ( 1 H ,  

t ,  J  =  5 . 3  H z ) ,  7 . 4 6 – 7 . 5 3  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 9 – 7 . 9 6  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 0 2  ( 1 H ,  s ) ,  

8 . 5 8  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 7 3  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 6  H z ) .  

( R ) - 6 - ( 1 - H y d r o x y - 4 - m e t h y l p e n t a n - 2 - y l ) - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 5 , 6 -

d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 7 ( 4 H ) - o n e  ( 3 7 d ) .   C o m p o u n d  3 7 d  w a s  

s y n t h e s i z e d  f r o m  3 6 d  b y  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  f o r  3 7 a .  Y i e l d  

8 1 % ,  a  w h i t e  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  3 3 1 . 0  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O -

d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  0 . 8 3 – 0 . 9 5  ( 6 H ,  m ) ,  1 . 1 6 – 1 . 2 9  ( 1 H ,  m ) ,  1 . 4 2 – 1 . 6 1  
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( 2 H ,  m ) ,  2 . 8 4 – 2 . 9 7  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 3 6 – 3 . 5 4  ( 4 H ,  m ) ,  4 . 5 7 – 4 . 6 9  ( 1 H ,  m ) ,  

4 . 7 3  ( 1 H ,  t ,  J  =  5 . 6  H z ) ,  7 . 4 4 – 7 . 5 3  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 7 – 7 . 9 5  ( 1 H ,  m ) ,  

8 . 0 2  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 5 8  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 7 1  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 6  

H z ) .  

( R ) - 6 - ( 2 - A m i n o - 1 - c y c l o h e x y l e t h y l ) - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 5 , 6 -

d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 7 ( 4 H ) - o n e ,  D i h y d r o c h l o r i d e  ( 3 8 a ) .   

C o m p o u n d  3 8 a  w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  3 7 a  b y  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  

f o r  2 1 a .  Y i e l d  4 6 % ,  a  w h i t e  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  3 5 6 . 0  [ M  +  H ] + .  1 H  

N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  0 . 7 6 – 1 . 3 2  ( 6 H ,  m ) ,  1 . 5 0 – 1 . 8 5  ( 5 H ,  m ) ,  

2 . 9 6 – 3 . 1 9  ( 4 H ,  m ) ,  3 . 4 0 – 3 . 5 2  ( 1 H ,  m ) ,  3 . 5 4 – 3 . 6 8  ( 1 H ,  m ) ,  4 . 3 4 –

4 . 4 5  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 6 6 – 7 . 7 4  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 4  ( 3 H ,  b r s ) ,  8 . 0 8 – 8 . 1 8  ( 2 H ,  m ) ,  

8 . 6 9  ( 1 H ,  d ,  J  =  5 . 0  H z ) ,  8 . 8 1  ( 1 H ,  d ,  J  =  2 . 0  H z ) ,  ( H C l  p r o t o n  

i n c l u d e d ) .  A n a l .  C a l c d  f o r  C 2 0 H 2 5 N 3 O S ･2 H C l ･1 . 3 0 H 2 O :  C ,  5 3 . 1 6 ;  H ,  

6 . 6 0 ;  N ,  9 . 3 0 .  F o u n d :  C ,  5 3 . 4 5 ;  H ,  6 . 8 6 ;  N ,  9 . 0 0 .  

6 - ( 1 - A m i n o p e n t a n - 2 - y l ) - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 5 , 6 -

d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 7 ( 4 H ) - o n e ,  D i h y d r o c h l o r i d e  ( 3 8 b ) .  

T o  a  s o l u t i o n  o f  3 0  ( 1 0 0  m g ,  0 . 3 8  m m o l )  i n  M e O H  ( 4 . 0  m L )  a n d  

A c O H  ( 0 . 4 0 0  m L )  w e r e  a d d e d  2 - a m i n o - 1 - p e n t a n o l  3 5 b  ( 0 . 0 4 5  m L ,  

0 . 4 0  m m o l )  a n d  2 - p i c o l i n e  b o r a n e  ( 6 1  m g ,  0 . 5 7  m m o l )  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1  h .  

T h e  m i x t u r e  w a s  b a s i f i e d  w i t h  s a t u r a t e d  a q u e o u s  N a H C O 3  a n d  

e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  

b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  

w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  0 –

2 0 %  M e O H  i n  E t O A c )  t o  g i v e  a  c r u d e  p r o d u c t .  T h i s  p r o d u c t  w a s  

s u b j e c t e d  t o  t h e  n e x t  r e a c t i o n  w i t h o u t  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n .  T o  a  
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s o l u t i o n  o f  t h e  c r u d e  p r o d u c t  i n  M e O H  ( 3 . 0  m L )  w a s  a d d e d  N a O M e  

( 2 9 2  m g ,  1 . 5 2  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  

a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  w a t e r  a n d  

e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  

b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o  t o  g i v e  a  

c y c l i z e d  p r o d u c t .  T h i s  p r o d u c t  w a s  s u b j e c t e d  t o  t h e  n e x t  r e a c t i o n  

w i t h o u t  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n .  T o  a  s o l u t i o n  o f  t h e  p r o d u c t  i n  t o l u e n e  

( 3 . 0  m L )  w e r e  a d d e d  p h t h a l i m i d e  ( 5 6 . 3  m g ,  0 . 3 8  m m o l ) ,  d i i s o p r o p y l  

a z o d i c a r b o x y l a t e  ( 0 . 2 0 1  m L ,  0 . 3 8  m m o l )  a n d  P P h 3  ( 1 0 1  m g ,  0 . 3 8  

m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o r  1  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  

r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  

w i t h  1 0 – 6 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  t o  g i v e  a  c r u d e  p r o d u c t .  T o  a  

s o l u t i o n  o f  t h e  p r o d u c t  i n  E t O H  ( 3 . 0  m L )  w a s  a d d e d  h y d r a z i n e  

m o n o h y d r a t e  ( 0 . 5 0  m L ,  1 0 . 3  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  

m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  7 0  ° C  f o r  2  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  

w a t e r  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  

w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .   

T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( a m i n o  s i l i c a  

g e l ,  e l u t e d  w i t h  4 0 – 1 0 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e ) .  T h e  o b t a i n e d  f r e e  

f o r m  w a s  d i s s o l v e d  w i t h  M e O H  ( 2 . 0  m L ) ,  t h e n  4 M  H C l  i n  E t O A c  

( 0 . 2  m L )  w a s  a d d e d .  T h e  m i x t u r e  w a s  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o ,  a n d  

t h e  r e s i d u e  w a s  c o - e v a p o r a t e d  w i t h  E t O A c  t o  g i v e  3 8 b  ( 3 7 . 0  m g ,  

2 5 % )  a s  a  w h i t e  p o w d e r .  M S  ( E S I + ) :  3 1 5 . 9  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  

( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  0 . 7 9 – 0 . 9 5  ( 3 H ,  m ) ,  1 . 1 0 – 1 . 3 8  ( 2 H ,  m ) ,  

1 . 4 1 – 1 . 6 9  ( 2 H ,  m ) ,  2 . 8 3 – 3 . 1 6  ( 4 H ,  m ) ,  3 . 3 8 – 3 . 6 8  ( 2 H ,  m ) ,  4 . 6 5 –
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4 . 8 1  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 6 5 – 7 . 8 0  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 9 6  ( 3 H ,  b r s ) ,  8 . 1 2 – 8 . 2 2  ( 2 H ,  m ) ,  

8 . 6 7 – 8 . 7 7  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 8 3  ( 1 H ,  s ) ,  ( H C l  p r o t o n  i n c l u d e d ) .  A n a l .  C a l c d  

f o r  C 1 7 H 2 1 N 3 O S ･2 H C l ･3 . 0 0 H 2 O :  C ,  4 6 . 1 5 ;  H ,  6 . 6 1 ;  N ,  9 . 5 0 .  F o u n d :  

C ,  4 6 . 0 2 ;  H ,  6 . 5 6 ;  N ,  9 . 7 1 .  

( R ) - 6 - ( 1 - A m i n o - 3 , 3 - d i m e t h y l b u t a n - 2 - y l ) - 3 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) - 5 , 6 -

d i h y d r o t h i e n o [ 2 , 3 - c ] p y r i d i n - 7 ( 4 H ) - o n e ,  D i h y d r o c h l o r i d e  ( 3 8 c ) .   

C o m p o u n d  3 8 c  w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  3 7 c  b y  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  

f o r  2 1 a .  Y i e l d  5 2 % ,  a  w h i t e  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  3 3 0 . 0  [ M  +  H ] + .  1 H  

N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  0 . 9 8  ( 9 H ,  s ) ,  2 . 9 7 – 3 . 3 0  ( 4 H ,  m ) ,  3 . 5 2 –

3 . 7 6  ( 2 H ,  m ) ,  4 . 6 4 – 4 . 7 3  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 7 0 – 7 . 8 0  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 9 3  ( 3 H ,  b r s ) ,  

8 . 1 4 – 8 . 2 4  ( 2 H ,  m ) ,  8 . 7 2  ( 1 H ,  d d ,  J  =  5 . 1 ,  1 . 4  H z ) ,  8 . 8 5  ( 1 H ,  d ,  J  =  

1 . 7  H z ) .  A n a l .  C a l c d  f o r  C 1 8 H 2 3 N 3 O S ･2 H C l ･1 . 0 0 H 2 O :  C ,  5 1 . 4 3 ;  H ,  

6 . 4 7 ;  N ,  1 0 . 0 0 .  F o u n d :  C ,  5 1 . 7 0 ;  H ,  6 . 6 9 ;  N ,  9 . 7 6 .  

(R ) -6 -(1-amino-4-methylpentan-2-y l )-3 - (pyr idin-3-y l ) -5 ,6 -dihydrothieno[2 ,3-

c ]pyr idin-7(4H )-one ,  Dihydrochlor ide  ( 38d) .   Compound 38d  was syn thes ized  

f rom 37d  by  the  procedure  descr ibed  for  21a .  Yie ld  66%,  a  whi te  so l id .  MS (ESI+) :  

330 .0  [M +  H] + .  1 H NMR (DMSO-d 6 ,  300  MHz) :  δ 0 .80–0 .98  (6H,  m) ,  1 .20 –1 .35  

(1H,  m) ,  1 .41 –1 .71  (2H,  m) ,  2 .82 –3 .13  (4H,  m) ,  3 .37 –3 .65  (2H,  m) ,  4 .77 –4 .91  (1H, 

m) ,  7 .09–7 .30  (1H,  m) ,  7 .75  (1H,  dd ,  J  =  7 .8,  5 .1  Hz) ,  7 .93  (3H,  b r s) ,  8 .13–8 .24  

(2H,  m) ,  8 .72  (1H,  dd ,  J  =  5 .1 ,  1 .4  Hz ) ,  8 .85  (1H,  d ,  J  =  1 .7  Hz ) ,  (2HCl  pro ton  

inc luded) .  Ana l .  Ca lcd  for  C 1 8 H2 3N 3 OS･ 2HCl ･ 1 .00H 2 O: C,  51 .43 ;  H ,  6 .47 ;  N ,  

10 .00 .  Found:  C,  51 .26 ;  H ,  6 .61 ;  N ,  9 .88 .  

 

S y n t h e s i s  o f  17a a  
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a R e a g e n t s  a n d  C o n d i t i o n s :  ( a )  3 - c h l o r o p e r o x y b e n z o i c  a c i d ,  

a c e t o n i t r i l e ,  9 6 % ;  ( b )  ( i )  A c 2 O ,  1 4 0  ° C ;  ( i i )  2  M  N a O H ,  T H F ,  8 3 % ;  

( c )  3 - p y r i d i n e b o r o n i c  a c i d ,  P d ( P h 3 P ) 4 ,  K 2 C O 3 ,  D M F ,  1 0 0  ° C ,  6 6 % .  

 

5 - Br o m o i s o q u i n o l i n e  2 - o x i d e  ( B) .   T o  a  s o l u t i o n  o f  5 -

b r o m o i s o q u i n o l i n e  ( 2 . 0 0  g ,  9 . 6 1  m m o l )  i n  C H 3 C N  ( 5 0  m L)  w a s  a d d e d  

3 - c h l o r o p e r o x y b e n z o i c  a c i d  ( 3 . 5 5  g ,  1 4 . 4 2  m m o l )  a t  0  ° C .  T h e  

m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  2  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  

q u e n c h e d  w i t h  s a t u r a t e d  a q u e o u s  N a 2 S 2 O 3  a t  0  ° C  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  

E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  s a t u r a t e d  

a q u e o u s  N a H C O 3  a n d  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  

v a c u o .  T h e   r e s u l t i n g  s o l i d  w a s  c o l l e c t e d  b y  f i l t r a t i o n  t o  g i v e  B  

( 2 . 06  g ,  9 6 % )  a s  a  w h i t e  so l id .    M S  ( E S I + ) :  225 .7  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  

( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  7 . 5 2 – 7 . 6 3  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 8 – 8 . 0 2  ( 3 H ,  m ) ,  8 . 2 6  

( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 4 ,  1 . 9  H z ) ,  9 . 0 3  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 8  H z ) .  

5 -Bromoisoqu inol in -1(2H) -one  ( C) .   A  s o l u t i o n  o f  B  ( 2 . 0 5 g ,  9 . 1 5  

m m o l )  i n  A c 2 O  ( 4 0  m L,  4 2 4  m m o l )  w a s  s t i r r e d  a t  1 4 0  º C  f o r  3  h .  T h e  

m i x t u r e  w a s  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  m i x t u r e  w a s  q u e n c h e d  w i t h  

s a t u r a t e d  a q u e o u s  N a H C O 3  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  r e s u l t i n g  s o l i d  

w a s  c o l l e c t e d  b y  f i l t r a t i o n .  2  M N a O H  ( 1 0  m L,  2 0 . 0 0  m m o l )  w a s  

a d d e d  t o  a  s o l u t i o n  o f  t h e  m i x t u r e  i n  T H F  ( 3 0  m L)  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  2  h  

and  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  m i x t u r e  w a s  n e u t r a l i z e d  w i t h  1  M 
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H C l  a t  0  ° C ,  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e  w a s  c o l l e c t e d  b y  f i l t r a t i o n  t o  g i v e  

C  ( 1 . 7 0  g ,  8 3 % )  a s  a  l i g h t  b r o w n  so l id .  M S  ( E S I + ) :  225 .8  [ M  +  H ] + .  

1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  6 . 6 6  ( 1 H ,  d ,  J  =  7 . 4  H z ) ,  7 . 3 3  ( 1 H ,  

d d ,  J  =  7 . 3 ,  5 . 9  H z ) ,  7 . 4 0  ( 1 H ,  t ,  J  =  7 . 9  H z ) ,  8 . 0 2  ( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 7 ,  

1 . 2  H z ) ,  8 . 2 1  ( 1 H ,  d ,  J  =  7 . 9  H z ) ,  1 1 . 5 3  ( 1 H ,  b r s ) .  

5- (Pyr id in -3-y l ) i soqu inol in -1(2H) -one  ( 17a) .   T o  a  s o l u t i o n  o f  C  ( 1 . 6 5  

g ,  7 . 3 6  m m o l )  i n  D M F  ( 2 0  m L)  w e r e  a d d e d  3 - p y r i d i n e b o r o n i c  a c i d  

( 1 . 0 9  g ,  8 . 8 4  m m o l ) ,  P d ( P h 3 P ) 4  ( 0 . 8 5 1  g ,  0 . 7 4  m m o l )  a n d  K 2 C O 3  

( 3 . 0 5  g ,  2 2 . 1 m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  

a t  1 0 0  ° C  u n d e r  A r  f o r  3  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  s a t u r a t e d  

a q u e o u s  N H 4 C l  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  

s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  

i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  

( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  1 0 – 1 0 0 %  E t O A c  i n  n -h e x a n e )  t o  g i v e  17a  

( 1 . 0 8  g ,  6 6 % )  a s  a  p a l e  o r a n g e  so l id .   M S  ( E S I + ) :  222 .9  [ M  +  H ] + .  1 H  

N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  6 . 2 8  ( 1 H ,  d ,  J  =  7 . 4  H z ) ,  7 . 1 8  ( 1 H ,  d ,  

J  =  7 . 5  H z ) ,  7 . 5 1 – 7 . 6 2  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 6 6 – 7 . 7 2  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 4 – 7 . 9 2  ( 1 H ,  

m ) ,  8 . 2 6 – 8 . 3 4  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 5 9 – 8 . 7 1  ( 2 H ,  m ) ,  1 1 . 3 9  ( 1 H ,  b r s ) .  

 

S y n t h e s i s  o f  17b a  

 

a R e a g e n t s  a n d  C o n d i t i o n s :  ( a )  a zido t r ime thy ls i lane ,  TFA,  63% ;  ( b )  3 -

pyr id ineboronic  ac id  p inaco l  e s te r ,  P d ( P h 3 P ) 4 ,  K 2 C O 3 ,  t o l u e n e ,  E t O H ,  

80  ° C ,  98%.  
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5 - Br o m o - 3 , 4 - d i h y d r o i s o q u i n o l i n - 1 ( 2 H ) - o n e  ( E) .   To  a  so lu t ion  of  D  

( 5 .08  g ,  24 .1  mmol)  in  TFA (20  mL)  was  added  azido t r ime thy ls i lane  (4 .79  mL, 

36 .1  mmol)  a t  0  °C.  The  mix ture  was  s t i r r ed  a t  room tempera ture  fo r  2  days .  The  

mix ture  was  concentr a ted  in  vacuo .  The r e s idue  was  pur i f ied  by  co lumn 

chroma tography  ( s i l ic a  ge l ,  e lu ted  wi th  10 – 50% EtOAc  in  n -hexane)  to  g ive  E  

( 3 .45  g ,  63%)  a s  a  whi te  so l id .     M S  ( E S I + ) :  227 .8  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  

( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  2 . 9 6  ( 2 H ,  t ,  J  =  6 . 7  H z ) ,  3 . 3 5 – 3 . 4 6  ( 2 H ,  m ) ,  

7 . 3 1  ( 1 H ,  t ,  J  =  7 . 8  H z ) ,  7 . 7 8  ( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 9 ,  1 . 2  H z ) ,  7 . 8 9  ( 1 H ,  

d d ,  J  =  7 . 7 ,  1 . 1  H z ) ,  8 . 0 8  ( 1 H ,  b r s ) .  

5 - (Pyr id in -3-y l ) -3 ,4-d ihydroisoqu inol in -1(2H ) -one  ( 17b ) .   T o  a  s o l u t i o n  

o f  E  ( 3 . 7 0 g ,  1 6 . 4 m m o l )  i n  t o l u e n e  ( 5 0  m L)  a n d  E t O H  ( 5 0 . 0  m L)  

w e r e  a d d e d  3-pyr id ineboronic  ac id  ( 2 . 6 2  g ,  2 1 . 3  m m o l ) ,  P d ( P h 3 P ) 4  ( 1 . 8 9  

g ,  1 . 6 4  m m o l )  a n d  K 2 C O 3  ( 6 . 7 9  g ,  4 9 . 1  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  

T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  8 0  ° C  u n d e r  A r  o v e r n i g h t .  T h e  i n s o l u b l e  

m a t e r i a l  w a s  r e m o v e d  b y  f i l t r a t i o n ,  a n d  t h e  f i l t r a t e  w a s  p o u r e d  i n t o  

w a t e r  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  

w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  

T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  

e l u t e d  w i t h  1 0 – 1 0 0 %  E t O A c  i n  n -h e x a n e )  t o  g i v e  17b  ( 3 . 6 0  g ,  1 6 . 1 

m m o l ,  9 8  % )  a s  a  p a l e  y e l l o w  so l id .  M S  ( E S I + ) :  224 .9  [ M  +  H ] + .  1 H  

N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  2 . 8 3  ( 2 H ,  t ,  J  =  6 . 5  H z ) ,  3 . 2 3 – 3 . 3 1  

( 2 H ,  m ) ,  7 . 4 2 – 7 . 5 4  ( 3 H ,  m ) ,  7 . 8 2 – 7 . 8 9  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 9 5  ( 1 H ,  d d ,  J  =  

7 . 0 ,  2 . 1  H z ) ,  8 . 0 2  ( 1 H ,  b r s ) ,  8 . 5 6 – 8 . 6 7  ( 2 H ,  m ) .  
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S y n t h e s i s  o f  17c a  

 

a R e a g e n t s  a n d  C o n d i t i o n s :  ( a )  s o d i u m  a z i d e ,  m e t h a n e s u l f o n i c  a c i d ,  

t o l u e n e ,  39% ;  ( b )  3-pyr id ineboronic  ac id  p inaco l  e s te r ,  P d ( P h 3 P ) 4 ,  K 2 C O 3 ,  

t o l u e n e ,  E t O H ,  80  ° C ,  89%.  

 

6-Bromo-3 ,4 -d ihydroisoqu inol in -1(2H ) -one ( G) .   To  a  so lu t ion  of  F  ( 5 .08  g ,  

24 .1  mmol)  and  m e t h a n e s u l f o n i c  a c i d  (27 .8  mL,  428  mmol)  in  to luene  (100  

mL)  was  added  sod ium azide  (6 .36  g ,  97 .8  mmol)  por t ionwise  a t  0  °C.  The  mix ture  

was  s t i r r ed  a t  room tempera ture  ove rn igh t .  T h e  m i x t u r e  w a s  q u e n c h e d  w i t h  

1  M NaOH  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  

w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  

T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  

e l u t e d  w i t h  1 0 – 1 0 0 %  E t O A c  i n  n -h e x a n e )  t o  g i v e  G  ( 5 .40 g ,  39% )  a s  

a  whi te  so l id .  M S  ( E S I + ) :  227 .8  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  

M H z ) :  δ  2 . 9 1  ( 2 H ,  t ,  J  =  6 . 6  H z ) ,  3 . 3 3 – 3 . 4 1  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 5 0 – 7 . 6 0  ( 2 H ,  

m ) ,  7 . 7 5  ( 1 H ,  d ,  J  =  8 . 2  H z ) ,  8 . 0 1  ( 1 H ,  b r s ) .  

6 - (Pyr id in -3-y l ) -3 ,4-d ihydroisoqu inol in -1(2H ) -one  ( 17c ) .   T o  a  s o l u t i o n  

o f  G  ( 8 0 0  m g ,  3 . 5 4  m m o l )  i n  t o l u e n e  ( 8 . 0  m L)  a n d  E t O H  ( 8 . 0  m L)  

w e r e  a d d e d  3-pyr id ineboronic  ac id  p inaco l  e s te r  ( 8 7 1  m g ,  4 . 2 5  m m o l ) ,  

P d ( P h 3 P ) 4  ( 8 1 8  m g ,  0 . 7 1  m m o l )  a n d  K 2 C O 3  ( 1 .47  g ,  1 0 . 6  m m o l )  a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  8 0  ° C  u n d e r  A r  f o r  1  

h .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  s a t u r a t e d  a q u e o u s  N H 4 C l  a n d  

e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  
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b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  

w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  5 0 –

1 0 0 %  E t O A c  i n  n -h e x a n e )  t o  g i v e  17c  ( 7 0 5  m g ,  8 9 % )  a s  a  p a l e  y e l l o w  

so l id .  M S  ( E S I + ) :  224 .9  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  

2 . 9 9  ( 2 H ,  t ,  J  =  6 . 6  H z ) ,  3 . 3 8 – 3 . 4 7  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 4 7 – 7 . 5 5  ( 1 H ,  m ) ,  

7 . 6 7 – 7 . 7 4  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 9 0 – 8 . 0 3  ( 2 H ,  m ) ,  8 . 1 0 – 8 . 1 7  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 6 1  ( 1 H ,  

d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 9 4  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 7  H z ) .  

 

S y n t h e s i s  o f  17d a  

 

a  Reagents  and  condi t ions :  (a )  n-bu ty l l i th ium,  DMF,  E t 2 O,  −78  °C,  75% ;  (b)  3-

pyr id ineboronic  ac id ,  Pd(Ph 3 P)4 ,  K 2 CO 3 ,  to luene ,  E tOH,  70  °C,  94% ;  ( c )  t r ie thy l  

phosphonoace ta te ,  NaH,  THF,  0  °C ,  98%;  (d)  10% Pd/C,  H 2 ,  E tOAc ,  98%;  ( e)  2  M 

NaOH,  E tOH,  86%;  ( f)  d iphenylphosphory l  azide ,  E t 3 N,  DME; (g)  E tOH,  to luene , 

80  °C,  87% ( two s teps) ;  (h )  po lyphosphor ic  ac id ,  t r i f luorome thylbenzene ,  100  °C,  

63%. 

 

4 - B r o m o t h i o p h e n e - 3 - c a r b a l d e h y d e  ( I ) .   n - B u t y l l i t h i u m  ( 1 4 . 6  m L ,  

2 3 . 6  m m o l )  w a s  a d d e d  t o  a  s o l u t i o n  o f  H  ( 5 . 2 0 g ,  2 1 . 4 9  m m o l )  i n  

E t 2 O  ( 2 0  m L )  a t  - 7 8  ° C .  A f t e r  b e i n g  s t i r r e d  a t  - 7 8  ° C  f o r  1 0  m i n ,  

D M F  ( 2 . 5 0  m L ,  3 2 . 2 4  m m o l )  i n  E t 2 O  ( 2 0  m L )  w a s  s l o w l y  a d d e d  t o  

t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  - 7 8  ° C  u n d e r  A r  
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f o r  1 0  m i n .  T h e  m i x t u r e  w a s  q u e n c h e d  w i t h  1 M  H C l  a t  0  ° C  a n d  

e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  

b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  

w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  0 –

1 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  t o  g i v e  I  ( 3 . 1 0  g ,  7 5 % )  a s  a  y e l l o w  o i l .  1 H  

N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  7 . 8 8  ( 1 H ,  d ,  J  =  3 . 3  H z ) ,  8 . 6 0  ( 1 H ,  d ,  

J  =  3 . 3  H z ) ,  9 . 8 7  ( 1 H ,  s ) .  

4 - ( P y r i d i n - 3 - y l ) t h i o p h e n e - 3 - c a r b a l d e h y d e  ( J ) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  

I  ( 2 . 9 0 g ,  1 5 . 2  m m o l )  i n  t o l u e n e  ( 2 0  m L )  a n d  E t O H  ( 2 0  m L )  w e r e  

a d d e d  3 - p y r i d i n e b o r o n i c  a c i d  ( 2 . 2 4  g ,  1 8 . 2  m m o l ) ,  P d ( P h 3 P ) 4  ( 1 . 7 5  

g ,  1 . 5 2  m m o l )  a n d  K 2 C O 3  ( 6 . 2 9  g ,  4 5 . 5  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  

T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  7 0  ° C  u n d e r  A r  f o r  4  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  

p o u r e d  i n t o  s a t u r a t e d  a q u e o u s  N H 4 C l  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  

o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  

a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  

c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  3 – 3 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  

t o  g i v e  J  ( 2 . 7 1  g ,  9 4 % )  a s  a  w h i t e  p o w d e r .  M S  ( E S I + ) :  1 8 9 . 9  [ M  +  

H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  7 . 4 1 – 7 . 4 8  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 1  ( 1 H ,  

d ,  J  =  3 . 2  H z ) ,  7 . 8 4 – 7 . 9 2  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 5 7  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  

8 . 6 5  ( 1 H ,  d d ,  J  =  2 . 3 ,  0 . 7  H z ) ,  8 . 7 1  ( 1 H ,  d ,  J  =  3 . 2  H z ) ,  9 . 8 8  ( 1 H ,  

s ) .  

( E ) - E t h y l  3 - ( 4 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) t h i o p h e n - 3 - y l ) a c r y l a t e  ( K ) .   T o  a  

s u s p e n s i o n  o f  N a H  ( 0 . 6 3 0  g ,  1 5 . 8  m m o l )  i n  T H F  ( 3 0  m L )  w a s  a d d e d  

t r i e t h y l  p h o s p h o n o a c e t a t e  ( 3 . 4 1  m L ,  1 7 . 2  m m o l )  a t  0  ° C .  A f t e r  b e i n g  

s t i r r e d  a t  0  ° C  f o r  2 0  m i n ,  J  ( 2 . 7 1 g ,  1 4 . 3  m m o l )  w a s  a d d e d  t o  t h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  0  ° C  f o r  2 0  m i n .  T h e  
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m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  s a t u r a t e d  a q u e o u s  N H 4 C l  a t  0  ° C  a n d  

e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  

b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  

w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  5 –

5 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  t o  g i v e  K  ( 3 . 6 4  g ,  9 8 % )  a s  a  c o l o r l e s s  o i l .   

M S  ( E S I + ) :  2 5 9 . 9  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 2 1  

( 3 H ,  t ,  J  =  7 . 1  H z ) ,  4 . 1 4  ( 2 H ,  q ,  J  =  7 . 1  H z ) ,  6 . 4 7  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 5 . 9  

H z ) ,  7 . 3 9  ( 1 H ,  d d ,  J  =  1 5 . 9 ,  0 . 5  H z ) ,  7 . 5 3  ( 1 H ,  s ) ,  7 . 7 5 – 7 . 8 3  ( 2 H ,  

m ) ,  8 . 3 5  ( 1 H ,  d ,  J  =  3 . 2  H z ) ,  8 . 5 8  ( 1 H ,  d d ,  J  =  2 . 3 ,  0 . 8  H z ) ,  8 . 6 3  

( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) .  

E t h y l  3 - ( 4 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) t h i o p h e n - 3 - y l ) p r o p a n o a t e  ( L ) .  A  

m i x t u r e  o f  K  ( 1 0 . 1 g ,  3 9 . 0  m m o l )  a n d  1 0 %  P d - C  ( 3 . 0 g ,  2 8 . 2  m m o l )  

i n  E t O A c  ( 1 0 0  m L )  w a s  h y d r o g e n a t e d  u n d e r  b a l l o o n  p r e s s u r e  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  o v e r n i g h t .  T h e  c a t a l y s t  w a s  r e m o v e d  b y  f i l t r a t i o n  a n d  

t h e  f i l t r a t e  w a s  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o  t o  g i v e  L  ( 1 0 . 0  g ,  9 8 % )  a s  a  

c o l o r l e s s  o i l .  M S  ( E S I + ) :  2 6 2 . 1  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  

M H z ) :  δ  1 . 1 3  ( 3 H ,  t ,  J  =  7 . 1  H z ) ,  2 . 5 6 – 2 . 6 4  ( 2 H ,  m ) ,  2 . 8 0 – 2 . 9 0  ( 2 H ,  

m ) ,  4 . 0 1  ( 2 H ,  q ,  J  =  7 . 1  H z ) ,  7 . 4 4  ( 1 H ,  d ,  J  =  3 . 2  H z ) ,  7 . 7 2  ( 1 H ,  d ,  

J  =  3 . 2  H z ) ,  7 . 7 9  ( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 7 ,  5 . 4  H z ) ,  8 . 2 0 – 8 . 2 7  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 7 4  

( 1 H ,  d d ,  J  =  5 . 2 ,  1 . 5  H z ) ,  8 . 8 2  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 6  H z ) .  

3 - ( 4 - ( P y r i d i n - 3 - y l ) t h i o p h e n - 3 - y l ) p r o p a n o i c  a c i d  ( M ) .  T o  a  

s o l u t i o n  o f  L  ( 3 . 2 2 g ,  1 2 . 3  m m o l )  i n  E t O H  ( 2 0  m L )  w a s  a d d e d  2 M  

N a O H  ( 6 . 7 8  m l ,  1 3 . 5 5  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  

s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  2  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  c o n c e n t r a t e d  

i n  v a c u o ,  a n d  t h e  r e s u l t i n g  s o l i d  w a s  d i s s o l v e d  i n  w a t e r .  T h e  

s o l u t i o n  w a s  n e u t r a l i z e d  w i t h  1  M  H C l  a t  0  ° C ,  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e  
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w a s  c o l l e c t e d  b y  f i l t r a t i o n  t o  g i v e  M  ( 2 . 4 6  g ,  8 6 % )  a s  a  w h i t e  

p o w d e r .  M S  ( E S I + ) :  2 3 3 . 8  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  

δ  2 . 4 3 – 2 . 5 1  ( 2 H ,  m ) ,  2 . 7 5 – 2 . 8 5  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 3 8  ( 1 H ,  d ,  J  =  3 . 2  H z ) ,  

7 . 4 4 – 7 . 5 0  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 5 9  ( 1 H ,  d ,  J  =  3 . 2  H z ) ,  7 . 8 1 – 7 . 8 7  ( 1 H ,  m ) ,  

8 . 5 7  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 6 2  ( 1 H ,  d d ,  J  =  2 . 3 ,  0 . 8  H z ) ,  1 2 . 1 5  

( 1 H ,  b r s ) .  

E t h y l  ( 2 - ( 4 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) t h i o p h e n - 3 - y l ) e t h y l ) c a r b a m a t e  ( O ) .  

T o  a  s o l u t i o n  o f  M  ( 2 . 2 8 g ,  9 . 7 7  m m o l )  i n  D M E  ( 5 0  m L )  w e r e  a d d e d  

d i p h e n y l p h o s p h o r y l  a z i d e  ( 2 . 2 1  m L ,  1 0 . 3  m m o l )  a n d  E t 3 N  ( 1 . 4 3  m l ,  

1 0 . 3  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o r  3  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  q u e n c h e d  w i t h  5 %  a q u e o u s  

K H S O 4  a t  0  ° C .  T h e  m i x t u r e  w a s  b a s i f i e d  w i t h  s a t u r a t e d  a q u e o u s  

N a H C O 3  a t  0  ° C  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  

s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  

t o  h a l f  v o l u m e .  T h i s  p r o d u c t  w a s  s u b j e c t e d  t o  t h e  n e x t  r e a c t i o n  

w i t h o u t  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n .  T o  a  s o l u t i o n  o f  t h e  c r u d e  m i x t u r e  i n  

t o l u e n e  ( 5 0  m L )  w a s  a d d e d  E t O H  ( 5 0  m L ,  9 . 7 7  m m o l )  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  8 0  ° C  f o r  2  h .  T h e  m i x t u r e  

w a s  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  

c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  1 0 – 5 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  

t o  g i v e  O  ( 2 . 3 5  g ,  8 7 % )  a s  a  c o l o r l e s s  o i l .  M S  ( E S I + ) :  2 7 6 . 9  [ M  +  

H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 1 1  ( 3 H ,  t ,  J  =  7 . 0  H z ) ,  2 . 6 6 –

2 . 7 6  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 0 7 – 3 . 2 0  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 9 2  ( 2 H ,  q ,  J  =  7 . 1  H z ) ,  7 . 1 2  ( 1 H ,  

t ,  J  =  5 . 8  H z ) ,  7 . 3 9  ( 1 H ,  s ) ,  7 . 4 6  ( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 8 ,  4 . 9  H z ) ,  7 . 5 9  

( 1 H ,  d ,  J  =  3 . 1  H z ) ,  7 . 7 8 – 7 . 8 6  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 5 1 – 8 . 6 4  ( 2 H ,  m ) .  
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3- (Pyr id in -3-y l ) -5 ,6-d ihydroth ieno[2 ,3 -c ]pyr id in-7(4H) -one  ( 1 7 d ) .  A  

s o l u t i o n  o f  O  ( 2 . 3 0 g ,  8 . 3 2  m m o l )  i n  t r i f l u o r o m e t h y l b e n z e n e  ( 5 0  m L )  

w a s  a d d e d  d r o p w i s e  t o  p o l y p h o s p h o r i c  a c i d  ( 2 3 g ,  1 2 9  m m o l )  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  1 1 0 º C  o v e r n i g h t .  T h e  

o r g a n i c  l a y e r  w a s  r e m o v e d  b y  d e c a n t a t i o n  u s i n g  t o l u e n e .  T h e  

r e s i d u e  w a s  d i s s o l v e d  i n  H 2 O  a t  0  ° C .  T h e  m i x t u r e  w a s  b a s i f i e d  w i t h  

8  M  N a O H  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  

s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  

i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  

( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  3 0 – 1 0 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  t o  g i v e  1 7 d  

( 1 . 2 1  g ,  6 3 % )  a s  a  p a l e  b r o w n  s o l i d .  M S  ( E S I + ) :  2 3 1 . 1  [ M  +  H ] + .  

1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  2 . 8 9  ( 2 H ,  t ,  J  =  6 . 8  H z ) ,  3 . 4 4  ( 2 H ,  

s ) ,  7 . 4 9  ( 1 H ,  s ) ,  7 . 8 3  ( 1 H ,  b r s ) ,  7 . 8 7 – 7 . 9 3  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 0 3  ( 1 H ,  s ) ,  

8 . 5 8  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 7  H z ) ,  8 . 7 1  ( 1 H ,  d d ,  J  =  2 . 4 ,  0 . 8  H z ) .  

 

S y n t h e s i s  o f  39 a  

 

a  Reagents  and condi t ions :  (a )  MeI,  K 2 CO 3 ,  DMF,  97%;  (b)  N -b romosucc in imide , 

2 ,2 ’ -azobis ( i sobutyron i t r i le ) ,  E tOAc ,  70  °C, 59%;  (c )  benzyl  amine ,  E t 3N,  THF,  

H 2 O,  55%; ( d)  3 -pyr id ineboronic  ac id ,  Pd(Ph 3 P) 4 ,  K2 CO 3 ,  to luene , E tOH, 70  °C,  

79%. 

 

Methyl  3-bromo-2-methylbenzoate  ( Q ) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  P  ( 3 . 0 0 g ,  1 4 . 0  

m m o l )  i n  D M F  ( 2 0  m L )  w e r e  a d d e d  M e I  ( 1 . 7 5  m l ,  2 7 . 9  m m o l )  a n d  
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K 2 C O 3  ( 5 . 7 8  g ,  4 1 . 9  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  

s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  2  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  

w a t e r  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  

w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  

T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  

e l u t e d  w i t h  0 – 2 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  t o  g i v e  Q  ( 3 . 1 1  g ,  9 7 % )  a s  a  

c o l o r l e s s  o i l .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  2 . 5 2  ( 3 H ,  s ) ,  3 . 8 5  

( 3 H ,  s ) ,  7 . 2 0 – 7 . 3 0  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 7 2  ( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 8 ,  1 . 0  H z ) ,  7 . 8 2  

( 1 H ,  d d ,  J  =  8 . 0 ,  1 . 1  H z ) .  

M e t h y l  3 - b r o m o - 2 - ( b r o m o m e t h y l ) b e n z o a t e  ( R ) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  

Q  ( 3 . 1 1 g ,  1 3 . 6  m m o l )  i n  E t O A c  ( 3 0  m L )  w e r e  a d d e d  N -

b r o m o s u c c i n i m i d e  ( 2 . 9 0  g ,  1 6 . 3  m m o l )  a n d  2 , 2 ’ -

a z o b i s ( i s o b u t y r o n i t r i l e )  ( 0 . 2 2 3  g ,  1 . 3 6  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  

T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  7 0  ° C  u n d e r  N 2  f o r  3  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  

p o u r e d  i n t o  s a t u r a t e d  a q u e o u s  N a 2 S 2 O 3  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  

e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  

s a t u r a t e d  a q u e o u s  N a H C O 3  a n d  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  

c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  

c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  0 – 2 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  

t o  g i v e  R  ( 2 . 4 8  g ,  5 9 % )  a s  a  c o l o r l e s s  o i l .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  

M H z ) :  δ  3 . 8 9  ( 3 H ,  s ) ,  5 . 0 4  ( 2 H ,  s ) ,  7 . 4 2  ( 1 H ,  t ,  J  =  7 . 9  H z ) ,  7 . 8 7  

( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 8 ,  1 . 3  H z ) ,  7 . 9 3  ( 1 H ,  d d ,  J  =  8 . 1 ,  1 . 3  H z ) .  

2 - B e n z y l - 4 - b r o m o i s o i n d o l i n - 1 - o n e  ( S ) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  R  ( 3 5 0  

m g ,  1 . 1 4  m m o l )  i n  T H F  ( 4 . 0  m L )  a n d  H 2 O  ( 1 . 0  m L )  w e r e  a d d e d  

b e n z y l a m i n e  ( 0 . 2 4 8  m l ,  2 . 2 7  m m o l )  a n d  E t 3 N  ( 0 . 4 7 5  m l ,  3 . 4 1  m m o l )  

a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  
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o v e r n i g h t .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  w a t e r  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  

E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  

o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  

b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  0 – 2 0 %  E t O A c  i n  

n - h e x a n e )  t o  g i v e  S  ( 1 9 0  m g ,  5 5 % )  a s  a  w h i t e  p o w d e r .  M S  ( E S I + ) :  

3 0 3 . 8  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  4 . 3 0  ( 2 H ,  s ) ,  4 . 7 5  

( 2 H ,  s ) ,  7 . 2 5 – 7 . 4 1  ( 5 H ,  m ) ,  7 . 4 5 – 7 . 5 3  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 7 6  ( 1 H ,  d d ,  J  =  

7 . 5 ,  0 . 8  H z ) ,  7 . 8 2  ( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 9 ,  0 . 8  H z ) .  

2 - B e n z y l - 4 - ( p y r i d i n - 3 - y l ) i s o i n d o l i n - 1 - o n e  ( 3 9 ) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  

S  ( 1 0 0  m g ,  0 . 3 3  m m o l )  i n  t o l u e n e  ( 2 . 0  m L )  a n d  E t O H  ( 2 . 0  m L )  w e r e  

a d d e d  3 - p y r i d i n e b o r o n i c  a c i d  ( 4 8 . 8  m g ,  0 . 4 0  m m o l ) ,  P d ( P h 3 P ) 4  ( 7 6  

m g ,  0 . 0 7  m m o l )  a n d  K 2 C O 3  ( 1 3 7  m g ,  0 . 9 9  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  

T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  7 0  ° C  u n d e r  A r  f o r  1  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  

p o u r e d  i n t o  w a t e r  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  

s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  

i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  

( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  3 0 – 1 0 0 %  E t O A c  i n  n - h e x a n e )  t o  g i v e  3 9  ( 7 8  

m g ,  7 9 % )  a s  a  w h i t e  p o w d e r .  M S  ( E S I + ) :  3 0 0 . 9  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  

( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  4 . 5 5  ( 2 H ,  s ) ,  4 . 7 4  ( 2 H ,  s ) ,  7 . 2 2 – 7 . 3 8  ( 5 H ,  

m ) ,  7 . 4 5 – 7 . 5 5  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 6 2 – 7 . 7 6  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 8 1  ( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 3 ,  

1 . 3  H z ) ,  7 . 9 7 – 8 . 0 5  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 6 1  ( 1 H ,  d d ,  J  =  4 . 8 ,  1 . 6  H z ) ,  8 . 7 8  

( 1 H ,  d ,  J  =  1 . 6  H z ) .  A n a l .  C a l c d  f o r  C 2 0 H 1 6 N 2 O :  C ,  7 9 . 9 8 ;  H ,  5 . 3 7 ;  

N ,  9 . 3 3 .  F o u n d :  C ,  7 9 . 9 3 ;  H ,  5 . 3 7 ;  N ,  9 . 2 9 .  

 

S y n t h e s i s  o f  22a a  
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a R e a g e n t s  a n d  C o n d i t i o n s :  ( a )  d i m e t h y l  s u l f a t e ,  K 2 C O 3 ,  a c e t o n e ,  

5 0  ° C ,  1 0 0 % ;  ( b )  N - b r o m o s u c c i n i m i d e ,  2 , 2 ’ -

a z o b i s ( i s o b u t y r o n i t r i l e ) ,  E t O A c ,  7 0  ° C ,  82% .  

 

Methyl  2- (benzo[ b ]th iophen -3-y l)ace tate  ( U) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  T  ( 1 . 0 0 g ,  

5 . 2 0  m m o l )  i n  a c e t o n e  ( 1 0  m L)  w e r e  a d d e d  d i m e t h y l  s u l f a t e  ( 0 . 5 9 1  

m L,  6 . 2 4  m m o l )  a n d  K 2 C O 3  ( 1 . 4 4  g ,  1 0 . 4  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  

T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  5 0  ° C  f o r  1  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  

i n t o  w a t e r  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  

s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  

i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  

( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  0 – 1 0 %  E t O A c  i n  n -h e x a n e )  t o  g i v e  U  ( 1 . 0 7  

g ,  1 0 0 % )  a s  a  p a l e  y e l l o w  o i l .    1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  

3 . 6 3  ( 3 H ,  s ) ,  3 . 9 7  ( 2 H ,  s ) ,  7 . 3 3 – 7 . 4 5  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 6 2  ( 1 H ,  s ) ,  7 . 7 3 –

7 . 8 1  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 9 5 – 8 . 0 3  ( 1 H ,  m ) .  

Methyl  2 - (benzo[ b] th iophen -3-y l ) -2 -bromoacetate  ( 22a) .   T o  a  s o l u t i o n  

o f  U  ( 4 .32g ,  20 .9  m m o l )  i n  E t O A c  ( 100  m L)  w e r e  a d d e d  N -

b r o m o s u c c i n i m i d e  ( 4 .10  g ,  23 .0  m m o l )  a n d  2 , 2 ’ -

a z o b i s ( i s o b u t y r o n i t r i l e )  ( 0 .344  g ,  2 .09  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  

T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  7 0  ° C  f o r  3  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  

c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  

c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  0 – 3 %  E t O A c  i n  n -h e x a n e )  

t o  g i v e  22a  ( 4 .92  g ,  82% )  a s  ( a )  p a l e  y e l l o w  o i l .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  
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3 0 0  M H z ) :  δ  3 . 7 7  ( 3 H ,  s ) ,  6 . 4 5  ( 1 H ,  s ) ,  7 . 3 9 – 7 . 5 2  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 9 2 –

8 . 0 8  ( 3 H ,  m ) .  

 

S y n t h e s i s  o f  22b a  

 

a R e a g e n t s  a n d  C o n d i t i o n s :  ( a )  B o c 2 O ,  4 - d i m e t h y l a m i n o p y r i d i n e ,  

T H F ,  9 8 % ;  ( b )  N - b r o m o s u c c i n i m i d e ,  2 , 2 ’ - a z o b i s ( i s o b u t y r o n i t r i l e ) ,  

E t O A c ,  7 0  ° C ,  3 6 % . 

 

te r t -Buty l  3 -(2 -methoxy-2-oxoe thyl) -1H - indole -1-carboxylate  ( W) .  T o  a  

s o l u t i o n  o f  V  ( 3 . 0 0 g ,  1 5 . 9  m m o l )  i n  T H F  ( 5 0  m L)  w e r e  a d d e d  B o c 2 O  

( 4 . 4 2  m L,  1 9 . 0  m m o l )  a n d  4 - d i m e t h y l a m i n o p y r i d i n e  ( 0 . 1 9 4  g ,  1 . 5 9  

m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o r  2  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  s a t u r a t e d  a q u e o u s  

N H 4 C l  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  

w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  

T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  

e l u t e d  w i t h  0 – 5 %  E t O A c  i n  n -h e x a n e )  t o  g i v e  W  ( 4 . 5 1  g ,  9 8 % )  a s  a  

c o l o r l e s s  o i l .    1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 6 3  ( 9 H ,  s ) ,  3 . 6 3  

( 3 H ,  s ) ,  3 . 8 2  ( 2 H ,  d ,  J  =  0 . 6  H z ) ,  7 . 2 0 – 7 . 2 9  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 3 0 – 7 . 3 8  ( 1 H ,  

m ) ,  7 . 5 5  ( 1 H ,  d ,  J  =  7 . 3  H z ) ,  7 . 6 3  ( 1 H ,  s ) ,  8 . 0 5  ( 1 H ,  d ,  J  =  8 . 1  H z ) .  

te r t -Buty l  3 - (1-bromo-2-methoxy-2-oxoe thyl) -1H- indole-1-carboxylate  

( 22b ) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  W  ( 4 . 5 1 g ,  1 5 . 6 m m o l )  i n  E t O A c  ( 5 0  m L)  w e r e  
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a d d e d  N - b r o m o s u c c i n i m i d e  ( 3 . 0 5  g ,  1 7 . 2  m m o l )  a n d  2 , 2 ’ -

a z o b i s ( i s o b u t y r o n i t r i l e )  ( 0 . 2 5 6  g ,  1 . 5 6  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  

T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  7 0  ° C  f o r  1  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  

c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  

c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  0 – 3 %  E t O A c  i n  n -h e x a n e )  

t o  g i v e  22b  ( 2 . 0 5  g ,  3 6% )  a s  a  y e l l o w  o i l .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  

M H z ) :  δ  1 . 6 4  ( 9 H ,  s ) ,  3 . 7 6  ( 3 H ,  s ) ,  6 . 3 3  ( 1 H ,  s ) ,  7 . 3 1 – 7 . 4 5  ( 3 H ,  m ) ,  

7 . 7 6 – 7 . 8 2  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 0 9  ( 1 H ,  d ,  J  =  8 . 3  H z ) .  

 

S y n t h e s i s  o f  23 a  

 

a R e a g e n t s  a n d  C o n d i t i o n s :  ( a )  b e n z o y l  c h l o r i d e ,  E t 3 N ,  T H F ,  1 0 0 % ;  

( b )  N - b r o m o s u c c i n i m i d e ,  2 , 2 ’ - a z o b i s ( i s o b u t y r o n i t r i l e ) ,  E t O A c ,  

7 0  ° C ,  7 5 % .  

 

3-Phenylpropyl  benzoate  ( Y) .   T o  a  s o l u t i o n  o f  X  ( 5 . 2 5  m L,  3 8 . 9  

m m o l )  i n  T H F  ( 5 0  m L)  w e r e  a d d e d  E t 3 N  ( 1 0 . 9  m L,  7 7 . 8  m m o l )  a n d  

be n z o y l  c h l o r i d e  ( 5 . 3 8  m L,  4 6 . 7  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  

m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  2  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  

p o u r e d  i n t o  w a t e r  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  

s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  

i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  

( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  n -h e x a n e )  t o  g i v e  Y  ( 9 . 3 5  g ,  1 0 0 % )  a s  a  

c o l o r l e s s  o i l .   1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 9 6 – 2 . 0 9  ( 2 H ,  m ) ,  
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2 . 6 9 – 2 . 7 9  ( 2 H ,  m ) ,  4 . 2 7  ( 2 H ,  t ,  J  =  6 . 5  H z ) ,  7 . 1 5 – 7 . 3 4  ( 5 H ,  m ) ,  

7 . 4 8 – 7 . 5 8  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 6 2 – 7 . 7 1  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 9 1 – 8 . 0 1  ( 2 H ,  m ) .  

3 -Bromo-3-phenylpropyl  benzoate  ( 23) .   T o  a  s o l u t i o n  o f  Y  ( 9 . 3 5 g ,  

3 8 . 9  m m o l )  i n  E t O A c  ( 1 0 0  m L)  w e r e  a d d e d  N - b r o m o s u c c i n i m i d e  

( 7 . 6 2  g ,  4 2 . 8  m m o l )  a n d  2 , 2 ’ - a z o b i s ( i s o b u t y r o n i t r i l e )  ( 0 . 6 3 9  g ,  3 . 8 9  

m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  7 0  ° C  f o r  3  

h .  T h e  m i x t u r e  w a s  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  

b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  n -h e x a n e )  t o  g i v e  

23  ( 9 . 3 2  g ,  7 5 % )  a s  a  c o l o r l e s s  o i l .  M S  ( E S I + ) :  319 .9  [ M  +  H ] + .  1 H  

N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  2 . 5 6 – 2 . 8 1  ( 2 H ,  m ) ,  4 . 2 7 – 4 . 4 1  ( 2 H ,  m ) ,  

5 . 4 9  ( 1 H ,  d d ,  J  =  8 . 5 ,  6 . 6  H z ) ,  7 . 2 8 – 7 . 4 3  ( 3 H ,  m ) ,  7 . 4 6 – 7 . 5 8  ( 4 H ,  

m ) ,  7 . 6 3 – 7 . 7 0  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 8 – 7 . 9 7  ( 2 H ,  m ) .  

 

S y n t h e s i s  o f  31a a  

 

a R e a g e n t s  a n d  C o n d i t i o n s :  ( a )  t r i f l u o r o a c e t i c  a n h y d r i d e ,  p y r i d i n e ,  

5 0  ° C ,  8 6 % ;  ( b )  P t O 2 ,  H 2 ,  A c O H ,  4 6 % ;  ( c)  B o c 2 O ,  E t 3 N ,  T H F ,  1 0 0 % ;  

(d)  K 2 C O 3 ,  M e O H ,  H 2 O ,  5 0  ° C ,  9 9 % . 

 

2 ,2 ,2 -Tr if luoro-N -( i soqu inol in -4-y l )ace tamide  ( A’ ) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  Z  

( 6 3 5  m g ,  4 . 4 0  m m o l )  i n  p y r i d i n e  ( 5 . 0  m L)  w a s  a d d e d  t r i f l u o r o a c e t i c  

a n h y d r i d e  ( 0 . 6 8 4  m L,  4 . 8 4  m m o l )  a t  0  ° C .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  

a t  5 0  ° C  f o r  1  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  s a t u r a t e d  a q u e o u s  

N a H C O 3  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  
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w a s h e d  w i t h  b r i n e  a n d  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 .  T h e  m i x t u r e  w a s  f i l t e r e d  

t h r o u g h  s i l i c a  g e l  p a d  u s i n g  E t O A c .  T h e  f i l t r a t e  w a s  c o n c e n t r a t e d  

i n  v a c u o  t o  A’  ( 9 0 8  m g ,  8 6 % )  a s  a  w h i t e  p o w d e r .  M S  ( E S I + ) :  240 .8  

[ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  7 . 7 4 – 7 . 8 2  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 5 –

7 . 9 5  ( 2 H ,  m ) ,  8 . 2 4  ( 1 H ,  d ,  J  =  8 . 2  H z ) ,  8 . 5 6  ( 1 H ,  s ) ,  9 . 3 4  ( 1 H ,  s ) ,  

1 1 . 6 2  ( 1 H ,  s ) .  

2 ,2 ,2 -Tr i f luoro-N -(1 ,2 ,3 ,4- te trahydroisoqu inol in -4-y l )acetamide  ( B’) .   A  

m i x t u r e  o f  A’  ( 9 0 8  m g ,  3 . 7 8  m m o l )  a n d  P t O 2  ( 3 0 0  m g ,  1 . 3 2  m m o l )  

i n  A c O H  ( 3 0  m L)  w a s  h y d r o g e n a t e d  u n d e r  b a l l o o n  p r e s s u r e  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o r  5  h .  T h e  c a t a l y s t  w a s  r e m o v e d  b y  f i l t r a t i o n  a n d  t h e  

f i l t r a t e  w a s  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  m i x t u r e  w a s  n e u t r a l i z e d  

w i t h  s a t u r a t e d  a q u e o u s  N a H C O 3  a t  0  ° C  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  

T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  

N a 2 S O 4  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  

c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  5 – 1 0 0 %  E t O A c  i n  

n -h e x a n e )  t o  g i v e  B’  ( 4 2 8  m g ,  4 6 % )  a s  a  w h i t e  p o w d e r .  M S  ( E S I + ) :  

244 .9  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  2 . 7 0  ( 1 H ,  b r s ) ,  2 . 8 8  

( 1 H ,  d d ,  J  =  1 2 . 9 ,  6 . 6  H z ) ,  3 . 1 0  ( 1 H ,  d d ,  J  =  1 2 . 9 ,  5 . 1  H z ) ,  3 . 7 6 –

3 . 9 4  ( 2 H ,  m ) ,  4 . 9 1 – 5 . 0 3  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 0 5 – 7 . 2 6  ( 4 H ,  m ) ,  9 . 7 1  ( 1 H ,  b r s ) .  

te r t -Buty l 4 - (2 ,2 ,2 - tr i f luoroacetamido) -3 ,4 -d ihydroisoqu inol ine -2(1H )-

carboxylate  ( C’) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  B’  ( 4 2 8  m g ,  1 . 7 5  m m o l )  i n  T H F  ( 1 0  

m L)  w e r e  a d d e d  B o c 2 O  ( 0 . 4 4 8  m L,  1 . 9 3  m m o l )  a n d  E t 3 N  ( 0 . 2 9 3  m l ,  

2 . 1 0  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o r  2  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  w a t e r  a n d  

e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  

b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  
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w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  3 –

2 0 %  E t O A c  i n  h e x a n e )  t o  g i v e  C’  ( 6 0 3  m g ,  1 0 0 % )  a s  a  w h i t e  p o w d e r .  

1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 3 9  ( 9 H ,  b r s ) ,  3 . 3 5 – 3 . 6 4  ( 1 H ,  m ) ,  

3 . 6 8 – 4 . 1 1  ( 1 H ,  m ) ,  4 . 2 4 – 4 . 5 9  ( 1 H ,  m ) ,  4 . 6 0 – 5 . 0 3  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 1 8 –

7 . 3 6  ( 4 H ,  m ) ,  9 . 9 4  ( 1 H ,  b r s ) .  

te r t -Buty l  4 -amino-3 ,4 -d ihydroisoqu inol ine -2(1H )- carboxylate  ( 31a) .   T o  a  

s o l u t i o n  o f  C’  ( 6 0 3  m g ,  1 . 7 5  m m o l )  i n  M e O H  ( 8 . 0  m L)  a n d  H2 O ( 2 . 0  

m L)  w a s  a d d e d  K 2 C O 3  ( 4 8 4  m g ,  3 . 5 0  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  

T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  5 0  ° C  o v e r n i g h t .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  

i n t o  w a t e r  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  

s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  

i n  v a c u o  t o  g i v e  31a  ( 4 3 0  m g ,  9 9 % )  a s  a  c o l o r l e s s  o i l .  1 H  N M R  

( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 4 3  ( 9 H ,  s ) ,  1 . 8 9  ( 2 H ,  b r s ) ,  3 . 1 1  ( 1 H ,  b r s ) ,  

3 . 6 7 – 3 . 8 7  ( 2 H ,  m ) ,  4 . 4 8  ( 2 H ,  b r s ) ,  7 . 0 9 – 7 . 2 7  ( 3 H ,  m ) ,  7 . 4 6 – 7 . 5 6  

( 1 H ,  m ) .  

 

S y n t h e s i s  o f  31b a  

 

a R e a g e n t s  a n d  C o n d i t i o n s :  ( a )  n - h e x y l l i t h i u m ,  T H F ,  0  ° C ,  3 6 % ;  

( b )  ( i )  h y d r o x y la m m o n i u m  c h l o r i d e ,  E t 3 N ,  E t O H ;  ( i i )  5 %  P t / C ,  H 2 ,  

M e O H ,  73%. 

 

te r t -Buty l  (2-oxoocty l )carbamate  ( E’ ) .  T o  a  s o l u t i o n  o f  D’  ( 1 . 0 0 g ,  4 . 5 8  

m m o l )  i n  T H F  ( 1 0  m L)  w a s  a d d e d  n - h e x y l l i t h i u m  ( 7 . 9 7  m L,  1 8 . 3 3  
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m m o l )  a t  0  ° C .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  0  ° C  u n d e r  N 2  f o r  2  h .  

T h e  m i x t u r e  w a s  q u e n c h e d  w i t h  s a t u r a t e d  a q u e o u s  N H 4 C l  a t  0  ° C  

a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  

w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  

r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  

w i t h  0 – 1 0 %  E t O A c  i n  n-h e x a n e )  t o  g i v e  E’  ( 0 . 4 0 3  g ,  3 6 % )  a s  a  

c o l o r l e s s  o i l .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  0 . 7 8 – 0 . 9 1  ( 3 H ,  m ) ,  

1 . 1 4 – 1 . 5 1  ( 1 7 H ,  m ) ,  2 . 3 7  ( 2 H ,  t ,  J  =  7 . 3  H z ) ,  3 . 7 1  ( 2 H ,  d ,  J  =  5 . 9  

H z ) ,  7 . 0 2  ( 1 H ,  t ,  J  =  5 . 6  H z ) .  

te r t -Buty l (2 -aminoocty l ) carbamate  ( 31b ) .   T o  a  s o l u t i o n  o f  E’  ( 4 0 0  m g ,  

1 . 6 4  m m o l )  i n  E t O H  ( 5 . 0  m L)  w e r e  a d d e d  h y d r o x y la m m o n i u m  

c h l o r i d e  ( 1 4 8  m g ,  2 . 1 4  m m o l )  a n d  E t 3 N  ( 0 . 2 9 8  m L,  2 . 1 4  m m o l )  a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  

o v e r n i g h t .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  w a t e r  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  

E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  

o v e r  N a 2 S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  vacuo .  Th is  p roduc t  was  sub jec ted  to  the  

nex t  reac t ion  wi thout  fu r the r  pur i f ic a t ion .  A  m i x t u r e  o f  the  c rude  produc t  a n d  

5 %  P t / C  ( 2 0 0  m g ,  0 . 0 5  m m o l )  i n  M e O H  ( 5 . 0  m L)  w a s  h y d r o g e n a t e d  

u n d e r  b a l l o o n  p r e s s u r e  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  o v e r n i g h t .  T h e  c a t a l y s t  

w a s  r e m o v e d  b y  f i l t r a t i o n  a n d  t h e  f i l t r a t e  w a s  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  

T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( amino s i l i c a  

g e l ,  e l u t e d  w i t h  0 – 3 0 %  E t O A c  i n  n -h e x a n e )  t o  g i v e  31b  ( 2 9 0  m g ,  

7 3 % )  a s  a  c o l o r l e s s  o i l .  M S  ( E S I + ) :  245 .0  [ M  +  H ] + .  1 H  N M R  ( D M S O -

d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  0 . 7 8 – 0 . 9 1  ( 3 H ,  m ) ,  1 . 3 0 – 1 . 5 0  ( 1 9 H ,  m ) ,  2 . 6 5 – 2 . 7 3  

( 1 H ,  m ) ,  2 . 8 2 – 2 . 9 6  ( 2 H ,  m ) ,  6 . 7 1  ( 1 H ,  t ,  J  =  6 . 1  H z ) .  
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X - r a y  S t r u c t u r e  A n a l y s i s  o f   2 1 b – c  

Crys ta l  da ta  for  21b  (CCDC Number 2009266) :  C 2 0H 1 9N 3 OS,  MW = 349 .45 ;  

c rys ta l  s ize ,  0 .18  x  0 .17  x  0 .09  mm; co lor le ss ,  b lock ;  monoc l in ic ,  space  group  P2 1 ,  

a  = 9 .00229(18)  Å , b  = 7 .34628(14)  Å ,  c  = 13 .3996(3)  Å ,  α = γ  = 90° ,  β  = 

102 .798(8)° ,  V = 864 .14(4)  Å 3 ,  Z = 2 ,  Dx = 1 . 343  g /cm 3 ,  T = 100  K,  μ = 1 .760  mm -

1 ,  λ  = 1 .54187  Å,  R 1  = 0 .026 ,  wR 2  = 0 .073 ,  Flack  Parame te r6 4 )  =  0 .016(14) .   

Crys ta l  da ta  for  21c  (CCDC Number  2009267) :  C 2 0 H 1 9 N3 OS,  MW = 349 .45 ;  

c rys ta l  s ize ,  0 .24  x  0 .23  x  0 .14  mm; co lor le ss ,  b lock ;  monoc l in ic ,  space  group  P2 1 ,  

a  = 9 .00337(16)  Å , b  = 7 .34742(13)  Å ,  c  = 13 .3926(3)  Å ,  α = γ  = 90° ,  β  = 

102 .828(8)° ,  V = 863 .83(4)  Å 3 ,  Z = 2 ,  Dx = 1 . 343  g /cm 3 ,  T = 100  K,  μ = 1 .760  mm -

1 ,  λ  = 1 .54187  Å,  R 1  = 0 .024 ,  wR 2  = 0 .064 ,  Flack  Parame te r6 4 )  =  0 .005(11) .   

A l l  measurements  were  made  on  a  Rigaku  R -AXIS RAPID-191R d i ffr ac tome ter  

us ing  graphi te  monochroma ted  Cu -Kα rad ia t ion .  The  s t ruc ture  was  so lved  by  d i r ec t  

me thods  wi th  SHELXS -976 5 )  and was  re f ined  us ing  fu l l -ma tr ix  lea s t - squa re s  on  

F 6 5 )  w i th  SHELXL-97 . Al l  non -H a toms were  re f ined  wi th  an iso t rop ic  d isp lacement  

pa rame ter s .  

(A)   

 

(B)  
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F i g u r e  24 .  OR T E P  o f  21b  (A) and 21c  (B) ,  t h e r m a l  e l l i p s o i d s  a r e  d r a w n  

a t  5 0 %  p r o b a b i l i t y .  

 

第二章の生物実験および共結晶X線解析  

 

In  v i tro  enzyme  assay .  The r eac t ion  mix ture  con ta ined  1  μM e IF5A,  2 μM [ 3H]-

spe rmid ine t r ihydroch lor ide  (38 .5  Ci /mmol) ,  14  μM nico t inamide aden ine 

d inuc leo t ide  (NAD + )(K m ) ,  1  mM DTT,  va r ious  concentr a t ions  o f  the  inh ib i to r ,  and  

24  nM DHPS  in  50  mM Tr is -HCl  buf fer ,  pH 8 .0 .  For  ana lys is  o f  h ighe r  

concen t ra t ions  o f  NAD + ,  the  enzyme  reac t ions  we re  pe rformed in  buf fer  con ta in ing 

1  μM e IF5A,  2  μM [ 3 H]- spe rmid ine t r ihydroch lor ide ,  and  250  μM NAD +  (×18  K m ) .  

Af te r  a  120 -min  incuba t ion  a t  room t emperature ,  incorpora t ion  of  r ad io - labe led  

aminobuty l idene  was  termina ted  by  the  add i t ion  of  20  μL of  300  μM GC -7;  25  μL 

of  the  s topped  r eac t ion  was  t ransfe r red  to  a  st r ep tav id in  (SA)  p la te  (NeutrAvid in  

Coa ted  Pla te s ,  The rmo Sc ien t i f ic  Ca t .  No . 15512) ,  and  incuba ted  for  90 –120 min  

a t  room tempera ture  to  a l low comple te  b ind ing  of  a l l  pro te ins  to  the p la te s .  Pla te s  

we re  washed  three  t imes  wi th  PBS ,  and  50  μL of  sc in t i l la t ion  cock ta i l  was  added  

(Opt iPhase“Supe rMix”  from Pe rk inElmer) .  The  p la te  was  measured  wi t h  TOP 

count  (Perk inElmer) .  

In  v i t ro  metabol ic  c learance  in  mouse  hepat ic  microsomes .  In  v i t ro  ox ida t ive  

me tabol ic  s tud ie s  o f  the te s ted compounds  were  ca r r ied  ou t  us ing hepa t ic  

mic rosomes  ob ta ined  f rom mice .  The  r eac t ion mix ture  wi th  a  f ina l  vo lume  of  0 .05  

mL cons is ts  o f  0 .2  mg/mL hepa t ic  mic rosome  in  50  mM KH 2 PO4 −K2 HPO 4  

phospha te  buf fe r  (pH 7 .4)  and  1  μM te s t  compound.  The  r eac t ion  was  in i t ia ted  by 

the  add i t ion  of  an  NADPH -genera t ing  sys tem conta in ing  50  mM MgCl 2 ,  50  mM 

glucose  6-phospha te ,  5  mM β-NADP + ,  a nd  15  un i t /mL g lucose 6 -phospha te  
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dehydrogenase  a t  10% volume  of  reac t ion  mix ture .  Af ter  the add i t ion  of  the  

NADPH -gene ra t ing  sys tem,  the  mix ture  was  incuba ted  a t  37  °C for  0 ,  15 ,  and  30  

min .  The  r eac t ion  was  termina ted  by  the  add i t ion  of  an  equ iva len t  vo l ume  of  

CH 3 CN.  Af te r  the  sample s  we re  mixed  and  cen t r i fuged ,  the superna tan t  f r ac t ions  

we re  ana lyzed  us ing  l iqu id  chroma tography  tandem mass  spec trome try .  For  

me tabol ic  c learance  de termina t ions ,  chroma tograms were  ana lyzed  for  paren t  

compound d isappearance  r a te  f rom the  r eact ion  mix ture s .  A l l  incuba t ions  were 

made  in  dupl ica te .  

Pharmacokinet ic  analys is  in  mouse  casse tt e  dos ing .  Tes t  compounds  were  

admin is te r ed  in t r avenous ly  (0 .1  mg/kg)  o r  o ra l ly  (1  mg/kg ,  suspended  in  0 .5% 

me thylce l lu lose  aqueous  so lu t ion)  b y  ca sse t te  dos ing  to  nonfa s ted  ICR mice .  The 

b lood  sample s  were  co l lec ted  a t  5 ,  10 ,  15 ,  30  min ,  1 ,  2 ,  4 ,  and  8  h  a f te r  in t ravenous  

admin is t r a t ion  and  a t  15 ,  30  min ,  1 ,  2 ,  4  and  8  h  a f te r  o ra l  admin is t r a t ion .  The  

b lood  sample s  were  cen t r i fuged  to  ob ta in  the  p la sma  f rac t ion .  The  p la sma  sample s  

we re  depro te in ized  by mix ing  wi th  ace ton i t r i le  fo l lowed  by cen t r ifuga t ion . The 

compound concent ra t ions  in  the  superna tan t  we re  measured  by  LC/MS/MS.  

The  care  and  use  o f  the  an ima ls  and  the  expe r imenta l  p ro toco ls  were  ap proved  

by  the  Exper imenta l  Anima l  Ca re  and  Use  Commit tee  o f  Takeda  Pha rmaceut ica l  

Company  Limi ted .  Anima ls  we re  kep t  unde r  standa rd  labora tory  condi t ions  (12 :12  

h  l igh t /da rk  cyc le )  wi th  food  and  wa ter  ava i lab le  ad  l ib i tum .  

Prote in  Express ion and  Pur if icat i on .  The cDNA encoding the  en t i r e  open 

r ead ing  f rame  of  the  human DHPS  (GenBank  access ion  number :  NM_001930)  gene  

was  ampl i f ied  by  PCR and  enginee red  to  con ta in  an  N - te rmina l  hexahis t id ine 

a f f in i ty  tag  and  a  r ecogni t ion  s i te  fo r  the  TEV pro tea se  to  fac i l i ta te  pur i f ica t ion .  

The  produc t  was  c loned  in to  a  modif ied  pET28a+  vec tor  and  ve r i f ied  by  DNA 

sequence ana lys is .  For  expre ss ion ,  the p la smid  was  tr ansformed in to  BL21( DE3)  
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E.  co l i  (L i f e  Technolog ie s ) .  Ce l l s  were  cu l tu red  a t  37  ℃ and  induced  wi th  0 .5  mM  

IPTG when  the  cu l tu re  reached an O .D. o f  0 .8 .  Af te r  4 h  of  induc t ion  the  ce l l s  

we re  i so la ted  by  cen t r i fuga t ion ,  and  the  pe l le ts  we re  s to red  a t  -80  ℃. 

 The  b iomass  ob ta ined  f rom a  6  L  cu l tu re  was  lysed  in  150  mL of  buf fe r  

con ta in ing  25  mM TRIS  (pH 7 .6) ,  1  M NaCl ,  10  mM imidazo le  (buffe r  components  

we re  rou t ine ly  purchased  from S igma -Aldr ich) ,  0 .5  mM TCEP (The rmo Sc ien t i f ic) ,  

20  U/ml  benzonase ,  0 .1  mg/mL lysozyme ,  and  EDTA -free  pro tea se  inh ib i to r s 

(Roche)  by  homogeniza t ion  and  son ica t ion  (Sonic s  Vibra -Ce l l ) .  The  lysa te  was  

c la r i f ied  by cen t r i fuga t ion  a t  14 ,000  RPM for  90  min  in  a  JA -14  f ixed  ang le  ro tor  

(Beckman Coul te r) .  

DHPS  was  i so la ted  from the lysa te  us ing a  5 mL HisTALO N supe rf low car t r idge  

(Clon tech)  connec ted to  an AKTAxpress FPLC sys tem (GE Hea l thca re  L if e  

Sc iences) .  Af ter  load ing ,  the  ca r t r idge  was  washed  wi th  100 co lumn volumes  of  

25  mM TRIS  (pH 7.6) ,  1 M NaCl ,  10 mM imidazo le ,  and  0 .5 mM TCEP,  fo l lowed 

by  e lu t ion  in  buf fe r  supplemented  wi th  300  mM imidazo le .  The  e lua te  f rom the 

Ni-a ff in i ty  co lumn was  concent ra ted  to  10  mL and  t rea ted  wi th  TEV pro tea se  

dur ing  an  ove rn igh t  d ia lys is  aga ins t  1  L of  buf fer  composed of  25  mM TRIS  (pH 

7 .6) ,  0 .5  mM NaCl ,  10  mM imidazo le ,  an d  0 .5 mM TCEP.  The  c leaved  produc t  was 

passed  ove r  a  HisTALON ca r tr idge ,  the f low - through  was  co l lec ted  and 

concent ra ted  us ing  Amicon  Ul t r a  cen t r ifuga l  f i l te r  un i t s  (EMD -Mil l ipore) .  A  f ina l  

pur i f ica t ion  s tep was  conduc ted  us ing s ize  exc lus ion  chroma tograph y  wi th a  

HiLoad  16 /600  Superdex 200  co lumn (GE Hea l thca re  L if e  Sc iences)  in  a  buffer  

con ta in ing  25  mM Tr is  (pH 7 .9)  and  100  mM KCl .  Peak  f rac t ions  we re  ana lyzed 

by  SDS -PAGE and  the  fr ac t ions  con ta in ing  DHPS  were  pooled  and  concent ra ted  

to  11  mg/mL be fore a l iquot ing  and  s torage  at  -80  ˚C.  Pro te in  concentr a t ion  was  

e s t ima ted  us ing  a  NanoDrop  ins t rument .  
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Crysta l lography .  Pr ior  to  c rys ta l l iza t ion  l igands  were added  a t  a  concen t r a t ion  

of  1–3  mM.  Al l  c rys ta l l iza t ion  was  per formed us ing  the  hanging  drop  vapor 

d i f f us ion  me thod .  The  NAD -DHPS complex  was  in i t ia l ly  c rys ta l l ized  us ing  

publ ished  me thods 4 3 )  in  a  r e se rvo i r  so lu t ion  con ta in ing  0 .1  mM Tr is  (pH 8 .0)  and  

65% MPD (Hampton  Resea rch)  a t  room tempera ture .  To  ob ta in  the  NAD/GC7 -

DHPS  te rna ry  complex ,  the  NAD -DHPS crys ta ls  were  soaked  wi th  re servo i r  

so lu t ion  con ta in ing  10  mM GC-7  for  th ree  days ,  a f te r  which  the  c rys ta ls  were  

f la sh -f rozen  d i rec t ly  in to  ALS -s ty le  pucks  submerged  in  l iqu id  n i t rogen .  

The  DHPS -13g  complex  was  ob ta ined  by  co -crys ta l l iza t ion  a t  room tempera t ure  

us ing  a  r e se rvo ir  so lu t ion  composed  of  1 .6  M sodium/pota ss ium phospha te  (pH 

6 .8) ,  p r epa red  by  mix ing  sod ium phospha te  monobas ic  monohydra te  and  po ta ss ium 

phospha te  d ibas ic  (Hampton  Research) .  These  crys ta ls  we re  qu ick ly  t r ansfer red  

in to  r e servo i r  so lu t ion  supplemented  wi th  30% sucrose  fo r  c ryo -pro tec t ion  and 

immedia te ly  f la sh -f rozen in  l iqu id  n i t rogen .  Dif fr ac t ion  da ta  we re  co l lec ted  a t  

Advanced L igh t  Source beamlines  5 .0 .3  and  5 .02  (NAD -GC-7  and 13g  complexes ,  

r e spec t ive ly)  (Law rence  Berke ley’ s  Na t iona l  Labora tory ,  Be rke ley ,  CA)  and  

processed  wi th  HKL 2000. 6 6 )  The  s t ruc ture  was  so lved  by  molecu la r  r ep lac ement  

wi th  Phase r 6 7 )  us ing  the coord ina te s o f  human DHPS  (PDB code :  1RLZ)  a s  a  sea rch  

mode l .  The  graphic s  p rogram COOT 6 8 )  was  used for  mode l  bu i ld ing ,  and  

r e f inement  was  pe rformed wi th  REFMAC5. 6 9 )  Phaser  and  REFMAC5 were  

d is t r ibu ted  a s  pa r t  of  CCP4. 7 0 )  S t ruc ture  va l ida t ion  was  per formed us ing 

Molprob i ty . 7 1 )  Re f inement  s ta t i s t ic s  a s  rep or ted  in  Table  8  and  images  o f  the  omit  

e lec tron  dens i ty  o f  the  l igands  a re  shown in  Figure  25 .   

The  DHPS -38d  complex  was  ob ta ined  by a  soak ing  me thod .  DHPS was  

c rys ta l l ized  in  a  so lu t ion  composed  of  100  mM Hepes  (pH 7 .0)  and  2  M 

sodium/pota ss ium phospha te  (pH 5 .0)  prepa red  by mix ing  sod ium phospha te  
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monobas ic  monohydra te  and po ta ss ium phospha te  d ibas ic  (Hampton  Resea rch) .  

These c rys ta ls  we re  t r ansfer red  in to  mother  l iquor  supplemented  wi th  1  mM 

compound ( 38d )  fo r  soak ing . Cryo -pro tec t ion  was per formed wi th  mother  l iquor  

supplemented  wi th  30% sucrose  and  c rys ta ls  we re  immedia te ly  f la sh -cooled  in 

l iqu id  n i t rogen  in to ALS -s ty le  pucks .  Diffr ac t ion  da ta  we re co l lec ted a t  the  

Advanced  Photon  Source  beamline  23 - ID-B ope ra ted  by  GM/CA(Argonne  Na t iona l  

Labora tory)  and  processed  wi th  HKL2000. The  s t ruc ture  was  so lved  by  the  

p rocedure  desc r ibed  for  DHPS-13g  complex .  Re f inement  s ta t i s t ic s  ar e  r epor ted in  

Table  9  and  images  of  the omit  e lec t ron  dens i ty  fo r  the  l igand  are  shown in  Figure 

26 .  
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T a b l e  8 .   D a t a  c o l l e c t i o n  a n d  r e f i n e m e n t  s t a t i s t i c s  

X- Ra y  S t ru c tu r e  

Da t a  c o l l ec t i o n  

Re s o l ut io n  r a n g e ( Å)   

S p a c e  g r o up   

Ce l l  d ime n si o n s:   

    a,  b ,  c  ( Å)    

             ( )     

R s y m   

< I  /   I>    

Co m p le te n e ss  ( %)   

Re d u n d a n c y   

S t r u ct u re  Re f i n em e nt  

Re s o l ut io n  ( Å)    

No .  r e f l ec t i o n s   

No .  r e f l ec t i o n s  Rf re e  t es t  se t  

Rwo r k  /  Rfr e e   

No .  at om s:    

   Pr ot e i n    

   NAD 

   I n hi bi t or  

   M PD 

   Wa t er s    

M e a n B  Val u e  ( Å 2 ) :   

   Pr ot e i n  B Val u e   

DHS - NAD- GC7  /  P DB:  6P 4 V 

 

5 0 - 1. 6 5 ( 1 . 6 8- 1. 6 5 )  

P 3 2 2 1  

 

1 0 4 . 5 ,  1 0 4. 5 ,  15 9 .5  

9 0 . 0 ,  9 0 .0 ,  1 2 0. 0  

1 0 . 1  ( 94 . 2)  

1 2 . 0  ( 1 . 9)  

9 9 . 9  ( 10 0 )  

5 . 6  ( 5 . 6)  

 

4 3 . 7- 1 .6 5  

1 1 3 , 57 8  

6 , 0 0 6  

1 6 . 1/ 1 7. 4  

 

5 , 1 7 2  

  8 8  

  2 4  

  8  

3 2 8 

 

  2 9 . 0  

DHS - 1 3 g  /  P DB:  6 P GR 

 

5 0 - 1. 9 5( 1 .9 8 - 1. 9 5)  

P 3 2 2 1  

   

1 0 4 . 6 ,  1 0 4. 6 ,  16 0 .5  

9 0 . 0 ,  9 0 .0 ,  1 2 0. 0  

9 . 1 (9 1 .9 )   

2 0 . 3( 2 .6 )   

1 0 0 ( 10 0 )   

 7 . 3  ( 7 . 3)  

   

 4 9 . 8- 1 . 9 5   

7 0 , 5 77 

3 , 7 4 4 

1 6 . 8  /1 9 .4  

 

5 , 4 2 1 

-  

4 4  

-  

3 5 9 

 

3 1 . 5  
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   NAD B Va l ue   

   I n hi bi t or  B Va l ue   

   M PD B Va l ue  

   Wa t er  B Va l ue   

RM S  Bo n d l e n gt h s  ( Å)   

RM S  Bo n d a ng l es  ( ° )  

Ra m a c ha n d r a n s t at i s t i c s :  

   Fa vo r e d (% )  

   O u t l i e r s  (% )  

2 1 . 2  

1 8 . 0  

3 6 . 3  

3 4 . 5  

0 . 0 0 7  

1 . 3 1 7  

 

9 8 . 3  

0  

-  

2 7 . 7  

-  

3 5 . 6  

0 . 0 0 8 

1 . 2 8  

 

9 8 . 5  

0  

*Va lues  in  pa ren these s  ar e  fo r  h ighes t - re so lut ion  she l l .  

 

 (A) 

  

(B)  
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Figure  25.  Omit  e lec t ron dens i ty  Fo -Fc  map  ( r ende red a s  mesh)  cor re sponding to  

(A)  GC7 and  (B)  the  compound 13g .  Map is  con toured  a t  ±  3 .0  σ .  Figure  was  

c rea ted  us ing  Pymol .  
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T a b l e  9 .   D a t a  c o l l e c t i o n  a n d  r e f i n e m e n t  s t a t i s t i c s  

X-Ray  Struc ture  

Data  co l lec t ion  

Resolut ion range  (Å)   

Space  group   

Ce l l  dimensions:   

    a ,  b ,  c  (Å)   

             (  )     

R s y m   

<I  /   I>   

Comple teness  (%)   

Redundancy   

Struc ture  Re f inement  

Resolut ion (Å)   

No.  ref lec t ions   

No.  ref lec t ions  Rfree  te s t  set  

Rwork /  Rfree   

No.  a toms:    

   Prote in    

   Inhib i tor  

   Waters   

Mean B Value  (Å 2 ):   

   Prote in B Value   

   Inhib i tor B Value   

   Water B Value   

RMS Bond lengths  (Å)   

DHS-38d /PDB:  6WL6 

 

50-2 .12(2 .16-2 .12)  

P3 2 2 1  

 

106 .0 ,  106 .0 ,  157 .1 

90 .0 ,  90 .0 ,  120 .0 

13 .5  (94 .0)  

15 .4  (1 .8 )  

100  (99 .9)  

6 .1  (6 .0 )  

 

44-2 .15 

53 ,246  

2 ,845  

17 .9 /19 .4  

 

4 ,579  

46  

192  

 

34 .8  

24 .5  

35 .5  

0 .008  
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RMS Bond angle s  ( ° )  

Ramachandran s tat is t ic s :  

   Favored (%) 

   Out l ier s  (%) 

1 .212  

 

98 .2  

0  

*Va lues  in  pa ren these s  ar e  fo r  h ighes t - re so lut ion  she l l .  

 

 

Figure  26 .  Omit  e lec tron  dens i ty  Fo -Fc map ( r ende red  a s  mesh)  cor re sponding  to  

the  compound 38d .  Map is  con toured  a t  ±  3 .0 σ .  Figure was  c rea ted  us ing  PyMOL.  
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第三章に関する合成実験  

M e t h y l  ( 2 Z ) - 2 - a z i d o - 3 - ( 6 - b r o m o p y r i d i n - 2 - y l ) a c r y l a t e  ( 4 1 ) .   

S o d i u m  m e t h o x i d e  ( 2 5 %  M e O H  s o l u t i o n ,  5 6 . 6  g ,  2 6 2  m m o l )  w a s  

a d d e d  d r o p w i s e  t o  a  s o l u t i o n  o f  6 - b r o m o p i c o l i n a l d e h y d e  ( 4 0 ,  1 9 . 5  

g ,  1 0 5  m m o l )  a n d  e t h y l  2 - a z i d o a c e t a t e  ( 3 3 . 8  g ,  2 6 2  m m o l )  i n  M e O H  

( 1 5 0  m L )  o v e r  3 0  m i n  a t  - 3 0  ° C  ( a c e t o n e - H 2 O - d r y  i c e ,  s l u r r y ) .  T h e  

m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  - 2 0  ° C  t o  5  ° C  w i t h  a  C a C l 2  t u b e  o v e r n i g h t .   

T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  s a t u r a t e d  a q u e o u s  N H 4 C l  s o l u t i o n  a t  

0  ° C .   T h e  p r e c i p i t a t e  w a s  c o l l e c t e d  b y  f i l t r a t i o n ,  a n d  w a s h e d  w i t h  

w a t e r  t o  g i v e  4 1  ( 1 7 . 8  g ,  6 0 % )  a s  a  p a l e  y e l l o w  s o l i d .  1 H  N M R  

( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  3 . 8 8  ( 3 H ,  s ) ,  6 . 7 9  ( 1 H ,  s ) ,  7 . 6 0  ( 1 H ,  d ,  J  

=  7 . 7  H z ) ,  7 . 8 3  ( 1 H ,  t ,  J  =  7 . 7  H z ) ,  8 . 2 0  ( 1 H ,  d ,  J  =  7 . 7  H z ) .  

M e t h y l  7 - b r o m o p y r a z o l o [ 1 , 5 - a ] p y r i d i n e - 2 - c a r b o x y l a t e  ( 4 2 ) .   A  

s o l u t i o n  o f  4 1  ( 6 5 . 3  g ,  2 3 1  m m o l )  i n  x y l e n e  ( 1 . 1  L )  w a s  s t i r r e d  a t  

1 2 0  ° C  f o r  6  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .   T h e  r e s i d u e  

w a s  p u r i f i e d  b y  s i l i c a  g e l  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( e l u t e d  w i t h  5 –

5 0 %  E t O A c  i n  h e x a n e )  t o  g i v e  4 2  ( 2 3 . 8  g ,  4 1 % )  a s  a  p a l e  y e l l o w  

s o l i d .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  3 . 9 3  ( 3 H ,  s ) ,  7 . 2 7  ( 1 H ,  d d ,  

J  =  8 . 9 ,  7 . 4  H z ) ,  7 . 3 5  ( 1 H ,  s ) ,  7 . 5 3  ( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 3 ,  1 . 0  H z ) ,  7 . 8 9  

( 1 H ,  d d ,  J  =  8 . 9 ,  1 . 1  H z ) .  

M e t h y l  7 - b r o m o - 3 - f o r m y l p y r a z o l o [ 1 , 5 - a ] p y r i d i n e - 2 -

c a r b o x y l a t e  ( 4 3 ) .   T o  a  s o l u t i o n  o f  4 2  ( 1 0 . 0  g ,  3 9 . 2  m m o l )  i n  

a n h y d r o u s  D M F  ( 1 0 0  m L )  w a s  a d d e d  p h o s p h o r y l  t r i c h l o r i d e  ( 1 8 . 3  

m L ,  1 9 6  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  

1 0 0  ° C  f o r  1  h .  T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  b a s i f i e d  w i t h  s a t u r a t e d  
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a q u e o u s  N a H C O 3  s o l u t i o n  a t  0  ° C  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c  a n d  

T H F .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  

o v e r  M g S O 4  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s u l t i n g  s o l i d  w a s  

w a s h e d  w i t h  h e x a n e  t o  g i v e  4 3  ( 8 . 0 0  g ,  7 2 % )  a s  a  w h i t e  s o l i d .  1 H  

N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  3 . 9 8  ( 3 H ,  s ) ,  7 . 5 8 - 7 . 7 3  ( 1 H ,  m ) ,  7 . 8 1  

( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 4 ,  0 . 9  H z ) ,  8 . 2 8 - 8 . 3 7  ( 1 H ,  m ) ,  1 0 . 4 2  ( 1 H ,  s ) .  

M e t h y l  7 - b r o m o - 3 - ( ( 1 E ) - 3 - m e t h o x y - 3 - o x o p r o p - 1 - e n - 1 -

y l ) p y r a z o l o [ 1 , 5 - a ] p y r i d i n e - 2 - c a r b o x y l a t e  ( 4 4 ) .   T o  a  s u s p e n s i o n  

o f  5 5 %  N a H  ( 1 . 2 9  g ,  2 9 . 5  m m o l )  i n  a n h y d r o u s  T H F  ( 1 0 0  m L )  w a s  

a d d e d  t r i m e t h y l  p h o s p h o n o a c e t a t e  ( 5 . 8 7  g ,  3 2 . 2  m m o l )  a t  0  ° C .  

A f t e r  b e i n g  s t i r r e d  a t  0  ° C  f o r  3 0  m i n ,  a  s o l u t i o n  o f  4 3  ( 7 . 6 0  g ,  

2 6 . 9  m m o l )  i n  a n h y d r o u s  T H F  ( 2 0 0  m L )  w a s  a d d e d  t o  t h e  r e a c t i o n  

m i x t u r e .  T h e  r e s u l t i n g  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  w i t h  

a  C a C l 2  t u b e  f o r  1  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  q u e n c h e d  w i t h  s a t u r a t e d  

a q u e o u s  N H 4 C l  s o l u t i o n  a t  0  ° C  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  

o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4  

a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s u l t i n g  s o l i d  w a s  c o l l e c t e d  b y  

f i l t r a t i o n  t o  g i v e  4 4  ( 8 . 7 0  g ,  9 6 % )  a s  a  w h i t e  s o l i d .  1 H  N M R  ( D M S O -

d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  3 . 7 6  ( 3 H ,  s ) ,  3 . 9 6  ( 3 H ,  s ) ,  6 . 6 1  ( 1 H ,  d ,  J  =  1 6 . 6  

H z ) ,  7 . 4 7  ( 1 H ,  d d ,  J  =  8 . 9 ,  7 . 4  H z ) ,  7 . 7 0  ( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 4 ,  0 . 9  H z ) ,  

8 . 2 4 - 8 . 3 5  ( 2 H ,  m ) .  

M e t h y l  7 - b r o m o - 3 - ( 3 - m e t h o x y - 3 - o x o p r o p y l ) p y r a z o l o [ 1 , 5 -

a ] p y r i d i n e - 2 - c a r b o x y l a t e  ( 4 5 ) .   T o  a  s o l u t i o n  o f  4 4  ( 3 . 3 9  g ,  1 0 . 0  

m m o l )  i n  t o l u e n e  ( 6 0  m L )  w a s  a d d e d  b e n z e n e s u l f o n o h y d r a z i d e  ( 1 2 . 1  

g ,  7 0 . 0  m m o l )  a t  1 0 0  ° C .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  1 0 0  ° C  f o r  7  h .   

T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  s a t u r a t e d  a q u e o u s  N a H C O 3  
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s o l u t i o n  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  

w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  

T h e  p r e c i p i t a t e  w a s  r e m o v e d  b y  f i l t r a t i o n ,  w a s h e d  w i t h  t o l u e n e ,  a n d  

t h e  f i l t r a t e  w a s  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  

s i l i c a  g e l  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( e l u t e d  w i t h  3 – 2 0 %  E t O A c  i n  

h e x a n e )  t o  g i v e  4 5  ( 2 . 8 8  g ,  8 4 % )  a s  a  w h i t e  s o l i d .  1 H  N M R  ( D M S O -

d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  2 . 6 5  ( 2 H ,  t ,  J  =  7 . 4  H z )  3 . 2 3  ( 2 H ,  t ,  J  =  7 . 4  H z )  

3 . 5 3  ( 3 H ,  s )  3 . 9 1  ( 3 H ,  s )  7 . 2 2  ( 1 H ,  d d ,  J  =  9 . 0 ,  7 . 3  H z )  7 . 4 9  ( 1 H ,  

d d ,  J  =  7 . 2 ,  0 . 9  H z )  7 . 9 1  ( 1 H ,  d d ,  J  =  9 . 1 ,  1 . 1  H z ) .  

M e t h y l  7 - b r o m o - 3 - ( 3 - h y d r o x y p r o p y l ) p y r a z o l o [ 1 , 5 - a ] p y r i d i n e -

2 - c a r b o x y l a t e  ( 4 6 ) .   T o  a  s o l u t i o n  o f  4 5  ( 6 . 5 0  g ,  1 9 . 1  m m o l )  i n  

a n h y d r o u s  T H F  ( 1 2 0  m L )  w a s  a d d e d  b o r a n e – T H F  ( 1 . 1  M  T H F  

s o l u t i o n ,  1 0 6  m L ,  9 5 . 3  m m o l )  a t  0  ° C .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e  w i t h  a  C a C l 2  t u b e  f o r  7  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  

a c i d i f i e d  w i t h  a q u e o u s  1  M  H C l  s o l u t i o n  a t  0  ° C ,  a n d  s t i r r e d  a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1  h .  T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  n e u t r a l i z e d  w i t h  

s a t u r a t e d  a q u e o u s  N a H C O 3  s o l u t i o n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  

e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  

b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  

w a s  p u r i f i e d  b y  s i l i c a  g e l  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( e l u t e d  w i t h  1 0 –

7 0 %  E t O A c  i n  h e x a n e )  t o  g i v e  4 6  ( 5 . 1 0  g ,  8 5 % )  a s  a  w h i t e  s o l i d .  1 H  

N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 6 5 - 1 . 8 0  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 0 1  ( 2 H ,  t ,  J  =  

7 . 5  H z ) ,  3 . 3 4 - 3 . 4 3  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 9 0  ( 3 H ,  s ) ,  4 . 4 5  ( 1 H ,  t ,  J  =  5 . 1  H z ) ,  

7 . 2 0  ( 1 H ,  d d ,  J  =  8 . 9 ,  7 . 2  H z ) ,  7 . 4 8  ( 1 H ,  d d ,  J  =  7 . 2 ,  0 . 9  H z ) ,  7 . 8 7  

( 1 H ,  d d ,  J  =  8 . 9 ,  1 . 1  H z ) .  
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M e t h y l  7 - b r o m o - 3 - ( 3 - ( 1 - n a p h t h y l o x y ) p r o p y l ) p y r a z o l o [ 1 , 5 -

a ] p y r i d i n e - 2 - c a r b o x y l a t e  ( 4 7 ) .   T o  a  s o l u t i o n  o f  4 6  ( 2 . 0 0  g ,  6 . 3 9  

m m o l )  i n  t o l u e n e  ( 1 0 0  m L )  w e r e  a d d e d  1 - n a p h t h o l  ( 1 . 0 1  g ,  7 . 0 3  

m m o l ) ,  P P h 3  ( 1 . 8 4  g ,  7 . 0 3  m m o l )  a n d  d i - t e r t - b u t y l  a z o d i c a r b o x y l a t e  

( 1 . 6 2  g ,  7 . 0 3  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  

a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  5  h .  T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  

w a t e r  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  

w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  

T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  s i l i c a  g e l  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  

( e l u t e d  w i t h  3 – 3 0 %  E t O A c  i n  h e x a n e )  t o  g i v e  c r u d e  m i x t u r e .  T o  a  

s o l u t i o n  o f  t h e  m i x t u r e  i n  a c e t o n i t r i l e  ( 5 . 0  m L )  w a s  a d d e d  T F A  ( 2 0  

m L )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o r  3  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o ,  a n d  

t h e  r e s i d u e  w a s  b a s i f i e d  w i t h  s a t u r a t e d  a q u e o u s  N a H C O 3  s o l u t i o n  

a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  

w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4  a n d  

c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  s i l i c a  g e l  

c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( e l u t e d  w i t h  3 – 1 0 %  E t O A c  i n  h e x a n e )  t o  

g i v e  4 7  ( 2 . 7 2  g ,  9 7 % )  a s  a  w h i t e  s o l i d .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  

M H z ) :  δ  2 . 2 0  ( 2 H ,  t ,  J  =  6 . 6  H z ) ,  3 . 2 8  ( 2 H ,  t ,  J  =  7 . 3  H z ) ,  3 . 8 7  ( 3 H ,  

s ) ,  4 . 1 4  ( 2 H ,  t ,  J  =  6 . 0  H z ) ,  6 . 8 7  ( 1 H ,  d ,  J  =  6 . 6  H z ) ,  7 . 0 6  ( 1 H ,  d d ,  

J  =  8 . 9 ,  7 . 4  H z ) ,  7 . 3 3 - 7 . 5 5  ( 5 H ,  m ) ,  7 . 8 0 - 7 . 8 7  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 9 9 - 8 . 0 4  

( 1 H ,  m ) .  

Methyl  7- (4- (methoxycarbonyl)phenyl) -3- (3-(naphthalen -1-

y loxy)propyl)pyrazolo[1 ,5 -a ]pyr id ine -2-carboxylate  ( 4 8 ) .   A  m i x t u r e  o f  4 7  

( 2 0 0  m g ,  0 . 4 6  m m o l ) ,  4 - ( m e t h o x y c a r b o n y l ) p h e n y l b o r o n i c  a c i d  ( 1 0 7  
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m g ,  0 . 5 9  m m o l ) ,  P d ( P h 3 P ) 4  ( 1 0 5  m g ,  0 . 0 9 1  m m o l )  a n d  K 2 C O 3  ( 1 8 9  

m g ,  1 . 3 7  m m o l )  i n  D M F  ( 3 . 0  m l )  w a s  h e a t e d  a t  1 4 0  ° C  f o r  1  h  u n d e r  

m i c r o w a v e  i r r a d i a t i o n .  T h e  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  s a t u r a t e d  

a q u e o u s  N H 4 C l  s o l u t i o n  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  

l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4  a n d  

c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  s i l i c a  g e l  

c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( e l u t e d  w i t h  3 – 1 5 %  E t O A c  i n  h e x a n e )  t o  

g i v e  4 8  ( 1 0 2  m g ,  4 5 % )  a s  a  w h i t e  p o w d e r .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  

M H z ) :  δ  2 . 1 7 - 2 . 2 8  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 3 1  ( 2 H ,  d ,  J  =  1 4 . 4  H z ) ,  3 . 8 1  ( 3 H ,  s ) ,  

3 . 9 2  ( 3 H ,  s ) ,  4 . 1 7  ( 2 H ,  t ,  J  =  5 . 9  H z ) ,  6 . 8 9  ( 1 H ,  d ,  J  =  6 . 6  H z ) ,  

7 . 1 5 - 7 . 3 3  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 3 4 - 7 . 5 9  ( 4 H ,  m ) ,  7 . 8 0 - 7 . 9 0  ( 2 H ,  m ) ,  8 . 0 0 - 8 . 0 7  

( 2 H ,  m ) ,  8 . 0 8 - 8 . 1 6  ( 3 H ,  m ) .  

7 - ( 4 - C a r b o x y p h e n y l ) - 3 - ( 3 - ( n a p h t h a l e n - 1 -

y l o x y ) p r o p y l ) p y r a z o l o [ 1 , 5 - a ] p y r i d i n e - 2 - c a r b o x y l i c  a c i d  ( 3 9 ) .   

T o  a  s o l u t i o n  o f  4 8  ( 9 5 . 0  m g ,  0 . 1 9  m m o l )  i n  T H F  ( 2 . 0  m l )  a n d  M e O H  

( 2 . 0  m l )  w a s  a d d e d  2  M  N a O H  ( 0 . 5 0  m l ,  1 . 0 0  m m o l )  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  2  h .   

T h e  m i x t u r e  w a s  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  m i x t u r e  w a s  a c i d i f i e d  

w i t h  1  M  H C l  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  

s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4  a n d  c o n c e n t r a t e d  

i n  v a c u o .  T h e  r e s u l t i n g  s o l i d  w a s  c o l l e c t e d  b y  f i l t r a t i o n  t o  g i v e  3 9  

( 4 0 . 5  m g ,  4 5 % )  a s  a  w h i t e  p o w d e r .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  

δ  2 . 1 3 - 2 . 3 0  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 2 1 - 3 . 3 1  ( 2 H ,  m ) ,  4 . 1 7  ( 2 H ,  t ,  J  =  5 . 9  H z ) ,  

6 . 8 9  ( 1 H ,  d ,  J  =  7 . 0  H z ) ,  7 . 1 2 - 7 . 2 8  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 3 4 - 7 . 5 6  ( 4 H ,  m ) ,  

7 . 7 6 - 7 . 8 9  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 9 8 - 8 . 1 8  ( 5 H ,  m ) ,  1 3 . 1 3  ( 2 H ,  b r  s ) .  A n a l .  C a l c d  



122 

 

f o r  C 2 8 H 2 2 N 2 O 5 ･0 . 8 H 2 O :  C ,  6 9 . 9 3 ;  H ,  4 . 9 5 ;  N ,  5 . 8 3 .  F o u n d  C ,  6 9 . 9 8 ;  

H ,  4 . 9 4 ;  N ,  5 . 5 3 .  

4 - ( I s o p r o p y l a m i n o ) - 3 -

( ( t r i f l u o r o m e t h y l ) s u l f o n y l ) b e n z e n e s u l f o n a m i d e  ( 5 4 ) .   T o  a  

s o l u t i o n  o f  4 - f l u o r o - 3 -

( ( t r i f l u o r o m e t h y l ) s u l f o n y l ) b e n z e n e s u l f o n a m i d e  ( 5 3 ,  3 3 0  m g ,  1 . 0 7  

m m o l )  a n d  D I P E A  ( 0 . 5 6 3  m l ,  3 . 2 2  m m o l )  i n  T H F  ( 1 0  m l )  w a s  a d d e d  

i s o p r o p y l a m i n e  ( 0 . 1 2 9  m l ,  1 . 5 0  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .   T h e  

m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  5 0  ° C  f o r  2  h .  T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  

p o u r e d  i n t o  w a t e r  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  

w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  M g S O 4 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  

T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  s i l i c a  g e l  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  

( e l u t e d  w i t h  3 0 – 1 0 0 %  E t O A c  i n  h e x a n e )  t o  g i v e  5 4  ( 3 4 7  m g ,  9 3 % )  

a s  a  w h i t e  s o l i d .   1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 2 2  ( 6 H ,  d ,  J  =  

6 . 4  H z ) ,  3 . 8 9 - 4 . 0 2  ( 1 H ,  m ) ,  6 . 6 2  ( 1 H ,  d ,  J  =  7 . 7  H z ) ,  7 . 2 5  ( 1 H ,  d ,  

J  =  9 . 3  H z ) ,  7 . 3 9  ( 2 H ,  s ) ,  7 . 9 7  ( 1 H ,  d d ,  J  =  9 . 2 ,  2 . 0  H z ) ,  8 . 0 2  ( 1 H ,  

d ,  J  =  2 . 1  H z ) .  

4 - ( 4 - ( ( 4 ' - C h l o r o - 4 , 4 - d i m e t h y l - 3 , 4 , 5 , 6 - t e t r a h y d r o - [ 1 , 1 ' -

b i p h e n y l ] - 2 - y l ) m e t h y l ) p i p e r a z i n - 1 - y l ) - N - ( ( 4 - ( i s o p r o p y l a m i n o ) -

3 - ( ( t r i f l u o r o m e t h y l ) s u l f o n y l ) p h e n y l ) s u l f o n y l ) b e n z a m i d e  ( 5 0 ) .   A  

m i x t u r e  o f  5 4  ( 8 0  m g ,  0 . 2 3 1  m m o l ) ,  4 9  ( 1 1 2  m g ,  0 . 2 5 4  m m o l ) ,  E D C -

H C l  ( 7 3 . 1  m g ,  0 . 3 8 1  m m o l )  a n d  D M A P  ( 4 6 . 6  m g ,  0 . 3 8 1  m m o l )  i n  

D M F  ( 5 . 0  m L )  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  o v e r n i g h t .  T h e  

m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  s a t u r a t e d  a q u e o u s  N a H C O 3  s o l u t i o n  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  

s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  M g S O 4  a n d  c o n c e n t r a t e d  
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i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  s i l i c a  g e l  c o l u m n  

c h r o m a t o g r a p h y  ( e l u t e d  w i t h  1 0 – 1 0 0 %  E t O A c  i n  h e x a n e )  t o  g i v e  5 0  

( 2 7 . 2  m g ,  1 5 % )  a s  a  w h i t e  a m o r p h o u s  s o l i d .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  

M H z ) :  δ  0 . 9 7  ( 6 H ,  s ) ,  1 . 2 1  ( 6 H ,  d ,  J  =  6 . 4  H z ) ,  1 . 4 3  ( 2 H ,  t ,  J  =  5 . 9  

H z ) ,  1 . 8 8 - 2 . 0 1  ( 2 H ,  m ) ,  2 . 3 9 - 2 . 6 0  ( 9 H ,  m ) ,  3 . 0 0 - 3 . 2 4  ( 4 H ,  m ) ,  3 . 7 9 -

4 . 0 1  ( 1 H ,  m ) ,  6 . 5 6  ( 1 H ,  b r  s ) ,  6 . 8 3  ( 2 H ,  d ,  J  =  8 . 7  H z ) ,  7 . 0 5 - 7 . 2 1  

( 3 H ,  m ) ,  7 . 3 8  ( 2 H ,  d ,  J  =  8 . 5  H z ) ,  7 . 7 0  ( 2 H ,  d ,  J  =  8 . 9  H z ) ,  8 . 0 4  

( 1 H ,  d d ,  J  =  9 . 1 ,  2 . 3  H z ) ,  8 . 1 3  ( 1 H ,  s ) .  A n a l .  C a l c d  f o r  

C 3 6 H 4 2 C l F 3 N 4 O 5 S 2 ･1 . 2 5 H 2 O :  C ,  5 4 . 7 4 ;  H ,  5 . 6 8 ;  N ,  7 . 0 9 .  F o u n d  C ,  

5 4 . 7 7 ;  H ,  5 . 4 9 ;  N ,  7 . 1 0 .  

N - ( ( 4 - ( ( ( 2 R ) - 4 - ( M o r p h o l i n - 4 - y l ) - 1 - ( p h e n y l s u l f a n y l ) b u t a n - 2 -

y l ) a m i n o ) - 3 -

( ( t r i f l u o r o m e t h y l ) s u l f o n y l ) p h e n y l ) s u l f o n y l ) b e n z a m i d e  ( 5 1 ) .   T o  

a  s o l u t i o n  o f  5 2  ( 5 0 0  m g ,  0 . 9 0 3  m m o l )  i n  D M F  ( 5 . 0  m L )  w a s  a d d e d  

b e n z o i c  a c i d  ( 1 4 3  m g ,  1 . 1 7  m m o l ) ,  E D C - H C l  ( 3 4 6  m g ,  1 . 8 1  m m o l )  

a n d  D M A P  ( 2 2 1  m g ,  1 . 8 1  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  r e a c t i o n  

m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 5  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  

p o u r e d  i n t o  s a t u r a t e d  a q u e o u s  N a H C O 3  s o l u t i o n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  

a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  

w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  

r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  s i l i c a  g e l  c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( e l u t e d  

w i t h  1 0 – 1 0 0 %  E t O A c  i n  h e x a n e  a n d  t h e n  3 %  M e O H  i n  E t O A c )  t o  

g i v e  5 1  ( 5 4 5  m g ,  9 2 % )  a s  a  y e l l o w  a m o r p h o u s  s o l i d .  1 H  N M R  

( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 7 6 - 2 . 1 4  ( 2 H ,  m ) ,  2 . 5 4 - 3 . 0 2  ( 4 H ,  m ) ,  3 . 2 1 -

3 . 4 2  ( 4 H ,  m ) ,  3 . 4 4 - 4 . 7 8  ( 4 H ,  m ) ,  3 . 9 6 - 4 . 1 1  ( 1 H ,  m ) ,  6 . 7 6  ( 1 H ,  d ,  J  

=  8 . 7  H z ) ,  6 . 9 3  ( 1 H ,  d ,  J  =  9 . 4  H z ) ,   7 . 1 5 - 7 . 4 7  ( 9 H ,  m ) ,  7 . 8 3 - 7 . 9 1  
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( 2 H ,  m ) ,  7 . 9 3 - 8 . 0 2  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 1 2  ( 1 H ,  d ,  J  =  2 . 1  H z ) .  A n a l .  C a l c d  

f o r  C 2 8 H 3 0 F 3 N 3 O 6 S 3 ･0 . 2 5 H 2 O :  C ,  5 0 . 7 8 ;  H ,  4 . 6 4 ;  N ,  6 . 3 4 .  F o u n d  C ,  

5 0 . 7 8 ;  H ,  4 . 6 3 ;  N ,  6 . 2 0 .  

Methyl 7 - (4 - (t er t-butoxycarbonyl) -2 -methylphenyl) -3 - (3- (naphthalen-1-

y loxy)propyl)pyrazolo[1 ,5 -a ]pyr id ine -2-carboxylate  ( 5 6 a ) .   T h e  m i x t u r e  

o f  4 7  ( 2 . 0 0  g ,  4 . 5 5  m m o l ) ,  t e r t - b u t y l  3 - m e t h y l - 4 - ( 4 , 4 , 5 , 5 -

t e t r a m e t h y l - 1 , 3 , 2 - d i o x a b o r o l a n - 2 - y l ) b e n z o a t e  ( 5 5 a ,  1 . 7 4  g ,  5 . 4 6  

m m o l ) ,  P d ( P P h 3 ) 4  ( 0 . 5 2 6  g ,  0 . 4 6  m m o l )  a n d  p o t a s s i u m  c a r b o n a t e  

( 1 . 5 7  g ,  1 1 . 4  m m o l )  i n  D M F  ( 1 2  m l )  w a s  s t i r r e d  1 6 0  ° C  f o r  1  h  

u n d e r  m i c r o w a v e  i r r a d i a t i o n .  T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  

s a t u r a t e d  a q u e o u s  N H 4 C l  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  

l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4  a n d  

c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  s i l i c a  g e l  

c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( s i l i c a  g e l ,  e l u t e d  w i t h  e l u t e d  w i t h  1 – 2 0 %  

E t O A c  i n  h e x a n e )  t o  g i v e  5 6 a  ( 1 . 5  g ,  6 0 % )  a s  a  y e l l o w  a m o r p h o u s  

s o l i d .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 5 9  ( 9 H ,  s ) ,  2 . 0 4  ( 3 H ,  s ) ,  

2 . 1 7 - 2 . 2 8  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 2 6 - 3 . 3 2  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 7 7  ( 3 H ,  s ) ,  4 . 1 7  ( 2 H ,  t ,  J  

=  5 . 9  H z ) ,  6 . 8 1 - 7 . 0 2  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 2 7  ( 1 H ,  d d ,  J  =  9 . 0 ,  6 . 9  H z ) ,  7 . 3 5 -

7 . 6 5  ( 5 H ,  m ) ,  7 . 8 2 - 7 . 9 3  ( 4 H ,  m ) ,  8 . 1 7 - 8 . 2 3  ( 1 H ,  m ) .  

Methyl  7- (4 -( tert -butoxycarbonyl) -2 ,6-d imethylphenyl) -3 - (3- (naphthalen-1-

y loxy)propyl)pyrazolo[1 ,5 -a ]pyr id ine -2-carboxylate  ( 5 6 b ) .   C o m p o u n d  

5 6 b  w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  4 7  a n d  5 5 b  b y  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  

f o r  5 6 a .  Y i e l d  1 7 % ,  a  c o l o r l e s s  o i l .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  

δ  1 . 5 8  ( 9 H ,  s ) ,  1 . 9 4  ( 6 H ,  s ) ,  2 . 1 7 - 2 . 2 6  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 2 3 - 3 . 3 1  ( 2 H ,  m ) ,  

3 . 7 5  ( 3 H ,  s ) ,  4 . 1 0 - 4 . 2 0  ( 2 H ,  m ) ,  6 . 8 3 - 6 . 9 7  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 0 6  ( 1 H ,  d d ,  J  
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=  8 . 9 ,  7 . 2  H z ) ,  7 . 2 5 - 7 . 5 7  ( 3 H ,  m ) ,  7 . 7 3  ( 2 H ,  s ) ,  7 . 8 2 - 7 . 9 1  ( 2 H ,  m ) ,  

7 . 9 8 - 8 . 0 5  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 1 9 - 8 . 2 8  ( 1 H ,  m ) .  

4- (2-(Methoxycarbonyl) -3- (3- (naphthalen-1-y loxy)propyl)pyrazolo[1 ,5 -

a ]pyr id in -7-y l ) -3-methylbenzoic  ac id  ( 5 7 a ) .   T o  a  s o l u t i o n  o f  5 6 a  ( 1 . 4 0  

g ,  2 . 5 4  m m o l )  i n  a c e t o n i t r i l e  ( 4 . 0  m l )  w a s  a d d e d  T F A  ( 2 0 . 0  m l ,  2 6 0  

m m o l )  a t  0  ° C .  T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  

f o r  2  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  n e u t r a l i z e d  w i t h  s a t u r a t e d  a q u e o u s  

N a H C O 3  a t  0  ° C  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  

s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  w a t e r  a n d  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  M g S O 4  a n d  

c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  s i l i c a  g e l  

c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h y  ( e l u t e d  w i t h  1 0 – 1 0 0 %  E t O A c  i n  h e x a n e )  t o  

g i v e  5 7 a  ( 1 . 0 0  g ,  8 0 % )  a s  a  w h i t e  a m o r p h o u s  s o l i d .  1 H  N M R  ( D M S O -

d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  2 . 0 4  ( 3 H ,  s ) ,  2 . 1 6 - 2 . 2 8  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 2 6 - 3 . 3 4  ( 2 H ,  m ) ,  

3 . 7 6  ( 3 H ,  s ) ,  4 . 1 7  ( 2 H ,  t ,  J  =  6 . 0  H z ) ,  6 . 9 0  ( 1 H ,  d ,  J  =  6 . 6  H z ) ,  

7 . 0 0  ( 1 H ,  d d ,  J  =  6 . 9 ,  1 . 2  H z ) ,  7 . 2 8  ( 1 H ,  d d ,  J  =  9 . 0 ,  6 . 8  H z ) ,  7 . 3 5 -

7 . 5 9  ( 5 H ,  m ) ,  7 . 8 1 - 7 . 9 9  ( 4 H ,  m ) ,  8 . 1 4 - 8 . 2 3  ( 1 H ,  m ) .  

4- (2-(Methoxycarbonyl) -3- (3- (naphthalen-1-y loxy)propyl)pyrazolo[1 ,5 -

a ]pyr id in -7-y l ) -3 ,5-d imethylbenzoic  ac id  ( 5 7 b ) .   C o m p o u n d  5 7 b  w a s  

s y n t h e s i z e d  f r o m  5 6 b  b y  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  f o r  5 7 a .  Y i e l d  

5 8 % ,  a  w h i t e  p o w d e r .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 9 5  ( 6 H ,  s ) ,  

2 . 1 7 - 2 . 2 6  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 2 4 - 3 . 3 1  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 7 5  ( 3 H ,  s ) ,  4 . 1 7  ( 2 H ,  t ,  J  

=  5 . 9  H z ) ,  6 . 8 6 - 7 . 0 0  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 2 5 - 7 . 6 0  ( 5 H ,  m ) ,  7 . 7 8  ( 2 H ,  s ) ,  7 . 8 2 -

7 . 9 2  ( 2 H ,  m ) ,  8 . 2 1 - 8 . 2 9  ( 1 H ,  m ) ,  1 3 . 0 3  ( 1 H ,  b r  s ) .  

 ( R ) - 7 - ( 2 - M e t h y l - 4 - ( ( ( 4 - ( ( 4 - m o r p h o l i n o - 1 - ( p h e n y l t h i o ) b u t a n - 2 -

y l ) a m i n o ) - 3 -

( ( t r i f l u o r o m e t h y l ) s u l f o n y l ) p h e n y l ) s u l f o n y l ) c a r b a m o y l ) p h e n y l ) -
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3 - ( 3 - ( n a p h t h a l e n - 1 - y l o x y ) p r o p y l ) p y r a z o l o [ 1 , 5 - a ] p y r i d i n e - 2 -

c a r b o x y l i c  a c i d  ( 5 9 ) .   T o  a  s o l u t i o n  o f  5 7 a  ( 5 0 . 0  m g ,  0 . 1 0  m m o l )  

i n  D M F  ( 2 . 0  m l )  w e r e  a d d e d  5 2  ( 4 4 . 9  m g ,  0 . 0 6 3  m m o l ) ,  E D C - H C l  

( 3 8 . 8  m g ,  0 . 2 0  m m o l )  a n d  D M A P  ( 2 4 . 7  m g ,  0 . 2 0  m m o l )  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  o v e r n i g h t .  

T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n t o  w a t e r  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  

E t O A c .  T h e  o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  

o v e r  N a 2 S O 4  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h i s  p r o d u c t  w a s  s u b j e c t e d  

t o  t h e  n e x t  r e a c t i o n  w i t h o u t  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n .  T o  a  s o l u t i o n  o f  

t h e  c r u d e  p r o d u c t  i n  T H F  ( 2 . 0  m l )  a n d  M e O H  ( 2 . 0  m l )  w a s  a d d e d  2  

M  N a O H  ( 0 . 5 0  m L ,  1 . 0 0  m m o l )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  m i x t u r e  

w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1  h .  T h e  m i x t u r e  w a s  

n e u t r a l i z e d  w i t h  1  M  H C l  a q .  a t  0  ° C  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  E t O A c .  T h e  

o r g a n i c  l a y e r  w a s  s e p a r a t e d ,  w a s h e d  w i t h  b r i n e ,  d r i e d  o v e r  N a 2 S O 4  

a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s i d u e  w a s  p u r i f i e d  b y  p r e p a r a t i v e  

H P L C  ( L - C o l u m n  2  O D S ,  e l u t e d  w i t h  H 2 O  i n  a c e t o n i t r i l e  c o n t a i n i n g  

0 . 1 %  T F A )  t o  g i v e  5 9  ( 5 0 . 3  m g ,  4 9 % )  a s  a  w h i t e  a m o r p h o u s  s o l i d .  

1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 7 1 - 2 . 0 6  ( 5 H ,  m ) ,  2 . 1 0 - 2 . 4 7  ( 8 H ,  

m ) ,  3 . 0 8 - 3 . 5 1  ( 8 H ,  m ) ,  3 . 9 8 - 4 . 1 1  ( 1 H ,  m ) ,  4 . 1 6  ( 2 H ,  t ,  J  =  5 . 8  H z ) ,  

6 . 8 1 - 6 . 9 4  ( 3 H ,  m ) ,  7 . 1 3 - 7 . 5 7  ( 1 1 H ,  m ) ,  7 . 7 1 - 7 . 9 2  ( 5 H ,  m ) ,  8 . 1 6 -

8 . 2 5  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 3 6 - 8 . 5 2  ( 2 H ,  m ) .  A n a l .  C a l c d  f o r  C 5 0 H 4 8 F 3 N 5 O 9 S 3 ･

2 H 2 O :  C ,  5 7 . 0 8 ;  H ,  4 . 9 8  N ,  6 . 6 6 .  F o u n d :  C ,  5 7 . 1 7 ;  H ,  4 . 8 1 ;  N ,  6 . 5 0 .  

( R ) - 7 - ( 4 - ( ( ( 4 - ( ( 4 - ( D i m e t h y l a m i n o ) - 1 - ( p h e n y l t h i o ) b u t a n - 2 -

y l ) a m i n o ) - 3 - n i t r o p h e n y l ) s u l f o n y l ) c a r b a m o y l ) - 2 - m e t h y l p h e n y l ) -

3 - ( 3 - ( n a p h t h a l e n - 1 - y l o x y ) p r o p y l ) p y r a z o l o [ 1 , 5 - a ] p y r i d i n e - 2 -

c a r b o x y l i c  a c i d  ( 6 0 ) .   C o m p o u n d  6 0  w a s  s y n t h e s i z e d  f r o m  5 7 a  a n d  
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5 8  b y  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  f o r  5 9 .  Y i e l d  5 2 % ,  a  y e l l o w  

a m o r p h o u s  s o l i d .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 9 2 - 2 . 1 3  ( 7 H ,  

m ) ,  2 . 1 6 - 2 . 2 5  ( 2 H ,  m ) ,  2 . 8 8 - 3 . 1 2  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 1 8 - 3 . 3 1  ( 4 H ,  m ) ,  3 . 4 6 -

3 . 7 4  ( 4 H ,  m ) ,  3 . 9 9 - 4 . 1 1  ( 1 H ,  m ) ,  4 . 1 6  ( 2 H ,  t ,  J  =  5 . 8  H z ) ,  6 . 6 8 -

7 . 0 6  ( 4 H ,  m ) ,  7 . 1 6 - 7 . 5 8  ( 1 1 H ,  m ) ,  7 . 7 5 - 7 . 9 1  ( 4 H ,  m ) ,  8 . 0 0  ( 1 H ,  d ,  

J  =  9 . 3  H z ) ,  8 . 1 1 - 8 . 2 4  ( 2 H ,  m ) ,  1 2 . 9 9  ( 1 H ,  b r  s ) .  H R M S - E S I  ( m / z ) :  

[ M  +  H ]  c a l c d  f o r  C 4 7 H 4 6 N 6 O 8 S 2 ,  8 8 7 . 2 8 9 1 ;  f o u n d .  8 8 7 . 2 8 9 8 .  

( R ) - 7 - ( 4 - ( ( ( 4 - ( ( 4 - ( D i m e t h y l a m i n o ) - 1 - ( p h e n y l t h i o ) b u t a n - 2 -

y l ) a m i n o ) - 3 - n i t r o p h e n y l ) s u l f o n y l ) c a r b a m o y l ) - 2 , 6 -

d i m e t h y l p h e n y l ) - 3 - ( 3 - ( n a p h t h a l e n - 1 - y l o x y ) p r o p y l ) p y r a z o l o [ 1 , 5 -

a ] p y r i d i n e - 2 - c a r b o x y l i c  a c i d  ( 6 1 ) .  C o m p o u n d  6 1  w a s  s y n t h e s i z e d  

f r o m  5 7 b  a n d  5 8  b y  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  f o r  5 9 .  Y i e l d  5 5 % ,  a  

y e l l o w  a m o r p h o u s  s o l i d .  1 H  N M R  ( D M S O - d 6 ,  3 0 0  M H z ) :  δ  1 . 7 1 - 2 . 0 1  

( 9 H ,  m ) ,  2 . 1 2  ( 6 H ,  s ) ,  2 . 1 7 - 2 . 4 5  ( 5 H ,  m ) ,  3 . 1 6 - 3 . 3 0  ( 2 H ,  m ) ,  3 . 9 7 -

4 . 2 1  ( 3 H ,  m ) ,  6 . 6 1 - 6 . 7 4  ( 1 H ,  m ) ,  6 . 8 2 - 6 . 9 1  ( 2 H ,  m ) ,  7 . 0 4 - 7 . 7 2  ( 1 3 H ,  

m ) ,  7 . 7 4 - 7 . 9 1  ( 2 H ,  m ) ,  8 . 2 2 - 8 . 3 0  ( 1 H ,  m ) ,  8 . 4 4 - 8 . 5 2  ( 2 H ,  m ) .   

H R M S - E S I  ( m / z ) :  [ M  +  H ]  c a l c d  f o r  C 4 8 H 4 8 N 6 O 8 S 2 ,  9 0 1 . 3 0 4 8 ;  f o u n d .  

9 0 1 . 3 0 4 8 .  

 

第三章の生物実験および共結晶X線解析  

 

T i m e - R e s o l v e d  F l u o r e s c e n c e  R e s o n a n c e  E n e r g y  T r a n s f e r  ( T R -

F R E T )  a s s a y .   G l u t a t h i o n - S - T r a n s f e r a s e  ( G S T )  t a g g e d  M c l - 1  

( G S T – M c l - 1 ) ,  G S T  t a g g e d  B c l - x L  ( G S T – B c l - x L )  w e r e  e x p r e s s e d  i n  

E . c o l i .  a n d  p u r i f i e d  u s i n g  a f f i n i t y  a n d  g e l - f i l t r a t i o n  

c h r o m a t o g r a p h y .  F l u o r e s c e i n i s o t h i o c y a n a t e  ( F I T C )  l a b e l e d  B i d  
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p e p t i d e  ( F - B i d )  w a s  s y n t h e s i z e d  b y  S c r u m  ( T o k y o ,  J a p a n ) .  F - B i d  

w a s  s y n t h e s i z e d  w i t h  t h e  s e q u e n c e  o f  F I T C - A h x -

E D I I R N I A R H L A Q V G D S M D R - O H .  Al l  pep t ide s  we re  d isso lved in  DMSO and  

s tocked a t  -30  °C un t i l  use .  The concent r a t ion  of  F -Bid  was  de te rmined  by 495 nm 

absorbance  of  the  con juga ted  FITC us ing  the  mola r  ex t inc t ion  coe ff ic ien t  of  

70 ,000  M − 1 cm − 1 .  T e r b i u m  l a b e l e d  a n t i - G S T  a n t i b o d y  ( T b - a n t i  G S T )  a n d  

D - P B S  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  L i f e  t e c h n o l o g i e s  ( C a r l s b a d ,  C A ) .  

T w e e n - 2 0  w a s  o b t a i n e d  f r o m  B i o - R a d  ( H e r c u l e s ,  C A ) .  T h e  o t h e r  

r e a g e n t s  w e r e  f r o m  W a k o  ( O s a k a ,  J a p a n ) .  T hroughout  th is  s tudy ,  TR -

FRET assay  was  per formed us ing  a ssay  buf fe r  (PBS  conta in ing  0 .01% (v /v)  Tween -

20  and 1  mM DTT) .  Tb -an t i  GST and  Mc l -1 or  Bc l -xL were  mixed  and  incuba ted  

for  ove r  1  h .  The  premix  was  added  to  the a ssay  buf fe r  con ta in ing  F -Bid  and 

va r ious  concent ra t ions  of  inh ib i to r  in 384 -we ll  whi te  f la t -bo t tom p la te s ( G r e i n e r  

B i o - o n e  I n c . ,  F r i c k e n h a u s e n ,  G e r m a n y ) .  Subsequent ly ,  the  p la te  was 

incuba ted  for  2  h  a t  room tempera ture  and  FRET s igna l  was  measured  us ing  a n  

E n v i s i o n  r e a d e r  ( P e r k i n  E l m e r ,  W a l t h a m ,  M A ) .  T h e  s o l u t i o n  i n  e a c h  

w e l l  w a s  e x c i t e d  w i t h  a  l a s e r  ( λ  =  3 3 7  n m )  o r  a  f l a s h  l a m p  t h r o u g h  

a n  e x c i t a t i o n  f i l t e r  ( U V 2  ( T R F )  3 2 0 ,  ( P e r k i n  E l m e r ) )  a n d  

f l u o r e s c e n c e  s i g n a l s  f r o m  t e r b i u m  ( T b )  a n d  F I T C  w e r e  d e t e c t e d  

u s i n g  e m i s s i o n  f i l t e r s  ( E m i s s i o n  5 2 0  ( P e r k i n  E l m e r )  f o r  F I T C  a n d  

C F P  4 8 6  ( P e r k i n  E l m e r )  f o r  T b ) .  The  inh ib i to ry  ac t iv i t ie s  o f  compounds  

aga ins t  Mc l -1 and Bc l -xL were  measured a t the  concent ra t ion  of  F -Bid  a lmost  

equa l  to  K d  ( 35  nM for  Mc l-1  and  10  nM for  Bc l -xL) .  The  f ina l  concen t ra t ion  of  

Tb-an t i  GST,  Mc l -1 ,  and  Bc l -xL were  1 ,  1 .2  and  2  nM,  r e spec t ive ly .  The  va lues  o f  

0% and  100% inh ib i t ion  con t ro l  we re  se t  to the  FRET ra t io  in  the  p re sence  and  

absence of  Mc l -1  or  Bc l -xL,  r e spec t ive ly .  A l l  a ssays we re  pe rformed wi th 2  
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r ep l ica te s  o f  each  inh ib i to r  concen t ra t ion and  IC 5 0  was  de te rmined  us ing  a  

s igmoida l  dose - re sponse  curve  us ing  GraphPad  Pr ism ( G r a p h P a d ,  C A ) .  

C r y s t a l l o g r a p h y .   H u m a n  M c l - 1  g e n e  e n c o d i n g  r e s i d u e s  1 7 2 – 3 2 7  

w a s  c l o n e d  i n t o  a  p G E X - 6 P - 1  v e c t o r  t o  a c q u i r e  a  G S T  t a g  w i t h  a  

c o n t a i n i n g  P r e S c i s s i o n  p r o t e a s e  s i t e  a t  t h e  N - t e r m i n u s .  S o l u b l e  

M c l - 1  p r o t e i n  w a s  e x p r e s s e d  i n  E .  c o l i  B L 2 1  ( D E 3 )  c e l l s .  C e l l s  w e r e  

g r o w n  a t  3 7  ° C  i n  2 x Y T  a n d  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  i n d u c e d  b y  1  

m M  I P T G  a t  1 6  ° C  f o r  1 6  h o u r s .  C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  l y s e d  b y  

s o n i c a t i o n .  C e l l  d e b r i s  w a s  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 0 , 0 0 0  ×  

g  f o r  3 0  m i n .  T h e  M c l - 1  p r o t e i n  w a s  p u r i f i e d  f r o m  t h e  s o l u b l e  

f r a c t i o n  o f  t h e  c e l l  l y s a t e  b y  G S T  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y .  T h e  H i s  

t a g  w a s  r e m o v e d  b y  i n c u b a t i o n  w i t h  P r e S c i s s i o n  p r o t e a s e  a n d  t h e  

p r o t e i n  w a s  p u r i f i e d  b y  a  c a t i o n - e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y .  T h e  

p e a k  f r a c t i o n  w a s  f u r t h e r  p u r i f i e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  

i n  a  b u f f e r  c o n t a i n i n g  2 0  m M  T r i s  p H  7 . 5 ,  1 5 0  m M  N a C l  a n d  1  m M  

D T T .  T h e  p u r i f i e d  p r o t e i n s  w e r e  c o n c e n t r a t e d  b y  u l t r a f i l t r a t i o n  t o  

a  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0  m g / m l .  

H u m a n  B c l - x L  g e n e  e n c o d i n g  a m i n o - a c i d  r e s i d u e s  1 – 2 0 9  w i t h  a n  

i n t e r n a l  d e l e t i o n  f o r  r e s i d u e s  4 5 – 8 4  w a s  c l o n e d  i n t o  a  p E T - 2 1 a  

v e c t o r  t o  a c q u i r e  a  h e x a - h i s t i d i n e  t a g  a t  t h e  C - t e r m i n u s .  S o l u b l e  

B c l - x L  p r o t e i n  w a s  p r o d u c e d  i n  E .  c o l i  B L 2 1  ( D E 3 )  c e l l s .  C e l l s  

w e r e  g r o w n  a t  3 7  ° C  i n  2 x Y T  a n d  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w a s  i n d u c e d  

b y  1  m M  I P T G  a t  3 0  ° C  f o r  1 6  h .  C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a n d  r a p i d l y  

f r o z e n  f o r  s t o r a g e  a t  − 8 0  ° C .  T h e  t h a w i n g  c e l l  p e l l e t s  w e r e  

s u s p e n d e d  a n d  l y s e d  w i t h  a  h i g h - p r e s s u r e  f l u i d s  p r o c e s s o r .  T h e  B c l -

x L  p r o t e i n  w a s  p u r i f i e d  f r o m  t h e  s o l u b l e  f r a c t i o n  b y  N i  a f f i n i t y  
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c h r o m a t o g r a p h y .  T h e  p r o t e i n  w a s  f u r t h e r  p u r i f i e d  b y  s i z e  e x c l u s i o n  

c h r o m a t o g r a p h y  i n  a  b u f f e r  c o n t a i n i n g  2 5  m M  T r i s  p H  8 . 0 ,  1 5 0  m M  

N a C l  a n d  0 . 5  m M  D T T .  T h e  p u r i f i e d  p r o t e i n s  w e r e  c o n c e n t r a t e d  u p  

t o  1 5  m g / m l  b y  u l t r a f i l t r a t i o n  a n d  f l a s h - f r o z e n  i n  l i q u i d  n i t r o g e n  

f o r  s t o r a g e  a t  − 8 0  ° C .  

T h e  P r o t e i n s  w e r e  c o m p l e x e d  b y  i n c u b a t i o n  o f  w i t h  a  3 - f o l d  m o l a r  

e x c e s s  o f  c o m p o u n d  o n  i c e  f o r  a  f e w  h o u r s  p r i o r  t o  c r y s t a l l i z a t i o n  

e x p e r i m e n t s .  C r y s t a l s  o f  M c l - 1  c o m p l e x e d  w i t h  c o m p o u n d  3 9  g r e w  

a g a i n s t  a  r e s e r v o i r  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  0 . 1  M  T r i s  p H  8 . 0 ,  0 . 2  M  

s o d i u m  i s o t h i o c y a n a t e ,  2 0 %  P E G  3 3 5 0  a t  2 0  ° C ,  b y  t h e  s i t t i n g  d r o p  

v a p o r  d i f f u s i o n  m e t h o d .  C r y s t a l s  o f  M c l - 1  w i t h  c o m p o u n d  6 0  w e r e  

g r o w n  f r o m  a  r e s e r v o i r  c o n t a i n i n g  0 . 1  M  B i s - t r i s  p H  6 . 5 ,  2 2 %  P E G  

3 3 5 0  a t  2 0  ° C ,  w h e r e a s  c r y s t a l s  o f  B c l - x L  c o m p l e x e d  w i t h  c o m p o u n d  

6 0  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  a  r e s e r v o i r  s o l u t i o n  o f  0 . 1  M  N a - K  p h o s p h a t e  

p H  6 . 5 ,  0 . 7 2  M  s o d i u m  m a l o n a t e  p H  7 . 0 ,  0 . 8 4 %  M E G A - 8  a t  2 0  ° C .  

P r i o r  t o  d a t a  c o l l e c t i o n ,  c r y s t a l s  w e r e  i m m e r s e d  i n  t h e  r e s e r v o i r  

s o l u t i o n  w i t h  a d d i t i o n  o f  a  c r y o p r o t e c t a n t  s u c h  a s  P E G  3 3 5 0 ,  

e t h y l e n e  g l y c o l  o r  g l y c e r o l  a n d  w e r e  f l a s h - f r o z e n  i n  l i q u i d  n i t r o g e n .  

D i f f r a c t i o n  d a t a  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  a  s i n g l e  c r y s t a l  u s i n g  t h e  C C D  

d e t e c t o r  Q u a n t u m  2 7 0  ( A D S C )  a t  b e a m l i n e  N E 3 A ,  Q u a n t u m  2 1 0  

( A D S C )  a t  b e a m l i n e  N W 1 2 A  o f  P h o t o n  F a c t o r y  ( K E K ,  J a p a n )  o r  

Q u a n t u m  3 1 5  ( A D S C )  a t  b e a m l i n e  5 . 0 . 3  o f  t h e  A d v a n c e d  L i g h t  

S o u r c e  ( B e r k e l e y ,  C A )  u n d e r  a  1 0 0  K  n i t r o g e n  c r y o s t r e a m .  T h e  d a t a  

w e r e  r e d u c e d  a n d  s c a l e d  w i t h  H K L 2 0 0 0 . 6 6 )  T h e  s t r u c t u r e s  w e r e  

s o l v e d  b y  t h e  m o l e c u l a r  r e p l a c e m e n t  m e t h o d  w i t h  M o l r e p 7 2 )  o f  t h e  

C C P 4  p r o g r a m  s u i t e s 7 0 )  u s i n g  t h e  M c l - 1  o r  B c l - x L  s t r u c t u r e s  ( P D B  
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c o d e :  2 P Q K  o r  2 Y X J )  a s  a  s e a r c h  m o d e l .  T h e  s t r u c t u r e s  w e r e  r e f i n e d  

t h r o u g h  a n  i t e r a t i v e  p r o c e d u r e  u t i l i z i n g  R E F M A C 7 3 )  f o l l o w e d  b y  

m o d e l  b u i l d i n g  i n  C O O T . 7 4 )  T h e  d i c t i o n a r y  f i l e s  f o r  t h e  l i g a n d s  

w e r e  p r e p a r e d  u s i n g  A F I T T  ( O p e n E y e  S c i e n t i f i c  S o f t w a r e ) .  T h e  

f i n a l  m o d e l s  w e r e  v a l i d a t e d  u s i n g  M o l p r o b i t y . 7 1 )  C r y s t a l l o g r a p h i c  

p r o c e s s i n g  a n d  r e f i n e m e n t  s t a t i s t i c s  a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  1 0 .  

A l l  s t r u c t u r a l  f i g u r e s  w e r e  g e n e r a t e d  u s i n g  P y M O L .  
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Table  10 .   Da ta  co l lec t ion  and  r ef inement  s ta t i s t ic s  

Crys ta l  Mc l -1 /39  Mc l -1 /60  Bc l -xL/60  

Data  co l lect ion  

Beamline  NE3A (PF)  NW12A (PF)  5 .0 .3  (ALS)  

Space  group P2 1  P1  I23  

Uni t  c e l l  d imens ions  

a ,  b ,  c  (Å)  38 .2 ,  133 .8 ,  58 .2 37 .3 ,  65 .5 ,  97 .8 152 .7 ,  152 .7 ,  152 .7 

α ,  β ,  γ  ( °)  90 ,  89 .9 ,  90 101 .9 ,89 .8 ,  99 .3 90 ,  90 ,  90 

Reso lu t ion  (Å)  
50–1 .90   (1 .93–

1 .90)  

50–2 .15  (2 .19–

2 .15)  

50–2 .45  (2 .49–

2 .45)  

Obse rved  

r e f lec t ions 
142808 97993  120900 

Unique  re f lec t ions  41960  46298  21817  

Redundancy 3 .4  (3 .1 )  2 .1  (2 .1 )  5 .5  (5 .6 )  

Comple teness  (%) 91 .3  (93 .7)  95 .0  (95 .7)  99 .9  (100 .0 )  

I /σ  18 .8  (1 .9 )  12 .1  (1 .8 )  22 .4  (2 .0 )  

R s y m
a  0 .072  (0 .524)  0 .081  (0 .481)  0 .072  (0 .892)  

R p i m
a  0 .045  (0 .337)  0 .074  (0 .443)  0 .034  (0 .335)  

CC 1 / 2
b  0 .996  (0 .616)  0 .993  (0 .643)  0 .998  (0 .754)  

Molecu le s  in  ASU 4  6  2  

Ref inement  

Reso lu t ion  (Å)  
40–1 .90  (1 .95–

1 .90)  

40–2 .15  (2 .20–

2 .15)  

40–2 .45  (2 .52–

2 .45)  

Re f lec t ions  39802  43840  20655  

R w o r k
c  0 .243  (0 .292)  0 .211  (0 .238)  0 .196  (0 .285)  

R f r e e
c  0 .291  (0 .316)  0 .283  (0 .368)  0 .238  (0 .295)  

Number  of  a toms    

Pro te in  4735  7291  2228  

Ligand/Ion  140  378  136  

Wate r  79  138  5  

Ave rage  B f ac tor  

(Å 2 ) d  
38 .1  39 .0  67 .7  

Rms dev ia t ion  f rom idea l  geome try  

bond  leng ths  (Å)  0 .010  0 .009  0 .008  

bond  angle s  ( °)  1 .428  1 .443  1 .455  

Ramachandran  p lo t  (%) e  

Pre fer red  reg ions  96 .8  96 .3  97 .1  

Al lowed reg ions  2 .8  3 .0  2 .2  

Out l ie r s 0 .4  0 .7  0 .7  
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PDB code 3WIX 3WIY 3WIZ 

a R s y m =Σ hΣ i | I ( h ) i –<I (h)> | /Σ h Σ i <I (h)> ,  where  <I (h)>  i s  the  mean  in tens i ty  o f  

symmetry - re la ted  re f lec t ions .  R p i m =Σ h [1 / (N-1) ] 1 / 2 Σ i | I ( h ) i –<I (h)> | /Σ hΣ i <I (h)> .  

b CC1/2 ,  Pea r son  corr e la t ion  coe ff ic ien t  be tween  independent ly  merged  ha lves o f  

the  da ta  se t .  c R w o r k =Σ | |F o b s | – |F c a l c | | /Σ |F o b s | .  R f r e e  was  ca lcu la ted  for  r andomly  

chosen 5% of  re f lec t ions  exc luded  f rom ref inement .  d B-fac tor  inc lude s  

con t r ibu t ions  f rom TLS pa rame ter s .  e Calcu lated  wi th  Coot .  Va lues  in  paren these s  

a r e  fo r  the  h ighes t  r e so lu t ion  she l l .  
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