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第第1章章  がんがんの低酸素環境における低酸素誘導因子の働きの低酸素環境における低酸素誘導因子の働き 

 

1-1 がんと低酸素 

 

世界のがんによる死亡数は年間820万人と推定され、その数は毎年増え続けていくと予想

されている。日本でも死因の第1位はがんであり、がんによる死亡数は2013年で36.5万人

と推計され年々増加傾向にある。今後もこの増加は続くと予測されるため、がん治療の研

究は重要になってくるといえる。 

がん組織と正常組織を比較すると、正常組織では血管網が発達しているため栄養や酸素が

十分に供給されているが、がん組織ではがん細胞の増殖が血管網の発達よりも速いために

血管の発達が未熟となる。また、がん組織で誘導される新生血管網は無秩序で、脆弱なも

のとなる。その結果としてがん組織内に形成された血管は通常組織における血管と比べ、

働きが不十分になっている 1。したがって血流によって送られる栄養や酸素ががん組織に十

分に送達されず、その結果としてがん組織においては低酸素環境が存在している。 

細胞の低酸素ストレス反応として、解糖系の活性化や血管新生の誘導が起こることが知ら

れており、これらの反応はがん細胞においても同様に起こっている。しかし、がん細胞は

解糖系やオートファージの亢進によって低酸素・低栄養状態においても生存を可能にして

いる 2。 
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1-2 低酸素誘導因子の働き 

 

低酸素環境特異的に抗腫瘍効果を発揮する薬剤の開発において、注目されている標的タン

パク質の1つが HIF（hypoxia-inducible factor）-1である。HIF-1は酸素依存的分解領域を有

する αサブユニットと、細胞内で恒常的に安定して発現している βサブユニットが複合体

を形成することで転写因子として働くタンパク質である 3, 4。 

HIF-αには現在、HIF-1α5、HIF-2α6、HIF-3α7 の3つのアイソフォームが知られており HIF-1α

はがん細胞を含めほぼ全身に発現している。 HIF-1αのタンパク質は、2つの転写活性化ド

メインである NAD（N-terminal transactivation domain）と CAD（C-terminal transactivation 

domain）、酸素依存性分解ドメインである ODDD（oxygen-dependent degradation domain）、

HIF-1βとの複合体形成時に必要な bHLH（basic helix–loop–helix）と PAS（Per-Arnt-Sim 

homology） ドメインを有している。ODDDが HIF-1α特異的なプロリン水酸化酵素である

PHDs（prolyl hydroxylases）によって水酸化されることで分解へと導かれ、CADのアスパラ

ギン残基がFIH（factor inhibiting HIF）によって水酸化されることで転写のコアクチベータ

であるp300との複合体形成が抑制される。これによってHIF-1αの転写は制御されている8。 

 

 

Figure 1-1. HIFタンパク質の構造と制御機構 
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HIF-1αは細胞内で恒常的に発現しているタンパク質であるが、有酸素環境下ではHIF-1αの

ODDDのP402とP564がPHDsによって水酸化される。これによってHIF-1αがVHL（von 

Hippel–Lindau）E3ユビキチンリガーゼ複合体を形成し、その結果ポリユビキチン化を経て

26Sプロテアソームによって分解される 9, 10。このHIF-1αタンパク質の分解は非常に速いた

め、有酸素環境下においては安定して発現できず、転写因子として働くことはできない。 

しかし、PHDの活性は酸素依存的であるため、低酸素環境ではPHD活性が低下することに

よってHIF-1αの分解が止まり、細胞質に安定に存在するようになる。安定化されたHIF-1α

は核内に移行し、HIF-1βと複合体を形成することで転写コアクチベータ P300とともに遺

伝子上の低酸素応答領域であるHREs（hypoxia response elements）に結合し、遺伝子の発現

を誘導する転写因子として働く。 

 

 

Figure 1-2. HIF-1αタンパク質の分解および安定化経路  
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HIF-1αによって推定60を超える遺伝子の発現が誘導される。HIF-1αによって発現する主な

遺伝子をFigure 1-3に示した。Cyclin G2、IGF（Insulin-like growth factor）、TGF（transforming 

growth factor）などの増殖因子や、ADM（adrenomedullin）やNOS（nitric oxide synthase）に

よる血管拡張作用が誘導されることで細胞増殖や生存につながる。GLUT（glucose 

transporter）、HK（hexokinase）、ENO（enolase）、PGK（phosphoglycerate kinase）、LDHA（lactate 

dehydrogenase A）、PKM（pyruvate kinase M）、PKFL（phosphofructokinase L）などの発現の

亢進によって細胞内での糖代謝によるエネルギー産生が促進される。VEGF（vascular 

endothelial growth factor）、ENG（endoglin）、LEP（leptin）などの発現が亢進されることで血

管新生が誘導される。LOX（lysyl oxidase）11、CXCR4（C-X-C chemokine receptor type 4）、

MMP2（matrix metalloproteinase 2）などの発現によって浸潤や転移が促進される。これら以

外にもEPO（erythropoietin）による赤血球新生、MDR1（multidrug resistance 1）による薬物

排出の亢進なども誘導される 12-17。がん組織内の低酸素環境下で HIF-1αが働き、これらの

遺伝子が発現することでがん細胞の更なる増殖だけでなく、がんの浸潤や転移、解糖系に

よるエネルギー産生の亢進、薬剤耐性などが誘導されるため、がんの悪性化にHIF-1αが深

く関与していると考えられる。実際に多くの種類の腫瘍内でHIF-1αの過剰発現が確認され

ている 18-23。 

 

Figure 1-3. HIF-1αにより発現される遺伝子とその働き 
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1-3 HIF-1阻害剤 

 

現在報告されている HIF-1αの阻害剤としては、HIF-1αの mRNAからの翻訳を阻害するこ

とで HIF-1αタンパク質の発現量を減少させ、その結果 HIF-1の転写活性を阻害する

Topotecan24、リンゴ酸脱水素酵素の阻害によって局所的な酸素分圧を上げることで HIF-1α

タンパク質の分解を促進する LW625-27、HIF-1αタンパク質の安定化に関与している HSP

（Heat Shock Protein）90を阻害することで HIF-1αタンパク質を不安定化させ分解に導く

17AAG28、当研究室で開発された HSP60を阻害する GN2636129, 30、HIF-1 と転写コアクチ

ベータ P300 との相互作用を阻害することによって HIF-1 転写活性を抑制する YC-131, 32、

HIF-1αとHIF-1βの二量体形成を阻害するAcriflavine33などがある。（Figure 1-3）。 

 

 

Figure 1-3. HIF-1阻害剤の作用機序 
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その他にもHIF-1αタンパク質の合成を阻害するDigoxin34やHIF-1αタンパク質の安定化を

阻害するPX-47835などが報告されている。また、ドクダミ科のSaururus cernuus L から単離

された天然物であるmanassantin Aが強力なHIF-1阻害剤として報告されている 36。近年こ

のmanassantin Aを基にした構造活性相関研究によってmanassantin AよりもHIF-1阻害活性

の強いLXY6006が報告された 37。また、経口投与可能なHIF-1阻害剤であるアダマンタン

を有する化合物なども報告されている 38。しかしながらこれらの化合物はいずれも詳細な作

用機序は解明されていない。 

 

 

Figure 1-4. HIF-1阻害剤の構造 
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1-4 研究目的 

 

このように、がんの悪性化に関わっているHIF-1αは、がん治療の分子標的として注目され

ており、その転写活性を阻害する薬剤の開発が行われている 39-41。しかしながら、報告され

ているHIF-1の阻害剤は作用機序が明らかになっていないものもあり、HIF-1の転写の制御

機構には未解明の部分があると考えられる。 

以上の事から本研究ではHIF-1を標的とした阻害剤の開発だけでなく、その詳細な作用機序

の解明も行うこととした。 
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第第2章章  インデノピラゾール骨格を有するインデノピラゾール骨格を有するHIF-1阻害剤の阻害剤の 

開発と生物活性評価開発と生物活性評価 

 

2-1 インデノピラゾール骨格を有する HIF-1α 阻害剤の分子設計と合成 

 

2-1-1 分子設計 

 

当研究室ではVEGFR（VEGF receptor）チロシンキナーゼ阻害剤であるAAL993、SU5416、

KRN663がAktやERKのリン酸化シグナルを阻害することでHIF-1の転写を阻害すること

を既に報告している 1。 

またVEGFRチロシンキナーゼ阻害剤としてインデノピラゾール化合物を報告している 2。

これら2つの報告から、インデノピラゾール化合物もAAL993など他のVEGFRチロシンキ

ナーゼ阻害剤と同様にHIF-1転写阻害活性を示すのではないかとの仮説を立て、研究室のイ

ンデノピラゾール化合物ライブラリーを用いたHIF-1阻害剤のスクリーニングを行った。そ

の結果、新たなHIF-1阻害剤としてGN02707を見出した。 

しかしながら、インデノピラゾール化合物 GN02707は Figure 2-1に示すように、化合物 1

からのアセトフェノンとの反応によるトリケトン体 2への合成において収率が 10%程度と

低く、さらに、トリケトン体 2からインデノピラゾール骨格を形成する際、位置異性体が

生じるため単離・精製の点で問題があった 3。 
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Figure 2-1. GN02707の合成方法 

 

そこで類似の骨格を持ち、構造展開の容易なインデノピラゾール化合物 4に着目した。化

合物4はPDGFR (platelet-derived growth factor receptor) チロシンキナーゼ阻害剤として報告

された骨格であり、この構造は化合物5と6からワンポットで合成することができる 4。そ

のため、2つのユニットをそれぞれチューニングすることで構造の多様化を効率的に行うこ

とができる（Figure 2-2）。 

以上の事から、化合物4を基本骨格とした誘導体を合成し、HIF-1阻害活性に対する構造活

性相関研究を行うこととした。 

 

 

Figure 2-2. GN02707から化合物4への骨格変換と逆合成解析 
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2-1-2 インデノピラゾール化合物の合成 

 

Scheme 2-1に示すように、R1部位に様々な置換基を有するインダノン誘導体5a-gとフェニ

ルイソチオシアナート 6aにリチウムヘキサメチルジシラザン（LiHMDS）とヒドラジンを

作用さることで、でR1部位に置換基を有するインデノピラゾール化合物4a-gを合成した4。 

フェニルイソチオシアナート誘導体はアニリン化合物7に対してTetramethylthiuram Disulfid

を作用させることで中間体8とし、続く塩酸処理でフェニルイソチオシアナート6fを合成

した 5。 

合成したフェニルイソチオシアナート誘導体6b-fと1-インダノン5aとを反応させることで

R2部位に様々な置換基を導入したインデノピラゾール化合物4h-lを合成した 4。 

 

Scheme 2-1インデノピラゾール誘導体の合成 

 

Reagents and conditions: (a) LiHMDS, THF, R.T. (b) H2NNH2
.H2O, AcOH, reflux. (c) 

Tetramethylthiuram Disulfide, EtOH, reflux. (d) conc HClaq, reflux. 
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2-2 HIF-1α 転写抑制と 細胞増殖抑制作用の解析 

 

HIF-1 の結合領域であるHRE を繋いだプロモーターの下流にホタルルシフェラーゼを繋

いだレポータープラスミドと、内部標準としてCMV（Cytomegalovirus）プロモーターの下

流にウミシイタケルシフェラーゼをつないだレポータープラスミドの2つを安定に保持し

たヒト子宮頸がん細胞（HeLa）を作成した。このHeLa細胞を用いて合成したインデノピラ

ゾール化合物のHIF-1α転写阻害活性評価を行った。 

また、細胞増殖抑制作用はMTT（3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide）

を用いて評価を行った。MTTは水溶液の状態では黄色の溶液だが細胞内に取り込まれると

ミトコンドリア内での還元作用によって非水溶性のホルマザン色素として析出する（Figure 

2-3）。 

 

Figure 2-3. MTTと還元体であるホルマザン色素の構造 

 

この還元反応はミトコンドリアが働いている細胞、つまり生細胞の中で起きるため、この

ホルマザン色素をDMSO（Dimethyl sulfoxide）に溶かし、595 nmにおける吸光度を測定す

ることで生細胞の数を測定し、その値から細胞増殖抑制作用のIC50を算出した。 

比較対象としてはHIF-1阻害剤として広く使用されているYC-1とCAY10585を用いた。低

酸素環境下（酸素濃度1%）においてHREルシフェラーゼ安定発現HeLa細胞を用いたレポ

ータジンアッセイと、HCT116（ヒト大腸がん由来細胞）、HepG2（ヒト肝がん由来細胞）、

PC3（ヒト前立腺がん由来細胞）、HeLa（ヒト子宮頸がん由来細胞）を用いた MTT アッセ

イによって合成したインデノピラゾール化合物の生物活性評価を行った。（Table 2-1 ）。 
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Table 2-1. インデノピラゾール誘導体によるHIF-1α転写抑制(a)と細胞増殖抑制作用(b) 

 

(a)HERを安定発現させたHela細胞に低酸素環境下（酸素濃度1 %）においてインデノピラ

ゾール誘導体で12時間処理した後に、luciferase assayを用いて測定した。 

(b)4種の細胞に対して様々な濃度のインデノピラゾール誘導体で3日間処理した後にMTT 

assayを用いて細胞増殖抑制作用を測定した。

HRE-Luc IC50 (μM)

HCT116 HepG2 PC3 HeLa HeLa

4a 17.5 ± 2.3 24.2 ± 6.5 >30 17.6 ± 1.8 >30

4b 2.34 ± 0.01 5.2 ± 1.7 21.7 ± 4.9 1.62 ± 0.06 >30

4c <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 >30

4d 1.54 ± 1.9 15.4 ± 1.3 >30 13.4 ± 1.3 >30

4e 0.57 ± 0.04 0.75 ± 0.05 3.2 ± 0.5 0.57 ± 0.02 >30

4f <0.1 0.24 ± 0.01 0.72 ± 0.09 <0.1 >30

4g 5.2 ± 0.7 11.2 ± 0.2 22.3 ± 2.3 8.5 ± 0.4 >30

4h 3.1 ± 0.2 9.1 ± 1.2 28.8 ± 2.2 2.62 ± 0.02 1.4 ± 0.6

4i 2.2 ± 0.2 6.8 ± 1.3 >30 2.9 ± 0.1 6.1 ± 0.4

4j 0.73 ± 0.03 3.8 ± 0.7 >30 1.81 ± 0.08 3.2 ± 0.6

4k 6.9 ± 0.4 12.7 ± 0.9 23.7 ± 2.8 5.8 ± 0.4 0.27 ± 0.07

4l 2.1 ± 0.1 3.7 ± 0.3 25.4 ± 2.1 1.84 ± 0.02 0.014 ± 0.006

- - - - 1.5 ± 0.7

- - - - 21 ± 0.9

YC-1

CAY10585

Compound
IC50 viability (μM)
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活性評価の結果をTable 2-1に示した。この結果から無置換のインデノピラゾール化合物4a

やインデノピラゾール骨格のR1部位に置換基を導入した化合物4b-gではHIF-1α転写阻害

活性を示さないことが明らかとなった。しかし、興味深いことにこれらの化合物の中で6

位にメトキシ基を導入した化合物4cと4fが非常に強い細胞増殖抑制作用を示した。また、

この細胞増殖抑制作用は化合物4gのような環化させた場合には活性が著しく低下した。こ

の活性の低下は環化によって立体が固定化されたことが原因と考えられる。 

一方でR2部位に置換基を導入した化合物ではHIF-1阻害活性を示すことが明らかとなった。

1置換や2置換体である化合物4h-jが数μMの濃度範囲でHIF-1阻害活性を示した。これは

既存のHIF-1阻害剤であるYC-1とCAY10585のHIF-1阻害活性と比較するとCAY10585よ

りも約10倍活性が高く、YC-1とほぼ同等の活性を示した。さらにジメトキシ基を環化させ

た化合物4kでは4h-jよりも活性が向上し、特にエチレンジオキシ基によって環化させた化

合物4lがIC50 = 14 nMとYC-1、CAY10585と比較して約100-1000倍強いHIF-1阻害活性を

示すことが明らかとなった。 
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2-3 インデノピラゾール化合物4lの作用機序解明 

2-3-1 化合物4lによるHIF-1αタンパク質の安定化への影響 

 

構想活性相関研究より化合物4lが最も強力なHIF-1阻害活性を示すことが明らかとなった。

そのため、化合物4lによるHIF-1転写阻害の作用機序解明を行うこととした。まず、化合

物4lによるHIF-1αタンパク質の安定化への影響をウェスタンブロットによって解析した。

コントロール薬剤として用いているCAY10585は報告されている通りHIF-1αタンパク質を

分解へと導くことが確認できたが、化合物4lではそのような作用は全く観察されなかった。

しかし、HIF-1αによって発現が亢進されるVEGFのmRNA量をRT-PCR法によって解析し

たところ、化合物4lによる濃度依存的な阻害が見られた。このことから化合物4lはHIF-1α

タンパク質が安定化された以降の段階で作用していることが明らかとなった。 

 

 

Figure 2-4. インデノピラゾール化合物4lによるHIF-1αタンパク質とmRNAへの影響 

CAY10585もしくは化合物4lを図示した濃度でHeLa細胞に暴露し、低酸素環境下において

4時間培養した。(a) HIF-1αタンパク質の発現量は抗HIF-1α抗体を用いたウェスタンブロット

によって解析した。CAY10585はHIF-1αタンパク質発現を抑えるコントロール薬剤として使

用し、tubulinを内部標準として使用した。(b) HIF-1α、VEGFのmRNAレベルをRT-PCRに

よって解析した。内部標準としてはGAPDH（glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase）を

用いた。 
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2-3-2 化合物4lによるHIF-1αタンパク質の核内移行への影響 

 

化合物4lはHIF-1αタンパク質が安定化された以降の段階で作用していることが明らかとな

ったため、化合物4lによるHIF-1αタンパク質の核内移行への影響を免疫染色法によって解

析した。NormoxiaではHIF-1αタンパク質は分解されるため局在は観測されないが、Hypoxai

ではHIF-1αタンパク質は安定化され核内へ移行するため核内に局在が観測された。

CAY10585で処理した場合はHIF-1αタンパク質は分解されているため局在は観測できなくな

った。しかしながら化合物4lで処理した場合、HIF-1αタンパク質は核内に移行しているこ

とが観察された。このことから、化合物4lで処理してもHIF-1αタンパク質の核内移行は阻

害されないことが明らかとなった。 

 

Figure 2-5. インデノピラゾール化合物4lによるHIF-1αタンパク質の核内移行への影響 

HIF-1αタンパク質の局在を抗HIF-1α抗体を用いた免疫染色によって解析した。細胞核はDAPI

（4',6-diamidino-2-phenylindole）によって染色した。染色後、蛍光顕微鏡を用いてそれぞれ

の蛍光の局在を観測した。 
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2-3-3 化合物4lによるHIF-1αとHIF-1βの二量体形成への影響 

 

化合物4lで処理してもHIF-1αタンパク質の核内移行は阻害されないことが明らかとなった

ため、最後にHIF-1αとHIF-1βの二量体形成への影響について免疫沈降法を用いて解析した。 

化合物4lで処理した場合にHIF-1αとHIF-1βのタンパク質の発現量に影響は見られないこと

が確認できたため、この条件下で抗HIF-1α抗体を用いた免疫沈降実験を行いHIF-1αタンパク

質複合体の精製を行った。HIF-1αとHIF-1βは低酸素環境下では二量体を形成するため、HIF-1α

抗体を用いた免疫沈降実験によりHIF-1βタンパク質も検出された。しかし、薬剤を処理し

てもこれら2つのタンパク質の検出量に変化は見られなかった。このことから化合物4lで

処理してもHIF-1αとHIF-1βの二量体形成には影響しないことが明らかとなった。 

 

 

Figure 2-6. インデノピラゾール化合物4lによるHIF-1αとHIF-1βの二量体形成への影響 

HIF-1αとHIF-1βの二量体の形成を抗HIF-1α抗体を用いた免疫沈降法を用いて解析した。全

細胞溶解液（WCL : whole cell lysate）と免疫沈降後に得られたHIF-1α、HIF-1β、tubulinの量

はそれぞれのタンパク質特異的な抗体を用いたウェスタンブロットによって解析した。 

 

 

 



26 
 

2-4 結論と考察 

 

本研究においてはがんの低酸素環境下において病的血管新生を誘導する転写因子HIF-1αを

標的とした阻害剤の開発を行った。 

VEGFRチロシンキナーゼ阻害剤である AAL99などが HIF-1の転写を阻害することから、

VEGFRチロシンキナーゼ阻害剤として報告したインデノピラゾール化合物も同様に HIF-1

転写阻害活性を示すのではないかとの仮説を立て、スクリーニングを行った。その結果、

新たなHIF-1阻害剤としてGN02707を見出したが、合成が難しく化合物展開を行うことが

困難であるという問題点があった。そこで類似骨格を持ち、なおかつ合成が容易であるイ

ンデノピラゾール骨格を持ったHIF-1阻害剤の分子設計と合成を行い、これに成功した。 

合成したインデノピラゾール化合物によるHIF-1α転写阻害活性についてHREルシフェラー

ゼ安定発現HeLa細胞を用いたレポートジンアッセイによって解析した。その結果、インデ

ノピラゾール骨格のR1に置換基を導入してもHIF-1α転写阻害活性は見られなかった。しか

し、R2部位にエチレンジオキシ基を導入した、インデノピラゾール化合物4l（GN44028）

がIC50 = 14 nMと非常に高いHIF-1阻害活性を示した。 

化合物4lによるHIF-1転写阻害の作用機序解明を行うため、まず、化合物4lによるHIF-1α

タンパク質の安定化への影響をウェスタンブロットによって解析した。またVEGFのmRNA

量をRT-PCR法によって解析した。その結果、化合物4lはHIF-1αタンパク質の安定化には

影響せずにHIF-1の転写を抑制していることが観察された。このことから化合物4lはHIF-1α

タンパク質が安定化された以降の段階を阻害することでHIF-1転写阻害活性を示している

ことが明らかとなった。 

次に化合物4lによるHIF-1αタンパク質の核内移行への影響を免疫染色法によって解析を行

った。その結果、化合物4lで処理した場合、HIF-1αタンパク質は核内に移行していること

が観察された。このことから、化合物4lはHIF-1αタンパク質が核内移行した後の段階を阻
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害することでHIF-1転写阻害活性を示すこと考えられる。 

最後にHIF-1αとHIF-1βの二量体形成への影響について免疫沈降法を用いて解析した。その

結果、化合物4lで処理してもこれら2つのタンパク質の二量体形成には影響しないことが

明らかとなった。 

以上の事から化合物4lの作用機序はHIF-1αとHIF-1βが二量体を形成した後の段階で作用す

ることで HIF-1転写阻害活性を示していることが明らかとなった。このような作用を持つ

HIF-1阻害剤は報告例が無く、これまで報告されてきたHIF-1阻害剤とは異なる作用機序を

有していることが考えられる。つまり、化合物 4lを基にした更なる作用機序の解明を進め

るとこは、未だ明らかにされていないHIF-1の転写開始までの経路を解明することにつなが

るといえる。そのため、本研究で開発した化合物4lはこれまで報告されている小分子HIF-1

阻害剤と比較して非常に強力なHIF-1阻害剤であるだけでなく、HIF-1における研究を進め

るうえでのケミカルツールとしても有用なものであるといえる。 

また、合成したインデノピラゾール化合物の生物活性評価を行った結果、目的であるHIF-1α

阻害活性は示さなかった化合物4cが非常に強い細胞増殖抑制作用を示すことがわかった。

このことから、インデノピラゾール骨格は置換基を導入する位置を変えることで全く異な

る活性を発現させられることができるため、生理活性物質の基本骨格として有用なもので

あると考えられる。 

 

 

Figure 2-7. インデノピラゾール化合物の基本骨格と4c, 4lの構造 
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2-5 実験の部 

 

溶媒 脱水溶媒は下記の溶媒以外は当研究室にて蒸留したものを用いた。 

  THF 和光純薬株式会社   DMF 和光純薬株式会社 

試薬 特に記載のない限り、市販のものを用いた。 

 

実験器具  すべての反応器具は120 ºCで2時間加熱し完全に乾燥したものを用いた。 

 

各種測定には次の機器を用いた。 

 

1H NMR、13C NMR Bruker biospin AVANCE II (400 MHz) 

                    VARIAN UNITY-INOVA 400 (400 MHz) 

1H NMR、13C NMR測定には溶媒として重クロロホルム、重メタノール、重DMSOを用い

た。重クロロホルムの内部標準はテトラメチルシラン(0 ppm)を用いた。 

 

IR   JASCO FT/IR-4100 

MASS   Shimadzu LCMS-2010EV 

Bruker Daltonics micro TOF-15 focus 

HPLC  島津高速液体クロマトグラフ(RID-10A, SPD-10A VP, SCL-10A VP,  

LC-10AT VP, FCV-10AL VP, DGU-20A3) 

使用カラムHiber LiChrosorb Si60 5 μm (Cica-MERCK) 

元素分析 CE instrument EA1110 CHNS-O automatic elemental analyzer. 
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6-Isothiocyanato-2,3-dihydrobenzo[b][1,4]dioxine (6f) 

3,4-ethylenedioxyaniline (1.50 ml, 8.0 mmol)とtetramethylthiuram disulfide(2.16 g, 9.0 mmol)を 

EtOH (40 ml)に溶かし、一晩加熱還流した。冷却後conc. HCl (2.0 ml)を加えて、6時間加熱

還流した。反応溶液に四塩化炭素を加えて抽出し、炭酸カリウムを加えた後に有機溶媒を

除去した。得られた残渣をカラムクロマトグラフィー（ヘキサン）で精製し、 

6-isothiocyanato-2,3-dihydrobenzo[b][1,4]dioxine (4f) を白色固体で得た(0.728 g, 4.05 mmol, 

51%)。 

mp: 62-63 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.81 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.76-6.72 (2H, m), 4.27-4.24 

(4H, m); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 143.7, 143.1, 134.0, 123.9, 119.1, 117.9, 114.7, 64.3, 64.3; 

IR (KBr) 3061, 2979, 2937, 2879, 2166, 2139, 1847, 1583, 1501, 1315, 1291, 1065, 891, 866, 800 

cm-1; Anal. Calcd for C9H7NO2S: C: 55.94, H: 3.65, N: 7.25, O: 16.56, S16.59, found, C: 55.94, H: 

3.53, N: 7.20. 

 

 

N-Phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine(4a)4 

文献既知の化合物である。窒素雰囲気下、1-indanone (3a) (0.1 g, 0.76 mmol) と phenyl 

isothiocyanate (4a) (0.093 ml, 0.78 mmol) をTHF（5 ml）に溶かした。1.6 M n-BuLi ヘキサン

溶液 (0.475 ml, 0.76 mmol) とHMDS (0.16 ml, 0.76 mmol) を0 ºCで30分撹拌して調製した

LiHMDSを反応溶液に室温で滴下した。室温で 12時間撹拌した後、反応溶液に hydrazine 

(0.037 ml, 0.76 mmol) と酢酸 を加え、24時間加熱した。反応溶液に水を加え、酢酸エチル

で抽出を行い、有機層を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液と飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナ

トリウムで乾燥させた後、有機溶媒を除去した。得られた残留物をカラムクロマトグラフィ

ー （ ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル  =  3:1 ） で 精 製 し 、

N-phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine(4a) (0.152 g, 0.61 mmol, 80%)を白色固体で得
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た。得られた化合物の 1H NMRスペクトルは、文献値と一致した。  

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.57 (1H, d, J = 7.2 Hz), 7.44 (1H, d, J = 6.8 Hz), 7.31-7.23 (4H, m), 

6.99 (2H, d, J = 8.4 Hz), 6.91 (1H, t, J = 7.6 Hz), 3.46 (2H, s); MS (ESI, positive) m/z: 248 [M+H]+; 

HPLC purity: 99.7% (206 nm), retention time: 15.4 min, The eluents were mixture of EtOAc and 

Hexane (1:1). 

 

 

5-Methoxy- N -phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine(4b) 4 

文献既知の化合物である。4-methoxy-1-indanone (3b) (0.2 g, 1.23 mmol) と phenyl 

isothiocyanate (4a) (0.15 ml, 1.27 mmol) から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロ

マトグラフィー（塩化メチレン）で精製し4b を白色固体として得た (0.268 g, 0.96 mmol, 

78%)。得られた化合物の 1H NMRスペクトルは、文献値と一致した。  

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.33-7.23 (4H, m), 7.01 (2H, d, J = 8.4 Hz), 6.91 (1H, t, J = 7.6 Hz), 

6.83 (1H, d, J = 8.0 Hz), 3.89 (3H, s), 3.42 (2H, s); MS (ESI, positive) m/z: 278 [M+H]+; HPLC 

purity: 96.3% (206 nm), retention time: 18.9 min, The eluents were mixture of EtOAc and Hexane 

(1:1). 

 

 

6-Methoxy- N -phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine(4c) 4 

文献既知の化合物である。5-methoxy-1-indanone (3c) (0.123 g, 0.76 mmol)と phenyl 

isothiocyanate (4a) (0.093 ml, 0.78 mmol) から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムク

ロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル = 3:1）で精製し4c を白色固体として得た (0.123 

g, 0.44 mmol, 58%)。得られた化合物の 1H NMRスペクトルは、文献値と一致した。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.50 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.30-7.26 (2H, m), 7.03 (1H, s), 7.02 (2H, d, 



31 
 

J = 8.4 Hz), 6.92 (1H, t, J = 7.2 Hz), 6.89 (1H, d, J = 8.4 Hz), 5.89 (1H, bs), 3.85 (3H, s), 3.47 (2H, 

s); MS (ESI, positive) m/z: 278 [M+H]+; HPLC purity: 96.8% (206 nm), retention time: 26.2 min, 

The eluents were mixture of EtOAc and Hexane (1:1). 

 

 

7-Methoxy- N -phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine(4d) 4 

文献既知の化合物である。6-methoxy-1-indanone (3d) (0.123 g, 0.76 mmol)と phenyl 

isothiocyanate (4a) (0.093 ml, 0.78 mmol) から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムク

ロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル = 3:1）で精製し4d を白色固体として得た(0.161 

g, 0.58 mmol, 76%)。得られた化合物の 1H NMRスペクトルは、文献値と一致した。  

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.32-7.24 (3H, m), 7.14 (1H, s), 6.98 (2H, d, J = 7.2 Hz), 6.90 (1H, 

dd, J = 7.2, 7.6 Hz), 6.81 (1H, d, J = 8.4 Hz), 3.80 (3H, s), 3.39 (2H, s); MS (ESI, positive) m/z: 278 

[M+H]+; HPLC purity: 91.2% (206 nm), retention time: 29.0 min, The eluents were mixture of 

EtOAc and Hexane (1:1). 

 

 

8-Methoxy- N -phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine(4e)  

7-methoxy-1-indanone (3e) (0.15 g, 0.92 mmol)とphenyl isothiocyanate (4a) (0.12 ml, 0.95 mmol) 

から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（塩化メチレン）で精

製し2b を白色固体として得た(0.109 g, 0.39 mmol, 43%)。 

mp: 200-201 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.29-7.22 (3H, m), 7.09 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.06 

(2H, d, J = 8.4 Hz), 6.90 (1H, dd, J = 7.6, 7.6 Hz), 6.86 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.09 (1H, bs), 3.97 (3H, 

s), 3.50 (2H, s); 13C NMR (100MHz, CD3OD) δ 153.2, 150.4, 143.9, 128.6, 127.7, 118.9, 118.0, 

115.3, 108.5, 54.4, 29.3; IR (KBr) 3343, 1597, 1563, 1523, 1498, 1486, 1268, 1070, 770, 744, 691 
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cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C17H15N3O [M+Na]
+: 300.1113, found: 300.1110; HPLC 

purity: 93.6% (206 nm), retention time: 17.6 min, The eluents were mixture of EtOAc and Hexane 

(1:1). 

 

 

6,7-Dimethoxy- N -phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine(4f) 4 

文献既知の化合物である。5,6-dimethoxy-1-indanone (3f) (0.2 g, 1 mmol)とphenyl isothiocyanate 

(4a) (0.12 ml, 1.03 mmol) から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィ

ー（メタノール：塩化メチレン = 100:1）で精製し2b を白色固体として得た(0.2133 g, 0.69 

mmol, 69%)。得られた化合物の 1H NMRスペクトルは、文献値と一致した。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.28 (2H, t, J = 8.0 Hz), 7.20 (1H, s), 7.02 (1H, s), 7.00 (2H, d, J = 

8.0 Hz), 6.93 (1H, dd, J = 7.2, 7.6 Hz), 5.86 (1H, bs), 3.93 (3H, s), 3.92 (3H, s), 3.42 (2H, s); MS 

(ESI, positive) m/z: 308 [M+H]+; HPLC purity: 91.8% (206 nm), retention time: 26.7 min, The 

eluents were mixture of EtOAc and Hexane (7:3). 

 

 

6,7-Methylenedioxy- N -phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (4g) 

5,6-(Methylenedioxy)-l-indano (3g) (0.16 g, 0.91 mmol)とphenyl isothiocyanate (4a) (0.11 ml, 0.94 

mmol) から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（塩化メチレン）

で精製し2b を白色固体として得た(0.129 g, 0.44 mmol, 48%)。  

mp: 181-182 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.28 (2H, t, J = 7.2 Hz), 7.08 (1H, s), 6.99 (2H, d, J 

= 8.4 Hz), 6.94-6.90 (2H, m), 6.00 (2H, s), 5.90 (1H, bs), 3.38 (2H, s); 13C NMR (100MHz, CD3OD) 

δ 147.1, 147.0, 143.7, 142.8, 128.6, 119.2, 115.3, 106.4, 101.2, 99.6, 29.2; IR (KBr) 3382, 2896, 

1596, 1528, 1498, 1478, 1269, 1142, 1037, 937, 852, 749, 695, 545 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z 
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calcd. for C17H13N3O2 [M+H]
+: 292.1086, found: 292.1083; HPLC purity: 95.6% (206 nm), 

retention time: 18.5 min, The eluents were mixture of EtOAc and Hexane (1:1). 

 

 

N -(4-Methoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (4h) 

1-indanone (3a) (0.1 g, 0.76 mmol)と4-methoxyphenyl isothiocyanate (4b) (0.11 ml, 0.76 mmol) 

から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチ

ル = 5:1）で精製し2b を白色固体として得た (0.153 g, 0.55 mmol, 73%)。 

mp: 145-147 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.57 (1H, d, J = 7.2 Hz), 7.43 (1H, d, J = 7.2 Hz), 

7.29 (1H, t, J = 6.4 Hz), 7.26-7.22 (1H, m), 6.81 (1H, dd, J = 8.6, 3.6 Hz), 3.79 (3H, s), 3.39 (2H, s); 

13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 154.3, 148.7, 143.8, 136.3, 133.1, 126.7, 126.4, 125.7, 119.4, 118.9, 

118.5, 114.5, 111.1, 55.6, 29.9; IR (KBr) 3394, 3254, 3042, 2360, 1510, 1238, 1033, 818 cm-1; 

HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C17H15N3O [M+H]
+: 278.1293, found: 278.1292; HPLC purity: 

99.1% (206 nm), retention time: 9.6 min, The eluents were mixture of EtOAc and Hexane (1:1). 

 

 

N -(3-Methoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (4i) 

1-indanone (3a) (0.1 g, 0.76 mmol)と3-methoxyphenyl isothiocyanate (4c) (0.11 ml, 0.76 mmol) 

から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（メタノール：塩化メ

チレン = 1:5）で精製し2b を白色固体として得た(0.164 g, 0.59 mmol, 80%)。 

mp: 67-69 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.45 (1H, d, J = 7.2 Hz), 7.32 (1H, d, J = 7.2 Hz), 

7.16-7.04 (3H, m), 6.45-6.39 (3H, m), 3.65 (3H, s), 3.31 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 

160.7, 155.3, 148.6, 144.4, 141.8, 133.0, 130.0, 126.7, 126.5, 125.7, 119.5, 112.4, 108.6, 105.7, 

101.7, 55.1, 30.2; IR (KBr) 3383, 2360, 1602, 1525, 1495, 1203, 1159, 1045, 846, 765, 691 cm-1; 
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HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C17H15N3O [M+H]
+: 278.1293, found: 278.1290; HPLC purity: 

99.0% (206 nm), retention time: 7.9 min, The eluents were mixture of EtOAc and Hexane (1:1). 

 

 

N -(3,4-Dimethoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (4j) 

1-indanone (3a) (0.1 g, 0.76 mmol)と3,4-Dimethoxyphenyl isothiocyanate (4d) (0.15 g, 0.76 mmol) 

から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチ

ル = 3:1）で精製し2b を白色固体として得た(0.175 g, 0.57 mmol, 75%)。 

mp: 188-190 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.58 (1H, d, J = 5.2 Hz), 7.45 (1H, d, J = 5.2 Hz), 

7.31-7.26 (2H, m), 6.81 (1H, dd, J = 8.6, 3.6 Hz), 6.68 (1H, s), 6.59 (1H, d, J = 8.4 Hz); 13C NMR 

(100 MHz, DMSO-d6): δ 149.8, 148.9, 142.1, 138.6, 127.1, 126.5, 126.2, 119.0, 114.0, 107.1, 101.6, 

56.7, 55.7, 29.7; IR (KBr) 3307, 2907, 2362, 1598, 1513, 1298, 1230, 1133, 1021, 840, 764, 729 

cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C18H17N3O2 [M+H]
+: 308.1399, found: 308.1400; HPLC 

purity: 98.9% (206 nm), retention time: 15.1 min, The eluents were mixture of EtOAc and Hexane 

(1:1). 

 

 

N -(Benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (4k) 

1-indanone (3a) (0.1 g, 0.76 mmol)と3,4-methylenedioxyphenyl isothiocyanate (4e) (0.135 g, 0.76 

mmol) から4aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢

酸エチル = 5:1）で精製し2b を白色固体として得た(0.166 g, 0.57 mmol, 76%)。 

mp: 184-186 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.58 (1H, d, J = 7.2 Hz), 7.46 (1H, d, J = 7.6 Hz), 

7.33 (1H, t, J = 7.2 Hz), 7.29-7.25 (1H, m), 6.74 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.68 (1H, d, J = 2.0 Hz), 6.50 

(1H, dd, J = 8.2, 2.4 Hz), 5.93 (2H, s), 3.44 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 148.9, 147.9, 
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140.0, 139.4, 127.1, 126.5, 126.3, 119.1, 108.8, 107.6, 100.8, 98.3, 39.3, 29.6; IR (KBr) 3292, 2898, 

2360, 1635, 1616, 1538, 1500, 1486, 1201, 1040, 926, 814, 771, 730 cm-1; HRMS (ESI, positive) 

m/z calcd. for C17H13N3O2 [M+H]
+: 292.1086, found: 292.1083; HPLC purity: 99.4% (206 nm), 

retention time: 7.8 min, The eluents were mixture of EtOAc and Hexane (1:1). 

 

 

N -(2,3-Dihydrobenzo[b][1,4]dioxin-6-yl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (4l) 

1-indanone (3a) (0.1 g, 0.76 mmol)と4f (0.15 g, 0.76 mmol) から4aと同様の実験手順で反応さ

せた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル = 5:1）で精製し2b を白色固体

として得た(0.133 g, 0.44 mmol, 60%)。 

mp: 98-100 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.57 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.44 (1H, d, J = 6.8 Hz), 

7.31 (1H, t, J = 7.2 Hz), 7.27-7.23 (1H, m), 6.78 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.61 (1H, d, J = 2.8 Hz), 6.52 

(1H, dd, J = 8.8, 2.8 Hz), 4.26-4.21 (4H, m), 3.44 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 155.2, 

148.7, 143.8, 142.9, 137.8, 137.2, 133.1, 126.6, 126.3, 125.7, 119.5, 117.4, 111.3, 110.5, 106.0, 64.6, 

64.2, 30.1; IR (KBr) 3384, 2361, 1618, 1508, 1304, 1241, 1206, 1068, 887, 846 cm-1; HRMS (ESI, 

positive) m/z calcd. for C18H15N3O2 [M+H]
+: 306.1243, found: 306.1244; Anal. Calcd for 

C18H15N3O2: C: 70.81, H: 4.95, N: 13.76, O: 10.48, found, C: 70.52, H: 5.16, N: 13.51; HPLC 

purity: 99.3% (206 nm), retention time: 9.1 min, The eluents were mixture of EtOAc and Hexane 

(1:1). 
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細胞の細胞の継代継代 

In vivo実験にはヒト子宮頸癌細胞(HeLa 細胞)を使用した。この細胞は Biomedical Research 

の Cell Resource Center から手に入れた。HeLa細胞は 10% FBS (HyClone) 、100 Units/ml の

ペニシリンと100 μg/ml のストレプトマイシン (Invitrogen, Carlsbad, CA) を含んだ RPMI - 

1640 メディウム (Wako) の中で、5% CO2 濃度条件下、 37
oC で培養した。 

 

ルシフェラーゼアッセイルシフェラーゼアッセイ 

96穴マルチウェルプレートを用いて、HRE-ルシフェラーゼを安定発現させた HeLa 細胞を

化合物存在下で16時間培養（1% O2, 94% N2, 5% CO2）した後、培養上清を取り除いた。そ

の後、Luciferase Assay SystemTM（Promega）を用いて付属のプロトコールに従いルシフェラ

ーゼアッセイを行った。 

 

MTTアッセイアッセイ 

96穴マルチウェルプレートにてHeLa細胞を5x103 cells/100 μlの密度で6時間培養した後、

RPMI-1640メディウムで化合物を60-0.2 μMの濃度に希釈し、100 μlを細胞に加え、72時間、

37 ºCで培養した。その後、PBSに溶かしたMTT（sigma）試薬溶液（5 mg/ml）を加え、2

時間培養した。2時間後上清を取り除きDMSOを100 μl加えて、プレートリーダによって

595 nmの吸光度を測定した。 

 

ウエスタンブロットウエスタンブロット 

12穴マルチプレートに2.5 x 105 cells/1 mlの濃度でHeLa細胞を播種し、化合物を加えたの

ちにNormoxiaで1時間培養後し、Hypoxiaで4時間培養した。メディウムを取り除き、lysis 

buffer (20 mM HEPES, pH 7.4, 1% Triton X-100, 10% glycerol, 1 mM EDTA, 5 mM sodium 

fluoride, 2.5 mM p-nitrophenylene phosphate, 10 μg/ml phenylmethylsulfonylfluoride, 1 mM 
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sodium vanadate, and 10 μg/ml leupeptin)を80 μl加えて細胞を溶解し、sample buffer (50 mM Tris, 

pH 7.4, 20% SDS, 50% glycerol, 20% 2-thioethanol, 50 μg/ml bromophenol blue)を20μl加えて、

超音波、熱変性処理を行った。細胞ライセートを 10% SDS－ポリアクリルアミドゲル電気

泳動によってタンパク質を分離し、ポリフッ化ビニリデン（PVDF）メンブレンに転写した。

メンブレンを抗HIF-1α抗体（BD Transduction Laboratories, Lexington, KY）、抗チューブリン

抗体（Santa Cruz Biotechnology, Inc.）で処理し、さらにHRP結合2次抗体で処理した。メン

ブレンをECL kit（GE healthcare Buckinghashire , UK)）で処理し、タンパク質をMolecular 

Imager ChemiDoc XRS System (Bio-Rad, Hercules,CA)で可視化した 

 

逆転写ポリメラーゼ連鎖反応逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（（RT-PCR : Reverse transcription polymerase chain reaction）） 

12穴マルチプレートに2.5 x 105 cells/1 mlの濃度でHeLa細胞を播種し、化合物を加えたの

ちに Normoxiaで 1時間培養後し、Hypoxiaで 4時間培養した。メディウムを取り除き、

ISOGEN II (Wako Pure Chemicals, Osaka, Japan)を用いて付属のプロトールに従い全RNAを

抽出した。抽出したRNA(1 μg)、5 μM random hexamer oligonucleotides (Promega, Madison, WI) 、 

2.5 mM dNTP (Bioline, London, UK)を加えて40 ºC で50分間逆転写反応させた。ポリメラー

ゼ連鎖反応（PCR）に用いたプライマー はHIF-1αが5’-CTC AAA GTC GGA CAG CCT CA-3’ 

(sense) と5’-CCC TGC AGT AGG TTT CTG CT-3’ (antisense)、VEGFが5’-GCT CTA CCT CCA 

CCA TGC CAA-3’ (sense)と5’-TGG AAG ATG TCC ACC AGG GTC-3’ (antisense)、GAPDHが

5’-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3’ (sense)と5’- TCC CCA CCC TGT TGC TGT A -3’ 

(antisense)を使用した。10 μlのtemplate DNA、40 μlのPCR buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.3, 50 

mM KCl, and 1.5 mM MgCl2)、それぞれのプライマー(0.2 μM)、dNTP (0.2 mM)、BIOTAQTM 

DNAポリメラーゼ(1.25 units) (Bioline)を用いてPCRを行った。PCRの条件は最初に94 ºC

で5 min変性させた。その後に変性を94 ºCで0.5分、アニーリングを58 ºCで0.5分、増幅

反応を72 ºCで1分のサイクルを繰り返し、最後に増幅反応を72 ºCで7分間反応させた。
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反応にはPCR thermal cycler (Astec, Fukuoka, Japan)を使用した。PCRご10 μlの反応混合物を

2%アガロースゲルを用いた電気泳動で分離し、ethidium bromideによる染色を行い、HIF-1α、

VEGF、GAPDHの mRNA の発現量を Molecular Imager ChemiDoc XRS System (Bio-Rad, 

Hercules,CA)で可視化した 

 

免疫染色免疫染色 

カバーガラス上に1x104 cells/100 μlの濃度でHeLa細胞を撒き、35 mmディッシュに入れ2

時間培養した後、メディウムを1 ml加えて12時間培養した。化合物を加えて8時間処理し、

メディウムを取り除き4%パラホルムアルデヒド溶液で15分間処理して細胞を固定化した。

その後0.4% Triton Xで5分間、イムノブロック（DSファーマバイオメディカル株式会社）

で5分間処理した。抗チューブリン抗体を加えて12時間、FITC結合2次抗体（Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.）で4時間、DAPI（和光純薬）で5分間処理した。ProLong○
R
Gold antifade 

reagent（Invitrigen）で封入し、蛍光顕微鏡で観察した。 

 

免疫沈降免疫沈降 

Hypoxiaで4時間化合物処理した細胞をlysis buffer (10 mM HEPES-KOH, pH = 7.4, 142.5 mM 

KCl, 5 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 0.5% NP-40, 5 mM sodium fluoride, 2.5 mM p-nitrophenylene 

phosphate, 10 μg/ml phenylmethylsulfonylfluoride, 1 mM sodium, and 10 μg/ml leupeptin)を用い

て溶解させた。得られた細胞溶解液を4 ºC、13200 rpmの条件で20分遠心した。遠心後に

上清を回収し、Protein A/G plus-Agarose (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)を加えて4 

ºC、1時間反応させ、4 ºC、13200 rpmの条件で20分遠心した。上清を回収後、抗HIF-1α

抗体(2 μg)とProtein A/G plus-Agarose (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)を加えて4 ºC

で一晩反応させた。4 ºC、13200 rpmの条件で10分遠心し、得られたペレットをPBSで5

回洗浄し、HIF-1α、 HIF-1β、tubulinの量をウェスタンブロットによって解析した。 
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第第3章章  インデノピラゾール化合物による細胞増殖抑制作インデノピラゾール化合物による細胞増殖抑制作

用に関す用に関する構造活性相関研究および作用機序の解析る構造活性相関研究および作用機序の解析 

 

3-1 序論 

 

第2章においてインデノピラゾール骨格を有するHIF-1α阻害剤の開発を行うために様々な

誘導体を合成し、HIF-1α転写阻害活性に対する構造活性相関研究をおこなった。その結果、

既存のHIF-1α阻害剤であるYC-1よりも約100倍活性の強いGN44028の開発に成功した。

この研究の中で、インデノピラゾール誘導体による細胞増殖抑制作用を解析した結果、

GN39130が非常に強い細胞増殖抑制作用を示すことが明らかとなった。 

生物活性を示すインデノピラゾール化合物としてはChk (checkpoint kinase) 1阻害剤 1, 2、 

CDK (cyclin-dependent kinase) 阻害剤 3, 4、PDGFR (platelet-derived grows factor receptor) チロ

シンキナーゼ阻害剤 5、EGFR (epidermal growth factor receptor) とVEGFR (vascular endothelial 

growth factor receptor)-2 チロシンキナーゼの阻害剤 6 などが報告されているのみである。 

 

Figure 3-1. インデノピラゾール骨格を有するインデノピラゾール骨格を有する生物生物活性物質活性物質 
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GN39130はHIF-1α阻害活性を示さなかったことから、この細胞増殖抑制作用はHIF-1αに

関連した作用とは関係の無いものであるといえる。GN44028やGN39130のように同一の基

本骨格に対して置換基の種類や導入する位置を変えることで全く異なる生物活性を発現で

きることから、インデノピラゾール骨格は生物活性物質を開発する際の主骨格として有用

であると考えられる。これまでの研究からインデノピラゾール化合物GN39130は4種類の

がん細胞に対して細胞増殖抑制作用を示し、どの種類の細胞においても同等の活性を有し

ていることが明らかとなった。 

以上の事から、インデノピラゾール化合物が生物活性に及ぼす作用についての新たな知見

を得ることに加え、GN39130をリード化合物として更なる細胞増殖抑制活性の向上と活性

を示す構造を特定するための構造活性相関研究を行い、その作用機序の詳細を解析するこ

とを目的として研究を行うこととした。 
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3-2 インデノピラゾール誘導体の合成 

 

Scheme 3-1に示すように、化合物9を出発物質として、そのヒドロキシ基をTBS保護し化

合物10aとし、エトキシ化することで化合物10bとした。アニリン誘導体の合成をScheme 3-2

に示した。メタニトロフェノールのヒドロキシ基をTBS保護した後にニトロ基を還元しア

ニリン誘導体13aとした。また、ヒドロキシ基をイソブトキシ化した後に還元してアニリ

ン誘導体13bとした。化合物15のヒドロキシ基をTBS保護して化合物13cとした。化合物

16に対してFischerエステル化を用いてメチルエステル化合物13dとした。Scheme 3-3にフ

ェニルイソチオシアナート誘導体の合成を示した。合成したアニリン誘導体に対してクロ

ロチオノギ酸フェニルと反応させ、チオカルバマートとした後、ETAとトリクロロシラン

を作用させることでフェニルイソチオシアナート化合物17a-eを合成した。 

 

Scheme 3-1. インダノン誘導体の合成 

 

Reagents and conditions: (a)TBSCl, Imidazol, DMF, 95%. (b) EtI, K2CO3, DMF, 97% 

 

Scheme 3-2.  アニリン誘導体の合成 

 

Reagents and conditions: (a)TBSCl, Imidazole, DMF, 93-99%. (b) H2NNH2
.H2O, FeCl3, charcoal, 

EtOH, 84%. (c) i-BuBr, K2CO3, DMF, 80 ºC, 99%. (d) H2, Pd/C, MeOH, 77%.(e) Conc H2SO4, 

MeOH,quant. 
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Scheme 3-3. フェニルイソチオシアナート誘導体の合成 

 

Reagents and conditions: (a) Phenyl Chlorothionoformate, THF. (b) TEA, Cl3SiH, toluene 

 

Scheme 3-4に化合物18a-oの合成を示す。Scheme 3-1で合成したインダノン誘導体10a、10b

に対し、フェニルイソチオシアナート17jを反応させることでインデノピラゾール化合物

18aと18bを合成した。インダノン誘導体5cとフェニルイソチオシアナート誘導体17a-i

とを反応させることでR2に置換基を導入したインデノピラゾール化合物18d, 18f, 18h-m, 

18oを合成した。合成したインデノピラゾール化合物18b, 18d, 18fのTBS保護をTBAFに

よって脱保護し、ヒドロキシ基を有するインデノピラゾール化合物18c, 18e, 18gを合成した。

メチルエステル基を有する18mは水酸化リチウムを用いた加水分解を行い、カルボン酸化

合物18nとした。 

 

Scheme 3-4. インデノピラゾール誘導体の合成 

 

Reagents and conditions: (a) LiHMDS, THF, 12 h. (b) H2NNH2
.H2O, AcOH, reflux, 24 h, 

37-60%.(c) TBAF, THF, 47%-quant. (d) LiOH.H2O, THF, H2O, 76% 
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3-3 インデノピラゾール化合物による細胞増殖抑制作用の解析 

 

合成したインデノピラゾール化合物による細胞増殖抑制作用はHeLa、PC3、HCT116細胞を

用いたMTT assayによって測定した。 

Table 3-1にインダノンから誘導されるR1への置換基を導入した場合の化合物によるMTT 

assayの結果を示した。置換基を導入していない化合物4aでは全く活性を示さなかったが、

メトキシ基を導入した化合物ではIC50が数十nMの濃度範囲で活性を示すことがわかった。

しかし、メトキシ基をエトキシ基に変換した場合、どの細胞においても活性の低下が見ら

れ、ヒドロキシ基に変換した場合は活性を全く示さなくなった。この結果から、インデノ

ピラゾール化合物が細胞増殖抑制作用を示すにはインダノンから誘導される6位にメトキ

シ基が導入されていることが必須であることが明らかとなった。 

 

Table 3-1 インデノピラゾール誘導体のR1への置換基導入による細胞増殖への影響 

 

3種類の細胞株に対して様々な濃度のインデノピラゾール誘導体を 72時間暴露した後に

MTT assayを用いて細胞増殖抑制作用を測定した。 

4a >100 >100 >100

4c 8.9 ± 0.37 35.6 ± 4.8 26.6 ± 1.4

18a 20.4 ± 1.19 60.2± 12.7 56.8 ± 5.2

18c >100 >100 >100

compd  IC50 (nM) 72h

HeLa PC3 HCT116
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6位にメトキシ基が導入されていることが必須であることが明らかになったため、6位にメ

トキシ基を有しているインデノピラゾール化合物に対してアニリン部位であるR2へ置換基

導入を行った際の活性への影響を解析した（Table 3-2）。 

一置換体である化合物18e, 18g, 18h-jを比較すると2’位や4’位に置換基を導入するとヒドロ

キシ基やメトキシ基の種類に関わらず活性の著しい低下が確認された。しかし3’位に置換

基を導入すると活性の向上が確認された。 

3’位の置換基を有する二置換化合物18kと18lの結果を比較すると、4’位に置換基を導入し

た18kでは活性の著しい低下が確認された。一方で5’位に置換基を導入した18lは一置換体

と同等の活性を示した。 

一置換化合物のデータからも、3’位以外に置換基を導入することは活性の低下に関わること

がわかった。このことから、インデノピラゾール化合物が細胞増殖抑制作用を示すには6

位のメトキシ基だけでなく、アニリン部の3’位に置換基を有することも重要であることが

明らかとなった。 

3’位が重要であることが明らかになったため、3’位にメトキシ基以外の置換基を導入した場

合の構造活性相関を行った。化合物18m-oを比較すると、メチルエステル基を導入した場

合に最も強い活性を示すことが明らかとなった。しかし、カルボン酸誘導体では全く活性

を示さなかった。また、メトキシ基よりも嵩高いイソブトキシ基を導入すると活性の低下

が見られた。このことから3’位の置換基はメチルエステル基が最適であり、極性の高い置

換基やイソブトキシ基以上の嵩高い置換基の導入は活性の低下につながることが明らかに

なった。 
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Table 3-2 インデノピラゾール誘導体のR2への置換基導入による細胞増殖への影響 

 

3種類の細胞株に対して様々な濃度のインデノピラゾール誘導体を 72時間暴露した後に

MTT assayを用いて細胞増殖抑制作用を測定した。 

 

4c 8.9 ± 0.37 35.6 ± 4.8 26.6 ± 1.4

18e >100 >100 >100

18g 7.1 ± 0.15 8.6 ± 1.2 10.9 ± 0.9

18h 32.0 ± 1.21 >100 86.2 ± 10.4

18i 2.8 ± 0.16 4.7 ± 0.5 6.53 ± 0.96

18j >100 >100 >100

18k >100 90.9 ± 3.8 86.3 ± 5.4

18l 3.20 ± 0.05 7.0± 1.1 7.4± 0.6

18m

(GN39482)
2.47 ± 0.07 2.64 ± 0.07 2.7 ± 0.2

18n >100 >100 >100

18o 19.95 ± 1.01 50.5 ± 7.4 56.6 ± 1.6

4i >100 >100 >100

HeLa PC3 HCT116

 IC50 (nM) 72hcompd
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3-4 インデノピラゾール化合物18mの作用機序解明 

3-4-1 化合物18mの標的タンパク質の推定 

 

これまでの構造活性相関研究の結果からメチルエステル基を有する 18mが最も強い活性を

示すことが明らかとなった。そのため、18mによる細胞増殖抑制作用の作用機序解明を目

的としてMorphobase profiling7 とChemProteoBase profiling8, 9を行った。 

Morphobase profiling を行った結果、Figure 3-2に示すように18mは微小管作用薬の近傍に

分布した。化合物の類似性検索を行ったところ、各種微小管作用薬が最近接化合物の上位

に多数ランキングされた。このことから18mは微小管に作用することが示唆された。 

 

Figure 3-2. Morphobase profilingの結果 
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ChemProteoBase profilingを行った結果、データベースに含まれる134化合物との類似度解析

によって18mは微小管作用薬と高い類似性を示した。また、41標準化合物とクラスター解

析を行ったところ、微小管作用薬を含むクラスターに分類された（Figure 3-3）。 

 

 

 

Figure 3-3. ChemProteoBase profilingの結果 
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3-4-2 化合物18mによるtubulin重合と細胞周期への影響 

 

Morphobase profilingとChemProteoBase profilingによって化合物18mの標的分子がtubulinと

予測されたため、tubulin重合への影響を解析した。 

その結果、18mはin vitroにおいて既知のtubulin重合阻害剤であるVBL（vinblastine）やPTX

（paclitaxel）と同様にtubulin重合を濃度依存的に阻害した。また、微小管作用薬は細胞周

期をG2/M期で停止させることが良く知られているため、18mによる細胞周期への影響を解

析した。その結果、18mは薬剤添加後24時間で顕著なG2/M期停止を誘導した（Figure 3-4）。 

 

 

Figure 3-4. 化合物18mによるtubulin重合および細胞周期への影響 
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3-4-3 化合物18mによるAc-tubulin蓄積と微小管形成への影響 

 

in vitroでの実験において化合物18mによるtubulin重合阻害が確認されたため、生細胞の

tubulin重合および微小管の形態への影響を解析した。アセチル化されたtubulin（Ac-tubulin）

は重合して安定化された微小管に見出されることが知られている 10, 11。そのため、Ac-tubulin

の蓄積をウェスタンブロットによって解析した。既知のtubulin重合阻害剤であるcolchicine

で細胞を処理すると濃度依存的にAc-tubulinの蓄積が阻害され30 nMの濃度から阻害が観察

された。18mで処理した際も同様にAc-tubulinの蓄積が30 nMから濃度依存的に阻害され

た。18mよりも活性の低かった18oのAc-tubulin蓄積への影響を解析すると300 nMで蓄積

を阻害した。一方で18mと同等の細胞増殖抑制活性を示した4cによるAc-tubulinの蓄積へ

の影響を解析すると1000 nMの濃度で弱い阻害が見られた。また、活性を示さない4iは

Ac-tubulinの蓄積には影響しなかった（Figure 3-5）。 

 

 

Figure 3-5. インデノピラゾール化合物によるAc-tubulinの蓄積に対する影響 

インデノピラゾール化合物を図示した濃度でHeLa細胞に暴露し、6時間培養した。Ac-tubulin

の蓄積量は抗Ac-tubulin抗体を用いたウェスタンブロットによって解析した。colchicineは

tubulin重合を阻害するコントロール薬剤として用いた。 
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次に細胞中の微小管形成への影響を免疫染色法によって解析した。colchicineは100 nMの

濃度で微小管形成を阻害することが観察され、tubulin脱重合阻害剤であるTaxolで処理する

と、重合したtubulinが安定化されるため微小管の形成が確認された。 

そこで、Figure 3-5の結果から、化合物18mは30 nM、化合物18oは300 nM、化合物4cは

1000 nMの濃度でAc-tubulinの蓄積に対して阻害を示したことから、これらの濃度で処理し

た際の微小管形成への影響を解析した。化合物18mで処理した場合、colchicineと同様に微

小管の形成を阻害した。18mよりも活性の低かった18oも300 nMの濃度で微小管の形成を

阻害することが明らかとなった。一方で細胞増殖抑制活性の高い4cによる微小管形成への

影響を解析すると1000 nMの濃度でも微小管の形成が確認された。この結果から化合物18m

と18oは微小管形成を阻害するためAc-tubulinの蓄積が阻害され、化合物4cは微小管形成

に対してはあまり影響しないためAc-tubulinの蓄積が阻害されなかったと考えられる。 
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Figure 3-6. インデノピラゾール化合物によるAc-tubulinの蓄積に対する影響 

微小管の形成を抗 tubulin抗体を用いた免疫染色によって解析した。細胞核は DAPI

（4',6-diamidino-2-phenylindole）によって染色した。染色後、蛍光顕微鏡を用いてそれぞれ

の蛍光の局在を観測した。 
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3-5 結論と考察 

 

第2章で述べたように、インデノピラゾール骨格を有するHIF-1α阻害剤の開発のために構

造活性相関研究をおこなった際に、細胞増殖抑制作用を解析したところGN39130が非常に

強い細胞増殖抑制作用を示すことが明らかとなった。また、インデノピラゾールを基本骨

格とした生物活性物質の報告は多くない。そのためインデノピラゾール化合物が生物活性

に及ぼす作用についての新たな知見を得ることに加え、GN39130の作用機序の詳細を解析

することを目的とした研究を行った。 

細胞増殖抑制活性の向上とその活性を示す構造の特定を目的とした構造活性相関研究の結

果より、インデノピラゾール化合物が細胞増殖抑制作用を示すにはインダノンから誘導さ

れる6位のメトキシ基が必須であり、アニリンから誘導される3’位に置換基を有すること

も重要であることが明らかとなった。特に3’位にメチルエステル基を有する化合物18mが

最も強い活性を示した。 

そこで、化合物18mの作用機序解明のためMorphobase profilingとChemProteoBase profiling

による解析を行った結果、微小管に作用することが示唆された。そのため、tubulin重合へ

の影響を解析すると化合物18mはtubulin重合阻害活性を示した。さらにcolchicineと同様

に細胞周期をG2/M期で停止させた。 

このように、tubulinが標的タンパク質であることが示唆されたため細胞中のAc-tubulinの蓄

積をウェスタンブロットによって測定した。その結果、化合物18mは30 nMの濃度で濃度

依存的にAc-tubulinの蓄積を阻害した。また、18mよりも細胞増殖抑制活性の低下した18o

によるAc-tubulinの蓄積への影響を解析すると300 nMの濃度でその蓄積を阻害した。 

一方で、18mと同等の細胞増殖抑制活性を示した4cによるAc-tubulinの蓄積への影響を解

析すると1000 nMの濃度で若干の阻害が確認できる程度であった。 

また、細胞増殖抑制作用を示さなかった化合物4iはAc-tubulinの蓄積に対して影響を及ぼ
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さなかった。 

最後に微小管形成への影響について免疫染色法を用いて解析した。colchicineは100 nMの

濃度で微小管の形成を阻害し、化合物18mは30 nMの濃度で微小管の形成を阻害した。ま

た、化合物18oは300 nMの濃度で微小管の形成を阻害した。しかし、化合物4cは1000 nM

の濃度でも微小管の形成が確認された。既知のtubulin重合阻害剤であるcolchicineによる

Ac-tubulinの蓄積と微小管形成への影響を解析した結果から、これらの2つの結果の間には

良い一致が見られた。このことからAc-tubulinの蓄積に対する阻害は微小管形成の阻害、つ

まりtubulin重合の阻害を反映しているといえる。 

このことを踏まえてインデノピラゾール化合物によるAc-tubulinの蓄積と微小管形成への

影響を解析した結果を考察する。化合物18mよりも化合物18oの細胞増殖抑制活性は約10

倍活性が低く、Ac-tubulinの蓄積も10倍程度高濃度で阻害している。さらにAc-tubulinの蓄

積を阻害した濃度で微小管形成を阻害することも確認された。これら結果から、2つの化合

物の活性の間には相関があり、化合物18oの細胞増殖抑制作用の低下はtubulin重合阻害活

性が低下したことによるものであると考えられる。 

化合物4cに関しては、その細胞増殖抑制活性は化合物18mと比較して約4倍低いがアセチ

ルチューブリンの蓄積の阻害に対しては30倍以上の活性の低下がみられ、微小管形成への

影響に関しても同様の結果が得られた。また、化合物4cと18oを比較すると細胞増殖抑制

活性は化合物4cの方が高いがAc-tubulinの蓄積阻害は化合物18oの方が高い。このことか

ら化合物18oの場合とは異なり化合物4cの細胞増殖抑制作用とtubulin重合阻害活性との間

の関連は低いと考えられる。つまり、化合物4cによる細胞増殖抑制作用は化合物18mとは

異なる作用機序である可能性が示唆された。 

6位にメトキシ基を有している化合物4cと3’位に置換基を有している化合物4iはともに

Ac-tubulinの蓄積に対してあまり影響がなかった。しかし、6位と3’位の両方に置換基を有

している化合物はAc-tubulinの蓄積を阻害することが明らかとなった。この結果より、イン
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デノピラゾール骨格の6位にメトキシ基を有しており、さらに3’位に置換基を導入してい

る化合物のみtubulin重合阻害活性を示すことが明らかとなった。また、3’位にイソブトキ

シ基を導入した場合に活性が約10倍低下したため、tubulin重合阻害活性を示すには置換基

の立体的な大きさにも制限がある。 

これらの結果から、化合物18m（GN39482）はtubulinの重合を阻害することで強力な細胞

増殖抑制作用を示していることが明らかとなった。また、化合物4c（GN39130）は化合物

18mとは異なる作用機序で細胞増殖抑制作用を示していることが示唆された。 

以上の事からインデノピラゾール骨格は置換基の種類と導入する位置を変換することで

様々な生物活性を誘導することのできる非常に有用な骨格であり、更なる構造活性相関研

究によって、本研究で示した結果以外に新たな生物活性を示す可能性が十分にあると考え

られる（Figure 3-7）。 

 

 

Figure 3-7. インデノピラゾール化合物により誘導される生物活性の違い 

 

  



56 
 

3-6 実験の部 

 

溶媒 脱水溶媒は下記の溶媒以外は当研究室にて蒸留したものを用いた。 

  THF 和光純薬株式会社   DMF 和光純薬株式会社 

試薬 特に記載のない限り、市販のものを用いた。 

 

実験器具  すべての反応器具は120 ºCで2時間加熱し完全に乾燥したものを用いた。 

 

各種測定には次の機器を用いた。 

 

1H NMR、13C NMR Bruker biospin AVANCE II (400 MHz) 

                    VARIAN UNITY-INOVA 400 (400 MHz) 

1H NMR、13C NMR測定には溶媒として重クロロホルム、重メタノール、重DMSOを用い

た。重クロロホルムの内部標準はテトラメチルシラン(0 ppm)を用いた。 

 

IR   JASCO FT/IR-4100 

MASS   Shimadzu LCMS-2010EV 

Bruker Daltonics micro TOF-15 focus 

HPLC  島津高速液体クロマトグラフ(RID-10A, SPD-10A VP, SCL-10A VP,  

LC-10AT VP, FCV-10AL VP, DGU-20A3) 

使用カラムHiber LiChrosorb Si60 5 μm (Cica-MERCK) 

元素分析 CE instrument EA1110 CHNS-O automatic elemental analyzer. 
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5-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (10a) 

5-hydroxy-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (0.148 g, 1 mmol)とimidazole (0.272 g, 4 mmol)とTBSCl 

(0.301 g, 2 mmol)をDMF (5 ml) に溶かし、室温で一晩撹拌した。反応溶液に水を加え、酢酸

エチルで抽出を行い、有機層を水と飽和食塩水で洗浄した。有機層を無水硫酸ナトリウ

ムで乾燥させた後、有機溶媒を除去した。得られた残留物をカラムクロマトグラフィー

（ ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル  = 20:1 ） で 精 製 し 、

5-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (10a) を白色固体で得た (0.249 g, 

0.95 mmol, 95%)。 

mp: 66-67 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.65 (1H, d, J = 8.0 Hz), 6.85 (1H, s), 6.82 (1H, d, J = 

8.4 Hz), 3.06 (2H, t, J = 5.6 Hz), 2.66 (2H, t, J = 5.6 Hz), 0.99 (9H, s), 0.24 (6H, s); 13C NMR (100 

MHz, CDCl3): δ 205.2, 161.8, 157.8, 130.9, 125.2, 120.2, 116.9, 36.4, 25.6, 25.5, 18.2, -4.4; IR 

(NaCl) 2955, 2930, 2886, 2859, 2360, 1711, 1603, 1485, 1472, 1442, 1301, 1267, 1140, 1091, 1031, 

951, 842, 809, 782, 693 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C15H22O2Si [M+H]
+: 263.1462, 

found: 263.1465. 

 

 

5-Ethoxy-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (10b) 

窒素ガス雰囲気化、5-hydroxy-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (0.09 g, 0.6 mmol)とEtI (0.074 ml, 

0.72 mmol)をDMF (5 ml) に溶かし、K2CO3 (0.124 g, 0.9 mmol) を加えて室温で4時間反応さ

せた。反応溶液に水を加え、酢酸エチルで抽出を行い、有機層を水と飽和食塩水で洗浄し

た。有機層を無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後、有機溶媒を除去した。得られた残留

物をカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル = 10:1）で精製し

5-ethoxy-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (10b)を白色固体で得た (0.103 g, 0.58 mmol, 97%)。 

mp: 83-84 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.68 (1H, d, J = 9.2 Hz), 6.90-6.88 (2H, m), 4.11 (2H, 
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q, J = 7.2 Hz), 3.08 (2H, t, J = 5.6 Hz), 2.67 (2H, t, J = 5.6 Hz), 1.45 (3H, t, J = 7.2 Hz); 13C NMR 

(100 MHz, CDCl3): δ 205.1, 164.6, 158.1, 130.1, 125.1, 115.6, 110.1, 63.9, 36.3, 25.8, 14.6; IR 

(NaCl) 2983, 2940, 2359, 1700, 1605, 1488, 1473, 1435, 1401, 1308, 1272, 1255, 1146, 1111, 1092, 

1025, 947, 870, 847, 824, 815, 754, 645 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C11H12O2 

[M+H]+: 177.0910, found: 177.0912. 

 

 

tert-Butyldimethyl(3-nitrophenoxy)silane (12) 

3-nitrophenol (0.835 g, 6 mmol)とimidazole (1.63 g, 24 mmol)とTBSCl (1.8 g, 12 mmol)をDMF 

(15 ml)に溶かし、室温で一晩撹拌した。反応溶液に水を加え、酢酸エチルで抽出を行い、

有機層を水と飽和食塩水で洗浄した。有機層を無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後、有

機溶媒を除去した。得られた残留物をカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチ

ル = 100:1）で精製しtert-butyldimethyl(3-nitrophenoxy)silane (12)を無色の油状物として得た 

(1.45 g, 5.7 mmol, 95%)。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.83 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.66 (1H, s), 7.83 (1H, dd, J = 8.4, 8.0 Hz), 

7.16 (1H, d, J = 8.0 Hz), 1.00 (9H, s), 0.25 (6H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 156.4, 149.1, 

129.9, 126.4, 116.3, 114.9, 25.5, 18.1, -4.6; IR (NaCl) 3735, 2956, 2931, 2859, 2360, 1615, 1578, 

1531, 1481, 1350, 1306, 1282, 1253, 1083, 1002, 963, 884, 849, 782, 741, 675 cm-1; HRMS (ESI, 

positive) m/z calcd. for C12H19NO3Si [M+Na]
+: 276.1026, found: 276.1030. 

 

 

3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)aniline (13a) 

tert-butyldimethyl(3-nitrophenoxy)silane (12) (1.45 g, 5.7 mmol)、hydrazine monohydrate (1.11 g, 

22.8 mmol)、charcoal (0.72 g) 、FeCl3 (0.092 g, 0.57 mmol)をEtOH (5 ml)に懸濁させ、80 ºCで
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3時間反応させた。反応溶液をセライトろ過し、有機溶媒を除去した。得られた残留物を

カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル = 10:1）で精製し

3-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)aniline (13a)を明褐色の油状物として得た(0.929 g, 4.2 mmol, 

74%)。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.99 (1H, dd, J = 8.0, 8.0 Hz), 6.30 (1H, d, J = 8.0 Hz), 6.26 (1H, d, 

J = 8.0 Hz), 6.19 (1H, s), 3.59 (2H, bs), 0.96 (6H, s), 0.19 (6H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 

156.7, 147.7, 129.9, 110.4, 108.5, 107.1, 25.7, 18.2, -4.4; IR (NaCl) 3735, 3376, 2956, 2930, 2858, 

2360, 1599, 1493, 1472, 1313, 1285, 1256, 1194, 1155, 981, 847, 781, 688 cm-1; HRMS (ESI, 

positive) m/z calcd. for C12H21NOSi [M+H]
+: 224.1465, found: 224.1470. 

 

 

1-Isobutoxy-3-nitrobenzene (14) 

3-nitrophenol (0.139 g, 1 mmol)、iBuBr (0.16 ml, 1.5 mmol)、K2CO3 (0.276 g, 2 mmol)をDMF (5 

ml)に懸濁させ、80 ºCで5時間反応させた。反応溶液に水を加え、酢酸エチルで抽出を行い、

有機層を水と飽和食塩水で洗浄した。有機層を無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後、有

機溶媒を除去した。得られた残留物をカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチ

ル = 50:1）で精製し1-isobutoxy-3-nitrobenzene (14)を無色の油状物として得た(0.193 g, 0.99 

mmol, 99%)。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.80 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.72 (1H, s), 7.41 (1H, dd, J = 8.4, 8.0 Hz), 

7.22 (1H, d, J = 8.4 Hz), 3.80 (2H, d, J = 6.4 Hz), 2.17-2.07 (1H, m), 1.05 (6H, d, J = 6.8 Hz); 13C 

NMR (100 MHz, CDCl3): δ 159.8, 149.1, 129.8, 121.4, 115.3, 108.7, 75.0, 28.1, 19.1; IR (NaCl) 

3734, 2961, 2874, 2360, 1617, 1578, 1528, 1470, 1350, 1219, 1286, 1245, 1031, 810, 738, 671 cm-1; 

HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C10H13NO3 [M+Na]
+: 218.0788, found: 218.0784. 
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3-Isobutoxyaniline (13b) 

水素ガス雰囲気化1-butoxy-3-nitrobenzene (14) (0.193 g, 0.99 mmol)とPd/C (0.07 g)をMeOH (5 

ml)に懸濁させ、室温で一晩撹拌した。反応溶液をセライトろ過し、有機溶媒を除去した。

得られた残留物をカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル = 30:1）で精製し

3-isobutoxyaniline (13b)を褐色固体として得た(0.126 g, 0.76 mmol, 77%)。 

mp: 39-40 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.04 (1H, dd, J = 8.0, 8.0 Hz), 6.33-6.25 (3H, m), 3.68 

(2H, d, J = 6.4 Hz), 3.63 (2H, bs), 2.10-2.01 (1H, m), 1.01 (6H, d, J = 6.4 Hz); 13C NMR (100 MHz, 

CDCl3): δ 160.5, 147.9, 130.1, 107.8, 104.7, 101.8, 74.3, 28.3, 19.3; IR (NaCl) 3457, 3373, 3220, 

2958, 2872, 1624, 1600, 1459, 1468, 1394, 1329, 1288, 1193, 1156, 1036, 838, 763, 686 cm-1; 

HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C10H15NO [M+H]
+: 166.1226, found: 166.1228. 

 

 

2-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)aniline (13c) 

2-aminophenol (0.109 g, 1 mmol)、imidazole (0.272 g, 4 mmol)、TBSCl (0.301 g, 2 mmol)をDMF 

(5 ml)に溶かし、室温で一晩撹拌した。反応溶液に水を加え、酢酸エチルで抽出を行い、有

機層を水と飽和食塩水で洗浄した。有機層を無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後、有機

溶媒を除去した。得られた残留物をカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル 

= 40:1）で精製し2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)aniline (13c)を褐色の油状物として得た(0.208 

g, 0.93 mmol, 93%)。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.81-6.71 (3H, m), 6.64-6.60 (1H, m), 3.69 (2H, bs), 1.02 (9H, s), 

0.24 (6H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 1423.0, 138.3, 122.0, 118.6, 118.4, 115.7, 25.9, 18.3, 

-4.2; IR (NaCl) 3734, 3480, 3376, 2955, 2930, 2884, 2857, 2360, 1614, 1505, 1472, 1457, 1276, 

1257, 1227, 923, 832, 781, 742 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C12H21NOSi [M+H]
+: 

224.1465, found: 224.1466. 
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Methyl 3-aminobenzoate (13d)12 

文献既知の化合物である。3-aminobenzoic acid (0.137 g, 1 mmol)とH2SO4 (0.4 ml)をMeOH (10 

ml)に溶かし一晩加熱還流した。反応溶液に水を加え、酢酸エチルで抽出を行い、有機層を

飽和炭酸水素ナトリウム水溶液、水、飽和食塩水で洗浄した。有機層を無水硫酸ナトリ

ウムで乾燥させた後、有機溶媒を除去した。得られた残留物をカラムクロマトグラフィ

ー（ヘキサン：酢酸エチル = 3:1）で精製しmethyl 3-aminobenzoate (13d)を黄色の油状物

として定量的に得た。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.42 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.25 (1H, s), 7.21 (1H, dd, J = 8.0, 7.6 Hz), 

6.86 (1H, d, J = 7.6 Hz), 3.89 (3H, s), 3.77 (2H, bs); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 167.4, 146.8, 

130.9, 119.4, 119.4, 115.7, 52.0; IR (NaCl) 3734, 3370, 2951, 2360, 1715, 1624, 1603, 1491, 1459, 

1434, 1318, 1294, 1240, 1101, 996, 881, 754 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C8H9NO2 

[M+H]+: 152.0706, found: 152.0708. 

 

 

tert-Butyl(2-isothiocyanatophenoxy)dimethylsilane (17a) 

2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)aniline (13c) (0.208 g, 0.93 mmol)と phenyl chlorothionoformate 

(0.065 ml, 0.47 mmol)をTHF (5 mL)に溶かし、室温で2時間反応させた。反応溶液に水を加

え、酢酸エチルで抽出を行い、有機層を水と飽和食塩水で洗浄した。有機層を無水硫酸

ナトリウムで乾燥させた後、有機溶媒を除去した。窒素雰囲気化、得られた残留物toluene 

(5 ml)に溶かし、TEA (0.13 ml, 0.9 mmol)とCl3SiH (0.09 ml, 0.9 mmol)を加え、室温で2時間

反応させた。反応溶液に水を加え、酢酸エチルで抽出を行い、有機層を水と飽和食塩水で

洗浄した。有機層を無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後、有機溶媒を除去した。得られ

た 残 留 物 を カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ヘ キ サ ン ） で 精 製 し

tert-butyl(2-isothiocyanatophenoxy)dimethylsilane (17a)を無色の油状物として定量的に得た。 
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1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.16-7.11 (2H, m), 6.92-6.87 (2H, m), 1.03 (9H, s), 0.29 (6H, s); 
13C 

NMR (100 MHz, CDCl3): δ 152.1, 136.6, 128.1, 126.3, 123.0, 121.5, 120.0, 25.7, 18.4, -4.2; IR 

(NaCl) 3734, 2930, 2858, 2360, 2076, 1507, 1490, 1472, 1456, 1289, 1255, 1225, 1109, 943, 891, 

839, 782, 751 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C13H19NOSSi [M+Na]
+: 288.0849, found: 

288.0848. 

 

 

tert-Butyl(3-isothiocyanatophenoxy)dimethylsilane (17b) 

3-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)aniline (13a) (0.929 g, 4.2 mmol)、phenyl chlorothionoformate (0.29 

ml, 2.1 mmol)、TEA (0.47 ml, 3.4 mmol)、Cl3SiH (0.34 ml, 3.4 mmol) から17aと同様の実験手

順で反応させた。カラムクトマトグラフィー(ヘキサン：酢酸エチル = 100:1)で精製し

tert-butyl(3-isothiocyanatophenoxy)dimethylsilane (17b)を無色の油状物として定量的に得た。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ7.18 (1H, dd, J = 8.0, 8.4 Hz), 6.84 (1H, d, J = 8.0 Hz), 6.76 (1H, d, J 

= 8.0 Hz), 6.69 (1H, s), 0.98 (9H, s), 0.21 (6H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ156.5, 135.1, 

131.9, 130.1, 119.5, 118.9, 117.4, 25.6, 18.1, -4.2; IR (NaCl) 3734, 2955, 2930, 2858, 2360, 2112, 

1592, 1486, 1472, 1294, 1254, 1184, 1153, 1006, 888, 839, 780, 680 cm-1; HRMS (ESI, positive) 

m/z calcd. for C13H19NOSSi [M+H]
+: 266.1029, found: 266.1036. 

 

 

1-Isothiocyanato-3,5-dimethoxybenzene (17c) 

3,5-dimethoxyaniline (0.153 g, 1 mmol)、phenyl chlorothionoformate (0.07 ml, 0.5 mmol)、TEA 

(0.11 ml, 0.77 mmol)、Cl3SiH (0.08 ml, 0.77 mmol) から17aと同様の実験手順で反応させた。 

カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル = 80:1）で精製し

1-isothiocyanato-3,5-dimethoxybenzene (17c) を白色固体として得た(0.0896 g, 0.49 mmol, 96%)。 
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mp: 48-49 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.37 (3H, s), 3.77 (3H, s); 
13C NMR (100 MHz, 

CDCl3): δ 161.1, 135.4, 132.5, 104.0, 100.3, 55.5; IR (NaCl) 3099, 3006, 2967, 2941, 2840, 2360, 

2147, 1598, 1458, 1422, 1353, 1304, 1208, 1192, 1156, 1062, 1006, 927, 853, 826, 813, 769, 672 

cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C9H9NO2S [M+H]
+: 196.0427, found: 196.0432. 

 

 

Methyl 3-isothiocyanatobenzoate (17d) 

methyl 3-aminobenzoate (13d) (0.151 g, 1 mmol)、phenyl chlorothionoformate (0.07 ml, 0.5 mmol)、

TEA (0.17 ml, 1.2 mmol)、Cl3SiH (0.12 ml, 1.2 mmol) から17aと同様の実験手順で反応させた。

カラムクトマトグラフィー(ヘキサン：酢酸エチル = 50:1)で精製し methyl 

3-isothiocyanatobenzoate (17d)を無色の油状物として定量的に得た。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.91 (1H, d, J = 7.2 Hz), 7.89 (1H, s), 7.46-7.38 (2H, m), 3.94 (3H, 

s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 165.3, 137.1, 131.7, 129.6, 128.1, 126.6, 52.4; IR (NaCl) 3734, 

2955, 2360, 2090, 1727, 1582, 1443, 1292, 1224, 1104, 1077, 1000, 949, 752, 721, 675 cm-1; HRMS 

(ESI, positive) m/z calcd. for C9H7NO2S [M+H]
+: 194.0270, found: 194.0266. 

 

 

1-Isobutoxy-3-isothiocyanatobenzene (17e) 

3-isobutoxyaniline (13b) (0.151 g, 1 mmol)、chlorothionoformate (0.05 ml, 0.38 mmol)、TEA (0.15 

ml, 1.1 mmol)、Cl3SiH (0.11 ml, 1.1 mmol) から17aと同様の実験手順で反応させた。カラム

ク ト マ ト グ ラ フ ィ ー (ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル  = 100:1)で 精 製 し

1-isobutoxy-3-isothiocyanatobenzene (17e)を黄色の油状物として定量的に得た。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.22 (1H, dd, J = 8.0, 8.0 Hz), 6.83-6.79 (2H, m), 6.74 (1H, s), 3.70 

(2H, d, J = 6.4 Hz), 2.13-2.03 (1H, m), 1.02 (6H, d, J = 6.4 Hz); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 
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160.0, 135.3, 132.0, 130.1, 117.8, 114.2, 111.7, 74.6, 28.2, 19.2; IR (NaCl) 2959, 2872, 2100, 1600, 

1488, 1470, 1394, 1313, 1287, 1267, 1185, 1155, 1038, 977, 842, 819, 769, 679 cm-1; HRMS (ESI, 

positive) m/z calcd. for C11H13NOS [M+H]
+: 208.0791, found: 208.0796. 

 

 

6-Ethoxy-N-phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18a)  

窒素雰囲気下、5-ethoxy-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (10b) (0.103 g, 0.58 mmol)  と phenyl 

isothiocyanate (0.07 ml, 0.58 mmol) をTHF（5 ml）に溶かした。1.6 M n-BuLi ヘキサン溶液 

(0.36 ml, 0.58 mmol) と(0.12 ml, 0.58 mmol) を0 ºCで30分撹拌して調製したLiHMDSを反

応溶液に室温で滴下した。室温で 12時間撹拌した後、反応溶液に hydrazine monohydride 

(0.03 ml, 0.58 mmol) と酢酸 を加え、24時間加熱した。反応溶液に水を加え、酢酸エチルで

抽出を行い、有機層を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液と飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナ

トリウムで乾燥させた後、有機溶媒を除去した。得られた残留物をカラムクロマトグラフ

ィー（塩化メチレン）で精製し、6-ethoxy-N-phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine 

(18a)を黄色固体で得た(0.0825 g, 0.28 mmol, 48%)。 

mp: 74-75 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.38 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.21 (2H, dd, J = 7.6, 8.4 Hz), 

6.94 (1H, s), 6.90-6.85 (3H, m), 6.72 (1H, d, J = 8.4 Hz), 4.00 (2H, q, J = 7.2 Hz), 3.33 (2H, s), 1.41 

(3H, t, J = 7.2 Hz); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 158.2, 155.3, 150.7, 143.1, 141.8, 129.2, 126.2, 

120.1, 120.0, 116.1, 112.8, 112.4, 110.9, 63.6, 30.4, 14.9; IR (NaCl) 3734, 3053, 2979, 2900, 2360, 

1600, 1540, 1508, 1497, 1464, 1394, 1309, 1241, 1111, 1043, 981, 952, 824, 748, 693 cm-1; HRMS 

(ESI, positive) m/z calcd. for C18H17N3O [M+H]
+: 292.1444, found: 292.1445; HPLC purity: 99.7% 

(254 nm), retention time: 7.0 min, The eluents were mixture of MeOH and CH2Cl2 (1:4). 
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6-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)-N-phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18b) 

5-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-2,3-dihydro-1H-inden-1-one (10a) (0.249 g, 0.95 mmol)、phenyl 

isothiocyanate (0.11 ml, 0.95 mmol)から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマト

グラフィー（ヘキサン：酢酸エチル = 2:1）で精製し 6-((tert-butyldimethylsilyl)oxy) 

-N-phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18b)を明褐色固体として得た(0.197 g, 0.52 

mmol, 55%)。 

mp: 93-94 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.42 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.28-7.25 (3H, m), 6.99 (2H, 

d, J = 8.0 Hz), 6.94 (1H, s), 6.91 (1H, dd, J = 7.6, 7.2 Hz), 6.78 (1H, d, J = 8.0 Hz), 6.01 (1H, bs), 

3.41 (2H, s), 0.99 (9H, s), 0.21 (6H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 155.3, 154.9, 150.7, 143.1, 

141.9, 129.2, 126.8, 120.08, 120.05, 118.5, 117.9, 116.1, 111.4, 30.2, 25.7, 18.2, -4.4; IR (NaCl) 

3181, 3051, 2955, 2929, 2896, 2858, 2360, 1600, 1530, 1497, 1463, 1444, 1418, 1396, 1281, 1250, 

1086, 957, 841, 780, 745, 692 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C22H27N3OSi [M+H]
+: 

378.1996, found: 378.1994. 

 

 

N-(2-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)-6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amin

e (18d)  

5-methoxy-1-indanone (0.078 g, 0.48 mmol)、tert-butyl(2-isothiocyanatophenoxy)dimethylsilane 

(17a) (0.127 g, 0.48 mmol)から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフ

ィー（ヘキサン：酢酸エチル = 5:1）で精製し N-(2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl) 

-6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18b)を黄色固体として得た(0.0565 g, 0.14 

mmol, 29%)。 

mp: 72-73 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.51 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.36 (1H, d, J = 6.8 Hz), 7.04 

(1H, s), 6.95-6.83 (3H, m), 6.76 (1H, dd, J = 8.0, 7.2 Hz), 6.26 (1H, bs), 3.85 (3H, s), 3.48 (2H, s), 
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1.06 (9H, s), 0.28 (6H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 158.9, 153.9, 150.7, 143.2, 142.7, 134.9, 

126.2, 121.9, 120.0, 119.5, 118.1, 115.2, 112.2, 112.1, 111.9, 55.5, 29.8, 25.9, 18.3, -4.3; IR (NaCl) 

3423, 3063, 2929, 2857, 2360, 1598, 1537, 1495, 1460, 1283, 1250, 1106, 1082, 1035, 922, 839, 807, 

782, 752 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C23H29N3O2Si [M+H]
+: 408.2102, found: 

408.2105; 

 

 

N-(3-((tert-Butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)-6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amin

e (18f)  

5-methoxy-1-indanone (0.224 g, 1.38 mmol)、tert-butyl(3-isothiocyanatophenoxy)dimethylsilane 

(17b) (0.366 g, 1.38 mmol)から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフ

ィー（ヘキサン：酢酸エチル = 2:1）で精製し N-(3-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)- 

6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18f)を黄色固体として得た(0.386 g, 0.946 

mmol, 68%)。 

mp: 136-137 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ7.50 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.10 (1H, dd, J = 8.0, 8.0 

Hz), 7.03 (1H, s), 6.87 (1H, d, J = 6.8 Hz), 6.61 (1H, d, J = 6.8 Hz), 6.52 (1H, s), 6.40 (1H, d, J = 8.0 

Hz), 5.94 (1H, bs), 3.85 (3H, s), 3.47 (2H, s), 0.97 (9H, s), 0.19 (6H, s); 13C NMR (100 MHz, 

CDCl3): δ 158.9, 156.7, 155.1, 150.7, 144.4, 141.8, 129.8, 126.3, 120.1, 112.1, 111.9, 111.8, 109.4, 

108.0, 55.4, 30.4, 25.7, 18.1, -4.4; IR (NaCl) 3063, 2954, 2929, 2858, 2360, 1600, 1524, 1490, 1471, 

1310, 1283, 1250, 1181, 1155, 1083, 1035, 992, 871, 838, 781 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. 

for C23H29N3O2Si [M+H]
+: 408.2102, found: 408.2104; 
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6-Methoxy-N-(2-methoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18h)  

5-methoxy-1-indanone (0.08 g, 0.5 mmol)、1-isothiocyanato-2-methoxybenzene (0.082 mg, 0.5 

mmol)から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：

酢酸エチル = 2:1）で精製し 6-methoxy-N-(2-methoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c] 

pyrazol-3-amine (29)を明黄色固体として得た(0.0615 g, 0.2 mmol, 40%)。 

mp: 182-183 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.55 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.06 (1H, s), 6.97-6.86 

(5H, m), 6.39 (1H, bs), 3.94 (3H, s), 3.87 (3H, s), 3.53 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ159.0, 

155.0, 150.7, 147.3, 141.6, 133.0, 126.5, 121.1, 120.0, 119.5, 114.3, 112.4, 112.0, 112.0, 110.2, 55.6, 

55.5, 30.1; IR (NaCl) 3064, 2933, 2834, 2360, 1600, 1532, 1461, 1310, 1283, 1245, 1112, 1030, 979, 

817, 746 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C18H17N3O2 [M+H]
+: 308.1394, found: 

308.1399; HPLC purity: 99.9% (254 nm), retention time: 6.9 min, The eluents were mixture of 

MeOH and CH2Cl2 (1:9). 

 

 

6-Methoxy-N-(3-methoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18i)  

5-methoxy-1-indanone (0.1 g, 0.62 mmol)、3-methoxyphenyl isothiocyanate (0.087 ml, 0.62 mmol)

から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（塩化メチレン：メ

タノール = 30:1）で精製し 6-methoxy-N-(3-methoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c] 

pyrazol-3-amine (18i)を白色固体として得た(0.113 g, 0.37 mmol, 60%)。 

mp: 153-154 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ7.50 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.19 (1H, dd, J = 8.4, 8.4 

Hz), 7.04 (1H, s), 6.88 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.60-6.59 (2H, m), 6.49 (1H, d, J = 7.6 Hz), 6.07 (1H, bs), 

3.86 (3H, s), 3.79 (3H, s), 3.49 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ160.7, 158.9, 155.0, 150.7, 

144.5, 141.7, 130.0, 126.2, 120.0, 112.3, 111.9, 111.7, 108.6, 105.6, 101.7, 55.5, 55.2, 30.3; IR 

(NaCl) 3004, 2904, 2834, 2360, 1601, 1524, 1494, 1310, 1284, 1248, 1202, 1158, 1082, 1034, 980, 
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840, 756, 688 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C18H17N3O2 [M+H]
+: 308.1394, found: 

308.1389; HPLC purity: 97.7% (254 nm), retention time: 7.7 min, The eluents were mixture of 

MeOH and CH2Cl2 (1:9). 

 

 

6-Methoxy-N-(4-methoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18j)  

5-methoxy-1-indanone (0.2 g, 0.1.23 mmol)、4-methoxyphenyl isothiocyanate (0.17 ml, 1.23 mmol)

から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エ

チル = 1:1）で精製し6-methoxy-N-(4-methoxyphenyl)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine 

(18j)を白色固体として得た(0.141 g, 0.46 mmol, 37%)。 

mp: 137-138 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ7.50 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.05-7.03 (3H, m), 

6.89-6.87 (3H, m), 5.81 (1H, bs), 3.86 (3H, s), 3.82 (3H, s), 3.40 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, 

CDCl3): δ158.8, 155.5, 154.2, 150.8, 143.3, 136.5, 126.5, 120.1, 118.8, 114.5, 112.1, 111.8, 109.6, 

55.6, 55.4, 30.3; IR (NaCl) 3182. 2903, 2832, 2360, 1615, 1509, 1466, 1310, 1282, 1240, 1179, 

1082, 1034, 979, 819, 757 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C18H17N3O2 [M+H]
+: 308.1394, 

found: 308.1393; HPLC purity: 97.9% (254 nm), retention time: 11.0 min, The eluents were mixture 

of MeOH and CH2Cl2 (3:97). 

 

 

N-(3,4-Dimethoxyphenyl)-6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18k)  

5-methoxy-1-indanone (0.2 g, 0.1.23 mmol)、3,4-dimethoxyphenyl isothiocyanate (0..24 g, 1.23 

mmol)から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（塩化メチレ

ン ： メ タ ノ ー ル  = 100:1） で 精 製 し 6- N-(3,4-dimethoxyphenyl)-6-methoxy- 

1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18k)を明褐色固体として得た (0.202 g, 0.6 mmol, 
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49%)。 

mp: 102-103 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ7.51 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.04 (1H, s), 6.89 (1H, d, J 

= 8.4 Hz), 6.83 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.71 (1H, s), 6.61 (1H, d, J = 8.4 Hz), 5.85 (1H, bs), 3.88 (3H, s), 

3.86 (6H, s), 3.42 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ158.9, 155.5, 150.7, 149.7, 143.6, 143.0, 

137.0, 126.3, 120.0, 112.4, 112.2, 111.9, 109.9, 108.7, 102.6, 56.4, 55.7, 55.4, 30.3; IR (NaCl) 3337, 

3014, 2934, 2833, 1612, 1511, 1466, 1310, 1282, 1232, 1165, 1134, 1082, 1027, 980, 752 cm-1; 

HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C19H19N3O3 [M+H]
+: 338.1499, found: 338.1503; HPLC 

purity: 96.0% (254 nm), retention time: 8.3 min, The eluents were mixture of MeOH and CH2Cl2 

(1:9). 

 

 

N-(3,5-Dimethoxyphenyl)-6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18l)  

5-methoxy-1-indanone (0.08 g, 0.49 mmol)、1-isothiocyanato-3,5-dimethoxybenzene (17c) (0.0896 g, 

0.49 mmol)から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサ

ン ： 酢 酸 エ チ ル  = 1:1） で 精 製 し N-(3,4-dimethoxyphenyl)-6-methoxy- 

1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18l)を明褐色固体として得た(0.0827 g, 0.245 mmol, 

50%)。 

mp: 88-89 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): 7.52 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.06 (1H, s), 6.90 (1H, d, J = 

8.4 Hz), 6.20 (2H, s), 6.09 (1H, s), 6.00 (1H, bs), 3.87 (3H, s), 3.78 (6H, s), 3.52 (2H, s); 13C NMR 

(100 MHz, CDCl3): δ161.6, 158.9, 155.3, 150.7, 145.1, 141.4, 126.2, 120.0, 112.3, 111.8, 111.6, 94.3, 

92.6, 55.4, 55.2, 30.4; IR (NaCl) 3003, 2935, 2837, 2360, 1600, 1525, 1488, 1310, 1283, 1254, 1202, 

1152, 1066, 1033, 817, 754, 686 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C19H19N3O3 [M+H]
+: 

338.1499, found: 338.1495; HPLC purity: 97.0% (254 nm), retention time: 7.7 min, The eluents 

were mixture of MeOH and CH2Cl2 (1:9). 
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Methyl 3-((6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-yl)amino)benzoate (18m)  

5-methoxy-1-indanone (0.1 g, 0.62 mmol)、methyl 3-isothiocyanatobenzoate (17d) (0.119 g, 0.62 

mmol)から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサン：

酢酸エチル = 2:1）で精製し methyl 3-((6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-yl) 

amino)benzoate (18m)を白色固体として得た(0.0839 g, 0.25 mmol, 40%)。 

mp: 147-148 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.64 (1H, s), 7.54 (1H, d, J = 7.6 Hz), 7.44 (1H, d, J 

= 8.0 Hz), 7.29 (1H, m), 7.16 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.00 (1H, s), 6.82 (1H, s, J = 8.0 Hz), 6.39 (1H, 

bs), 3.88 (3H, s), 3.28 (3H, s), 3.42 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 167.3, 158.9, 154.8, 

150.7, 143.3, 141.8, 130.9, 129.1, 125.9, 120.9, 120.1, 120.0, 116.4, 112.2, 111.8, 111.2, 55.4, 52.1, 

30.3; IR (NaCl) 3734, 2950, 2360, 1716, 1592, 1540, 1508, 1489, 1472, 1284, 1249, 1107, 1034, 

999, 752, 687 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C19H17N3O3 [M+H]
+: 336.1343, found: 

336.1340; HPLC purity: 98.3% (254 nm), retention time: 7.7 min, The eluents were mixture of 

MeOH and CH2Cl2 (1:9); Anal. Calcd for C19H17N3O3: C: 68.05, H: 5.11, N: 12.53, O: 14.31, found, 

C: 67.81, H: 5.15, N: 12.47. 

 

 

N-(3-Isobutoxyphenyl)-6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18o)  

5-methoxy-1-indanone (0.094 g, 0.58 mmol)、1-isobutoxy-3-isothiocyanatobenzene (17e) (0.12 g, 

0.58 mmol)から18aと同様の実験手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（ヘキサ

ン：酢酸エチル = 2:1）で精製し N-(3-isobutoxyphenyl)-6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c] 

pyrazol-3-amine (18o)を明黄色固体として得た(0.113 g, 0.32 mmol, 55%)。 

mp: 76-77 ºC; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.50 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.17 (1H, dd, J = 8.0, 8.4 Hz), 

7.04 (1H, s), 6.87 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.58-6.56 (2H, m), 6.48 (1H, d, J = 7.6 Hz), 6.07 (1H, bs), 

3.86 (3H, s), 3.70 (2H, d, J = 6.4 Hz), 3.48 (2H, s), 2.21-2.02 (1H, m), 1.03 (3H, s), 1.00 (3H, s); 13C 
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NMR (100 MHz, CDCl3): δ160.4, 158.9, 155.3, 150.7, 144.4, 141.6, 129.9, 126.3, 120.1, 112.2, 

111.9, 111.4,108.5, 106.3, 102.4, 74.3, 55.4, 30.4, 28.3, 19.3; IR (NaCl) 3162, 2957, 2360, 1598, 

1524, 1494, 1469, 1394, 1310, 1283, 1247, 1192, 1156, 1082, 1034, 980, 839, 757, 688 cm-1; HRMS 

(ESI, positive) m/z calcd. for C21H23N3O2 [M+H]
+: 350.1863, found: 350.1865; HPLC purity: 95.7% 

(254 nm), retention time: 9.5 min, The eluents were mixture of MeOH and CH2Cl2 (3:97). 

 

 

3-(Phenylamino)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-6-ol (18c) 

6-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)-N-phenyl-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine (18b) (0.17 g, 

0.45 mmol)をMeOH (10 ml)に溶かし、1 M TBAF THF溶液 (0.81 ml, 0.81 mmol)を加えて室温

で 2時間反応させた。反応溶液に酢酸エチルを加えて薄め、飽和塩化アンモニウム水溶液

と飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後、有機溶媒を除去した。得ら

れた残留物をカラムクロマトグラフィー（塩化メチレン：メタノール = 50:1）で精製し、

3-(phenylamino)-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-6-ol (18c)を明黄色固体で得た(0.114 g, 0.43 

mmol, 96%)。 

mp: 150-151 ºC; 1H NMR (400 MHz, CD3OD): δ 7.41 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.21 (2H, dd, J = 7.6, 7.6 

Hz), 7.00 (2H, d, J = 7.6 Hz), 6.91 (1H, s), 6.80 (1H, dd, J = 7.2, 7.6 Hz), 6.75 (1H, d, J = 8.4 Hz), 

3.38 (2H, s), 3.34 (1H, s); 13C NMR (100 MHz, CD3OD): δ 156.6, 155.6, 151.0, 143.7, 141.6, 128.7, 

125.3, 119.6, 119.3, 115.4, 113.4, 113.0, 110.3, 29.3; IR (KBr) 3376, 3052, 2896, 2810, 2362, 1620, 

1600, 1528, 1497, 1449, 1243, 1104, 1082, 982, 927, 853, 820, 747, 718, 691 cm-1; HRMS (ESI, 

positive) m/z calcd. for C16H13N3O [M+H]
+: 264.1131, found: 264.1132; HPLC purity: 98.3% (254 

nm), retention time: 7.7 min, The eluents were mixture of MeOH and CH2Cl2 (1:4). 
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2-((6-Methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-yl)amino)phenol (18e)  

N-(2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)-6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine 

(18d)  (0.057 g, 0.14 mmol)、1 M TBAF THF溶液 (0.25 ml, 0.25 mmol)から18cと同様の実験

手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（塩化メチレン：メタノール = 50:1）で

精製し2-((6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-yl)amino)phenol (39)を暗緑色固体とし

て得た(0.0195 g, 0.066 mmol, 47%)。 

mp: 196-197 ºC; 1H NMR (400 MHz, CD3OD): δ 7.50 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.10 (1H, d, J = 7.6 Hz), 

7.05 (1H, s), 6.88 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.84-6.72 (3H, m), 3.81 (3H, s), 3.44 (2H, s); 13C NMR (100 

MHz, CD3OD): δ 159.3, 155.5, 150.8, 145.6, 142.0, 131.7, 126.3, 120.1, 119.6, 119.4, 115.6, 114.4, 

112.1, 111.6, 109.8, 54.5, 29.5; IR (KBr) 3368, 3241, 2830, 2682, 2499, 1589, 1510, 1471, 1400, 

1310, 1286, 1246, 1112, 1090, 1038, 862, 808, 738 cm-1; HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for 

C17H15N3O2 [M+H]
+: 294.1237, found: 294.1241; HPLC purity: 98.8% (254 nm), retention time: 

10.7 min, The eluents were mixture of MeOH and CH2Cl2 (1:1). 

 

 

3-((6-Methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-yl)amino)phenol (18g)  

N-(3-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)-6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-amine 

(18f)  (0.386 g, 0.94 mmol)、1 M TBAF THF溶液 (1.69 ml, 1.69 mmol)から18cと同様の実験

手順で反応させた。カラムクロマトグラフィー（塩化メチレン：メタノール = 50:1）で

精製し 3-((6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-yl)amino)phenol (18g)を白色固体とし

て定量的に得た。 

mp: 201-202 ºC; 1H NMR (400 MHz,CD3OD): δ 7.52 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.09 (1H, s), 7.05 (1H, dd, 

J = 8.0, 8.0 Hz), 6.90 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.52-6.49 (2H, m), 6.31 (1H, d, J = 8.0 Hz), 3.83 (3H, s), 

3.47 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, CD3OD): δ 159.3, 157.9, 155.5, 150.9, 145.1, 141.2, 129.5, 126.4, 
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119.4, 112.1, 111.6, 110.7, 107.2, 106.4, 102.3, 54.6, 29.5; IR (KBr) 3402, 3347, 3058, 2944, 2900, 

2826, 2703, 1615, 1600, 1543, 1463, 1267, 1250, 1157, 1108, 1075, 1039, 981, 849, 832, 774 cm-1; 

HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C17H15N3O2 [M+H]
+: 294.1237, found: 294.1245; HPLC 

purity: 99.9% (254 nm), retention time: 10.7 min, The eluents were mixture of MeOH and CH2Cl2 

(1:1). 

 

 

3-((6-Methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-yl)amino)benzoic acid (18n) 

methyl 3-((6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-yl)amino)benzoate (18m) (0.084 g, 0.25 

mmol) をTHF (5 ml) に溶かし、LiOH.H2O (0.021 ml, 0.5 mmol) の水溶液 (1 ml) を加えて室

温で一晩撹拌した。反応溶液に1 N 塩酸を加えて酸性にし、酢酸エチルで抽出を行い、有

機層を水と飽和食塩水で洗浄した。有機層を無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後、有機

溶媒を除去した。得られた残留物塩化メチレンに懸濁させ、固体をろ別し

3-((6-methoxy-1,4-dihydroindeno[1,2-c]pyrazol-3-yl)amino)benzoic acid (18n)を白色固体として

得た(0.062g, 0.19 mmol, 76%)。 

mp: 239-240 ºC; 1H NMR (400 MHz, CD3OD): 7.65 (1H, s), 7.53 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.47 (1H, d, J 

= 7.6 Hz), 7.27 (1H, dd, J = 7.6, 8.0 Hz), 7.14 (1H, dd, J = 1.2, 8.0 Hz), 7.10 (1H, s), 6.91 (1H, dd, J 

= 2.0, 8.4 Hz), 3.84 (3H, s), 3.50 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, CD3OD): δ173.3, 159.2, 155.6, 150.9, 

143.5, 141.2, 137.0, 128.2, 126.4, 120.3, 119.4, 117.9, 116.2, 112.1, 111.5, 110.3, 54.5, 29.5; IR 

(KBr) 3274, 2896, 2833, 1551, 1471, 1391, 1310, 1283, 1245, 1083, 1032, 976, 815, 763, 686 cm-1; 

HRMS (ESI, positive) m/z calcd. for C18H15N3O3 [M+H]
+: 322.1186, found: 322.1182; HPLC purity: 

100% (254 nm), retention time: 8.2 min, The eluents was MeOH. 
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細胞の細胞の継代継代 

細胞は 10% FBS (HyClone) 、100 Units/ml のペニシリンと100 μg/ml のストレプトマイシ

ン (Invitrogen, Carlsbad, CA) を含んだ RPMI - 1640 メディウム (Wako) の中で、5% CO2 濃

度条件下、 37oC で培養した。 

 

 

MTT assay 

96穴マルチウェルプレートにて細胞を5x103 cells/100 μlの密度で6時間培養した後、

RPMI-1640メディウムで化合物を60-0.2 μMの濃度に希釈し、100 μlを細胞に加え、72時間、

37 ºCで培養した。その後、PBSに溶かしたMTT（sigma）試薬溶液（5 mg/ml）を加え、2

時間培養した。2時間後上清を取り除きDMSOを100 μl加えて、プレートリーダによって

595 nmの吸光度を測定した。 

 

 

MorphoBase profiling 

MorphoBase profiling は報告されている手法に従った 7, 8。srcts-NRK と HeLa 細胞を

poly-D-lysine-coated, black, 96-well clear-bottom plates (Bio-one clear, Greiner)に播種した。化合

物を曝露後、3.7%ホルマリンで細胞を固定し、Hoechst33342 (Sigma-Aldrich)で染色した。明

視野画像と細胞核の画像をIN Cell Analyzer 2000 (GE Healthcare)によって取得した。得られ

た画像から約1000細胞をcustom-designed image analysis algorithmsを用いて個々の細胞の区

域を解析し、細胞核や細胞の面積など12の規定した項目について測定した。各ウェルでの

表現型の応答を特徴づけるため、平均、中央値、標準偏差をそれぞれのパラメトリックな

測定値に対して算出した。全71パラメーターをDMSO処理した細胞の値をコントロールと

して規格化した。共通対数出力に対して統計解析を適応した。主成分分析のため共分散行
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列の固有値-固有ベクトルを算出し、主成分スコアを二次元散布図にプロットした。試験し

た化合物の確率成績と最短距離のランキングを化合物からのユークリッド距離により算出

し、この二つの統計学的な算出を用いて試験した化合物の作用機序や標的タンパク質の予

想を行った。 

 

 

ChemProteoBase Profiling 

ChemProteoBase profilingは報告されている手法に従った 9, 13。HeLa細胞を化合物18mで18

時間処理した。細胞溶解液のプロテオーム解析は2D-DIGE system (GE Healthcare)を用いて

行い、ゲルの画像はProgenesis SameSpots (Nonlinear Dynamics)によって解析した。2DEゲル

から1000以上のスポットを検出し、作用機序の明らかになっている化合物で処理した細胞

のゲル間で共通する 296の変化のあるスポットを選択した。次にDMSO処理したHeLa細

胞から得られた 296スポットの平均値を標準として、薬剤処理によって変化したスポット

の値を規格化した。規格化した 296スポットの値を用いて、化合物間の類似度を算出し、

階層的クラスタリング解析を Gene Cluster 3.0 (clustering method; centroid linkage with the 

means of uncentered correlation)をもちいて行った 14。予想される樹状図はJava Treeview 1.1.3.

を用いて可視化した 15。 

 

 

In vitro tubulin polymerization assay 

In vitro tubulin polymerization assayはTubulin Polymerization Assay Kit (Cytoskeleton)を用いて、

製品の説明書に従って行った。凍結乾燥した豚のtubulinをreaction buffer (80 mM PIPES pH 

6.9, 2 mM MgCl2, 0.5 mM EGTA, 1 mM GTP, 10 μM fluorescent reporter, 20% glycerol)に最終濃

度2 mg/mlになるよう溶かした。化合物(100× DMSO stock solutions)を予熱した96穴マルチ
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ウェルブラックプレートに加え、冷却した tubulin溶液を各ウェルに加えた。プレートを振

とうさせ、340 nmにおける吸光度を1分ごとに1時間測定した。 

 

 

Flow Cytometry 

ChemProteoBase profilingは報告されている手法に従った 8, 13。HeLa細胞を化合物で24時間

処理し、エタノールで細胞を固定化し PBSで洗浄後、PI buffer (PBS containing 50 μg/ml 

propidium iodide and 2 μg/mL RNase A (Nacalai Tesque)で30分染色した。DNAの含有量を

Cytomics FC500 (Beckman Coulter)によって測定した。 

 

 

ウウェェスタンブロットスタンブロット 

12穴マルチプレートに2.5 x 105 cells / mlの濃度でHeLa細胞を撒き、化合物処理を行った後

に、メディウムを取り除き、lysis buffer (20 mM HEPES, pH 7.4, 1% Triton X-100, 10% glycerol, 

1 mM EDTA, 5 mM sodium fluoride, 2.5 mM p-nitrophenylene phosphate, 10 μg/ml 

phenylmethylsulfonylfluoride, 1 mM sodium vanadate, and 10 μg/ml leupeptin)を80 μl加えて細胞

を溶解し、sample buffer (50 mM Tris, pH 7.4, 20% SDS, 50% glycerol, 20% 2-thioethanol, 50 

μg/ml bromophenol blue)を20μl加えて、超音波、熱変性処理を行った。細胞ライセートを10% 

SDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動によってタンパク質を分離し、ポリフッ化ビニリデ

ン（PVDF）メンブレンに転写した。メンブレンを抗チューブリン抗体（Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.）、抗アセチルチューブリン抗体（Santa Cruz Biotechnology, Inc.）、で処理

し、さらにHRP結合2次抗体で処理した。メンブレンをECL kit（GE healthcare Buckinghashire , 

UK)）で処理し、タンパク質をメージャー(Molecular Imager ChemiDoc XRS System (Bio-Rad, 

Hercules,CA))で可視化した 
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免疫染色免疫染色 

カバーガラス上に1x104 cells/100 μlの濃度でHeLa細胞を撒き、35 mmディッシュに入れ2

時間培養した後、メディウムを1 ml加えて12時間培養した。化合物を加えて8時間処理し、

メディウムを取り除き4%パラホルムアルデヒド溶液で15分間処理して細胞を固定化した。

その後0.4% Triton Xで5分間、イムノブロック（DSファーマバイオメディカル株式会社）

で5分間処理した。抗チューブリン抗体を加えて12時間、FITC結合2次抗体（Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.）で4時間、DAPI（和光純薬）で5分間処理した。ProLong○
R
Gold antifade 

reagent（Invitrigen）で封入し、蛍光顕微鏡で観察した。 
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鉉承 博士、横井雅幸 助教、孤嶋慎一郎 博士、鍋山航 研究員に深く感謝申し上げます。 

化合物の標的同定にご協力して頂いた、理化学研究所 長田裕之 主任研究員、室井誠 専任

研究員、川谷誠 専任研究員、二村友史 特別研究員に深く感謝いたします。 

HIF-1阻害剤の研究においてご助言とご協力をしていただきました東京工業大学 近藤科江 

教授と中川賢治 氏に深く感謝いたします。 

本研究の一部は日本学術振興会特別研究員として行ったものであり、財政的な支援を頂き

ました日本学術振興会に深く感謝いたします。 

研究室の先輩方には基本的な研究の進め方などを教えて頂きました。深く感謝いたします。 

研究室の同期である、立川将士 氏とは常に刺激し合い、励まし合いながら研究生活を送れ

たことに深く感謝いたします。 

研究室の後輩である深代真司 氏と松川卓也 氏とは同じテーマで研究を行い、互いに高め

あう関係で充実した研究を行うことが出来たことに感謝いたします。 

最後に、大学入学以来今日までの9年間、私の生活を精神的、経済的に常に支えて頂いた、

家族に心より深く感謝申し上げます。 

 

平成 27 年 3 月 


