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原著

免疫抑制剤の研究 (第 1報)

2'， 5'-ジアザ葉酸の合成

中原雄二関川勲柿本七郎

(北海道大学免疫科学研究所 化学部門)

(昭和50年10月31日受付)

緒 言

葉酸(1)は，生体内で還元されて，テトラヒドロ葉酸

(FH4) (2)となり， 1分子のギ酸と結合して種々の誘導体

となる。これらの誘導体は核酸の構成成分であるプリン
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核・ピリミジン核の生合成の際に，ギ酸を運搬するため

の補酵素として作用する1)(図1)。したがって葉酸の桔抗

物質は，ヌクレオタイドの生合成を阻害することにより

DNAの合成を間害し，ガン細胞など DNA合成のさか

んな細胞の成長を阻止することが，考えられる。テトラ

ヒドロ葉酸がギ酸と結合する部分は， 10位の窒素である

から，葉酸の NIOの電子密度を下げるとギ酸と縮合する

能力が減少し，逆に NIOの電子密度を上げると，ギ酸と

縮合して出来た誘導体が安定化され，基質へのギ酸の運
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搬が阻害されることになる。このように， NIOの電子密

度を変化させることによって，抗葉酸物質が得られると

考えることができる。 この考えに従って Robertsと

Shealyは葉酸のベンゼン核をピリジン核，チアゾール

核，及びピリミジン核に変えて， NI0の電子密度を下げ

た同族体を合成した2)。 しかし これらの化合物は，現

在良く知られている抗葉酸物質のアミノブテリン，アメ

トプテリンよりも活性が低かった。著者等も，彼等と同

様に， NIOの電子密度を下げる目的でベンゼ、ン核をピラ

ジン核に変えた同族体の合成を行なった。

方法

目的の 2'，5'ージアザ葉酸 (16)は， Robertsと Shealy

の合成法と同様に，別途合成した 2-アミノふピラジンカ

ルボン酸 (7戸， 2-アセトアミドー4-ハイドロキシ・6ーホルミ

ルブテリジン (13)4)とグルタミン酸ジエチルエステル複

酸塩とを縮合することによって得た。

2・ァミノ・5-ピラジンカルボン酸(7)は，図IIに従って

合成した。これは既知の方法であるが，脱炭酸のところ

では，従来の方法では収量が少なかったので，キノリン

中において銅粉とガラス粉とを用いて，高収率を上げる

ことが出来た。

2・ァセトアミドー4-ハイドロキシ・6・ホルミルフテリジン

(13)4)は， Sletzinger et al.の方法により図IIIに従っ

て合成した。この場合，中間体となる(10)は，単離する

ことなく，そのまま次の段階の反応に用いた。又， (9) 

と臭素との付加物は，種々の脱臭化水素操作を行なって

見たが，どれも良い結果が得られず，不純物の多量に含

まれたものしか得られなかった。これは，脱離反応だけ

でなく，置換反応なども起こるためと考えられる。この

結果，最終産物の収量が著しく減少することとなった。

最後に，それぞれの部分の縮合方法を図IVに示す。

グルタミン酸ジエチルエステル塩酸塩と (7)との縮合は，

最初に DCCを用いて行なった。この場合に得られた化

合物はd値0.50-2.00ppmに22個分の水素を有する(7)
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品した。
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とDCCとの付加物で， (14)は得られなかった。そこで

クロル蟻酸エチルとトリエチルアミンとを用い， DMF 

中で撹伴することにより (14)を得た。粗生成物はシリカ

ゲルクロマトグラフィーによって精製し，ベンゼンから

再結品した。

精製した (15b)をO.IN水酸化ナトリウムで加水分解

することにより，目的の2'，5'-ジアザ葉酸 (16)を得た。

化合物(14)，(15b)と(16)の生物活性については，現在検

討中である。

(13)と(14)とは， p-トルエンチオールを含んだ 2・メト

キシメタノール中て、還流することによって還元的に縮合

し(15a)を与えた。 (15a)は，無水酢酸と還流することに

よってアセチル化され (15b)となる。これを，アルミナ

ウロマトグラフィーによって精製し，アセトンから再結

実験部

赤外スペクトルは島津分光光度計IR-27G型，核磁気

共鳴スペクトルは目立R-20B型により測定し NMR

スペクトルデータはテトラメチルシランを内部標準とす
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るrJ{I直で示した。 7.32 (broad 5， 3， -N+ H3)， 5.50-8.00 (broad， 3， H30+)。

N-シアノメチル-0・フェニレンジアミン(3); 0・フェニ 2-アミノーらピラジンカ;!-;f{ン酸 (7); 3 gの 2-アミ

レンジアミン 54gを48.6cι のメタノ-}~にとかし， ノー5，6-ヒラジンジカルボン酸(6)と100mgの銅粉と

48.6 mfiの濃塩酸を滴下する。この場合，温度を30
0

C以 200mgのガラス粉とを混ぜ，8mfiのキノリンを加えて

ドに保つ。この溶液中に， 29.4 gのシアンソーダを 70 180
0

Cに30分間加熱する。放冷後，エーテルを加えて

mfiの水に溶かしたものを温度を 300C以下に保ちなが 沈澱を析出させ，iF過する。

ら25分間で加える。次に濃塩酸によって反応液の pHを 得られた沈澱を 500mtの水より，再結晶する。収量

6.5 iこL，43-450Cに加熱した後，その温度を保ちなが 1.55 g (68.4 % )，融点274
0
C分解，IR:1700 cmー1(C=O):

らホノレムアルデヒド 42gを30分間で加え，更にl時間 NMR (DM5u-d6) O 8.51 (d， 1， C6-H， J = 1.5 Hz)， 7.88 (d， 

その温度で撹伴後氷冷し，結晶をi戸取する。収量 61.2g 1， C3-H， J = 1.5 Hz) 7.15 (broad 5， 3， -N十日3)。

(83.370)。この結晶を水から再結晶する。融点 95.8-102 2-プロモー1，1，3ートリエトキシプロパン(8); 100gのア

。C，IR: 3420， 3340 cm-1 (-NHz)， 22焔ocm-1 (-C三 N); クロレインを 300mCのエーテルに溶かし， OOCで

NMR (DM50-d6): O 6.57 (5， 4， phenyl-H)， 5.17(t，1， 290gの臭素を， 1.5時聞かけて滴下する。滴下終了後，

NH，Jニ 7Hz)，4.45 (broad S， 2， -NHz)， 4.18(d， 2， CHz， 室温でエーテルを留去し，残泣に， 5.4 gの塩化水素を含

J=7Hz)。 む 600mfiの無水エタノールを加え6時間還流する。反

2・ァミノキノキザリン (4); 2.8gの水酸化カリウムを 応液に 200mfiのベンゼンを加え，反応液中の水を共i弗

120 mtのメタノールに溶かし， 35-40
o
Cで， 13.3gの によって除く。冷却后炭酸水素ナトリウムを加えてアル

Nーシアノメチノい0・フェニレンジアミン(3)を加え撹持す カリ性にする。沈澱をi戸別し，iF液を減圧蒸留する。収

る。反応は窒素気流中で行なし、， 20時間後に温度を30
0

C 量236g(48.1%)，沸点 1050C(16 mmHg)， 1l4SC (13.5 

に下げ，これに0.14gの粉砕した硫酸第一鉄を加え， 10 mmHg)， IR: 1060，1115 cm-l， (acetal); NMR (CDC13)， 

mfi の 30~も過酸化水素を 3.5 時間で滴下する。滴下終了 O 4.66 (d， 1， C1-H， J =5.0Hz)， 3.36-4.25(m， 9， Cz-H， C3 

後，0.1gの亜硫酸水素ナトリウムを加えて過剰の過酸化 -H， -o-CHz)， 1.23 (t， 9， CH3， Jニ7.0Hz)。

水素を分解し，ノーリット 0.6gを加えてt戸過する。iF 1，3，払トリエトキシブロペン (9); 35gの水酸化カリ

液を濃縮乾回し，60mfiの水を加えl時間室温に置いた ウムを 120mfiの無水エタノーノレに溶かし， 52gの 2-ブ

後，結晶をi戸取する。収量 8.2g(62.9%)，融点 151-154 ロモー1，1，3-卜リエトキシプロハン (8)を入れ，窒素気流

。C，NMR (CD3 CO CD3): O 8.35 (5，1， C3-H)， 7.15- 中で還流する。 3時間後に還流を止め，沈澱をi戸過しi戸

7.90 (m， 4， phenyl-H)， 6.30 (broad S， 2， NHz)。 液から溶媒を留去する。残i査に 100mfiの水を加え，有

2・アセチルアミノキノキザリン(5); 2.9 gの2-アミノ 機層を分離する。水層を50mfiづつのエーテルて、3回抽

キノキザリンを 40mfiの無水酢酸中で100
0

Cに4時間 出し，先の有機層と合わせて減臣蒸留する。沸点 920C

加熱する。反応終了後氷冷し，結晶をi戸取して，冷無水 (18 mmHg)-990C (15 mmHg)の溜分を集める。収量

酢酸，冷ベンゼンで洗う。収量2.3g (60.5%)，融点 188- 26 g， IR: 1660 cm-1 (Cニc)1055， 1110 cm -1 (acetal)。

1905C， IR: 1700cm-1(C=O); NMR (DM50-d6) O 2-アミノ-4-ハイドロキシー6・ジエトキシメチールプテリ

11.04 (broad 5， 1， NH)， 9.63 (5， 1， C3-H)， 7.50-8.15 (m， ジン(11); 70 mEのエーテルに， 17 gの1，3，3-トリエ

ムphenyl-H)，2.23 (5，3， CH3)。 トキシブロペン(9)を溶かし， OOCで9gの臭素を滴下す

2-アミノー5，6-ピラジンジカルボン酸 (6); 12.8 gの る。室温て、エーテルを留去し，残漬を50mEの水と 12.5

2・アセチルアミノキノキザリン (5)を 400mfiの水に入 mEのアセトンとの混合液中に滴下し， OOCで1日間撹

れ， 90-950 
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ウムに溶かして不溶物をi戸別し， jp液の中へ18gの水酸 Jニ7.0Hz)， 1.22 (t， 3， CH3， Jニ 7.0Hz)。分析値:C， 51.66; 

化ナトリウム粒を入れて，生成物のナトリウム塩を結晶 H，6.17田 N，17.23%， C14H20N40Sとしての計算値 C，

させる。この結晶を 120mgの水に溶かし， 36%酢酸を 51.84: H， 6.22; N，17.28%。

用いて pH3とする。生成した結品をi戸取する。収量2.6 ジエチルN-[5-(2-{[(2-アセトアミド-4・ハイドロキシ幽6・

g (19.6%， 2，4，5-トリアミノー6ーハイドロキシピリミジン プテリジニル)メチル]アセチJL-アミノ}ピラジニJ[，)カル

より)， IR: 1060， 1105 cmー1(acetal); NMR (DMSO-d6， ポニJL-jグルタメイ卜 (15b); 2.6 gの(14)と5.95gのp-

ナトリウム塩として測定)， <I 8.53 (S， 1， C7-H)， 6.44 トルエンチオールを 140mgの 2ーメトキシエタノール中

(broad S， 2， NH2)， 5.4 g (S， 1， Cg-H)， 3.57と3.59(q， 2， で加熱する。反応液が還流を始めたころ，フラスコの中

OCH2， Jニ 7.5Hz)， 1.15 (t， 3， CH3， J = 7.5 Hz)。 にアルゴンガスを満たし， 1.86 gの(13)を加えて 1日関

与アセ卜アミド-4-ハイドロキシー6-フォルミルプテリジ 還流を続ける。反応液を冷却した後，灰黒色の沈澱をi戸

ン(13); 7 mgの無水酢西空中に， 2-アミノ4・ハイドロキ 過し，エーテルで洗う。 i戸液を濃縮してエーテルで処理

シー6ージエトキシメチールブテリジン(11)1 gを入れ， 100 L，さらに沈澱を得る。これらの沈澱を無水酢酸中で5

OCに4時間加熱する。反応溶液を熱i戸過し， i戸液を冷却 時間還流する。反応液を熱i戸過し，i戸液を濃縮してエー
して結品をi戸取し冷無水酢酸，冷ベンゼンで洗う。 10 テルで処理することにより結品を得る。この結品を80g

mgェタノールから再結品することにより， 667 mgの結 のアルミナカラムクロマトグラフィーでクロロフォノレム

品を得る。この結晶を 3mgのギ酸に溶かし，室温で撹 ←メタノール (95:5)によって展開し， 生成物を含んだ

持する。 2-3分後に白色結晶が現われるが，そのまま 2 フラクションを集め溶媒を留去してアセトンから再結晶

時間撹梓し，さらに3時間50Cに静置する。白色結晶を する。収量 227mg (4.9%)，融点 200201SC，IR: 1730 

1戸過し冷ギ酸・冷エーテルて、洗う。 540mgの2-アセ cm-1 (COOC2H5)， 1690 (CONH); NMR (CDCh)， <I 

トアミドー4ーハイドロキシー6-フォルミルフ勺テリジンモノ 10.60-11.70 (broad， 2， OH， NH)， 9.11 (S， 2， C6'-H， C7 

フォルメイ卜 (12)が得られるOこの結晶を 5mgのDMF H)， 8目96(S， 1， C3'-H)， 8.25 (d， 1， CONH， J = 9.0 Hz)， 

から再結晶すると，ギ酸が取れて， 2-アセトアミドー4-ヒ 5.41 (broad S， 2， NCH2)， 4.60-4.95 (m， 1， NCH)， 4.21 (q， 

ドロキシー6-フ才ルミルブテリジン(13)となる。 IR:1709 2， OCH2， Jニ 7.5Hz)， 4.08 (q， 2， OCH2， J = 7.5 Hz)， 2.41 

cm-1 (CHO)， 1690 cm-1 (amide); NMR (DMSO-d6)， (S， 3， COCH3)， 2.37 (S， 3， COCH3)， 2.20-2.55 (m， 4， 

O 11.90-12.54 (broad， 2， NH， OH)， 10.07 (S， 1， -CHO)， CH2CH2)， 1.27 (t， 3， CH3， Jニ 7.5Hz)， 1.18 (t， 3， CH3， J 

9.26 (S， 1， C7-H)， 2.25 (S， 3， CH3)。 ニ7.5Hz)。 分析値 C，51.43; H， 4.93; N，21.54ro， 

ジエチルN-[(2・アミノー5ーピラジニル)カルボニール]グ C2sH29NgOsとしての計算値 C，51.45; H， 5.00; N， 

ルタメイト (14)噌 6gの2-アセトアミドー4ーハイドロキシ 21.60%。

-6・フオルミルフテリジン(11)を150mgの無水DMFに N-[5-(2-{[(2-アミノー4-ハイドロキシー6・プテリジニール)

懸濁L， OOCで 13.1gのトリエチルアミンと 4.7gのエ メチル]アミノ}ピラジニル)ーカルボニル]グルタミン酸

チルク口口フォルメイトを加え 1時間室温で撹伴する。 (16); 45 mgの(15b)を30mgの空気を抜いた0.1N水

10.3 gのジエチルグルタメイト・塩酸塩を滴下し，さら 酸化ナトリウムに溶かし，アルゴン気流中室温で撹梓す

に室温で3日間撹伴する。反応液より沈澱をi戸過し， rp る。 16時間後，反応液を 1N塩酸でpH3.5とし，遠心分

液より溶媒を留去する。残j討を 130mgの酢酸エチルに 離によりゲル状の生成物を集
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Synthesis of N・[5-(2・{[(2・Amino-4・hydroxy-6・pteridinyl)-methyl] 

amino} pyrazinyl) carbonyl]-L-glutamic Acid 

(2'， 5'-Diazafolic Acid) 

Yu-uji NAKAHARA， Isao SEKIKAWA and Shichiro KAKIMOTO 

2'， 5'-Diazafolic acid (16) was synthesized by the condensation of 2-acetylamino-4・hydroxy-6-

formylpteridine (13) with diethyl N・[(2-amino-5・pyrazinyl)carbonyl]-L・glutamate(14) followed by ace-

tylation of Nl0 and alkaline hydrolysis of the protecting groups. Intermediate (14) was prepared 

by the condensation of diethyl L-glutamate with 2-amino-5-pyrazinecarboxylic acid using ethyl 

chloroformate. 


	1001865.tif
	1001866.tif
	1001867.tif
	1001868.tif
	1001869.tif

