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-ミンの酸化的開裂から生成する

プロペントダイオベントの反応性と安定性

鹿 田 和 弘

Reactivityandstabilityofpropentdyopentproducedbytheoxidativecleavageofhemin

Kazuhir°HIROTA

Thewateradductofpropentdyopent,whichhavetwopropionicacidgroupsandtwomethylgroups

ontwopyrroleringsandahydroxylgroupatthevalleyposition,waspreparedbytheoxidationof

heminwithhydrogenperoxide.Esterificationofthetwopropionicacidgroupsandsubstitutionof

alkoxygroupforthehydroxygroupwerestudiedtoexaminethereactivityoftheadduct.The
esterificationtookplacewiththesubstitutionofmethoxygroupontreatmentwithasolutionof2%

sulfuricacidinmethanolat60℃.Thesubstitutionsofmethoxyandethoxygroupswereattained

withoutanyesterificationontreatmentwithasolutionlO% aceticacidinmethanolat80℃ anda

solutionoflO% aceticacidinethanol,respectively.Onlyesterificationwasperformedontreatment

withanetherealsolutionofdiazomethane.Hydrolysisoftheesteroccurredsimultaneouslywiththe

substitutionofhydroxylgroupformethoxygrouponstandingwith0.5Nhydrochloricacidatroom

temperature.Thosecompoundswerepurifiedbythin-layerchromatographyandidentifiedwithmass

andnmrspectra.

KeyWords:Propentdyopent,pentdyopent,hemin,oXidation,dipyrrole

緒 言

プロペントダイオベント(PDP)1)は,図 1に示

すようにDipyrromethene骨格をもつ構造である｡

このジピロール化合物のValley位 (図 1のR結

合位置)に水とアルコールが付加した誘導体は,

それぞれウォーター PDPとアルコールPDPと

呼ばれ,生体成分との関連から研究されている化

合物である｡

PDPは,糞便の色素であるFuscin中に存在す

R-OH:ウォーターPDP

R-OR':アルコールPDP

図1.プロペントダイオベント (PDP)
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る単量体 として,尿色素であるUrochromeの構

成成分として,胆汁色素排他異常疾患の尿成分 と

して,また新生児黄症の光療法に発生するビリル

ビンの分解物質として生体成分に関連する化合物

である｡2~4)

このように,この化合物は-モグロビン-ムの

異化産生物質の1つであるところから,この化合

物の合成,構造,反応性が研究されてきた｡5,6)し

かし,この化合物は必ずしも安定なものでなく,

生体から分離するときその操作に用いる試薬や溶

媒によって,特にValley位の置換基やピロール

環に結合する残基が構造変化を受けやすい｡この

ようなPDPの安定性を検討することは-ムの異

化に関する研究に重要で役立つものと考える｡本

論文ではPDPとして,-ム(Ⅰ)の過酸化水素酸

化で比較的容易に得 られるメタノールPDPジ
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メチルエステル5) (ⅠⅠⅠ,2-〔(3･(2-carboxyethyl)･1,

5-dihydrol41methy1-5-oxo-2HIPyrrOle-2-ylidene)

methyl〕-2,5-dihydr0-2-hydroxy-4-methy1-5-

oxo-1H-pyrrole-3･propanoic acid)について,

Valley位の置換基の置換とピロール環に結合す

るプロピオン酸残基のエステル化およびエステル

加水分解を行いPDPの安定性を検討したので報

告する｡

試薬と測定機器

試薬および溶媒は1級品であった｡ジアゾメタ

ンのエーテル溶液は,p-トルエンスルホニルーN-

ニトロソーN-メチルアミドから発生するジアゾメ

タンをエーテルに溶解して調製したものである｡

溶媒の比は容積の比で,硫酸のパーセント表示は,

重量%で示した｡薄層クロマ トグラフィー(TLC)

は,Precoatedplate(シリカゲル60,F-254,厚

さ0.25mm,Merck)を用いて行った｡TLCの発
色に用いるStokvis試薬は,-イドロサルファイ

トナトリウムを20%KOH溶液に飽和させて調製

ウォーターPDPジメチルエステル,V
T--

.*

エタノールPDPジメチルエステル,VI

した｡

分取カラムクロマトグラフィーは,高速液体ク

ロマ トグラフ (LC-5A,島津製作所)のポンプと

紫外吸収検出器 (280EL,大岳製作所)を連結し,

280mmで検出して行った｡カラムは,中庄 ガラス

カラム(長さ47cmX内径1.4cm,桐山社)に16g充

填剤 (Kieselge160,230-400mesh,Merck)を

乾式で真空で吸引しながら詰めて製作したもので

あった｡

プロトン核磁気共鳴スペクトル (NMR)測定

は,内部標準として,テトラメチルシラン(TMS)

を用いて,JEOLFX-100(日本電子)で測定し

た｡使用した溶媒中に含まれる水のケミカルシフ

ト値は,温度可変を行い,この値が移動すること

で確認した｡EI質量分析(70eVのイオン化エネル

ギー)では,島津-LKBタイプ9000を用いて行っ

た｡

方法の項中反応番号は,図2の反応番号を意味

している｡

ヘミン

反応 1

.W
P'pM

ウォーターPDPカルボン酸,

-∵ -

＼ヮ
石頭売血.

罵 恭

メタノールPDPジメチルエステル,m

メタノールPDPカルボン酸,lV

Pm:-CH,CH2COOCH, P:-CH2CH･･COOH M:-CH3

図2.PDP類の変換反応
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方 法

1.- ミン(I)の酸化によるウォータPDPカル
ボン酸(ⅠⅠ)の生成 (反応 1)

Ⅰ (1.0g)に濃アンモニア水 (1.Oml)を加え,

さらに水 (170ml)加えて溶かした｡この溶液を

60℃に加温して,35%過酸化水素水(25ml),水(25

ml)および濃アンモニア水 (1.5ml)からなる溶液

を20分間かかって加え,60℃で1時間加温した｡

2N塩酸 (7ml)を加え,沈殿する未反応の- ミ

ン (茶褐色物質)を波過して茶溶液を得た｡減圧

下で溶媒を留去しⅠⅠを含む茶褐色残蔭を得た｡

2.ウォータPDPカルボン酸(II)からメタノー
ルPDPジメチルエステル(ⅠⅠⅠ)への変換 (反応4)
上記のⅠⅠを含む茶褐色残法に,2%硫酸-メタノ

ール (50ml)を加え,残液を溶かした｡得られた

茶溶液を60℃,1時間加温しエステル化した｡濃

アンモニア水で中和し,溶媒を留去した｡残液に

酢酸エチル (5ml)を加えて60℃に加温しながら

ⅠⅠⅠを抽出した｡さらにこの抽出操作を5回繰 り返

した｡得られた抽出液を無水硫酸ナ トリウムで乾

燥後,減圧下溶媒を留去しⅠⅠⅠを含む残液を得た｡

3.メタノールPDPジメチルエステル(ⅠⅠⅠ)から
ウォータPDPカルボン酸(II)への変換 (反応2)
上記のIIIを含む残液に,0.5N塩酸に溶かし1

時間,60℃で加温し加水分解した｡反応液の溶媒

を減圧留去し,残睦を水に溶かしTLC(溶媒,ベ

ンゼン :メタノール :酢酸-45:10:8)を行っ

た｡ⅠⅠのバンド(Rf-0.42)をかきとり,5%酢酸
一メチルエチルケ トン溶液で抽出,溶供を留ま し

た｡

4.ウォータPDPカルボン酸(ⅠⅠ)からメタノー
ルPDPカルボン酸(ⅠⅤ)への変換 (反応3)
Ⅰから得たIIを含む茶褐色残壇に,10%酢酸一メ

タノール溶液 (10ml)に溶かし,80℃,1時間加熟

した｡反応液に酢酸エチルを加え,生じた塩化ア

ンモニウム (白濁)を波過し除去した｡波液の溶

媒を減圧下留去し乾固し残液を得た｡残液をメタ

ノールに溶かし,この溶液をTLC(溶媒,クロロ

ホルム :メチルエチルケ トン :酢酸-3:5:1)に

かけ,ⅠⅤのバンド (Rf-0.50)をかき取り,5%

酢酸-メチルエチルケトン溶液で抽出し,溶媒を留

去した｡さらに精製するために,少量のメタノー

ルに溶かし,TLC(溶媒,ベンゼン :メタノール :

酢酸-45:8:8)にかけⅠⅤのバンド (Rf-0.54)

をかき取 り,展開溶媒で抽出し,溶媒を留ました｡

5.ウォータPDPカルボン酸(II)からウォータ
PDPジメチルエステル(Ⅴ)への変換 (反応5)
Ⅰから得たⅠⅠを含む茶褐色残法に,ジアゾメタ

ンーエーテル溶液を加えて,室温10分間放置し,エ

ステル化した｡溶媒を留去し,得られた残壇を酢

酸エチル (5ml)に溶かし,16gのKieselGelを

詰めたガラスカラムにかけ,2ml/minの流速か

らなる溶出液 (n--キサン :酢酸エチル :メタノ

ール-1二1二0.025)を用いて,中庄カラムクロマ

トグラフィーを行った｡1フラクションあたり12

ml集め,25番から35番目のフラクションを集め濃

縮した｡酢酸エチルに溶かし,TLC(溶媒,ベン

ゼン :酢酸エチル-3:7)を行い,Ⅴのバン ド

(Rf-0.08)をかき取 り,酢酸エチルで抽出し,

溶媒を留去した｡

6.エタノールPDPジメチルエステル(VI)の合
成 (反応6)

上記で合成したⅤを,10%酢酸-エタノール溶

液に溶かし,80℃,1時間加熟した｡溶媒を減圧

下留去した残壇を酢酸エチルに溶かし,TLC(港

媒,ベンゼン :酢酸エチル-3:7)にかけた｡ⅤⅠ

のバンド (Rf-0.28)をかき取り,酢酸エチルで

抽出し溶媒を留去した｡

結 果

PDP類について確認試験を行った｡
1.PDP類のEI質量分析 とNNR分析
ⅤのEI質量分析データ (表 1)では,分子イオ
ンとそのフラグメントが観測され,NMR分析(表

2)では,ピロール環窒素に結合するプロトンお

よびメチレンプロトンの一部を除くプロトンが観

測された｡ⅠⅤのNNR分析 (表3)では,ピロー
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ル環窒素に結合するプロトン以外のすべてのプロ

トンが観測されたoVIのEI質量分析データ (表

1)では,分子イオンとその3種のフラグメント

が観測された｡

表1.PDP類のEI質量分析

PDP デー タ

V 392(M十,32),375(M-OH,100)

ⅤⅠ
420(M+,100),405(M-CH｡,50),

391(M-C2H5,36),375(M10C2H5,82)

表2.ウォーターPDPジメチルエステル(Ⅴ)の

NMR (溶媒 :CD3COOD)

Protons Chemicalshift(ppm)

Valleyhydroxy 5.72(S)

Methylene 4.98(S)

Estermethy1 3.61(S)

Methyleneinpropionicacid* 2.36(S)and2.63(S)

Arylmethyl 1.74(S)and1.85(S)

Sは,singletを示す｡この他に,溶媒中のH20が2.8

ppm付近に,そして溶媒の不純物が2.05ppmに,試料

の不純物が1.29ppmに現れた｡*メチレンの1部のシ

グナルは,溶媒の水のシグナルに隠されている｡

表3.メタノールPDPカルボン酸(ⅠⅤ)の

NMR(溶媒 :CD3COOD)

Numberof chemicalshift(ppm)
protons hydrogen

Methene lH 5.14(S)

Methoxy 3H 3.22(S)

Methylenein
propionicacid

8H 2.61,2.65,2,69(m)

Arylmethy1 6H 1.87(S)and1.89(S)

S,singlet;m,multiplet. この他に,溶媒の不純物

として2.10ppm,1.46ppm と試料の不純物として1.29

ppmのシグナルがあった｡

2.PDP類のUVスペクトル

PDP化合物類のUV領域のスペクトル (表 4)

を測定 した｡その結果いずれも277-279nm付近

に最大吸収値があり,今 までに報告されている

PDP類のデータと近似するものであった｡7)

表4.PDP類のUVスペクトル (溶媒 :CH｡OH)

PDP 最大吸収波長,nm
ミリモル分子吸光係数,
mM-1･cm~1

ⅠⅠ 278-279 末測定

ⅠⅠⅠ 278 29.8

ⅠV 277-278 末測定

V 278-279 17.1

3.PDP類の薄層クロマ トグラフィー (TLC)

5種のPDP類 (ⅠⅠ～ⅤⅠ)は, 5種の展開溶媒を

用いてシャープな分離を示した｡観測されたそれ

ぞれのRf値を表 5に示した｡

表5.PDP類の薄層クロマトグラフィー

II C# 0.42

ⅠⅠⅠ

ⅠⅤⅤ

ⅤⅠ

A
B

C
D
E

A
B

A
B

0.23
0.65

0.58
0.54
0.50

0.08
0.48

0.28
0.67

TLCは,Precoated plateを用いて行った,発色は
Stokvis試薬の噴霧によって行った｡詳細は試薬と測

定の項を参照｡*A,ベンゼン:酢酸エチル-3:7;

B,酢酸エチル :酢酸-20:1; C,ベンゼン:メ

タノール :酢酸-45:10:8: D,ベ'1/セン :メタ
ノール :酢酸-45:8:8; E,クロロホルム二メ

チルエチルケトン:酢酸-3:5:1.

4.PDP化合物類の特異的発色

ここに取 り扱われたPDP類の全てが,PDPの

特異呈色反応であるStokvis試薬に対 して陽性

を示した｡また,TLCプレー ト上でも同じ反応を
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示した｡ⅠⅠとⅠⅠⅠについて,この呈色溶液の可視吸

収スペクトルを測定した｡その結果,最大級長は,

共に519-521nmにあった｡TLCプレー ト上に

UVランプ(250nm)を照射すると,すべてのPDP

類は,青白い蛍光を示したOこの現象もPDP化合

物に特有な現象である07)

考 察

ピロール環にメチル基とプロピオン酸残基をも

つ5種のPDP(Ⅰ～Ⅴ)をつ くった｡これらの

PDPの確認は,NNR,TLC,EI質量分析で行っ

た｡これらの分析結果はこれらの構造を支持する

ものであった｡これは,既に報告されている値7)に

一致したoPDP類の全てが,PDPの特異呈色反応

であるStokvis試薬に対して陽性を示し,TLC展

開後のプレー ト上にUVランプを頗射すると,す

べてのPDP類は,青白い蛍光を示した｡これらの

現象もPDP化合物に特有な反応である｡7)

これらの化合物について,Valley位置換とこの

カルボキシル基のエステル化および加水分解は,

どのような条件下で起こるかについて調べたOこ

れらのValley位の置換基は,反応2,3,4,6

に見られるように,水,メタノールおよびエタノ

ールとの加温により溶媒由来の水酸基,メトキシ

基およびエ トキシ基に容易に置換する｡すなわち,

水酷基 (反応3,4,6)からアルコキシ基-の

変換は,低濃度の酢酸または硫酸の存在下アルコ

ールと無水条件で加温するとメトキシ基およびエ

トキシ基置換する｡ジアゾメタンの試薬によるエ

ステル化条件では(反応5),水酸基は変化を受け

ずェステル化反応が実行できる｡しかし,ジアゾ

メタンの代わりに2%硫酸-メタノール溶液(反応

4)を用い60℃加温して行うと,エステル化反応

と同時にメトキシ基置換も受ける｡このとき冷暗

(4℃)で行うと,メトキシ基置換は受けず,エ

ステル化のみ実行できるo また,硫酸濃度を2%

から1%に落とすと,エステル化のみ起こりメト

キシ基変換は起こらない｡一方,メトキシ基から

水酸基への逆変換 (反応2)は,0.5N塩酸 (60℃)

で実行できる｡しかしこの場合はエステルの加水

分解も同時に起こる｡反応温度を37℃(1夜放置)

に下げると,ⅠⅠと共に部分加水分解したモノエス

テルと思われる生成物が認められた｡塩酸の濃度

を0.1N (37℃,1夜放置)に下げると加水分解が

進まなかった｡

ⅠⅠⅠのエステルの加水分解 を上述の塩酸以外に

NaOH水溶液でも試みた｡ⅠⅠⅠに対してNaOH量

をモル比で20倍量を用いて行 うと,未反応のエス

テルが大部分残っていた｡100倍量に上げると,目

的物以外の多くの分解物が生成した｡これらの分

解物が生成するのは,生成するⅠⅠがアルカリに不

安定のためであると考え,ⅠⅠのアルカリに対する

安定性を調べた｡ⅠⅠを室温,2NNaOH中に放置

した結果, 1時間で,35%,24時間で,72%,そ

して48時間で82%分解した｡従って,ⅠⅠⅠのアルカ

リによる加水分解はⅠⅠのアルカリ不安定性から適

当でないことが分かった｡NaOHの代わりに炭酸

ナ トリウム水溶液 (1M,60℃,1時間)で加水

分解を試みが,原料は消失していたが,ⅠⅠは得ら

れなかった｡

上述したように,ⅠⅠは不安定で純粋に取り出す

ことが困難であることが分かったQTLCから分乾

したⅠⅠを酢酸の存在下,アセ トンやメチルエチル

ケトンの溶媒と加温するだけで,黄色の分解物を

含む種々の化合物に変化したo従って,IIからIII,

ⅠⅤ,Ⅴ-の変換反応においても反応溶液には種々

の成分を含みTLCによる精製が必要であった｡

UV測定はできたものの質量分析や NNRによる

構造確認が出来なかった｡

PDP類は,酸,アルカリ,アルコールなどの試

薬に反応しその構造が変化することが分かった｡

これらの試薬はPDPの生体から分離精製や分析

に汎用される試薬であるので留意すべきである｡

特に,valley位のメトキシ基は容易に酸性の水溶

液に接触するとき水酸基に置換するので注意が必

要である｡今後はPDP類のこれらの反応を定量

的に検討することが課題となる｡
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