
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

キサンテン色素を基盤とした新規機能性分子の開発 
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略語表 

ADP adenosine diphosphate 

AIBN azobis(isobutyronitrile) 

aq aqueous 

ATP adenosine triphosphate 

BODIPY boron-dipyrromethene 

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

β-DDM N-dodecyl--maltoside 

DMSO dimethyl sulfoxide 

EDC·HCl 3-ethylcarbodiimide hydrochloride 

EL electroluminescence 

equiv equivalent 

DMAP 4-dimethylaminopyridine 

DMF dimethylformamide 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

I intensity 

microED micro electron diffraction 

NBS N-Bromosuccinimide 

N.D. not determined 

NOE nuclear Overhauser effect 

pH potential hydrogen 

Pi inorganic phosphate 

SAR structure activity relationship 

SD standard definition 

TFA trifluoroacetic acid 

THF tetrahydrofuran 

TLC thin-layer chromatography 

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethane 

UV ultraviolet 

Vis visible 

WT wild type 

YPD yeast extract-peptone-dextrose 

 molar extinction coefficient 

F quantum yield 

em emission wavelength 

abs absorption wavelength 

F fluorescence lifetime 

ex excitation wavelength 
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第一章 序論 

第一節 機能性色素 

ヒトは視覚を通して８割の情報を得るとされ、色彩に富んだ世界は歴史を通じて人類の生

活を豊かにしてきた。古来より、衣服などに色彩を施すために植物や鉱物由来の天然色素が

広く使用されていた。19 世紀に入ると有機化学の発展を契機に合成色素が開発され 1、染料

や顔料として多くの産業に利用されるようになった。現代では、有機顔料を用いて金属やプ

ラスチックにも思いのままに着色することが可能になっている。こうした光を吸収すること

で色を示す色素に加え、蛍光ペンのように光を放出することで色を示す色素も幅広く利用さ

れている。このように、色素に求められる主な機能は色合いや色調であり、古くから色素に

関する研究では光の吸収や放出といった分光特性に焦点が当てられてきた。 

一方、近年では色素の持つ波長選択的な光吸収や発光特性、電子物性を活用し、光電変換

デバイス 2,3や発光デバイス 4,5、分子センサー6、生体イメージング材料 7など、エレクトロニ

クス分野から医科学分野に至るまでの多岐にわたる応用分野が開拓されている。これらの色

素は従来の染料や顔料とは異なり、「機能性色素」として認識されている。機能性色素は、

「光、熱、圧力、電場などの外部刺激に応答して情報記録、表示、エネルギー変換、医療診

断、農業分野などでの新機能を創出する色素分子」と定義される 8。したがって、機能性色

素は基本的な分光特性に加えて、その用途に求められる物性や機能も重要である。 

近年、盛んに開発が進められている機能性色素のひとつに有機 EL 素子があげられる。有

機 EL 素子は電気的刺激に応答して発光することが知られている分子である。すなわち陽極

と陰極で挟み込まれた有機発光層に電界をかけることで色素が励起され発光する。現在、実

用化されている有機 ELは多くの多環芳香族系色素が利用されている（Figure 1-1）5。 

 

 

Figure 1-1 Dyes utilized in organic electroluminescence. 
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また、蛍光イメージングに用いられる機能性色素も数多く報告されている。蛍光イメージ

ングは、蛍光色素や蛍光タンパク質を使用し、生体内での生理活性物質の動態を観察するた

めの手法である。この技術は、生命科学分野の発展に大きく貢献してきた。特に、2008 年に

Shimomura、Chalfie、Tsienが「緑色蛍光タンパク質（Green Fluorescent Protein、GFP）の発見

と開発」9 でノーベル化学賞を受賞したことは、この分野の重要性を示している。また、生

体内での応用を志向し、近赤外領域で吸収および発光を示す分子の開発が現在も精力的に進

められている（Figure 1-2）10。 

 

 

Figure 1-2 Near infrared II Dyes utilized in bioimaging. 

  

一方、近年、数多くある汎用色素の中でキサンテン色素が機能性色素として注目されてい

る。キサンテン色素は、ピラン環の両側にベンゼン環が縮環した三環性のキサンテン骨格を

特徴とし 11,12,13、その基本構造に結合している置換基によって大きく３つに分類することが

できる。すなわち、（１）２つの酸素官能基を有するフルオレセイン、（２）２つの窒素官能

基を有するローダミン、そして（３）酸素官能基と窒素官能基を１つずつ有するロドール、

の３つである（Figure 1-3-a）。キサンテン色素の発見は、1871年に von Bayerによって初めて

報告されたフルオレセインにまで遡る 14。その後、1887 年に Ceresole によってローダミン

B15,16が見いだされ、研究が進められた結果、ローダミン類は発がん性 17を有し、ミトコンド

リアに集積することで細胞毒性が発現 18することが in vivoでの実験やマウスを用いた実験で

報告された。一方、ローダミン類は P 糖タンパク質（P-gp, ABCB1）の輸送基質 19であるた

め細胞集積が抑制され、先述した毒性は発現しにくい。このような毒性の低さに加え、高い

モル吸光係数、高い蛍光量子収率、高い光安定性、および可視域での吸収や蛍光を示すとい
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った特徴を有することから顔料や染料としてだけでなく、河川や海洋などの水流を追跡する

ための色素や生物学研究における蛍光マーカー20,21 など、多くの分野で広く使われてきた。

例えば、Nagano らは Tokyo green にガラクトースを結合させたプローブが-ガラクトシダー

ゼの検出に利用できることを報告している 22（Figure 1-3-b）。また、マレイミドを有するロ

ーダミン誘導体は蛍光色素を容易に導入できる試薬として販売され、蛍光プローブとして汎

用されている（Figure 1-3-c）。 

 

 

Figure 1-3 (a) General structure of xanthenes. (b),(c) Elected derivatives for bioimaging 

 

こうした光学特性に加え、ヘテロスピロ環構造を有するキサンテン色素は環の開閉により

発光のオン/オフを制御できることが知られている（Figure 1-4）13。すなわち、スピロ環を有

する構造で存在しているときはキサンテン骨格の共役電子が両端の芳香環に局在している

ため、吸収極大波長は短波長側に観測され、モル吸光係数も小さい。一方、開環状態に構造

が変化すると電子は非局在化し、吸収極大波長が長波長化するとともに、モル吸光係数と

蛍光量子収率も増大する。このような構造変化は、溶媒の極性のほか、pH 変化のような外

部刺激によっても引き起こされる（Figure 1-4-a,b）。例えば、ヒドロキシ基を有するフルオレ

セインは、弱酸性条件下ではスピロラクトン体として存在し、蛍光を示さない。しかし、塩

基の添加により水酸基が脱プロトン化されることでラクトン環が開環し、緑色蛍光を示すよ

うになる（Figure 1-4-b）23,24。また、1997年に Czarnikによってローダミン B誘導体のスピロ

環の開閉が Cu2+の添加よって引き起こされることが報告されている（Figure 1-4-c）25。これ
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以降、キサンテン色素は金属イオンのトレーサーとして利用可能であることが分かり、さら

に注目されることとなった。例えば、Yoonらは、ヒドラジドを導入することで銅を選択的に

検知できるプローブを報告している（Figure 1-4-d）26。このような液性の変化や金属の添加

以外にも、機械的刺激 27や熱 28、光 29など様々な外部刺激に応答するクロミズム特性 30を示

す誘導体が報告され（Figure 1-4-d–f）、医学的診断に用いる蛍光プローブ 20,21や化学センサー

13、光デバイス 31、感熱性の色素 28 としての利用も可能であり、幅広い分野、用途で利用さ

れている。 

 

 

Figure 1-4 Chromism of xanthene derivatives. (a) Solvatochromism. (b) Halochromism. (c,d) Ionochromism. (e) 

Thermochromism. (f) Photochromism. 
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これまでにキサンテン骨格上の置換基や構成元素を改変した種々の誘導体が合成されてい

る（Figure 1-5）11,12。こうした構造改変により、その吸収波長や蛍光波長、蛍光量子収率、

水溶性などの物性をある程度は制御できることから、生体透過性の高い近赤外域での吸収、

蛍光を示す化合物を活用した生体イメージングに関する研究が数多く進められている 20,21。

これらの研究は、主に３つの構造改変のアプローチに分類できる。すなわち（１）共役系

の拡張、（２）三環性骨格の中央の環に含まれるヘテロ原子の変更、（３）電子供与性基の変

更、の３つである。特に２つめは、中央の環のヘテロ原子以外を変えることなく近赤外領域

での吸収、蛍光特性を示すようになるため、活発に研究が進められてきた。例えば、Nagano

らはキサンテン環の酸素をケイ素に変更したシリルローダミン（Si-rhodamine）が 660 nm の

蛍光極大波長を示すことが報告している（Figure 1-5、左下）32,33。他にも酸素原子をビスマ

ス原子 34、炭素原子 35、リン原子 36、硫黄原子 37などに置き換えた誘導体があり、フルオレ

セイン 38においても同様のアプローチでの赤色蛍光分子の開発が報告されている。これらの

誘導体は、細胞へのダメージが比較的小さい波長域で取り扱うことが可能であることから、

光線力学的療法など医学的な応用もなされてきた 39,40。 

 

 

Figure 1-5 Optical properties of heteroxanthene 

 

以上に述べた通り、機能性色素を開発は現代社会における科学技術の革新と緊密に関連し

ている。特に、有機化学の進展によって可能となった従来の色素構造への機能性置換基や機
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能性ユニットの導入は、この分野における重要なアプローチである（Figure 1-6）。機能性色

素の応用は多岐にわたることから、新たな機能を持つ機能性色素の開発は、科学技術の進歩

に寄与するだけでなく、人々の生活の質の向上にも直接寄与すると考えられ、その重要性は

今後も高まるものと期待される。 

 

 

Figure 1-6 Schematic representation of the chemical upgrading of xanthene dyes. 

 

第二節 本研究の概要 

筆者は本博士研究において、有機化学を駆使した分子設計と化学合成によって２種類の異

なる機能性キサンテン色素を開発し、それぞれ生理活性物質、及びキラル発光分子としての

機能評価を行った。 

第二章ではローダミンを用いた P 糖タンパク質 CmABCB141の阻害剤の開発に向けた構造

活性相関研究について述べる（Figure 1-7）42。P 糖タンパク質は腫瘍細胞の薬剤耐性獲得の

原因の１つとされているトランスポーターである 43,44。しかし、その薬剤排出機構の詳細

は解明されておらず、阻害剤の開発は難航している。このような背景を受け、トランスポ

ーターの内腔に取り込まれながらも排出されない阻害剤の開発は、薬剤排出機構解明の一

助となるのではないかと考え、研究に着手した。今回基質として選択したローダミン類は

古くから P 糖タンパク質の輸送基質として利用されており、以前、Raub らにより P 糖タン

パク質の阻害剤として利用可能であることが示唆されている 45。また、トランスポーター

の内腔への取り込みを確認する手法も確立されている 46。このような特徴を持つローダミ

ン誘導体の P糖タンパク質 CmABCB1に対する親和性および阻害活性を、ATPase活性を基

準に評価した。その結果、基準にしたローダミン 6Gより 6倍高い親和性と 120倍高い阻害
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活性を示す誘導体 RhQ-DMB の開発に至った。さらに、薬剤耐性試験やトリプトファン消

光実験の結果、RhQ-DMBはトランスポーターに取り込まれるものの、排出されない阻害剤

であることが分かった。一般にローダミン類はP-糖タンパク質の輸送基質であることが知ら

れているが、その構造を変化させることで排出されにくい誘導体を見出すことができた。 

 

 

Figure 1-7 Outline of chapter 2. 

 

第三章、第四章では、円偏光発光（CPL）を示すキサンテン色素の開発について述べる

（Figure 1-8）。まず、第三章ではヘリセンが組み込まれたフルオレセインの設計と合成に

取り組んだ結果について述べている。すなわち、フェノールとベンゾフェノンとを酸性条

件下加熱することで左右非対称なキサンテン色素が合成可能であることに着目し、光学的

に純粋なヘリセノールとベンゾフェノンから対応する含ヘリセンフルオレセインを合成し

た。得られた含ヘリセンフルオレセインの光学特性を評価した結果、中性条件下では青色

CPLを、塩基を添加した際は赤色CPLを示した。すなわち、今回開発した発光分子は、フ

ルオレセインの塩基応答性とヘリセンのCPL特性を併せ持つことが分かった。また、今回

合成した分子は液性の変化により、波長だけでなくCPLの符号も変化することを見いだし

た。 

第四章では、フルオレセインの水酸基がアミノ基に置換された含ヘリセンアミノキサン

テンの合成と光学特性の評価について述べている。この発光分子はアミノキサンテンの酸
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応答性とヘリセンのCPL特性を併せ持つことが分かった。さらに、中性条件下、紫外光を

照射することで赤色CPLを示すことが判明し、光照射によって励起状態において閉環状態

から開環状態へと構造変化していることが示唆された。このときの励起状態における挙動

を、過渡吸収分光法を用いて考察した。 

 

 

Figure 1-8 Outline of the thesis in chapter 3 and 4. 
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第二章 P糖タンパク質の阻害剤開発に向けた構造活性相関研究 

第一節 研究背景 

多剤耐性（Multidrug resistance, MDR）は、様々な構造や作用機序を持つ医薬品に対する効

果が低下する現象であり、がん治療における大きな課題である 1, 2。これまでの研究により、

がん細胞の MDR 獲得において、ATP 結合カセットトランスポーター（ATP-binding cassette 

transporter, ABC transporter）の過剰発現が重要な要因の一つであることが明らかとなってい

る 3–5。ヒトでは、ABC トランスポータースーパーファミリーが少なくとも 48 種類存在し、

その中でも主に 3種（ABCB1、ABCC1、ABCG2）がMDRに関与していると報告されている

6。特に、P 糖たんぱく質（P-gp、MDR1、ABCB1）は、MDR に関与することが最初に報告

されたトランスポーターである 7,8。ABCB1 は、様々な構造を有する化合物を排出し、その

中には有毒な生体異物や内因性の代謝物だけではなく、パクリタクセルやドキソルビシンと

いった化学療法で用いられる抗がん剤も含まれている（Figure 2-1）9,10。その結果、抗がん

剤の細胞集積が抑制され、薬効が十分に得られなくなることが問題となっている 11,12。 

 

 

Figure 2-1 Elected reported ABCB1 substrates. 

 

ABCB1 は長年にわたり、MDR を克服するための有効な創薬ターゲットとみなされ、これ

まで数多くの ABCB1 阻害剤の開発が進められてきた（Figure 2-2）。実際、ABCB1 阻害剤を

抗がん剤と同時に服用する戦略は、MDR を回避し、抗がん剤を細胞集積させることができ

ると考えられ、in vitroや in vivoでの実験では有望な結果が得られている 13。例えばカルシウ

ムチャネルの阻害剤であるベラパミルはドキソルビシンを含む多数の抗がん剤の細胞集積を

引き起こすことが報告されている。しかしながら、ABCB1 の阻害剤開発に関する数十年に

わたる研究にもかかわらず、臨床研究で満足できる結果はほとんど得られていない 14–17。こ
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のように阻害剤開発が難航している主な要因の一つは、ABCB1 による基質輸送のメカニズ

ムの詳細が未解明であることが挙げられる。具体的には、基質結合部位に加え、ABCB1 が

基質を取り込んだ時、輸送途中、そして排出した直後の全体構造については、未解明な点が

多い。これまでに、構造生物学的アプローチによる ABCB1 の基質輸送機構の解明が試みら

れ、原核生物および真核生物において野生型もしくは変異体の ABCB1 の全体構造が解明さ

れている 29–34。また、例は限られているものの、ヒト ABCB1 が基質を取り込んだ際の構造

もクライオ電子顕微鏡法によって明らかにされている 17,23–25。しかしながら、これらの構造

が基質輸送過程のものであるのかは明らかとなっていない。これは、ATP 加水分解能を失わ

せる変異が導入されたトランスポーターや抗体を結合させることで基質輸送能が低下した状

態のトランスポーターと基質との複合体として報告されているためである。さらに、これら

の文献で用いられた基質は ABCB1を阻害することは報告されているが、ABCB1により輸送

されるかは解明されていない。そのため、得られた構造が基質輸送のどの過程に該当するの

かが判明していなかった。 

 

 

Figure 2-2 Elected reported ABCB1 inhibitors. 

 

ABCB1 の基質輸送サイクルは Figure 2-3-a に示すように一般的に考えられている。すなわ

ち、まずトランスポーターは内向き型（inward-facing）の立体構造をとり、基質が結合する
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内腔（cavity）を細胞内側に露出している。この構造において、基質は膜貫通ドメインへの

結合を介して内腔に入る。その後、ATP がヌクレオチド結合ドメインに結合するとともに、

基質が結合する内腔が圧縮され、外向き型（outward-facing）への構造変換が起こることで基

質が細胞外へと輸送される。現状では、内向き型および外向き型の構造は散発的に報告され

ており、同一分子でそれぞれの構造が決定されているものは限られている。したがって、基

質輸送機構についての知見を深めるためにはそれぞれの状態の構造を野生型もしくは同一の

変異体において議論することが重要である。一方、共同研究者である本学構造生物薬学分野

の加藤らは、単細胞紅藻シゾン（Cyanidioschyzon marolae）由来の ABCB1である CmABCB1

が、ヒトの ABCB1 と同様の構造および基質特異性を示し、高い熱安定性を示すことを報告

している（Figure 2-3-b）19,21。さらに、彼らはその内向き型および外向き型の構造を同一分

子にて X線結晶構造解析により詳細に決定している 19,21。しかし、基質を取り込んだ状態で 

 

 

Figure 2-3 (a) Mode of action of ABCB1; (b) X-ray structure of CmABCB1; (c) Development of a CmABCB1 

inhibitor. 
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の構造はこれまで決定されていない。ABCB1 が基質を取り込んだ複合体の構造を解明する

ことは、トランスポーターの分子動力学を深く理解するうえで重要である。 

このような背景のもと、筆者は、構造生物学的アプローチによる CmABCB1 の基質輸送メ

カニズムの解明を念頭に、CmABCB1 阻害剤の開発に着手した。具体的には、CmABCB1 と

基質の複合体構造を解明するために、トランスポーター内に取り込まれながらも、排出され

ない基質の開発を試みることにした（Figure 2-3-c）。そこで筆者は、多数存在する ABCB1の

輸送基質の中から、ローダミン 6G（4）を構造活性相関研究の出発点として選択した。ロー

ダミン 6G（4）はヒト ABCB1 および CmABCB1 の輸送基質であることで知られており 19、

ABCB1 変異体の輸送能や別途開発した阻害剤の阻害活性を評価する際にも用いられてきた。

また、加藤らは、トリプトファンの蛍光消光実験によって 4が CmABCB1変異体の内腔に入

ることも確認している 26。さらに、キサンテン色素を基盤とした阻害剤開発の先駆的な例と

して、Raub と Detty らはスルファローダミン誘導体（Figure 2-2 右下）がマウス及びヒト

ABCB1に対する効果的な阻害剤であることを報告している 14。以上を踏まえ、本研究では、

ローダミン誘導体が CmABCB1 を阻害する可能性について検討すべく、多様なローダミン誘

導体を有機化学的手法により合成し、これらの誘導体による CmABCB1 に対する活性を評価

した。 

 

第二節 基質合成 

既知のローダミン誘導体の合成法 27 を参考に、種々のローダミン誘導体を合成した

（Scheme 2-1）。すなわち、アミノフェノール I と無水フタル酸（6）とを o-ジクロロベンゼ

ン中、175 °Cで加熱することでカルボン酸 IIを得た。その後、得られたカルボン酸 IIを種々

のアルコールと縮合することで、合計 19種のローダミン誘導体 III を合成した。得られた生

成物はいずれも高極性化合物であったが、クロロホルムとメタノールの混合溶媒を展開溶媒

とする順相クロマトグラフィーによって精製可能であった。このとき、充填剤であるシリカ

ゲルに含まれる無機塩を除くために、クロマトグラフィーの前にメタノールによる脱塩操作

を行った。 
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Scheme 2-1 Synthesis of rhodamine derivatives. 

Reagents and conditions: (a) o-dichlorobenzene, 175 °C; (b) alcohol (R4OH), EDC·HCl, DMAP, CH2Cl2, rt; (c) 

alkyl iodide (R4I), Cs2CO3, DMF, rt. 

 

第三節 ATPase活性評価 

本節では、合成したローダミン誘導体の構造活性相関研究について述べる。ABCトランス

ポーターは、細胞外への基質排出過程において、ATPをADPとリン酸に加水分解することが

知られている 28。この特性はヒト P-gpに限られたものではなく、CmABCB1にも明確に観測

される。特に注目すべきは、ミセル中に導入した CmABCB1 が顕著な熱安定性を有している

点である。すなわち、この高い熱安定性が CmABCB1 の定量的かつ速度論的な解析を可能に

する重要な要因であり、先行研究では実際に、高純度の CmABCB1 を用いてその機能的特性

を詳細に解析している 19。 

CmABCB1 は基質非存在時に低い定常 ATPase 活性を示し、基質が存在する場合は高い

ATPase活性を示すことが報告されている（Figure 2-4-a）31。この ATPase活性の亢進は、ヒト

P-gp にも報告されている現象である 29,30。基質濃度の上昇に伴って ATPase 活性は増加する

が、最大値に達した後は基質濃度が高くなるにつれて減少し、特徴的なベル型の曲線を描く

（Figure 2-4-b）。この現象は、ミカエリスメンテンの式を適切に修正することにより解析可

能である 31–34。高濃度におけるATPase活性の低下は基質阻害と解釈され、トランスポーター

や酵素の一般的な特性として広く認識されている。 

筆者は合成したローダミン誘導体の CmABCB1 に対する親和性と阻害活性を評価した。こ

れらのパラメータは、以下の式１に基づいて算出される。 

 

𝑣 = [𝑒][𝑘𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙 +
(𝑘𝑠𝑢𝑏−𝑘𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙)[𝑠]

𝐾𝑚+[𝑠]
(1 −

[𝑠]

𝐾𝑖+[𝑠]
)] [式 1] 
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ここで、vは ATP加水分解初速度、[e]は CmABCB1の濃度、[s]は基質濃度、kbasalは基質非

存在時の ATPase 活性の速度定数、ksubは基質依存性 ATPase 活性の速度定数、Kmは 5 mM の

ATP存在下での輸送基質のミカエリス定数、Kiは輸送基質による阻害定数である。Kmが低い

基質はトランスポーターの内腔に入りやすく、その構造変換を引き起こしやすいと考えられ

る。一方で、Ki が低い基質は基質輸送を効率的に阻害し、排出が困難であるとみなすことが

できる。したがって、本研究の目的に適合する基質は Kmと Kiの両方が低い基質であると考

え、4に比べ Km、Kiの低い誘導体の探索を行うこととした。 

 

 

Figure 2-4 (a) The behavior of CmABCB1 at low substrate concentration showing substrate-stimulated ATPase 

activity. (b) The behavior of CmABCB1 at high substrate concentration showing substrate inhibition. 

 

Table 2-1 に主にキサンテン骨格上の置換基や縮環様式の異なる誘導体の親和性及び阻害活

性の結果を示す。まず、ローダミン 6G（4）は中程度の親和性（Km = 2.9 M）と阻害活性

（Ki = 640 M）を示し、対応するブチルエステル 7は阻害活性が向上した。そこで、その後

の検討はブチルエステル体を用いることにした。N-ブチル誘導体 8 は阻害活性が向上したも

のの（Ki = 160 M）、親和性の向上は見られなかった（Km = 3.2 M）。ピロリジノ基を導入し
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た誘導体 9は、親和性（Km = 1.1 M）と阻害活性（Ki = 110 M）の両方が向上した。一方、

ピペリジン環が縮環した５環性ローダミン誘導体である Q-ローダミン誘導体 10 は、親和性

を維持しつつ（Km = 1.7 M）、阻害活性の向上が見られた（Ki = 14 M）。しかし、６員環を

さらに追加した多環性ローダミン誘導体 11は、中程度の阻害活性（Ki = 43 M）を示すにと

どまった。 

キサンテン部位の最適構造（Q-ローダミン）を見出したことに基づき、エステル部位の構

造最適化を行うこととした（Table 2-2）。CmABCB1の内腔の上部に位置する基質結合部位は、

疎水性が高く、芳香族性の残基が多く存在していることが知られている 19。このことから、

筆者はエステル部位に芳香環を導入することで親和性及び阻害活性を向上させることができ

ると推測した。実際に、ABCB1 への親和性が芳香環の導入により向上することが過去の関

連研究で報告されている 35–37。そこで、まずはベンジル基（12）とナフチル基（13）を導入 

 

Table 2-1 Effect of the xanthene moiety on affinity and inhibitory activity toward CmABCB1.a 

 

aKm and Ki values were obtained from three independent repeats except 9. Data of 9 were obtained from four 

independent repeats.  
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したところ、親和性及び阻害活性の向上が確認された。しかし、1 炭素多いフェネチル基を

有する誘導体 14は親和性が低下した（Km = 1.4 M）。そこで、芳香環上の置換基の改変が比

較的容易なベンジル基を採用し、検討を継続した。まず、メタ位に置換基を導入した場合、

電子供与基、求引基にかかわらず、親和性が向上した。すなわち、メチル（15）、ジメチル

アミノ（16）、メトキシ（17）、トリフルオロメチル（18）、ニトロ（19）基をベンジル基に

導入した際に親和性が向上した。一方、阻害活性に関しては、電子求引性基を有する誘導体

18および 19において中程度の低下が見られた（18: Ki = 18 M, 19: Ki = 12 M）。 

続いて、置換基の位置と数の影響を評価するために（5, 20-24）、化合物の入手性を考慮し 

 

Table 2-2 Effects of the ester moiety on affinity and inhibitory activity toward CmABCB1.a 

 

aKm and Ki values were obtained from three independent repeats. 
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てメトキシ基とトリフルオロメチル基に注目した。トリフルオロメチル基をオルト位に 1 つ、

またはメタ位に 2つ導入した誘導体 20 および 21 は、親和性が顕著に低下した。このとき、

誘導体 20のデータは、今回用いた算出方法では Km値が Ki値より大きくなるという一見、不

自然な結果を示した。これは、低濃度域での非線形曲線において ATPase 活性が飽和するは

るか前に基質による阻害が生じている可能性を示唆している。一方、メトキシ基はその数と

位置に関わらず、親和性が向上する効果を示した。すなわち、o-メトキシ基（22）、p-メトキ

シ基（23）、m,m'-ジメトキシ基（24）、o,o'-ジメトキシ基（5）を持つ誘導体はいずれも低い

Km値を示した。その中でも、o,o'-ジメトキシベンジル誘導体 5 （RhQ-DMB）は親和性、阻害

活性ともに優れており、親化合物であるローダミン 6G （4）と比較し Km値（0.55 M）が 6

倍、Ki 値（5.8 M）が 120倍向上することが分かった（Figure 2-5）。 

 

 

 

Figure 2-5 Substrate-concentration dependence of CmABCB1 ATPase activity. The ATPase activity was measured 

as a function of rhodamine 6G (4) or RhQ-DMB (5) concentration with 5 mM ATP at 37 °C in a buffer solution of 

50 mM Tris–HCl (pH 7.5 at 37 °C), 150 mM NaCl, and 0.05% (w/v) β-DDM for 30 min. Data are means ± SD (n 

= 3). The solid line is a fit of the equation 1. 

 

第四節 薬剤耐性試験 

前節の結果から、RhQ-DMB（5）が CmABCB1のATPase活性に対する高い阻害活性を示す

ことが示唆された。しかし、今回行ったミセル中での ATPase 活性測定は基質と CmABCB1
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との相互作用を間接的に評価しているに過ぎない。したがって、5 が実際に阻害剤として機

能し、CmABCB1の輸送能が抑制されているかどうか、別途確認する必要があった。 

そこで、RhQ-DMB（5）の作用機序に関する知見を得るために、薬剤感受性酵母として知

られている Saccharomyces cerevisiae AD1-8u–を用いた薬剤耐性試験を実施した（Figure 2-6）。

S. cerevisiae AD1-8u–は、MDR に関与する主要な ABC トランスポーターを欠損させた株であ

り、これに所望のトランスポーターを発現させることで、その機能を評価できる 38。ローダ

ミン類は酵母の増殖を抑制することが知られており、CmABCB1 非発現株では、低濃度でも

ローダミン類が細胞内に蓄積し、増殖が抑制される。これに対し、CmABCB1 発現株ではロ

ーダミン類が排出されるため、より高濃度のローダミン類に対しても抵抗性を示すことが知

られている 19。 

実際にローダミン 6G（4）を用いて薬剤耐性試験を実施してみると、CmABCB1 発現株で

は 30 Mまで細胞増殖を抑制しなかったが（Figure 2-6-a、WT）、CmABCB1非発現株では 1 

Mでも増殖が抑制された（Figure 2-6-a、Mock）。これは、ローダミン 6G（4）が CmABCB1

によって積極的に排出されることを示唆している。 

これらの結果を踏まえ、RhQ-DMB（5）を用いた薬剤耐性試験を実施した（Figure 2-6-b）。

もし RhQ-DMB（5）が CmABCB1の阻害剤として機能する場合、トランスポーターの有無に

関わらず細胞増殖を抑制することが予想される。実際に検討したところ、CmABCB1 発現株

も非発現株も、約 1 M 以上の濃度で同様の増殖阻害を示すことが分かった。このことから、

RhQ-DMB（5） は CmABCB1によって排出されにくいことが示唆され、先述した高いATPase 

 

 

Figure 2-6 Drug susceptibility assay in S. cerevisiae AD1-8u− cells in YPD medium for 30 °C for 15–17 h. AD1-

8u− cells expressing WT CmABCB1 (●) were grown in various concentrations of drugs. For each drug assayed, 

mock-transfected AD1-8u− cells (□) were also grown. Data are means ± SD (n = 3).  
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阻害活性と整合する結果となった。 

 

第五節 トリプトファン消光実験 

前節の結果から、RhQ-DMB（5）が CmABCB1 を効果的に阻害することが確認された。し

かし、ATPase活性の亢進は基質が内腔に入る可能性を示唆するものの、内腔での相互作用に

よる阻害を確定させるものではない。例えば、以前、共同研究者の加藤らが報告した環状ペ

プチド型の阻害剤のように 19、細胞外ドメインと相互作用することによってATPase活性に影

響を与える可能性も考えられる。これに関連し、共同研究者の小田島はマレイミド基を有す

るQ-ローダミン誘導体がCmABCB1の内腔に取り込まれることを報告している（Figure 2-7）

39。この報告では、CmABCB1 の内腔に変異導入されたシステイン残基とマレイミドとの間

で共有結合を形成させることで基質を内腔で捕捉している。このように、RhQ-DMB と類似

した構造を有する誘導体が内腔に取り込まれることが確認されている。しかしながら、この

手法はマレイミドのようにシステインと共有結合を形成しうる部位を導入する必要があり、

RhQ-DMB（5）が内腔に取り込まれるかの確認には別の手法が必要であった。 

 

 

Figure 2-7 (a) Structure of  the rhodamine derivative with maleimide. (b) Schematic representation of the RhQ-MI 

trapping by cystein residue. 

 

そこで、今回、加藤らにより最近報告されたトリプトファン蛍光消光実験を利用する手法
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を採用した（Figure 2-8）26,40,41。この方法では、CmABCB1の内腔への基質の取り込みを観察

するために 4WY/M391W変異体を用いている。この変異体は、４つの内在性トリプトファン

残基をチロシン残基に変換し、想定される基質結合部位の最上部にある 391 残基目のメチオ

ニン残基をトリプトファン残基へと変換した変異体である（Figure 2-8-a,b）。この

4WY/M391W 変異体の内腔に位置するトリプトファン残基と基質とが近接することで消光が

起こることから、トリプトファン残基由来の蛍光強度をプロットすることで、内腔への基質

の取り込みを確認できる（Figure 2-8-c,d）。一方で、導入した５つの変異は基質輸送に大きな

影響を及ぼさず、野生型（WT）とほぼ同じ構造及び活性を持つことが確認されている。ま

た、4WY/M391W 変異体は、２つの内在性トリプトファン残基（W400、W513）が残存して

いる。これら２つのトリプトファン残基のみを有する 4WY 変異体は野生型の CmABCB1

（WT）と比較し、ローダミン 6G（4）による蛍光の消光が起こりにくいことが確認されて

いる。この結果は、W400とW513は基質と相互作用することが少ないことを示唆している。

そのため、4WY/M391W 変異体の内腔に基質が取り込まれた際、内腔の W391 由来の蛍光だ

けが消光され、W400 と W513 に由来する蛍光は維持されるため、蛍光消光率 30%程度でプ

ラトーに達する。このことから、4WY/M391W変異体の基質濃度依存的な蛍光消光は、内腔 

 

 

Figure 2-8 Tryptophan quenching analysis. (a) Overall structure of CmABCB1 in the inward-facing state (PDBID: 

3WME). The locations of the intrinsic tryptophan residues are shown as magenta spheres and  methionine 391 is 

shown as green spheres. (b) Overall structure of CmABCB1 4WY/M391W mutant in the inward-facing state 

(PDBID: 7VR5). The locations of the intrinsic tryptophan residues are shown as magenta spheres extrinsic residues 

are shown as red spheres. (c) Phenomenone observed by irradiation of UV light ( = 290 nm) if the substrate does 

not enter the inner chamber of CmABCB1 4WY/M391W mutant. (d) Phenomenone observed by irradiation of UV 

light ( = 290 nm) if the substrate enters the inner chamber of CmABCB1 4WY/M391W mutant. 
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に入った基質と内腔のW391との相互作用により起こったものと判断できる 26。 

 

筆者はこの変異体を用い、RhQ-DMB（5）と混合した際のトリプトファン残基の蛍光を測

定した。その結果、4WY/M391W 変異体のトリプトファン蛍光は RhQ-DMB（5）に対して濃

度依存的に消光することが分かった（Figure 2-9-a）。Figure 2-9-b は、5 の濃度に応じた 340 

nm におけるトリプトファン残基由来の蛍光消光率を示している。その蛍光消光率は 30%程

度でプラトーに達し、ローダミン 6G やニカルジピン、およびテトラフェニルホスホニウム

といった CmABCB1に取り込まれることが確認されている基質と同様の結果となった 26。 

以上の結果から、RhQ-DMB は CmABCB1 の内腔に入り、内腔の W391 と相互作用してい

ることが強く示唆された。 

 

 

Figure 2-9 Fluorescence emission spectra for the purified CmABCB1 mutant (4WY/M391W) (13 g/mL) in a 

buffer solution of 20 mM Tris–HCl (pH 7.5 at 25 °C), 150 mM NaCl, and 0.05% (w/v) β-DDM contain-ing RhQ-

DMB (5) (0–1.0 M). Fluorescence emission was recorded at 25 °C following excitation at 290 nm. (b) Quenching 

of the extrinsic tryptophan fluorescence of P-gp by sequential addition of RhQ-DMB (5). RhQ-DMB (5) was added 

at increasing concentrations to a 13 g/mL solu-tion of purified mutant CmABCB1 (4WY/M391W) in buffer at 

25 °C. Fluorescence emission at 340 nm was recorded at 25 °C following excitation at 290 nm. 

 

第六節 要約 

本研究では種々のローダミン誘導体を合成し、CmABCB1と混和させた際のATPase活性を

測定することで CmABCB1 に対する親和性及び阻害活性を評価した。構造活性相関研究の結

果、o,o’-ジメトキシベンジル基を有する Q-ローダミン誘導体 RhQ-DMB（5）が最も良い親和

性および阻害活性を示すこと（Km = 0.55 M, Ki = 5.8 M）が示唆された。CmABCB1を発現
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させた酵母菌を用いた薬剤耐性試験の結果、RhQ-DMB（5）は CmABCB1 によってほとんど

排出されないことが示唆された。トリプトファン消光実験では RhQ-DMB（5）の濃度に依存

したトリプトファン蛍光の消光が見られ、5 が CmABCB1 の内腔に取り込まれていることが

示唆された。これらの結果は、RhQ-DMB（5）が CmABCB1 の内腔に取り込まれるものの、

排出されないという望ましい特徴を有していることを示唆している。現在、基質を取り込ん

だ際の CmABCB1の構造を X線結晶構造解析やクライオ電子顕微鏡法を用いた構造生物学的

手法により解明することで、CmABCB1 の輸送機構に関する重要な知見を得る試みがなされ

ている。当研究により CmABCB1 ないしは ABCB1 の輸送機構が解明されることで、ABCB1

により排出されにくい薬剤の開発や Structure-driven な ABCB1 の阻害剤開発が可能になると

期待される。 
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第三章 含ヘリセンキサンテン色素の合成と評価 

第一節 研究背景 

光学活性な発光分子の中には、円二色性（Circular Dichroism, CD）や円偏光発光

（Circularly Polarized Luminescence、CPL）などのキラル光学特性を示すものがあることが知

られている 1。円偏光発光とは右回りと左回りに円を描くように振動しながら伝搬するキラ

ルな光を発する現象のことである（Figure 3-1-a）2,3。CPL は通常の発光（Photoluminescence, 

PL）と比較すると夾雑物の影響を受けにくく、夾雑系での高感度な分光分析が可能になると

期待されている（Figure 3-1-b）4。 

 

 

Figure 3-1 (a) Circularly polarized luminescence obtained from chiral substances. (b) Schematic of the sensing 

method using the CPL probe to detect the target analyte. 

 

CPL特性を示す分子はこれまでに多数報告されており、3Dディスプレイ 5やデータ記憶媒

体材料 6、光電素子 7、バイオイメージング 8など様々な分野で近年盛んに研究されている。

有機発光分子は比較的安価であることに加え、構造改変によって蛍光波長や蛍光量子収率を

含む各種光学特性を調節できることが魅力である。代表的な有機 CPL分子は、ヘリセン類や
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ビナフチル類などのキラルπ共役系分子である 9,10。しかし、これらの蛍光量子収率は一般

的に低く、また長波長での蛍光を示す分子は稀である。これらの課題を克服するため、様々

な取り組みが行われてきた。例えば、複素環 11,12や電子供与基、電子求引基の導入 13や金属

元素の取り込み 14 により光学特性を改善できことが報告されている（Figure 3-2-a）。その中

でも、CPL 特性を示すπ共役系分子と既知の蛍光分子とを融合させるアプローチは特筆すべ

きである（Figure 3-2-b）15。このような複合型発光分子は、両者の特徴を併せ持つことが期

待され、実際に高い蛍光量子収率や長波長での蛍光を示す CPL分子が数多く報告されている。

例えば、Emaらは緑色色素として汎用される BODIPYとヘリセンとを組み合わせることで橙

色 CPL（em = 594 nm, F = 21%）を示すことを報告している 16。本アプローチでは他にもフ

ラビン 17、フェノキサジン 18、ベンズイミダゾール 19 にヘリセン骨格を導入した分子や

BODIPY20やペリレン 21などに軸不斉を導入した CPL分子が報告されている。 

 

 

Figure 3-2 (a) Elected helicene derivatives showing improved optical properties. (b) Elected hybrid CPL 

molecules fused with helicene or by introducing axial chirarity. 
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このような光学特性の改良を目指した CPL分子に加え、外部刺激に応答して光学特性が可

逆的に変化する CPL分子の開発が近年注目されている。このような現象はクロミズムと呼ば

れ、こうした性質をもつ分子はクロミック分子と称される。光学特性を変化させる外部刺激

には様々なものが存在し、クロミズム特性はそれぞれの刺激に応じて分類される。特に注目

されているクロミック分子には、熱（サーモクロミズム）、光（フォトクロミズム）、pH 変

化（ハロクロミズム）、溶媒変化（ソルバトクロミズム）、機械的刺激（メカノクロミズム）

に応答するものが挙げられる 22。代表的なクロミック分子には、スピロピラン、ジアリール

エテン、ピリジニム N-フェノキシドベタイン、フェノールフタレインなどがある（Figure 3-

3）22。例えば、スピロピランやジアリールエテンはフォトクロミズム特性を示し、光照射に

よる構造変化に応じて光学特性が変化する 23,24。これらの分子はフォトスイッチ 25 やサング

ラスなどへの応用が行われている。ピリジニウム N-フェノキシドベタインは、２つの共鳴構

造を反映した異なる光学特性が溶媒の極性によって変化するソルバトクロミズムを示し 26、

溶媒極性パラメータの指標として活用されている 27。フェノールフタレインは pH 変化に応

じて光学特性が変化するハロクロミズムを示し 28、pH指示薬として利用されている。これら

のクロミック分子は該当する刺激を検知するトレーサー29 としてだけでなく、スマートデバ

イス 30やセンサー29、インクジェット色素 31など様々分野への応用できるため、盛んに研究

が進められている。 

 

 

Figure 3-3 Elected molecules showing chromisms. 
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CPL 特性を有するクロミック分子は、データ記憶媒体材料 32、分子応答性プローブ 33など

への応用が期待されている。これまでに、光 34–37 や pH11,19,38–49、金属イオン 43,47,50–57、溶媒

45,58–75、レドックス刺激 76,77などの外部刺激に応答するものが報告されている。外部刺激によ

る CPL特性の変化は、大まかに４つに分類される（Figure 3-4-a–d）。すなわち、（１）CPLの

ON/OFF が切り替わる、（２）波長は大きく変化せず符号が反転する、（３）符号は変わらず

波長が変化する、（４）波長と CPL の符号の両方が変化する、の４つである。これらの中で、

単一の有機小分子において符号の反転を伴うものの報告がいくつか報告されている

36,45,48,54,60,61,63,66,67,69,72,75。例えば、Crassousらが開発したピリジン環を有するヘリセンは酸の添

加により CPLの波長が変化することを報告している（Figure 3-4-e）38。また、Ema らが開発

したビナフチル構造とビピリジル構造とが融合した CPL 分子は、中性条件下では CPL を示

し、酸の添加により消光することを報告している（Figure 3-4-f）40。 

 

 

Figure 3-4 (a)–(d) Schematic representation of the change in CPL properties. IL–IR represents the difference 

between intensities of left and right CPL. (e),(f) Selected CPL switches respond to addition of acid/base. 
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このような背景のもと、筆者は、外部刺激に応答する新しい CPL分子の開発を目指し、キ

サンテン色素に注目した。序論でも述べたように、キサンテン色素はその光学特性のスイッ

チングが可能な蛍光色素の代表例であり、100 年以上にわたって研究されてきた。これらの

色素は、CPL への応用検討も数多く検討されている 49,79–89。しかし、これまでの多くの研究

は、ポリマーなどによって構築したキラル環境にキサンテン色素を導入するものに限られて

いた（Figure 3-5-a）79–84。一方、光学活性なキサンテン誘導体の報告例もあるものの 49,85–89、

キラル光学特性を示すものは限られている。特に、CPL を発現するキサンテン誘導体に関す

る報告は、Liuらによる最近の報告のみである（Figure 3-5-b）49。彼らは軸不斉ビアリール骨

格を介して２つのキサンテン色素を結合し、酸や塩基の添加によって赤色CPL（em = 610 nm, 

F = 26%）の ON/OFFを制御できることを示した。このように、キサンテン色素を基盤とし

た CPL分子の開発には、発光部位もしくはその近傍にキラル環境を構築する必要があると考

えられる。実際、Fan らは発光部位から離れた位置に軸不斉ビナフトール部位を導入したロ

ーダミン誘導体を合成し、その光学特性と調べたところ、キサンテン由来の吸収域で CD 特

性の発現は観測されなかったことを報告している（Figure 3-5-c）88。 

 

 

Figure 3-5 Representive chiroptical properties of xanthene derivatives. 
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以上を踏まえ、筆者はクロミズム特性を有する新しい CPL分子として、キサンテン色素の

一種であるフルオレセインとヘリセンを組み合わせた新奇 CPL分子 Aを設計した（Figure 3-

6）。フルオレセインは高い蛍光量子収率と pH 応答性を示す広く知られた発光分子であり、

中性や酸性条件下では蛍光を示さないものの、塩基性条件下では強い黄色蛍光を発する

（Figure 3-6-a）。一方、ヘリセンは有機小分子としては高い異方性因子 glumを有し、置換基の

導入により光学特性が容易に変更できることが知られている。また、共役系を拡張しつつ、

CPL特性を効率よく発現させることができるため、既知の発光分子を CPL分子に変更する際

に特に汎用されている骨格である。そこで筆者は、フルオレセインとヘリセンとを組み合わ

せることで、以下の３つの特徴を併せもつ新しい CPL 分子の開発を目指すこととした

（Figure 3-6-b）。 

（１）らせん不斉を有するヘリセンに由来する CPL特性 

（２）キサンテン色素に由来する酸塩基応答性のスイッチング能 

（３）共役系の拡張に由来する長波長域での発光 

 

 

Figure 3-6 The schematic illustrations for helicene-fused fluoresein in this study. 

 

第二節 要約 

本研究では塩基応答性を示すフルオレセインにヘリセンを組み込んだ新規 CPL分子を開発

し、その光学特性を評価した。中性条件下、および塩基性条件下、各種スペクトルを測定し
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た結果、含ヘリセンフルオレセイン 40 は塩基応答性を示し、塩基の添加により CPL の波長

や強度、および符号が変化することが見いだされた。また、ヘリセンの置換基を変換するこ

とで水系溶媒を含む様々な溶媒中で発光する CPL分子が見いだされた。これらの結果はクロ

ミズム特性を示す CPL 分子を設計する際にキサンテン色素に CPL 活性なヘリセンを導入す

るアプローチが有効であることを示唆していると考えている。本研究で用いたアプローチは

フェノール性ヒドロキシ基を有する他の共役英分子に適用可能であると考えられることか

ら、さらなる構造展開が期待される。 
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第四章 含ヘリセンアミノキサンテンの合成及び光学特性の評価 

第一節 研究背景 

ローダミン類はキサンテン色素の一種であり、電子供与性基として窒素官能基が結合して

いることからアミノキサンテンとも呼ばれている（Figure 4-1）。1905年に Dziewonskiらによ

って初めて合成されて以来 1、その高い褪色耐性や高い蛍光量子収率、低い毒性などの優れ

た特徴を有することから、古くから染料や顔料として利用されてきた。フルオレセインが無

保護のヒドロキシ基を蛍光発現に必要とするのに対し、ローダミン類は窒素原子上に置換基

を有していても可視域の蛍光を示すことが知られている 2。さらに、フルオレセインよりも

長波長での蛍光を示し、窒素原子上の置換基を変更することで蛍光波長や蛍光量子収率など

の光学特性を調整することが可能である 2。例えば、窒素置換基上にエチル基を４つ有する

ローダミン B、２つ有するローダミン 19、そして無置換のローダミン 110を比較すると、蛍

光極大波長はローダミン B が最も長く（em = 568 nm）、ローダミン 110 が最も短い（em = 

524 nm）3,4。一方、蛍光量子収率はローダミン 110（F = 92%）とローダミン 19が高く（F 

= 95%）、ローダミン Bは中程度の値（F = 65%）を示す 3,4。このように、窒素原子上の置換

基の数を増やすことで蛍光波長が長波長シフトする一方、蛍光量子収率は低下することが知

られている。また、両側にピペリジン環が縮環したQ-ローダミンは、比較的長い蛍光極大波

長を示しながらも蛍光量子収率を維持している（Figure 4-1-c）5。この量子収率の改善は、ア

ルキル基の熱運動による無輻射失活が環状構造にすることにより抑制されたことによるもの

と考えられている。窒素原子上に２つ置換基を有するローダミン 101 は環化により無輻射失

活を抑制することで、長波長での蛍光を示しつつ、高い蛍光量子収率を示す（Figure 4-1-c）

3,4。このようにアミノキサンテン類は窒素原子上の置換基を変更することで光学特性を容易

に変更することができる。 
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Figure 4-1 Influence of substituents on optical properties of rhodamines. 

 

また、アミノキサンテンはフルオレセインとは異なる外部刺激応答性を示すことが知られ

ている（Figure 4-2）6。先述した通り、フルオレセインは極性溶媒中や塩基の添加によって

開環状態になることが知られているが、一般的にローダミン類や一部のロドール類は酸を添

加すると開環する（Figure 4-2-a,b）。さらに、一部の誘導体は紫外線照射や温度変化、機械的

刺激などの外部刺激にも応答し、その光学特性が変化することが知られている（Figure 4-2-

c,d）6。 
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Figure 4-2 Chromic properties of aminoxanthene derivatives. 

 

第三章に記述したように、筆者は赤色 CPLを示す含ヘリセンフルオレセインを開発し、キ

サンテン色素にヘリセン骨格を組み込むアプローチが赤色 CPL分子の開発に有効であること

を見いだした（Figure 4-3-a）。そこで、光学特性や外部刺激に対する応答性の変化を期待し、

アミノキサンテンとヘリセンとを組み合わせた色素 B の開発に着手した（Figure 4-3-c）。先

述した通り、アミノキサンテンは構造改変による光学特性の調整が可能であることから、近

赤外域の CPLや高い蛍光量子収率、様々な外部刺激に対する応答性など、ユニークな特徴を

有する新奇 CPL分子の開発につながるものと期待した。 

 



 

39 

 

 

Figure 4-3 The schematic illustrations for helicene-fused aminoxanthene in this study. 

 

第二節 要約 

本研究では酸応答性を示すアミノキサンテンにヘリセンを組み込んだ CPL分子を開発し、

その光学特性を評価した。各種スペクトルを測定した結果、含ヘリセンアミノキサンテン 51

は酸応答性だけでなく、光応答性も示し、酸の添加や光照射により CPLの波長や強度、およ

び符号が変化することが見いだされた。また、第三章にて報告した含ヘリセンフルオレセイ

ンよりも長波長での CPLや改善された蛍光量子収率を示し、窒素官能基の導入により光学特

性を種々変更することができた。アミノキサンテン色素は窒素上の置換基やキサンテン環の

酸素原子を変更することで光学特性を変更することが可能である。さらに、酸応答性や光応

答性以外の外部刺激に応答する誘導体も報告されている。今後、様々な外部刺激に応答する

CPL分子や近赤外領域での CPLを示す分子の開発が期待される。 
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第五章 結論 

筆者はキサンテン色素があまり利用されていない、２つの領域での利用を志向し、新たな

機能を有するキサンテン色素の設計、合成及び評価を行った。すなわち、生理活性物質とし

ての利用及びキラルな機能性分子としての利用を志向し、研究に着手した。 

第二章ではローダミン類が P糖タンパク質の輸送基質であることに着目し、トランスポー

ターの内腔に取り込まれながらも排出されない阻害剤の開発に取り組んだ。一般的なロー

ダミン誘導体であるローダミン 6G を親化合物として選択し、創造活性相関研究を行った

結果、5つ環が連続して出環した骨格を有し、エステル部位に o,o-ジメトキシベンジル基を

有する誘導体 RhQ-DMBがローダミン 6Gより 6倍高い親和性と 120倍高い阻害活性を示す

ことを見出した。さらに、薬剤耐性試験やトリプトファン消光実験の結果、RhQ-DMBはト

ランスポーターに取り込まれるものの、排出されにくく、所望の特性を有する化合物であ

ることが分かった。 

第三章、第四章では、円偏光発光を示すキサンテン色素の開発について述べた。まず、第

三章ではヘリセンが組み込まれたフルオレセインの合成と光学特性について述べた。フェノ

ールとベンゾフェノンとを酸性条件下加熱することで左右非対称なキサンテン色素を合成す

る既知の合成法を参考に、光学的に純粋なヒドロキシヘリンとベンゾフェノンから対応する

含ヘリセンフルオレセインを合成した。得られた含ヘリセンフルオレセインは中性条件下で

は青色 CPL を、塩基を添加した際は赤色 CPL を示した。すなわち、今回開発した発光分子

は、フルオレセインの塩基応答性とヘリセンの CPL特性を併せ持つことが分かった。また、

今回合成した分子は液性の変化により、波長だけでなく CPLの符号も変化することを見いだ

した。 

第四章では、含ヘリセンアミノキサンテンの合成と光学特性について述べた。この発光分

子はアミノキサンテンの酸応答性とヘリセンの CPL特性を併せ持つことが分かった。さらに、

中性条件下、紫外光を照射することで赤色 CPLを示すことが判明し、光照射によって励起状

態において閉環状態から開環状態へと構造変化していることが示唆された。 

第三章、四章に述べた含ヘリセンキサンテン色素は波長だけでなく、CPL の符号のスイッ

チングも可能であることを見いだし、キサンテン色素に CPL特性を示すキラル部位を導入す
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るアプローチの有効性を指摘した点は今後同様の特性を有する化合物を合成する際に応用で

きる知見である。フェノール性ヒドロキシ基を有している他の共役系分子も同様の方法に

て導入できることが想定され、多様な性質を有する CPL分子を合成可能であることが想定さ

れる。また、キサンテンの酸素原子を他の原子に変えることでより長波長での蛍光を示すこ

とが知られており、本分子を同様のアプローチにて構造展開することで、近赤外領域での

CPLを示す分子の開発が期待される。 
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実験項 

1. General experimental procedures 

All solvents and materials were obtained from commercial suppliers and used without further purification unless otherwise 

noted. Column chromatography was performed on Wakogel® 60N or on DPS DUALPORETM SIL Flash. The silica gel was 

pre-washed with MeOH prior to column chromatography using a mixture of CHCl3 and MeOH as eluent. Preparative thin-

layer chromatography (PTLC) was performed using plates prepared from Wakogel® B5-F or Merck Silica Gel 60 PF254. 

Reactions and chromatography fractions were analyzed employing pre-coated silica gel plate (Merck Silica Gel 60 F254) with 

visualization by ultraviolet (UV) irradiation at 254 nm and/or indicated stains. Attenuated total reflectance Fourier transform 

infrared (ATR-IR) spectra were recorded on a Shimadzu IRAffinity-1 with an ATR attachment (MIRacle 10), and the wave 

numbers of maximum absorption peaks are reported in cm−1. Melting points (mp) were recorded on a Stanford Research System 

OptiMelt capillary melting point apparatus and are uncorrected. The 1H and 13C NMR spectra were recorded on JEOL ECA-

500 (1H, 500 MHz; 13C, 125 MHz) or JEOL ECZ-600 (1H, 600 MHz; 13C, 150 MHz). Chemical shifts are presented in ppm 

relative to tetramethylsilane (1H, 0.00) or solvents as follows: CDCl3 (13C, 77.16); methanol-d4 (13C, 49.00); acetone-d6 (13C, 

29.84). Abbreviations are as follows: s, singlet; d, doublet; dd, doublet of doublets; t, triplet; ddd, double double doublet; m, 

multiplet; br, broad. High-resolution mass spectra were recorded on Shimadzu LCMS-IT-TOF (ESI) or a ThermoFisher Q-

Exactive Orbitrap spectrometer with an electrospray ionization (ESI) mass spectrometer using methanol as a mobile phase. 

High performance liquid chromatography (HPLC) analyses were performed on a SHIMADZU analytical system equipped with 

a LC-20AT pump and a SPD-M20A PDA detector using DAICEL CHIRALPAK OD-H column (250 × 4.6 mm). Analytical 

RP-HPLC was carried out on a SHIMADZU analytical system equipped with a LC-20AT pump, an SPD-M20A PDA detector 

and a CBM-20A communication bus using GL Sciences InertSustain AQ-C18 3 m column (150 × 4.6 mm). The purity of the 

representative compounds (1, 2, 7, and 9) was determined by LC–MS using a 1:1 mixed solution of (A) H2O + 0.1% H3PO4 

and (B) acetonitrile at a flow rate of 1 mL/min. The purity of the final compounds used in the chapter 2 was determined by 

using the area percentage method on the UV trace recorded at a wavelength of 320 nm and found to be >95%. X-Ray single 

crystal diffraction analyses were performed on a Rigaku XtaLAB P200 apparatus. Optical rotations were determined with a 

JASCO P-2200KDT polarimeter and are the average of five measurements and reported as follows: []T ºC
λ concentration (c = 

g / 100 mL, solvent). No unexpected or unusually high safety hazards were encountered. 

 

Experiments on Chapter 2 

1. Biological assays. 

All biological assays, including the mutant construction, protein expression, purification, ATP measurement, drug-susceptibility 

assay and fluorescence measurement were totally performed according to the previously published protocols reported by Kato 

and coworkers.1,2 

Mutant construction 

The CmABCB1 mutants were constructed using PCR site-directed mutagenesis. 4WY/M391W were constructed using the 

QuikChange Multi system (Agilent, Santa Clara, CA) with the corresponding primers listed in Table S1 and pPICZA plasmid 

harboring the CmABCB1 gene with a C-terminal His6 affinity tag.2 

Table S1 Oligonucleotides used in this study. 
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Mutation Primer Sequence (from 5' to 3') 

W114Y CTTCGCGCTTGCCTATAGCTCGTCTGCAAC 

W161Y GATCGAAGGCGAAACATATAAGTATTCCGTTGGATTCG 

W363Y/W364Y CTATGCGCTTGCCCTGTATTATGGCGGGCAACTGATC 

M391W CCATACTCGGCTTCTGGGAGTCGGTCAG 

 

Protein Expression 

The WT and mutant CmABCB1 proteins were expressed in Pichia pastoris SMD1163 cells. Single colonies were seeded into 

10 mL yeast extract-peptone-dextrose (YPD) medium (1% (w/v) yeast extract, 2% (w/v) peptone, 2% (w/v) D-glucose) and 

incubated overnight at 30 °C with shaking at 220 rpm (BioShaker BR-23FP, TAITEC, Koshigaya, Japan). The precultured cells 

were seeded into 200 mL YPD medium to an OD600 of 0.5 and incubated at 30 °C until the OD600 reached 4. The cells were 

then diluted in YPMY medium (1% (w/v) yeast extract, 2% (w/v) peptone, 1.34% (w/v) YNB without amino acids, 0.5% (w/v) 

sorbitol, 4 × 10–5% (w/v) biotin, and 0.5% (v/v) methanol) to an OD600 of 0.1 and were grown at 25 °C with shaking at 220 

rpm using an Innova 4330 incubator shaker (New Brunswick Scientific). Methanol (0.5% volume) was added 24 h after the 

start of culture. Cells were harvested using centrifugation (3,000 × g for 15 min) after 42–45 h, and the cell pellets were stored 

at –80 °C. 

The stored cells were thawed and suspended in a disruption buffer containing 20 mM Tris–HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, and 

1 tablet cOmplete, EDTA-free (Roche CUSTOMBIOTECH) per 500 mL of buffer. Cells were then disrupted using an 

EmulsiFlex-C3 (Avestin, Ottawa, ON, Canada) at 170–200 MPa. The homogenate was centrifuged at 3,000 × g for 15 min to 

remove undisrupted cells and the nuclear fraction, and the crude membranes obtained were collected using ultracentrifugation 

at 100,000 × g for 45 min. The membranes were mechanically homogenized in binding buffer (20 mM Tris–HCl (pH 7.5), 300 

mM NaCl, and 20 mM imidazole) and solubilized with 3% (w/v) polyoxyethylene (9) dodecyl ether (C12E9) (Wako) for 3 h. 

The total protein concentration at solubilization was 10 mg/mL. After removal of the insoluble fraction by ultracentrifugation 

at 100,000 × g for 80 min, immobilized metal ion affinity chromatography resin (Bio-Rad, Hercules, CA) pre-equilibrated with 

wash buffer (binding buffer containing 0.05% (w/v) n-dodecyl--D-maltopyranoside (β-DDM) (Anatrace, Maumee, OH)) was 

incubated with the supernatant for 3 h. The resin was washed with wash buffer, and protein was eluted with elution buffer 

(binding buffer containing 300 mM imidazole) to extract CmABCB1. After removal of the N-terminal 92 residues using trypsin, 

CmABCB1 was isolated using SEC (Superdex200 column (GE Healthcare)) pre-equilibrated with SEC buffer (20 mM Tris–

HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, and 0.05% (w/v) β-DDM (Anatrace)). Because the N-terminal 92 residues have three intrinsic 

Trp residues (Trp68, Trp69, and Trp72), purified CmABCB1 WT has six Trp residues per dimer. 

 

ATPase measurements. 

ATPase Measurements.  

ATPase activity was measured in 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.05% (w/v) β-DDM, and 10 mM MgCl2, with 5 

mM ATP and/or compounds, at 37 °C. The amount of inorganic phosphate released from ATP was measured using a colorimetric 

method.3 The initial hydrolysis rate was calculated by plotting the amount of inorganic phosphate as a function of reaction time. 

Determination of Kinetic Parameters for the ATPase Reaction. 

The kinetic parameters were determined using the following equations with a slight modification from the previous study (Eqs. 

1)1,2,4,5 

v = [e][𝑘𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙 +
(𝑘𝑠𝑢𝑏−𝑘𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙)[𝑠]

𝐾𝑚+[𝑠]
(1 −

[𝑠]

𝐾𝑖+[𝑠]
)] [Eqs. 1] 
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where v is the initial ATP hydrolysis rate, [e] is the CmABCB1 concentration, [s] is the substrate concentration, kbasal is the 

catalytic rate constant of basal ATPase activity in the absence of drug, ksub is the catalytic rate constant of drug-dependent 

ATPase activity, Km is the Michaelis constant for transport substrates with 5 mM ATP, Ki is the inhibition constant for substrate 

inhibition by transport substrates. Fitting was carried out using GRAFIT (Erithacus Software). 

Drug susceptibility assay in S. cerevisiae AD1-8u− cells. 

S. cerevisiae AD1-8u− expressing WT or mock-transfected AD1-8u− were precultured in YPD medium at 30 °C for 16 h, 

inoculated in YPD medium to an OD600 of 0.5, and then cultured at 30 °C to an OD600 of 3–5. These cultures were then diluted 

in YPD medium to an OD600 of 0.2, and 25 L of each cell suspension was inoculated into 75 L YPD medium containing a 

drug at the indicated concentration in a 96-well round-bottom microplate (STEM). After culture at 30 °C for 15–17 h, OD600 

values of the cell suspensions were measured. For each mutant, the assay was performed using three clones, and the averages 

and SDs of the measured values were calculated. The expression levels of mutant proteins were evaluated by Western blot 

analysis to detect the FLAG tag fused to the C terminus of CmABCB1. Total cellular protein (20 g) from AD1-8u− cells was 

separated on an SDS polyacrylamide gel and electroblotted on to a nitro cellulose membrane. Proteins were detected by Western 

blot analysis using mouse monoclonal anti-FLAG antibody (diluted 1:4,000) or mouse monoclonal anti-GAPDH antibody 

(diluted 1:4,000). Expression levels of the mutants were approximately equal to that of WT. 

Fluorescence measurement. 

All fluorescence measurements were performed in a buffer containing 20 mM Tris–HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, and 0.05% 

(w/v) N-dodecyl--maltoside (β-DDM, Anatrace) using a FluoroMax-4 (Horiba, Kyoto, Japan) at 25 °C. Trp fluorescence 

emission was recorded between 320 and 470 nm (band-pass: 5 nm) after excitation at 290 nm (band-pass: 5 nm) using 0.1 M 

CmABCB1. Quenching experiments were performed by measuring Trp fluorescence in the presence of various concentrations 

of the substrate in the presence of 0–1 M CmABCB1. 

 

2. Synthetic methods and characterization 

Synthesis of aminophenol Ia–e 

Synthesis of 3-butylamino-4-methylphenol (Ib) 

 

To a suspension of 3-amino-4-methylphenol (1.00 g, 8.12 mmol) in DMF (5.0 mL) were added K2CO3 (1.10 g, 7.96 mmol) 

and 1-iodobutane (1.49 g, 0.93 mL, 8.10 mmol). After stirring for 12 h at 100 °C, the reaction was quenched by adding water 

and the mixture was extracted with EtOAc (x3). The combined organic layers were washed with brine, dried (Na2SO4), and 

concentrated in vacuo. The residue was purified by column chromatography (silica gel, hexane/EtOAc = 10/1 to 5/1) to afford 

Ib (0.921 g, 63%) as yellow oil, contaminated with a trace amount of impurity (assessed by 1H NMR). This material was 

employed in the next experiment without further purification. 

1H NMR (CDCl3, 500 MHz)  0.97 (t, 3H, J = 7.5 Hz), 1.41–1.48 (m, 2H), 1.62–1.67 (m, 2H), 2.05 (s, 3H), 3.11 (t, 2H, J = 

6.9 Hz), 3.47 (brs, 1H, NH), 4.49 (brs, 1H, OH), 6.09 (dd, 1H, J = 7.7, 2.3 Hz), 6.13 (d, 1H, J = 2.9 Hz), 6.87 (d, 1H, J = 7.5 

Hz); 13C NMR (CDCl3, 125 MHz)  13.9, 16.6, 20.3, 31.4, 43.9, 98.6, 103.9, 114.3, 130.6, 147.2, 155.2; IR (ATR) 3360, 2959, 
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1616, 1519, 1470, 1215 cm–1; HRMS (ESI) calcd for C11H17NO ([M+H]+) m/z 180.1383, found m/z 180.1388. 

 

Synthesis of 4-methyl-3-(1-pyrrolidinyl)phenol (Ic) 

 

To a suspension of 3-amino-4-methylphenol (2.00 g, 16.2 mol) and K2CO3 (2.20 g, 15.9 mmol) in DMF (10 mL) was added 

1,4-diiodobutane (5.03 g, 2.13 mL, 16.2 mmol). After stirring for 12 h at 100 °C, the reaction was quenched by adding water 

and the mixture was extracted with EtOAc (x3). The combined organic layers were washed with brine, dried (Na2SO4), and 

concentrated in vacuo. The residue was purified by column chromatography (silica gel, hexane/EtOAc = 10/1 to 5/1) to afford 

Ic (2.70 g, 93%) as brown oil. 

1H NMR (CDCl3, 500 MHz)  1.91–1.93 (m, 4H), 2.25 (s, 3H), 3.17–3.20 (m, 4H), 4.53 (brs, 1H, OH) 6.28 (dd, 1H, J = 8.0, 

2.9 Hz), 6.37 (d, 1H, J = 2.3 Hz), 6.93 (d, 1H, J = 8.0 Hz); 13C NMR (CDCl3, 125 MHz)  20.1, 24.9, 51.1, 103.5, 106.9, 120.4, 

132.6, 150.5, 154.5; IR (ATR) 3348, 2967, 2249, 1605, 1504, 906 cm–1; HRMS (ESI) calcd for C11H16NO ([M+H]+) m/z 

178.1226, found m/z 178.1221. 

 

Synthesis of 7-hydroxy-1,2,3,4-tetrahydroquinoline (Id) 

 

In a flame-dried 3-necked flask with a reflux condenser were placed LiAlH4 (3.60 g, 95.0 mmol) and anhydrous THF (50 mL), 

to which was dropwise added 7-hydroxy-3,4-dihydroquinolin-2(1H)-one (9.80 g, 60.0 mmol) in THF (200 mL) over 30 min, 

which was refluxed for 3 h. After cooling to room temperature, the reaction was quenched by adding saturated aqueous NH4Cl, 

and the mixture was filtrated through Celite® pad (washed with EtOAc). The filtrate was concentrated in vacuo and the mixture 

was extracted with EtOAc (x3). The combined organic layers were washed with brine, dried (Na2SO4), and concentrated in 

vacuo. The residue was purified by flash column chromatography (silica gel, hexane/EtOAc = 1/1) to afford Id (8.53 g, 95%) 

as a yellow solid. Spectral data matched those reported in the literature.6 

 

Synthesis of 8-hydroxyjulolidine (Ie) 

 

To a suspension of 3-aminophenol (0.960 g, 8.80 mmol) and Na2CO3 (3.26 g, 31.0 mmol) in DMF (10 mL) was added 1-

bromo-3-chloro-propane (4.16 g, 2.60 mL, 26.0 mmol), which was refluxed for 19 h. After cooling to room temperature, the 

mixture was filtrated and extracted by CH2Cl2 (x3). The combined organic layers were washed with brine, dried (Na2SO4), and 

concentrated in vacuo. The residue was purified by flash column chromatography (silica gel, hexane/EtOAc = 5/1) to afford Ie 
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(0.559 g, 34%) as colorless solid. The spectral data matched those reported in the literature.7 

 

Synthesis of carboxylic acid IIa 

 

To a solution of rhodamine 6G (1) (2.20 g, 4.50 mmol) in ethanol (64 mL) was added NaOH (0.41 g, 10.3 mmol) in water (6.0 

mL), which was refluxed for 2.0 h. After cooling to room temperature, the mixture was neutralized by adding 2.0 M aqueous 

HCl to afford red precipitate. The precipitate was collected by filtration and dried to afford 23a (1.31 g, 65%) as a pink solid. 

The spectral data matched those reported in the literature.8 

 

Synthesis of carboxylate IIb–e 

Synthesis of carboxylate IIb 

 

To a solution of Ib (500 mg, 2.8 mmol) in o-dichlorobenzene (2.0 mL) was added phthalic anhydride (207 mg, 1.40 mmol). 

After stirring for 19 h at 175 °C, the reaction was cooled to room temperature. The residue was purified by flash column 

chromatography (silica gel, CHCl3/MeOH = 20/1 to 5/1) to afford IIb (158 mg, 25%) as a pink solid. 

mp 232 °C (decomp.); 1H NMR (methanol-d4, 500 MHz)  1.01 (t, 6H, J = 7.4 Hz), 1.44–1.52 (m, 4H), 1.69–1.75 (m, 4H), 

2.12 (s, 6H), 3.46 (t, 4H, J = 7.3 Hz), 6.85 (s, 2H), 7.04 (s, 2H), 7.20 (d, 1H, J = 7.2 Hz), 7.60 (dd, 1H, J = 7.2 Hz), 7.65 (dd, 

1H, J = 7.2 Hz), 8.08 (d5, 1H, J = 7.2 Hz); 13C NMR (methanol-d4, 150 MHz)  14.0, 17.3, 21.1, 31.5, 44.3, 95.0, 115.5, 126.5, 

130.96, 131.00, 131.2, 131.47, 131.53, 134.4, 158.1, 159.6, 163.6, 174.4, several peaks overlapped; IR (ATR) 3321, 2943, 

2832, 1450, 1115, 1022 cm–1; HRMS (ESI) calcd for C30H34N2O3 ([M+H]+) m/z 471.2642, found m/z 471.2642. 

 

Synthesis of carboxylate IIc 

 

To a solution of Ic (1.00 g, 5.65 mmol) in o-dichlorobenzene (4.0 mL) was added phthalic anhydride (460 mg, 3.11 mmol) at 

room temperature. After stirring for 19 h at 175 °C, the reaction was cooled to room temperature. The mixture was purified by 

flash column chromatography (silica gel, CHCl3/MeOH = 10/1 to 5/1) to afford IIc (817 mg, 58%) as a purple solid. 
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mp 250 °C (decomp.); 1H NMR (methanol-d4, 500 MHz)  1.91–1.96 (m, 8H), 2.14 (s, 6H), 3.26–3.30 (m, 8H), 6.40 (s, 2H), 

6.62 (s, 2H),7.17 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 7.60 (dd, 1H, J = 7.5 Hz), 7.64 (dd, 1H, J = 7.5 Hz), 8.02 (d, 1H, J = 7.5 Hz); 13C NMR 

(methanol-d4, 150 MHz)  20.6, 25.1, 51.0, 102.4, 109.4, 123.6, 124.7, 125.5, 128.0, 129.7, 131.0, 134.5, 151.4, 152.2, 153.3, 

170.6, several peaks overlapped; IR (ATR) 3318, 3298, 2943, 2832, 1450, 1115, 1022 cm–1; HRMS (ESI) calcd for C30H31N2O3 

([M+H]+) m/z 467.2333, found m/z 467.2329. 

 

Synthesis of carboxylate IId 

 

To a suspension of Id (500 mg, 3.45 mmol) in o-dichlorobenzene (2.0 mL) was added phthalic anhydride (273 mg, 1.84 mmol). 

After stirring for 13 h at 175 °C, the reaction was cooled to room temperature. The residue was purified by flash column 

chromatography (silica gel, CHCl3/MeOH = 10/1 to 5/1) to afford IId (137 mg, 19%) as pink solid. The spectral data matched 

those reported in the literature.9 

 

Synthesis of carboxylate Ie 

 

To a suspension of Ie (100 mg, 0.529 mmol) in o-dichlorobenzene (1.0 mL) was added phthalic anhydride (37.0 mg, 0.252 

mmol). After stirring for 14 h at 175 °C, the reaction was cooled to room temperature. The residue was purified by flash column 

chromatography (silica gel, CHCl3/MeOH = 7/1) to afford IIe (49.1 mg, 41%) as a purple solid.  

mp 150 °C (decomp.); 1H NMR (methanol-d4, 500 MHz)  1.91–1.95 (m, 4H), 2.06–2.10 (m, 4H), 2.63–2.74 (m, 4H), 3.04–

3.07 (m, 4H), 3.46–3.48 (m, 4H), 3.51–3.53 (m, 4H), 6.80 (s, 2H), 7.18 (dd, 1H, J = 7.5, 1.1 Hz), 7.57 (ddd, 1H, J = 7.5, 7.5, 

1.7 Hz), 7.61 (ddd, 1H, J = 7.5, 7.5, 1.1 Hz), 8.04 (dd, 1H, J = 7.5, 1.7 Hz); 13C NMR (CDCl3, 125 MHz)  20.80, 20.83, 21.7, 

28.4, 51.3, 51.7, 106.5, 114.8, 125.1, 128.5, 130.8, 130.9, 131.2, 131.4, 134.5, 152.8, 154.3, 161.2, several peaks overlapped; 

IR (ATR) 3416, 2940, 1595, 1493, 1362, 1296, 1196, 1101 cm–1; HRMS (ESI) calcd for C32H31N2O3
+ ([M+H]+) m/z 491.2329, 

found m/z 491.2333. 

 

Synthesis of ester 5–24 

Synthesis of rhodamine 19 butyl ester (7) 
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To a suspension of carboxylic acid IIa (210 mg, 0.505 mmol) in CH2Cl2 (6.0 mL) were added DMAP (12.2 mg, 0.0999 mmol), 

1-butanol (0.10 mL), and EDC·HCl (300 mg, 1.50 mmol). After stirring for 7.5 h at room temperature, the reaction was 

quenched by adding water and the mixture was extracted with CHCl3 (x3). The combined organic layers were washed with 

10% aqueous HCl and brine, dried (Na2SO4), and concentrated in vacuo. The residue was purified by flash column 

chromatography (silica gel, CHCl3/MeOH = 10/1 to 5/1) to afford ester 7 (80.1 mg, 34%) as a pink solid.  

mp 136 °C (decomp.); 1H NMR (CDCl3, 500 MHz)  0.78 (t, 3H, J = 7.5  Hz), 1.06–1.13 (m, 2H), 1.31–1.36 (m, 2H), 1.42 (t, 

6H, J = 7.5 Hz), 2.30 (s, 6H), 3.52–3.63 (m, 4H), 3.99 (t, 2H, J = 6.3 Hz), 6.64 (s, 2H), 6.74 (s, 2H), 7.28 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 

7.41 (brs, 2H, NH), 7.75 (ddd, 1H, J = 7.4, 7.4, 1.2 Hz), 7.79 (ddd, 1H, J = 7.4, 7.4, 1.2 Hz), 8.30 (dd, 1H, J = 7.4, 1.2 Hz); 13C 

NMR (CDCl3, 150 MHz)  13.3, 13.6, 18.4, 18.8, 30.1, 38.4, 65.6, 93.9, 113.7, 126.7, 128.8, 130.5, 130.6, 130.8, 131.8, 133.2, 

134.5, 156.6, 157.1, 157.7, 166.0; IR (ATR) 3210, 2974, 2253, 1717, 1605, 1524, 1501, 1304, 907, 729 cm–1; HRMS (ESI) 

calcd for C30H35N2O3 ([M+H]+) m/z 471.2648, found m/z 471.2652. 

 

Synthesis of N-butyl-rhodamine butyl ester (8) 

 

To a suspension of carboxylate IIb (230 mg, 0.506 mmol) in CH2Cl2 (6.0 mL) were added DMAP (12.3 mg, 0.101 mmol), 1-

butanol (0.10 mL), and EDC·HCl (300 mg, 1.50 mmol). After stirring for 7.5 h at room temperature, the reaction was quenched 

by adding water and the mixture was extracted with CHCl3 (x3). The combined organic layers were washed with aqueous 10% 

HCl and brine, dried (Na2SO4), and concentrated in vacuo. The residue was purified by flash column chromatography (silica 

gel, CHCl3/MeOH = 10/1 to 5/1) to afford ester 8 (72.2 mg, 26%) as a pink solid. 

mp 224 °C (decomp.); 1H NMR (CDCl3, 500 MHz)  0.78 (t, 3H, J = 7.2 Hz), 0.99 (t, 6H, J = 7.5 Hz), 1.05–1.13 (m, 2H), 

1.30–1.36 (m, 2H), 1.44–1.52 (m, 4H), 1.74–1.80 (m, 4H), 2.30 (s, 6H), 3.45–3.56 (m, 4H), 3.99 (t, 2H, J = 6.3 Hz), 6.62 (s, 

2H), 6.72 (s, 2H), 7.29 (dd, 1H, J = 7.6, 1.2 Hz), 7.53 (brs, 2H, NH), 7.74 (ddd, 1H, J = 7.6, 7.6, 1.2 Hz), 7.79 (ddd, 1H, J = 

7.6, 7.6, 1.2 Hz), 8.31 (dd, 1H, J = 7.6, 1.2 Hz); 13C NMR (CDCl3, 150 MHz)  13.4, 13.6, 18.4, 18.8, 20.1, 30.1, 30.4, 43.6, 

65.6, 94.1, 113.8, 126.6, 128.9, 130.5, 130.6, 130.8, 131.8, 133.2, 134.5, 156.6, 157.0, 157.6, 166.0; IR (ATR) 3202, 2959, 

2361, 1609, 1501, 1300, 1215, 1076, 748 cm–1; HRMS (ESI) calcd for C34H43N2O3 ([M+H]+) m/z 527.3268, found m/z 

527.3272. 

 

Synthesis of pyrrolidine-rhodamine butyl ester (9) 
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To a solution of carboxylate IIc (120 mg, 0.266 mmol) in CH2Cl2 (3.0 mL) were added DMAP (6.0 mg, 0.0491 mmol), 1-

butanol (0.10 mL) and EDC·HCl (141 mg, 0.746 mmol). After stirring for 7.5 h at room temperature, the reaction was quenched 

by adding water and the mixture was extracted with CHCl3 (x3). The combined organic layers were washed with aqueous 10% 

HCl and brine, dried (Na2SO4), and concentrated in vacuo. The residue was purified by flash column chromatography (silica 

gel, CHCl3/MeOH = 10/1 to 5/1) to afford ester 9 (30.1 mg, 24%) as a purple solid. 

mp 42.9 °C (decomp.); 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  0.80 (t, 3H, J = 7.2 Hz), 1.10–1.17 (m, 2H), 1.35–1.40 (m, 2H), 2.07–

2.16 (m, 8H), 2.46 (s, 6H), 3.75–3.85 (m, 8H), 4.00 (t, 3H, J = 6.6 Hz), 6.76 (s, 2H), 6.82 (s, 2H), 7.33 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 7.77 

(dd, 1H, J = 7.5, 7.5 Hz), 7.85 (dd, 1H, J = 7.5, 7.5 Hz), 8.30 (d, 1H, J = 7.5 Hz); 13C NMR (150 MHz, CDCl3)  13.4, 18.8, 

23.0, 25.6, 30.2, 52.5, 65.6, 99.6, 114.8, 126.6, 130.6, 130.7, 131.8, 132.4, 133.5, 133.9, 156.8, 157.5, 157.6, 165.9; IR (neat) 

3020, 1597, 1215, 745 cm–1; HRMS (ESI) calcd for C34H40N2O3 ([M+H]+) m/z 523.2961, found m/z 523.2956. 

 

Synthesis of X-rhodamine butyl ester (11) 

 

To a solution of carboxylate IIe (49.1 mg, 0.0997 mmol) in DMF (0.91 mL) were added 1-iodobutane (18.4 mg, 11 mL, 0.120 

mmol) and Cs2CO3 (39.1 mg, 0.120 mmol). After stirring for 4.0 h at room temperature, the reaction was quenched by adding 

water and the mixture was extracted by CHCl3 (x3). The combined organic layers were washed with brine, dried (Na2SO4), and 

concentrated in vacuo. The residue was purified by flash column chromatography (silica gel, CHCl3/MeOH = 20/1 to 10/1) to 

afford ester 11 (15.1 mg, 22%) as purple amorphous solid. 

mp 44.0 °C (decomp.); 1H NMR (CDCl3, 600 MHz)  0.82 (t, 3H, J = 7.6 Hz), 1.12–1.19 (m, 2H), 1.38–1.43 (m, 2H), 1.94–

2.03 (m, 4H), 2.07–2.19 (m, 4H), 2.63–2.72 (m, 4H), 3.00–3.10 (m, 4H), 3.49–3.68 (m, 8H), 4.03 (t, 2H, J = 6.9 Hz), 6.54 (s, 

2H), 7.28 (d, 1H, J = 7.6 Hz), 7.73 (dd, 1H, J = 7.6, 7.6 Hz), 7.80 (dd, 1H, J = 7.6, 7.6 Hz), 8.28 (d, 1H, J = 7.6 Hz); 13C NMR 

(CDCl3, 150 MHz)  13.5, 18.9, 19.5, 19.7, 20.4, 27.5, 30.3, 50.5, 50.9, 65.5, 105.7, 113.3, 124.1, 126.3, 130.4, 130.7, 131.0, 

131.5, 133.5, 134.8, 151.7, 152.7, 156.4, 165.1; IR (neat) 3209, 2931, 2198, 1716, 1651, 1608, 1500, 1408, 1288, 1223, 1173, 

1076, 729 cm–1; HRMS (ESI) calcd for C36H39N2O3 ([M+H]+) m/z 547.2955, found m/z 547.2952. 

 

General procedure for the syntheses of esters 2, 7, 9–21. 
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To the suspension of carboxylate IId in CH2Cl2 were added DMAP (20 mol%), EDC·HCl (6.5 eq) and the corresponding 

alcohol (6.9 eq). After stirring for 18 h, the reaction was stopped by adding water and the mixture was extracted with CHCl3 

(x3). The combined organic layers were washed with aqueous 10% HCl and brine, dried (Na2SO4), and concentrated in vacuo. 

The residue was purified by flash column chromatography (silica gel, CHCl3/MeOH = 10/1 to 5/1) to afford the title compound 

as a red amorphous solid. 

 

RhQ-DMB (5) Yield 70%; mp 208–211 °C; 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  1.83–1.92 (m, 4H, H2), 2.56–2.60 (m, 4H, H3), 

3.56 (m, 10H, H1,23), 5.00 (s, 2H, H18), 6.46 (s, 2H, H7), 6.50 (d, 2H, J = 8.3 Hz, H21), 6.95 (s, 2H, H6), 7.13–7.15 (m, 1H, 

H12), 7.38 (t, 1H, J = 8.3 Hz, H22), 7.66–7.68 (m, 2H, H13,14), 8.33–8.35 (m, 1H, H15), 9.13 (brs, 2H, NH); 13C NMR (150 

MHz, CDCl3)  20.3 (C2), 26.9 (C3), 41.5 (C3), 55.6 (C23), 56.9 (C18), 98.1 (C6), 104.0 (C21), 109.6 (C19), 113.7 (C9), 

123.0 (C4), 128.7 (C7), 129.9 (C12), 130.3 (C13), 131.1 (C10 or C11), 131.5 (C22), 132.0 (C15), 132.6 (C16), 134.7 (C14), 

155.5 (C5 or C8 or C10 or C11), 155.8 (C5 or C8 or C10 or C11), 156.2 (C5 or C8 or C10 or C11), 159.3 (C20), 166.6 (C18); 

IR (ATR) 3210, 1713, 1609, 1504, 1412, 1304, 1177, 1123, 729; HRMS (ESI) calcd for C35H33N2O5
+ ([M+H]+) m/z 561.2384, 

found m/z 561.2408. 

 

 

RhQ-butyl ester (10) Yield 48%; mp 114 °C (decomp.); 1H NMR (CDCl3, 500 MHz)  0.75 (t, 3H, J = 7.5 Hz), 0.97–1.02 (m, 

2H), 1.18–1.24 (m, 2H), 1.83–1.91 (m, 4H), 2.61–2.64 (m, 4H), 3.51–3.57 (m, 4H), 3.94 (t, 2H, J = 6.6 Hz), 6.55 (s, 2H), 7.15 

(s, 2H), 7.26 (dd, 1H, J = 7.6, 0.85 Hz), 7.69 (ddd, 1H, J =7.6, 7.6, 0.85) 7.73 (ddd, 1H, J = 7.6, 7.6, 0.85 Hz), 8.26 (dd, 1H, J 

= 7.6, 0.85 Hz), 9.16 (brs, 2H, NH); 13C NMR (CDCl3, 150 MHz)  13.4, 18.7, 20.2, 26.9, 30.0, 41.5, 65.6, 98.4, 113.5, 123.6, 

128.5, 130.1, 130.9, 131.2, 131.7, 132.9, 134.7, 155.6, 155.9, 156.6, 166.5; IR (ATR) 3017, 2974, 2232, 1215, 1049, 745 cm–

1; HRMS (ESI) calcd for C30H31N2O3 ([M+H]+) m/z 467.2329, found m/z 467.2338. 
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RhQ-benzyl ester (12) Yield 95%; mp 131 °C (decomp.); 1H NMR (CDCl3, 500 MHz)  1.83–1.88 (m, 4H), 2.55–2.57 (m, 

4H), 3.57–3.65 (m, 4H), 4.90 (s, 2H), 6.47 (s, 2H), 6.87 (d, 2H, J = 6.9 Hz), 7.07 (s, 2H), 7.20–7.26 (m, 3H), 7.34 (dd, 1H, J = 

6.9, 6.9 Hz), 7.66–7.73 (m, 2H), 8.28 (dd, 1H, J = 7.5, 1.7 Hz), 9.36 (brs, 2H, NH); 13C NMR (CDCl3, 150 MHz)  20.2, 26.9, 

41.5, 67.7, 98.5, 113.5, 123.5, 128.4, 128.8, 129.2, 129.3, 130.1, 130.8, 130.9, 131.8, 133.0, 134.5, 134.8, 155.2, 155.8, 156.4, 

166.2; IR (neat) 3209, 2931, 2198, 1716, 1651, 1608, 1500, 1408, 1288, 1223, 1173, 1076, 729 cm–1; HRMS (ESI) calcd for 

C33H29N2O3 ([M+H]+) m/z 501.2173, found m/z 501.2178. 

 

 

RhQ-naphthyl ester (13) Yield 61%; mp 141 °C (decomp.); 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  1.70–1.79 (m, 4H), 2.39–2.53 (m, 

4H), 3.40–3.55 (m,4H), 5.06 (s, 2H), 6.42 (s, 2H), 6.90–6.92 (m, 3H), 7.16–7.18 (m, 1H), 7.41 (s, 1H), 7.56–7.61 (m, 2H), 

7.67–7.77 (m, 4H), 7.97 (m, 1H), 8.28–8.30 (m, 1H), 9.07 (brs, 2H, NH); 13C NMR (150 MHz, CDCl3)  20.0, 26.8, 41.4, 67.8, 

98.3, 113.4, 123.4, 126.3, 127.0, 127.3, 128.2, 128.40, 128.44, 128.8, 129.3, 130.0, 130.8, 130.9, 131.7, 131.8, 132.9, 133.4, 

133.7, 134.7, 154.9, 155.6, 156.2, 166.3; IR (neat) 3208, 2930, 1717, 1607, 1503, 1410, 1302, 1225, 1145, 991, 729 cm–1; 

HRMS (ESI) calcd for C37H31N2O3 ([M+H]+) m/z 551.2329, found m/z  551.2332. 

 

 

RhQ-phenethyl ester (14) Yield 70%; mp 137 °C (decomp.); 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  1.83–1.93 (m, 4H), 2.57–2.62 (m, 

6H), 3.50–3.60 (m, 4H), 4.19 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 6.53 (s, 2H), 7.00 (dd, 1H, J = 7.7, 1.5 Hz), 7.12 (s, 2H), 7.18–7.25 (n, 4), 

7.67 (ddd, 1H, J = 7.7, 7.7, 1.5 Hz), 7.73 (ddd, 1H, J = 7.7, 7.7, 1.5 Hz), 8.21(dd, 1H, J = 7.7, 1.5 Hz), 9.03 (brs, 2H, NH); 13C 

NMR (150 MHz, CDCl3)  20.2, 27.0, 34.2, 41.5, 65.8, 98.4, 113.4, 123.6, 127.0, 128.4, 128.9, 129.0, 130.1, 130.9, 131.0, 

131.6, 133.0, 135.0, 137.6, 155.5, 155.8, 156.6, 166.2; IR (ATR) 2924, 1717, 1647, 1612, 1539, 1288, 1076, 910, 737 cm–1; 

HRMS (ESI) calcd for C34H31N2O3 ([M+H]+) m/z 515.2329, found m/z 515.2334. 
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RhQ-methylbenzyl ester (15) Yield 75%; mp 126 °C (decomp.); 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  1.83–1.92 (m, 4H), 2.34 (s, 

3H), 2.57–2.59 (m, 4H), 3.53–3.58 (m,4H), 4.86 (s, 2H), 6.47 (s, 2H), 6.66 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 6.72 (s, 1H), 7.08 (s, 2H), 7.13 

(t, 1H, J = 7.7 Hz), 7.18–7.22 (m, 2H), 7.67–7.73 (m, 2H), 8.27–8,29 (m, 1H), 9.27 (brs, 2H, NH); 13C NMR (150 MHz, 

CDCl3)  20.2, 21.3, 26.9, 41.5, 67.8, 98.3, 113.4, 123.4, 125.9, 128.3, 129.1, 129.7, 130.0, 130.2, 130.8, 130.9, 131.7, 133.0, 

134.3, 134.8, 138.9, 155.2, 155.7, 156.3, 166.2; IR (ATR) 3206, 1717, 1651, 1612, 1504, 1412, 1304, 1223, 1173, 991, 910, 

733 cm–1; HRMS (ESI) calcd for C34H31N2O3
+ ([M+H]+) m/z 515.2329, found m/z 515.2333. 

 

 

RhQ-dimethylaminobenzyl ester (16) Yield 26%; mp 149 °C (decomp.); 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  1.84–1.91 (m, 4H), 

2.56–2.59 (m, 4H), 2.97 (s, 6H), 3.52–3.58 (m, 4H), 4.86 (s,2H), 6.18 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 6.21–6.23 (m, 1H), 6.47 (s, 2H), 

6.72 (dd, 1H, J = 8.3, 2.6 Hz), 7.02 (s, 2H), 7.10 (dd, 1H, J = 7.8, 7.8 Hz), 7.20 (dd, 1H, J = 7.8, 1.8 Hz), 7.66–7.72 (m, 2H), 

8.28 (dd, 1H, J =7.8, 1.8 Hz), 9.16 (brs, 2H, NH); 13C NMR (150 MHz, CDCl3)  20.2, 26.9, 40.4, 41.5, 68.5, 98.4, 112.6, 

113.1, 113.4, 116.6, 128.3, 129.9, 130.0, 130.7, 131.0, 131.7, 132.8, 134.9, 135.0, 151.1, 155.2, 155.7, 156.3, 166.2; IR (ATR) 

2986, 1612, 1504, 1412, 1303, 1227, 1173 cm–1; HRMS (ESI) calcd for C35H34N3O3
+ ([M+H]+) m/z 544.2595, found m/z 

544.2612. 

 

 

RhQ-m-methoxybenzyl ester (17) Yield 73%; mp 133 °C (decomp.); 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  1.84–1.91 (m, 4H), 2.57–

2.60 (m, 4H), 3.53–3.57 (m, 4H), 3.85 (s, 3H), 4.86 (s, 3H), 6.41–6.43 (m, 2H), 6.47 (s, 2H), 6.93 (dd, 1H, J = 7.2, 1.7 Hz), 

7.04 (s, 2H), 7.17–7.22 (m, 2H), 7.67–7.73 (m, 2H), 8.29 (dd, 1H, J = 7.2, 1.7 Hz), 9.20 (brs, 2H, NH); 13C NMR (150 MHz, 

CDCl3)  20.5, 27.2, 41.7, 55.6, 67.6, 98.2, 113.1, 113.6, 114.9, 120.6, 123.2, 128.0, 129.7, 130.1, 130.4, 130.5, 131.4, 132.7, 

134.5, 135.3, 154.6, 155.3, 155.8, 159.7, 165.6; IR (ATR) 3206, 1721, 1609, 1504, 1412, 1304, 1173, 910, 732 cm–1; HRMS 

(ESI) calcd for C34H31N2O4
+ ([M+H]+) m/z 531.2278, found m/z 531.2279. 
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RhQ-m-trifluoromethylbenzyl ester (18) Yield 80%; mp 139 °C (decomp.); 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  1.82–1.91 (m, 4H), 

2.56–2.58 (m, 4H), 3.52–3.57 (m, 4H), 4.95 (s, 2H), 6.48 (s, 2H), 6.99 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 7.09 (s, 2H), 7.25 (dd, 1H, J = 7.5, 

1.0 Hz), 7.29–7.31 (m, 1H), 7.45 (dd, 1H, J = 7.5, 7.5 Hz), 7.61 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 7.70 (ddd, 1H, J = 7.5, 7.5, 1.0 Hz), 7.74 

(ddd, 1H, J = 7.5, 7.5, 1.0 Hz), 8.27 (dd, 1H, J = 7.5, 1.0 Hz), 9.14 (brs, 2H, NH); 13C NMR (150 MHz, CDCl3)  20.1, 26.9, 

41.4, 66.6, 98.3, 113.3, 123.6, 124.2 (q, JCF = 273.1 Hz), 125.6 (q, JCF = 2.9 Hz), 126.1 (q, JCF = 2.9 Hz), 128.2, 130.15, 130.18, 

130.9, 131.1 (q, JCF = 33.2 Hz), 131.8, 132.2, 133.2, 134.9, 135.6, 155.0, 155.8, 156.3, 166.0; IR (ATR) 3213, 2935, 1720, 

1612, 1504, 1412, 1303, 1173, 910, 733 cm–1; HRMS (ESI) calcd for C34H28F3N2O3
+ ([M+H]+) m/z 569.2047, found m/z 

569.2060. 

 

 

RhQ-nitrobenzyl ester (19) Yield 61%; mp 127 °C (decomp.); 1H NMR (600 MHz, CDCl3)  1.81–1.91 (m, 4H), 2.58–2.59 

(m, 4H), 3.53–3.57 (m, 4H), 4.97 (s, 2H), 6.48 (s, 2H), 7.06 (s, 2H), 7.15 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 7.25 (d, 1H, J = 7.6 Hz), 7.55 

(dd, 1H, J = 8.3, 8.3 Hz), 7.71–7.77 (m, 2H), 7.80–7.83 (m, 1H), 8.22 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 8.30 (d, 1H, J = 7.6 Hz), 9.25 (brs, 

2H, NH); 13C NMR (150 MHz, CDCl3)  20.1, 26.9, 41.5, 66.1, 98.3, 113.3, 123.6, 123.7, 124.3, 130.2, 130.3, 130.8, 130.9, 

131.9, 133.4, 134.7, 134.8, 136.3, 148.6, 154.8, 155.8, 156.1, 166.0; IR (ATR) 3217, 2924, 1721, 1609, 1501, 1408, 1303, 

1173, 729 cm–1; HRMS (ESI) calcd for C33H28N3O5
+ ([M+H]+) m/z 546.2023, found m/z 546.2026. 

 

 

RhQ-o-trifluoromethylbenzyl ester (20) Yield 57%; mp 126 °C (decomp.); 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  1.83–1.93 (m, 4H), 

2.57–2.61 (m, 4H), 3.53–3.58 (m, 4H), 5.05 (s, 2H), 6.46 (s, 2H), 6.84 (d, 1H, J = 7.5 Hz) 6.97 (s, 2H), 7.19 (dd, 1H, J = 8.0, 

1.5 Hz), 7.54 (ddd, 1H, J = 8.0, 8.0, 1.5 Hz), 7.60–7.65 (m, 2H), 7.69–7.74 (m, 2H), 8.34 (dd, 1H, J = 8.0, 1.5 Hz), 9.14 (brs, 

2H, NH); 13C NMR (150 MHz, CDCl3)  20.1, 26.9, 41.5, 64.1, 98.2, 113.3, 123.5, 124.2 (q, JCF = 274.5 Hz), 126.7 (q, JCF = 

4.3 Hz), 128.4, 128.8 (q, JCF = 30.3 Hz), 130.1, 130.2, 130.7, 131.5, 132.0, 132.1, 133.1, 133.2, 134.9, 155.1, 155.7, 156.0, 

165.7; IR (ATR) 3201, 2924, 1717, 1609, 1504, 1304, 1173, 729 cm–1; HRMS (ESI) calcd for C34H28F3N2O3
+ ([M+H]+) m/z 



 

55 

 

569.2047, found m/z 569.2048. 

 

 

RhQ-m,m’-bistrifluoromethylbenzyl ester (21) Yield 73%; mp 210 °C (decomp.); 1H NMR (600 MHz, CDCl3)  1.82–1.92 (m, 

4H), 2.59–2.61 (m, 4H), 3.50–3.60 (m, 4H), 5.07 (s, 2H), 6.51 (s, 2H), 7.12 (s, 2H), 7.31 (dd, 1H, J = 8.0, 1.5 Hz), 7.56 (s, 2H), 

7.72 (ddd, 1H, J = 8.0, 8.0, 1.5 Hz), 7.78 (ddd, 1H, J = 8.0, 8.0, 1.5 Hz), 7.85 (s, 1H), 8.27 (dd, 1H, J = 8.0, 1.5 Hz), 8.30 (dd, 

J = 7.5, 1.5 Hz), 9.26 (brs, 2H, NH); 13C NMR (150 MHz, CDCl3)  20.0, 26.9, 41.4, 65.4, 98.2, 113.2, 123.0, 123.4 (q, JCF = 

273.1 Hz), 123.7, 128.1, 128.6, 129.8, 130.3, 131.1, 131.6, 132.4 (q, JCF = 34.7 Hz), 133.6, 135.4, 137.8, 154.9, 155.9, 156.4, 

165.5; IR (ATR) 2940, 1728, 1612, 1504, 1304, 1281, 1134, 733 cm–1; HRMS (ESI) calcd for C35H27F6N2O3
+ ([M+H]+) m/z 

637.1920, found m/z 637.1924. 

 

 

RhQ-o-methoxybenzyl ester (22) Yield 70%; mp 112 °C (decomp.); 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  1.81–1.90 (m, 4H), 2.54–

2.57 (m, 4H), 3.52–3.56 (m, 4H), 3.64 (s, 3H), 4.95 (s, 2H), 6.45 (s, 2H), 6.78–6.84 (m, 3H), 7.05 (s, 2H), 7.17–7.19 (m, 1H), 

7.33–7.37 (m, 1H), 7.66–7.70 (m, 2H), 8.28–8.30 (m, 1H), 9.22 (brs, 2H, NH); 13C NMR (150 MHz, CDCl3)  20.5, 27.2, 41.7, 

55.5, 62.8, 98.1, 111.2, 113.2, 120.3, 122.2, 123.0, 128.2, 129.7, 130.4, 130.5, 130.7, 130.8, 131.5, 132.5, 134.3, 154.8, 155.2, 

155.8, 157.6, 166.0; IR (ATR) 3213, 2936, 1717, 1609, 1505, 1410, 1302, 1225, 1175, 991, 729 cm–1; HRMS (ESI) calcd for 

C34H31N2O4
+ ([M+H]+) m/z 531.2278, found m/z 531.2283. 

 

 

RhQ-p-methoxybenzyl ester (23) Yield 75%; mp 131 °C (decomp.); 1H NMR (500 MHz, CDCl3)  1.81–1.91 (m, 4H), 2.52–

2.58 (m, 4H), 3.51–3.58 (m, 4H), 3.90 (s, 3H), 4.86 (s, 2H), 6.46 (s, 2H), 6.74 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 6.83 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 

7.09 (s, 2H), 7.20 (dd, 1H, J = 7.2 Hz, 1.8 Hz), 7.66–7.72 (m, 2H), 8.26 (dd, 1H, J = 7.4 Hz, 1.8 Hz), 9.06 (brs, 2H, NH); 13C 

NMR (150 MHz, CDCl3)  20.4, 27.2, 41.7, 55.8, 67.4, 98.2, 113.2, 114.1, 123.2, 126.4, 128.1, 129.7, 130.4, 130.5, 130.6, 

131.3, 132.6, 134.4, 155.8, 155.3, 155.9, 159.9, 165.7; IR (ATR) 3201, 2931, 1651, 1612, 1504, 1411, 1315, 1258, 1223, 1177, 
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1069, 910, 841, 737 cm–1; HRMS (ESI) calcd for C34H31N2O4
+ ([M+H]+) m/z 531.2278, found m/z 531.2278. 

 

 

RhQ-m,m’-dimethoxybenzyl ester (24) Yield 64%; mp 136 °C (decomp.); 1H NMR (600 MHz, CDCl3)  1.82–1.94 (m, 4H), 

2.55–2.63 (m, 4H), 3.52–3.57 (m, 4H), 3.85 (s, 6H), 4.82 (s, 2H), 6.02 (d, 2H,  J = 2.0 Hz), 6.47 (s, 2H), 6.49–6.50 (m, 1H), 

7.03 (s, 2H), 7.22 (dd, 1H, J = 8.0, 1.7 Hz), 7.68–7.73 (m, 2H), 8.29 (dd, 1H, J = 8.0 Hz, 1.7Hz), 9.24 (brs, 2H, NH); 13C NMR 

(150 MHz, CDCl3)  20.1, 26.9, 41.5, 55.6, 67.7, 98.4, 100.0, 107.1, 113.4, 123.5, 128.3, 130.0, 130.8, 131.7, 133.0, 134.9, 

136.2, 155.0, 155.7, 156.3, 161.6, 166.1; IR (ATR) 3208, 2932, 1717, 1609, 1505, 1302, 1225, 1175, 1069, 837, 729 cm–1; 

HRMS (ESI) calcd for C35H33N2O5
+ ([M+H]+) m/z 561.2384, found m/z 561.2391. 

 

3. HPLC chromatogram of representative compounds 

HPLC chromatogram of 4 

 

Peak Retention time (min) Area (mAu*s) % Area 

1 4.69 2640 0.307 

2 6.18 11490 1.34 

3 6.76 5498 0.640 

4 10.4 5033 0.586 

5 11.0 2278 0.265 

6 12.5 827374 96.3 

7 22.0 4710 0.548 

total  859024 100 
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HPLC chromatogram of 5 

 

Peak Retention time (min) Area (mAu*s) % Area 

1 3.96 22764 0.786 

2 4.21 11654 0.403 

3 4.85 4404 0.152 

4 5.35 63817 2.20 

5 5.90 10776 0.372 

6 6.41 7628 0.263 

7 8.31 5841 0.202 

8 10.3 2765781 95.5 

9 18.5 2566 0.089 

total  2895231 100 

 

HPLC chromatogram of 10 

 
Peak Retention time (min) Area (mAu*s) % Area 

1 4.19 6123 0.374 

2 5.41 3074 0.188 

3 5.89 10199 0.623 

4 6.75 1091 0.067 

5 8.35 960 0.059 

6 12.5 1603537 97.8 

7 17.9 7293 0.446 

8 20.6 4432 0.271 

total  1636710 100 



 

58 

 

HPLC chromatogram of 12 

 
Peak Retention time (min) Area (mAu*s) % Area 

1 3.93 13460 0.672 

2 4.17 4083 0.204 

3 5.05 4297 0.215 

4 5.61 19048 0.951 

5 6.22 2707 0.135 

6 6.66 2823 0.141 

7 11.6 1952674 97.5 

8 17.2 3499 0.175 

total  859024 100 

 

4. ATPase assay results 

The graph of the ATPase assay of the given substrate is depicted at the top. Data were obtained from three independent repeats 

with 16 different substrate concentration except 4, 8, 9. Data of 4 was obtained from three independent repeats with 11 different 

substrate concentration, 8 was obtained from three independent repeats with 10 different substrate concentration and 9 was 

obtained from four independent repeats with 10 different substrate concentration.  
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