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第 1 章　序論

約 40 億年前に地球上に生命体が誕生して以来、生物は地球環境の変化に応じ

様々な進化を遂げてきた。これら多種多様な生物の中には、非常に特殊な環境を

好んで生育する生物がある。例えば、海底火山，湖沼，水田，ルーメン（反芻動

物の第一胃）などの絶対嫌気性環境下メタンを生成する際にエネルギーを獲得す

るメタン生成細菌や、炭坑のボタ山 (50 ~70 °C, pH 2 )，酸性温泉，浅海底硫気孔

などで見出される好熱好酸菌、塩蔵魚の赤い斑点(ピンク・アイ)，天日塩田，塩

湖などで見出される高度好塩菌などが挙げられる 1 , 2 ) 。一例として、図 1-1 に石

川県能登の塩田土壌から Horikoshi らにより世界で初めて単離された、三角形平

板状の形態を有した高度好塩菌の写真を示す 2d) 。

直接相互に関連性が見られない

こ れ ら の 微 生 物 は 現 在 、 同 一 の

生 物 群 で あ る こ と が 分 か っ て い

る 。 1977 年 微 生 物 分 類 学 者

Woese ら が 、 す べ て の 生 物 に 共

通 の 生 体 高 分 子 で あ る リ ボ ソ ー

ム小サブユニットの RNA (原核

生物では 16 S rRNA ，真核生物

では 18 S rRNA ) 塩基配列を指標

に し て 分 類 し た と こ ろ 、 メ タ ン

菌同士の類縁性係数 S AB は 0.25 
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Figure 1-1   好塩性古細菌  Haloarcula  

japonica  TR–1  株の電子顕微鏡写真

Figure 1-2 リボソームの構造類似性
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以上 (図 1-2 ) と十分大きく、近縁種であることを示したが、メタン菌と従来から

知られていたふつうの細菌 (真正細菌) との S AB は、真正細菌と真核生物との間

の S AB と同じくらい小さいことを発見した 1a) 。このことはメタン菌が真正細菌

と全く系統関係のかけ離れた生物種であることを示すものである。この結果に基

づい て Woese ら は そ れ ま で の 生 物 界 二 分 法 に 代 わ り 、 従 来 の 真 核 生 物

(Eukaryotes そののち Eucarya )，真正細菌 (Eubacteria そののち Bacteria ) に”古

細菌 (Archaebacteria そののち Archaea )  ”を加えた三大生物系統を提唱した 1) 。

その系統樹を図 1-3 に示す。

古細菌 (Archaebacteria) という名称は、太古の地球と類似した環境で生育する、

取り残された細菌というニュアンスでつけられたが、必ずしも古生物が現生して

いることを意味するものではない。その後、好熱好酸菌や高度好塩菌も古細菌に

分類された 1b) 。

これら古細菌は rRNA 以外にも他の生物群と異なる特徴を有している。古細菌，

真正細菌，真核生物の生化学的特徴を表 1-1 に示す。
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この表からも分かる通り、最も特徴的な相違点として細胞膜脂質の化学構造が

挙げられ、また現在、分類上の最も大きな指標となっている。

生命体の最小単位である細胞は、細胞膜で自己と外界とを仕切ることで生命活

動を営んでいる。すなわち、細胞膜こそが生命活動の根幹を担っているといって

も過言ではない。その生体膜はどのような構造をとっているのだろうか。 1925

年ゴルテルとグレンデルが赤血球から抽出した脂質で単分子膜を形成したところ、

表面積の 2 倍となったことから、赤血球膜は脂質二重膜で構成されていることを

見出した 3) 。その後生体膜の構造モデルは変遷を経て、現在広く受け入れられて

いるのが、 1972 年発表された Singer–Nicolson の「流動モザイクモデル」であ

る (図 1-4 )4) 。脂質二重膜に膜タンパク質が入り混じった構造をしており、膜の

内層と外層で膜タンパクの量及び脂質分子の組成が異なっていることが分かって

いる。また脂質分子は膜表面を速い速度で側方拡散 ( lateral diffusion ) し、さら

に非常に遅い速度ではあるが、内層と外層の脂質分子が交換 (flip-flop ) している。

これら脂質二重膜の流動性は、その構成成分によって決まる。
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リボソーム

サブユニット

染色体 核

イントロン

脂質 結合様式

炭化水素鎖

細胞表層

ミトコンドリア

古細菌 真正細菌 真核生物

70 S 70 S 80 S

30 S + 50 S 30 S + 50 S 40 S + 60 S

×

○ ○

○

○

×

×

××

セルロースムレインシュードムレイン (メタン菌)

S-レイヤー (古細菌全般)

なし (動物)なし (Thermoplasma)

エーテル エステル エステル

イソプレノイド 高級脂肪酸 高級脂肪酸

(植物)

結合部位 sn-2,3 sn-1,2 sn-1,2

Table 1-1 古細菌，真正細菌，真核生物の生化学的特徴



古細菌細胞膜は図 1-5 に示したエーテル型脂質で構成され、一方真核生物・真

正細菌のそれはエステル型脂質で構成される。このように生体膜の構成成分が異

なることで生体膜の性質も大きく変化し、その結果生物の生育環境への適応に少

なからず影響を及ぼしていると考えられる。エーテル型脂質は、他の生物群では

真 核 生 物 の 血 小 板 活 性因子 (PAF ) やプラ ズ マ ロ ー ゲ ン ， 超 好熱性真正細菌

Aquifex pyrophilus の細胞膜脂質に例外的に見出されているのみであり、古細菌

に特有なものとみなすことが出来、生物進化を考える上でも重要な要素となって

いる。

古細菌脂質はエーテル構造を有しているのみでなく、その他にも特徴点がみら

れる 2 , 5 , 6 ) 。以下に 3 点示す。

まず第一にアルキル鎖とグリセロールとの結合部位である。真核生物，真正細

菌ではグリセロールの sn -1,2 位でエステル結合しているのに対し、古細菌では
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脂質二重膜

膜タンパク
脂質分子

側方拡散

flip-flop

A B

Figure 1-4 A) 流動モザイクモデル， B ) Nicolson  による膜流動性のスケッチ
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Figure 1-5 真核生物・真正細菌と古細菌のコア脂質構造の違い



グリセロールの sn -2,3 位でエーテル結合している (図 1-5 )。つまり、グリセロー

ルの sn -2 位に関してあたかも鏡像異性体の関係にある。通常生物は分子の不斉

構造を厳密に区別するものであり、例えば乳酸デヒドロゲナーゼやアミノ酸トラ

ンスフェラーゼなどの酵素では、 D 型に作用する酵素と L 型に作用する酵素は

そのアミノ酸配列から高次構造に至るまで全く異なっていることが知られている

7a) 。実際、メタン生成細菌 Methanobacterium thermoautotrophicum 6c) において

グリセロール-1-リン酸 (G-1-P ) を合成する酵素 (G-1-P デヒドロゲナーゼ) を精

製・クローニングしたところ、この酵素は G-1-P のみを生産すること及び大腸

菌 (Escherichia coli ) の G-3-P 合成酵素と全く塩基配列での相同性がないことが

確認されている 7b-e) 。古細菌が何故他の生物群と鏡像体のグリセロールを膜成分

に利用しているのかについては未だ不明である。

第二に炭化水素鎖の違いである。真核生物，真正細菌では主として直鎖脂肪酸

であり、その長さは 14 から 20 と幅広く分布しているのに対し、古細菌におけ

る炭化水素鎖はイソプレノイドであり、その長さは基本的に炭素数 20 及び 40

と一定している。

最後に挙げる最も特徴的な点は、図 1-6 ，表 1-2 に示した 36 員環， 72 員環と

いった大環状脂質の存在である。 36 員環ジエーテル型脂質 5 は、水深 2600 m 

の海嶺熱水湧出孔付近より採取された至適生育温度 85 °C の高度好熱性メタン生

成細 菌 Methanococcus jannaschii 6 m , n ) や 、そ の 他 の好 熱 性 メタ ン 生 成細 菌

Methanococcus igneus ，Methanohalobium evestigatum の計 3 種で見出されてい

る6t ) 。一方、 72 員環テトラエーテル型脂質 7 は、高度好塩菌にはみられないも

のの、 17 種ものメタン生成細菌及び好熱好酸菌の細胞膜構成成分として広く分

布している 5 , 6 g , t ) 。また、テトラエーテル型脂質の中にはシクロペンタン環を分

子中に 1 から 8 個有した 8 も好熱好酸菌で幅広く存在している 6e , f ) 。さらにご

く最近超好熱性メタン菌 Methanothermus fervidus から炭化水素鎖の中央付近で

共有結合した、 C80 の H 型炭化水素鎖を有した新規コア脂質 9 が発見された

(図 1-7 )6u) 。テトラエーテル型脂質の全脂質に占める割合は菌種により様々であ

るが、 pH 2, 56 °C が至適生育条件である好熱好酸菌 Thermoplasma acidophilum

の膜脂質は 80 % 以上テトラエーテル型脂質であることが知られている 6g) 。これ
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ら大環状脂質は高温・高圧・高酸性といった環境下に生育する古細菌に見出され

ることが多く、苛酷な環境への適応に何らかの役割を果たしていると考えられて

いる。
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Figure 1-6 古細菌膜脂質の基本構造
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Table 1-2 菌種による脂質構造の違い
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Figure 1-7 H 型テトラエーテル脂質の推定基本構造



生物は最小単位である細胞において、生体膜の物質輸送を介して生命活動を営

んでいる。その物質運搬を円滑に行うために膜流動性は重要な因子であることは

前述の通りである。その流動性を規定する要因の一つに相転移があり、これは脂

質分子の配列状態 (相構造) が変化することである。相転移が生じる温度は相転

移温度 (T c) とよばれ、脂質においてはこの温度を境界としてゲル状態 (T c 以下) 

と液晶状態 (T c 以上) とが相互変化する (図 1-8 )。脂質分子に着目すると、これ

は分子が膜面に直角に配向した状態 (L β) と、膜面を自由に拡散運動する状態

(L α ) とが変化する温度として理解される 8) 。すなわち相転移温度以上になると

整然と稠密に並んでいた炭化水素鎖が自由に分子運動 (トランス－ゴーシュ変換; 

図 1-8 )  することで脂質分子間の間隔が広がり、その結果膜厚の低下，物質透過

性の向上がみられるようになる。

脂質膜の状態は T c を境に劇的に変化するが、これは膜の構成成分に左右され、

一般に以下に示した性質がみられる 8-10 ) 。

1) 炭化水素鎖が長いほど T c は上昇する

2) 二重結合を有した脂質分子の T c は低下する

3) 分岐側鎖があるほど T c は低下する

4) コレステロールを含有した膜の相転移は消失する

まず 1) であるが、これは炭化水素鎖が長くなるにつれて分子間の疎水性相互

作用が増大することに起因する (図 1-9 )。
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Figure 1-8 A) 相転移温度における脂質分子の変化，B) 炭化水素鎖の trans 配座と gauche 配座



2) は、例えば図 1-9 に示したように炭素数 18 の 1,2- ジステアロイル -sn -グリ

セロ -3- ホスホコリン 1 2 (DSPC ) の 9,10 位にシス二重結合を導入した 1,2- ジオ

レオイル -sn -グリセロ-3-ホスホコリン 1 3 (DOPC ) は、 T c が 58 °C から –22 °C

へと劇的に減少する。これは炭化水素鎖のねじれにより脂質分子が規則正しく並

びにくくなるためである。

3) については古細菌型脂質の分岐メチル基を想定し、 Menger ら 9a) 及び Morr

ら9b) が各々図 1-10 に示した基質の相転移現象を測定している。その結果、分岐

鎖の数が多いほど T c が低いこと (1 7 vs 1 8 , 1 9 )，及び炭化水素鎖の中央部に分

岐鎖が存在している 1 5 が、エステル部付近及び末端に有している 1 4 , 1 6 より

T c が低いことが分かった。このことは分岐鎖の導入によりトランス－ゴーシュ

変換がより活発に生じるようになったことに起因する。さらに後者は、炭化水素

鎖の運動性が中央部付近において最も大きいことを示すものである。
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最後の 4) について、コレステロールは動物の形質膜成分として大量に含まれ

ており、赤血球膜やミエリン膜ではリン脂質とほぼ等モルの割合で存在する。コ

レステロールが 20 mol% 以上含まれた脂質膜では脂質分子の凝集化及び結晶化

を阻害する、つまり相転移が消失する。このことはコレステロールと脂質分子と

の強い相互作用に起因する。すなわちコレステロールの水酸基が脂質のアシル基

と水素結合し、さらにステロイド骨格が炭化水素鎖と疎水性相互作用することで

脂質分子の運動性を低下させている。コレステロールをリン脂質から成る生体膜

モデルに取り込ませたところ、脂質分子の分子占有面積が低下し、密なパッキン

グ (充填度) の脂質膜を形成することが知られている 10) 。

生物は脂質膜を介して物質運搬を行っているので、生命活動を営むためには脂

質膜が液晶状態にあることが必要である。以上のことを総合すると、真核生物・

真正細菌は不飽和脂肪酸を有した脂質及びコレステロールを取り込むことによっ

て、古細菌は分岐メチル基を有した脂質で構成されていることによって T c を下

げ、生命活動を営んでいるといえる。
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古細菌の特異な脂質構造 (エーテル結合，イソプレン鎖，環状構造，二量体 (テ

トラエーテル型) 構造) は、極限条件下での適応にどのような寄与をしているの

であろうか。様々な特徴を有する古細菌型脂質から成る膜の機能を明らかにする

ために、モデル化合物を用いた研究が世界中で盛んに行われてきている 1 1 - 1 4 ) 。

第一に古細菌脂質がエーテル結合 で形成されていること 11) についてであるが、

エステル型脂質と比べ、酸，アルカリなどの化学的条件に安定であろうというこ

とはいうまでもない 5b) 。さらにエーテル結合が膜の性質にも影響を与えている

ことが Moss らによって示された (図 1-11 )1 1 b ) 。極性基にアルカリ加水分解され

る官能基を有した脂質からリポソーム (脂質二重膜の閉鎖小胞；第 4 章で詳述) 

を調製し、加水分解速度を測定することでフリップフロップの速度を見積もった

ところ、エーテル型脂質 2 0 の方がエステル型脂質 2 1 と比べて活発なフリップ

フロップ運動をしていることを報告している。

第二にイソプレン鎖 12) であるが、 Moss らは同様に炭化水素鎖がフィタニル基

の四級アンモニウム塩 2 2 についてもフリップフロップの速度を求めている (図

1-11 )12c) 。分岐メチル基を多く有していることで液晶状態にあり、直鎖アルキル

型脂質と比べて活発なフリップフロップを行うことを見出している。
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Figure 1-11 Moss らのジエステル，ジエーテル型モデル化合物



Yamauchi らは好塩性古細菌などのコア脂質であるジフィタニルグリセロール

のモデルとしてホスホコリン誘導体 2 3 を合成し、そのリポソームの性質につい

て調べている (図 1-12 )12d) 。それによると高塩濃度でも一ヶ月以上安定なリポソー

ムを形成し、そのリポソームは通常生物の脂質である 1,2- ジパルミトイル -sn - グ

リセロ-3-ホスホコリン 1 1 (DPPC ) ，卵黄レシチン (eggPC) と比べて比較的物

質保持能，耐塩性 (浸透圧応答) に優れていたと報告している。

第三の特徴である環状構造 の、膜の性質に与える影響についても盛んに研究が

進められている 13) 。Menger らは化学合成により得た 32,  36,  40,  44 員環ジエー

テル型モデル化合物 2 4 ( tethered lipids )  の熱力学的挙動について、対応する非

環状脂質 2 5 (untethered lipids )  のそれと比較検討している (図 1-13) 1 3 b ) 。それ

によると、アルキル鎖末端の結合によりその運動性が抑制され、その結果 T c の

上昇，相転移エンタルピー変化 ∆ H c ，相転移エントロピー変化 ∆ S c の低下がみ

られたと報告している。
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Figure 1-12 Yamauchi らのジフィタニルグリセロリン脂質



また Ladika らは膜中で光重合するモデル脂質の設計を行い、そのリポソーム

の性質について検討している (図 1-14 )13c) 。その結果ジインを有した 2 6 は様々

な外的要因に耐性であることが分かった。また環状脂質 2 5 b , 2 6 と非環状脂質

2 4 b との比較では、前者の方がリパーゼに対する安定性が高かったと報告して

いる。
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第四の特徴であるテトラエーテル型構造 についてであるが、これは単分子の層

で脂質二重膜に相当する膜を形成し得ると考えられ、また脂質二重膜に含まれた

テトラエーテル型脂質は膜を貫通したくさびの役割を果たすことで膜の流動性，

物質透過性などを調節していると考えられている。テトラエーテル型構造につい

ても様々なモデル実験が試みられている 14) 。

Yamauchi らは図 1-15 に示した擬似 72 員環モデル脂質を合成し、それらのリ

ポソーム形成能及び性質について調べている 14a-c) 。それによると直鎖アルキル

から成るテトラエーテル型化合物 2 7 は単独では蒸留水中でリポソームを形成せ

ず、シート状の膜を形成するのみであった 14a) 。一方、フィタニル基を有したモ

デル化合物 2 8 は単独でリポソームを形成し、ジエーテル型脂質 2 4 b と比較し

て T c が低いにも拘わらず高温で比較的安定なリポソームを形成することを見出

している。 2 8 がリポソームを形成した理由としては、一部の分子が U 字型をと

り、外層に位置して膜が曲率をとれるようになったため (space filling ) と考えら

れる 4b) 。
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Moss らも擬似 72 員環テトラエーテル型化合物を合成し、ジエーテル型脂質と

の混合リポソームを調製し、そのフリップフロップの速度を求めている (図 1-

16 )1 4 d , g ) 。それによると、直鎖炭化水素鎖テトラエーテル型化合物 2 9 はジエー

テル化合物のみと比べて活発なフリップフロップをしているのに対し、ビフェニ

ル基を有したモデル 3 0 ではフリップフロップが非常に抑制されていることが分

かった。速い加水分解速度及び遅い加水分解速度との比率からテトラエーテル型

脂質の極性基の分布を見積もったところ、 2 9 では外層に U 字型コンフォメーショ

ンで多く存在していることが分かり、一方 3 0 は外層と内層の極性基の分布が

1:1 であり、膜貫通型コンフォメーションをとっていると報告している。
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テトラエーテル型かつ環状構造を有した化合物に関する研究は、これまで

Menger らの 72 員環大環状モデル化合物 3 2 の合成研究しか報告がない (図 1-

17 )13d) 。しかも論文によればこのビスホスホコリン体は著しく溶解性に乏しく

NMR の測定すら困難であり、膜の性質検討には至れなかったと報告している。

以上のように古細菌の特異な脂質構造 (エーテル結合，イソプレン鎖，環状構

造，二量体 (テトラエーテル型) 構造) の個々の性質に関する研究は、列挙したモ

デル化合物での研究により次第に明らかになりつつある。しかしながら大環状脂

質を純粋かつ十分量入手するのが困難であったため、単一化合物による研究は全

くなされておらず、天然由来の脂質混合物による検討 15) を除いて、天然型の古

細菌大環状脂質の膜機能に関してはほとんど明らかにされていない。

本研究では古細菌の特異な大環状脂質が、苛酷な環境への適応にどのような役

割を果たしているかを見出すことを究極の目的とし、大環状脂質を化学合成によ

り純粋かつ十分量得て、その脂質膜の性質の検討を行った。

第 2 章では古細菌大環状脂質を従来法よりも効率的に得るべく、その要素であ

るイソプレン鎖の合成法を改良したこと及び McMurry 反応を環化反応に用いて

古細菌 36 員環ジエーテル型脂質の十分量な合成を達成したことについて述べた。

第 3 章では多種多様な反応様式を有するオレフィンメタセシス反応を用いて古

細菌大環状脂質、特に 72 員環テトラエーテル型脂質の効率的合成ルートを確立

したことについて述べた。

第 4 章では大環状リン酸ジエステル型モデル化合物について、 Glaser 反応を環

化の鍵反応に適用して合成し、環状構造が脂質膜の性質に与える影響を分子レベ
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Figure 1-17 Menger らの 72 員環大環状テトラエーテルモデル化合物



ルで詳細に検討したことについて述べた。

第 5 章では古細菌の、高温環境への適応に対する大環状脂質の寄与を見出すべ

く、天然型古細菌 36 員環ジエーテル型脂質からなるリポソームの性質を種々の

測定法を用いて総合的に調べたことについて述べた。

第 6 章では 72 員環テトラエーテル型モデル化合物のリン脂質誘導体化及びそ

の脂質膜としての性質を各種測定法で検討したことについて述べた。

第 7 章では本研究の総括を述べた。

以下、これらについて詳述する。
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第 2 章　 McMurry 反応を用いた古細菌 36 員環ジエー

テル型脂質の合成

2-1　はじめに

1974 年 DeRosa らは好熱好酸菌 Sulfolobus acidocaldarius より単離した脂質を

三塩化ホウ素で分解したところ、図 2-1 1 の分解生成物であるグリセロールと炭

素 数 20 の モ ノ ク ロ リ ド C20 H 41 Cl と と も に 炭 素 数 40 の ジ ク ロ リ ド

C40 H 7 6 – 8 0 Cl 2 が得られたと報告した 6d) 。このことは炭化水素鎖の両末端がエー

テル結合した構造、すなわち大環状構造の存在を示唆するものであった (当時は

大環状ジエーテル構造 5 と考えられていた)。この興味深い発見をきっかけに古

細菌脂質の研究が盛んとなり、 1977 年 Langworthy が高度好熱菌 Thermoplasma

acidophilum より単離した脂質について同様に解析し、この構造は 72 員環テト

ラエーテル型であるとし、平面構造 7b を提案した 6g) 。

その後立体化学についても解明が進み、グリセロールと炭化水素鎖は 1 の場合

と同様に sn -2,3 位で結合していることが Kates らにより明らかとされ 6a) 、さら
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に 炭 化 水 素 鎖 ビ フ ィ タ ン 部 の 分 岐 メ チ ル基の立体化学に関しては、 1986 年

Heathcock らが合成的手法により 7 a b に示したものであることを証明した 16) 。

すなわち図 2-2 に示したように、 Evans の不斉アルドール反応， Claisen 転位を

利用して合成した炭素数 40 のジオールのうち、 3 3 の各種スペクトルデータが

天然体の分解物と一致したことにより決定している。

一方、 36 員環ジエーテル型脂質 5 は、 1982 年有人深海調査艇 ALVIN 号によ

り、海底 2,600 m の 熱 水 湧 出 孔 か ら 採 取 さ れ た 高 度 好 熱 性 メ タ ン生成細菌

Methanococcus jannaschii で初めて見出された 6 m , n ) 。Comita らは採取した極性脂

質を酸加水分解して得られたコア脂質の分子量が基本構造よりも 2 マスユニット

小さいことに着目し、さらにその後三臭化ホウ素による分解，ヒドリド還元を行っ

て得た化合物が各々ジブロミド C40 H 80 Br 2 ，及びビフィタンであったことを見出

している (図 2-3 )。これらのことより彼らは二量化したテトラエーテル型構造で

ない大環状脂質、すなわち 5 の存在を提唱した 6 m , n ) 。

5 の立体化学は厳密には決定されていないが、今まで報告されている古細菌脂

質は、例外なくグリセロールの sn -2,3 位でエーテル結合していること，及びビ

フィタン部はテトラエーテル脂質と同様の生合成経路で形成されると考えられる

ことにより、図示した構造であろうと予想できる。
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古細菌脂質にみられる大環状構造は何故存在しているのだろうか。苛酷な環境

への適応に必然性があるのだろうか。この問題を解決するにはこれら古細菌大環

状脂質を何らかの手段を講じて単一化合物として入手する必要があるが、特殊な

菌体であることが多く、培養により純粋かつ十分量入手するのは困難である。そ

こで本研究ではこれらの課題を解決するため、古細菌大環状脂質を化学合成によ

り入手することを目指した。

古細菌大環状脂質のような大環状化合物を化学合成で得るにあたり、問題とな

るのは当然環化反応である 17) 。以下に大環状化合物のこれまでの合成例をいく

つか挙げる。例えば 29 員環化合物 (–)-rapamycin 3 6 の全合成は分子内 Stille カッ

プリング (スキーム 2-1 A , B )，マクロラクタム化及び分子内アルドール反応 (ス

キーム 2-1 C , D ) を分子内環化反応に適用して計 4 グループが達成している 18) 。

これらの環化反応では分子間反応をさけるためにいずれも高希釈条件下で行って

いるが、いずれも低収率にとどまっている。
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Scheme 2-1 (–)-rapamycin の合成例
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また 36 員環マクロリド化合物 amphotericin B 4 6 の全合成は Nicolaou らによ

り、 Horner-Wadworth-Emmons 反応を分子内環化反応に適用して達成されてい

る (スキーム 2-2 )19) 。この場合は 70 % の良好な収率で環化反応が進行している。

天然物以外に目を向けると、スキーム 2-3 A に示した 288 員環化合物 4 9 が今

まで知られている中で最大の員数である 20) 。これは Glaser 反応 21) を高希釈条件

下で行い、 6 % の低収率ながら得られたものである。また古細菌大環状脂質に関

する例として、 Yamauchi らは 36 員環ジエステル型モデル化合物 5 1 を、炭化

水素鎖とグリセロールの分子間エステル化を利用して合成しているが、その収率

は 8 % と低いものであった (スキーム 2-3 B )22) 。
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古細菌大環状脂質に関する例ではさらに、スキーム 2-4 に示した Glaser 反応

によるモデル化合物の合成例が挙げられる 13) 。Hébert らはポリマー化し得る膜

脂質として大環状ジエステル型化合物 5 3 を13a) 、Menger らは同様の手法で 32 , 

36 , 40 , 44 員環の大きさを有したジエーテル型化合物 5 5 1 3 b ) 及び 72 員環テト

ラエーテル型化合物 5 7 13d) を、反応系を高希釈条件に保つことによりいずれも

良好な収率で得ている。

天然型大環状脂質を構築する際も同様に、炭化水素鎖とグリセロールの分子間

エーテル化及びジアルキル化合物の分子内環化で得る方法が考えられるが、後者

の方が高希釈にすることで分子間反応などの副反応が抑えられ、反応性・効率性

の両面からみて有効であると考えられる。そこで分子内環化で得ることとすると、

新たに結合を生じさせる二つの官能基が同じものである方が、基質調製の容易さ

から望ましい。その点で先に述べた Glaser 反応は、反応性・効率性の両面から

みて非常に有効な大環状化合物合成法の一つといえる。しかしながら天然型脂質

を得るためには Glaser 反応は不適当である。なぜなら Glaser 反応で得られる環

状化合物は連続する 4 個の sp 炭素を有することになり、後に天然体にみられる

位置にメチル基を立体選択的に導入することは事実上不可能だからである。すな

わち天然型脂質の全合成を行うためには、反応点に隣接した炭素にメチル基を有

した基質に対して適用可能で、かつ効率のよい環化反応を選択する必要がある。
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そこで様々な小・中員環化合物の

閉環反応に利用され、その有用性が

確立されている McMurry 反応を適

用することとした 2 3 , 2 4 ) 。反応は低

原子価チタンを活性種とするラジカ

ルカップリングである。まず図 2-4

のようにカルボニル基が一電子還元

を受けてケチルが生じ、その二量化

でピナコールとなり、 C–O 結合がさらに一電子還元を受けて Ti=O が脱離し、

最終生成物のオレフィンを与えるという反応機構で進行すると考えられている。

すなわち、分子内環化では反応系を高希釈条件にすることでチタン表面の近傍に

分子内カルボニル基が吸着される確率が高くなり、その後のラジカルカップリン

グが分子内で円滑に進行すると考えられるからである。

ピナコールカップリングを用いた天然物の全合成例としては、スキーム 2-5 に

示した (±)-crassin 6 0 23c) , isosarcophytol A 6 3 23d) , taxol 6 6 23e) などの 20 員環

程度までの合成例が報告されているが、 30 員環を越える化合物への適用例はこ

れまで報告されていない。
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McMurry 反応は、反応点の接近を制約する要因がなければ、さらなる大員環形

成 反 応 に も 適用可能 であると 考えられ る。当研 究室では 世界に先 駆けて、

McMurry 反応による 36 員環モデル化合物 6 9 の合成を達成している (スキーム

2-6 A )25) 。 環化 反 応 は 53 % とい う 良 好な 収 率 で進 行 し てお り 、 これ は

McMurry 反応の有用性を示すものである。その後さらに、天然型 36 員環ジエー

テル型脂質 5 の全合成も McMurry 反応を環化反応に適用することにより達成し

ている (スキーム 2-6 B )26a) 。しかしながら実際はイソプレン鎖構築に多段階を

要し、脂質膜の性質を検討するのに十分な量を得るのが困難であった。

本章では古細菌 36 員環ジエーテル型脂質を十分量得るべく、その要素である

イソプレン鎖の短工程な合成法の確立を行い、全合成を達成したことについて述

べる。
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2-2　イソプレン鎖の改良合成法の開発

すでに当研究室では (R )-3- ヒドロキシ -2- メチルプロピオン酸メチル 7 2 を出発

原料としてスキーム 2-7 に示したルートで古細菌 36 員環ジエーテル型脂質 5 の

全合成に成功している 26a) 。しかしながらこのルートではユニット同士のカップ

リングを 2 度行う必要があり、さらに工程数も多く、必ずしも効率のよいものと

はいえなかった。イソプレン鎖の効率的合成法の確立は、 36 員環脂質、さらに

は 72 員環脂質を十分量入手するための根幹をなす問題である。

そこでイソプレン鎖を短工程かつ効率的に得るべく新規合成ルートの開発を行っ

た。合成経路をスキーム 2-8 に示す。出発原料に安価に入手可能な (R )- シトロ

ネロール (98 % ee ) 7 5 を用い、まず水酸基をベンジル基で保護し 27) 、オゾン分

解、続く還元処理によりアルコール 7 7 を得た。水酸基に脱離基導入後アセチリ

ドアニオンと反応させ 3 炭素増炭し、酸加水分解を行ってプロパルギルアルコー

ル 7 8 を 3 段階 71 % の収率で得た。得られた 7 8 を 0 °C で水素化リチウムア
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ルミニウムと反応させ、 94 % の収率でアリルアルコール 7 9 へと変換した。な

おこの際、反応温度が 10 °C 以上となるとアレンの副生がみられた。

アリルアルコール 7 9 に対し、 Katsuki-Sharpless の不斉エポキシ化 28) を行い、

91 % の収率でエポキシド 8 0 を得た。次に Nozaki らの方法 29) に従い、エポキ

シド 8 0 に対しトリメチルアルミニウムにより位置及び立体選択的なメチル基の

導入を行い、得られた 1,2- ジオールの酸化的開裂，続くヒドリド還元により炭素

数 10 のアルコール 7 2 が 3 段階 84 % で得られた。この 7 3 の新たに導入した

2 位メチル基の立体選択性は MTPA エステル 30) 誘導体 8 1 の 1 H-NMR のシグナ

ル強度から 95 % de であると決定した。

このようにして 7 3 を 11 段階 47 % で得ることが出来た。 7 2 を出発原料とし

た従来のルートでは 17 段階 17 % であり、新規ルートの開発によりイソプレン

鎖の大量調達が可能となった。なお、このルートは 72 員環テトラエーテル型脂

質のイソプレン鎖構築にも適用可能であり、古細菌大環状脂質の十分量な調達に

道を開くことが出来た。
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2-3　 McMurry 反応による 36 員環脂質の合成

前節で述べたイソプレン鎖を用い、古細菌 36 員環ジエーテル型脂質の全合成

を行った。合成経路をスキーム 2-9 に示す。アルコール 7 3 を共通原料としてヨ

ウ化物 8 2 ，スルホン 8 3 の両者へと導き、両者をカップリングして 87 % の収

率で炭素数 20 のユニット 8 4 を得た。 Birch 還元により脱ベンジル，脱硫を同

時に行いアルコール 8 5 とし、続いてメシラート 8 6 へと変換した。 8 6 と sn -

1- O-ベンジルグリセロール 8 7 31) との間でジエーテル化を行い、脱保護，酸化

を経て McMurry 反応の基質であるジアルデヒド 7 0 を調製した。
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McMurry 反応は以下のように行った。すなわちアルゴン気流下、 TiCl 3 及び

Zn–Cu を加えて予め 1 時間加熱還流した DME 中に、高希釈条件を保ちながら基

質 7 0 の DME 溶液を電動シリンジポンプで 48 時間かけて滴下し、さらに 18 時

間加熱還流したところ ( 最終濃度 ; 3.3 mM) 、大員環形成反応が進行し最大 65 %

という収率で 36 員環閉環体 7 1 を得ることが出来た。 1 H-NMR では 5.10 ppm

に 2 個分のオレフィンプロトンが観測出来、 EI-MS からは m /z 738 に M+ を、

フラグメントピークとして 647 (M–benzyl ) を観測することが出来、 7 1 の構造

を支持 してい る。ま た 13 C-NMR では二 重結 合炭素 由来の シグナ ルとし て

134.97 ppm に 1 本のみが見出され、単一の化合物であることが分かった。この

ことよりおそらく、生じた二重結合の立体化学はトランス体のみに制御されてい

ると考えられる。また、環化の際カルボニル α 位のエピメリ化が懸念されたが、

得られた閉環体 7 1 をオゾン分解し、続く還元的処理によりジオールへと戻し、

その化合物の 13 C-NMR スペクトルを原料の 8 9 と比較したところ、 95 % de 以

上目的の立体化学であり、環化の際にエピメリ化は生じていないことが分かった。

次いで水素添加に付すことで 5 を得た。 EI-MS では m /z 650 に M+ が、また

その高分解能マススペクトルでは m /z 650.6607 (計算値; 650.6577 ) が観測され

た。また得られた化合物のスペクトルデータは文献記載の天然体のデータと一致

した 6n) 。以上により古細菌 36 員環ジエーテル型脂質 5 を、物性測定に十分な

量合成することが出来た 26) 。
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2-4　古細菌非環状ジエーテル型脂質の合成

環状構造が脂質膜の性質にもたらす影響を調べるには、対応する非環状脂質と

比較検討することが必要不可欠である。古細菌脂質の基本構造ともいえる 1 の

リン脂質誘導体 2 3 の脂質膜研究は、Yamauchi らにより耐塩性・安定性などを

指標にして盛んに行われている 5 b , e , 1 2 d , e ) 。しかしながら図 2-5 に示したように

グリセロールの立体化学が逆であり、さらにフィタニル基の 3 位メチル基が R , S

混合物 (天然体は R )  であり全体として天然型脂質のジアステレオマー混合物に

よる検討であって、必ずしも天然型そのものの性質を表現しているとはいい難い。

Plusquellec らは最近、図 2-6 に示したテトラエーテル型モデル脂質の分散液に

つ い て 電 子 顕 微 鏡 観 察 し 、 グ リ セ ロ ー ル 不 斉 炭 素 の 立 体 化 学 が 異 な る (9 0 と

9 1 )  と脂質集合体の構造が変化することを見出している 1 4 i ) 。これは不斉炭素の

立体化学の違いが分子のパッキングに影響を与えた結果であろうと考察している。

すなわち古細菌脂質の膜機能を検討するには、天然体と全く同じ立体化学の脂質

を利用する必要がある。天然体の合成は Site によってなされている 32) が、脂質

膜の性質検討には至っていない。

そこでまず環状脂質 5 の膜機能を調べるための比較対象物である非環状脂質 1

の合成を行った。
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1 の イ ソ プ レ ン 鎖 の メ チ ル 基 の 立 体 化

学は (3R ,7 R ,11 R )  であるので、出発原料

にフィトール 9 3 を用い、 3 位の不斉制

御は不斉水素添加により行うこととし33) 、

その触媒に Noyori ら の 開 発 し た キ ラ ル

なジホスフィンであるビス(ジフェニルホ

スフィノ) -1 ,1 ' - ビナフチル (BINAP ) を配

位子としたルテニウム錯体を用いた (図 2-7 )。反応はステンレス強化容器を用い、

耐圧ガラス管中、 90 kgf/cm 2 の高圧水素雰囲気下で行い、 92 % の収率でフィタ

ノール 9 4 が得られた (スキーム 2-11 )。得られた 9 4 の絶対立体配置は旋光度

の比較から R 体であると決定した 6a) 。
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またその立体選択性はスキーム 2-12 のように 9 4 を酸化後酸塩化物とした後、

(S )-1-(1- ナフチル)-エチルアミンと縮合して得られたアミド 9 5 を HPLC により

分析して 95 % de であると見積もった 33a) 。

その後は 5 の合成手順に従い、 9 4 をメシル化し、 8 7 との間でジエーテル化，

接触還元を経て非環状ジエーテル型脂質 1 を得た (スキーム 2-13) 。 1 は報告さ

れ て い る 天 然 体 の ス ペ ク ト ル デ ー タ 6b) と一致し、また旋光度 [α ] = +8.66° (c

1.07,  CHCl 3 ) も文献値 ([α ] = +8.4° ( c 3.8,  CHCl 3 )) とよい一致を示したことよ

り、非環状ジエーテル脂質 1 の合成を達成することが出来た。
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また本イソプレン鎖合成法及び環化反応に McMurry 反応を用いることにより、

当研究室で最近古細菌 72 員環テトラエーテル型脂質 7 a , 7b の全合成が達成さ

れた 34) 。この際環化反応の収率は各々 59 %, 66 % であり、環の大きさに関係な

く良好な収率で閉環体が得られることが分かった。また生じた二重結合は 36 員

環閉環体 7 1 と同様に E 体であり、一方分岐メチル基を有さないデスメチル体

では 36 員環閉環体 6 8 25) 及び 72 員環閉環体 (第 6 章) 35) のどちらでも E:Z = 

4:1 であった。すなわち生じる二重結合の E/Z 選択性は、環構造の大小よりもむ

しろ、反応点の隣接官能基 (この場合は分岐メチル基 ) によるコンフォメーショ

ンの規制に起因するものと考えられる。
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2-5　まとめ

古細菌大環状脂質を効率よく得るための重要因子であるイソプレン鎖の効率的

合成法を確立することが出来た。これと、McMurry 反応との組み合わせにより

古細菌 36 員環ジエーテル型脂質を物性測定に十分量合成することが出来た。

本章で合成した 36 員環脂質 5 及び非環状脂質 1 の脂質膜の性質については第

5 章で詳述する。
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第 3 章　オレフィンメタセシス反応を用いた古細菌

大環状脂質の全合成

3-1　はじめに

前章で述べた通り McMurry 反応は古細菌 36 員環， 72 員環脂質といった大環

状化合物の合成に有用であることが分かった。しかしながら本研究の究極的な目

標は古細菌大環状脂質の膜機能の解明であり、そのためには大環状脂質のさらに

十分量な供給が望まれる。 36 員環脂質 5 (アルコール 7 3 から 14 工程) の十分

量な合成は達成できたものの、 72 員環脂質 7 a , 7b の合成ルートはまだ工程数

が多く、物性測定に十分な量を得るのが困難であった (7 3 から各々 29 工程) 31) 。

当研究室では当初、 72 員環テトラエーテル型脂質には 7 a , 7b のグリセロー

ル位置異性体が両方存在していると考え、全合成を行ってきた。天然のテトラエー

テル型脂質の両極性基が必ず異なる種類のもので構成されており 6 l , 3 6 ) 、ジエー

テル型脂質の生合成中間体がテトラエーテル型脂質に取り込まれたとする報告

37) を考え合わせると、テトラエーテル型脂質は脂質二重膜に並んだジエーテル

型脂質が二量化して生合成されると想起され、その際反応点から遠く離れたグリ

セロール部位まで認識されるとは考えにくく、天然には両位置異性体の混合物で

存在していると予想されるからである (図 3-1 )。

その後 Arigoni らは Methanobacterium thermoautotrophicum 6c) , Thermoplasma

acidophilum 6g) , Sulfolobus solfataricus 6k) から得た天然由来テトラエーテル型脂

質のグリセロールの sn -2 位エーテル結合を選択的に開裂させる分解反応 (図 3-

2) を行い、テトラエーテル型脂質は 7 a , 7b が約 1:1 の混合物として存在して

いることを明らかにした 38) 。これは我々の予測をまさに裏づけるものであった。
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Figure 3-1 推定されている古細菌脂質生合成経路



また当研究室で合成した 7 a , 7b (第 2 章) の乾燥試料について DSC 測定をし

たところ、相転移温度 T c や相転移エンタルピー変化 ∆ H c ，エントロピー変化

∆ S c といった熱力学的パラメーターの値に有意な差は認められなかった (図 3-

3)34) 。このことは両位置異性体が分光学的性質のみならず脂質集合体としての性

質にも違いがみられないことを意味するものである。以上のことを考え合わせる

と 72 員環テトラエーテル型脂質の脂質膜としての性質を検討するためには必ず

しも両者を厳密に作り分ける必要性がないと考えられる。

グリセロール部位の位置異性体にこだわらないとすると、従来のように段階的

に官能基変換を行ってジエーテル型化合物を結合させていく必要性がなくなる。

またもし適切な環化反応があれば、反応点の官能基が同じ基質でもよいことにな

り、基質調製の容易さからも合成の効率性が向上する。つまりテトラエーテル型
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脂質生合成と同様にジエーテル型脂質の二量化で得る合成計画が可能となる。

香料シクロヘキサデセノン 1 1 0 を得る際のシクロオクテン 1 0 8 の二量化は、

メチルトリオキソレニウム (CH 3 ReO 3 , MTO) を触媒に利用するオレフィンメタ

セシス反応で実現されている (スキーム 3-1 )39) 。そこでオレフィンメタセシス反

応を古細菌大環状脂質の効率的合成に適用すべく検討することとした。

遷移金属を用いた炭素－炭素結合生成反応として知られているオレフィンメタ

セシス反応は、とりわけ図 3-4 に示した Schrock らによるモリブデンカルベン

錯体 1 1 1 40) ，Grubbs らによるルテニウムカルベン錯体 1 1 2 , 1 1 3 41) の開発に

より、革新的な環化反応の新手法として近年様々な中員環天然物合成に利用され

ている 4 2 , 4 3 ) 。例えば 21 員環ラクトン 20-eicosanolide 1 1 6 43a) , fluvirucin B1

1 1 9 4 3 c , h ) , 16 員環多官能基マクロライド epothilone A 1 2 2 43d ,e ) や 19 員環化合

物 tricolorin A 1 2 5 4 3 i ) の全合成にも利用されている (スキーム 3-2 )。また今ま

での天然物への適用例としては 21 員環が最大の環であった 43a) 。
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オレフィンメタセシス反応の特徴の一つに、その反応様式の多様性が挙げられ

る42) 。主なものを図 3-5 に示す。先程述べたジエンの分子内環化反応である閉

環メタセシス反応 (RCM )の他に、閉環体の開環反応をともなう開環メタセシス

反応 (ROM )，ジエンの分子間反応である鎖状ジエンメタセシス重合 (ADM)，二

種のアルケンによるクロスメタセシス，さらにはアルケンとアルキンによるエン

インメタセシスなどが知られており、スキーム 3-3 に開環メタセシス，クロスメ

タセシス，エンインメタセシスの利用例 (各々 A41d) , B4 2 b ) , C 44) ) を示す。この

ようにオレフィンメタセシス反応は様々な有機合成に利用可能である。
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本章ではこれら多種多様な反応様式を有するオレフィンメタセシス反応を用い

て古細菌大環状脂質、特に 72 員環テトラエーテル型脂質の効率的合成ルートを

確立したことについて述べる。
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3-2　ジエンの閉環メタセシス反応による 36 員環形成及び

開環メタセシス反応の検討

3-2-1　合成計画

分子内閉環メタセシス反応，開環メタセシス反応を用いた古細菌 36 員環脂質

及び 72 員環脂質の新規合成デザインを各々図 3-6, 3-7 に示す。

36 員環閉環体 1 3 6 は、環化前駆体のジエン 1 3 5 を高希釈条件で分子内閉環

メタセシス (RCM )  反応を優先させることによって合成可能と考えられる。この

とき基質濃度が高いと分子間反応と競合して非環状トリエン 1 3 7 や 72 員環閉

環体 1 3 8 などの重合体が生成すると考えられる。
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一方、その二量体である 72 員環閉環体 1 3 8 は、スキーム 3-1 に示した例の

ように 36 員環閉環体 1 3 6 の開環メタセシス (ROM ) 反応を経由することで合成

可能と考えられる。すなわち 1 3 6 の開環反応を伴ってもう一分子の 1 3 6 と反

応して二量化し、閉環メタセシス反応を経て 72 員環脂質 1 3 8 が得られること

になる。この際、 72 員環脂質は位置異性体混合物として得られるが、すでに述べ

たように脂質膜の性質を検討する上では問題ない。開環メタセシス反応はノルボ

ルネン骨格のような歪んだ環状化合物に対しては速やかな開環反応の進行が知ら

れているが、 1 3 6 のような大環状化合物に対する適用例は知られていなかった。

この合成ルートが上手く機能するためには、 Glaser 反応や McMurry 反応のよ

うに不均一系触媒の表面を介して反応点を近づけるものとは異なり、オレフィン

メタセシス反応のような反応点を近づける因子のない反応でも大員環形成が進行

するのか，また 36 員環閉環体 1 3 6 に対して開環メタセシス反応が効率的に進

行するかどうかの検討が必要であった。
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[M]
[M]

[M] CH2136

138

[M]

Figure 3-7 ROM による 72 員環閉環体 1 3 8 の合成計画



3-2-2　 36 員環形成及び開環メタセシス反応の検討

今までのオレフィンメタセシス反応の合成例 43) を参照すると、用いる触媒，溶

媒の種類により反応性が全く異なることが知られている。

そこでまずオレフィンメタセシス反応が 36 員環，72 員環閉環体の合成に適用

可能かどうか確認するために、まずジアルデヒド 6 7 25) から調製したジエン

1 3 9 の閉環メタセシス反応 (スキーム 3-4 ) について、触媒及び溶媒の検討を行っ

た。予備的検討により、触媒については、モリブデン触媒 1 1 1 よりもルテニウ

ム触媒 RuCl 2 (=CHPh)(PCy 3 )2 1 1 3 の方がメタセシス反応のよい再現性を示し、

またその取り扱いが簡便であった。溶媒については、広く利用されているジクロ

ロメタンとベンゼンとを試したところジクロロメタンの方が反応加速性が高かっ

た。以上のことより今後の実験では触媒に 1 1 3 を、溶媒にはジクロロメタンを

用いることとした。

ジエン 1 3 9 の閉環メタセシス反応では 1 1 3 存在下、高希釈条件で加熱還流し

たところ、75 % の収率で 36 員環閉環体 1 4 0 を得ることが出来た (スキーム 3-

4, 表 3-1 )。また同時に分子間反応生成物である 72 員環閉環体 1 4 2 も得ること

が出来た。このことは 36 員環及び 72 員環閉環体の合成にオレフィンメタセシ

ス反応が適用可能であることを示すものである。非環状トリエン 1 4 1 の生成は

ほとんどみられなかったが、この 1 4 1 は反応系中で速やかに閉環メタセシスに

より 1 4 2 を形成するか，もしくは内部オレフィンと反応して 1 4 0 を形成する

ことで消費されたと考えられる。
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CH2Cl2 O O(CH2)15 CH (CH2)15CH

O O(CH2)15 CH (CH2)15CH

OBn

O(CH2)15HC

O(CH2)15HC

140

OBn

113

OH2C (CH2)15CH

141

OH2C (CH2)15CH

BnO

139

+

OBn

O O(CH2)15 CH (CH2)15CH

O O(CH2)15 CH (CH2)15CH

BnO

E:Z  = 4:1 E:Z  = 4:1

H2C CH2

142 E:Z  = 4:1

OBn

+

Scheme 3-4 モデル化合物の閉環メタセシス反応



次に 1 4 0 への開環メタセシス反応を行った。もしこの反応が進行するならば

36 員環閉環体の開環反応により中間体 1 4 3 を生じ、次いでもう一分子の 1 4 0

と反応することで 1 4 2 もしくは更なる重合体が生成すると考えられる。実際に

反応を行ったところ、12 % の収率ながら開環メタセシス反応が進行し、目的の

72 員環閉環体 1 4 2 を得ることが出来た (スキーム 3-5 )。

このことは 1 4 2 が、図 3-7 に示した合成計画の通り、ジエン 1 3 9 のメタセ

シス反応で同時に得られる 36 員環閉環体 1 4 0 からも構築可能であることを示

している。

モデル基質での検討から、大環状脂質の合成においてオレフィンメタセシス反

応が適用可能であることをまず見出すことが出来た。

次に天然型での検討を行った。基質であるジエン 1 3 5 は前章で述べたジアル

デヒド 7 0 に Wittig 試薬を作用させて 95 % の収率で得た (スキーム 3-6 )。
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Entry
Substrate

(mol%)(mM)

Catalyst
Conditions

Isolated yield (%)

140 141 142

2

20

47

75

6.2

1 2.9 trace

135.4 trace

reflux, 15 h

rt, 34 h

5

yield (%)

Recovered 139

30

12

Table 3-1 モデル化合物の閉環メタセシス反応

12 % (88 % recovered)

CH2Cl2, rt, 48 h

OBn

O O(CH2)15 CH (CH2)15CH

O O(CH2)15 CH (CH2)15CH

OBn

O(CH2)15HC

O(CH2)15HC

BnO

20 mol% 113

140

142 E:Z  = 4:1

OBn

OH2C (CH2)15CH

O[Ru] (CH2)15CH

143E:Z  = 4:1

140

Scheme 3-5 モデル化合物の開環メタセシス反応

Ph3P=CH2

95 %

O

O

OBn

OHC O

OHC O

OBn

13570

THF

Scheme 3-6 ジエン 1 3 5 の合成



まず 36 員環閉環体 1 3 6 を効率的に得るべく、 1 3 5 の閉環メタセシス反応の

検討を行った。その結果を表 3-2 に示す。

基質濃度 5.1 mM という高希釈条件下、室温で行ったところ、反応の進行は全

くみられなかった (表 3-2, entry 1 )。この結果は先のモデル実験とは全く異なる

ものであった。つまり天然型基質では室温での分子内環化反応が進行しないこと

を示している。そこで反応温度を上げ、加熱還流したところ原料は消失し、目的

の 36 員環閉環体 1 3 6 を 79 % という良好な収率で得ることが出来た (表 3-2, 

entry 2 )。このことは反応温度を上げることで基質の分子運動が活発化し、分子

内の反応点同士が近づくことによって環化反応が進行することを示している。ま

たこの際分子間反応生成物である 1 3 7 , 1 3 8 の生成も確認出来た (これら化合物

はシリカゲルカラムクロマトグラフィーで分離可能)。この知見により、反応条
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135

137

138

136

O

O

OBn

O

O

OBn

O

O
O

O

O

O

OBn

O

O

BnO

OBn

BnO

113

CH2Cl2

Scheme 3-7 ジエン 1 3 5 の閉環メタセシス反応

Isolated yield (%)

136 137
Entry

Substrate

(mM)
Conditions

(mol%)

Catalyst

138

1

2

3

4

5.1

3.8

7.8

29

10

29

22

20

rt, 115 h

reflux, 42 h

reflux, 36 h

reflux, 12 h

79

55

15 12 11

6 11

trace 6

0 0 0

Table 3-2 ジエン 1 3 5 の閉環メタセシス反応



件の最適化により 72 員環閉環体が得られる可能性をまず見出すことが出来た。

加熱還流条件下、基質濃度をさらに上げていくと、 1 3 6 の収率が低下していく

ことが分かった (表 3-2, entries 3,4 )。これは基質濃度の上昇により分子間反応

が競合して分子内環化よりも優先され、ポリマー化が進んだ結果と考えられる。

以上より、天然型基質 1 3 5 への閉環メタセシス反応は加熱して十分に反応系

に熱運動を与えることによって実現可能であり、室温程度の反応温度では分子内

環化反応が進行しないことが分かった。このことは室温において、基質濃度を上

げることで環化反応が進行することなく分子間メタセシス反応が進行し、非環状

トリエンが優先的に得られる可能性を示唆するものである。

次に得ら れた 1 3 6 から 開環反 応を経 て 1 3 8 を得 るべく 開環メ タセシ ス

(ROM )  反応を行った。しかしながら反応は全く進行せず、原料回収に終わった

(スキーム 3-8 ，表 3-3 )。モデル基質では 36 員環閉環体から優先的に 72 員環閉

環体を得ることが出来たが、天然体では残念ながら開環メタセシス経路 (図 3-7) 

による 1 3 8 の合成は出来なかった。

モデル基質と天然型基質との間における反応性の著しい違いから次のようなこ

とが考えられる。すなわちオレフィンメタセシス反応においては、その反応性に

対して、オレフィンに隣接する分岐メチル基の立体的要因が影響するということ

が出来る。これに関しては、すでに Fürstner らが (12 R )-(+)-12- メチル -13- トリ
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113

144

138
O

O

OBn
[Ru]

CH2Cl2

2

2
136

O

O

OBn 136

2

2

Scheme 3-8 36 員環閉環体 1 3 6 の開環メタセシス反応

Conditions
Isolated yield (%)

138
Entry

Substrate

(mol%)

Catalyst

(mM) 136

1

2

5.0

16

23 reflux, 43 h

reflux, 53 h – 0

– 0

43

Table 3-3 36 員環閉環体 1 3 6 の開環メタセシス反応



デカノライド 1 4 9 を合成する際、オレフィンに隣接したメチル基を有する基質

1 4 5 では閉環メタセシス反応が 10 % 程度しか進行せず、一方反応点近傍に分

岐メチル基がない基質 1 4 7 では 72 % の収率で進行していることを報告してい

る (スキーム 3-9 )43a) 。

これらの結果より、天然型基質 1 3 5 においては室温で閉環反応が全く進行し

ないこと，36 員環閉環体 1 3 6 の内部オレフィン (2 置換オレフィン) には全く

反応性がないことが分かった。このことは逆に幸いなことに、非環状トリエン

1 3 7 に対する閉環メタセシス反応が末端オレフィンでのみ生じ、内部オレフィ

ンにおいてはメタセシス反応が進行しないと考えられ、官能基選択的なメタセシ

ス反応が可能であることを示している。
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OO

OO

OO

OO

OO

112

CH2Cl2

10 %

145

147

146

148

149112

CH2Cl2

72 %

Scheme 3-9 (12R)-(+)-12-メチル-13-トリデカノライド合成における閉環メタセシス反応



3-3　ジエンの分子間メタセシス反応及び非環状トリエンの閉環メタ

　　　セシス反応による 72 員環形成

3-3-1　合成計画

前節の実験から室温程度の温度では閉環メタセシス反応が進行しないこと， 36

員環脂質 1 3 6 に対する開環メタセシス反応が全く進行しないことが分かった。

これらの知見は各々室温で基質濃度を上げると非環状トリエンが優先的に得られ

る可能性，内部オレフィンの低反応性により、オレフィンの位置選択的なメタセ

シス反応が進行する可能性を示唆するものであった。

そこで分子間鎖状ジエンメタセシス反応，分子内閉環メタセシス反応を組み合

わせた古細菌 72 員環脂質の合成ルートの概略を図 3-8 に示す。 72 員環閉環体

1 3 8 は、 1 3 5 の分子間鎖状ジエンメタセシス (ADM) 反応により 1 3 7 とした後、

反応条件を変えて高希釈条件下分子内閉環メタセシス反応を行うことで合成可能

と考えられる。すなわち、 1 3 6 及び 1 3 8 は同一の基質 1 3 5 から構築すること

が出来る。この合成ルートが上手く機能するためには、分子間反応が重合化を避

ける形で収率よく進行するのか，さらには非環状トリエン 1 3 7 のオレフィンメ

タセシス反応が末端ジエンのみで反応すること、すなわち位置選択的にメタセシ

ス反応が進行することが可能かどうかの検討が必要であった。
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[M] CH2 [M]

[M]

[M]

[M]

[M] CH2

[M] CH2

First Cycle Second Cycle

135

136

138

137

Figure 3-8 ADM, RCMを組み合わせた 72 員環閉環体 1 3 8 の合成計画



3-3-2 　72 員環形成の検討

まず、非環状トリエン 1 3 7 を得るべく、ジエン 1 3 5 の鎖状ジエンメタセシス

(ADM)  反応の検討を行った。前節での知見から室温程度の反応温度では分子内

環化は起こらないことを見出した。つまり分子間反応生成物である 1 3 7 を優先

的に得るためには、反応温度を下げて分子内環化反応を防ぎ、また基質濃度を上

げて分子間反応を優先させればよいことになる。この際、さらなる重合化をさけ

るような基質濃度を最適化する必要がある。その検討結果を表 3-4 に示す。

反応時間，変換効率の両者を考慮した上で最も効率的であった条件は基質濃度

108 mM で 9 時間反応させた場合であり、 35 % (原料回収 57 % ) の収率で 1 3 7

を得ることが出来た (表 3-4, entry 3 )。原料回収を考慮に入れた変換効率は 81 %

であり、原料を再利用することで 1 3 7 を十分量得ることが出来る。
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135

137

O

O

OBn

O

O
O

O
OBn

BnO

113

CH2Cl2

Scheme 3-10 ジエン 1 3 5 の鎖状ジエンメタセシス反応

Isolated yield (%)

recovered 135 137
Entry

Substrate

(mM)
Conditions

(mol%)

Catalyst

yield of 137 (%)

1

2

3

4

40

78

108

408

7

20

20

20

rt, 63 h

rt, 22 h

rt, 9 h

rt, 20 h

59

57

43 19 33

35 81

26 63

60 28 70

Conversion

Table 3-4 ジエン 1 3 5 の鎖状ジエンメタセシス反応



得られた 1 3 7 に分子内環化反応を行い 72 員環閉環体 1 3 8 を得るべく、閉環

メタセシス反応の検討を行った。その結果をスキーム 3-11 ，表 3-5 に示す。基

質濃度 1.0 mM という高希釈条件下、加熱還流して反応を行ったところ 46 %

（原料回収 40 % ）の収率で 1 3 8 を得ることが出来た。

なお、この際スキーム 3-12 の fluvirucin B 1 アグリコン 1 5 1 の合成例 4 3 h ) にみ

られるように末端オレフィンが内部オレフィンと反応する可能性、すなわち非環

状トリエン 1 3 7 の内部オレフィンと反応して 36 員環閉環体 1 3 6 を形成する可

能性が懸念されていたが、 72 員環閉環体 1 3 8 だけが得られ、 1 3 7 に対しては

官能基選択的なメタセシス反応が進行することが分かった。これは二重結合に隣

接するメチル基の立体的要因によるものであろうと考えられる。
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137

138

O

O
O

O

O

O

OBn

O

O

BnO

OBn

BnO

113

CH2Cl2

Scheme 3-11 非環状トリエン 1 3 7 の閉環メタセシス反応

Entry
Substrate

(mM)

Isolated yield (%)

recovered 137 138
Conditions

(mol%)

Catalyst

yield of 138 (%)

1

2

1.0

2.9

36

40

reflux, 72 h

reflux, 68 h 5 19 20

40 46 77

Conversion

Table 3-5 非環状トリエン 1 3 7 の閉環メタセシス反応



このようにして得られた 36 員環閉環体 1 3 6 及び 72 員環閉環体 1 3 8 につい

て接触水素添加を行い、天然型古細菌 36 員環ジエーテル型脂質 5 及び 72 員環

テトラエーテル型脂質 7 a b を各々得ることが出来た (スキーム 3-13 )45) 。これ

らは McMurry 反応を分子内環化反応に適用して合成したもの 2 6 , 3 4 ) ，及び天然物

の各種スペクトルデータ 6 j , n ) と比較することで構造を確認した。
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Scheme 3-12 非環状トリエンの末端オレフィンと内部オレフィンとの反応例
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H2, Pd–C
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H2, Pd–C

EtOAc

75 %

Scheme 3-13 古細菌 36 員環 5 ，72 員環コア脂質 7ab の合成



3-4　まとめ

多様な反応様式をもつオレフィンメタセシス反応を用いることにより、 36 員環

1 3 6 及び 72 員環閉環体 1 3 8 を計画通り同一の基質 1 3 5 から得ることが出来

た。 72 員環脂質はグリセロールの位置異性体混合物で得られるため、単純に合

成効率を比較することは出来ないが、以前の合成ルート（ 29 工程）と比べて著

しく短工程で合成可能となった（ 16 工程）。 1 3 8 は、 1 3 6 の開環メタセシスに

より得ることは困難であったが、まず室温程度の温度で分子間反応を行い非環状

トリエン 1 3 7 とし、次いで反応条件を変え、高希釈条件下加熱還流することで

得ることが出来た。これは分子間の鎖状ジエンメタセシス (ADM) 反応と分子内

閉環メタセシス (RCM )  反応とを組み合わせたタンデム型オレフィンメタセシス

の、天然物への最初の応用例である。
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Scheme 3-14 まとめ



第 4 章　大環状リン酸ジエステル型モデル化合物の合

成及びその脂質膜の性質

4-1　はじめに

生体膜脂質は水中に分散させると分子単独では存在せず、脂質分子の種類や分

散液の pH ,  塩濃度などに応じて様々な分子集合体を形成する。このことは古く

から観察されていることであったが、 1964 年 Bangham らが、生体膜脂質で構成

される集合体がイオンを通さない閉鎖小胞であることを発見したことにより、脂

質分子が生体膜にとって最も重要な機能であるバリアー能を担っていることが分

かった 46) 。この閉鎖小胞は分子の疎

水部を互いに向け合い、一方親水部

を外水相，内水相にさらした脂質二

重膜でなっていることが明らかとなっ

ており、今日ではリポソームと呼ば

れている。リポソームは水に懸濁さ

せるだけで容易に調製可能であり，

また内水相及び脂質二重膜中に各々

親水性分子，疎水性分子を内包した

ものも調製出来るため、生体膜モデ

ルとして様々に利用されてきている

8 b , 4 7 ) 。模式図を図 4-1 に示す。

このリポソームは生体膜脂質のみでなく、合成モデル脂質からも調製出来る。

1977 年、 Kunitake , Okahata らはリン脂質ではない、長鎖ジアルキルアンモニウ

ム塩のような両親媒性化合物でも二分子膜を形成することを見出している 48a) 。

また彼らは、二分子膜を形成するにはある程度の長さをもった二本鎖 (C12 –C 18

程度) 、もしくは鎖中央部に "rigid segment " と呼ばれる分子間相互作用の強いグ

ループを有した一本鎖型化合物であることが必要であるとも提唱している 4 8 b , c ) 。

図 4-2 に Kunitake , Okahata らの主な二分子膜形成モデル化合物を示す 8 b , 4 8 ) 。
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Figure 4-1 リポソームの模式図



極性基の種類・大きさも集合体の構造に大きな影響を及ぼす (図 4-3 )。親水性

と疎水性とが適切なバランスを保っている分子はシリンダー型分子とよばれ、そ

の会合体はラメラ構造をとる。ホスホコリンを極性基に有した脂質分子がこれに

分類される。また疎水性が相対的に大きいときはコーン型分子とよばれ、疎水部

を外側に向けてチューブ状に配列するヘキサゴナル II 相をとる。ホスホエタノー

ルアミンを極性基に有した脂質が分類される。一方疎水性より親水性の方が相対

的に大きいときには逆コーン型 (くさび型) 分子とよばれ、ミセルを形成する。

リゾホスファチジルコリンや界面活性剤がこの例である。
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このように脂質集合体の形成能に分子の各成分 (炭化水素鎖の鎖長・鎖数，極

性基の種類など) が担う役割が次第に明らかになってきた。脂質膜の機能解明に

合成モデル脂質が果たしてきた役割は大きい 8 b , 4 7 b , 4 8 ) 。

ここで古細菌脂質の特徴の一つであるイソプレン鎖に関するモデル研究を 2 例

挙げる。 Nishikawa らは直鎖アルキル基の代わりにフィタニル基を有するリン酸

ジエステル型モデル化合物 1 5 5 を合成し、その脂質膜の性質について検討して

いる (図 4-4 )。それによると単純な直鎖アルキル基をもつもの 1 5 6 と比べて安

定なリポソームを形成したと報告している 1 2 g ) 。
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Nakatani らは膜の分子進化におけるイソプレン鎖伸長反応の過程でポリプレニ

ル基を有したリン酸ジエステル型化合物が生じ、これが "primitive membrane" と

して働く、という仮定の下に、それらのベシクル形成能や熱安定性といった性質

を調べている (図 4-5 )1 2 h , i , 4 9 ) 。

古細菌脂質で最も特徴的である環状構造は脂質膜の性質にどのような影響を与

えるのであろうか。興味深いこの環状脂質に関する研究は数少なく、図 4-6 に示

した Menger らの例 1 3 b ) や Ladika らの例 13c) の他、数例あるのみである。 Menger

らの研究は、相転移時の状態変化の度合いを調べているものであり、これより環
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状脂質はその炭化水素鎖末端が結合していることで状態変化に大きな熱運動を必

要とすることが分かった。また Ladika らはジインを分子中に有した環状脂質が

外的要因に安定なリポソームを形成することを見出している。しかしながらこれ

らはいずれも液晶状態での膜の性質 (運動性，膜流動性など) について深く言及

したものではなく、環状脂質の生体膜モデルとしては不十分なものであった。
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環状脂質の膜機能の解明にあたっては、生体膜に必須なバリアー能を司る脂質

分子の運動性，膜流動性をまず比較評価することが肝要である。炭化水素鎖の運

動性評価を NMR, IR などのスペクトル解析で行うためには、極性基を含め、脂

質分子の構造が単純であることが望ましい。

そこで本章では環状構造の膜にもたらす影響を見出すべく図 4-7 に示したよう

な構造の単純な大環状リン酸ジエステル型化合物 1 6 0 を合成し、その脂質膜の

性質について対応する非環状脂質 1 5 6 と比較検討した。また炭化水素鎖の運動

性に関する知見を得るため部位特異的重水素化化合物 1 6 1 , 1 6 2 も各々合成し、

併せて検討を行った。それらの経緯について述べる。
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4-2　リン酸ジエステル型モデル化合物の合成

大環状リン酸ジエステル型化合物を得るにあたり、大員環形成反応にはジアセ

チレンカップリングである Glaser 反応 21) を適用することにした。 Glaser 反応で

得られる生成物は 4 つの連続した sp 炭素を環状化合物の炭化水素鎖中央部にも

つことになる。このジインを重水素で接触還元することで炭化水素鎖の運動性を

評価するのに有用なプローブ 1 6 1 を併せて合成出来るメリットがある。

そこでまず基質であるジイン 1 6 8 を合成した。 1,14- テトラデカン二酸 1 6 3

を出発原料とし、スキーム 4-1 のように 7 段階で行った。すなわち、 1 6 3 のジ

メチルエステル化、続くヒドリド還元でジオール 1 6 4 とし、 1 当量の 塩化トシ

ル によりモノトシラート 1 6 5 とした。さらに THP 保護，臭素化，アセチリド

による処理を経て 1 6 6 とし、続く酸加水分解により 1 6 7 1 3 b ) を得た。得られた

1 6 7 をトリエチルアミン及び触媒量の DMAP 存在下、フェニルリン酸ジクロリ

ド50) と作用させることでジイン 1 6 8 を得た。
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Glaser 反応は図 4-8 のような反応機

構で進行していると考えられている。

すなわち、銅触媒と二座配位子のジア

ミンとが錯体を形成し、二つのアセチ

レンユニットと複合体 1 6 9 をとって

カップリングが進行している。この時、

酸素分子は末端アセチレンから引き抜

かれたプロトンと結合し、水分子にな

ることが明らかにされている。分子内

環化反応はいうまでもなく高希釈条件

で実現可能であり、さらにキシレン中

で加熱還流することで発生する水を系

外に出し、錯体形成をより進行させる

ことが出来る 21) 。

Glaser 反応は Menger らの条件 1 3 b , d ) に従い、以下のようにして行った。すなわ

ち酸素ガス気流下、予め 2.5 当量の CuCl 及び 2.6 当量の TMEDA (N , N , N ' , N '

-テトラメチルエチレンジアミン) を加えて 2 時間加熱還流したキシレン中に、

基質 1 6 8 のキシレン溶液を電動シリンジポンプで約 5 時間かけて滴下 (最終濃

度; 4.4 mM ) し、さらに 30 分還流した後、溶媒のキシレンを減圧留去した。残

渣を酢酸エチルで抽出し、洗浄 ， 濃縮，精製したところ、 46 % という良好な収

率で 35 員環閉環体 1 7 0 を 得 る こ と が 出 来 た (スキーム 4-2 )。生成物は 1 H-

NMR におけるアセチレン末端のプロトンシグナルの消失、及びマススペクトル

(EI ) において分子イオンピーク 612 (M+) を検出したことなどで確認した。
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その後白金触媒による接触還元を行い、目的の環状リン酸ジエステル 1 6 0 を

得た。マススペクトル (negative FAB ) を測定したところ、分子イオンピーク

543 (M+–1 ) が検出でき、目的物であることを確認した。

さらに、環状分子の炭化水素鎖の運動性を評価するために炭化水素鎖中央部を

重水素化した化合物 1 6 1 の合成を行った。これは 1 6 0 の合成中間体 1 7 0 を利

用すれば容易に得ることが出来る。 1 7 0 を白金触媒存在下、エタノール- d 中で

重水素添加を行って目的の環状リン酸ジエステル- d8 1 6 1 を得ることが出来た。

1 6 0 の 場 合 と 同 様 に マ ス ス ペ ク ト ル (negative FAB ) で分子イオンピーク 551

(M+–1 ) を検出し、その構造を確認した。

環状重水素化脂質 1 6 1 との比較検討を行うための対照として、非環状重水素

化脂質 1 6 2 も併せて合成した。まず、炭化水素鎖として 1 6 7 の末端水素が重

水素置換された 1 7 2 を調製する必要がある。化合物 1 6 6 をグリニャール試薬

でアセチリドアニオンとし、次いで重水で処理することで 1 7 1 とした。さらに

酸加水分解により 1 7 2 へと導いた。その後前述の方法によりリン酸トリエステ

ル体 1 7 3 とし、白金触媒存在下、メタノール- d 中で重水素添加を行ってリン酸

ジエステル- d10 1 6 2 へと導いた。同様にマススペクトル (negative FAB ) の分子

イオンピーク 555 ( M+–1 ) の検出によりその構造を確認した。
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なお、非環状脂質 1 5 6 は市販品を用いた。
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4-3　脂質膜の性質

脂質膜の性質を測定する手段にもたくさんの種類があり、さらに膜の性質を言

い表すためには、様々な測定法により総合的に評価しなければならない (図 4-9 )。

例えば炭化水素鎖の運動性と膜の流動性とは大きい相関関係があり、前者は熱分

析や IR ，配向膜の 2 H-NMR で、後者は蛍光偏光解消により測定でき、各々の結

果を照らし合わせることで膜の性質を議論する必要がある。

本章，第 5 章，第 6 章で述べる脂質膜の性質は、ここに挙げたいずれかの測定

法で求めたものである。

なお、本章の測定は通商産業省工業技術院物質工学工業技術研究所 田口 和宏

博士との共同研究によって行ったものである。
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4-3-1　リポソームの調製法

まずリポソームの調製法について述べる。用途に応じて一枚膜のものも多重膜

のものも調製できるし、様々な大きさのリポソームも得ることが出来る 8 b , 4 7 , 5 1 ) 。

多重膜リポソーム (Multilamellar vesicle; MLV)

脂質を有機溶媒に溶かし、ナスフラスコに入れ、アルゴン気流下で溶媒を留去

し、さらに有機溶媒を完全に除くために真空ポンプで一晩減圧留去してフラスコ

に脂質薄膜を形成させる。これに適当量の緩衝液を加え、 T c より 10 °C 以上高

い温度でボルテックス (振とう) 処理することで MLV の懸濁液が出来る。

この方法で調製されるリポソームのサイズ分布はまちまちであるが、作成法が

簡便であること， MLV が熱力学的に安定な系であることから幅広く利用されて

いる。本研究では熱分析実験に利用した。

小さな一枚膜リポソーム (small unilamellar vesicle; SUV )

一枚膜リポソームは比較的均一な大きさのものが調製でき、多重膜リポソーム

よりもより生体膜モデルに近い系として様々な実験に利用されている。

小さな一枚膜リポソーム (SUV )  は実際の生体細胞と比べてサイズは小さく、

直径数十 nm である。したがって物質封入の保持効率は小さい。しかし粒径は比

較的均一なものが得られる。 SUV を得る方法として超音波処理法，エタノール

注入法，フレンチプレス法などが知られている。ここでは超音波処理法を紹介す
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る。

先に述べたボルテックス法で得られた MLV 懸濁液をプローブ型ソニケーター

で 10 ~15 分間超音波処理をすると、ベシクルサイズが次第に小さくなり、比較

的透明な SUV 分散液が得られる。この際プローブのチタンチップが混入する可

能性があるので、遠心分離をして取り除く必要がある。

大きな一枚膜リポソーム (large unilamellar vesicle; LUV )

MLV の多重膜構造， SUV の保持効率の小ささを改善するために、生体細胞に

匹敵する大きさのリポソームの調製法が開発された。 LUV 調製法にはエーテル

注入法，界面活性剤除去法， Ca 2+ 融合法，凍結融解法，逆相蒸発法などがある。

本研究ではこの中で凍結融解法を用いた。

ボルテックス法で得た MLV 分散液をドライアイス－アセトンバスで凍結し、

ゆっくりと室温で融解する。このとき脂質分子の再配列が生じ、直径 50 ~500 

nm の大きな一枚膜リポソームが得られる。これを数回繰り返すことにより LUV

分散液が得られる。

LUV は物質の保持効率がよいため、リポソーム内水相にマーカーを封入し、そ

のバリアー能を検討する測定に用いた。

巨大一枚膜リポソーム (giant unilamellar vesicle; GUV )

数 µm の大きさをもつリポソーム (GUV ) の調製法も数例知られている。一例

として静置水和法をあげる。脂質溶液をカバーガラスなどの平板に滴下し、窒素

気流によりゆっくりと溶媒を除去し、その後蒸留水をゆっくり滴下し、しばらく

静置する。本研究では位相差顕微鏡による GUV の観察の際に利用した。
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4-3-2　電子顕微鏡による観察 47)

【原理】脂質集合体の構造を観察するに

は 、 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 (Transmission 

electron microscope; TEM ) を 用 い て 直 接

観 察 す る 方 法 が 有 効 で あ る 。 電 子 顕 微 鏡

は鏡体，電源及び真空排気装置の 3 つか

ら構成されており、鏡体内は 10 –5 Pa 程

度の高真空に保たれている。図 4-11 に鏡

体構造の概略を示す。 5 枚の磁界レンズに

よ っ て 結 像 さ れ る 。 ま ず 電 子 銃 か ら 発 生

し た 電 子 線 を 第 一 集 束 レ ン ズ ， 第 二 集 束

レ ン ズ に よ っ て 試 料 の 適 切 な 位 置 へ 照 射

し 、 対 物 レ ン ズ ， 中 間 レ ン ズ ， 投 影 レ ン

ズ に よ っ て 試 料 像 を 拡 大 さ せ る 。 こ の 試

料像は蛍光体を塗布したスクリーン (蛍光

板) 上に結像され、肉眼で観察できるよう

になる。また、この像はカメラ室に収められたフィルムに直接撮影出来る。

透過型電子顕微鏡を用いた試料観察法には、1) ネガティブ染色法，2) フリー

ズフラクチャーレプリカ法，3) 凍結試料法 (コールドステージ法) 等があるが、

ここでは 3) の方法を用いた 52) 。得られる像は平面的ではあるものの、ネガティ

ブ染色法のように化学処理をしないためにより実際に近い像を得ることが出来る。

【実験】まず超音波処理リポソーム分散液を調製し、カーボン膜が載った銅メッ

シュ上に少量滴下する。数分後に余分な小滴を濾紙で吸い取り、そのグリッドを

液体エタン中で急速凍結する。ガラス状になったグリッドを試料ホルダーに移し、

–170 °C で観測した。　

【結果】得られた 1 6 0 の脂質分散液の電子顕微鏡写真を図 4-12 に示す。非環

状脂質と同様に環状脂質でもリポソームを形成し、その形状は 20 nm から 100 

nm の多角形状ベシクルであることが観測された。このことにより環状脂質もリ

ポソームを形成することが確認できた。
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Figure 4-11 TEM 鏡体構造の模式図



4-3-3　熱分析 (DSC )8 b , 4 7 )

【原理】示差走査熱量計 (Differential Scanning Calorimetry; DSC ) とは、一定

の熱量を加えていった試料と基準試料との間に温度差が生じたときにその差を補

償するように与えられた熱量を連続的に測定する装置である。たとえば試料に吸

熱変化が生じるとき、今迄一定量加えられていた熱量がその吸熱変化に用いられ

てしまうので温度差が生じる。このとき試料－基準試料との間の温度差をゼロに

制御するのに必要な熱量を逐一計測するのが DSC である。実際には、単位時間

当たりの熱量 (dq/d t)  を昇温速度 (dT /d t) で割った値として求められる。すなわ

ち、試料－基準試料間の熱容量差 (∆ Cp ) が求められる (式 4-1 )。

(d q/d t)/(d T /d t) = d q/d T = ∆ Cp (式 4-1 )

脂質二重膜 (ラメラ) における状態変化は、図 4-13 に示したような、脂質分子

が整然と配列したゲル状態から自由に運動する液晶状態へと変化するゲル－液晶
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相転移である。その相転移付近の DSC サーモグラムを模式的に図 4-13 A に示

す。相転移に伴うエンタルピー変化量 (∆ H ) は DSC 吸熱ピークとベースライン

に囲まれた面積に相当し、次式に従って求められる。

∆ H = ∫ ∆ Cp dt (式 4-2 )

T 1 及び T 2 は相転移の開始及び終結の温度である。 ∆ H の T に対する関係を図

4-13 B に示すが、 ∆ H は二分子膜ベシクルの液晶相のエンタルピー (H l ) とゲル

相のエンタルピー (H g ) の差 (∆ H = H l – H g ) に相当することがわかる。

また Gibbs 自由エネルギー G は G = H – TS で表されるので、相転移前後にお

ける Gibbs 自由エネルギー変化 ∆ G は次式 4-3 によって求められる。

∆ G = ∆ H – T∆ S (式 4-3 )

相転移前後では自由エネルギーの変化はないので、相転移におけるエントロピー

変化 ∆ S は式 4-4 によって表される。

∆ S = ∆ H /T (式 4-4 )

この熱量変化測定により相転移温度の確認、相転移に要する熱量が求められ、

脂質分子の熱力学的性質に関する情報を導き出すことが出来る。
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Figure 4-13 A) 相転移における熱容量差，B) 相転移におけるエンタルピー変化



【実験】凍結融解法で調製した脂質分散液を 70 µ l のアルミニウム製パンに入

れ、何度か昇温，降温を繰り返した後 1 °C/min の速度で走査した。

【結果】測定結果を図 4-14 に示す。環状脂質 1 6 0 の方が非環状脂質 1 5 6 に

比べて T c は高く、 ∆ H c，∆ S c は小さいことが見出された。これは環状脂質の方

が炭化水素鎖の運動性が抑制されており、相転移を生じるのにより大きなエネル

ギーを必要としたため T c が上昇したと考えられる。一方、環状構造のため相転

移前後でトランス－ゴーシュ変化が生じる部位が減少したために ∆ H c は減少し

たと考えられる。また ∆ S c の低下は炭化水素鎖末端の結合により自由運動が抑

制されていることに起因する。以上のことは Menger らのジエーテル型モデル化

合物と同じ傾向を示した 1 3 b ) 。
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Figure 4-14 リン酸ジエステルモデル化合物の DSC 曲線

[30 mMLipid dispersion in 100 mMTris-HCl buffer (pH 8.0).]



4-3-4　水分散液の赤外吸収スペクトル 8 b , 4 7 , 5 3 )

【原理】メチレン基の赤外特性吸収帯の波数シフトは、脂質分子における炭化

水素鎖の運動性を評価するのに有効な手段である。トランス構造と比べて高エネ

ルギーなゴーシュ構造をとると吸収スペクトルが高波数シフトをするので、メチ

レン基のコンフォメーションの平均状態を見出すことが出来る。すなわち活発に

トランス－ゴーシュ変化が生じる T c 以上になると急激な高波数シフトが生じる。

また重水素で置換された部位は同位体シフトにより全く異なる領域にピークが生

じるので、非標識体と比べて低波数にピークを検出したならばその部位がゴーシュ

構造をとっていることを示す。このように FT-IR で波数シフトを測定すること

でリポソームの脂質分子の平均配列状態に関する情報が得られる。

【実験】測定セルには水に不溶な CaF 2 を窓材とした液体セルを用いることと

し、セルホルダーには還流水を流して温度調節をした。試料には各脂質のナトリ

ウム塩に重水を加えて得られた MLV 分散液を用いた。

【結果】 1 6 0 , 1 5 6 , 1 6 1 , 1 6 2 の分散液の C–H 逆対称伸縮振動ピーク (2920 

cm –1 付近) のシフト値の温度変化グラフを図 4-15 に示す。

ゲル状態において 1 6 0 とその重水素化体 1 6 1 の比較を行うと、 1 6 0 で高波

数シフトが生じていることが分かった (変化幅 A )。この比較より、環状脂質のア

ルキル鎖中央 (つまり、重水素化されている部位) にゴーシュ構造が存在してい

ることが示唆される。

一方液晶状態では環状脂質 1 6 0 , 1 6 1 と非環状脂質 1 5 6 , 1 6 2 との比較で、

非環状脂質の方が高波数シフトしていることが分かった (変化幅 B )。つまり、液

晶状態においては非環状脂質の方がゴーシュ構造を多く有していることを示して

いる。全体をみると環状脂質の方が相転移前後の変化幅が小さいことも見出され

る。この波数の変化幅の違いは ∆ H c の大小と強い相関がある。
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4-3-5　単分子膜の分子占有面積 8 b , 4 7 , 5 4 )

【原理】模式図を図 4-16 に示す。水もしくは緩衝液で満たしたラングミュアー

トラフ上に脂質のクロロホルム溶液をゆっくり滴下して形成した単分子膜フィル

ムを一定の速度で圧縮する際に得られる表面圧 (π ) のデータを分子面積 (A) の関

数としてプロットすると π -A 曲線が得られる。この π -A 曲線からは脂質の分子

占有面積 limiting area (曲線の補外線の切片) および崩壊圧 collapse pressure (曲

線の変曲点にあたる表面圧) が算出でき、脂質膜のパッキング (充填度) に関する

知見が得られる。
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【実験】 23 °C の緩衝液上に脂質溶液を滴下して 5 分間静置した後、 0.25 

mm/sec の一定速度で可動バリアを押していき π -A 曲線を得た。

【結果】測定結果を図 4-17 に示す。グラフからは 1 6 0 , 1 5 6 のどちらも同じ

分子占有面積 0.48 nm 2 /molecule を有しており、崩壊圧時の分子占有面積も各々

0.42,  0 .39 nm 2 /molecule とほぼ同じであった。測定温度は相転移温度以下で、

環状脂質も非環状脂質もゲル状態にあり、両方とも脂質分子が整然と配列してい

る と 考 え ら れ る 。 直 鎖 炭 化 水 素 鎖 の 分 子 占 有 面 積 は 一 本 あ た り 0.20 

nm 2 /molecule であることが知られており 54a) 、これらの結果は二本分に相当して

いる。すなわち炭化水素鎖が規則正しい配列をしていることを示しており、

1 6 0 , 1 5 6 のどちらも密なパッキングを有した単分子膜を形成していることが分

かった。これは同時に、ゲル状態においては 1 6 0 の炭化水素鎖中央部でゴーシュ

型の折れ曲がりが存在していることを示唆している。崩壊圧は環状脂質 5 4 の方

が小さい値を示した。これは凝縮相において、炭化水素鎖中央部の屈曲したコン

フォメーションによりその安定性が低下したものと考えられる。
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Figure 4-16 単分子膜測定の模式図



4-3-6　蛍光偏光解消 8 b , 4 7 , 5 5 )

【 原 理 】 蛍 光 性 分 子 は 偏 光 し た 光 で 励 起

されると、発せられる蛍光もある程度偏光

すると考えられる。しかし蛍光分子がブラ

ウン運動による回転などを起こしていると、

励起分子の配向が解消して蛍光の偏光度が

低下する。図 4-18 において原点にある試料

に Z 軸方向に振動する直線偏光を X 方向か

ら当てて励起させると、その蛍光の偏光は

XY 平面上から観察したときに最も強く、 Z

軸方向へは偏光しない光が放出される。
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蛍光偏光を測定するには、直線偏光を励起光に用い、励起光の光路及び振動面

に垂直な Y 方向から観測する。蛍光偏光の解消の程度を表すものとして、以下

の式で定義される蛍光偏光度 P あるいは蛍光の異方性パラメーター r が用いら

れる。

P = ( F | | – F⊥ ) /(F | | + F⊥ ) (式 4-5 )

r = ( F | | – F⊥ ) /(F | | + 2 F⊥ ) (式 4-6 )

ここで F | | は励起光の振動方向と平行に振動する偏光強度成分であり、 F⊥ は励

起光の振動方向と直角に振動する偏光強度成分である。

こ の 性 質 を 利 用 し て

脂質二重膜の流動性を

評価することが出来る。

すなわち、図 4-19 に

示したように脂質二重

膜に垂直に取り込まれ

た蛍光プローブが、膜

の流動化によりその配

向が乱され蛍光偏光の

解消が生じ、その結果

P 及び r 値が低下する

ので、間接的に脂質膜

の流動性を見出すこと

が出来る。この測定か

らは相転移温度も見積

もることが出来る。つ

まり、 r 値が急激に変

化する温度が相転移温

度である。
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Figure 4-19 蛍光プローブの脂質膜中での模式図



蛍光プローブは DPH ( ジフェニルヘキサトリエン ) と、 DPH にカチオン性極性

基を有した TMA-DPH (1-[4-( トリメチルアミノ )- フェニル ]-6- フェニルヘキサ -

1,3,5-トリエン ) を用いた。 DPH は脂質分子の疎水基末端から中央部分の流動性、

TMA-DPH は脂質分子の極性基付近の流動性を求めるのに各々利用した。

【実験】蛍光プローブを含む脂質薄膜に緩衝液 (100 mM Tris-HCl, pH 8.0 ) を

加え、超音波処理法により蛍光プローブを膜内に含むリポソームを調製した。励

起側，蛍光側に各々偏光板を取り付けた蛍光光度計により蛍光強度 (励起波長

350 nm ，蛍光波長 460 nm )  を測定した。またセルホルダーには還流水を流して

温度調節をした。

【結果】疎水部，親水部の膜流動性の測定結果を各々図 4-20 A , B に示す。ゲ

ル状態では環状脂質 1 6 0 及び非環状脂質 1 5 6 ともに同じ値を示し、流動性に

違いがないことが分かった。この傾向は疎水部，親水部の両方でみられた。これ

は 1 6 0 , 1 5 6 ともに密なパッキングを有しているという分子占有面積での結果

と関連している。また r 値は相転移を境に大きく低下した。

液晶状態を比較すると、非環状脂質 1 5 6 の方が環状脂質 1 6 0 よりも r 値が小

さく、流動性が大きいことが分かった。この結果は IR での炭化水素鎖の運動性

に関する知見と関連している。非環状脂質はゴーシュ構造を多くとることで脂質

分子の自由運動が活発になり、その結果蛍光プローブの蛍光偏光解消の度合いも

大きくなったと考えられる。また、両者の r 値の相対的差は疎水部，親水部のど

ちらでもほぼ同じであった。これは炭化水素鎖末端の結合が、疎水部の流動性の

みならず分子全体の流動性をも低下させていることを示している。
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Figure 4-20 リン酸ジエステルモデル化合物の膜流動性 A) 疎水部，B) 親水部

[The concentration of lipids and probe in 100 mMTris-HCl buffer (pH 8.0)

were 0.1 mMand 0.5 µM, respectively.]
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4-4　まとめ

以上の測定結果を総合すると、脂質の炭化水素鎖末端が結合して大環状構造を

とる効果は次の 3 点にまとめられる。

1) ゲル状態から液晶状態への相変化における、相転移温度 T c の上昇および相

転移エンタルピー ∆ H c，エントロピー ∆ S c の低下

2) 液晶状態でのゴーシュ構造の数の低下

3) 液晶状態での脂質二重膜の流動性低下

ゲル状態では、環状脂質と非環状脂質との間に顕著な違いはみられなかった。

IR において、環状脂質 1 6 0 とその重水素標識体 1 6 1 との比較で 1 6 0 の方が

高波数シフトしたため、ゴーシュ構造がその重水素化された部位にあることが分

かった。このことは単分子膜の分子占有面積が環状，非環状のどちらも同じであ

ることからも支持される。また、 IR からは重水素化される部位以外の炭化水素

鎖は同じトランス構造をとっているという推測もできる。蛍光偏光解消の実験で

は環状、非環状のどちらでも同じ様な r 値をとったことから、ゲル状態では脂質

膜の流動性に影響を及ぼさないことが分かった。

ゲル状態から液晶状態への相転移においては環状脂質の方が T c は高く、 ∆ H c ,

∆ S c は小さいことが DSC 測定より分かった。 T c が上昇したのは相転移時により

大きな熱運動を必要としたためであり、 ∆ H c , ∆ S c が低下したのは炭化水素鎖末

端の結合により各々トランス－ゴーシュ変換をし得る部位の低下，分子の自由運

動の抑制が生じたためと考えられる。

液晶状態では、両者に大きな違いが生じた。まず、 IR では非環状脂質に大きな

高波数シフトがみられ、その値は環状脂質よりも大きなものであった。これは非

環状脂質において、相転移を境に高エネルギーなゴーシュ構造が増加したことを

示す。 ∆ H c が相対的に大きいことも、 IR での結果を支持している。また、膜流

動性も非環状脂質の方が高いことが示され、脂質分子の高い運動性で蛍光プロー

ブも活発にブラウン運動していることが分かった。
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環状脂質は液晶状態において、その炭化水素鎖の運動性が非環状脂質と比べて

低下し、その膜の運動性，流動性に変化を生じさせることが明らかとなった。本

章の結果より、環状脂質のもたらす役割をまず見出すことが出来た 56) 。これら

の性質は生体膜のバリアー能に大きく影響を及ぼすものであると考えられる。次

章では本章での結果をふまえ、天然型古細菌 36 員環脂質からなるリポソームの

バリアー能を評価したことについて述べる。
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第 5 章　古細菌 36 員環脂質の脂質膜の性質

5-1　はじめに

36 員環ジエーテル型脂質 5 は至適生

育 温 度 85 °C の メ タ ン 生 成 細 菌

Methanococcus jannaschii 6 m , n ) な ど計

3 種のメタン菌から見出されている。

特に M. jannaschii は水深 2,600 m の

海底火山熱水湧出孔付近 (図 5-1) から

単離された、高温・高圧環境を好んで

生育する古細菌である。この菌体は 5

を有する数少ない一種であることもさ

ることながら、いち早く全ゲノム配列

が決定された微生物群の一つ (表 5-1) 

であり 57) 、生物進化や耐熱性酵素の研

究など様々な分野で注目を浴びている。
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Figure 5-1 熱水湧出孔の写真 (C&EN より)

Haemophilus influenzae

Mycoplasma genitalium

Methanococcus jannaschii

Synechocystis sp.

Mycoplasma pneumoniae

Saccharomyces cerevisiae

Helicobacter pylori

Escherichia coli

Methanobacterium thermoautotrophicum

Bacillus subtilis

Archaeoglobus fulgidus

1995

1995

1996

1996

1997

1997

1997

1997

1997

1997

1.83

0.58

1.66

3.57

0.81

14

1.66

4.64

1.70

4.21

1.66

インフルエンザ菌

マイコプラズマ

メタン生成古細菌

藍藻類

肺炎マイコプラズマ

出芽酵母

ピロリ菌

大腸菌

メタン生成古細菌

枯草菌

好熱性硫黄古細菌

1996

ゲノムサイズ (Mb)発表年生物種

Table 5-1 全ゲノム配列が決定された微生物 (発表年順)



36 員環ジエーテル型脂質は古細菌の高温・高圧環境への適応に何らかの寄与を

果たしているのだろうか。これを支持するいくつかのデータがある。

実際に M. jannaschii では表 5-2 のように培養温度が上がるにつれて 36 員環脂

質 5 ，72 員環脂質 7 a b の割合が増大するという報告がある 58) 。また好熱好酸

菌において、培養温度が上がるとシクロペンタン環の数が増大することも知られ

ており 59) 、大環状脂質やシクロペンタン環が高温環境で生きていく上で何らか

の必然性があるとも考えることが出来る。
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Table 5-2 & Figure 5-2 M. jannaschii 培養温度と得られるコア脂質の割合



また一部の真正細菌では脂肪酸末端が結合した二量化型脂質 1 7 4 の存在が知

られている。これは二分子の脂質が疎水部末端付近で結合して生合成されると考

えられている (結合して得られたジカルボン酸 1 7 5 は ジ ア ボ リ ン 酸 diabolic 

acid と命名されている) 6 0 , 6 1 ) 。

1 7 5 は菌体培地への有機溶媒及び抗生物質の添加，培養温度の上昇などの外的

ストレスで生成量が増大することが知られている 60) 。すなわち橋かけ構造をし

た脂質が細胞膜の安定化に寄与していると考えることが出来る。

これらのことから古細菌にみられる大環状脂質が高温環境で生育するために何

らかの役割をしていると考えられる。

すでに第 4 章のモデル化合物での知見から、脂質分子における環状構造が脂質

膜の性質や集合状態に影響を及ぼすことを明らかにしている。

そこで本章ではこのことをふまえ、古細菌の高温環境への適応に対する大環状

脂質の寄与を見出すべく、実際の古細菌 36 員環ジエーテル型脂質からなるリポ

ソームの性質を種々の測定法を用いて総合的に調べた。それらの経緯について述

べる。
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Figure 5-3 嫌気性真正細菌で見出された特異な脂質及び diabolic acid の構造



5-2　極性基の導入

古細菌型脂質 5 , 1 について、図 5-4 に示したリン脂質，糖脂質への誘導体化

を行った。

5-2-1　ホスホコリン化

膜としての性質を検討するに当たり、極性基の導入は必要不可欠である。よく

利用される極性基は、中性リン脂質で安定なリポソームを形成することが知られ

ているホスホコリンである。このホスホコリンを極性基に有したリン脂質 (これ

をホスファチジルコリンと総称する) は動植物に最も広く分布しており、リポソー

ムをはじめ人工膜の研究に多用されている。そこで通常生物のエステル型脂質と

の比較を念頭に置き、ホスホコリン誘導体の合成を行った。なお、古細菌にはホ

スホコリンは含まれていない。

ホスホコリンの導入は常法に従って行った。まず、36 員環コア脂質 5 を β -ク

ロロエチルリン酸ジクロリドと反応させてリン酸ジエステルとし、次いで大過剰

のトリメチルアミンと反応させてホスホコリン誘導体 1 7 6 を得た。この構造は

高分解能マススペクトル (positive FAB) で816.7210 (計算値; 816.7210) である

ことより確認した。

第 5 章

-83-

O

O

O R

HO
O

HO
HO

HO
O

HO
HO

HO

O

P O(CH2)2N
+(CH3)3

O

O–

177; R =

179; R =
HO

O

HO
HO

HO
O

HO
HO

HO

O

P O(CH2)2N
+(CH3)3

O

O–

176; R =

178; R =

O

O

O R

Figure 5-4 36 員環リン脂質 1 7 6 ，糖脂質 1 7 8 及び各々の非環状脂質 1 7 7 , 1 7 9



対応する非環状脂質 1 も同様にホスホコリン誘導体 1 7 7 へと導いた。

5-2-2　糖脂質誘導体化

糖 脂 質 は お も に 細 胞 膜 外 層 に

配置し、真核生物において細胞

間認識などを司っている。また

糖脂質は生体膜の安定化も担っ

ていると考えられている。好熱

性真正細菌 Thermus 属では培養

温度が上昇すると糖脂質の割合

が増加するという報告がある62)。

このように興味深い性質をもつ

糖脂質であるが、リポソームの

研究はさほど進展していない。糖
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脂質単独ではリポソーム形成能が低いためである。

M. jannaschii における 36 員環ジエーテル型脂質の極性基成分を図 5-5 に示す

6 o , t ) 。グリセロ糖脂質が広く分布していることが分かる。そこでゲンチオビオー

スを極性基とした糖脂質 1 7 8 及び非環状糖脂質 1 7 9 63) を合成してリポソーム

の性質を調べ、古細菌脂質における糖脂質の役割を追究することとした。

グリコシル供与体にはゲンチオビオース オクタアセタート 1 8 0 64) を用いた。

アルコール 5 , 1 を各々 TMS エーテルへと変換し、Ogawa らの方法 65) に従いル

イス酸にトリメチルシリル トリフルオロメタンスルホナート(TMSOTf) を用いて

1 8 0 とのグリコシル化を行ったところ 76 %, 54 % の収率でグリコシル成績体

1 8 1 , 1 8 2 を得ることが出来た。アノマー位の立体化学は β 体のみであった。

その後アセチル基の脱保護，続いて Amberlyst ® 15 -イオン交換樹脂 (H +–form ) 

で中和することで目的の糖脂質 1 7 8 , 1 7 9 を得ることが出来た。
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5-3　脂質膜の性質

本節で述べる古細菌ジエーテル型リン脂質の膜としての性質を検討するにあた

り、通常生物のエステル型脂質との比較も行った。本研究で用いたエステル型脂

質はニワトリの卵黄レシチン (eggPC ) 及びジミリストイル- sn -グリセロ-3-ホス

ホコリンとコレステロール (2:1) の混合脂質 (DMPC–cholesterol ) の二種類であ

る。

eggPC

ニワトリの卵黄に存在する膜脂質のホスファチジルコリン成分であり、図 5-6 

に示した構造 (C18:1,[ cis ]-9/C16:0 )  に代表される、様々な鎖長の脂質で構成さ

れている。その脂肪酸組成は 16:0 (38 %), 16:1 (3 %), 18:0 (9 %), 18:1 (33 %), 

18:2 (17 %) であると分析されている 66) 。不飽和脂肪酸を多く含んでいるために

相転移温度は低く、 –15 ~–7 °C である。また室温付近では流動性に富んだ液晶状

態を単一相としてとるため、エステル型脂質の基準物質として利用した。

DMPC–cholesterol

動物細胞で広く見出されるコレステロールは脂質分子の炭化水素鎖と疎水性相

互作用して、液晶状態での脂質分子の運動性を抑制する働きがある。その傾向は

特に DMPC 程度の鎖長をもつ脂質に対して強く、さらに単分子膜を用いた実験

から 2:1 のモル比で混合したとき分子占有面積の低下する割合が最も大きいこと
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が報告されている 10) 。つまり密なパッキングをとることで脂質膜の安定性が増

強されると考えられる。そこでヒトに代表される動物細胞の生体膜モデルとして、

DMPC とコレステロールとを 2:1 で混合した脂質を用いた。

合成した 36 員環脂質 1 7 6 , 1 7 8 及び非環状脂質 1 7 7 , 1 7 9 の脂質膜の性質

を 1) 光学顕微鏡によるリポソームの観察，2) 熱分析 (DSC )，3) 単分子膜の分子

占有面積，4) 炭化水素鎖の運動性，5) 蛍光偏光解消，6) リポソームの水透過性，

7) リポソームのプロトン透過性，8) リポソームの熱安定性，の各種測定で分析

した。

5-3-1　光学顕微鏡によるリポソームの観察 1 2 h )

【原理】リポソームの形成確認は顕微鏡観察で行うのが直接的で確実である。

SUV や LUV 程度の大きさは電子顕微鏡でしか確認できないが、GUV ほどの大

きさとなると光学顕微鏡でも観察可能である。光学顕微鏡にも様々な種類がある

が、リポソームの観察には位相差顕微鏡，蛍光顕微鏡がよく利用される。前者は

ごくわずかの屈折率の違いを明暗の差に変換できる顕微鏡である。これは無色透

明な生体試料を固定染色なしで測定できるメリットがある。後者は試料に励起光

を入射し、発生する蛍光を視野に収めるように工夫した装置である。最近のビデ

オカメラ，CCD カメラなどの画像解析システムの進歩で撮像を明瞭に得ること

が出来るようになった。本節では蛍光顕微鏡での結果を示す。

【実験】GUV は静置水和法を用いて調製した。まず脂質 1 mg をクロロホルム

－メタノール 360 µL (2:1 ) に溶解し、そのうちの 1.5 µL をカバーグラス上に滴

下する。 10 分間乾燥させて得たラメラ状のサンプルを顕微鏡上に載せ、 50 µL

の緩衝液で希釈する。そうするとサンプルが緩衝液に浸ったところから巨大ベシ

クルの形成がみられるようになる。なお、染色剤には脂質二重膜に取り込まれる

蛍光物質 Nile Red を用い、脂質二重膜の発光イメージを逐一観察した (励起波長

485 nm，蛍光波長 525 nm)。

【結果】 36 員環リン脂質 1 7 6 の蛍光顕微鏡像の写真を図 5-7 に示す。明らか

に 1 7 6 は単独で巨大リポソーム (GUV ) を形成していることが分かる。しかも
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そのベシクルの形状は経時的に変化し、非常に”柔らかい”ベシクル、すなわち

流動性の高い膜を形成することが分かった。分岐鎖を有さないエステル型脂質リ

ポソームは図 5-8 のようにほとんど形状変化を示さず、イソプレン鎖からなるも

のと比べて対照的であった。
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5-3-2　熱分析 (DSC )

古細菌型リン脂質 1 7 6 , 1 7 7 の水分散液及びコア脂質 5 , 1 の 乾 燥 試 料 の

DSC を測定した。

【実験】リン脂質分散液 : 脂質 (7 mg) をエチレングリコール－水 (50 mg; 4:1 

v/v) に溶かし、 70 µ l のアルミニウム製パンに入れ、何度か昇温，降温を繰り返

した後 1 °C/min の速度で走査した (–40 ~60 °C )。

コア脂質乾燥試料 : 脂質 (ca. 10 mg ) をそのまま 20 µ l のパンに入れ、何度か昇

温，降温を繰り返した後 2 °C/min の速度で走査した (–120 ~0 °C )。

【結果】古細菌型リン脂質 1 7 6 , 1 7 7 の DSC を図 5-9 に示す。水－エチレン

グリコール (4:1 ) 中に分散させた非環状脂質 1 7 7 は、測定温度範囲では相転移

温度の存在は見出せなかった。おそらく多数の分岐メチル基のために相転移温度

がかなり低下していると思料される。これは Yamauchi らのモデル化合物での実

験結果 12d) と一致した。一方、環状脂質 1 7 6 についても同様に –40 °C から 60 °

C の範囲で測定したが、相転移の存在は見出せなかった。つまり常温では液晶状

態をとっていることがわかる。なお、 –5 °C 付近のピークは水の融解熱によるも

のである。
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Figure 5-9 古細菌型リン脂質の

　　　　　　 DSC 曲線
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古細菌型コア脂質 5 , 1 の DSC を図 5-10 に示す。古細菌 72 員環テトラエー

テル型コア脂質の乾燥試料では –53 °C 付近にラメラ相の融解と思われる吸熱ピー

クが観測されたが、ジエーテル型コア脂質でも同様に低温領域に吸熱ピークが観

測された。その熱力学的データについて、環状脂質 5 の方が非環状脂質 1 に比

べて T c は高く、 ∆ H c，∆ S c は小さいことが分かった。この傾向は第 4 章で述べ

たリン酸ジエステル型モデル化合物 56) 及び Menger らのジエーテル型モデル化

合物 13b) での結果と同じものであった。すなわち環状脂質における T c の上昇は

相転移により大きな熱運動を必要としたためであり、 ∆ H c 及び ∆ S c の低下は各々

相転移前後でのトランス－ゴーシュ変化が生じる部位の減少，炭化水素鎖の自由

運動の抑制に起因すると考えられる。これら観測された相転移は層状に重なった

ラメラ相の融解によるものと考えられる。
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5-3-3　単分子膜の分子占有面積

【実験】 20 °C の蒸留水上に脂質溶液を滴下して 10 分間静置した後、 0.32 

mm/sec の一定速度で可動バリアを押していき π -A 曲線を得た。

【結果】測定結果を図 5-11 に示す。常温で液晶状態にある古細菌型脂質 1 7 6 , 

1 7 7 の分子占有面積は、分岐メチル基を有さないジエーテル脂質 1 8 3 , 1 8 4

(参考データ) 及び第 4 章のリン酸ジエステル型モデル化合物 56) と比較して大き

な値をとっていた。分岐メチル基を有さない化合物は測定温度でゲル状態にある

ため一概には比較できないが、古細菌型脂質での大きな値はイソプレン鎖のかさ

高さに起因するものといえる。環状脂質 1 7 6 と非環状脂質 1 7 7 との比較では

1 7 6 の方が分子占有面積が小さいことが分かった。すなわち炭化水素鎖末端が

結合していることにより単分子膜面での広がりが 1 7 7 よりも抑制されていると

考えられ、図 5-12 の模式図に示したように環状脂質は非環状脂質よりも密なパッ

キングを有した単分子膜を形成することが分かった。
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5-3-4　炭化水素鎖の運動性 4 7 , 6 7 )

【原理】 2 H-NMR ではスペクトル

は外部磁場に対する C–D 結合の配

向によって影響を受ける。局部磁場

と外部磁場とがベクトル的に加算さ

れた結果が重水素核によって感知さ

れるからである。この際、ある一定

方向に配向した膜では分子の等方運

動が起こらず、 2 H 核のスピン量子

数が 1 であることにより核四重極相

互作用が零にならない。つまり図 5-

13 の m = +1 から m = 0 ， m = 0 か

ら m = –1 間のエネルギーに差が生
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じ、その結果スペクトルは分裂を起こす。その核四重極分裂の間隔 (∆ Q) は式

5-1 で与えられる。

∆ Q = (3/2)·(e 2 qQ /h)· S C–D ·(3cos 2 – 1)/2 (式 5-1)

ここで e2 qQ /h は 核 四 重 極

結合定数 (メチレン基の C–D

結合では 168 Hz)， S C–D は

C–D 結合のオーダーパラメー

ター， は多重膜平面と外部

磁場と の間の 角度で ある。

S C–D は 結 合 の 秩 序 さ を 表 す

数値なので、 S C–D が大きい

ほど、すなわち分裂幅 ∆ Q

が大きいほどその部分の運動

性が小さいことを示す。

図 5-14 に DMPC- d27 配向

膜の 2 H-NMR を示す ( = 0)。

炭化水 素鎖末 端にい くほど

∆ Q が小さい、すなわち運動性が大きくなっていることが分かる。以上の性質を

利用し、重水素標識体の配向膜の広幅 2 H-NMR を測定することで炭化水素鎖の

運動性を見積もることが出来る。

古細菌脂質に関する研究例を図 5-15 A1 2 b ) , B11a) に示す。
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Figure 5-14 DMPC-d27配向膜の 2H-NMR スペクトル
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これらの実験より、直鎖アルキル基よりもイソプレン鎖の方が運動性が高いこ

と，グリセロール付近ではエステル型よりもエーテル型の方が高い運動性を有し

ていることが見出されている。

そこで環状脂質の炭化水素鎖の運動性を見出すべく、1) 各炭素位置のシグナル

の帰属がついている標識プローブ DMPC- d27
67) との混合膜の 2 H-NMR 測定 (5-

3-4-1 節)，2) 部位特異的重水素化脂質単独での 2 H-NMR 測定を行った。

5-3-4-1　 DMPC- d27 混合配向膜の NMR 解析

【実験】配向膜の作成法を図 5-16 に示す。濃硝酸，超純水及びアセトンで入

念に洗浄したカバーガラスに脂質の 2-プロパノール溶液 (10 mg/900 µ l) を滴下

し、デシケーター中で減圧乾燥した。同様の操作を行い、直径 10 mm のNMR チュー

ブに入るように適当にカットしたカバーガラスを約 50 枚積層する。 50 µ l の軽

水を加え、 35 °C で 24 時間水和させた。

得られた配向膜を NMR プローブにいれ、測定を行った。この際、膜平面と磁

場とが垂直 ( = 90° ) になるように設置した。

【結果】得られたスペクトルを図 5-17 に、炭化水素鎖各部位のオーダーパラ

メーター S mol のグラフを図 5-18 に示す。 S mol は式 5-2,3 で表される。

S mol = –2· S C–D (for CH 2 group) (式 5-2)

S mol = –6· S C–D (for CH 3 group) (式 5-3)

コレステロール添加時のような顕著な違い (C vs D ) はみられないものの、環

状脂質 1 7 6 は非環状脂質 1 7 7 と比べて DMPC- d27 の炭化水素鎖の運動性を低
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Figure 5-16 サンプル調製の模式図
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下させることが分かった。すなわち間接的ながら 1 7 6 は 1 7 7 よりも運動性が

低いことが分かった。
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5-3-4-2　重水素化ジエーテル型リン脂質の合成

先の 5-3-4-1 節 で 得 た 結 果 は あ く ま で も プ ロ ー ブ と し て 用 い た 重 水 素 標 識

DMPC のオーダーパラメーターであり、古細菌型脂質の運動性を間接的に見積もっ

たものである。そこで環状脂質，非環状脂質の炭化水素鎖の運動性を 2 H-NMR

で直接観測するために重水素標識化ジエーテル型脂質を合成することとした。環

状構造をとることによる炭化水素鎖の運動性の違いは、環状脂質の炭化水素鎖中

央部と非環状脂質の炭化水素鎖末端付近とを標識した基質で比較するのが最も顕

著に現れると考えられるので、重水素標識の比較的容易な部位に導入した環状脂

質 1 9 0 及び対応する非環状脂質 1 9 1 の合成を行った (図 5-19)。

スルホン 8 3 及び (R )-ヨウ化シトロネリル 1 9 2 68) から 7 段階で構築したジエ

ステル 1 9 8 に重水素化リチウムアルミニウムを作用させ重水素を導入した。
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得られたジトシラート 2 0 0 は 1 9 0 , 1 9 1 の共通前駆体として用いた。まず環

状脂質 1 9 0 は第 2 章で述べたルートに従い、環化反応には McMurry 反応を用

いて合成した 69) 。

一方、非環状脂質 1 9 1 はスキーム 5-6 に示したようにジトシラート 2 0 0 へ

のクロスカップリング 70) を行い、その後接触還元，ホスホコリン化を経て合成

した。
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5-3-4-3　配向膜の NMR 解析

【実験】サンプルは 5-3-4-1 節に示した要領で調製した。

【結果】測定結果を図 5-20 に示す。重水素が 4 箇所入った基質のため、理論

的には計 4 対の四重極分裂が現れるはずであるが、環状脂質 1 9 0 では半値幅約

10 kHz の非常に幅の広いシグナルを、一方非環状脂質 1 9 1 では 5~6 対の四重

極分裂を与えた。

1 9 1 で 5~6 対以上も四重極分裂が生じた原因としては、 1 9 1 が配向膜上で 2 

種類以上のコンフォメーションをとっていた可能性が考えられる。また 1 9 0 で

幅広いシグナルが得られた原因としては、非環状脂質と比べて炭化水素鎖の運動

性が非常に遅いことを示しているとも考えることが出来る。

この測定から非環状脂質の炭化水素鎖末端 (環状脂質では中央部) は多くのコン

フォメーションをとっていること，環状脂質は非環状脂質と比べて炭化水素鎖の

運動性が低いことを見出すことが出来た。
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5-3-5　蛍光偏光解消

【実験】脂質 3~4 mg に緩衝液 (20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, pH 7.5) 9 ml 

を加え、超音波処理法で SUV 分散液を調製した。得られた分散液 3ml に 3 µ l

の DPH 及び TMA-DPH (ともに 0.5 mM in DMF) を各々加えた。前者は脂質二

重膜中にプローブを取り込ませるため、1 時間室温でインキュベーションしてか

ら、後者はそのまま直ちに蛍光セルに移した。測定法は 4-3-6 節に従った。

測定したサンプルは 36 員環リン脂質 1 7 6 ， 36 員環糖脂質 1 7 8 ，非環状リン

脂質 1 7 7 ，非環状糖脂質 1 7 9 ， DMPC–cholesterol (2:1) ，及び eggPC の計 6 種

類である。これらは全て測定温度範囲で液晶状態をとっている。

【結果】測定結果を表 5-3 及び図 5-21 に示す。グラフをみると明らかである

が、ほとんどのサンプルについて温度が上昇するにつれて r 値が減少、すなわち

流動性が向上している。

まずリン脂質について比較する。環状脂質 1 7 6 は非環状脂質 1 7 7 と比べてあ

らゆる温度で流動性が低かった。疎水部でその差が大きかったことを考えると、

炭化水素鎖末端の結合が脂質二重膜の流動性低下に大きく寄与していることを示

しているといえる。また親水部でもその傾向がみられたことは、環状構造が疎水

部のみでなく脂質分子全体の流動性，運動性を低下させていることを示している。

eggPC はこれらの中でもっとも流動性が高かった。屈曲した炭化水素鎖を有する

eggPC では脂質分子の間隔が疎となっていて、そのために蛍光プローブが活発な

ブラウン運動をすることが出来たと考えられる。コレステロールで膜を補強した

リポソームは逆にもっとも流動性が低かった。エステル脂質とコレステロールと

が強固に疎水性相互作用をしていることで蛍光プローブの運動が抑制されたと考

えられる。以上のことを考えると古細菌型脂質はイソプレン鎖の分岐メチル基に

より分子同士で適度に疎水性相互作用をし、その結果 eggPC よりも流動性が低

くなったと考えられる。

糖脂質でも環状脂質 1 7 8 の方が非環状脂質 1 7 9 よりも流動性が低かった。こ

の傾向はリン脂質での知見と一致する。またリン脂質と糖脂質とを比較すると、

若干ではあるものの糖脂質の方が流動性が低いことが分かった。極性基のゲンチ

オビオースが水素結合を介して相互作用をしているために膜流動性が低下したと
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考えられる。また親水部の高温領域における r 値は、蛍光強度の測定限界のため

に求めることが出来なかった。この理由としては糖脂質がラメラ相，リポソーム

のような脂質二重膜構造をとりにくいためと考えられる。

以上より環状脂質は非環状脂質と比べて流動性が低いことが分かった。疎水部，

親水部の両者で同様の傾向を示したことにより、環状構造をとることで脂質分子

全体の運動性，流動性が低下することを明らかに出来た。
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5-3-6　リポソームの水透過性 4 7 , 7 1 )

リポソームの物質流入・流出といった性質は脂質分子の種類に大きく影響され

るのももちろんだが、その粒径の大きさによっても左右される。例えば本節で述

べるリポソームの浸透圧膨脹であるが、粒径が大きくなるほど水透過速度が低下

することが知られている。そこで調製した LUV 分散液をエクストルーダーを通

すことでリポソームの均一化を図り、検討することとした。本節及び 5-3-7, 5-

3-8 節で述べる実験は全てこのようにリポソーム粒径を揃えて行ったものである。

5-3-6-1　エクストルーダーによるサイジング処理 72)

エクストルーダーはカナダの Cullis らが考案した装置である。その構造を図

5-22 A に示すが、一定サイズの

孔 (ポア) を有するメンブランフィ

ル タ ー を 高 圧 窒 素 ( 約 8 ～ 10 

kgf /cm2)  で強制的に通過させ、

そ の 過 程 で 膜 を 再 編 成 さ せ る こ

と で リ ポ ソ ー ム の サ イ ズ を 均 一

化させるものである。フィルター

に は ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 製 の

Nucleopore ® (孔径; 200 nm) を用

い、計 10 回通過させた。

サイジング処理を施した後の粒

径 分 布 の 評 価 に は 動 的 光 散 乱 法

を 用 い た 。 リ ポ ソ ー ム 懸 濁 液 に

レ ー ザ ー 光 を 照 射 す る と 粒 子 の

ブ ラ ウ ン 運 動 に よ り 散 乱 光 の ゆ

ら ぎ が 観 測 さ れ る の だ が 、 こ の

ゆらぎは粒子径が小さいほど (拡

散速度が大きいほど) 大きくなる。

こ の ゆ ら ぎ の 統 計 的 処 理 に よ り
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粒子径を求めるのが動的光散乱法である。4 ~5 mW のヘリウム－ネオンレーザー

光を入射光として Coulter ® model N4SD 粒径分析機で求めたのが図 5-22 B のヒ

ストグラムである。測定値は 185 nm (SD 65 nm) であり、200 nm 付近でよい正

規分布をしていることが分かる。

5-3-6-2　リポソームの水透過性

【原理】リポソーム二分子膜は浸透圧応答を示し、低張下では膨脹 (swelling ) 

し、高張下では収縮 (shrinking )  する。この浸透圧応答の程度はリポソームの構

成脂質や粒径に依存している。粒径をほぼ一定にすると、構成脂質による浸透圧

応答の大小を求めることができる。この浸透圧の差による粒径の増減の度合いは、

リポソームの水透過速度の大小を反映するものである。なお、測定は図 5-23 に

示すストップドフロー装置によって行った 71) 。

リポソームの水透過性は、 高張緩衝液 A，低張緩衝液 B で調製したリポソー

ム分散液を各々逆に同量の B , A と混合したときの、ベシクル内への水の出入に

伴うベシクル粒径の増大 (swelling ),  減小 (shrinking ) で評価した。浸透圧膨脹の

測定模式図を図 5-24 に示す。混合することにより塩濃度勾配が生じベシクル内

に水が流入して膨脹する。この粒径の増大を光散乱強度 I t の減少値としてモニ

ターした。水の流入・流出が一次反応的に進行しているとすると I t は式 5-4 で

示される時間 t の指数関数として表せ、また光強度の変化値 I∞ – I0 が半分にな

る時間が半減期 t1 / 2 に相当する。この t1 / 2 及び式 5-5 より初期の水透過速度 k
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を求めることが出来る。

I t = I∞ – ( I∞ – I0 )·e – k t (式 5-4)

t1 / 2 = (ln2)/ k (式 5-5)

【実験】一枚膜リポソーム (LUV ) は凍結融解法で調製した。 5 mg の脂質薄膜

に 1 ml の高張緩衝液 A (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 5 mM NaN 3 , 1 mM 

EDTA, pH 7.95) ま たは 低張 緩衝 液 B (10 mM Tris-HCl, 5 mM NaN 3 , 1 mM 

EDTA, pH 7.95) を加え、凍結, 融解, 振り混ぜ (vortexing ) を 5 回繰り返すこと

によって大きな一枚膜リポソーム (LUV ) 分散液を得た。緩衝液 A で調製した

LUV 分散液は膨脹 (swelling ), 緩衝液 B のそれは収縮 (shrinking ) 実験に各々使

用した。この分散液はエクストルーダーにより粒径 200 nm にサイジング処理を

行った。

高張緩衝液 A 及び低張緩衝液 B で調製したリポソーム分散液を、各々 B 及び

A と同量ずつ 3 msec 以内の速度で注射筒から混合槽 (cuvette ) に流し込み、その

後の LUV 粒径の経時変化を、光散乱強度 I t の増減の値としてモニターした。測

定は Applied Photophysics 製のストップドフロー (Biosequential DX-17MV ) の

光散乱モード (λ = 400 nm, slit width 4 mm ) で 33 ± 0.2 °C で行った。データは

混合後 2~10 秒程度までとり、 Bio-kine Analysis Ver. 3.14 ソフトウェア (Bio-

Logic company 製) で解析した。

【結果】結果を表 5-4 及び図 5-25 に示す。環状脂質 1 7 6 リポソームの水透過

は、膨脹 (swelling ),  収縮 (shrinking ) のどちらも一次反応で進行した。その粒径
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変化の半減期 t1 / 2 は非環状脂質 1 7 7 の約 3~4 倍であることが分かった。すなわ

ち環状脂質 1 7 6 は非環状脂質 1 7 7 よりも水透過速度の遅いリポソームを形成

することを示す。

ここでイソプレン鎖を有する脂質、すなわち 1 7 6 , 1 7 7 と参考データのエス

テル型脂質の水透過性を比較すると興味深い知見が得られた。古細菌型脂質では

リポソームの膨脹，収縮ともに同程度の速度で進行するが、エステル型脂質では

膨脹の速度が収縮と比べて 7~8 倍速い。本実験は混合比が異なるため一概に比

較は出来ないが、前節の実験から DMPC–cholesterol は古細菌型脂質よりも流動性

の低い、rigid な脂質膜を形成することが分かっているが、水の流入に対しては

バリアー能が働かなかった。これらのことから、直鎖状炭化水素鎖を有するエス

テル型脂質では膨脹に伴う、脂質膜分子間隔の広がりを埋め合わせることができ

ず、水の流入が容易に進行したと考えられる。一方、古細菌型脂質では分子間隔

の広がりを嵩高いイソプレン鎖で補うことが出来るため、水の流入に対しても高

いバリアー能を示すことが出来たのだろう。
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Table 5-4 浸透圧応答の結果



以上、水透過性の測定から、環状脂質 1 7 6 は、その非環状脂質 1 7 7 と比べて

水透過速度の遅いリポソームを形成することが見出せた。さらにエステル型脂質

との比較から、古細菌型脂質はその嵩高いイソプレン鎖により分子間隔の広がり

を補償することが出来たと考えられる。これらのことより古細菌環状脂質が浸透

圧変化に高い抵抗性を示す脂質膜を形成することを明らかに出来た。

第 5 章

-106-

In
te

ns
ity

 I
 (

x 
0.

00
1)

  (
ar

bi
tr

ar
y 

un
its

)

1.00

100

Time (sec)

0.25 0.50 0.750

177

176

0
1.25

200
A

In
te

ns
ity

 I
 (

x 
0.

00
1)

  (
ar

bi
tr

ar
y 

un
its

)

4

100

Time (sec)

1 2 30

177

176

0
5

200
B
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5-3-7　リポソームのプロトン透過性 1 5 f , 4 7 , 7 3 )

小型の水溶性物質である 6-カルボキシフルオレセイン (CF) (図 5-26) は 490 

nm 付近に励起波長を、520 nm 付近に蛍光波長をもつ蛍光色素である。これは低

濃度でも蛍光を検出可能なだけでなく、pH 感受性であり、

また高濃度では自己消光 (self-quenching) という現象を生

じ、蛍光を発しないという性質ももっている。そこで CF 

をリポソーム内水相に封入したリポソームを調製し、リポ

ソームのプロトン透過性，熱安定性の評価を行った。

【原理】CF は pH 感受性であり、pH が低下するにつれてその蛍光強度も減少

する (図 5-27) 73a) 。そこでこの性質を利用し、リポソームのイオン透過性につい

て検討した。模式図を図 5-28 に示す。pH 7-8 

付近で調製したリポソーム分散液を酸性緩衝液

に浸すとリポソーム内にプロトンが流入する。

その結果内水相に封入された CF の蛍光強度が

減少するので、その減少の割合を見積もること

でリポソームのプロトン透過性を検討した。
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【実験】脂質 3~4 mg に 1 ml の CF 含有緩衝液 (50 mM Na 4 P 2 O7 - クエン酸, 

150 mM NaCl, 4 mM CF, pH 7.5) を加えて凍結融解法で LUV を調製し、エクス

トルーダーで 200 nm にサイジングした。得られた分散液は現段階では外水相に

も CF を含んでいるため、セファデックス G-50 (1.5 x 30 ~45 cm) 担体を用い、

緩衝液 (50 mM Na 4 P 2 O7 -クエン酸, 150 mM NaCl, pH 7.5) で溶出してゲル濾過

をし、外水相の CF を除去した。

アッセイは次のようにして行った。すなわち、蛍光セルホルダーで各温度にイ

ンキュベートした 3 ml の酸性緩衝液 (50 mM Na 4 P 2 O7 -クエン酸, 150 mM NaCl, 

pH 2.5) 中に CF 含有 LUV 懸濁液 (20 µ l) を加えたとき ( t = 0 ) の蛍光強度を F0

とし、各時間 t での蛍光強度 Ft を逐次測定した (励起波長; 480 nm, 蛍光波長; 

520 nm}。このとき得られる蛍光強度相対比 Ft /F0 の減少割合はプロトン透過速

度を示す。すなわち Ft /F0 の減少率が高ければプロトン透過速度の高いリポソー

ムであるといえる。

測 定 し た サ ン プ ル は 36 員 環 リ ン 脂 質 1 7 6 ， 非 環 状 リ ン 脂 質 1 7 7 ，

DMPC–cholesterol (2:1) ，及び eggPC の計 4 種類であり、 25, 40, 50, 60, 70 °C

で測定した。

【結果】各温度での測定結果を図 5-29,30,31,32,33 に示す。リポソームへの

プロトン透過は非常に速く、数分以内で平衡に達した。

まず古細菌型脂質の比較で、環状脂質 1 7 6 は非環状脂質 1 7 7 と比べてあらゆ

る温度で Ft /F0 の減少率が小さい、すなわちプロトン透過速度が遅いリポソーム

を形成することが分かった。 DMPC–cholesterol は特に低温・中温領域において、

プロ トン 流 入に 強 い抵 抗 性を 示 した 。 高温 領 域 (>60 °C) で は 1 7 6 及 び

DMPC–cholesterol ともに瞬間的にプロトン流入が進行した。

また 1 7 7 は eggPC リポソームに匹敵するプロトン透過速度を有しており、こ

の結果プロトン透過にイソプレン鎖は全く影響しないことが分かった。つまり

1 7 6 におけるプロトン流入速度の低下は純粋に環状構造によるものといえる。

プロトン透過はどのようなメカニズムで進行しているのだろうか。単純にプロ

トン単独で膜を透過するとは考えにくく、水分子などの担体を介して透過すると

思われる。また内水相、外水相のイオン強度はほぼ同じなため、浸透圧応答によ
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る影響は考えにくい。そこで水分子とプロトンとがオキソニウムイオンを形成し

て内水相に流入し、逆に他のイオンが水和イオンの形で外水相に流出すると考え

るのが妥当であろう。4 種類のリポソームの測定結果から、 1 7 7 と eggPC との

比較でイソプレン鎖は透過性低下に関与しないこと，及びコレステロールがプロ

トン透過に強い抵抗性を示すことが明らかとなった。これらのことを考え合わせ

ると、プロトン透過性には膜流動性が大きな影響因子となっているのであろう。
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Figure 5-29 古細菌型脂質リポソームのプロトン透過性 (25 °C)
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Figure 5-31 古細菌型脂質リポソームのプロトン透過性 (50 °C)

Figure 5-30 古細菌型脂質リポソームのプロトン透過性 (40 °C)
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Figure 5-32 古細菌型脂質リポソームのプロトン透過性 (60 °C)

Figure 5-33 古細菌型脂質リポソームのプロトン透過性 (70 °C)
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5-3-8　リポソームの熱安定性 1 2 d , g , 1 4 b , 1 5 , 4 7 )

好熱性古細菌で幅広く見出される大環状脂質の、熱に対する寄与を見出すべく、

リ ポ ソ ー ム の熱安定 性につい て検討し た。また 本節では 高度好熱 性古細菌

Methanococcus jannaschii から抽出した極性脂質で再構成膜を形成させ、そのリ

ポソームの熱安定性についても評価を行った。

5-3-8-1　メタン菌の培養及び極性脂質の抽出

M. jannaschii (JCM 10045 ) は絶対嫌気性細菌であるため、その培養も嫌気性条

件で行う必要がある。そこで図 5-34 に示した装置を用いて還元銅カラムを通し

て完全に酸素を除去した水素－二酸化炭素混合ガス (4:1) でブチル栓付き血清瓶

を置換し、さらに植菌などの操作も数回ガス置換したシリンジで行った 74) 。

液体培地は表 5-5 に示した成分で調製し、高圧の混合ガス雰囲気下、 65 °C で

5~24 時間培養した。得られた菌体をクロロホルム－メタノール－5 % トリクロ

ロ酢酸 (TCA) 水溶液 (5:10:4) で抽出 75a) し、残渣を 1 ml のクロロホルム－メタ

ノール (2:1) に溶かし、20 倍の冷アセトンを加えて極性脂質を再結晶した。3 リッ

トルの液体培地から約 4 mg の極性脂質 (Polar lipid extracts; PLE ) を得た 7 5 b ) 。
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Figure 5-34 嫌気性菌の培養装置

H2 + CO2

heater (350 °C)

butyl rubber stopper

cellulose filter

reduced copper column

medium



5-3-8-2　リポソームの熱安定性

【原理】蛍光物質はその濃度が 100 mM 以上になると自己消光で蛍光強度は著

しく減少する。つまり、リポソーム内に高濃度に封入した CF が温度変化により

外水相へ漏れ出してくることで希釈されてはじめて蛍光が検出されるようになる

ので、この性質を利用して蛍光強度を測定すれば漏出してきた蛍光物質の量を見

積もることが出来る (図 5-35) 76) 。
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K2HPO4 0.14 g

CaCl2·2H2O 0.14 g

NH4Cl 0.25 g

MgSO4·7H2O 3.4 g

MgCl2·2H2O 2.7 g

KCl 0.33 g

NiCl2·6H2O 0.75 mg

Na2SeO3·5H2O 0.5 mg

NaCl 30 g

trace mineral soln. 10 ml

vitamin soln. 10 ml

resazurin 1.0 mg

NaHCO3 1.0 g

cysteine·HCl 0.5 g

Na2S·9H2O 0.5 g

distilled water

pH 6.0

0.01 gFe(NH4)2(SO4)2·6H2O

Total volume; 1 liter

Table 5-5 液体培地の成分

Liposomes including CF

F0; initial background

Fmax; maximal level of CF

Ft; fluorescence intensity at time t

Incubation

25 – 70 °C

Lysis

Addition of detergent

Figure 5-35 リポソームの熱安定性測定の模式図



【実験】脂質 3~4 mg に 1 ml の CF 含有緩衝液 (20 mM Tris-HCl, 200 mM 

NaCl, 200 mM CF, pH 7.5) を加えて凍結融解法で LUV を調製し、エクストルー

ダーで 200 nm にサイジングした。得られた分散液に対しセファデックス G-50

(1.5 x 30 ~45 cm) 担体を用い、緩衝液 (20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, pH 7.5) 

で溶出してゲル濾過を行い、外水相の CF を除去した。

アッセイは次のようにして行った。すなわち、蛍光セルホルダーで各温度にイ

ンキュベートした 3 ml の同じ緩衝液中に CF 含有 LUV 懸濁液 (5~20 µ l) を加え

たとき (t = 0) の蛍光強度を F0 とし、各時間 t での蛍光強度 Ft を逐次測定した

(励起波長; 480nm, 蛍光波長; 520nm)。一定時間測定した後、非イオン性界面活

性剤 10% Triton X-100 を 10 µ l 加え、蛍光物質の全強度 Fmax を測定した。リ

ポソームからの CF の漏出量は式 5-6 から算出できる。

Leakage extent of CF [%] = ( Ft –F0 )/( Fmax –F0 )x100 (式 5-6)

測 定 し た サ ン プ ル は 36 員 環 リ ン 脂 質 1 7 6 ， 非 環 状 リ ン 脂 質 1 7 7 ，

DMPC–cholesterol (2:1) ， eggPC ， 1 7 6 と 36 員環リン脂質 1 7 8 と の 混 合 物

(1:1)， 1 7 7 と非環状リン脂質 1 7 9 との混合物 (9:1)， 1 7 6 と 1 7 7 との混合物

(1:1)，天然極性脂質 PLE の計 8 種類であり、各々 40, 50, 60, 70 °C で測定した。

【結果】各温度における測定結果を図 5-36,37,38,39 に示す。

まず古細菌型リン脂質の比較で、環状脂質 1 7 6 は非環状脂質 1 7 7 と比べてあ

らゆる温度で蛍光物質の漏出量が少ない、物質保持能に優れたリポソームを形成

することが分かった。一方、エステル型脂質において、eggPC は測定サンプル中

で最も蛍光物質の漏出速度が高いことが分かった。コレステロールで膜を補強し

た DMPC–cholesterol リポソームは中温領域では非常に高いバリアー能を有して

いたが、高温になるにつれて蛍光物質の漏出速度が上昇し、 1 7 6 よりも物質保

持能は低下した。グラフから考察すると、 1 7 6 は DMPC–cholesterol と比べて、

温度変化による漏出速度の変化量が小さく、高温でも高バリアー能リポソームを

形成することが示唆された。古細菌型脂質は中温領域でも測定初期に若干 CF を

放出するのだが、これは古細菌型脂質リポソームの高い膜流動性により放出され

たものであろうと考えている。

物質保持能に対するイソプレン鎖の効果に関しては、予測とは異なった結果が
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得られた。非環状脂質 1 7 7 の物質保持能が高くなく、高温領域では eggPC と同

程度のバリアー能しか示さないことが分かった。すなわちリポソームの熱安定性

には イソ プ レン 鎖は 関 与し てい な いと 考え ら れる 。Yamauchi ら 12b) 及 び

Nishikawa ら 12g) は、フィタニル基を有した脂質からなるリポソームは高温でも

物質保持能に優れていると報告している。一方、好熱好酸菌から抽出した極性脂

質の再構成リポソームの性質について研究している Elferink らのグループ15) は、

リポソームの安定性にフィタニル基はさほど重要ではないと報告している。これ

らのグループ及び本研究の間で決定的に異なる点としては、前者の 2 グループが

リポソーム粒径を揃えていないのに対し、後者のグループ及び本研究ではエクス

トルーダーで 200 nm にサイジング処理をしている点が挙げられる。また前者の

2 グループにおいて、 1 7 7 の比較対象物質が eggPC や DPPC のエステル型脂質

であったことも解釈に影響を及ぼしたと考えられる。

1 7 6 と 1 7 7 との混合物 (1:1)の物質保持能は、ほぼ 1 7 6 と 1 7 7 の中間の性

質を示した。このことは、物質保持能に重要な因子が環状構造であることを強く

示唆する結果であった。

糖脂質リポソームの物質保持能であるが、前節でも述べたとおり、糖脂質単独

ではリポソームの形成が困難であったため測定できなかった。そこで対応するリ

ン脂質と混合して分散させたところ、リポソーム形成能は低いものの CF 含有リ

ポソームを得ることが出来た。 1 7 6 と 1 7 8 との混合物 (1:1)， 1 7 7 と 1 7 9 と

の混合物 (9:1) からなるリポソームは、両者とも各々 1 7 6 , 1 7 7 単独からなる

ものと比べて熱安定性に富んだリポソームを形成することが分かった。このこと

は極性基も膜の性質に影響を与えることを示すものであり、さらに高度好熱性メ

タン菌で糖脂質が多く含まれている理由への解答の一つになるとも考えられる。

糖脂質の混合比が環状脂質、非環状脂質で大きく異なっているのは、非環状脂質

で 1:1 に混合したときはリポソームを形成しなかったためである。非環状脂質で

はリン脂質の比率を 90 % にあげたところリポソームを形成した。環状脂質，非

環状脂質でのリポソーム形成能の違いは、疎水部・親水部のバランスによるもの

と考えられるが、環状脂質の性質を考える上で興味深い知見である。

また 36 員環脂質を有する高度好熱性メタン生成細菌 M. jannaschii から抽出し
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た極性脂質の再構成リポソームは、高温領域でも非常に安定なものであることが

分かった。これは 72 員環テトラエーテル型脂質を含むため一概にはいえないが、

36 員環ジエーテル型大環状脂質が菌体の生体膜の安定化に役立っていることを

示すものである。

以上本測定から、環状脂質は非環状脂質と比べて非常に物質保持能に優れたリ

ポソームを形成することが分かった。また、高温ではコレステロールで補強した

リポソームをも凌駕するバリアー能を有することも見出すことが出来た。さらに

リポソームの物質保持能にはイソプレン鎖はあまり重要でなく、また極性基の違

いも熱安定性・リポソーム形成能に影響を与えることも分かった。再構成膜も非

常に熱安定性に富んでいたことより、大環状脂質が好熱性古細菌の高温環境への

適応に寄与していることを明らかにすることが出来た。
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Figure 5-36 古細菌型脂質リポソームの熱安定性 (40 °C)

Figure 5-37 古細菌型脂質リポソームの熱安定性 (50 °C)
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Figure 5-38 古細菌型脂質リポソームの熱安定性 (60 °C)

Figure 5-39 古細菌型脂質リポソームの熱安定性 (70 °C)

25

2

50

Le
ak

ag
e 

ex
te

nt
 o

f C
F

 (
%

)

3 510 4

75

Time (hr)

0

100

177

176

DMPC–cholesterol (2:1)

176 + 178 (1:1)

177 + 179 (9:1)
eggPC

PLE

176 + 177 (1:1)

25

2

50

Le
ak

ag
e 

ex
te

nt
 o

f C
F

 (
%

)

3 510 4

75

Time (hr)

177

176

0

100

DMPC–cholesterol (2:1)

176 + 178 (1:1)

177 + 179 (9:1)

eggPC

PLE

176 + 177 (1:1)



5-4　まとめ

古細菌 36 員環ジエーテル型脂質の脂質膜の性質について得られた知見を総合

すると以下のようにまとめられる 77) 。

1) 様々な形状に変化する、流動性に富んだリポソームの形成が観察され

　た。

2) リン脂質の相転移温度は –40 °C 以下である。

3) コア脂質は低温領域に相転移温度を有し、非環状脂質と比べて高い相

　転移温度，小さい相転移エンタルピー及びエントロピー値をとる。

4) 密なパッキングを有した単分子膜を形成する。

5) DMPC- d27 の運動性を低下させる。

6) 脂質膜の流動性が低い。

7) 水透過速度が遅いリポソームを形成する。

8) プロトン透過速度が遅いリポソームを形成する。

9) 高温でも安定なリポソームを形成する。

まず 1) であるが、通常のエステル型脂質ではみられないほど活発な形状変化

が認められた。これはイソプレン鎖が柔軟性の高いリポソーム形成に役立ってい

ることを示すものであり、7) の浸透圧応答にも関わる現象であると考えられる。

2),3) から古細菌型脂質は常温で液晶状態をとっていることが分かり、また 3) 

の傾向は第 4 章のモデル化合物分散液での知見と同じであることも分かった。

4) において、環状脂質は非環状脂質よりも密なパッキングを有していたが、そ

れでも図 5-40 に示した DMPC–cholesterol (2:1) 10) や eggPC 12f) よりは広がりを

もった単分子膜を形成していることが分かった。
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eggPC

Limiting area

(nm2/molecule)

0.46DMPC–cholesterol (2:1)

0.62

Figure 5-40 DMPC–cholesterol (2:1) 及び eggPC の分子占有面積



5) の運動性の低下は 3) で得られた知見、すなわちコンフォメーション変化部

位の低下及び自由運動の抑制と関連しており、さらに 6) の流動性低下にも関連

している。 DMPC–cholesterol が最も小さい値を示し、ついで環状脂質，非環状

脂質と並んでいく傾向にある。

7) の浸透圧応答、特に膨脹は今までの運動性，流動性で説明できない問題であっ

た。これには脂質分子の柔軟さが深く関わっていると考えられる。膨脹による脂

質分子間の広がりに対して、嵩高いイソプレン鎖が space filling の役割を担って

いると考えられる。

8) の結果は、イソプレン鎖よりも環状構造及びコレステロールの存在がプロト

ン透過に高い抵抗性を示したことを表している。つまり 5), 6) の性質が大きく関

わったものである。

9) についても 8) と同様に脂質分子の流動性，運動性とが大きく関わって得ら

れた結果であろう。しかしながら高温領域では DMPC–cholesterol よりも環状脂

質の方が高いバリアー能を示していた。つまり高温では大きい分子運動により生

じる脂質分子間間隔の広がりを補う、脂質分子の柔軟性がバリアー能の維持に必

要となってくると考えられる。

このように古細菌 36 員環脂質は非環状脂質と比べて密なパッキングをとり、

炭化水素鎖の運動性が低下することで膜流動性を低下させ、高温でも非常にバリ

アー能の高いリポソームを形成することを明らかにすることが出来た。このこと

が、大環状脂質を有した古細菌の、高温環境への適応を可能にする原動力ではな

いかと考えることが出来る。
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Figure 5-41 まとめ
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第 6 章　古細菌 72 員環モデル化合物のリン脂質誘導

体化及びその性質

6-1　はじめに

72 員環テトラエーテル型脂質は分子の両端に極性基を有した構造をしており、

それ自身で脂質二重膜に相当する一分子膜を形成しうると考えられている。図

6-1 のように膜貫通型コンフォメーションをとることでくさびの役割を果たし、

脂質二重膜中の側方拡散 (矢印) が抑制され、脂質膜の流動性の低下，物質透過

性の向上が見込まれる。

古細菌脂質で最も特徴的な構造である 72 員環テトラエーテル型脂質に関する

研究としては、好熱好酸菌 Sulfolobus acidocaldarius などから抽出した脂質の再

構成膜の物性研究が行われている 15) 。しかしながらこの天然抽出物はジエーテ

ル型脂質及びテトラエーテル型脂質 (シクロペンタン環も含めて) の混合物であ

り、さらに極性基についても非常に多くの種類で構成されているため、必ずしも

72 員環テトラエーテル型脂質の性質を言い表しているとはいえない。そこで古

細菌 36 員環ジエーテル型脂質のときと同様に、純粋な形で 72 員環構造及びテ

トラエーテル型構造を有した化合物を入手し、その脂質膜の性質を調べることが

まず先決である。
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Figure 6-1 テトラエーテル脂質の "くさび作用" の模式図



環状構造・テトラエーテル構造両者を併せ持ったモデル化合物の研究はスキー

ム 6-1 に示した Menger らの合成研究のみであった 13d) 。しかしながら得られた

ビスホスホコリン体はあらゆる溶媒に溶解困難で、膜としての性質を検討するに

は至っていない。

当研究室では天然型 72 員環テトラエーテル型脂質全合成に先立ち、直鎖状炭

化水素鎖で置き換えた 72 員環テトラエーテル型モデル化合物の両位置異性体

2 2 2 , 2 2 3 の合成を完了している (スキーム 6-2)。すなわち、 16 -ヒドロキシパ

ルミチン酸および sn -1- O-ベンジルグリセロールを出発原料としてアセタール

2 1 0 へと導き、 DIBAH 還元, アルキル化, 官能基変換を経てジアルキル置換グ

リセロール 2 1 3 , 2 1 4 , 2 1 5 を調製し、それらの適切な組み合わせで両異性体

の 環 化 前 駆 体 で あ る ジ ア ルデヒド 2 1 8 , 2 1 9 を得た。 そのジアルデヒドを

McMurry 反応で環化し、接触還元に付すことで 72 員環モデル脂質 2 2 2 , 2 2 3

を得ることに成功している 35) 。しかしながら膜の性質を検討するのに必要不可

欠な極性基の導入には至っていなかった。
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本章では 72 員環テトラエーテル型モデル化合物のリン脂質誘導体化及びその

脂質膜としての性質を各種測定法で検討したことについて述べる。
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6-2　リン脂質誘導体化

極性基としてはまず、本研究で主に利用したホスホコリンがジエーテル型脂質

との比較を行う上で好ましいと考えられる。しかしながら Menger らの結果を考

えあわせるとビスホスホコリン体は溶解性の問題から不適当である。そこでホス

ホコリンのような双性イオンでなく、酸性リン脂質ならばアルカリ性緩衝液に分

散し得るのではないかという予測の下、極性基の検討を行った。極性基としては

比較対照の調製が容易で、かつ比較的簡便に誘導できると考えられるリン酸エス

テルとし、 2 2 4 , 2 2 5 の合成を行った。 72 員環テトラエーテル型モデルリン脂

質の、環状構造の性質をよりよく理解するために非環状テトラエーテル型モデル

リン脂質 2 2 6 , 2 2 7 の合成も行った (図 6-2)。

72 員環モデル化合物は室温の有機溶媒に対して著しく溶解性が乏しいため、加

熱して反応を行う必要がある。つまりそのような温度でも安定なリン酸化試薬の

選択が重要である。そこでリン酸化試薬として、熱に安定なジフェニルリン酸ク

ロリドを用いることとした 78) 。合成経路をスキーム 6-3 に示す。 72 員環モデル

化合物 2 2 0 および約 5 当量の DMAP をベンゼン－ピリジン混合液中に加え、

室温で約 20 当量のジフェニルリン酸クロリドを加えた。その後 60 °C で 80 時

間程反応させると目的のビスリン酸トリエステル 2 2 8 が定量的に得られた。構

造の確認は 1 H-NMR において sn -1 位のメチレンプロトンの低磁場シフト (約

3.6 ppm →約 4.3 ppm )  およびフェニル基のピーク (約 7.3 ppm) が確認されたこ

と、 13 C-NMR において sn -2 位のシグナルのリンとのカップリング (約 77 ppm , 
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J = 8.0 Hz ) およびフェニル基のピーク (約 120 ~130, 150 ppm )  が確認されたこ

と、 31 P-NMR においてシグナル (約 –12 ppm ) が確認されたことおよび元素分析

等で行った。

このビスリン酸トリエステル 2 2 8 の保護基を酢酸中、白金触媒による接触還

元で除去を試みたところ、再結晶により 36 % という収率ながらビスリン酸エス

テル 2 2 4 が得られた。このリン脂質は熱クロロホルムに溶解するので NMR 測

定が可能であり、 1 H-NMR, 13 C-NMR におけるフェニル基のピークの消失、 31 P-

NMR におけるリン酸のシグナルの低磁場シフト (約 –12 ppm →約 1.8 ppm )、お

よび元素分析の結果などからこの構造を確認した。　

　また、その異性体 2 2 3 についても同様の操作で 2 2 5 へと変換できた。

非環状テトラエーテル型モデルリン脂質 2 2 6 , 2 2 7 の合成は、 72 員環モデル

合成の合成中間体であるジオール 2 1 6 , 2 1 7 を変換させることで得ることにし

た。すなわち水酸基を還元的に除去し、続く接触還元でジオール 2 3 2 , 2 3 3 と

した (スキーム 6-4)。極性基の導入は 2 2 4 , 2 2 5 の合成と同様の手法で行い、

非環状テトラエーテル型モデルリン脂質 2 2 6 , 2 2 7 を得た (スキーム 6-5)。
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6-3　脂質膜の性質

合成した 72 員環リン脂質の性質を 1) 熱分析 (DSC )，2) 分散液の 31 P-NMR ，

3) 電子顕微鏡観察で分析した。

6-3-1　熱分析 (DSC )

【実験】計 4 種のモデル脂質を各々秤量 (ca. 7 mg )  し、エチレングリコール

(ca. 50 mg ) とともにアルミニウム製パンに入れ、1 回室温から 130 °C まで昇温，

降温を行った。その後 50 °C から 130 °C まで、 2 °C/min の速度で走査した。

【結果】 72 員環モデルリン脂質 2 2 4 , 2 2 5 およびそれらの非環状脂質 2 2 6 , 

2 2 7 の結果を図 6-3 に示す。対応するジエーテル型モデルリン脂質 1 8 3 , 1 8 4

の熱力学的パラメーターも併せて示す。
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Figure 6-3 テトラエーテルモデルリン脂質の DSC 曲線
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まず、相転移温度 (Tc) であるが、環状脂質 2 2 4 , 2 2 5 は対応する非環状脂質

2 2 6 , 2 2 7 と比較して Tc が約 20 °C 低くなっていた。興味深いことに、これは

ジエーテル型脂質で得られた知見とは正反対である。すなわち環状ジエーテル型

脂質は非環状ジエーテル型脂質と比べて Tc が 8 °C 高い値を示し、このことは

Menger らの結果 1 3 b ) ，及び第 4 章で述べたリン酸ジエステル型モデル化合物 56) 

で得られた知見とも一致する。すでに第 4 章で考察したが、ジエーテル，ジエス

テル型環状脂質においては、炭化水素鎖末端が炭素－炭素結合により結びついて

分子運動の自由度が抑制されており、その結果液晶状態をとるのにより大きな熱

運動を必要としたためであろう。テトラエーテル型脂質においてもこの考察が当

てはまると思われたが、結果は相反するものだった。

この理由には相転移前後の相構造が、環状脂質，非環状脂質の両者で全く異なっ

ている可能性が考えられる。すなわち、テトラエーテル型脂質では、どちらか、

も し く は 両 者 が ジ エ ー テ ル ， ジ エ ス テ ル 型 脂 質 で 観 測 さ れ る ゲ ル (Lβ) －液晶

(Lα )  相転移とは異なる状態変化を起こすと思われる。実際どのような脂質集合

体の形状をとっているかについては次節で述べる。

相転移エンタルピー変化 ( H c)，相転移エントロピー変化 ( S c) については、

環状脂質 2 2 4 , 2 2 5 の方が非環状脂質 2 2 6 , 2 2 7 よりも小さい値であることが

分かった。これはジエーテル脂質での結果と同じ傾向であった。これはすなわち

環状脂質の方が、相転移の際にトランスゴーシュ変換しうる部位が少ないこと、

及び炭化水素鎖の運動性が抑制されていることによる、分子運動の自由度の低下

に起因しているといえる。

また、グリセロール位置異性体間 (2 2 4 と2 2 5 ，及び 2 2 6 と 2 2 7 ) での熱力

学的パラメーターに顕著な違いを見出すことは出来なかった。このことは、水に

分散しうるリン脂質系でも分光学的性質のみならず、脂質集合体としての性質に

も違いがみられないことを示すものであった。両異性体が物性上全く区別出来な

いものであることは、実際の天然体でも生合成的に区別されず、1:1 の位置異性

体混合物で存在していることとも符合する 38) 。
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6-3-2　分散液の 31 P-NMR 79)

脂質集合体の構造解析は、X 線小角散乱で解析する方法 80) ，直接的に電子顕微

鏡で観察する方法，及び 31 P-NMR のスペクトルパターンで分析する方法の 3 通

りがある。本研究では 31 P-NMR 及び電子顕微鏡観察を行った。まず本節で 31 P-

NMR 、次節で電子顕微鏡の測定結果について示す。

【原理】リン脂質分散液は、図 6-4 のような相構造をとると各々典型的な 31 P-

NMR スペクトルを示す。このように、相構造によってリンの NMR スペクトル

が大きく変化するのは、リンの化学シフトの異方性が他の核種に比べて著しく大

きいことに起因する。化学シフトの異方性で生じる 3 本のテンソル主値は分子の

運動場の状態によって部分的に平均化され、図 6-4 のようなスペクトルパターン

へと変化する。例えばラメラ構造では対称軸の垂直方向のテンソル主値 σ⊥ の強

度がその平行成分 σ | | よりも大きいため、 A のようなパターンが得られ、ミセル

や一枚膜ベシクル構造といった等方的な集合体の場合には 3 本のテンソル主値が

平均化されるために C のような鋭いピークを与える。 C のシグナルを与える脂

質集合体にはミセル，一枚膜ベシクルの他に逆ミセル，ロンビック，キュービッ

ク構造などがある (図 6-5 )。このように等方的なシグナルを与える構造体は何種

類もあり、必ずしも脂質集合体の構造を表現するとは限らないが、全体的にラメ

ラ構造 (A )，ヘキサゴナル構造 (B )，等方的構造 (C )，のどれをとっているかの

目安を知る上では有力な手段である。
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【実験】この 31 P-NMR を利用することによって、分子両端に極性基を有した

72 員環テトラエーテルモデルリン脂質の、水中での集合構造を吟味することと

した。サンプルは凍結融解法で調製した。すなわち、脂質 10 mg にエチレング

リコール (0.5 ml ) を加え、 Tc 以下 (20 °C ) 及び Tc 以上 (2 2 4 , 2 2 5 は 75 °C ，

2 2 6 , 2 2 7 は 100 °C ) で 10 分間ボルテックス処理し、各々 NMR サンプルを調

製した。測定もボルテックス処理と同じ温度に設定して行った。

【結果】 72 員環モデルリン脂質 2 2 5 およびその非環状脂質 2 2 7 の 31 P-NMR

スペクトルを図 6-6 に示す。それらの位置異性体 2 2 4 , 2 2 6 についても、各々

2 2 5 , 2 2 7 と同じ形状のスペクトルが得られた (図は省略)。

環状脂質では Tc 以下， Tc 以上の両者において、半値幅 150 Hz の鋭い等方的

なシグナルが現れた (各々図 6-6 A , B )。この結果から、観測された相転移は、

明瞭な構造変化 (ラメラ→ベシクル，ラメラ→ヘキサゴナルなど) に起因するも

のではなく、図 6-5 に示したミセル状会合体などの等方的構造体の、アルキル鎖

の単純なコンフォメーション変化由来と考えられる。
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Figure 6-6 環状脂質 2 2 5 (A; 20 °C,B; 75 °C) 及び非環状脂質 2 2 7 (C; 20 °C,D; 100 °C) の 31P-NMR



一方、非環状脂質では Tc 以下で図 6-6 C のような粉末パターンが得られ、 Tc

以上では半値幅 500 Hz の等方的シグナル (図 6-6 D ) を与えた。このスペクトル

の形状変化は、ジエーテル型脂質の、ラメラ構造からベシクル構造へのゲル (Lβ) 

－液晶 (Lα ) 相転移と同様の形状変化であった。

以上のことから、熱分析での予測通り、相転移における構造変化が環状脂質，

非環状脂質の両者で全く異なっていることが裏付けられ、特に環状脂質はジエー

テル，ジエステル型脂質で観測されるゲル (Lβ) －液晶 (Lα ) 相転移とは異なる状

態変化を起こしていることが分かった。

6-3-3　電子顕微鏡観察

【実験】測定法としては 4-3-2 節で紹介したネガティブ染色法を用いた。これ

は電子線に対して透過性の悪い、すなわち電子密度の大きい染色液で生体高分子

粒子をつつみこむと粒子の方が電子線の透過がよいため、負のコントラストで現

れることを示したものである。

脂質 (1 mg) に 2 ml の緩衝液 (50 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA, pH 7.5) を加え、

凍結，融解，そしてボルテックス処理 (at 100 °C ) を 5 回繰り返し、得られた分

散液を試料として用いた。

【結果】 72 員環モデルリン脂質 2 2 4 , 2 2 5 およびそれらの非環状脂質 2 2 6 , 

2 2 7 の電子顕微鏡写真を図 6-7 に示す。写真中に示したスケールバーは 1 µm

に相当する。

環状脂質 2 2 4 , 2 2 5 では大部分が 1~2 mm の大きな不規則シート状構造体で

あり、ところどころに直径 50 ~100 nm の小粒子がみられることがわかった。

31 P-NMR での結果と考えあわせると、不規則シート状構造体が等方的シグナル

を与えるとは考えにくく、これは秩序だった構造体でないために 31 P-NMR でシ

グナルとして現れなかったものと考えられる。一方非環状脂質 2 2 6 , 2 2 7 では

主に直径 50-100 nm の小粒子がみられ、他に直径 500 nm の大きな粒子も観測で

きた。このことから 2 2 6 , 2 2 7 はベシクルのような閉鎖小胞を形成することが

明らかになった。
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Figure 6-7 環状脂質 (A; 2 2 4 , B; 2 2 5 ) 及び非環状脂質 (C; 2 2 6 , D; 2 2 7 ) の電子顕微鏡写真



6-4　まとめ

まず非環状脂質についてベシクル様の球状構造体が得られた要因について考察

する。 Yamauchi らは非環状テトラエーテル化合物のビスホスホコリン誘導体

(第 1 章の図 1-11) が、蒸留水でベシクル構造でなく、シート状構造をとること

を見出している 14a) 。しかしながら直鎖アルキル基を嵩高いフィタニル基で置換

したモデル (第 1 章の図 1-11)  ではベシクル構造をとっていると報告している

1 4 b ) 。また、 Moss らはカチオン性極性基を有した非環状テトラエーテル化合物

が単独でもリポソームを形成すること，及び極性基の加水分解から見積もった、

脂質の分布比は outer:inner = ~85:15 であったと報告している 14d) 。これらのこ

とから、非環状テトラエーテル化合物のベシクル形成には極性基・炭化水素鎖の

種類が密接に絡んでおり、ベシクルの曲率は外層に U 字型コンフォメーション

をとることで補っていると考えられる。

今回用いた非環状テトラエーテル化合物 2 2 6 , 2 2 7 も Tc 以下では図 6-8 A の

ようなラメラ構造をとっており、 Tc 以上になると膜貫通型コンフォメーション

をとっていた脂質が図 6-8 B のような U 字型コンフォメーションをとって曲率

を補い、小粒子を形成したと考えられる。

次に環状脂質集合体の成因について考察する。当初は 72 員環モデルリン脂質

2 2 4 , 2 2 5 は球状化せず図 6-9 のようなシート状ラメラ構造をとると予測して
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Figure 6-8 非環状テトラエーテル脂質のとりうる構造体の一例



いたが、スペクトルの形状から粉末パターンは観察されず、ラメラ構造が存在し

ていない可能性が高いと考えられた。しかし実際には電子顕微鏡写真でシート状

構造体が確認出来た。この原因としては、不規則シート状構造体が秩序だった構

造でなかったため、NMR スペクトルでは観測されなかったと考えられる。

31 P-NMR で得られた等方的シグナルは電子顕微鏡写真における小粒子に相当

すると考えられるが、これはどのような構造であろうか。等方的シグナルを与え

る構造体としてテトラエーテル脂質が一分子膜となったベシクル構造やテトラエー

テル脂質の疎水部が屈曲した擬ミセル構造が考えられる。しかしながら環状脂質

は非環状脂質とは異なり、曲率を補う U 字型コンフォメーションの形成が困難

と考えられるので、ベシクルのような球状構造をとることが出来なかったと思わ

れる。電子顕微鏡で観察された小粒子はミセル状会合体であろう。

また環状脂質の相転移について、 DeRosa らは天然から得たテトラエーテル型

脂質の極性基を除去したコア脂質乾燥試料の相転移現象について、 DSC 及び X

線小角散乱を用いて調べている 81) 。それによると、テトラエーテル型脂質は –19 

°C から 19 °C まで

の 間 は 斜 め に 規 則

正 し く 配 列 し た 構

造 (L β ' ; 図 6-10) を

と っ て お り 、 そ れ

以 上 に な る と 炭 化

水 素 鎖 の コ ン フ ォ
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Figure 6-9 環状テトラエーテル型脂質のとりうる構造体の一例

L L '

Figure 6-10 2 種のラメラ構造



メーション変化によりラメラ構造が融解すると報告している。環状脂質 2 2 4 , 

2 2 5 の場合もこの変化と同じ現象によるもの、もしくは Lβ から Lβ ' への相転移

とも考えられる。

以上テトラエーテル型モデル脂質の脂質膜の性質について得られた知見を図6-

11 にまとめる。 72 員環モデル化合物環状テトラエーテル型脂質は非環状脂質と

比べてベシクルのような閉鎖小胞をとることが困難であることが分かった。また

テトラエーテル型脂質はジエーテル型脂質とは異なり、環状構造をとることで、

脂質集合体の形状にも大きな違いが生じることを見出すことが出来た 82) 。
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Figure 6-11 まとめ
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第 7 章　総括

本研究は古細菌にみられる特異な大環状脂質の膜機能の解明を究極の目標とし

て、大環状脂質を先ず化学的に合成し、それから調製される脂質膜の性質を各種

測定法を用いて詳細な検討を行ったものである。

第 2 章では古細菌脂質の炭化水素鎖となるイソプレン鎖の効率的合成法を確立

し、McMurry 反応を環化反応に用いることで古細菌 36 員環ジエーテル型脂質の

全合成を達成することが出来た。第 3 章ではオレフィンメタセシス反応を用いた

古細菌大環状脂質、とりわけ 72 員環テトラエーテル型脂質の効率的合成ルート

を確立することが出来た。第 4 章では古細菌大環状脂質のモデルとして大環状リ

ン酸ジエステル型化合物を合成し、その脂質膜の性質について検討して環状脂質

のもたらす影響を見出すことが出来た。第 5 章では古細菌 36 員環ジエーテル型

脂質からなるリポソームの諸性質について検討したところ、環状構造をとること

でその膜流動性，運動性を調節し、浸透圧応答・プロトン透過に抵抗性を示す、

高温でも物質保持能に優れたリポソームの形成を見出すことが出来た。第 6 章で

は 72 員環テトラエーテル型モデル化合物をリン脂質誘導体化し、その脂質膜の

性質を検討したところ、72 員環テトラエーテル化合物は脂質膜の物理学的性質

のみならず、脂質集合体としての性質にも変化を及ぼすことを明らかに出来た。

古細菌 36 員環ジエーテル型脂質の脂質膜の性質については、モデル化合物で

の知見及び非環状脂質との比較から環状構造のもたらす影響を総合的に評価でき

たと考えている。運動性，流動性，充填度，リポソームの浸透圧応答・プロトン

透過性・熱安定性といった諸性質が密接に絡み合うことで、古細菌 36 員環ジエー

テル型脂質の興味深い膜機能を発現していることが明らかとなった。

第一に脂質分子における環状構造が、膜機能へ多大な影響を与えていることを

明らかに出来た。環状構造が脂質分子の運動性を低下させることで膜流動性の低

下が生じ、その結果物質透過・熱に対する高いバリアーを発現したと考えられる。

第二に古細菌脂質に特徴的なイソプレン鎖は、リポソームの安定性に関与しな
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いことが見出せた。このことは古細菌 36 員環脂質からなるリポソームの安定性

が環状構造に由来することを強く示唆するものである。

メタン生成細菌 Methanococcus jannaschii において培養温度が上昇するにつれ

て環状脂質の割合が増加すること 58) ，好熱性古細菌において培養温度が上昇す

るにつれてシクロペンタン環の数が増大すること 59) ，絶対嫌気性真正細菌の脂

質膜においても温度及び有機溶媒・抗生物質の添加などの外的ストレスで橋かけ

構造をした脂質や大環状脂質が生成すること 60) などを考え合わせると、古細菌

大環状脂質が好熱性古細菌の高温環境への適応に大きな役割を果たしているとい

える。

このように高バリアー能かつ安定なリポソームを形成する古細菌 36 員環脂質

は、機能性リポソームへの応用も期待できる。 Nishikawa らは癌転移抑制作用を

もつ Arg-Gly-Asp (RGD) ペプチドを飽和イソプレン鎖と担持させた誘導体 2 3 6

を 合 成 し 、 そ れ を 含 む 修 飾 リ ポ ソ ー ム の 癌 転 移 率 を 調 べ て い る 83) 。その結果

2 3 6 を含むリポソームは、 RGD ペプチド単独及び直鎖炭化水素鎖の誘導体 2 3 7

を含むリポソーム (ともに 100 % ) と比べ、転移率が約 40 % に抑制されている

ことが分かった。イソプレン鎖が安定にペプチドを担持していたためであろうと

考えられている。単純なイソプレン鎖より更なる高バリアー能かつ膜安定化作用

を有する古細菌 36 員環脂質についても、ドラッグデリバリーシステム (DDS ) や

生理作用のあるペプチド，糖鎖で修飾した機能性リポソームの開発など、将来的

に医学・材料科学分野への幅広い利用価値を見出すことが出来よう。
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Figure 7-1 Nishikawa らのイソプレノイド– RGD ペプチド誘導体



また古細菌脂質のもう一つの特徴である、 72 員環テトラエーテル型脂質の膜機

能に関する研究は、第 6 章で述べた分岐メチル基をもたないモデル化合物におけ

るもののみである。

古細菌 72 員環テトラエーテル型脂質の脂質膜の性質を検討するにあたり、特

有な構造上の問題点を解決する必要がある。それは、脂質分子が膜貫通型コンフォ

メーションをとっているのか，天然脂質の両極性基は何故必ず異なるもので構成

されているのか 6 l , 3 6 ) の 2 点である。

Koga らは天然脂質の再構成リポソームの極性基について、内側にホスホエタ

ノールアミンのような比較的小さな極性基、外側にゲンチオビオシル基のような

荷電をもたない比較的大きな極性基が分布した非対称分布をしていることを見出

している 84d) 。すなわちベシクル構造の曲率を補うために両極性基が異なってい

るとも考えられるが、その詳細については不明である。テトラエーテル型脂質か

らなるリポソームの曲率に関して、テトラエーテル型脂質を含む極性脂質抽出物

と卵黄レシチンとの混合リポソームを調製したところ、卵黄レシチンの割合が少

なくなるほど粒径の大きなリポソームを形成したという報告がある 8 4 b ) 。すなわ

ちジエステル型脂質がリポソームの曲率を補っているといえる。天然抽出物が再

構成リポソームを形成する成因が、極性基の非対称分布によるものなのか、はた

して抽出物に含まれているジエーテル型脂質によるものなのか、興味のもたれる

問題である 84) 。

以上、本研究により古細菌大環状脂質が浸透圧・熱などの外的変化に抵抗性の

あるリポソームを形成し、極限環境における生体膜としての機能維持に大きな役

割を果たしていた可能性を見出すことが出来た。
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実験の部

融点は柳本製作所 BT-1 微量融点測定器 (未補正) を用いた。赤外吸収スペクト

ルは日立 285 型赤外分光光度計または堀場 FT-710 型赤外分光光度計を用いた。

旋光度は日本分光 DIP-360 デジタル旋光計を用いて測定した。 1 H 及び 13 C

NMR スペクトルは日本電子 GSX-270, EX-270, LA-300 及び LA-400 を用い、

特に注釈のない限り、溶媒には CDCl 3 (99.8 atom% enriched, Merck) を用いて測

定した。化学シフトに関しては、 1 H- NMR ではテトラメチルシラン (TMS) ( δH = 

0.00 )を内部標準とし、 13 C- NMR ではCDCl 3 の中心シグナル (δC = 77.0) を基準

とした。 2 H- NMR は LA-400 を用い、化学シフトに関してはクロロホルム中の天

然に存在する重水素同位体の重水素シグナル (δD = 7.26) を内部標準として測定

した。 31 P-NMR は EX-270, LA-400 を用い、化学シフトに関してはリン酸 (δP = 

0.00) を外部標準として測定した。EI-MS 及び FAB-MS スペクトルは日本電子

AX-505HA 質量分析装置を用いて測定した。

シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は Kiesel gel 60 (70-230 mesh or 230-

400 mesh, Merck ) を用い、ゲル濾過クロマトグラフィーは Sephadex ® LH-20 及

び Sephadex ® G-50 fine (Pharmacia) を用いた。

反応は、接触水素添加反応及び Glaser 反応以外はアルゴンガスあるいは窒素

ガ ス 雰 囲 気 下 で 行 っ た 。 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン (THF ) 及 び ジ メ ト キ シ エ タ ン

(DME )  は使用する直前にナトリウムベンゾフェノンケチルを用いて蒸留した。

ピリジン及びトリエチルアミンは水酸化カリウムを乾燥剤として用いて蒸留した。

キシレンは五酸化二リンを用いて蒸留した。ジクロロメタンは塩化カルシウムで

前乾燥をし、五酸化二リンを用いて蒸留した。ジメチルホルムアミド (DMF ) は

硫酸カルシウムを用いて減圧蒸留した。ジメチルスルホキシド (DMSO ) 及びヘ

キサメチルリン酸トリアミド (HMPA ) は水素化カルシウムを用いて減圧蒸留し

た。ベンゼン，トルエン及びアセトニトリルは水素化カルシウムを用いて蒸留し

た。メタノールはマグネシウムメトキシドを用いて蒸留した。

蒸留水はヤマト科学 WG25 型オートスチール純水製造装置を用いて製造した。
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第 2 章

(4R)-6-Benzyloxy-4-methylhexanol (77)

オゾンガスを (6 R )-8- ベンジルオキシ -2,6- ジメチルオクト -2- エン 76 27) (17.9 

g, 72.6 mmol) のメタノール溶液 (30 ml) に –78 °C で 10 時間通じた。反応終了

後溶液中のオゾンガスをアルゴンガスで 10 分間置換し、水素化ホウ素ナトリウ

ム (3.00 g, 79.3 mmol) を –78 °C で注意深く加えた。室温までゆっくりと昇温し、

溶媒を留去した。得られた残渣をエーテル及び 2N HCl で希釈し、水層をエーテ

ルで抽出した。有機層を合わせて飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で順次洗浄した。

抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロ

マトグラフィー (hexane-EtOAc (4:1-2:1, v/v)) で精製し、アルコール 77 (15.1 

g, 93 %) を無色油状物で得た。

[α]30
D +1.41° (c 0.920, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.90 (d, J= 6.6, 3H), 1.10-1.75 (m, 

7H), 3.50 (t, J= 6.8, 1H), 3.51 (dd, J= 6.8, 6.1, 1H), 3.62 (t, J= 6.6, 2H), 4.50 (s, 2H), 7.26-

7.35 (m, 5H). 13C-NMR (75 MHz): δ 19.46, 29.51, 29.98, 32.82, 36.53, 62.94, 68.43, 72.79, 

127.43, 127.56, 128.25, 138.37. IR (neat): 698, 737, 1099, 1365, 1454, 2866, 2931, 3373 

cm–1 . Anal. Calcd for C14H22O2: C, 75.63; H, 9.97. Found: C, 75.35; H, 10.04.

(7R)-9-Benzyloxy-7-methyl-2-nonyn-1-ol (78)

アルコール 77 (32.0 g, 144 mmol) をピリジン (60 ml) に溶解し、 0 °C で塩化

トシル (35.5 g 186 mmol) を加えた。 0 °C で 3.5 時間撹拌した後、水を加えて

反応液を酢酸エチルで抽出した。有機層を合わせて 2N HCl, 飽和 NaHCO 3 及び

飽和食塩水で順次洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、

トシラート (52.5 g) を無色油状物で得た。ヘキサンで予め洗浄した水素化ナト

リウム (5.20 g, 217 mmol) を DMSO (104 ml) に溶かし、 70 °C で 30 分間加熱
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した。得られた溶液を室温まで冷却し、テトラヒドロ -2-(2- プロピニルオキシ )-

2H -ピラン (30.5 g, 217 mmol) を加えて 25 分間室温で撹拌した。先ほど得たト

シラート (52.5 g) の DMSO 溶液 (35 ml) を 10 °C で 15 分間かけてゆっくりと

滴下し、そのままの温度で 5 分間撹拌した。水を加えて反応を停止し、反応液を

ヘキサンで 4 回抽出した。有機層を合わせて水で洗浄し、抽出液を硫酸ナトリウ

ムで乾燥後、溶媒を留去し、アルキニルエーテルを粗精製物で得た。得られた残

渣を THF －メタノール (1:1, 200 ml) に溶かし、 2N HCl (16 ml) を加えて室温で

24 時間反応させた。溶媒を除去後、得られた残渣をシリカゲルカラムクロマト

グラフィー (hexane-EtOAc (5:1-2:1, v/v)) で精製し、アルコール 78 (26.7 g, 71 

%, 3 step) を黄色油状物で得た。

[α]28
D +6.21° (c 1.10, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.88 (d, J= 6.3, 3H), 1.22 (m, 1H), 

1.34-1.72 (m, 6H), 2.10 (br, 1H), 2.18 (tt, J= 2.2, 7.1, 2H), 3.49 (t, J= 6.8, 1H), 3.50 (dd, J= 

6.8, 6.1, 1H), 4.20 (dt, J= 5.5, 2.0, 2H), 4.50 (s, 2H), 7.25-7.34 (m, 5H). 13C-NMR (100 

MHz): δ 18.94, 19.50, 25.94, 29.38, 36.18, 36.58, 51.34, 68.48, 72.87, 78.39, 86.46, 127.49, 

127.60, 128.33, 138.54. IR (neat): 698, 737, 1016, 1097, 1365, 1454, 2224, 2285, 2864, 2927, 

3386 cm–1 . Anal. Calcd for C17H24O2: C, 78.42; H, 9.29. Found: C, 78.12; H, 9.03.

(2E, 7R)-9-Benzyloxy-7-methyl-2-nonen-1-ol (79)

水素化リチウムアルミニウム (4.10 g, 108 mmol) を THF (130 ml) に懸濁させ、

プロパルギルアルコール 78 (27.0 g, 104 mmol) の THF 溶液 (40 ml) を 10 °C 

で 20 分間かけて滴下した。室温で 3 時間撹拌後、 50 °C で 4.5 時間撹拌した。

水をゆっくりと加え、エーテル及び 2N HCl で希釈した。水層をエーテルで抽出

し、有機層を合わせて飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で順次洗浄した。抽出液を

硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラ

フィー (hexane-EtOAc (4:1, v/v)) で精製し、アリルアルコール 79 (25.6 g, 94 

%) を無色油状物で得た。

[α]28
D +3.63° (c 1.17, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.87 (d, J= 6.6, 3H), 1.07-1.20 (m, 
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1H), 1.24-1.67 (m, 6H), 2.02 (m, 2H), 3.49 (t, J= 6.8, 1H), 3.50 (dd, J= 6.8, 6.1, 1H), 4.08

(d, J= 4.9, 2H), 4.50 (s, 2H), 5.62 (dt, J= 4.9, 15.3, 1H), 5.69 (dt, J= 5.6, 15.1, 1H), 7.26-

7.35 (m, 5H). 13C-NMR (100 MHz): δ 19.56, 26.42, 29.67, 32.41, 36.53, 36.68, 63.80, 

68.59, 72.85, 127.46, 127.59, 128.32, 128.87, 133.42, 138.61. IR (neat): 698, 737, 970, 1003, 

1095, 1365, 1454, 1670, 2858, 2927, 3383 cm–1 . Anal. Calcd for C17H26O2: C, 77.82; H, 9.99. 

Found: C, 77.53; H, 10.01.

(2R , 3R , 7R)-9-Benzyloxy-2,3-epoxy-7-methylnonanol (80)

200 °C で加熱乾燥したモレキュラーシーブ 4A 粉末 (22.9 g) に、直前に蒸留し

たジクロロメタン (390 ml) を加え、さらにオルトチタン酸テトライソプロピル

(14.0 ml, 47.8 mmol) 及び D-(–)- 酒石酸ジエチル (10.0 ml, 58.4 mmol) を –25 °C 

で加えてそのままの温度で 55 分間撹拌した。その中にアリルアルコール 79

(12.3 g, 46.9 mmol) のジクロロメタン溶液 (50 ml) を –25 °C で 15 分間かけて

加えた。 20 分後、 t- ブチルヒドロペルオキシド (5.5 M in decane, 18.0 ml, 99.0 

mmol) を –25 °C で 10 分間かけて滴下し、そのままの温度で 1.5 時間撹拌した。

10% 酒石酸溶液 (200 ml) を加えて反応を停止し、室温で 1 時間撹拌した。不溶

物を吸引濾過で除去し、濾液を酢酸エチルで抽出した。有機層を合わせて飽和食

塩水で洗浄し、抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去した。得られた残

渣をエーテル (160 ml) 及び 10% NaOH (80 ml) で溶かし、 0 °C で 1 時間撹拌し

た。反応液をエーテルで抽出し、有機層を合わせて飽和食塩水で洗浄した。抽出

液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマト

グラフィー (hexane-EtOAc (2:1, v/v)) で精製し、エポキシド 80 (11.9 g, 91 %) 

を無色油状物で得た。

[α]26
D +22.2° (c 1.50, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.88 (d, J= 6.3, 3H), 1.10-1.73 (m, 

9H), 2.46 (t, J= 6.3, 1H), 2.90 (m, 2H), 3.49 (t, J= 6.8, 1H), 3.50 (dd, J= 6.8, 6.1, 1H), 3.57

(ddd, J= 12.5, 6.5, 4.7, 1H), 3.85 (ddd, J= 12.5, 5.9, 2.5, 1H), 4.49 (s, 2H), 7.23-7.38 (m, 

5H). 13C-NMR (75 MHz): δ 19.38, 23.14, 29.59, 31.62, 36.49, 36.56, 55.87, 58.49, 61.67, 
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68.41, 72.73, 127.35, 127.48, 128.19, 138.42. IR (neat): 698, 739, 1028, 1099, 1365, 1454, 

2862, 2929, 3423 cm–1 . Anal. Calcd for C17H26O3: C, 73.35; H, 9.41. Found: C, 73.25; H, 

9.61.

(2S , 6R)-8-Benzyloxy-2,6-dimethyloctanol (73)

エポキシド 80 (14.7 g, 52.8 mmol) を直前に蒸留したジクロロメタン (190 ml) 

に溶かし、トリメチルアルミニウムのヘキサン溶液 (1 M ,  165 ml, 165 mmol) を

0 °C で 15 分間かけて加え、そのままの温度で 3.5 時間撹拌した。メタノール

(30 ml) を注意深く加えて反応を停止し、反応液をエーテル及び 2N HCl で希釈

した。水層をエーテルで抽出し、有機層を合わせて飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩

水で順次洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、 1,2- ジオー

ルを粗精製物で得た。得られた残渣を THF －水 (60 ml, 2:1) に溶かし、過ヨウ

素酸ナトリウム (14.1 g,  65.9 mmol) を加えて室温で 2.5 時間反応した。酢酸エ

チル及び飽和食塩水で希釈し、水層を酢酸エチルで抽出した。有機層を合わせて

飽和食塩水で洗浄し、硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、アルデヒドを粗

精製物で得た。得られた残渣をメタノール (75 ml) で溶解し、水素化ほう素ナト

リウム (2.10 g, 55.5 mmol) を 0 °C で加えた。 0 °C で 1 時間撹拌後、溶媒を留

去し、得られた残渣をエーテル及び 2N HCl で希釈した。水層をエーテルで抽出

し、有機層を合わせて飽和 Na 2 S 2 O3 , 飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で順次洗浄

した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラ

ムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (7:1-5:1, v/v)) で精製し、アルコール 73

(11.8 g, 84 %, 3 steps) を無色油状物で得た。

[α]28
D –4.81° (c 1.10, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.86 (d, J= 6.6, 3H), 0.88 (d, J= 6.6, 

3H), 0.96-1.73 (m, 10H), 2.73 (br, 1H), 3.31 (dd, J= 10.2, 6.6, 1H), 3.41 (dd, J= 10.2, 5.9, 

1H), 3.47 (t, J= 7.1, 1H), 3.48 (dd, J= 7.1, 6.0, 1H), 4.47 (s, 2H), 7.22-7.32 (m, 5H). 13C-

NMR (75 MHz): δ 16.58, 19.66, 24.21, 29.81, 33.35, 35.71, 36.67, 37.33, 68.27, 68.69, 

72.86, 127.44, 127.58, 128.30, 138.64. IR (neat): 1100, 1460, 2860, 2940, 3380 cm–1 . Anal. 
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Calcd for C17H28O2: C, 77.22; H, 10.67. Found: C, 77.48; H, 10.94.

(3R , 7S )-8- tert-butyldimethylsilyloxy-2,6-dimethyloctane (74)

アルコール 73 (10.0 g, 37.8 mmol),  tert -ブチルジメチルクロロシラン (7.00 g, 

46.4 mmol) 及びイミダゾール (6.50 g, 95.5 mmol) を DMF (80 ml) に溶解し、

室温で 1.5 時間撹拌した。水を加えて反応を停止し、反応液をヘキサンで数回抽

出した。有機層を合わせて飽和食塩水で洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾

燥後、溶媒を留去してシリルエーテル (14.1 g) を粗精製物で得た。得られた残

渣 (14.1 g, 37.2 mmol) を酢酸エチル (200 ml) に溶かし、 10% Pd–C (1.35 g) を

加えて水素雰囲気下、室温で 50 時間撹拌した。触媒をセライト濾過で除去し、

酢酸エチルでセライトを数回洗浄した。濾液を濃縮し、残渣をシリカゲルカラム

クロマトグラフィー (hexane-EtOAc (10:1, v/v)) で精製し、アルコール 74 (11.0 

g, 97 %, 2 steps) を無色油状物で得た。

[α]27
D –0.490° (c 1.73, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.04 (s, 6H), 0.87 (d, J= 6.6, 3H), 

0.89 (d, J= 6.4, 3H), 0.90 (s, 9H), 1.00-1.67 (m, 10H), 3.35 (dd, J= 9.8, 6.4, 1H), 3.44 (dd, 

J= 9.8, 5.5, 1H), 3.68 (m, 2H). 13C-NMR (75 MHz): δ –5.36, 16.76, 18.35, 19.64, 24.26, 

25.94, 29.45, 33.40, 35.73, 37.43, 39.91, 61.21, 68.37. IR (neat): 840, 1100, 2860, 2940, 

2960, 3350 cm–1 . Anal. Calcd for C16H36O2Si: C, 66.60; H, 12.58. Found: C, 66.52; H, 12.86.

(2S , 6R)-1- tert-Butyldimethylsilyloxy-8-iodo-2,6-dimethyloctane (82) 

アルコール 74 (1.57 g,  5.44 mmol), イミダゾール (0.92 g, 13.5 mmol), トリ

フェニルホスフィン (3.55 g, 13.5 mmol) 及びヨウ素 (2.75 g, 10.8 mmol) をベ

ンゼン (60 ml) に溶かし、室温で 30 分間撹拌した。飽和 Na 2 S 2 O3 を加えて反応

を停止し、酢酸エチルで抽出した。有機層を合わせて飽和食塩水で洗浄した。抽

出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマ
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トグラフィー (hexane-EtOAc (50:1, v/v)) で精製し、ヨウ化物 82 (2.00 g, 92 %) 

を無色油状物で得た。

[α]28
D –9.08° (c 1.44, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.04 (s, 6H), 0.86 (d, J= 6.8, 3H), 

0.87 (d, J= 6.4, 3H), 0.89 (s, 9H), 0.95-1.43 (m, 7H), 1.55 (br, 1H), 1.63 (m, 1H), 1.87 (m, 

1H), 3.16 (ddd, J= 9.8, 7.8, 7.1, 1H), 3.25 (ddd, J= 9.8, 7.8, 5.4, 1H), 3.35 (dd, J= 9.8, 6.3, 

1H), 3.44 (dd, J= 9.8, 5.9, 1H). 13C-NMR (75 MHz): δ –5.34, 5.40, 16.77, 18.36, 18.74, 

24.14, 25.96, 33.35, 33.83, 35.71, 36.55, 40.90, 68.35. IR (neat): 780, 840, 1090, 1250, 

1460, 2850, 2930 cm–1 . Anal. Calcd for C16H35OSiI: C, 48.23; H, 8.85. Found: C, 48.03; H, 

8.99.

(2S , 6R)-8-Benzyloxy-1-phenylsulfonyl-2,6-dimethyloctane (83) 

アルコール 73 (11.0 g, 41.6 mmol) をピリジン (30 ml) に溶かし、塩化メタン

スルホニル (4.00 ml, 51.6 mmol) を 0 °C で加え、そのままの温度で 3.5 時間撹

拌した。水を加えて反応を停止し、反応液を酢酸エチルで抽出した。有機層を合

わせて 2N HCl, 飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で順次洗浄した。抽出液を硫酸ナ

トリウムで乾燥後、溶媒を留去し、メシラートを粗精製物で得た。得られた残渣

を DMF (100 ml) に溶かし、チオフェノール (5.20 ml, 51.0 mmol) 及び炭酸カリ

ウム (5.90 g, 42.7 mmol) を加えて室温で 4 時間撹拌した。反応液に水を加え、

ヘキサンで 4 回抽出した。有機層を合わせて飽和食塩水で洗浄した。抽出液を硫

酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、チオエーテルを粗精製物で得た。得られ

た残渣をジクロロメタン (120 ml) に溶かし、メタクロロ過安息香酸 (25.0 g (85 

%), 123 mmol) を加えて 0 °C で 7 時間撹拌した。飽和 Na 2 S 2 O3 (150 ml) を加え

て反応を停止し、酢酸エチルで抽出した。有機層を合わせて 10% NaOH 及び飽

和食塩水で順次洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残

渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (20:1, v/v)) で精製し、

スルホン 83 (15.4 g, 95 %, 3 steps) を無色油状物で得た。

[α]30
D +3.49° (c 1.69, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.83 (d, J= 6.6, 3H), 1.06 (d, J= 6.6, 
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3H), 1.14-1.43 (m, 7H), 1.46-1.73 (m, 2H), 2.07 (m, 1H), 2.91 (dd, J= 14.1, 7.8, 1H), 3.07

(dd, J= 14.1, 4.6, 1H), 3.47 (t, J= 6.9, 1H), 3.48 (dd, J= 6.9, 5.7, 1H), 4.48 (s, 2H), 7.26-

7.34 (m, 5H), 7.52-7.63 (m, 3H), 7.89-7.92 (m, 2H). 13C-NMR (75 MHz): δ 19.48, 19.84, 

23.54, 28.44, 29.60, 36.52, 36.72, 36.81, 62.38, 68.46, 72.78, 127.38, 127.49, 127.72, 

128.23, 129.15, 133.42, 138.52, 140.03. IR (neat): 534, 567, 600, 1088, 1147, 1306, 1446, 

2858, 2927 cm–1 . Anal. Calcd for C23H32O3S: C, 71.09; H, 8.30. Found: C, 70.93; H, 8.48.

(2S , 6R ,10S ,14R)-16-Benzyloxy-1-tert-butyldimethylsilyloxy-2,6,10,14-

tetramethyl-8-phenylsulfonylhexadecane (84)

300 ml シュレンク中にスルホン 83 (3.30 g, 8.49 mmol) 及び脱気した THF

(50 ml) を加えた。 n-ブチルリチウム (1.57 M in hexane, 5.60 ml, 8.79 mmol) 

を –78 °C で滴下し、同じ温度で 15 分間撹拌した。反応温度を 0 °C にして 15 

分間撹拌し、 –25 °C に冷却した。 HMPA (20 ml) を加え、 5 分後にヨウ化物 82

(3.38 g, 8.49 mmol) の脱気 THF 溶液 (25 ml) を 10 分かけて滴下した。 –25 °C 

で 1 時間撹拌後、飽和 NH 4 Cl で反応を停止した。反応液を酢酸エチルで抽出し、

有機層を合わせて飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で洗浄した。抽出液を硫酸ナト

リウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー

(hexane-EtOAc (20:1-10:1, v/v)) で精 製し 、スル ホン 84 (4.89 g, 87 % as a 

mixture of diastereomers) を無色油状物で得た。

1H-NMR (300 MHz): δ 0.04 (s, 6H), 0.77 (d, J= 6.3, 3H), 0.82 (d, J= 6.3, 3H), 0.85 (d, J= 

6.6, 3H), 0.90 (s, 9H), 1.01 (d, J= 7.1, 3H), 0.93-1.90 (m, 22H), 2.87 (dt, J= 1.7, 5.6, 1H), 

3.34 (dd, J= 9.8, 6.6, 1H), 3.42 (dd, J= 9.8, 5.7, 1H), 3.48 (m, 2H), 4.49 (s, 2H), 7.22-7.37

(m, 5H), 7.58 (m, 3H), 7.88 (m, 2H). IR (neat): 840, 1080, 1140, 1250, 1300, 1460, 2850, 

2920 cm–1 . Anal. Calcd for C39H66O4SSi: C, 71.07; H, 10.09. Found: C, 71.29; H, 10.29.

(3R , 7R ,11S ,15S )-16- tert-Butyldimethylsilyloxy-3,7,11,15-

tetramethylhexadecanol (85) 
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エチルアミン (10 ml) に –78 °C でスルホン 84 (130 mg, 0.20 mmol) の THF

(5 ml) 溶液を加え、さらにリチウム片 (80 mg, 10 mmol) を加え、得られた青色

溶液を –78 °C で 2 時間撹拌した。イソプレン及びメタノールを加えて反応を停

止し、エーテルで希釈した。反応液に飽和食塩水を加えて酢酸エチルで抽出し、

有機層を合わせて 2N HCl, 飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で順次洗浄した。抽出

液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマト

グラフィー (hexane-EtOAc (10:1, v/v)) で精製し、 85 (50 mg, 59 %) を無色油状

物で得た。

[α]28
D +0.450° (c 1.38, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.04 (s, 6H), 0.82-0.91 (m, 12H), 

0.90 (s, 9H), 1.00-1.68 (m, 24H), 3.35 (dd, J= 9.8, 6.6, 1H), 3.45 (dd, J= 9.8, 5.8, 1H), 3.69

(m, 2H). 13C-NMR (75 MHz): δ –5.36, 16.79, 18.34, 19.66, 19.76, 24.35, 24.39, 24.43, 

25.95, 29.51, 32.73, 32.78, 33.50, 35.74, 37.30, 37.36, 37.48, 39.93, 61.18, 68.43. IR (neat): 

760, 840, 1090, 1250, 1460, 2850, 2920, 3340 cm–1 . Anal. Calcd for C26H56O2Si: C, 72.83; H, 

13.16. Found: C, 72.55; H, 13.14.

1-O-Benzyl-2,3-bis-O-[(3R , 7R ,11S ,15S )-16- tert-butyldimethylsilyloxy-

3,7,11,15-tetramethylhexadecanyl]-sn-glycerol (88) 

アルコール 85 (4.42 g, 10.3 mmol) をピリジン (25 ml) にとかし、 0 °C で塩化

メタンスルホニル (1.00 ml, 12.9 mmol) を加え、同じ温度で 2.5 時間撹拌した。

水 (60 ml) を加えて反応を停止し、反応液を酢酸エチルで抽出した。有機層を合

わせて 2N HCl, 飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で順次洗浄した。抽出液を硫酸ナ

トリウムで乾燥後、溶媒を留去してメシラート 86 を粗精製物で得た。

ヘキサンで予め洗浄した水素化ナトリウム (104 mg, 4.33 mmol) を DMSO (2 

ml) に溶 かし 、 1- O- ベン ジル -sn - グ リセ ロー ル 87 (213 mg, 1.17 mmol) の
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DMSO 溶液 (3 ml) を室温で加えた。室温で 1 時間撹拌後、メシラート 86 (1.24 

g, 2.45 mmol) の DMSO 溶液 (14 ml) を室温でゆっくりと加えた。 2 日間撹拌し、

水で反応を停止し、反応液を酢酸エチルで抽出した。有機層を合わせて水で洗浄

した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラ

ムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (20:1, v/v)) で精製し、 88 (656 mg, 56 %) 

を無色油状物で得た。

[α]26
D +0.680° (c 1.56, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.04 (s, 12H), 0.83-0.90 (m, 24H), 

0.89 (s, 18H), 0.94-1.73 (m, 48H), 3.32-3.64 (m, 13H), 4.55 (s, 2H), 7.26-7.34 (m, 5H). 13C-

NMR (67.5 MHz): δ –5.34, 16.81, 18.35, 19.69, 19.71, 19.76, 24.39, 24.48, 25.97, 29.81, 

29.90, 29.94, 32.76, 32.82, 33.52, 35.76, 36.64, 37.10, 37.41, 37.53, 68.42, 68.87, 69.97, 

70.31, 70.78, 73.35, 77.95, 127.48, 127.57, 128.29, 138.42. IR (neat): 780, 840, 1090, 1250, 

1460, 2850, 2920 cm–1 . Anal. Calcd for C62H122O5Si2: C, 74.18; H, 12.25. Found: C, 74.31; 

H, 12.27.

1-O-Benzyl-2,3-bis-O-[(3R , 7R ,11S ,15S )-16-hydroxy-3,7,11,15-

tetramethylhexadecanyl]-sn-glycerol (89) 

シリルエーテル 88 (2.18 g, 2.17 mmol) を THF (25 ml) に溶かし、テトラブチ

ルアンモニウムフルオリド (1.0 M solution in THF, 6.60 ml, 6.60 mmol) を加え、

室温で 12 時間撹拌した。反応液を濃縮し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグ

ラフィー (hexane-EtOAc (4:1-2:1, v/v)) で精製し、ジオール 89 (1.68 g, quant.) 

を無色油状物で得た。

[α]28
D –2.45° (c 0.86, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.84 (d, J= 6.8, 6H), 0.85 (d, J= 6.3, 

6H), 0.87 (d, J= 6.6, 6H), 0.91 (d, J= 6.8, 6H), 0.96-1.70 (m, 48H), 1.80 (br, 2H), 3.36-3.64

(m, 13H), 4.55 (s, 2H), 7.26-7.34 (m, 5H). 13C-NMR (75 MHz): δ 16.61, 19.64, 19.66, 

19.72, 24.31, 24.35, 24.37, 29.75, 29.83, 32.69, 32.73, 33.44, 35.71, 36.56, 37.02, 37.26, 

37.31, 37.46, 37.47, 68.22, 68.82, 69.91, 70.23, 70.72, 73.29, 77.88, 127.44, 127.53, 128.24, 
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138.33. IR (neat): 1040, 1120, 1380, 1460, 2850, 2920, 3400 cm–1 . Anal. Calcd for C50H94O5: 

C, 77.46; H, 12.22. Found: C, 77.41; H, 12.51.

1-O-Benzyl-2,3-bis-O-[(3R , 7R ,11S ,15S )-15-formyl-3,7,11,15-

tetramethylpentadecanyl]-sn-glycerol (70) 

オキザリルクロリド (2 M in CH 2 Cl 2 , 1.90 ml, 3.80 mmol) をジクロロメタン

(20 ml) に溶かし、 –78 °C で DMSO (350 µ l ,  4.93 mmol) を滴下し、同じ温度で

30 分間撹拌した。さらにジオール 89 (571 mg, 0.737 mmol) のジクロロメタン

溶液 (12 ml) を –78 °C で滴下し、 –78 °C で 20 分間、 –30 °C で 4 時間撹拌した。

反応液を –78 °C に再び冷却し、系中にトリエチルアミン (1.70 ml, 12.2 mmol) 

をゆっくり滴下し、反応温度を徐々に室温まで昇温した。水を加えて反応を停止

し、反応液を酢酸エチルで抽出した。有機層を合わせて 2N HCl, 飽和 NaHCO 3

及び飽和食塩水で順次洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去

し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (10:1, v/v)) で

精製し、ジアルデヒド 70 (542 mg, 95 %) を無色油状物で得た。

[α]26
D +10.8° (c 1.30, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.84 (d, J= 7.8, 6H), 0.85 (d, J= 6.3, 

6H), 0.87 (d, J= 6.1, 6H), 1.09 (d, J= 7.1, 6H), 0.99-1.75 (m, 46H), 2.34 (m, 2H), 3.44-3.65

(m, 9H), 4.55 (s, 2H), 7,27-7.34 (m, 5H), 9.61 (d, J= 2.0, 2H). 13C-NMR (75 MHz): δ 13.34, 

19.63, 19.66, 19.70, 19.73, 24.34, 24.39, 24.43, 29.67, 29.80, 29.87, 30.84, 32.63, 32.78, 

36.61, 36.98, 37.07, 37.31, 37.35, 37.41, 37.50, 46.33, 68.86, 69.94, 70.28, 70.76, 73.32, 

77.92, 127.47, 127.55, 128.27, 138.40, 205.40. IR (neat): 1120, 1380, 1460, 1730, 2850, 2930 

cm–1 . Anal. Calcd for C50H90O5: C, 77.87; H, 11.76. Found: C, 77.78; H, 11.81.

(2S , 7R ,11R ,15S ,19S ,22S ,26S ,30R ,34R)-2-Benzyloxymethyl-

7,11,15,19,22,26,30,34-octamethyl-1,4-dioxacyclohexatriacont-20-ene (71) 
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アルゴン気流下、アトモスバック中で三塩化チタン (2.1 g, 14 mmol) 及び Zn-

Cu (2.1 g, 32 mmol) を 200 ml のシュレンク管に入れた。シュレンク管中に

DME (80 ml) を加え、 2.5 時間加熱還流した。加熱還流した系中にジアルデヒド

70 (513 mg, 0.664 mmol) の DME 溶液 (50 ml) を電動シリンジポンプで 48 時間

かけて滴下した。滴下終了後、さらに 18 時間加熱還流し、その後室温まで冷却

した。反応系中に 20% K 2 CO 3 水溶液 (80 ml) を加え、室温で 4.5 時間撹拌し、

反応液を酢酸エチルで抽出した。有機層を合わせて飽和食塩水で洗浄した。抽出

液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマト

グラフィー (hexane-EtOAc (20:1, v/v)) で精製し、 36 員環閉環体 71 (321 mg, 

65 %) を無色油状物で得た。

[α]23
D +6.66° (c 1.16, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.83 (d, J= 6.3, 6H), 0.84 (d, J= 6.3, 

6H), 0.87 (d, J= 6.6, 6H), 0.94 (d, J= 6.8, 6H), 0.98-1.70 (m, 46H), 2.02 (br, 2H), 3.45-3.65

(m, 9H), 4.55 (s, 2H), 5.11 (m, 2H), 7.25-7.34 (m, 5H). 13C-NMR (75 MHz): δ 19.77, 19.85, 

21.82, 24.48, 25.05, 29.60, 29.72, 32.75, 32.83, 32.87, 36.64, 36.98, 37.23, 37.36, 37.46, 

37.47, 37.76, 68.58, 69.70, 70.28, 71.43, 73.35, 77.94, 127.50, 127.57, 128.30, 134.97, 

138.37. IR (neat): 696, 733, 968, 1117, 1377, 1462, 2858, 2925 cm–1 . EI-MS: m/z 738 (M+), 

647, 632, 555. High resolution EI-MS: Calcd for C50H90O3, 738.6890. Found: 738.6918. Anal. 

Calcd for C50H90O3: C, 81.24; H, 12.27. Found: C, 81.31; H, 12.49.

(2R , 7R ,11R ,15S ,19S ,22S ,26S ,30R ,34R)-2-hydroxymethyl-

7,11,15,19,22,26,30,34-octamethyl-1,4-dioxacyclohexatriacontane (5) 

ベンジルエーテル 71 (80 mg, 0.11 mmol) を酢酸エチル (5 ml) に溶かし、 10% 

Pd–C (80 mg) を加えて水素雰囲気下、室温で 3 日間撹拌した。触媒をセライト
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濾過で除去し、酢酸エチルでセライトを数回洗浄した。濾液を濃縮し、残渣をシ

リカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (10:1, v/v)) で精製し、 36 員

環コア脂質 5 (68 mg, 96 %) を無色油状物で得た。

[α]26
D +8.17° (c 1.16, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.84-0.89 (m, 24H) 1.00-1.68 (m, 

52H), 2.20 (br, 1H), 3.46-3.73 (m, 9H). 13C-NMR (75 MHz): δ 19.76, 1985, 19.93, 19.97, 

20.02, 20.08, 23.96, 24.26, 24.34, 24.42, 29.72, 29.77, 32.41, 32.46, 32.50, 32.59, 32.66, 

32.77, 33.03, 33.56, 34.16, 36.53, 36.67, 36.90, 36.99, 37.17, 37.19, 37.26, 63.02, 68.52, 

70.00, 71.18, 71.23, 78.37. IR (neat): 1050, 1110, 1380, 1460, 2850, 2920, 3440 cm–1 . EI-

MS: m/z 650 (M+), 620, 557. High Resolution EI-MS: Calcd for C43H86O3, 650.6577. Found: 

650.6603. Anal. Calcd for C43H86O3: C, 79.32; H, 13.31. Found: C, 79.60; H, 13.31.

(3R , 7R ,11R)-3,7,11,15-Tetramethylhexadecan-1-ol (phytanol) (94)

アルゴン雰囲気下、フィトール 93 (12.9 g,  43.5 mmol) 及び [( S )-(–)-2,2 ' - ビ

ス(ジフェニルホスフィノ ) -1 ,1 ' - ビナフチル ]クロロ (p-シメン )- ルテニウムクロリ

ド (97 mg) を脱気したメタノール (40 ml) に溶かし、ステンレス製耐圧チューブ

に封 入 し た 。高 純 度 水 素ガ ス (99.99999 % purity) を 反 応 容 器に 封 入 (90 

kgf/cm 2 ) し、室温で 4 日間撹拌した。注意深く容器を開封し、溶媒を留去後、

残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (10:1, v/v)) で精製

し、アルコール 94 (11.9 g, 92 %) を無色油状物で得た。

[α]29
D +2.29° (c 1.02, CHCl3) (lit6a), +2.4°). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.84-0.91 (d, J= 6.6, 

15H) 1.00-1.67 (m, 25H), 3.62-3.75 (m, 2H). 13C-NMR (75 MHz): δ 19.66, 19.74, 19.76, 

22.62, 22.72, 24.35, 24.44, 24.78, 27.96, 29.49, 32.78, 37.26, 37.29, 37.36, 37.42, 37.47, 

39.34, 39.93, 61.24. IR (neat): 737, 760, 1009, 1057, 1365, 1377, 1464, 2870, 2925, 2954, 

3330 cm–1 .

1-O-Benzyl-2,3-di-O-[(3R , 7R ,11R)-3,7,11,15-tetramethylhexadecanyl]-sn-

glycerol (97) 
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アルコール 94 (2.12 g, 7.12 mmol) をピリジン (10 ml) にとかし、 0 °C で塩化

メタンスルホニル (720 µ l, 9.26 mmol) を加え、同じ温度で 2 時間撹拌した。水

(10 ml) を加えて反応を停止し、反応液を酢酸エチルで抽出した。有機層を合わ

せて 2N HCl, 飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で順次洗浄した。抽出液を硫酸ナト

リウムで乾燥後、溶媒を留去してメシラート 96 を粗精製物で得た。

ヘキサンで予め洗浄した水素化ナトリウム (252 mg, 10.5 mmol) を DMSO (3 

ml) に溶 かし 、 1- O- ベン ジル -sn - グ リセ ロー ル 87 (580 mg, 3.18 mmol) の

DMSO 溶液 (3 ml) を室温で加えた。室温で 1 時間撹拌後、メシラート 96 (2.46 

g, 6.52 mmol) の DMSO 溶液 (7 ml) を室温でゆっくりと加えた。 67 時間 40 °C 

で撹拌し、飽和 NH 4 Cl (15 ml) で反応を停止し、反応液を酢酸エチルで抽出した。

有機層を合わせて水で洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去

し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (50:1, v/v)) で

精製し、化合物 97 (1.49 g, 63 %) を無色油状物で得た。

[α]28
D +2.85° (c 0.640, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.83-0.88 (10xd, 30H), 1.00-1.68

(m, 48H), 3.41-3.67 (m, 9H), 4.56 (s, 2H), 7.26-7.34 (m, 5H). 13C-NMR (67.5 MHz): δ 

19.75, 22.63, 22.72, 24.37, 24.48, 24.78, 27.96, 29.80, 29.89, 32.80, 36.62, 37.09, 37.27, 

37.40, 37.45, 37.50, 39.36, 68.86, 69.94, 70.30, 70.78, 73.33, 77.93, 127.48, 127.57, 128.28, 

138.42. IR (neat): 1115, 1380, 1376, 1460, 2860, 2920, 2950 cm–1 . Anal. Calcd for C50H94O3: 

C, 80.79; H, 12.75. Found: C, 80.59; H, 12.82.

2,3-Di-O-[(3R , 7R ,11R)-3,7,11,15-tetramethylhexadecyl]-sn-glycerol (1) 

ベンジルエーテル 97 (2.03 g, 2.74 mmol) を酢酸エチル (20 ml) に溶かし、

10% Pd–C (1.11 g) を加えて水素雰囲気下、 40 °C で 29 時間撹拌した。触媒を
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セライト濾過で除去し、酢酸エチルでセライトを数回洗浄した。濾液を濃縮し、

残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (20:1, v/v)) で精製

し、非環状ジエーテル型コア脂質 1 (1.63 g, 92 %) を無色油状物で得た。

[α]25
D +8.66° (c 1.07, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.83-0.89 (m, 30H) 1.00-1.69 (m, 

48H), 2.21 (t, J= 6.0, 1H), 3.44-3.76 (m, 9H). 13C-NMR (75 MHz): δ 19.66, 19.69, 19.76, 

22.62, 22.72, 24.34, 24.46, 24.79, 27.96, 29.83, 29.86, 32.78, 36.57, 37.05, 37.27, 37.34, 

37.38, 37.44, 37.48, 39.36, 63.08, 68.63, 70.14, 70.94, 78.28. IR (neat): 1051, 1117, 1365, 

1376, 1464, 2868, 2925, 2952, 3471 cm–1 . Anal. Calcd for C43H88O3: C, 79.07; H, 13.58. 

Found: C, 78.91; H, 13.57.
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第 3 章

1-O-Benzyl-2,3-bis-O-heptadec-16-enyl-sn-glycerol (139) 

メチルトリフェニルホスホニウムブロミド (1.71 g, 4.79 mmol) を THF (80 ml) に

懸濁させ、 –78 °C で n- ブチルリチウム (1.59 M in hexane, 3.00 ml, 4.77 mmol) 

を滴下した。 –78 °C で 30 分間撹拌し、次いで室温で 30 分間撹拌した。反応液

を再び –78 °C にし、 1-O-ベンジル-2,3-ビス-O-15-ホルミルペンタデカニル -sn-グリセ

ロール 67 27) (630 mg, 0.957 mmol) の THF 溶液 (15 ml) を加えた。 –78 °C で 15 分

間撹拌し、さらに室温で 5 時間撹拌した。飽和 NH 4 Cl (50 ml) で反応を停止し、

酢酸エチルで 2 回抽出した。有機層を合わせて飽和食塩水で洗浄した。抽出液を

硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラ

フィー (hexane-EtOAc (50:1, v/v)) で精製し、ジエン 1 3 5 (521 mg, 83 %) を白色

粉末で得た。

mp 53-56 °C. 1H-NMR (400 MHz): δ 1.25 (br, 48H), 1.55 (m, 4H), 2.04 (dt, J= 6.8, 7.6, 

4H), 3.41-3.63 (m, 9H), 4.55 (s, 2H), 4.93 (ddt, J= 2.2, 10, 1.2, 2H), 4.99 (ddt, J= 2.2, 17, 

1.5, 2H), 5.81 (ddt, J= 10, 17, 6.7, 2H), 7.26-7.34 (m, 5H). 13C-NMR (100 MHz): δ 26.10, 

26.13, 28.95, 29.16, 29.51, 29.64, 29.68, 30.11, 33.81, 70.33, 70.61, 70.75, 71.66, 73.35, 

77.93, 114.06, 127.48, 127.56, 128.29, 138.47, 139.26. IR (KBr pellet): 696, 721, 737, 910, 

1109, 1134, 1466, 1641, 2850, 2918 cm–1 . Anal. Calcd for C44H78O3: C, 80.67; H, 12.00. 

Found: C, 80.69; H, 12.22.

(2S )-2-Benzyloxymethyl-1,4-dioxacyclohexatriacont-20-ene (140)

ルテニ ウムカ ルベン 触媒 RuCl 2 (=CHPh)PCy 3 1 1 3 (29 mg, 0.036 mmol, 20 

mol%) のジクロロメタン溶液 (40 ml) にジエン 1 3 9 (116 mg, 0.176 mmol) のジ
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クロロメタン (20 ml) 溶液を加え、 15 時間加熱還流した。反応液を濃縮後、得

られた残渣をフラッシュシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc

(25:1, v/v)) で精製し、 36 員環閉環体 1 3 9 (83 mg, 75 %; E/Z=ca. 4:1) を白色粉

末で得た。

mp 72-73 °C. 1H-NMR (400 MHz): δ 1.25 (br, 48H), 1.55 (m, 4H), 1.99 (m, 4H), 3.40-3.65

(m, 9H), 4.55 (s, 2H), 5.35 (m, 2H), 7.25-7.33 (m, 5H). 13C-NMR (100 MHz): δ 26.10, 

26.17, 26.93 (Z), 28.46, 28.98, 29.16, 29.33, 29.44, 29.54, 29.60, 29.65, 29.68, 30.06, 32.25

(E), 70.20, 70.58, 71.42, 71.51, 73.34, 78.01, 127.52, 127.57, 128.30, 130.00 (Z), 130.58

(E), 138.36. IR (CHCl3): 670, 725, 1105, 1210, 2855, 2930 cm–1 . EI-MS: m/z 626 (M+), 535

(M+–CH2Ph), 517, 443, 91. Anal. Calcd for C42H74O3: C, 80.45; H, 11.90. Found: C, 80.60; 

H, 12.08. 

(2S ,39S )-2,39-bis(benzyloxymethyl)-1,4,37,40-tetraoxacyclodoheptacont-

20,56-diene (142a)

(2S ,38S )-2,38-bis(benzyloxymethyl)-1,4,37,40-tetraoxacyclodoheptacont-

20,56-diene (142b)

触媒 1 1 3 (18 mg, 0.022 mmol, 20 mol%) のジクロロメタン溶液 (4 ml) に 36 

員環閉環体 1 4 0 (65.0 mg, 0.104 mmol) のジクロロメタン (20 ml) 溶液を加え、

48 時間室温で撹拌した。反応液を濃縮後、得られた残渣をフラッシュシリカゲ

ルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (25:1, v/v)) で精製し、 72 員環閉環

体 1 4 2 (8.0 mg, 12 %; E/Z=ca. 4:1) を白色粉末で得た。

mp 82-85 °C. 1H-NMR (400 MHz): δ 1.25 (br, 96H), 1.55 (m, 8H), 1.99 (m, 8H), 3.41-3.64

(m, 18H), 4.55 (s, 4H), 5.38 (m, 4H), 7.26-7.34 (m, 5H). 13C-NMR (100 MHz): δ 26.07, 

26.12, 27.18 (Z), 29.08, 29.27, 29.46, 29.49, 29.60, 29.65, 30.07, 32.57 (E), 70.27, 70.60, 

71.00, 71.60, 73.35, 77.96, 127.50, 127.57, 128.30, 129.90 (Z), 130.36 (E), 138.42. IR (Kbr 

pellet): 696, 721, 962, 1120, 1468, 1734, 2850, 2918 cm–1 . EI-MS: m/z 1253 (M+), 1162

(M+–CH2Ph), 1056. Anal. Calcd for C84H148O6: C, 80.45; H, 11.90. Found: C, 80.18; H, 

実験の部 § 5

-159-

OBn

O O(CH2)15 CH (CH2)15CH

O O(CH2)15 CH (CH2)15CH

BnO



12.06. 

1-O-Benzyl-2,3-bis-O-[(3R , 7R ,11S ,15S )-3,7,11,15-tetramethylheptadec-16-

enyl]-sn-glycerol (135)

メチルトリフェニルホスホニウムブロミド (331 mg, 0.927 mmol) を THF (8 

ml) に懸濁 させ、 –78 °C で n- ブチルリ チウム (1.59 M in hexane, 0.580 ml, 

0.922 mmol) を滴下した。 –78 °C で 30 分間撹拌し、次いで室温で 30 分間撹拌

した。反応液を再び –78 °C にし、ジアルデヒド 70 (139 mg, 0.180 mmol) の

THF 溶液 (5 ml) を加えた。 –78 °C で 15 分間撹拌し、さらに室温で 1 時間撹拌

した。飽和 NH 4 Cl (10 ml) で反応を停止し、反応液をエーテルで 2 回抽出した。

有機層を合わせて飽和食塩水で洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶

媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (50:1, 

v/v)) で精製し、ジエン 1 3 5 (131 mg, 95 %) を無色油状物で得た。

[α]21
D +6.63° (c 0.89, CHCl3). 1H-NMR (400 MHz): δ 0.84 (d, J= 6.6, 9H), 0.86 (d, J= 6.6, 

9H), 0.98 (d, J= 6.6, 6H), 1.50-1.70 (m, 46H), 2.10 (m, 2H), 3.42-3.66 (m, 9H), 4.55 (s, 2H), 

4.93 (ddd, J= 1.7, 2.0, and 10, 2H), 4.94 (ddd, J= 1.2, 1.7, and 17, 2H), 5.69 (ddd, J= 7.6, 

10, and 17, 2H), 7.25-7.34 (m, 5H). 13C-NMR (100 MHz): δ 19.68, 19.72, 19.76, 20.24, 

24.36, 24.48, 24.62, 29.80, 29.88, 32.74, 32.80, 36.63, 36.97, 37.09, 37.39, 37.46, 37.51, 

37.76, 68.87, 69.95, 70.30, 70.78, 73.34, 77.93, 112.20, 127.48, 127.56, 128.29, 138.42, 

144.98. IR (neat): 696, 733, 908, 1115, 1377, 1462, 1639, 2860, 2925, 2952 cm–1 . Anal. Calcd 

for C52H94O3: C, 81.40; H, 12.35. Found: C, 81.15; H, 12.61.

(2S , 7R ,11R ,15S ,19S ,22S ,26S ,30R ,34R)-2-Benzyloxymethyl-

7,11,15,19,22,26,30,34-octamethyl-1,4-dioxacyclohexatriacont-20-ene (136)
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ジエン 1 3 5 (32 mg, 0.042 mmol) をジクロロメタン (5 ml) に溶かし、加熱還

流した系中に触媒 1 1 3 (10 mg, 0.012 mmol, 29 mol%) のジクロロメタン溶液 (6 

ml) を加え、 22.5 時間加熱還流した。反応液を濃縮後、得られた残渣をフラッシュ

シリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (25:1, v/v)) で精製し、 36 

員環閉環体 1 3 6 (24 mg, 79 %; E/Z=ca. 7:1) を無色油状物で得た。

1H-NMR (400 MHz): δ 0.83 (d, J= 6.4, 6H), 0.84 (d, J= 6.4, 6H), 0.87 (d, J= 6.6, 6H), 0.94

(d, J= 6.6, 6H), 1.50-1.70 (m, 46H), 2.01 (m, 2H), 3.46-3.64 (m, 9H), 4.55 (s, 2H), 5.10 (dd, 

J= 2.4 and 5.1, 1.75H), 5.22 (dd, J= 2.0 and 4.2, 0.25H), 7.26-7.34 (m, 5H). 13C-NMR (100 

MHz): δ 19.78, 19.85, 21.82, 24.50, 25.06, 29.61, 29.74, 32.85, 32.87, 36.65, 36.98, 37.23, 

37.33, 37.36, 37.46, 37.49, 37.77, 68.59, 69.71, 70.30, 71.45, 73.36, 77.94, 127.52, 127.58, 

128.31, 134.18, 134.98, 138.38. IR (neat): 696, 733, 968, 1115, 1377, 1462, 1736, 2858, 

2925, 2951 cm–1 . EI-MS: m/z (rel. intensity) 739 (M+, 7%), 648 (M+–CH2Ph, 100%), 633

(43%), 556 (20%). Anal. Calcd for C50H90O3: C, 81.24; H, 12.27. Found: C, 81.02; H, 12.46.

2,3’-O-[(3R , 7R ,11S ,15S ,18S ,22S ,26R ,30R) -3 ,7 ,11 ,15 ,18 ,22 ,26 ,30-

Octamethyldotriacont-16-ene-1,32-diyl]-2’,3-bis-O-[(3R , 7R ,11S ,15S ) -3 ,7 ,11,15-

tetramethylheptadec-16-ene-1-yl]bis(1-O-Benzyl-sn-glycerol) (137a)

2,2’-O-[(3R , 7R ,11S ,15S ,18S ,22S ,26R ,30R) -3 ,7 ,11 ,15 ,18 ,22 ,26 ,30-

Octamethyldotriacont-16-ene-1,32-diyl]-3,3’-bis-O-[(3R , 7R ,11S ,15S ) -3 ,7 ,11,15-

tetramethylheptadec-16-ene-1-yl]bis(1-O-Benzyl-sn-glycerol) (137b)

3,3’-O-[(3R , 7R ,11S ,15S ,18S ,22S ,26R ,30R) -3 ,7 ,11 ,15 ,18 ,22 ,26 ,30-

Octamethyldotriacont-16-ene-1,32-diyl]-2,2’-bis-O-[(3R , 7R ,11S ,15S ) -3 ,7 ,11,15-

tetramethylheptadec-16-ene-1-yl]bis(1-O-Benzyl-sn-glycerol) (137b’)

ジエン 1 3 5 (25 mg, 0.032 mmol) をジクロロメタン (0.2 ml) に溶かし、室温の

系中に触媒 1 1 3 (5.4 mg, 6.6 mmol) のジクロロメタン溶液 (0.10 ml) を加え、 9 
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時間室温で撹拌した。反応液を濃縮後、得られた残渣をシリカゲルカラムクロマ

トグラフィー (hexane-EtOAc (25:1, v/v)) で精製し、トリエン 1 3 7 (8.4 mg, 35 

%) 及び原料回収ジエン 1 3 5 (14.3 mg, 57 %) を無色油状物で得た。

1H-NMR (400 MHz): δ 0.83 (d, J= 6.4, 6H), 0.84 (d, J= 6.6, 12H), 0.86 (d, J= 6.4, 12H), 

0.87 (d, J= 6.8, 6H), 0.95 (d, J= 6.8, 6H), 0.98 (d, J= 6.8, 6H), 1.00-1.70 (m, 92H), 1.95-2.20 

(br, 4H), 3.42-3.66 (m, 18H), 4.55 (s, 4H), 4.89 (ddd, J= 1.7, 2.0, and 10, 2H), 4.94 (ddd, J= 

1.2, 2.0, and 17, 2H), 5.10 (dd, J= 2.4 and 5.4, 0.4H), 5.17 (dd, J= 2.2 and 4.6, 1.6H), 5.81

(ddd, J= 7.6, 10, and 17, 2H), 7.26-7.34 (m, 10H). 13C-NMR (100 MHz): δ 19.68, 19.72, 

19.75, 20.23, 21.17, 24.37, 24.48, 24.51, 24.63, 24.73, 29.69, 29.83, 29.91, 32.75, 32.82, 

36.65, 36.70, 36.98, 37.11, 37.40, 37.47, 37.54, 37.75, 68.89, 69.97, 70.34, 70.80, 73.35, 

77.95, 112.20, 127.48, 127.57, 128.29, 134.40, 134.57, 138.44, 145.01. IR (neat): 696, 735, 

908, 1115, 1377, 1462, 1734, 2858, 2925, 2952 cm–1 . EI-MS: m/z (rel. intensity) 1505 (M+, 

4%), 1414 (M+–CH2Ph, 100%), 1308 (55%). Anal. Calcd for C102H184O6: C, 81.32; H, 12.31. 

Found: C, 81.19; H, 12.61.

(2S , 7R ,11R ,15S ,19S ,22S ,26S ,30R ,34R ,38S ,43R ,47R ,51S ,55S ,58S ,62S ,66R ,

70R)-2,38-Bis(benzyloxymethyl)-

7,11,15,19,22,26,30,34,43,47,51,55,58,62,66,70-hexadecamethyl-1,4,37,40-

tetraoxacyclodoheptacont-20,56-diene (138a)

(2S , 7R ,11R ,15S ,19S ,22S ,26S ,30R ,34R ,39S ,43R ,47R ,51S ,55S ,58S ,62S ,66R ,

70R)-2,39-Bis(benzyloxymethyl)-

7,11,15,19,22,26,30,34,43,47,51,55,58,62,66,70-hexadecamethyl-1,4,37,40-

tetraoxacyclodoheptacont-20,56-diene (138b)

トリエン 1 3 7 (68.2 mg, 45.3 mmol) をジクロロメタン (42 ml) に溶かし、加熱

還流した系中に触媒 1 1 3 (13.3 mg, 36 mol%) のジクロロメタン溶液 (3.0 ml) を
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加え、 72 時間加熱還流した。反応液を濃縮後、得られた残渣をフラッシュシリ

カゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (25:1, v/v)) で精製し、 72 員環

閉環体 1 3 8 (31 mg, 46 %) 及び原料回収トリエン 1 3 7 (27 mg, 40 %) を無色油

状物で得た。

1H-NMR (400 MHz): δ 0.83 (d, J= 6.4, 12H), 0.84 (d, J= 6.6, 12H), 0.87 (d, J= 6.6, 12H), 

0.94 (d, J= 6.8, 12H), 0.98-1.70 (m, 92H), 2.02 (br, 4H), 3.45-3.66 (m, 18H), 4.55 (s, 4H), 

5.15 (dd, J= 2.2 and 4.6, 3.7H), 5.19 (dd, J= 2.0 and 4.6, 0.3H), 7.26-7.34 (m, 10H). 13C-

NMR (100 MHz): δ 19.75, 19.81, 21.37, 24.39, 24.50, 24.80, 29.70, 29.76, 29.86, 32.77, 

32.82, 36.64, 36.87, 37.10, 37.40, 37.44, 37.48, 37.51, 37.60, 68.81, 69.91, 70.32, 70.96, 

73.35, 77.95, 127.49, 127.57, 128.30, 134.67, 138.42. IR (neat): 696, 733, 968, 1115, 1377, 

1462, 1743, 2856, 2925, 2952 cm–1 . EI-MS: m/z (rel. intensity) 1477 (M+, 4%), 1386

(M+–CH2Ph, 100%), 1280 (57%). Anal. Calcd for C100H180O6: C, 81.24; H, 12.27. Found: C, 

81.24; H, 12.42.

(2R , 7R ,11R ,15S ,19S ,22S ,26S ,30R ,34R)-2-Hydroxymethyl-

7,11,15,19,22,26,30,34-octamethyl-1,4-dioxacyclohexatriacontane (5)

ベンジルエーテル 1 3 6 (15 mg, 21 mmol) を酢酸エチル (5 ml) に溶かし、 10% 

Pd–C (17 mg) を加えて水素雰囲気下、室温で 21 時間撹拌した。触媒をセライト

濾過で除去し、酢酸エチルでセライトを数回洗浄した。濾液を濃縮し、残渣をシ

リカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (10:1, v/v)) で精製し、 36 員

環コア脂質 5 (10 mg, 75 %) を無色油状物で得た。

[α]20
D +8.22° (c 1.01, CHCl3). 1H-NMR (400 MHz): δ 0.85 (d, J= 6.6, 12H), 0.88 (d, J= 

6.6, 6H), 0.89 (d, J= 6.3, 6H), 1.00-1.70 (m, 52H), 2.15 (br, 1H), 3.46-3.71 (m, 9H). 13C-

NMR (100 MHz): δ 19.85, 19.93, 20.03, 20.09, 23.97, 24.27, 24.42, 29.72, 29.77, 32.41, 

32.47, 32.60, 32.67, 32.77, 33.03, 33.58, 34.16, 36.54, 36.68, 37.00, 37.26, 63.03, 68.53, 

70.00, 71.19, 78.38. IR (neat): 804, 1051, 1115, 1377, 1462, 2858, 2925, 2951, 3446 cm–1 . 
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EI-MS: m/z (rel. intensity) 651 (M+, 100%), 633 (M+–H2O, 60%), 621 (59%). Anal. Calcd for 

C43H86O3: C, 79.32; H, 13.31. Found: C, 79.03; H, 13.40.

(2S , 7R ,11R ,15S ,19S ,22S ,26S ,30R ,34R ,38S ,43R ,47R ,51S ,55S ,58S ,62S ,66R ,

70R)-2,38-Bis(hydroxymethyl)-

7,11,15,19,22,26,30,34,43,47,51,55,58,62,66,70-hexadecamethyl-1,4,37,40-

tetraoxacyclodoheptacontane (7a)

(2S , 7R ,11R ,15S ,19S ,22S ,26S ,30R ,34R ,39S ,43R ,47R ,51S ,55S ,58S ,62S ,66R ,

70R)-2,39-Bis(hydroxymethyl)-

7,11,15,19,22,26,30,34,43,47,51,55,58,62,66,70-hexadecamethyl-1,4,37,40-

tetraoxacyclodoheptacontane (7b)

ベンジルエーテル 1 3 8 (7.4 mg, 5.0 mmol) を酢酸エチル (5 ml) に溶かし、

10% Pd–C (9.4 mg) を加えて水素雰囲気下、室温で 34 時間撹拌した。触媒をセ

ライト濾過で除去し、酢酸エチルでセライトを数回洗浄した。濾液を濃縮し、残

渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (4:1, v/v)) で精製し、

72 員環コア脂質 7ab (5.1 mg, 78 %) を無色油状物 (混合物 ) で得た。

[α]22
D +7.31° (c 0.51, CHCl3). 1H-NMR (400 MHz): δ 0.85 (d, J= 6.4, 24H), 0.88 (d, J= 

6.6, 12H), 0.89 (d, J= 6.6, 12H), 1.00-1.70 (m, 104H), 2.17 (br, 2H), 3.46-3.75 (m, 18H). 

13C-NMR (100 MHz): δ 19.76, 19.83, 19.85, 24.37, 24.46, 29.79, 29.84, 32.79, 33.06, 34.30, 

36.57, 37.06, 37.37, 37.51, 63.08, 68.59, 70.09, 71.06, 78.34. IR (neat): 1041, 1109, 1377, 

1462, 2856, 2925, 2952, 3435 cm–1 . EI-MS: m/z (rel. intensity) 1301 (M+, 76%), 1283

(M+–H2O, 54%), 1271 (61%), 650 (100%). Anal. Calcd for C86H172O6: C, 79.32; H, 13.31. 

Found: C, 79.02 H, 13.59.
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第 4 章

1,14-Tetradecanediol (164) 

1,14-テトラデカン二酸 1 6 3 (16.5 g, 63.9 mmol) を 5 % 硫酸－メタノール 溶

液 (200 ml) に溶かし、 50 °C で 2.5 時間反応させた。反応液を氷冷水 (500 ml) 

に注ぎ込み、生じた白色固体を吸引濾過で集めて 2 回水で洗浄し、デシケーター

で乾燥させジエステルを粗生成物 (22.2 g) で得た。それを THF (340 ml) に溶か

し、 0 °C で水素化リチウムアルミニウム (5.20 g, 137 mmol) をゆっくりと加え

た。 5.5 時間室温で撹拌後、反応物をエーテルで希釈し、 2N HCl を加えた。水

相をエーテルで抽出し、有機層を合わせて飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で順次

洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をアセトンか

ら再結晶し、ジオール 1 6 4 (13.6 g, 93 %) を白色粉末として得た。

1H-NMR (300 MHz, CDCl3-CD3OD = 10:1): δ 1.27 (br, 20H), 1.51-1.60 (m, 4H), 3.59 (t, J= 

6.6, 4H). 13C-NMR (75 MHz, CDCl3:CD3OD = 10:1): δ 25.68, 29.38, 29.53, 32.45, 62.38.

14-p-Toluenesulfonyloxytetradecanol (165) 

ジオール 1 6 4 (8.2 g, 36 mmol) をピリジン (120 ml) －ジクロロメタン (60 ml) 

に溶解し、 0 °C で塩化 p-トルエンスルホニル (6.8 g, 36 mmol) を加え、そのま

まの温度で 1 時間撹拌した。水 (50 ml) を加え反応を停止し、反応液を酢酸エチ

ルで抽出した。有機層を合わせて 2N HCl 、 飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で順

次洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲ

ルカラムクロマトグラフィー (benzene-EtOAc = 10:1 to CHCl 3 ) で精製し、モノ

トシラート 1 6 5 (5.7 g,  41 %), 未反応ジオール (3.5 g, 43 %) 及びジトシラート

(2.8 g, 15 %) を各々得た。

1H-NMR (300 MHz): δ 1.21 (br, 20H), 1.50-1.67 (m, 4H), 2.45 (s, 3H), 3.64 (t, J= 6.6, 2H), 
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4.01 (t, J= 6.6, 2H), 7.35 (d, J= 8.0, 2H), 7.79 (d, J= 8.3, 2H). 13C-NMR (75 MHz): δ 21.59, 

25.23, 25.66, 28.70, 28.84, 29.31, 29.36, 29.40, 29.50, 29.53, 32.70, 62.97, 70.68, 127.81, 

129.75, 132.97, 144.60.

2-(15-Hexadecynyloxy)-tetrahydro-2H-pyran (166) 

トシラート 1 6 5 (13.4 g, 34.8 mmol) をジクロロメタン (25 ml) に溶かし、

3,4- ジヒドロ -2 H - ピラン (4.00 ml, 44.2 mmol), p-トルエンスルホン酸 (62 mg) 

を加え、室温で 1.5 時間撹拌した。飽和 NaHCO 3 (15 ml) を加え、反応液を酢酸

エチルで抽出した。有機層を合わせて飽和食塩水で洗浄した。抽出液を硫酸ナト

リウムで乾燥後、溶媒を留去し、粗生成物を得た。それを DMF (40 ml) に溶か

し、臭化リチウム (21.1 g, 243 mmol) を加えて 50 °C で 3 時間撹拌した。水 (50 

ml) を加え、反応液を酢酸エチルで抽出した。有機層を合わせて水で洗浄した。

抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロ

マトグラフィー (hexane-EtOAc (10:1)) で精製し、臭化物 (12.3 g, 92 %) を得た。

臭化物 (12.3 g, 32.6 mmol) を DMSO (30 ml) に溶かし、リチウムアセチリド・

エチレンジアミン錯体 (15.0 g, 163 mmol) を一気に加え、室温で 4.5 時間撹拌

した。水 (50 ml) を加え反応を停止し、反応液を酢酸エチルで抽出した。有機層

を合わせて 2N HCl 、 飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で順次洗浄した。抽出液を

硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラ

フィー (hexane-EtOAc (20:1)) で精製し、アセチレン 1 6 6 (9.4 g, 89 %) を得た。

1H-NMR (300 MHz): δ 1.25-1.45 (br, 20H), 1.48-1.90 (m, 10H), 1.94 (t, J= 2.7, 1H), 2.18

(dt, J= 2.7, 6.9, 2H), 3.34-3.42 (dt, J= 6.7, 9.5, 1H), 3.46-3.54 (m, 1H), 3.69-3.76 (dt, J= 

6.7, 9.5, 1H), 3.84-3.91 (m, 1H), 4.56-4.59 (m, 1H). 13C-NMR (75 MHz): δ 18.39, 19.70, 

25.50, 26.23, 28.48, 28.75, 29.10, 29.49, 29.59, 29.62, 29.74, 30.78, 62.34, 67.70, 68.00, 

84.81, 98.83. IR (CHCl3): 640, 720, 1025, 1080, 1125, 1140, 1460, 2860, 2935, 3320 cm–1 . 

Anal. Calcd for C21H38O2: C, 78.20; H, 11.88. Found: C, 78.47; H, 12.02.
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15-Hexadecyn-1-ol (167)11n)

化合物 1 6 6 (9.4 g, 29.1 mmol) を THF (30 ml) －メタノール (30 ml) に溶解し、

2N HCl (10 ml) を加えて室温で 16 時間撹拌した。反応物を濃縮し、得られた残

留物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (4:1)) で精製し、ア

ルコール 1 6 7 (6.4 g, 93 %) を白色粉末で得た。

1H-NMR (300 MHz): δ 1.26 (br, 20H), 1.48-1.59 (m, 4H), 1.94 (t, J= 2.7, 1H), 2.18 (dt, J= 

2.7, 7.1, 2H), 3.64 (t, J= 6.6, 2H). 13C-NMR (75 MHz): δ 18.37, 25.72, 28.47, 28.74, 29.08, 

29.40, 29.47, 29.58, 29.60, 32.78, 63.06, 68.00, 84.81.

Di-15-hexadecynyl phenyl phosphate (168) 

アルコール 1 6 7 (931 mg, 3.90 mmol), トリエチルアミン (710 µ l, 5.10 mmol) 

及び 4- ジメチルアミノピリジン (DMAP) (25 mg, 5.2 mol%) をベンゼン (10 ml) 

に溶解し、フェニルリン酸ジクロリド (290 µ l, 2.00 mmol) を 0 °C でゆっくり滴

下し、そのままの温度で 15 時間撹拌した。水を加えて反応を停止し、反応液を

酢酸エチルで抽出した。有機層を合わせて 2N HCl 、 飽和 NaHCO 3 及び飽和食

塩水で順次洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣を

シリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (7:1, v/v)) で精製し、リン

酸トリエステル 1 6 8 (1.12 g, 93 %) を得た。

1H-NMR (400 MHz): δ 1.25-1.40 (br, 40H), 1.48-1.57 (m, 4H), 1.63-1.72 (m, 4H), 1.93 (t, 

J= 2.7, 2H), 2.18 (dt, J= 7.1, 2.7, 4H), 4.09-4.17 (m, 4H), 7.14-7.36 (m, 5H). 13C-NMR (100 

MHz): δ 18.35, 25.34, 28.45, 28.72, 28.88, 29.07, 29.47, 29.51, 29.58, 30.13, 30.20, 68.00, 

68.51 (d, J= 5.5), 84.74, 119.92 (d, J= 3.6), 124.84, 129.60, 150.76 (d, J= 7.3). 31P-NMR

(109 MHz): δ –6.22. IR (CHCl3): 630, 950, 1020, 1270, 1460, 1485, 1590, 2850, 2925, 3300 

cm–1 . Anal. Calcd for C38H63O4P: C, 74.23; H, 10.33. Found: C, 74.07; H, 10.10.
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15,17-Dotriacontadiyne-1,32-diylphenyl phosphate (170) 

N , N , N ' , N ' -テトラメチルエチレンジアミン (TMEDA) (510 µ l ,  3.40 mmol) 及

び塩化銅 (I) (319 mg, 3.23 mmol) を加えたキシレン (250 ml) を、酸素ガスを通

じながら 2 時間加熱還流した後、ジイン 1 6 8 (793 mg, 1.29 mmol) のキシレン

溶液 (40 ml) を電動シリンジポンプで 5 時間かけて滴下した。滴下終了後、さら

に 30 分加熱還流した。反応液を室温まで冷ました後酸素ガスを止め、溶媒を除

去した。残渣に酢酸エチル及び 2N HCl を加え、さらに水層を酢酸エチルで抽出

した。有機層を合わせて飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で順次洗浄した。抽出液

を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグ

ラフィー (hexane-EtOAc (7:1, v/v)) で精製し、閉環体 1 7 0 (363 mg, 46 %) を白

色結晶で得た。

mp 64-65 °C. 1H-NMR (400 MHz): δ 1.20-1.46 (br, 40H), 1.46-1.55 (m, 4H), 1.64-1.73 (m, 

4H), 2.26 (t, J= 6.7, 4H), 4.08-4.21 (m, 4H), 7.14-7.36 (m, 5H). 13C-NMR (75 MHz): δ

19.04, 25.25, 27.93, 28.38, 28.88, 28.91, 29.18, 29.22, 29.27, 29.32, 29.36, 30.02, 30.11, 

65.36, 68.43 (d, J= 6.8), 77.35, 119.84 (d, J= 5.0), 124.80, 129.55, 150.67 (d, J= 7.5). 31P-

NMR (109 MHz): δ –6.20. IR (CHCl3): 955, 1030, 1275, 1465, 1490, 1600, 2850, 2925 cm–1 . 

EI-MS: m/z 612 (M+), 438, 175. Anal. Calcd for C38H61O4P: C, 74.47; H, 10.03. Found: C, 

74.64; H, 10.20. 

Dotriacontane-1,32-diyl phosphate (160) 

リン酸トリエステル 1 7 0 (310 mg, 0.506 mmol) をエタノール (40 ml) に溶か

し、酸化白金 (IV) (100 mg) を加えて水素雰囲気下 48 時間室温で撹拌した。触

媒をセライト濾過で除去し、クロロホルム－エタノール (1:1) でセライトを数回
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洗浄した。濾液を濃縮し、残渣をヘキサンより再結晶して環状リン酸ジエステル

1 6 0 (213 mg, 79 %) を白色固体で得た。

mp 87-88 °C. 1H-NMR (400 MHz): δ 1.25-1.45 (br, 56H), 1.64-1.72 (br, 4H), 3.96-4.03 (br, 

4H). 13C-NMR (100 MHz, CDCl3-CD3OD = 2:1): δ 25.12, 28.23, 28.28, 28.41, 28.52, 28.68, 

28.72, 28.83, 28.94, 29.09, 29.12, 29.84, 29.89, 66.84 (d, J= 5.4). 31P-NMR (109 MHz): δ

0.98. IR (CHCl3): 955, 1030, 1275, 1465, 1490, 1600, 2850, 2925 cm–1 . Negative FAB-MS: 

m/z 543 (M+–1), 79. Anal. Calcd for C32H65O4P: C, 70.54; H, 12.03. Found: C, 70.78; H, 

12.00.

[15,16,17,18-2 H2 ]Dotriacontane-1,32-diyl phosphate (161) 

リン酸トリエステル 1 7 0 (106 mg, 0.506 mmol) をエタノール -d (4.0 ml) に溶

かし、酸化白金 (IV) (31 mg) を加えて重水素雰囲気下 64 時間室温で撹拌した。

触媒をセライト濾過で除去し、クロロホルム－エタノール (1:1) でセライトを数

回洗浄した。濾液を濃縮し、残渣をヘキサンより再結晶して環状リン酸ジエステ

ル-d8 1 6 1 (55 mg, 57 %) を白色固体で得た。

mp 84-85 °C. 1H-NMR (300 MHz, CDCl3-CD3OD = 2:1): δ 1.25-1.40 (br, 48H), 1.63-1.72

(br, 4H), 3.96-4.03 (br, 4H). 13C-NMR (75 MHz, CDCl3-CD3OD = 2:1): δ 25.18, 28.24, 

28.57, 28.78, 28.79, 28.91, 29.01, 29.12, 29.15, 29.20, 29.25, 29.26, 29.31, 66.90 (d, J= 3.2 

Hz). 31P-NMR (109 MHz): δ 1.23 . IR (CHCl3): 1020, 1220, 1460, 2080, 2180, 2850, 2925 

cm–1 . Negative FAB-MS: m/z 551 (M+–1). HR negative FAB-MS: Calcd for C32H56
2H8O4P: 

551.5044. Found: 551.5058.

[16-2 H1 ]2-(15-Hexadecynyloxy)tetrahydro-2H-pyran (171) 

予め調製しておいた臭化エチルマグネシウムの THF 溶液 (13.0 ml, 1.90 M, 
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24.7 mmol) を、化合物 1 6 6 (1.28 g, 4.03 mmol) の THF 溶液 (15 ml) に 0 °C で

ゆっくりと加え、室温で 2.5 時間撹拌した。再び 0 °C に冷却し、系中に重水

(3.00 ml, 148 mmol) を滴下して 2.5 時間室温で撹拌した。反応液をエーテルで

希釈し、 2N HCl を手早く加えた。水層をエーテルで抽出し、有機層を合わせて

飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で順次洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥

後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc

(10:1, v/v)) で精製し、 THP- エーテル -d1 1 7 1 (1.25 g, 98 %) をワックス状固体

で得た。

1H-NMR (300 MHz): δ 1.25-1.45 (br, 20H), 1.48-1.90 (m, 10H), 2.18 (t, J= 6.9, 2H), 3.34-

3.42 (dt, J= 6.7, 9.5, 1H), 3.46-3.54 (m, 1H), 3.69-3.76 (dt, J= 6.7, 9.5, 1H), 3.84-3.91 (m, 

1H), 4.56-4.59 (m, 1H). 13C-NMR (75 MHz): δ 18.29, 19.62, 25.46, 26.19, 28.44, 28.70, 

29.05, 29.43, 29.44, 29.54, 29.58, 29.69, 30.72, 62.21, 67.60, 67.74 (t, J= 37.5), 84.18 (t, J= 

7.5), 98.73. IR (CHCl3): 1025, 1075, 1120, 1135, 1460, 2590, 2850, 2920 cm–1 . Anal. Calcd 

for C21H37
2H1O2: C, 77.96; H+2H, 11.84. Found: C, 77.77; H+2H, 11.86.

[16-2 H1 ]15-hexadecyn-1-ol (172)

化合物 1 7 1 (1.25 g, 3.86 mmol) を THF －メタノール (1:1, 10 ml, v/v) に溶解

し、 2N HCl (1 ml) を加えて室温で 17 時間撹拌した。反応液を濃縮し、得られ

た残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (4:1, v/v)) で精製

し、アルコール -d1 1 7 2 (919 mg, 99 %) を白色粉末で得た。

mp 48-50 °C. 1H-NMR (300 MHz): δ 1.25-1.47 (br, 20H), 1.48-1.61 (m, 4H), 2.18 (t, J= 

6.9, 2H), 3.64 (t, J= 6.6, 2H). 13C-NMR (75 MHz): δ 18.35, 25.72, 28.48, 28.75, 29.09, 

29.41, 29.49, 29.58, 29.61, 32.78, 63.07, 67.76 (t, J= 37.5), 84.34 (t, J= 7.5). IR (CHCl3): 

1460, 2590, 2850, 2920 cm–1 . Anal. Calcd for C16H29
2H1O: C, 80.27; H+2H, 12.63. Found: C, 

80.30; H+2H, 12.63.
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Di-[16-2 H1 ]15-hexadecynylphenyl phosphate (173)

アルコー ル -d1 1 7 2 (654 mg, 2.73 mmol), ト リエチル アミン (500 µ l, 3.55 

mmol) 及び DMAP (29 mg, 8.8 mol%) をベンゼン (15 ml) に溶解し、 0 °C でフェ

ニルリン酸ジクロリド (210 µ l, 1.37 mmol) をゆっくり滴下した。室温で 11 時

間撹拌後、水を加えて反応を停止した。水層を酢酸エチルで抽出し、有機層を合

わせて 2N HCl 、 飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で順次洗浄した。抽出液を硫酸

ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー

(hexane-EtOAc (7:1, v/v)) で精製し、リン酸トリエステル -d2 1 7 3 (622 mg, 74 

%) を得た。

1H-NMR (300 MHz): δ 1.25-1.40 (br, 40H), 1.48-1.57 (m, 4H), 1.63-1.72 (m, 4H), 2.17 (t, 

J= 7.1, 4H), 4.09-4.17 (m, 4H), 7.14-7.36 (m, 5H). 13C-NMR (75 MHz): δ 18.31, 25.32, 

28.44, 28.70, 29.04, 29.06, 29.44, 29.45, 29.49, 29.57, 30.12, 30.21, 67.76 (t, J= 36.8), 

68.50 (d, J= 6.2), 84.23 (t, J= 7.4), 119.92 (d, J= 5.0), 124.84, 129.58, 150.78 (d, J= 6.8). 

31P-NMR (109 MHz): δ –6.14. IR (CHCl3): 950, 1020, 1280, 1460, 1490, 1590, 2590, 2850, 

2920 cm–1 . Anal. Calcd for C38H61
2H2O4P: C, 73.99; H+2H, 10.29. Found: C, 73.71; H+2H, 

10.48.

Di-[15-2 H2 ,16-2 H3 ]Hexadecyl phosphate (162) 

リン酸トリエステル -d2 1 7 3 (452 mg, 0.733 mmol) をメタノール -d (4.0 ml) に

溶かし、酸化白金 (IV) (70 mg) を加えて重水素雰囲気下 46 時間室温で撹拌した。

触媒をセライト濾過で除去し、クロロホルム－メタノール (1:1) でセライトを数

回洗浄した。濾液を濃縮し、残渣をヘキサンより再結晶して環状リン酸ジエステ

ル-d10 1 6 2 (207 mg, 51 %) を白色固体で得た。
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mp 70-71 °C. 1H-NMR (300 MHz, CDCl3-CD3OD = 2:1): δ 1.25-1.45 (br, 48H), 1.64-1.73

(br, 4H), 3.96-4.02 (br, 4H). 13C-NMR (75 MHz, CDCl3-CD3OD = 2:1): δ 25.00, 28.66, 

28.79, 29.03, 29.06, 29.12, 29.15, 29.74, 29.83, 31.11, 66.71 (d, J= 6.2). 31P-NMR (109 

MHz): δ –0.22. IR (CHCl3): 1020, 1230, 1460, 2200, 2850, 2925 cm–1 . Negative FAB-MS: 

m/z 555 (M+–1). Anal. Calcd for C32H57
2H10O4P: C, 69.03; H+2H, 12.13. Found: C, 69.30; 

H+2H, 12.25.

非環状脂質 1 5 6 は市販品 (Fluka ) を 用 い た 。 重 水 (99.9 atom% enriched), 

DPH, TMA-DPH についても市販品 (各々 Aldrich , ナカライテスク, 同仁化学) を

用いた。

電子顕微鏡観察

サンプル調製 ：3 mg の脂質薄膜に緩衝液 (25 0 mM Tris-HCl, pH 8.0) を加え、

超音波処理法で SUV 分散液を得た。

測定 ：まず SUV 分散液をカーボン膜が載った銅メッシュ上に少量滴下する。

数分後に余分な水滴を濾紙で吸い取り、グリッドを液体エタン中で急速冷却し、

得られたガラス状グリッドを試料室に入れ –70 °C で観測した。

熱分析 (DSC )

サンプル調製 ：脂質薄膜に当量の 1M NaOH 及び緩衝液 (30 mM Tris-HCl, pH 

8.0) を加え、凍結融解法で LUV 分散液を調製した。

測定 ：脂質分散液を 70 µ l のアルミニウム製パンに入れ、何度か昇温，降温を

繰り返した後、セイコー電子 2000 型示差走査熱量計により 1 °C/min の速度で走

査した。

赤外吸収スペクトル

サンプル調製 ：脂質薄膜に当量の濃 NaOH 及び緩衝液 (100 mM Tris-HCl, pH 

8.0) を加え、5 分間ボルテックス処理した。分散液を凍結乾燥し、得られた粉末
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を再び同量の重水に分散させ MLV 分散液を得た。

測定：脂質分散液を、窓材にフッ化カルシウムを用いたセルに入れ、パーキン・

エルマー 2000 型フーリエ変換赤外吸収分光計 (積算回数 100 回) で測定した。

セルホルダーには還流水を流して温度調節した。

単分子膜測定

測定 ： 23 °C の緩衝液 (10 mM Tris, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, pH 8.0) で

満たした KSV2200 トラフ (164 x 270 mm, Surface Barostat) 上に脂質のクロロホ

ルム溶液 (1 mg/ml) を滴下して 5 分間静置した後、 0.25 mm/sec の一定速度で可

動バリアを押していき π -A 曲線を得た。

蛍光偏光解消

サンプル調製 ：蛍光プローブを含む脂質薄膜に緩衝液 (100 mM Tris-HCl, pH 

8.0 ) を加え、超音波処理法により蛍光プローブを膜内に含む SUV リポソームを

調製した。

測定 ：励起側，蛍光側に各々偏光板を取り付けた島津 RF5300PC 蛍光分光光度

計により励起波長 350 nm ，蛍光波長 460 nm で蛍光強度を測定した (バンド幅は

各々 3 nm, 5 nm)。またセルホルダーには還流水を流して温度調節をした。
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第 5 章

(2R , 7R ,11R ,15S ,19S ,22S ,26S ,30R ,34R)-7,11,15,19,22,26,30,34-octamethyl-

2-N , N , N -trimethylaminoethylphosphonylmethyl-1,4-dioxacyclohexatriacontane

(176) 

アルコール 5 (113 mg, 0.173 mmol) をピリジン (1 ml) に溶かし、 0 °C で 2- ク

ロロエチルリン酸ジクロリド (40 µ l, 0.31 mmol) を加えた。室温で 2.5 時間撹拌

後、水 (5 ml) を加えて 1 時間撹拌した。反応液に 2N HCl を加えて酸性にし、

クロロホルムで 4 回抽出した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、

残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (CHCl 3 -MeOH (20:1-7:1, v/v)) で

精製し、リン酸ジエステル (172 mg) をワックスで得た。得られたリン酸ジエス

テルをトルエン (10 ml) 及びアセトニトリル (5 ml) に溶解し、ガラス製の耐圧チュー

ブに移した。反応液を –78 °C に冷却し、蒸留したトリメチルアミン (10 ml) を

加えた。封管し、 50-60 °C で 3 日間撹拌した。 –78 °C に冷却して開封し、溶媒

を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (CHCl 3 -MeOH (8:1, 

v/v)) to CHCl 3 -MeOH-H 2 O (65:25:4)) で 精 製 し 、 次 い で Sephadex ® LH-20

(CHCl 3 -MeOH (2:1, v/v)) でさらに精製してホスホコリン 1 7 6 (85 mg, 60 %) を

ワックスで得た。

1H-NMR (300 MHz, CDCl3-CD3OD = 8:1): δ 0.85-0.90 (m, 24H), 1.00-1.50 (m, 44H), 1.53-

1.67 (m, 8H), 3.23 (s, 9H), 3.45-3.56 (m, 3H), 3.58-3.66 (m, 6H), 3.88 (t, J= 5.6, 2H), 4.26

(br, 2H). 13C-NMR (75 MHz, CDCl3-CD3OD = 4:1): δ 19.29, 19.34, 19.44, 19.47, 19.53, 

19.57, 19.63, 19.67, 19.81, 23.58, 23.63, 23.77, 23.82, 23.95, 24.00, 24.14, 29.36, 29.40, 

29.44, 29.60, 31.85, 31.87, 32.07, 32.09, 32.15, 32.30, 32.34, 32.38, 32.50, 32.69, 32.96, 

32.98, 33.70, 33.73, 36.20, 36.25, 36.39, 36.46, 36.49, 36.56, 36.63, 36.74, 36.76, 36.80, 

36.89, 36.94, 36.98, 37.01, 37.07, 37.13, 37.18, 53.92, 58.70 (d, J= 4.4), 64.86 (d, J= 5.6), 

66.18, 66.23, 66.26, 68.41, 69.72, 70.54, 77.67 (d, J= 8.6). High Resolution FAB-MS: Calcd 
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for C48H99O6NP (M++H): 816.7210. Found: 816.7210.

2,3-Di-O-[(3R , 7R ,11R)-3,7,11,15-tetramethylhexadecyl]-sn-glycero-1-

phosphocholine (177)

アルコール 1 (206 mg, 0.315 mmol) を、ホスホコリン 1 7 6 の合成と同様の方

法で処理して、ホスホコリン 1 7 7 (109 mg, 44 %) をワックスで得た。

1H-NMR (400 MHz, CDCl3-CD3OD = 8:1): δ 0.83-0.88 (m, 30H), 1.00-1.41 (m, 40H), 1.46-

1.64 (m, 8H), 3.24 (s, 9H), 3.45-3.50 (m, 3H), 3.54-3.66 (m, 6H), 3.88 (t, J= 6.0, 2H), 4.25

(br, 2H). 13C-NMR (100 MHz, CDCl3-CD3OD = 8:1): δ 19.39, 19.47, 22.36, 22.45, 24.15, 

24.24, 24.55, 27.71, 29.60, 29.71, 32.54, 32.71, 36.44, 36.88, 37.04, 37.19, 37.32, 39.13, 

53.98, 58.71 (d, J= 3.6), 64.81 (d, J= 5.4), 66.14, 68.61, 69.87, 70.49, 77.77 (d, J= 7.3). 

High Resolution FAB-MS: Calcd for C48H101O6NP (M++H): 818.7367. Found: 818.7385.

[(2'R , 7 ' R , 11 'R , 15 'S , 19 'S , 22 'S , 26 'S , 30 'R , 34 'R)-

7',11',15',19',22',26',30',34'-octamethyl-1',4'-dioxacyclohexatriacontan-2'-

yl]methyl 6-O-(2' ' ,3' ' ,4' ' ,6' ' -tetra-O-acetyl- -D-glucopyranosyl)-2,3,4-tri-O-

acetyl- -D-glucopyranoside (181) 

アルコール 5 (56.8 mg, 87.2 µmol) 及びイミダゾール (55.5 mg, 815 µmol) を DMF (4 

ml) に溶かし、 0 °C でトリメチルシリルクロリド (80 µl, 0.63 mmol) を加えた。室

温で 1.5 時間撹拌後、水 (10 ml) を加えてヘキサンで抽出した。有機層を水で洗

浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去した。得られたシリルエー
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テル，オクタアセチルゲンチオビオース 1 8 0 64) (91.2 mg, 134 µmol) 及びモレキュ

ラーシーブス 4A (196 mg, flame dried for 4 hr) を 1,2- ジクロロエタン (8 ml) に溶解

し、室温で 15 分間撹拌した。トリメチルシリルトリフルオロメタンスルホナー

ト (16.0 µl, 88.5 µmol) を加え、室温で 2.5 時間撹拌した。トリエチルアミン (18.0 

µl, 129 µmol) を加えて反応を停止し、不溶物をセライト濾過で除去し、クロロホ

ルムでセライトを数回洗浄した。濾液を濃縮し、残渣をシリカゲルカラムクロマ

トグラフィー (CHCl 3 ) で精製し、ヘプタアセチルグリコシド 1 8 1 (84 mg, 76%) 

をワックスで得た。

[α]28
D –6.92° (c 0.760, CHCl3). 1H-NMR (400 MHz): δ 0.84-0.88 (m, 24H), 1.00-1.75 (m, 

52H), 1.99-2.10 (7xs, 21H, CH3C=O), 3.37-3.70 (m, 11H), 3.89 (m, 2H), 4.12 (dd, J= 2.2 and 

12.2, 1H, H-6'), 4.27 (dd, J= 4.6 and 12.2, 1H, H-6'), 4.55 (d, J= 7.8, 1H, H-1'), 4.59 (d, J= 

8.1, 1H, H-1), 4.90 (t, J= 9.5, 1H, H-4), 4.96 (dd, J= 7.8 and 9.5, 1H, H-2'), 4.99 (t, J= 8.1 

and 9.5, 1H, H-2), 5.07 (t, J= 9.5, 1H, H-4'), 5.18 (t, J= 9.5, 2H, H-3,3'). 13C-NMR (100 

MHz): δ 19.77, 19.81, 19.84, 19.86, 20.00, 20.04, 20.15, 20.56, 20.60, 20.64, 20.65, 20.71, 

24.13, 24.17, 24.41, 29.70, 29.84, 32.61, 32.65, 32.79, 32.99, 33.33, 34.05, 34.08, 36.59, 

37.12, 37.19, 37.25, 37.29, 37.33, 37.35, 37.39, 37.42, 61.80, 68.16, 68.27, 69.07, 69.15, 

69.95, 70.35, 70.84, 71.04, 71.32, 71.95, 72.76, 72.85, 73.23, 77.92, 100.77, 100.85, 169.19, 

169.28, 169.37, 169.57, 170.11, 170.21, 170.60. IR (CHCl3): 1039, 1230, 1377, 1462, 1755, 

2858, 2927, 2954 cm–1 . Anal. Calcd for C69H120O20: C, 65.27; H, 9.53. Found: C, 65.39; H, 

9.74.

[(2'R , 7 ' R , 11 'R , 15 'S , 19 'S , 22 'S , 26 'S , 30 'R , 34 'R)-

7',11',15',19',22',26',30',34'-octamethyl-1',4'-dioxacyclohexatriacontan-2'-

yl]methyl 6-O- -D-glucopyranosyl- -D-glucopyranoside (178) 
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ヘプタアセチルグリコシド 1 8 1 (38.2 mg, 30.1 µmol) を THF (2 ml) 及びメタノー

ル (2 ml) に溶かし、ナトリウムメトキシド (0.1 M in methanol, 305 µl, 30.5 µmol) を加え

て室温で 21 時間撹拌した。反応系をメタノール (3 ml) で希釈し、 Amberlyst® 15-イ

オン交換樹脂 (H +-form ) (51 mg) を加えて中和した。樹脂をセライト濾過で除去

し、クロロホルムでセライトを数回洗浄した。濾液を濃縮し、残渣を Sephadex ®

LH-20 (CHCl 3 -MeOH (2:1, v/v)) で精製して糖脂質 1 7 8 (30 mg, quant.) をワック

スで得た。

[α]27
D –22.4° (c 0.710, CHCl3) (lit.6o [α]D –18.16°). 1H-NMR (400 MHz, CDCl3-CD3OD = 

7:1): δ 0.85-0.89 (8xd, 24H), 1.00-1.70 (m, 52H), 3.25-4.15 (m, 21H), 4.28 (d, J= 7.8, 1H, H-

1), 4.33 (d, J= 6.8, 1H, H-1'). 13C-NMR (100 MHz, C6D6-CD3OD = 7:1): δ 19.84, 19.91, 

20.02, 20.20, 20.24, 20.42, 24.54, 24.59, 24.91, 30.12, 30.25, 33.03, 33.08, 33.22, 33.25, 

33.44, 34.38, 34.43, 37.13, 37.45, 37.48, 37.53, 37.55, 37.65, 37.77, 37.81, 37.84, 37.90, 

61.93, 68.76, 68.85, 69.77, 70.02, 70.11, 70.49, 71.38, 74.10, 74.17, 75.74, 76.84, 76.88, 

76.96, 78.49, 103.96, 104.21. IR (CHCl3): 1072, 1377, 1464, 2870, 2927, 2954, 3384 cm–1 . 

High Resolution FAB-MS: Calcd for (M++Na) 997.7531, found 997.7485.

2' ,3 ' -Bis{ [ (3 'R , 7 ' R , 11 'S )-3',7',11',15'-tetramethylhexadecyl]oxy}propyl 6-O

-(2' ' ,3' ' ,4' ' ,6' ' -tetra-O-acetyl- -D-glucopyranosyl)-2,3,4-tri-O-acetyl- -D-

glucopyranoside (182) 

アルコール 1 (54.5 mg, 83.4 mmol) を、ヘプタアセチルグリコシド 1 8 1 の合成

と同様の方法で処理して、ヘプタアセチルグリコシド 1 8 2 (58 mg, 54 %) をワッ

クスで得た。

[α]26
D –5.04° (c 0.413, CHCl3). 1H-NMR (400 MHz): δ 0.84-0.87 (10xd, 30H), 1.00-1.70

(m, 48H), 1.99-2.09 (7xs, 21H, CH3C=O), 3.38-3.70 (m, 11H), 3.89 (m, 2H), 4.12 (dd, J= 

実験の部 § 5

-177-

O

O

AcO
O

AcO
AcO

O

AcO
O

AcO
AcO

AcO

O



2.2 and 12.2, 1H, H-6'), 4.27 (dd, J= 4.6 and 12.2, 1H, H-6'), 4.56 (d, J= 7.8, 1H, H-1'), 4.60 

(d, J= 8.0, 1H, H-1), 4.90 (t, J= 9.5, 1H, H-4), 4.96 (dd, J= 7.8 and 9.5, 1H, H-2'), 4.99 (t, J= 

8.1 and 9.5, 1H, H-2), 5.07 (t, J= 9.5, 1H, H-4'), 5.18 (t, J= 9.5, 2H, H-3,3'). 13C-NMR (100 

MHz): δ 19.68, 19.73, 20.57, 20.60, 20.65, 20.72, 22.61, 22.71, 24.36, 24.46, 24.77, 27.95, 

29.85, 29.92, 32.78, 32.80, 36.62, 37.16, 37.27, 37.41, 37.44, 37.49, 37.54, 39.34, 61.76, 

68.15, 68.23, 69.14, 69.18, 70.07, 70.29, 70.48, 71.01, 71.32, 71.93, 72.76, 72.85, 73.21, 

77.95, 100.75, 100.87, 169.17, 169.28, 169.37, 169.57, 170.12, 170.21, 170.61. IR (CHCl3) 

1039, 1230, 1377, 1466, 1755, 2871, 2927, 2958 cm–1 . Anal. Calcd for C69H122O20: C, 65.17; 

H, 9.67. Found: C, 64.88; H, 9.95.

2' ,3 ' -Bis{ [ (3 'R , 7 ' R , 11 'S )-3',7',11',15'-tetramethylhexadecyl]oxy}propyl 6-O-

-D-glucopyranosyl- -D-glucopyranoside (179)

ヘプタアセチルグリコシド 182  (30.7 mg, 24.1 mmol) を、糖脂質 1 7 8 の合成と

同様の方法で処理して、糖脂質 1 7 9 (24 mg, quant.) をワックスで得た。

[α]26
D –20.4° (c 0.523, CHCl3) (lit.63 [α]D –25.10°). 1H-NMR (400 MHz, CDCl3-CD3OD = 

7:1): δ 0.82-0.89 (10xd, 30H), 1.00-1.70 (m, 48H), 3.25-4.15 (m, 21H), 4.28 (d, J= 7.6, 1H, 

H-1), 4.33 (d, J= 7.6, 1H, H-1'). 13C-NMR (100 MHz, C6D6-CD3OD = 8:1): δ 19.81, 19.85, 

19.94, 22.76, 22.86, 24.89, 24.98, 25.26, 28.33, 30.14, 30.25, 30.35, 33.22, 33.27, 33.29, 

37.19, 37.52, 37.72, 37.93, 38.02, 39.74, 61.94, 68.93, 69.79, 69.96, 70.25, 70.45, 71.21, 

74.10, 74.15, 75.67, 76.80, 76.90, 78.51, 104.03, 104.31. IR (CHCl3): 1072, 1377, 1458, 

2858, 2927, 2952, 3396 cm–1 . High Resolution FAB-MS: Calcd for (M++Na) 999.7688, found 

999.7629.
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(3R , 7S ,11R)-1-Benzyloxy-3,7,11,15-tetramethyl-8-phenylsulfonyl-14-

hexadecene (193)

100 ml のシュレンク中にスルホン 83 (1.50 g,  3.87 mmol) 及び脱気した THF

(15 ml) を加えた。 n-ブチルリチウム (1.59 M in hexane, 2.55 ml, 4.05 mmol) を

–78 °C で滴下し、同じ温度で 20 分間撹拌した。反応温度を 0 °C にして 15 分間

撹拌し、 –25 °C に冷却した。 HMPA (6 ml) を加え、2 5 分後に (R )- ヨウ化シト

ロネリル 1 9 2 (1.18 g, 4.42 mmol) の脱気 THF 溶液 (11 ml) をゆっくり滴下し

た。 –25 °C で 4 時間撹拌後、飽和 NH 4 Cl で反応を停止した。反応液を酢酸エチ

ルで抽出し、有機層を合わせて飽和食塩水で洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウム

で乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-

EtOAc (10:1, v/v)) で 精 製 し 、 ス ル ホ ン 1 9 3 (1.78 g, 87% as a mixture of 

diastereomers) を無色油状物で得た。

1H-NMR (400 MHz): δ 0.79 (d, J= 6.4, 3H), 0.82 (d, J= 6.6, 3H), 1.01 (d, J= 6.6 Hz, 3H), 

1.00-1.70 (m, 15H), 1.58 (s, 3H), 1.68 (s, 3H), 1.75-1.95 (m, 3H), 2.10-2.25 (m, 1H), 2.82-

2.89 (dt, J= 1.7 and 5.6, 1H), 3.42-3.52 (m, 2H), 4.49 (s, 2H), 5.04 (tt, J= 1.2 and 7.1, 1H), 

7.26-7.35 (m, 5H), 7.53-7.64 (m, 3H), 7.87-7.89 (m, 2H). IR (neat) 692, 733, 1086, 1099, 

1146, 1304, 1446, 2856, 2925, 2956 cm–1 . Anal. Calcd for C33H50O3S: C, 75.24; H, 9.57. 

Found: C, 75.54; H, 9.69. 

(3R , 7R ,11S )-3,7,11,15-tetramethylhexadec-14-en-1-ol (194)

–78 °C の液体アンモニア (300 ml) にリチウム片 (3.0 g, 0.43 mol) を加えて

3.5 時間撹拌後、さらにスルホン 1 9 3 (4.18 g, 7.93 mmol) の THF (60 ml) 溶液

を 10 分間かけて加えた。得られた青色溶液を –78 °C で 25 分間、 0 °C で 2 時

間撹拌した。再び -78 °C に冷却し、メタノール及び塩化アンモニウムを加えて

反応を停止し、一晩室温で放置した。反応液にエーテル及び飽和 NH 4 Cl を加え、

有機層を合わせて飽和食塩水で洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶
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媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (7:1, 

v/v)) で精製し、アルコール 1 9 4 (1.50 g, 64%) を無色油状物で得た。

[α]27
D +0.31° (c 0.43, CHCl3). 1H-NMR (400 MHz): δ 0.84 (d, J= 6.4, 3H), 0.86 (d, J= 6.1, 

3H), 0.90 (d, J= 6.4, 3H), 1.00-1.70 (m, 18H), 1.75-1.85 (m, 2H), 1.60 (s, 3H), 1.68 (s, 3H), 

1.88-2.03 (m, 2H), 3.63-3.73 (m, 2H), 5.10 (tt, J= 1.2 and 7.1, 1H). 13C-NMR (100 MHz): δ

17.60, 19.64, 19.67, 19.76, 24.36, 24.40, 25.58, 25.70, 29.53, 32.44, 32.79, 37.10, 37.31, 

37.37, 37.49, 39.97, 61.25, 125.10, 130.91. IR (neat) 1057, 1377, 1462, 2858, 2925, 2952, 

3330 cm–1 . Anal. Calcd for C20H40O: C, 81.01; H, 13.60. Found: C, 81.25; H, 13.36. 

1-O-Benzyl-2,3-bis-O-[(3R , 7R ,11S )-3,7,11,15-tetramethylhexadec-14-enyl]-sn-

glycerol (196) 

アルコール 1 9 4 (1.51 g, 5.10 mmol) 及びトリエチルアミン (2.15 ml, 15.4 

mmol) をジクロロメタン (15 ml) にとかし、 0 °C で塩化メタンスルホニル (480 

µ l, 6.20 mmol) を加え、同じ温度で 1 時間撹拌した。水 (10 ml) を加えて反応を

停止し、反応液を酢酸エチルで抽出した。有機層を合わせて飽和食塩水で洗浄し

た。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラム

ク ロ マ ト グ ラフィー (hexane-EtOAc (10:1, v/v)) で精製し 、メシラ ート 1 9 5

(1.86 g, 97%) を無色油状物で得た。

ヘキサンで予め洗浄した水素化ナトリウム (186 mg, 7.77 mmol) を DMSO (10 

ml) に溶 かし 、 1- O- ベン ジル -sn - グ リセ ロー ル 87 (443 mg, 2.43 mmol) の

DMSO 溶液 (9 ml) を室温で加えた。室温で 2 時間撹拌後、メシラート 1 9 5

(1.78 g, 4.75 mmol) の DMSO 溶液 (14 ml) を室温でゆっくりと加えた。 2 日間

室温で撹拌し、水 (20 ml) を加えて反応を停止し、反応液を酢酸エチルで抽出し

た。有機層を合わせて brine で洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶

媒を 留去 し、 残 渣を シリ カ ゲル カラ ム クロ マト グ ラフ ィー (hexane-EtOAc

(100:1-20:1, v/v)) で精製し、化合物 1 9 6 (964 mg, 54%) を無色油状物で得た。
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[α]26
D –0.50° (c 0.350, CHCl3). 1H-NMR (400 MHz): δ 0.85 (d, J= 7.6, 6H), 0.86 (d, J= 

6.6, 6H), 0.87 (d, J= 6.6, 6H), 1.00-1.70 (m, 34H), 1.60 (s, 6H), 1.68 (s, 6H), 1.75-1.88 (m, 

4H), 1.90-2.10 (m, 4H), 3.44-3.66 (m, 9H), 4.56 (s, 2H), 5.10 (tt, J= 1.2 and 7.1, 2H), 7.26-

7.34 (m, 5H). 13C-NMR (100 MHz): δ 17.62, 19.64, 19.68, 19.71, 19.76, 24.36, 24.42, 

25.58, 25.72, 29.82, 29.90, 32.44, 32.81, 36.64, 37.11, 37.32, 37.39, 37.54, 68.88, 69.97, 

70.32, 70.79, 73.35, 77.94, 125.10, 127.49, 127.57, 128.29, 130.92, 138.43. IR (neat) 698, 

733, 1115, 1377, 1454, 1745, 2858, 2925, 2956 cm–1 . Anal. Calcd for C50H90O3: C, 81.24; H, 

12.27. Found: C, 81.51; H, 12.50.

1-O-Benzyl-2,3-bis-O-[(3R , 7R ,11S )-14-hydroxy-3,7,11-trimethyltetradecyl]-

sn-glycerol (197)

オゾンガスをジエン 1 9 6 (800 mg, 1.08 mmol) のメタノール溶液 (20 ml) に

–78 °C で 1.5 時間通じた。反応終了後溶液中のオゾンガスをアルゴンガスで 10 

分間置換し、水素化ホウ素ナトリウム (120 mg, 3.17 mmol) を –78 °C で注意深

く加えた。室温までゆっくりと昇温し 5 時間撹拌後、溶媒を留去した。得られた

残渣をエーテル及び 2N HCl で希釈し、水層をエーテルで抽出した。有機層を合

わせて飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で順次洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウム

で乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-

EtOAc (4:1-2:1, v/v)) で精製し、ジオール 1 9 7 (655 mg, 88%) を無色油状物で得

た。

[α]20
D +2.16° (c 0.970, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.84 (d, J= 7.1, 6H), 0.86 (d, J= 

7.1, 6H), 0.87 (d, J= 6.6, 6H), 1.50-1.85 (m, 42H), 3.38-3.64 (m, 13H), 4.55 (s, 2H), 7.26-

7.34 (m, 5H). 13C-NMR (75 MHz): δ 19.60, 19.66, 19.71, 19.76, 24.34, 24.38, 29.79, 29.86, 

30.32, 32.59, 32.61, 32.74, 32.77, 32.87, 32.96, 36.59, 36.67, 37.05, 37.13, 37.19, 37.24, 

37.29, 37.37, 37.41, 37.45, 37.48, 63.39, 68.87, 69.95, 70.28, 70.77, 73.33, 77.92, 127.48, 

127.57, 128.28, 138.38. IR (neat) 698, 735, 752, 1061, 1113, 1377, 1462, 2860, 2925, 2951, 
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3356 cm–1 . Anal. Calcd for C44H82O5: C, 76.47; H, 11.96. Found: C, 76.57; H, 12.26.

1-O-Benzyl-2,3-bis-O-[(3R , 7R ,11S )-13-methoxycarbonyl-3,7,11-

trimethyltridecyl]-sn-glycerol (198)

ジオール 1 9 7 (397 mg, 0.575 mmol) をアセトン (25 ml) に溶かし、 0 °C で

Jones 試薬を液色が赤色になるまでゆっくりと滴下した。 0 °C で 4 時間撹拌後、

2- プロパノールを加えて反応を停止した。緑色沈殿物をセライト濾過で除去し、

エーテルでセライトを数回洗浄した。有機層を合わせて飽和食塩水で洗浄した。

抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、ジカルボン酸を粗精製物で得

た。得られたジカルボン酸を、 0 °C で過剰のジアゾメタン－エーテル溶液で 3 

時間処理した。溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー

(hexane-ether (4:1, v/v)) で精製し、ジエステル 1 9 8 (258 mg, 60%) を無色油状

物で得た。

[α]20
D +3.35° (c 0.873, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.83-0.88 (d, J= 6.6, 18H), 1.00-

1.85 (m, 38H), 2.29 (dt, J= 9.2 and 6.1, 4H), 3.66 (s, 6H), 3.44-3.66 (m, 9H), 4.55 (s, 2H), 

7.26-7.34 (m, 5H). 13C-NMR (75 MHz): δ 19.22, 19.29, 19.60, 19.66, 19.70, 19.71, 24.33, 

29.81, 29.90, 31.88, 31.97, 32.42, 32.78, 36.63, 36.72, 36.96, 36.99, 37.10, 37.18, 37.27, 

37.29, 37.36, 37.45, 37.50, 51.44, 68.87, 69.96, 70.34, 70.79, 73.34, 77.95, 127.47, 127.56, 

128.28, 138.44, 174.56. IR (neat) 698, 735, 1115, 1169, 1377, 1462, 1741, 2860, 2925, 2952 

cm–1 . Anal. Calcd for C46H82O7: C, 73.95; H, 11.06. Found: C, 73.66; H, 11.29.

1-O-Benzyl-2,3-bis-O-[(3R , 7R ,11S )-14-hydroxy-3,7,11-trimethyl-[14,14-

2 H2 ]tetradecyl]-sn-glycerol (199)
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ジエステル 1 9 8 (258 mg, 0.345 mmol) の THF 溶液 (20 ml) に重水素化リチウ

ムアルミニウム (61 mg, 1.5 mmol, 99 atom% enriched, Merck) を 0 °C で懸濁さ

せ、 0 °C で 12 時間撹拌した。 2N HCl (10 ml) をゆっくりと加え反応を停止し、

反応液をエーテルで抽出した。有機層を合わせて飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水

で順次洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリ

カゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (1:1, v/v)) で精製し、ジオール

-d4 1 9 9 (225 mg, 94%) を無色油状物で得た。

[α]28
D +1.31° (c 0.410, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.84 (d, J= 7.1, 6H), 0.86 (d, J= 

7.1, 6H), 0.87 (d, J= 6.3, 6H), 1.50-1.85 (m, 42H), 3.43-3.65 (m, 9H), 4.55 (s, 2H), 7.26-7.34 

(m, 5H). 13C-NMR (75 MHz): δ 19.68, 24.34, 24.39, 29.80, 29.87, 30.13, 32.60, 32.63, 

32.77, 32.83, 32.93, 36.61, 36.68, 37.06, 37.14, 37.31, 37.42, 37.45, 37.49, 62.65 (quintet, 

J= 21), 68.87, 69.96, 70.31, 70.79, 73.34, 77.94, 127.48, 127.57, 128.28, 138.40. 2H-NMR

(61.3 MHz, CHCl3): δ 3.60. IR (neat) 698, 735, 968, 1113, 1377, 1462, 2090, 2191, 2860, 

2925, 2951, 3415 cm–1 . Anal. Calcd for C44H78
2H4O5: C, 76.03; H+2H, 11.89. Found: C, 

75.76; H+2H, 12.03.

1-O-Benzyl-2,3-bis-O-[(3R , 7R ,11S )-3,7,11-trimethyl-14-tosyloxy-[14,14-

2 H2 ]tetradecyl]-sn-glycerol (200)

ジオール -d4 1 9 9 (220 mg, 0.316 mmol), DMAP (20 mg, 0.16 mmol) 及びトリ

エチルアミン (440 ml, 3.16 mmol) をジクロロメタン (10 ml) に溶かし、塩化 p

-トルエンスルホニル (300 mg, 1.57 mmol) を 0 °C で加え、そのままの温度で 5 

時間撹拌した。水 (10 ml) を加えて反応を停止し、反応液を酢酸エチルで抽出し

た。有機層を合わせて 2N HCl, 飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で順次洗浄した。

抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロ
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マトグラフィー (hexane-EtOAc (10:1, v/v)) で 精製し、ジトシラート -d4 2 0 0

(315 mg, 99%) を無色油状物で得た。

1-O-Benzyl-2,3-bis-O-[(3R , 7R ,11S )-14-bromo-3,7,11-trimethyl-[14,14-

2 H2 ]tetradecyl]-sn-glycerol (201)

ジトシラート -d4 2 0 0 (215 mg, 0.214 mmol) を DMF (8 ml) に溶かし、臭化リ

チウム (300 mg, 3.45 mmol) を加えて 50 °C で 11 時間撹拌した。水 (10 ml) を

加え、反応液を酢酸エチルで抽出した。有機層を合わせて水で洗浄した。抽出液

を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグ

ラフィー (hexane-EtOAc (20:1)) で精製し、臭化物 -d4 2 0 1 (159 mg, 91%) を無

色油状物で得た。

[α]26
D +3.98° (c 0.67, CHCl3). 1H-NMR (400 MHz): δ 0.84 (d, J= 6.6, 6H), 0.86 (d, J= 6.6, 

6H), 0.87 (d, J= 6.4, 6H), 1.00-1.95 (m, 42H), 3.44-3.66 (m, 9H), 4.56 (s, 2H), 7.26-7.34 (m, 

5H). 13C-NMR (100 MHz): δ 19.62, 19.68, 19.72, 19.75, 24.37, 29.80, 29.88, 30.28, 32.22, 

32.79, 33.87 (quintet, J= 23), 35.38, 36.62, 37.08, 37.18, 37.30, 37.35, 37.50, 37.52, 68.86, 

69.95, 70.30, 70.78, 73.34, 77.93, 127.48, 127.56, 128.29, 138.42. 2H-NMR (61.3 MHz, 

CHCl3): δ 3.38. IR (neat) 698, 758, 995, 1113, 1377, 1462, 2156, 2868, 2925, 2951 cm–1 . 

Anal. Calcd for C44H76
2H4Br2O3: C, 64.38; H+2H, 9.82. Found: C, 64.35; H+2H, 9.86.

1-O-Benzyl-2,3-bis-O-[(3R , 7R ,11S )-17-hydroxy-3,7,11-trimethyl-[14,14-

2 H2 ]heptadec-15-yn-1-yl]-sn-glycerol (202)
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テトラヒドロ -2-(2- プロピニルオキシ )-2 H -ピラン (540 µ l, 3.84 mmol) の THF 

溶液 (8 ml) 中に n-ブチルリチウム (1.59 M in hexane, 2.40 ml, 3.82 mmol) を

–78 °C で滴下し、 0 °C で 30 分間撹拌した。反応液を再び –78 °C に冷却し、

HMPA (4 ml) を加えた。 25 分間撹拌後、臭化物 -d4 2 0 1 (300 mg, 0.365 mmol) 

の THF 溶液 (16 ml) を –78 °C でゆっくり滴下した。 –78 °C で 20 分間、 0 °C で

1 時間撹拌した後、飽和 NH 4 Cl (10 ml) を加えて反応を停止した。反応液を酢酸

エチルで抽出し、有機層を合わせて飽和食塩水で洗浄した。抽出液を硫酸ナトリ

ウムで乾燥後、溶媒を留去し、得られた残渣を THF －メタノール (1:1, 40 ml) 

に溶かし、 2N HCl (5 ml) を加えて室温で 12 時間反応させた。溶媒を除去後、得

ら れ た 残 渣 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (4:1-2:1, 

v/v)) で精製し、プロパルギルアルコール -d4 2 0 2 (258 mg, 92%) を黄色油状物

で得た。

[α]26
D +2.83° (c 0.670, CHCl3). 1H-NMR (400 MHz): δ 0.84 (d, J= 6.4, 6H), 0.86 (d, J= 

6.1, 6H), 0.87 (d, J= 6.6, 6H),1.00-1.70 (m, 42H), 1.87 (br, 2H), 3.42-3.66 (m, 9H), 4.24 (br, 

4H), 4.56 (s, 2H), 7.27-7.34 (m, 5H). 13C-NMR (100 MHz): δ 18.45 (quintet, J= 20), 19.61, 

19.65, 19.68, 19.74, 24.32, 24.36, 25.98, 29.77, 29.84, 32.38, 32.76, 36.123, 36.56, 37.02, 

37.21, 37.31, 37.46, 37.48, 51.29, 68.86, 69.94, 70.23, 70.73, 73.31, 77.90, 78.31, 86.49, 

127.47, 127.56, 128.26, 138.33. 2H-NMR (61.3 MHz, CHCl3): δ 2.15. IR (neat) 698, 756, 

1043, 1111, 1377, 1462, 1739, 2098, 2193, 2245, 2866, 2925, 3417 cm–1 . Anal. Calcd for 

C50H82
2H4O5: C, 77.87; H+2H, 11.24. Found: C, 77.99; H+2H, 11.45.

1-O-Benzyl-2,3-bis-O-[(3R , 7R ,11S ,15E)-17-hydroxy-3,7,11-trimethyl-[14,14-

2 H2 ]heptadec-15-en-1-yl]-sn-glycerol (203)

水素化リチウムアルミニウム (133 mg, 3.52 mmol) を THF (5 ml) に懸濁させ、

プロパルギルアルコール -d4 2 0 2 (241 mg, 0.313 mmol) の THF 溶液 (10 ml) を
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0 °C で 15 分間かけて滴下した。室温で 20 時間撹拌後、水 (3 ml) をゆっくりと

加え、エーテル及び 2N HCl で希釈した。水層をエーテルで抽出し、有機層を合

わせて飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で順次洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウム

で乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-

EtOAc (2:1, v/v)) で精製し、ビスアリルアルコール -d4 2 0 3 (117 mg, 48%) を無

色油状物で得た。

[α]26
D –0.58° (c 0.49, CHCl3). 1H-NMR (300 MHz): δ 0.84 (d, J= 7.1, 6H), 0.85 (d, J= 5.6, 

6H), 0.87 (d, J= 6.3, 6H), 1.00-1.75 (m, 42H), 3.44-3.64 (m, 9H), 4.08 (d, J= 4.9, 4H), 4.55

(s, 2H), 5.64 (dt, J= 15.4 and 4.9, 2H), 5.70 (d, J= 15.4, 2H), 7.26-7.34 (m, 5H). 13C-NMR

(75 MHz): δ 19.68, 19.76, 24.35, 24.43, 26.45, 29.80, 29.88, 31.78 (m, J= 21), 32.66, 32.78, 

36.48, 36.61, 37.07, 37.35, 37.50, 63.81, 68.87, 69.96, 70.29, 70.77, 73.34, 77.93, 127.48, 

127.57, 128.28, 128.85, 133.46, 138.39. 2H-NMR (61.3 MHz, CHCl3): δ 2.02. IR (neat) 698, 

735, 754, 976, 1028, 1109, 1377, 1462, 2096, 2185, 2858, 2925, 2951, 3415 cm–1 . Anal. 

Calcd for C50H86
2H4O5: C, 77.47; H+2H, 11.70. Found: C, 77.36; H+2H, 11.87.

1-O-Benzyl-2,3-bis-O-[(3R , 7R ,11S ,15R ,16R)-15,16-epoxy-17-hydroxy-

3,7,11-trimethyl-[14,14-2 H2 ]heptadecyl]-sn-glycerol (204)

200 °C で加熱乾燥したモレキュラーシーブ 4A 粉末 (211 mg) に、直前に蒸留

したジクロロメタン (4 ml) を加え、さらにオルトチタン酸テトライソプロピル

(400 µ l, 1.37 mmol) 及び D-(–)- 酒石酸ジエチル (250 µ l, 1.46 mmol) を –25°C で

加えてそのままの温度で 25 分間撹拌した。その中にビスアリルアルコール -d4

2 0 3 (180 mg, 0.232 mmol) のジクロロメタン溶液 (4 ml) を –25°C で 5 分間かけ

て加えた。 25 分後、 t-ブチルヒドロペルオキシド (5.5 M in decane, 400 µ l ,  2.20 

mmol) を –25°C で滴下し、そのままの温度で 3 時間撹拌した。 10% 酒石酸溶液

(5 ml) を加えて反応を停止し、室温で 1 時間撹拌した。不溶物を吸引濾過で除
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去し、濾液をエーテルで抽出した。有機層を合わせて飽和食塩水で洗浄し、抽出

液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去した。得られた残渣をエーテル (8 ml) 

及び 10% NaOH (5 ml) で溶かし、 0 °C で 30 分間撹拌した。反応液をエーテル

で抽出し、有機層を合わせて飽和食塩水で洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで

乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-

EtOAc (2:1, v/v)) で精製し、ジエポキシド -d4 2 0 4 (111 mg, 59%) を無色油状物

で得た。

[α]23
D +13.5° (c 0.480, CHCl3). 1H-NMR (400 MHz): δ 0.84 (d, J= 7.3, 6H), 0.86 (d, J= 

6.8, 6H), 0.87 (d, J= 6.4, 6H),1.00-1.90 (m, 42H), 2.92 (m, 2H), 2.95 (d, J= 2.0, 2H), 3.42-

3.65 (m, 11H), 3.91 (d, J= 12.0, 2H), 4.56 (s, 2H), 7.26-7.34 (m, 5H). 13C-NMR (100 MHz): 

δ 19.61, 19.67, 19.70, 19.75, 23.23, 24.35, 24.42, 29.79, 29.87, 31.09 (m, J= 21), 32.71, 

32.78, 36.60, 36.65, 37.06, 37.27, 37.35, 37.49, 37.51, 55.87, 58.37, 61.67, 68.86, 69.95, 

70.27, 70.76, 73.33, 77.91, 127.48, 127.56, 128.29, 138.38. 2H-NMR (61.3 MHz, CHCl3): δ

1.55. IR (neat) 698, 737, 752, 1030, 1105, 1377, 1462, 2110, 2195, 2860, 2925, 2951, 3440 

cm–1 . Anal. Calcd for C50H86
2H4O7: C, 74.40; H+2H, 11.24. Found: C, 74.27; H+2H, 11.29.

1-O-Benzyl-2,3-bis-O-[(3R , 7R ,11S ,15S )-15-formyl-3,7,11,15-tetramethyl

-[14,14-2 H2 ]pentadecyl]-sn-glycerol (205)

ジエポキシド -d4 2 0 4 (109 mg, 0.136 mmol) を直前に蒸留したジクロロメタン

(4 ml) に溶かし、トリメチルアルミニウムのヘキサン溶液 (1.00 M , 1.40 ml, 

1.41 mmol) を 0 °C で 5 分間かけて加え、そのままの温度で 2 時間撹拌した。メ

タノール (1.5 ml) を注意深く加えて反応を停止し、反応液をエーテル及び 2N

HCl で希釈した。水層をエーテルで抽出し、有機層を合わせて飽和 NaHCO 3 及

び飽和食塩水で順次洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、

テトラオールを粗精製物で得た。得られた残渣を THF －水 (5 ml, 1:1) に溶かし、
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過ヨウ素酸ナトリウム (156 mg, 0.731 mmol) を加えて室温で 2 時間反応した。

酢酸エチル及び飽和 Na 2 S 2 O3 で希釈し、水層を酢酸エチルで抽出した。有機層

を合わせて飽和食塩水で洗浄し、硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣

をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (4:1, v/v)) で精製し、ジ

アルデヒド -d4 2 0 5 (100 mg, 95%) を無色油状物で得た。

[α]26
D +7.32° (c 0.39, CHCl3). 1H-NMR (400 MHz): δ 0.82-0.87 (m, 18H), 1.09 (d, J= 7.1, 

6H), 1.00-1.75 (m, 42H), 2.33 (m, 2H), 3.44-3.66 (m, 9H), 4.56 (s, 2H), 7,26-7.34 (m, 5H), 

9.62 (d, J= 2.0, 2H). 13C-NMR (75 MHz): δ 13.27, 19.63, 19.66, 19.70, 19.73, 24.19, 24.34, 

24.43, 29.67, 29.81, 29.85, 29.89, 30.29, 32.64, 32.79, 36.62, 36.93, 37.09, 37.32, 37.36, 

37.52, 46.17, 68.86, 69.94, 70.33, 70.79, 73.33, 77.95, 127.46, 127.54, 128.27, 138.43, 

205.32. 2H-NMR (61.3 MHz, CHCl3): δ 1.32, 1.66. IR (neat) 698, 735, 1115, 1377, 1458, 

1728, 2094, 2183, 2858, 2925, 2954 cm–1 . Anal. Calcd for C50H86
2H4O5: C, 77.47; H+2H, 

11.70. Found: C, 77.77%; H+2H, 11.66.

(2S , 7R ,11R ,15S ,19S ,22S ,26S ,30R ,34R)-2-Benzyloxymethyl-

7,11,15,19,22,26,30,34-octamethyl-1,4-dioxa-[18,18,23,23-

2 H4 ]cyclohexatriacont-20-ene (206) 

アルゴン気流下、アトモスバック中で三塩化チタン (0.5 g, 3.3 mmol) 及び Zn-

Cu (0.5 g, 7.7 mmol) を 100 ml のシュレンク管に入れた。シュレンク管中に

DME (30 ml) を加え、 2 時間加熱還流した。加熱還流した系中にジアルデヒド -

d4 2 0 5 (91 mg, 0.12 mmol) の DME 溶液 (3 ml) を電動シリンジポンプで 44 時

間かけて滴下した。滴下終了後、さらに 18 時間加熱還流し、その後室温まで冷

却した。反応系中に 20% K 2 CO 3 水溶液 (25 ml) を加え、室温で 3.5 時間撹拌し、

反応液をエーテルで抽出した。有機層を合わせて飽和食塩水で洗浄した。抽出液

を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグ

ラフィー (hexane-EtOAc (25:1, v/v)) で精製し、 36 員環閉環体 -d4 2 0 6 (52 mg, 
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60%) を無色油状物で得た。

[α]26
D +3.77° (c 0.470, CHCl3). 1H-NMR (400 MHz): δ 0.83 (d, J= 5.6, 6H), 0.84 (d, J= 

5.6, 6H), 0.87 (d, J= 6.4, 6H), 0.94 (d, J= 6.6, 6H), 0.98-1.75 (m, 42H), 2.02 (br, 2H), 3.46-

3.64 (m, 9H), 4.55 (s, 2H), 5.10 (m, 2H), 7.26-7.34 (m, 5H). 13C-NMR (100 MHz): δ 19.76, 

19.85, 21.76, 24.48, 24.86, 29.60, 29.71, 32.86, 36.62, 36.96, 37.16, 37.35, 37.47, 68.58, 

69.69, 70.26, 71.42, 73.34, 77.92, 127.51, 127.57, 128.30, 134.94, 138.36. 2H-NMR (61.3 

MHz, CHCl3): δ 1.16, 1.19. IR (neat) 698, 733, 968, 1115, 1377, 1456, 1732, 2098, 2175, 

2864, 2924, 2952 cm–1 . EI-MS: m/z 743 (M+), 727, 652 (M+–CH2Ph), 637, 560. Anal. Calcd 

for C50H86
2H4O3: C, 80.80; H+2H, 12.21. Found: C, 80.52; H+2H, 12.45.

(2R , 7R ,11R ,15S ,19S ,22S ,26S ,30R ,34R)-2-hydroxymethyl-

7,11,15,19,22,26,30,34-octamethyl-1,4-dioxa-[18,18,23,23-

2 H4 ]cyclohexatriacontane (207) 

ベンジルエーテル -d4 2 0 6 (50 mg, 66.6 µmol) を酢酸エチル (10 ml) に溶かし、

10% Pd–C (52 mg) を加えて水素雰囲気下、室温で 17.5 時間撹拌した。触媒を

セライト濾過で除去し、酢酸エチルでセライトを数回洗浄した。濾液を濃縮し、

残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (10:1, v/v)) で精製

し、 36 員環コア脂質 -d4 2 0 7 (35 mg, 81%) を無色油状物で得た。

[α]28
D +8.17° (c 0.78, CHCl3). 1H-NMR (400 MHz): δ 0.85 (d, J= 6.6, 12H), 0.88 (d, J= 

6.6, 6H), 0.89 (d, J= 6.3, 6H), 1.00-1.75 (m, 48H), 2.17 (br, 1H), 3.46-3.72 (m, 9H). 13C-

NMR (100 MHz): δ 19.85, 19.93, 19.97, 20.03, 24.06, 24.14, 24.41, 29.72, 29.77, 32.67, 

32.76, 32.85, 33.54, 34.12, 36.53, 37.00, 37.12, 37.26, 63.03, 68.53, 70.00, 71.18, 78.38. 

2H-NMR (61.3 MHz, CHCl3): δ 1.07, 1.21. IR (neat) 1055, 1117, 1377, 1462, 1732, 2092, 

2173, 2856, 2925, 2956, 3444 cm–1 . EI-MS: m/z 655 (M+), 637 (M+–H2O), 624, 607. Anal. 

Calcd for C43H82
2H4O3: C, 78.84; H+2H, 13.23. Found: C, 78.57; H+2H, 13.16.
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(2S , 7R ,11R ,15S ,19S ,22S ,26S ,30R ,34R)-7,11,15,19,22,26,30,34-octamethyl-

2-[2-(trimethylammonio)ethoxyphosphinatoxymethyl-1,4-dioxa-[18,18,23,23-

2 H4 ]cyclohexatriacontane (190) 

アルコール -d4 2 0 7 (34 mg, 52 µmol) をピリジン (2 ml) に溶かし、 0 °C で 2

-クロロエチルリン酸ジクロリド (75 µ l, 0.58 mmol) を加えた。 0 °C で 4 時間撹

拌後、水 (10 ml) を加えて 30 分間撹拌した。反応液に 2N HCl を加えて酸性に

し、クロロホルムで 4 回抽出した。抽出液を硫酸マグネシウムで乾燥後、溶媒を

留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (CHCl 3 -MeOH (15:1-7:1, 

v/v)) で精製し、リン酸ジエステル (30 mg) をワックスで得た。得られたリン酸

ジエステルをトルエン (5 ml) 及びアセトニトリル (3 ml) に溶解し、ガラス製の

耐圧チューブに移した。反応液を –78 °C に冷却し、蒸留したトリメチルアミン

(15 ml) を加えた。封管し、 50-60 °C で 3 日間撹拌した。 –78 °C に冷却して開封

し、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (CHCl 3 -MeOH

(8:1, v/v)) to CHCl 3 -MeOH-H 2 O (65:25:4)) で精製し、次いで Sephadex ® LH-

20 (CHCl 3 -MeOH (2:1, v/v)) でさらに精製してホスホコリン -d4 1 9 0 (17 mg, 

40%) をワックスで得た。

1H-NMR (400 MHz, CDCl3-CD3OD = 5:1): δ 0.85-0.89 (m, 24H), 1.00-1.70 (m, 48H), 3.22

(s, 9H), 3.49 (m, 3H), 3.55-3.70 (m, 6H), 3.88 (br, 2H), 4.23 (br, 2H). 13C-NMR (75 MHz, 

CDCl3-CD3OD = 4:1): δ 19.33, 19.45, 19.47, 19.52, 19.57, 19.62, 19.67, 19.75, 23.56, 23.60, 

24.13, 29.39, 29.55, 32.29, 32.34, 32.38, 32.49, 33.64, 36.35, 36.70, 36.80, 36.87, 36.93, 

36.97, 37.04, 37.10, 37.17, 53.89, 58.56, 64.78 (d, J= 4.9), 66.21, 68.40, 69.68, 70.58, 77.66 

(d, J= 8.2). High Resolution FAB-MS: Calcd for C48H95
2H4NO6P (M++H) 820.7461. Found: 

820.7460.
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1-O-Benzyl-2,3-di-O-[(3R , 7R ,11S )-3,7,11,15-tetramethyl-[14,14-

2 H2 ]hexadecyl]-sn-glycerol (208)

調製した Schlosser 触媒 70) (2.70 ml, 0.05 M Li 2 CuCl 4 in THF, 0.135 mmol) 

を臭化イソプロピルマグネシウムの THF 溶液 (20.0 ml, 1.58 M, 31.6mmol) に 0 

°C で加え、次いでジトシラート -d4 2 0 0 (315 mg, 0.314 mmol) の THF 溶液 (15 

ml) を加えた。反応液を 0 °C で 10 分間撹拌し、飽和 NH 4 Cl (10 ml) で反応を停

止し、反応液をエーテルで抽出した。有機層を合わせて飽和食塩水で洗浄し、硫

酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー

(hexane-EtOAc (10:1, v/v)) で精製し、 2 0 8 (204 mg, 87%) を無色油状物で得た。

[α]24
D +2.44° (c 0.830, CHCl3). 1H-NMR (400 MHz): δ 0.83-0.87 (m, 30H), 1.00-1.70 (m, 

44H), 3.42-3.66 (m, 9H), 4.55 (s, 2H), 7.26-7.34 (m, 5H). 13C-NMR (100 MHz): δ 19.75, 

22.55, 22.64, 24.38, 24.48, 24.59, 27.79, 29.83, 29.91, 32.81, 36.66, 37.12, 37.25, 37.42, 

37.47, 37.53, 38.49 (quintet, J= 19), 68.89, 69.98, 70.37, 70.83, 73.36, 77.98, 127.53, 

127.58, 128.28, 138.46. 2H-NMR (61.3 MHz, CHCl3): δ 1.12. IR (neat) 696, 733, 1115, 

1377, 1462, 2087, 2173, 2866, 2925, 2952 cm–1 . Anal. Calcd for C50H90
2H4O3: C, 80.37; 

H+2H, 12.68. Found: C, 80.07; H+2H, 12.67.

2,3-Di-O-[(3R , 7R ,11S )-3,7,11,15-tetramethyl-[14,14-2 H2 ]hexadecyl]-sn-

glycerol (209) 

ベンジルエーテル -d4 2 0 8 (176 mg, 0.235 mmol) を酢酸エチル (30 ml) に溶か

し、 10% Pd–C (116 mg) を加えて水素雰囲気下、室温で 20 時間撹拌した。触媒
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をセライト濾過で除去し、酢酸エチルでセライトを数回洗浄した。濾液を濃縮し、

残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (10:1, v/v)) で精製

し、非環状ジエーテル型コア脂質 -d4 2 0 9 (142 mg, 92%) を無色油状物で得た。

[α]26
D +8.37° (c 0.430, CHCl3). 1H-NMR (400 MHz): δ 0.84-0.89 (m, 30H) 1.00-1.70 (m, 

44H), 2.17 (t, J= 6.3, 1H), 3.44-3.75 (m, 9H). 13C-NMR (100 MHz): δ 19.68, 19.70, 19.75, 

19.76, 22.57, 22.66, 24.36, 24.47, 24.59, 27.79, 29.88, 29.92, 32.81, 36.61, 37.10, 37.26, 

37.37, 37.41, 37.47, 37.51, 37.52, 38.49 (m, J= 19), 63.13, 68.66, 70.18, 70.98, 78.32. 2H-

NMR (61.3 MHz, CHCl3): δ 1.11. IR (neat) 1051, 1117, 1365, 1377, 1462, 2087, 2173, 2868, 

2925, 2952, 3442 cm–1 . EI-MS: m/z 657 (M+), 615. Anal. Calcd for C43H84
2H4O3: C, 78.59; 

H+2H, 13.50. Found: C, 78.44; H+2H, 13.49.

2 , 3 - D i - O - [ ( 3 R , 7 R , 1 1 S ) - 3 , 7 , 1 1 , 1 5 - t e t r a m e t h y l - [ 1 4 , 1 4 -

2 H 2 ] h e x a d e c y l ] - sn - g l y c e r o - 1 - p h o s p h o c h o l i n e  ( 1 9 1 )

アルコール -d4 2 0 9 (130 mg, 0.198 mmol) を、ホスホコリン -d4 1 9 0 の合成と

同様の方法で処理して、ホスホコリン -d4 1 9 1 (83 mg, 52%) をワックスで得た。

1H-NMR (400 MHz, CDCl3-CD3OD = 8:1): δ 0.83-0.87 (m, 30H), 1.00-1.41 (m, 36H), 1.46-

1.64 (m, 8H), 3.23 (s, 9H), 3.47 (m, 3H), 3.616 (br, 6H), 3.90 (br, 2H), 4.24 (br, 2H). 13C-

NMR (100 MHz, CDCl3-CD3OD = 8:1): δ 19.36, 19.45, 22.27, 22.36, 24.15, 24.24, 24.35, 

27.55, 29.64, 29.74, 32.57, 36.46, 36.88, 37.01, 37.21, 37.34, 38.25 (quintet, J= 19), 54.03, 

58.70 (d, J= 5.0), 64.89 (d, J= 5.8), 66.29, 68.67, 69.92, 70.45, 77.78 (d, J= 8.3). High 

Resolution FAB-MS: Calcd for C48H97
2H4NO6P (M++H) 822.7618. Found: 822.7662.

ジミリストイル- sn -グリセロ-3-ホスホコリン (DMPC )，ジパルミトイル- sn -グ

リセロ-3- ホスホコ リン (DPPC) ，卵黄 レシチン (eggPC ) 及び 軽水は市 販品
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(Sigma ) を用いた。 DPH, TMA-DPH についても市販品 (各々東京化成工業, 同仁

化学) を用いた。6-カルボキシフルオレッセイン (CF; Eastman Kodak 製) は、文

献記載の方法 11d) に従って精製したものを用いた。

光学顕微鏡によるリポソームの観察

サンプル調製 ：GUV は静置水和法を用いて調製した。脂質 1 mg 及び蛍光染色

剤 Nile Red 0.1 mg をクロロホルム－メタノール 360 µL (2:1 ) に溶解し、そのう

ちの 1.5 µL をカバーグラス上に滴下する。 10 分間乾燥させて得たラメラ状のサ

ンプルを顕微鏡上に載せ、 50 µL の緩衝液で希釈した。

測定 ：CCD カメラ及び Argus 20 画像解析システム (浜松ホトニクス) などを備

え付けた Axiovert 135 位相差顕微鏡 (Carl Zeiss) を用い、脂質二重膜の発光イメー

ジを逐一観察した (励起波長 485 nm，蛍光波長 525 nm)。

熱分析 (DSC )

サンプル調製及び測定 ：

[リン脂質分散液] 脂質 (7 mg) をエチレングリコール－水 (50 mg; 4:1 v/v) に分

散させ、 70 µ l のアルミニウム製パンに入れ、何度か昇温，降温を繰り返した後

セイコー電子 SSC-5200 型示差走査熱量計により 1 °C/min の速度で走査した

(–40 °C~60 °C )。

[コア脂質乾燥試料] 脂質 (ca. 10 mg ) をそのまま 20 µ l のパンに入れ、何度か昇

温，降温を繰り返した後 2 °C/min の速度で走査した (–120 °C ~0 °C )。

単分子膜測定

測定 ： 20 °C の蒸留水で満たした FSD-20 トラフ (150 x 500 mm, SAN-ESU) 

上に脂質のクロロホルム溶液 (1 mmol/l) を滴下して 10 分間静置した後、 0.32 

mm/sec の一定速度で可動バリアを押していき π -A 曲線を得た。

配向膜の 2H-NMR 測定

サンプル調製 ：濃硝酸，超純水及びアセトンで入念に洗浄したカバーガラスに
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脂質の 2-プロパノール溶液 (10 mg/900 µ l)  を滴下し、デシケーター中で減圧乾

燥した。同様の操作を行い、直径 10 mm のNMR チューブに入るように適当にカッ

トしたカバーガラスを約 50 枚積層する。 50 µ l の軽水を加え、 35 °C で 24 時間

水和させた。

測定 ：得られた配向膜を膜平面と磁場とが垂直 ( = 90° ) になるように NMR 

プローブに設置し、ブルカー製 NMR MSL-300 で測定した (33 °C, 46.1 MHz )。

蛍光偏光解消

サンプル調製 ：脂質 3~4 mg に緩衝液 (20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, pH 

7.5) 9 ml を加え、超音波処理法で SUV 分散液を調製した。得られた分散液 3ml 

に 3 µ l の DPH 及び TMA-DPH (ともに 0.5 mM in DMF) を各々加えた。前者は

脂質二重膜中にプローブを取り込ませるため、1 時間室温でインキュベーション

してから、後者はそのまま直ちに蛍光セルに移した。

測定 ：励起側，蛍光側に各々偏光板を取り付けた日本分光 FP-750 蛍光分光光

度計により励起波長 350 nm ，蛍光波長 460 nm で蛍光強度を測定した (バンド幅

はともに 5 nm)。またセルホルダーには還流水を流して温度調節をした。

リポソームの水透過性

サンプル調製 ： 5 mg の脂質薄膜に 1 ml の高張緩衝液 A (150 mM NaCl, 10 

mM Tris-HCl, 5 mM NaN 3 , 1 mM EDTA, pH 7.95) または低張緩衝液 B (10 mM 

Tris-HCl, 5 mM NaN 3 ,  1 mM EDTA, pH 7.95) を加え、凍結融解を 5 回繰り返す

ことによって LUV 分散液を得た。緩衝液 A で調製した LUV 分散液は膨脹

(swelling ), 緩衝液 B のそれは収縮 (shrinking )  実験に各々使用した。これら分

散液はエクストルーダーを用い、ポリカーボネート製の Nucleopore ® (孔径; 200 

nm) を計 10 回通過させ粒径 200 nm にサイジング処理を行った。

測定 ：高張緩衝液 A 及び低張緩衝液 B で調製したリポソーム分散液を、各々

B 及び A と同量ずつ 3 msec 以内の速度で注射筒から混合槽 (cuvette ) に流し込

み、その後の LUV 粒径の経時変化を、光散乱強度 I t の増減の値としてモニター

した。測定は Applied Photophysics 製 の ス ト ッ プ ド フ ロ ー (Biosequential DX-
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17MV ) の光散乱モード (λ = 400 nm, slit width 4 mm ) で 33 ± 0.2 °C で行った。

データは混合後 2~10 秒程度までとり、 Bio-kine Analysis Ver. 3.14 ソフトウェ

ア (Bio-Logic company 製) で解析した。

リポソームのプロトン透過性

サンプル調製 ：脂質 3~4 mg に 1 ml の CF 含有緩衝液 (50 mM Na 4 P 2 O7 -クエ

ン酸, 150 mM NaCl, 4 mM CF, pH 7.5)  を加えて凍結融解法で LUV を調製し、

エクストルーダーで 200 nm にサイジングした。得られた分散液をセファデック

ス G-50 (1.5 x 30 ~45 cm) 担体を用い、緩衝液 (50 mM Na 4 P 2 O7 -クエン酸, 150 

mM NaCl, pH 7.5) で溶出してゲル濾過をし、外水相の CF を除去した。

測定 ：蛍光セルホルダーで各温度にインキュベートした 3 ml の酸性緩衝液 (50 

mM Na 4 P 2 O7 -クエン酸, 150 mM NaCl, pH 2.5) 中に CF 含有 LUV 懸濁液 (20 

µ l) を加えたとき ( t = 0 ) の蛍光強度を F0 とし、各時間 t での蛍光強度 Ft を日

本分光 FP-750 蛍光分光光度計を用いて励起波長 480nm, 蛍光波長 520nm で逐

次測定した (バンド幅はともに 5 nm)。

メタン生成細菌 Methanococcus jannaschi i の培養及び極性脂質の抽出

液体培 地を表 5-5 に 示し た成分 で調製 し、 Methanococcus jannaschii (JCM 

10045) を培地の 5 % になるように植菌した。高圧の水素－二酸化炭素混合ガス

(還元銅カラムを通して脱酸素済) (4:1) 雰囲気下、 65 °C で 5~24 時間培養した。

得られた菌体をクロロホルム－メタノール－5 % トリクロロ酢酸 (TCA) 水溶液

(5:10:4) で抽出し、残渣を 1 ml のクロロホルム－メタノール (2:1) に溶かし、

20 倍の冷アセトンを加えて極性脂質を再結晶した。

リポソームの熱安定性

サンプル調製 ：脂質 3~4 mg に 1 ml の CF 含有緩衝液 (20 mM Tris-HCl, 200 

mM NaCl, 200 mM CF, pH 7.5) を加えて凍結融解法で LUV を調製し、エクスト

ルーダーで 200 nm にサイジングした。得られた分散液に対しセファデックス

G-50 (1.5 x 30 ~45 cm) 担 体 を 用 い 、 緩 衝 液 (20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 
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pH 7.5) で溶出してゲル濾過を行い、外水相の CF を除去した。

測定 ：蛍光セルホルダーで各温度にインキュベートした 3 ml の同じ緩衝液中

に CF 含有 LUV 懸濁液 (5~20 µ l) を加えたとき ( t = 0) の蛍光強度を F0 とし、

各時間 t での蛍光強度 Ft を日本分光 FP-750 蛍光分光光度計を用いて励起波長

480nm, 蛍光波長 520nm で逐次測定した (バンド幅はともに 5 nm)。一定時間測

定した後、非イオン性界面活性剤 10 % Triton X-100 を 10 µ l 加え、蛍光物質の

全強度 Fmax を測定した。
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第 6 章

(2S ,39S )-2,39-bis(diphenylphosphorylmethyl)-1,4,37,40-

tetraoxacyclodoheptacontane (228)

(2S ,39S)-2,39-ビス(ヒドロキシメチル )-1,4,37,40-テトラオキサシクロドヘプタコンタ

ン 2 2 2 35) (125 mg, 0.116 mmol), ピリジン (12 ml) 及び DMAP (67.2 mg, 0.550 

mol) をベンゼン (24 ml) に溶解し、ジフェニルリン酸クロリド (510 µ l, 2.45 

mmol) を室温でゆっくり滴下し、 60 °C で 80 時間撹拌した。 2N HCl (30 ml) を

加えて反応を停止し、反応液をジクロロメタンで抽出した。有機層を合わせて飽

和 NaHCO 3 及び飽和食塩水で順次洗浄した。抽出液を硫酸マグネシウムで乾燥

後 、 溶 媒 を 留 去 し 、 残 渣 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグラフィー (benzene-

EtOAc (10:1, v/v)) で精製し、ビスリン酸トリエステル 2 2 8 (156 mg, quant.) を

ワックスで得た。

1H-NMR (300 MHz): δ 1.25 (br, 112H), 1.50-1.61 (br, 8H), 3.37-3.67 (m, 14H), 4.21-4.39

(m, 4H), 7.16-7.36 (m, 20H). 13C-NMR (75 MHz): δ 25.97, 26.05, 29.41, 29.57, 29.65, 

29.90, 68.29 (d, J= 6.8), 69.62, 70.71, 71.73, 77.11 (d, J= 8.0), 120.07 (d, J= 5.0), 120.10 (d, 

J= 5.0), 125.31, 129.72, 150.54 (d, J= 7.5). 31P-NMR (109 MHz): δ –12.00. IR (KBr pellet): 

955, 1051, 1190, 1220, 1292, 1464, 1473, 1489, 1591, 1738, 2848, 2918 cm–1 . Anal. Calcd for 

C94H158O12P2: C, 73.21; H, 10.33. Found: C, 73.16; H, 10.27.

(2S ,39S )-2,39-bis(dihydrophosphorylmethyl)-1,4,37,40-

tetraoxacyclodoheptacontane (224)
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リン酸トリエステル 2 2 8 (158 mg, 0.102 mmol) を氷酢酸 (50 ml) に溶かし、

酸化白金 (IV) (204 mg) を加えて水素雰囲気下 100 °C で 60 時間撹拌した。触媒

をセライト濾過で除去し、熱クロロホルムでセライトを数回洗浄した。濾液を濃

縮し、残渣をクロロホルムより再結晶してジリン酸 2 2 4 (46 mg, 36 %) を白色粉

末で得た。

mp 113-116 °C. 1H-NMR (300 MHz): δ 1.25 (br, 112H), 1.50-1.60 (br, 8H), 3.40-3.62 (m, 

14H), 4.02-4.20 (m, 4H). 13C-NMR (75 MHz): δ 26.06, 26.13, 29.44, 29.49, 29.58, 29.65, 

29.72, 30.03, 64.16, 70.64, 70.68, 71.79, 76.75. 31P-NMR (109 MHz): δ 1.76. IR (KBr 

pellet): 719, 729, 951, 1055, 1120, 1246, 1464, 1473, 2848, 2918, 3465 cm–1 . Anal. Calcd for 

C70H142O12P2: C, 67.92; H, 11.56. Found: C, 67.89; H, 11.74.

(2S ,38S )-2,38-bis(diphenylphosphorylmethyl)-1,4,37,40-

tetraoxacyclodoheptacontane (229)

(2S ,38S)-2,38-ビス(ヒドロキシメチル )-1,4,37,40-テトラオキサシクロドヘプタコンタ

ン 2 2 3 35) (99.2 mg, 92.0 µmol) を、ビスリン酸トリエステル 2 2 8 の合成と同様

の方法で処理して、ビスリン酸トリエステル 2 2 9 (132 mg, 93 %) をワックスで

得た。

1H-NMR (300 MHz): δ 1.25 (br, 112H), 1.50-1.61 (br, 8H), 3.37-3.66 (m, 14H), 4.21-4.39

(m, 4H), 7.16-7.36 (m, 20H). 13C-NMR (75 MHz): δ 25.97, 26.06, 29.42, 29.58, 29.66, 

29.92, 68.31 (d, J= 6.2), 69.66, 70.72, 71.74, 77.13 (d, J= 7.4), 120.08 (d, J= 5.0), 120.12 (d, 

J= 5.0), 125.30, 129.72, 150.57 (d, J= 7.5). 31P-NMR (109 MHz): δ –12.03. IR (KBr pellet): 

955, 1053, 1190, 1221, 1292, 1464, 1473, 1489, 1591, 1739, 2848, 2918 cm–1 . Anal. Calcd for 

C94H158O12P2: C, 73.21; H, 10.33. Found: C, 72.92; H, 10.56.
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(2S ,38S )-2,38-bis(dihydrophosphorylmethyl)-1,4,37,40-

tetraoxacyclodoheptacontane (225)

ビスリン酸トリエステル 2 2 9 (163 mg, 0.106 mmol) を、ジリン酸 2 2 4 の合成

と同様の方法で処理して、ジリン酸 2 2 5 (63 mg, 48 %) を白色粉末で得た。

mp 111-113 °C. 1H-NMR (300 MHz): δ 1.26 (br, 112H), 1.51-1.57 (br, 8H), 3.39-3.65 (m, 

14H), 4.03-4.37 (m, 4H). 13C-NMR (75 MHz): δ 26.06, 26.13, 29.44, 29.58, 29.65, 29.71, 

30.03, 64.16, 70.64, 70.67, 71.79, 76.74. 31P-NMR (109 MHz): δ 1.93. IR (KBr pellet): 719, 

729, 962, 1051, 1124, 1244, 1464, 1473, 2848, 2918, 3452 cm–1 . Anal. Calcd for 

C70H142O12P2: C, 67.92; H, 11.56. Found: C, 68.06; H, 11.54.

2,2´-O-(1,32-dotriacontanediyl)-1,1’-di-O-benzyl-3,3’-di-O-hexadecanyl-sn-

diglycerol (230)

2,2´-O-(1,32-ドトリアコンタンジイル )-1,1’-ジ-O-ベンジル-3,3’-ジ-O-ヘキサデカニル -

sn-ジグリセロール 2 1 6 35) (355 mg, 0.274 mmol) 及びトリエチルアミン (300 µ l, 

2.16 mmol) をジクロロメタン (20 ml) にとかし、 0 °C で塩化メタンスルホニル

(85 µ l ,  1.1 mmol) を加え、同じ温度で 3 時間撹拌した。水 (10 ml) を加えて反

応を停止し、反応液を酢酸エチルで抽出した。有機層を合わせて 2N HCl, 飽和

NaHCO 3 及び飽和食塩水で順次洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶

媒を留去してジメシラートを粗精製物で得た。得られた残渣を THF (15 ml) に溶

かし、 0 °C で super hydride ® (1 M in THF, 2.40 ml, 2.40 mmol) を滴下し、室温

で 5 時間撹拌した。 0 °C に冷却後、水 (10 ml) を加えて反応を停止し、反応液を

エーテルで抽出した。有機層を合わせて 2N HCl, 飽和 NaHCO 3 及び飽和食塩水
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で順次洗浄した。抽出液を硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリ

カゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (7:1, v/v)) で精製し、化合物

2 3 0 (348 mg, quant.) を白色粉末で得た。

mp 45-46 °C. 1H-NMR (300 MHz): δ 0.88 (t, J= 7.1, 6H), 1.25 (br, 108H), 1.50-1.61 (m, 

8H), 3.40-3.62 (m, 18H), 4.55 (s, 4H), 7.25-7.33 (m, 10H). 13C-NMR (75 MHz): δ 14.09, 

22.67, 26.09, 26.11, 29.35, 29.49, 29.64, 29.70, 30.09, 31.91, 70.29, 70.58, 70.72, 71.63, 

73.32, 77.91, 127.44, 127.53, 128.26, 138.43. IR (KBr pellet): 696, 719, 737, 1115, 1454, 

1469, 2856, 2914 cm–1 . Anal. Calcd for C84H154O6: C, 80.06; H, 12.32. Found: C, 80.22; H, 

12.43.

2,3´-O-(1,32-dotriacontanediyl)-1,1’-di-O-benzyl-2’,3-di-O-hexadecanyl-sn-

diglycerol (231)

2,3´-O-(1,32-ドトリアコンタンジイル )-1,1’-ジ-O-ベンジル-2’,3-ジ-O-ヘキサデカニル -

sn-ジグリセロール 2 1 7 35) (680 mg, 0.526 mmol) を、化合物 2 3 0 の合成と同様の

方法で処理して、化合物 2 3 1 (669 mg, quant.) を白色粉末で得た。

mp 41-42 °C. 1H-NMR (300 MHz): δ 0.88 (t, J= 7.1, 6H), 1.25 (br, 108H), 1.50-1.61 (m, 

8H), 3.40-3.63 (m, 18H), 4.55 (s, 4H), 7.25-7.34 (m, 10H). 13C-NMR (75 MHz): δ 14.10, 

22.68, 26.11, 29.35, 29.49, 29.64, 29.71, 30.09, 31.91, 70.26, 70.58, 70.70, 71.62, 73.32, 

77.89, 127.44, 127.53, 128.26, 138.42. IR (KBr pellet): 696, 721, 733, 1119, 1454, 1468, 

2848, 2914 cm–1 . Anal. Calcd for C84H154O6: C, 80.06; H, 12.32. Found: C, 79.97; H, 12.62.

2,2´-O-(1,32-dotriacontanediyl)-3,3’-di-O-hexadecanyl-sn-diglycerol (232)
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ベンジルエーテル 2 3 0 (293 mg, 0.232 mmol) を酢酸エチル (40 ml) に溶かし、

10% Pd–C を加えて水素雰囲気下、 60 °C で 24 時間撹拌した。触媒をセライト

濾過で除去し、クロロホルムでセライトを数回洗浄した。濾液を濃縮し、残渣を

シリカゲルカラムクロマトグラフィー (hexane-EtOAc (5:1, v/v) to CHCl 3 ) で精

製し、ジオール 2 3 2 (190 mg, 76 %) を白色粉末で得た。

mp 66-67 °C. 1H-NMR (300 MHz): δ 0.88 (t, J= 7.1, 6H), 1.25 (br, 108H), 1.51-1.60 (m, 

8H), 3.41-3.65 (m, 18H). 13C-NMR (75 MHz): δ 14.13, 22.69, 26.10, 29.36, 29.47, 29.62, 

29.72, 30.07, 31.93, 63.09, 70.39, 70.90, 71.85, 78.19. IR (KBr pellet): 719, 1119, 1471, 

2846, 2929, 3415 cm–1 . Anal. Calcd for C70H142O6: C, 77.86; H, 13.25. Found: C, 77.56; H, 

13.50.

2,3´-O-(1,32-dotriacontanediyl)-2’,3-di-O-hexadecanyl-sn-diglycerol (233)

ベンジルエーテル 2 3 1 (576 mg, 0.457 mmol) を、ジオール 2 3 2 の合成と同様

の方法で処理して、ジオール 2 3 3 (430 mg, 87 %) を白色粉末で得た。

mp 79-81 °C. 1H-NMR (300 MHz): δ 0.88 (t, J= 7.1, 6H), 1.25 (br, 108H), 1.51-1.60 (m, 

8H), 3.41-3.65 (m, 18H). 13C-NMR (75 MHz): δ 14.13, 22.69, 26.10, 29.36, 29.47, 29.62, 

29.72, 30.07, 31.93, 63.09, 70.39, 70.90, 71.85, 78.19. IR (KBr pellet): 723, 1115, 1466, 

2850, 2918, 3492 cm–1 . Anal. Calcd for C70H142O6: C, 77.86; H, 13.25. Found: C, 77.65; H, 

13.21.

2,2´-O-(1,32-dotriacontanediyl)-3,3’-di-O-hexadecanyl-1,1’-bis-O

-(diphenylphosphoryl)-sn-diglycerol (234)
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ジオール 2 3 2 (226 mg, 0.209 mmol) を、ビスリン酸トリエステル 2 2 8 , 2 2 9

の合成と同様の方法で処理して、ビスリン酸トリエステル 2 3 4 (325 mg, quant.) 

をワックスで得た。

1H-NMR (300 MHz): δ 0.88 (t, J= 6.8, 6H), 1.25 (br, 108H), 1.48-1.54 (m, 8H), 3.36-3.67

(m, 14H), 4.22-4.42 (m, 4H), 7.16-7.37 (m, 20H). 13C-NMR (75 MHz): δ 14.12, 22.68, 

25.99, 26.06, 29.35, 29.49, 29.58, 29.62, 29.65, 29.70, 29.72, 29.95, 31.91, 68.34 (d, J= 

6.8), 69.36, 70.74, 71.79, 77.01 (d, J= 7.5), 120.07 (d, J= 5.0), 120.11 (d, J= 5.0), 125.27, 

129.71, 150.55 (d, J= 6.8). 31P-NMR (109 MHz): δ –12.06. IR (KBr pellet): 953, 1051, 1192, 

1221, 1294, 1458, 1469, 1489, 1591, 2848, 2914 cm–1 . Anal. Calcd for C94H160O12P2: C, 

73.11; H, 10.44. Found: C, 72.88; H, 10.55.

2,3´-O-(1,32-dotriacontanediyl)-2’,3-di-O-hexadecanyl-1,1’-bis-O

-(diphenylphosphoryl)-sn-diglycerol (235)

ジオール 2 3 3 (389 mg, 0.360 mmol) を、ビスリン酸トリエステル 2 2 8 , 2 2 9 ,

2 3 4 の合成と同様の方法で処理して、ビスリン酸トリエステル 2 3 5 (529 mg, 

93 %) をワックスで得た。

1H-NMR (300 MHz): δ 0.88 (t, J= 6.8, 6H), 1.26 (br, 108H), 1.48-1.54 (m, 8H), 3.36-3.67

(m, 14H), 4.23-4.43 (m, 4H), 7.14-7.36 (m, 20H). 13C-NMR (75 MHz): δ 14.04, 22.60, 

25.92, 25.99, 29.29, 29.40, 29.50, 29.53, 29.56, 29.64, 29.86, 31.84, 68.24 (d, J= 6.2), 

69.25, 70.60, 71.66, 76.93 (d, J= 7.5), 119.98 (d, J= 5.0), 120.02 (d, J= 5.0), 125.18, 129.60, 

150.47 (d, J= 6.8). 31P-NMR (109 MHz): δ –11.92. IR (KBr pellet): 957, 1051, 1190, 1221, 

1294, 1469, 1489, 1591, 2850, 2918 cm–1 . Anal. Calcd for C94H160O12P2: C, 73.11; H, 10.44. 

Found: C, 73.04; H, 10.70.
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2,2´-O-(1,32-dotriacontanediyl)-3,3’-di-O-hexadecanyl-sn-diglycero-1,1’-

diphosphoric acid (226)

ビスリン酸トリエステル 2 3 4 (325 mg, 0.210 mmol) を、ジリン酸 2 2 4 , 2 2 5

の合成と同様の方法で処理して、ジリン酸 2 2 6 (113 mg, 43 %) を白色粉末で得

た。

mp 93-95 °C. 1H-NMR (300 MHz): δ 0.88 (t, J= 6.8, 6H), 1.26 (br, 108H), 1.56 (br, 8H), 

3.40-3.75 (m, 14H), 3.95-4.15 (m, 4H). 13C-NMR (75 MHz): δ 14.07, 22.71, 26.10, 26.19, 

29.47, 29.53, 29.59, 29.73, 29.78, 31.99, 64.70, 70.49, 71.94, 72.05, 77.22. 31P-NMR (109 

MHz): δ 0.95. IR (KBr pellet): 721, 950, 1070, 1113, 1469, 2850, 2918, 3427 cm–1 . Anal. 

Calcd for C70H144O12P2: C, 67.81; H, 11.71. Found: C, 67.60; H, 11.87.

2,3´-O-(1,32-dotriacontanediyl)-2’,3-di-O-hexadecanyl-sn-diglycero-1,1’-

diphosphoric acid (227)

ビスリン酸トリエステル 2 3 5 (386 mg, 0.250 mmol) を、ジリン酸 2 2 4 , 2 2 5 ,

2 2 6 の合成と同様の方法で処理して、ジリン酸 2 2 7 (160 mg, 52 %) を白色粉末

で得た。

mp 80-82 °C. 1H-NMR (300 MHz): δ 0.88 (t, J= 6.8, 6H), 1.26 (br, 108H), 1.56 (br, 8H), 

3.40-3.75 (m, 14H), 3.95-4.15 (m, 4H). 13C-NMR (75 MHz): δ 14.04, 22.69, 26.07, 26.16, 

29.36, 29.39, 29.61, 29.72, 29.78, 31.97, 66.13, 70.25, 71.07, 72.07, 77.98. 31P-NMR (109 

MHz): δ 1.37. IR (KBr pellet): 719, 1020, 1061, 1122, 1471, 2850, 2918, 3421 cm–1 . Anal. 

Calcd for C70H144O12P2: C, 67.81; H, 11.71. Found: C, 67.56; H, 11.86.
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熱分析 (DSC )

サンプル調製及び測定 ：

脂質を各々秤量 (ca. 7 mg )  し、エチレングリコール (ca. 50 mg ) とともにアル

ミニウム製パンに入れ、1 回室温から 130 °C まで昇温，降温を行った。その後

セイコー電子 SSC-5200 型示差走査熱量計により 50 °C から 130 °C まで、 2 °

C/min の速度で走査した。

分散液の 31 P-NMR

サンプル調製 ：脂質 10 mg にエチレングリコール (0.5 ml ) を加え、相転移温

度 T c 以下 (20 °C ) 及び T c 以上 (2 2 4 , 2 2 5 は 75 °C，2 2 6 , 2 2 7 は 100 °C ) で

10 分間ボルテックス処理し、各々 NMR サンプルを調製した。

測定 ：パルス幅は 19 µsec (90°), delay time は 100 µsec に設定し、ボルテック

ス処理と同じ温度に設定して行った。

電子顕微鏡観察

サンプル調製 ： 1 mg の脂質薄膜に緩衝液 (50 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA, pH 

7.5) 2 ml を加え、凍結融解法で脂質分散液を得た。

測定：脂質分散液及び 2 % リン－タングステン酸水溶液 (pH 7.0) をホルムバー

ルで覆われたグリッドに少量滴下し、日立 H-7000 型透過型電子顕微鏡 (加速電

圧 75 kV) で観測した。
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