
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
一般式（Ｉ）：
【化１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（式中、ｎは１～３の整数であり、Ｒ１ 　は水素原子、炭素数１～４のアルキル基、非置
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換若しくは置換フェニル基、又はスクシンイミジル基であり、Ｒ２ 　及びＲ３ 　は、同じ
か又は異なり、それぞれ水素原子、炭素数１～４のアルキル基、非置換若しくは置換アミ
ノ基、カルボキシル基、アルコキシ基、シアノ基、ニトロ基又はハロゲン原子である）
で表されるアクリジン誘導体又はその塩。
【請求項２】
置換フェニル基が一般式（ＩＩ）：
【化２】
　
　
　
　
　
　
　
　
（式中、Ｒ４ 　、Ｒ５ 　及びＲ６ 　は、同じか又は異なり、それぞれ水素原子、炭素数１
～４のアルキル基、非置換若しくは置換アミノ基、カルボキシル基、アルコキシ基、シア
ノ基、ニトロ基、ハロゲン原子又 スクシンイミジル ある）で表される基である、請
求項１に記載のアクリジン誘導体。
【請求項３】
請求項１に記載のアクリジン誘導体を標識物質あるいは発光基質として用いることを特徴
とする、被検試料中の検査対象物質の検出方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【産業上の利用分野】
本発明は、新規アクリジン誘導体に関する。本発明による前記アクリジン誘導体は化学発
光物質であるので、そのアクリジン誘導体を標識物質あるいは発光基質として用いて、例
えば被検物質の検出を行うことができる。
【０００２】
【従来の技術】
発光反応は大別すると、生物発光と化学発光に分けられ、種々のメカニズムで起こること
が知られている。生物発光は蛍や海蛍に見られるような生体内物質の関連で発光反応を起
こすものを指し、酵素とその形態の変化で発光反応を起こす基質の組み合わせで発現する
ことが解明されている。例えば、酵素を利用したものでは、蛍の発光反応の発光原理であ
るルシフェラーゼによるルシフェリンとＡＴＰ（アデノシン三リン酸）を反応させて発光
させる系や、ペルオキシダーゼによるルミノールと過酸化水素による発光反応、アルカリ
フォスファターゼによる安定化ジオキセタン化合物の脱リン酸による発光反応が知られて
いる。
【０００３】
一方、化学発光は化学物質とその励起状態を経由させる能力のある活性化試薬の組み合わ
せで人為的に発現させる反応に代表される。例えば、アクリジニウムエステルのアルカリ
性過酸化水素による発光や、過シュウ酸と蛍光物質を用いた発光反応が知られている。
【０００４】
発光反応は光電子倍増管を用いることにより、非常に微量な反応でも検出することが可能
であり、発光物質や酵素をラジオアイソトープの代わりに標識物質として用い、検体中に
含まれる微量物質（例えば、抗原、抗体といった生理活性物質等）の検出に応用したいと
いう試みが従来よりなされてきた。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】
この中の安定化ジオキセタンは、アダマンチリデンアダマンタン－１，２－ジオキセタン
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が２５℃において半減期２０年以上の安定な物質であることが判明して以来、標識物質と
して利用するための研究が続けられてきた。しかしながら、この物質の利用はすぐには実
現しなかった。その理由は、ジオキセタンの開 に１５０～２５０℃の加熱が必要であり
、この条件は水性媒質中の生物学的分析には不向きであったためであり、更に、アダマン
タンは非常に蛍光強度の弱い物質であり、ジオキセタン開 のエネルギーにより励起や発
光反応が起こっても検出が困難であるという問題点を有していたためである。
【０００６】
これらの問題点を解決するために、シャープ等は４－（ヒドロキシ－２－ナフチル）－４
－メトキシピロ〔１，２－ジオキセタン－３，２’－アダマンタノン〕を合成し、更に、
アダマンタノンとジオキセタンにキサンテンやフルオレイン等が結合した化合物も合成し
て、安定性及び発光強度の検討を行った（特表平３－５０５７３９号公報）。これらの物
質は、安定性は保たれ、酵素による脱リン酸を引き金とした発光反応も見られたが、発光
強度が弱いので、酵素基質としての発光検出系に用途が限定されていた。
【０００７】
安定な化合物を合成すると発光させるのが困難で、発光しやすくすると安定性に欠けると
いうジオキセタン化合物の欠点を補うため、ウッドヘッド等はＮ－メチルアクリジニウム
－９－カルボキシレートのフェノールエステルにアルカリ性過酸化水素を加えることによ
り、ジオキセタンを生成、分解させ発光反応が得られることを示し、更に、フェノールエ
ステルに蛋白に対する架橋剤を結合し、ジオキセタンを合成することなく、その前駆体を
標識物として使用できることを示した（ＧＢ２１１２７７９号明細書）。しかし、この物
質も中性水溶液中での安定性が不十分であり、発光持続時間も短いという問題点を有して
いる。
また、特開平６－９５６６号公報には、アクリジン誘導体の中性水溶液中での不安定性を
改善するために、アクリジニウム－９－カルボン酸フェノールエステルのアクリジン環の
ペリ位及びフェノキシ環の一方のオルト位にアルキル基を導入したアクリジン誘導体が開
示されている。しかしながら、この化合物は発光持続時間が短く、また、実用的には更な
る安定化が必要である。
【０００８】
一方、マックカップラ等はＤＮＡを検出する際に、ピレン等の色素を標識物質とし、この
物質に紫外線照射することによって溶存酸素から生じる一重項酸素を利用して、９－（ア
ダマンチリデン）－Ｎ－メチルアクリダンにジオキセタンを生じさせ、その熱分解時に発
する発光を検出する方法を開発した（ＥＰ公開０３４５７７６号公報）。これは、メチル
アクリダンの蛍光強度が強く発光反応に用いることには適しているものの、アダマンタン
－ジオキセタンに結合すると安定性に欠け、この物質を直接標識する事が困難であるため
に考えられた方法である。
【０００９】
以上のように、アダマンタンで安定化したジオキセタンとアクリジニウム誘導体を結合し
て発光物質として利用しようという試みは、中性領域水溶液中での試薬としての安定性と
、穏やかな発光反応開始試薬による発光反応の発現という技術的課題の両立が難しいこと
から、今日まで実現されていなかった。従って、本発明の目的は、安定性に優れ且つ発光
強度の強い新規な化学発光物質を提供することにある。
【００１０】
【課題を解決するための手段】
前記の目的は、本発明による新規アクリジン誘導体によって達成することができる。即ち
、本発明は、一般式（Ｉ）：
【化３】
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（式中、ｎは１～３の整数であり、Ｒ１ 　は水素原子、炭素数１～４のアルキル基、非置
換若しくは置換フェニル基、又はスクシンイミジル基であり、Ｒ２ 　及びＲ３ 　は、同じ
か又は異なり、それぞれ水素原子、炭素数１～４のアルキル基、非置換若しくは置換アミ
ノ基、カルボキシル基、アルコキシ基、シアノ基、ニトロ基又はハロゲン原子である）
で表されるアクリジン誘導体又はその塩に関するものである。
【００１１】
以下、本発明を詳細に説明する。
本明細書において「炭素数１～４のアルキル基」は、直鎖状若しくは分枝状のアルキル基
であり、例えば、メチル基、エチル基、ｎ－プロピル基、ｉ－プロピル基、ｎ－ブチル基
、ｉ－ブチル基、ｓ－ブチル基、又はｔ－ブチル基である。置換フェニル基の置換基は、
特に限定されるものではないが、例えば、炭素数１～４のアルキル基、非置換若しくは置
換アミノ基、カルボキシル基、アルコキシ基、シアノ基、ニトロ基、ハロゲン原子又はス
クシンイミジル基であり、これらの同一若しくは異なる置換基１～５個（好ましくは１～
３個）を担持していることができる。更に、前記の置換基１～５個で置換されたフェニル
基１～３個で置換されたフェニル基も含まれる。
【００１２】
好ましい非置換若しくは置換フェニル基は、一般式（ＩＩ）：
【化４】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（式中、Ｒ４ 　、Ｒ５ 　及びＲ６ 　は、同じか又は異なり、それぞれ水素原子、炭素数１
～４のアルキル基、非置換若しくは置換アミノ基、カルボキシル基、アルコキシ基、シア
ノ基、ニトロ基、ハロゲン原子又はスクシンイミジル基である）
で表される基である。
「置換されたアミノ基」は、炭素数１～４のアルキル基１個又は同一若しくは異なる２個
で置換されたアミノ基であり、例えば、メチルアミノ基、ジメチルアミノ基、エチルアミ
ノ基、ジエチルアミノ基等である。「ハロゲン原子」は、塩素原子、臭素原子、ヨウ素原
子、又はフッ素原子である。
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【００１３】
前記一般式（Ｉ）で表されるアクリジン誘導体がカルボキシル基及び／又はアミノ基を有
する場合には、それらの塩も本発明に含まれる。カルボン酸塩としては、例えば、アルカ
リ金属（例えば、ナトリウム又はカリウム）の塩を挙げることができる。
前記一般式（Ｉ）において、Ｒ１ 　がパラ トロフェ であり、Ｒ２ 　及びＲ３ 　が
水素原子である化合物が好ましい。更に、Ｒ１ 　が２－メチル－４－ニトロフェ で
あり、Ｒ２ 　がメチル であり、Ｒ３ 　が水素原子である化合物は安定性の面で有利な点
があるので好ましい。
【００１４】
本発明のアクリジン誘導体は、それ自体公知の方法によって調製することができる。本発
明誘導体の調製工程の代表例を図１に示す。すなわち、前記一般式（Ｉ）において、Ｒ１

　が炭素数１～４のアルキル基であるアクリジン誘導体を調製する場合には、９（１０Ｈ
）－アクリドンを出発原料として、アルカリ金属水酸化物〔例えば、水酸化カリウム（Ｋ
ＯＨ）又は水酸化ナトリウム〕を含む無水有機溶液〔例えば、ジメチルホルムアミド（Ｄ
ＭＦ）溶液〕中で還流加熱した後、ハロゲン化脂肪酸エステル〔Ｘ（ＣＨ２ 　）ｎＣＯ２

　Ｒ（ここでＲは炭素数１～４のアルキル基であり、Ｘはハロゲン原子であり、ｎは前記
と同じ意味である）〕を加えて反応させ、９－オキソ－１０（９Ｈ）－アクリジン脂肪酸
アルキルエステルを合成する。ハロゲン化脂肪酸アルキルエステルとしては、例えば、ク
ロロ酢酸メチル、クロロ酢酸エチル、クロロ酢酸プロピル、クロロ酢酸ブチル ロロプ
ロピオン酸メチル、クロロプロピオン酸エチル、クロロプロピオン酸プロピル、クロロプ
ロピオン酸ブチル、クロロ酪酸メチル、クロロ酪酸エチル、クロロ酪酸プロピル、クロロ
酪酸ブチル、あるいはこれらの臭化物、例えば、ブロムプロピオン酸メチル、ブロムプロ
ピオン酸エチル、ブロムプロピオン酸プロピル、ブロムプロピオン酸ブチル、ブロム酪酸
メチル、ブロム酪酸エチル、ブロム酪酸プロピル、又はブロム酪酸ブチルを用いることが
できる。
【００１５】
次いで、例えば、三塩化チタンアルミニウム還元型を含むテトラヒドロフラン（ＴＨＦ）
懸濁液に水素化アルミニウムリチウム（ＬｉＡｌＨ４ 　）及びトリエチルアミン（ＴＥＡ
）を加えて、そこに上記の生成物と２－アダマンタノンを添加して反応させる。反応混合
物を酢酸エチル等で抽出し、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
で精製して本発明物質の前駆物質である９，１０－ジヒドロ－９－（トリシクロ〔３．３
．１．１３ ． ７ 　〕デシリデン）－１０－アクリジン脂肪酸エステル（以下、トリシクロ
デシリデン置換アクリジン誘導体と称することがある）を得ることができる。
【００１６】
こうして得られた前記前駆物質（トリシクロデシリデン置換アクリジン誘導体）を塩化メ
チレン等の適当な有機溶媒に溶解し、酸素を通じながらナトリウム光を照射することによ
り、本発明の１化合物であるジオキセタン体のジスピロ〔アクリジン－９（１０Ｈ），３
’－〔１，２〕ジオキセタン－４，２”－トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デカン
〕－１０－脂肪酸エステルを得ることができる。
【００１７】
また、前記一般式（Ｉ）において、Ｒ１ 　が非置換若しくは置換フェニル基又はスクシン
イミジル基であるアクリジン誘導体を調製する場合には、前記前駆物質（トリシクロデシ
リデン置換アクリジン誘導体）をエタノール等の適当な有機溶媒に溶解し、アルカリ金属

（例えば、水酸化ナトリウム又は水酸化カリウム）を用いてアルカリ加水分解
し、エステル体を遊離カルボキシル体とした後、脱水縮合剤〔例えば、ジシクロヘキシル
カルボジイミド（ＤＣＣ）〕の存在下で非置換若しくは置換フェノール又はＮ－ヒドロキ
シスクシンイミドとのエステル体を合成する。この置換基としては、フェニル基、４－ニ
トロフェニル基、２，４－ジニトロフェニル基、２，６－ジメチル－４－ニトロフェニル
基、トリクロロフェニル基、ジクロロフェニル基、ペンタフルオロフェニル基、ペンタブ
ロモフェニル基、ペンタクロロフェニル基、４－メトキシカルボニルフェニル基、３－ト
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リフルオロメチルフェニル基、４－ニトロ－３－トリフルオロメチルフェニル基、ジフル
オロフェニル基、スクシンイミジル基等である。
【００１８】
こうして得られたエステル体としては、具体的には、フェニル　９，１０－ジヒドロ－９
－（トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デシリデン）－１０－アクリジンアセテート
、４－ニトロフェニル　９，１０－ジヒドロ－９－（トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７

　〕デシリデン）－１０－アクリジンアセテート、２，４－ジニトロフェニル　９，１０
－ジヒドロ－９－（トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デシリデン）－１０－アクリ
ジンアセテート、２，６－ジメチル－４－ニトロフェニル　９，１０－ジヒドロ－９－（
トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デシリデン）－１０－アクリジンアセテート、２
，４，６－トリクロロフェニル
９，１０－ジヒドロ－９－（トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デシリデン）－１０
－アクリジンアセテート、ジクロロフェニル　９，１０－ジヒドロ－９－（トリシクロ〔
３．３．１．１３ ． ７ 　〕デシリデン）－１０－アクリジンアセテート、ペンタフルオロ
フェニル　９，１０－ジヒドロ－９－（トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デシリデ
ン）－１０－アクリジンアセテート、ペンタブロモフェニル　９，１０－ジヒドロ－９－
（トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デシリデン）－１０－アクリジンアセテート、
ペンタクロロフェニル　９，１０－ジヒドロ－９－（トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７

　〕デシリデン）－１０－アクリジンアセテート、４－メトキシカルボニルフェニル　９
，１０－ジヒドロ－９－（トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デシリデン）－１０－
アクリジンアセテート、スクシンイミジル　９，１０－ジヒドロ－９－（トリシクロ〔３
．３．１．１３ ． ７ 　〕デシリデン）－１０－アクリジンアセテート等を挙げることがで
きる。
【００１９】
前記のエステル体に酸素を通じながらナトリウム光を照射することにより、本発明の化合
物であるジオキセタン体、例えば、フェニル　ジスピロ〔アクリジン－９（１０Ｈ），３
’－〔１，２〕ジオキセタン－４，２”－トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デカン
〕－１０－アセテート、４－ニトロフェニル　ジスピロ〔アクリジン－９（１０Ｈ），３
’－〔１，２〕ジオキセタン－４，２”－トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デカン
〕－１０－アセテート等を得ることができる。
本発明によるアクリジン誘導体において、遊離化合物を塩に変え、塩を遊離化合物又は別
の塩に変えることができる。
【００２０】
本発明によるアクリジン誘導体は、発光物質であり、しかも従来のアクリジン誘導体等と
比較して、中性付近の水溶液中での保存安定性が格段に優れている。例えば、従来技術の
代表的発光アクリジン誘導体である９－フェノキシカルボニル－１０－メチルアクリジニ
ウムフルオロスルホネート（ＰＭＡ）の中性水溶液中での保存安定性は、１カ月で約８０
％発光量が低下するのに対し、本発明のアクリジン誘導体、例えば、フェニル　ジスピロ
〔アクリジン－９（１０Ｈ），３’－〔１，２〕ジオキセタン－４，２”－トリシクロ〔
３．３．１．１３ ． ７ 　〕デカン〕－１０－アセテートは、中性水溶液中に１カ月保存し
ても、ほとんど発光量の低下はみられなかった。
【００２１】
本発明によるアクリジン誘導体は、検体中の特定物質を検出する従来公知のあらゆる分析
手段において、発光標識物質として用いることができる。特に、生体液体試料中に含まれ
る微量の生理活性物質を免疫学的に、あるいは核酸の親和性を利用し、又はクロマトグラ
フフィーを利用して測定する方法、酵素免疫学的、分子生物学的に測定する方法や装置あ
るいはキット等に利用するのが好ましい。例えば、サンドイッチ法と呼ばれる免疫学的測
定に利用する場合には、まず、ポリスチレンなどの不溶性担体に固定化した特定物質に対
する抗体に、試料を接触させることで試料中に含まれる特定物質は、抗体との親和力によ
り上記不溶性担体上に結合する。次に、特定物質に対する抗体（モノクローナル抗体又は
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ポリクローナル抗体）に本発明新規発光物質を従来公知の手段（例えば、物理吸着法ある
いは化学的結合）で担持した標識抗体を、前記の不溶性担体に接触させる。この操作によ
り標識抗体は、不溶性担体上に結合している特定物質の量に相関した分だけ不溶性担体上
に結合する。次に、不溶性担体上に結合していない過剰の標識抗体を洗浄操作等により分
離してから化学発光測定を行う。
【００２２】
本発明のアクリジン誘導体は、強アルカリ溶液の添加により強く発光させることができる
。従って、化学発光を誘発する試薬としては、通常、水酸化ナトリウムや水酸化カリウム
等のアルカリ水溶液を使用することができる。このような化学発光を誘発する試薬を、先
の不溶性担体上に結合している標識抗体に接触させ、本発明の新規発光物質を化学反応に
より発光させることができる。この時の発光強度は、試料中の特定物質濃度に相関してい
るので、発光強度をフォトンカウンタ等により測定することで、試料中の特定物質濃度を
求めることができる。
更に本発明によれば、前記抗体を用いた免疫学的検出法だけではなく、核酸に対しても、
その核酸と相補的な核酸との親和性を利用し、目的の核酸を検出することができる。
【００２３】
特定物質が含まれる被検試料としては、血液、血清、血漿、尿、唾液、髄液等の生体液や
、細胞及び組織抽出物等を挙げることができ、特定物質としては、各種タンパク質、多糖
類、脂質、核酸等が挙げられ、より具体的には、フィブリノーゲン、アルブミン、ＡＦＰ
、ＣＲＰ、又はＨＢｓ抗体、ＨＢｃ抗体、ＨＣ抗体、ＨＩＶ抗体、ＨＴＬＶ抗体、あるい
はこれらの抗原、ホルモン等や、抗てんかん薬及びジゴキシン等の各種薬剤等を挙げるこ
とができる。また、特定物質が核酸であれば特定の塩基配列を有するＤＮＡ断片などが挙
げられる。
【００２４】
【実施例】
以下、実施例によって本発明を具体的に説明するが、これらは本発明の範囲を限定するも
のではない。また、以下の実施例において、融点は、柳本微量融点測定装置を用い測定し
、すべて未補正である。赤外線吸収（ＩＲ）スペクトルは、日本分光ＦＴ／ＩＲ－２００
型を用いて測定した。　１ Ｈ－ＮＭＲスペクトルは、バリアンＶＸＲ－２００型（２００
ＭＨｚ）を用い、内部標準にテトラメチルシランを用いて測定した。紫外線吸収（ＵＶ）
スペクトルは、日本分光ＵＶＩＤＥＣ６１０－Ｃ、島津ＵＶ２１００ＰＣを用いて測定し
た。蛍光スペクトルは、日立分光蛍光光度計Ｆ－４０００を用いて測定し、発光は、ラボ
サイエンス社ルミホトメーターＴＤ－４０００を用いて測定した。光反応は、１０００Ｗ
高圧ナトリウムランプを用いて行った。シリカゲルクロマトグラフィーは、Ｅ．Ｍｅｒｃ
ｋ　Ｋｉｅｓｅｌ　６０（７０～２３０メッシュ）を用いた。ポリマー担持ローズベンガ
ルは〔（Ｒ．Ｓ．Ｆｅｉｎｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ，３０，３
２０９，（１９７４）及びＡ．Ｐ．Ｓｃｈａａｐ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．
Ｓｏｃ．，９７，３７４１，（１９７５）〕に従って合成した。
【００２５】

９（１０Ｈ）－アクリドン（１０ｇ，５１ｍｍｏｌ）と水酸化カリウム（３．７ｇ，６７
ｍｍｏｌ）の無水ジメチルホルムアミド（１５０ｍｌ）溶液を２００℃に加熱し、水分を
共沸させた後、反応溶液を室温まで放冷後、クロロ酢酸エチル（１７ｍｌ，０．１５ｍｏ
ｌ）を滴下した。反応溶液を室温で１時間撹拌させた。反応懸濁液を氷水に注ぎ、析出し
た結晶を濾取し、乾燥した。結晶をクロロホルム（１００ｍｌ）で２回洗い、クロロホル
ム層の溶媒を減圧留去し、標記の生成物〔１０〕（１３ｇ、４６ｍｍｏｌ）を得た。物性
値は以下のとおりであった。
融点：１７９～１８０℃（エタノール）
ＩＲ　ν（ＫＢｒ）：１７４７、１６０９、１４９５ｃｍ－ １

ＵＶ　λＭ Ａ Ｘ 　
Ｃ Ｈ ３ Ｃ Ｎ 　 ｎｍ（ｌｏｇ　ε）：３９０（４．０４），３７２（３．
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実施例１：エチル　９－オキソ－１０（９Ｈ）－アクリジンアセテート〔１０〕の合成



９２） ２５０（４．６８）
１ Ｈ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３ 　）δ：１．２５（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７Ｈｚ），４．２３（２Ｈ
，ｑ，Ｊ＝７Ｈｚ），５．４３（３Ｈ，ｓ），７．３６（２Ｈ，ｔｄ，Ｊ＝１，８Ｈｚ）
，７．７２（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝２，２０Ｈｚ），７．８４（２Ｈ，ｔｄ，Ｊ＝１，３Ｈｚ
），８．３６（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝２，８Ｈｚ）
元素分析：Ｃ１ Ｈ１ ５ Ｏ３ 　（分子量＝２ ）に対して：
計算値：Ｃ＝７２． ；Ｈ＝５．３ ；Ｎ＝４．９８
実測値：Ｃ＝７２．４９；Ｈ＝５．４３；Ｎ＝４．９２
【００２６】

無水三塩化チタンアルミニウム還元型（３．０ｇ，１５ｍｍｏｌ）のテトラヒドロフラン
（１２０ｍｌ）懸濁液中に、氷冷下で水素化アルミニウムリチウム（０．２８ｇ，７．６
ｍｍｏｌ）を加えて１０分間撹拌した後、トリエチルアミン（１．１ｍｌ，７．６ｍｍｏ
ｌ）を加えた。この反応混合物を９０分間加熱還流した後、実施例１で得たアクリドン体
〔１０〕（０．５ｇ，２．４ｍｍｏｌ）と２－アダマンタノン（０．３６ｇ，２．４ｍｍ
ｏｌ）の無水テトラヒドロフラン（３０ｍｌ）溶液を滴下し、更に還流を３９時間行った
。反応混合物を室温に戻し、氷冷下で、氷水（６０ｍｌ）を少量ずつ加え、酢酸エチルに
より３回抽出を行った。有機層を水及び飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥
した。溶媒を留去した後、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（酢酸エチル：ヘ
キサン＝１：１０）で精製し、標記のオレフィン体〔１１ａ〕（０．４９ｇ，１．５ｍｍ
ｏｌ）を無色結晶として得た。物性値は以下のとおりであった。
融点：２１９～２１７℃（エタノール）
ＩＲ　ν（ＫＢｒ）：２９０７，１７５１，１４５８ｃｍ－ １

ＵＶ　λＭ Ａ Ｘ 　
Ｃ Ｈ ３ Ｃ Ｎ 　 ｎｍ（ｌｏｇ　ε）：３３４（３．９０），２８６（３．

９９），２５８（４．２０），２２５（４．５５）
１ Ｈ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３ 　）δ：１．２７（３Ｈ，ｔ，Ｊ＝７Ｈｚ ，１．５５－２．
２１（１２Ｈ，ｍ），３．４１－３．４４（２Ｈ，ｍ），４．２７（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７Ｈ
ｚ），４．６４（２Ｈ，ｓ），６．７７（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝１，８Ｈｚ），６．９８（２
Ｈ，ｔｄ，Ｊ＝１，１０Ｈｚ），７．１１－７．２７（６Ｈ，ｍ）
元素分析：Ｃ２ Ｈ２ ９ ＮＯ２ 　（分子量＝３ ）に対して：
計算値：Ｃ＝８１．１ ；Ｈ＝７．３ ；Ｎ＝３．５１
実測値：Ｃ＝８０．８２；Ｈ＝７．３６；Ｎ＝３．４７
【００２７】

実施例２で得たオレフィン体〔１１ａ〕（０．４０ｇ，０．９８ｍｍｏｌ）のエタノール
（４．５ｍｌ）及び１５％水酸化ナトリウム水溶液（１．５ｍｌ）への懸濁液を、１０分
間加熱還流した。減圧留去によりエタノールを除いた後、氷冷下で塩酸により中和し、酢
酸エチルにより３回抽出した。有機層を水及び飽和食塩水により洗浄し、無水硫酸ナトリ
ウムで乾燥した後、溶媒を減圧留去した。得られた標記の遊離カルボキシル体〔１１〕は
精製操作を行わずに次の反応に用いた。物性値は以下のとおりであった。
ＩＲ　ν（ＫＢｒ）：２９０６、１７３８、１４５８ｃｍ－ １

１ Ｈ－ＮＭＲ（ｄ６　－ＤＭＳＯ）δ：１．３－２．３（１２Ｈ，ｍ），５．３９（２Ｈ
，ｓ），６．９１（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝７Ｈｚ），７．０１（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝７Ｈｚ），７．
０８－７．１５（４Ｈ，ｍ）
【００２８】

実施例３で得た遊離カルボキシル体〔１１〕（０．９３ｇ，２．５ｍｍｏｌ）とジシクロ
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７ Ｎ ８１．３８
５８ ７

実施例２：エチル　９，１０－ジヒドロ－９－（トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕
デシリデン）－１０－アクリジンアセテート〔１１ａ〕の合成

）

７ ９９．５３
７ ２

実施例３：９，１０－ジヒドロ－９－（トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デシリデ
ン）－１０－アクリジン酢酸〔１１〕の合成

実施例４：フェニル　９，１０－ジヒドロ－９－（トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　
〕デシリデン）－１０－アクリジンアセテート〔１１ｂ〕の合成



ヘキシルカルボジイミド（０．６２ｇ，３．０ｍｍｏｌ）の塩化メチレン懸濁液にフェノ
ール（０．２４ｇ，２．５ｍｍｏｌ）を加え、１５時間反応させた。濾過後、溶媒を留去
しシリカゲルカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル＝１０：１）で精製し、
標記のフェニルエステル体〔１１ｂ〕（０．９５ｇ，２．１ｍｍｏｌ）を無色結晶として
得た。物性値は以下のとおりであった。
融点：２１８～２１９．５℃（ジクロロメタン－ヘキサン）
ＩＲ　ν（ＫＢｒ）：２９０８，１７７１，１５９１，１４５８ｃｍ－ １

ＵＶ　λＭ Ａ Ｘ 　
Ｃ Ｈ ３ Ｃ Ｎ 　 ｎｍ（ｌｏｇ　ε）：３３４（４．００），２８６（４．

０５），２５６（４．３２），２２４（４．６５）
１ Ｈ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３ 　）δ：１．２－２．３（１２Ｈ，ｍ），３．４－３．４９（
２Ｈ，ｍ），４．９０（２Ｈ，ｓ），６．９５（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝８Ｈｚ），７．０１－７
．３３（９Ｈ，ｍ），７．３７（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝７Ｈｚ）
元素分析：Ｃ３ １ Ｈ２ ９ ＮＯ２ 　（分子量＝４４７ ）に対して：
計算値：Ｃ＝８３． ；Ｈ＝６． ；Ｎ＝３．１３
実測値：Ｃ＝８３．４９；Ｈ＝６．２２；Ｎ＝３．１５
【００２９】

実施例３で得
た遊離カルボキシル体〔１１〕（０．９３ｇ，２．５ｍｍｏｌ）とジシクロヘキシルカル
ボジイミド（０．６２ｇ，２．８ｍｍｏｌ）の塩化メチレン懸濁液に４－ニトロフェノー
ル（０．３５ｇ，２．５ｍｍｏｌ）を加え、１５時間反応させた。濾過後、溶媒を留去し
、シリカゲルカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル＝１０：１）で精製し、
４－ニトロフェニルエステル体〔１１ｃ〕（１．１ｇ，２．２ｍｍｏｌ）を黄色結晶とし
て得た。物性値は以下のとおりであった。
融点：２２１．５～２２３℃（ブタノール）
ＩＲ　ν（ＫＢｒ）：２９０６，１７９２，１５３２，１４５９ｃｍ－ １

ＵＶ　λＭ Ａ Ｘ 　
Ｃ Ｈ ３ Ｃ Ｎ 　 ｎｍ（ｌｏｇ　ε）：３３２（４．０１），２５８（４．

３７），２２５（４．６６）
１ Ｈ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３ 　）δ：１．２－２．４（１２Ｈ，ｍ），３．４－３．４８（
２Ｈ，ｍ），５．０２（２Ｈ，ｓ），７．０２（４Ｈ，ｔ，Ｊ＝８Ｈｚ），７．２３（２
Ｈ，ｔ，Ｊ＝８Ｈｚ），７．４２（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝８Ｈｚ），７．６３（２Ｈ，ｔ，Ｊ＝
７Ｈｚ），８．１５（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝８Ｈｚ）
元素分析：Ｃ３ １ Ｈ２ ８ Ｎ２ 　Ｏ４ 　（分子量＝４９２ ）に対して：
計算値：Ｃ＝７５． ；Ｈ＝５． ；Ｎ＝５．６９
実測値：Ｃ＝７５．３６；Ｈ＝６．３１；Ｎ＝５．５０
【００３０】

実施例２で得たオレフィン体〔１１ａ〕（４０ｍｇ，０．１２ｍｍｏｌ）の塩化メチレン
（１５ｍｌ）溶液に、ポリマー担持ローズベンガル（０．１０ｍｇ）を加えて、酸素を通
じながら－７８℃でナトリウム光を１時間照射した。反応の進行は薄層クロマトグラフィ
ー（ＳｉＯ２ 　，ヘキサン：酢酸エチル＝１０：１）でモニターした。１時間後、原料が
完全消失し、より極性の高い物質への完全変換が認められた。反応懸濁液を濾過してポリ
マーを取り除き、更に塩化メチレンでポリマーを洗浄した。洗液をあわせた溶媒を０℃で
減圧留去し、標記のジオキセタン体〔１２ａ〕（４３ｍｇ）を無色結晶として得た。物性
値は以下のとおりであった。
１ Ｈ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３ 　）δ：０．５５－０．６７（２Ｈ，ｍ），１．２７（３Ｈ，
ｔ，Ｊ＝７Ｈｚ），１．１２－１．８６（１０Ｈ，ｍ），２．２６－２．２９（２Ｈ，ｍ
），４．２８（２Ｈ，ｑ，Ｊ＝７Ｈｚ），４．６５（２Ｈ，ｓ），６．８２（２Ｈ，ｄ，
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．５８
１９ ５３

実施例５：４－ニトロフェニル　９，１０－ジヒドロ－９－（トリシクロ〔３．３．１．
１３ ． ７ 　〕デシリデン）－１０－アクリジンアセテート〔１１ｃ〕の合成

．５８
５９ ７２

実施例６：エチル　ジスピロ〔アクリジン－９（１０Ｈ），３’－〔１，２〕ジオキセタ
ン－４，２”－トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デカン〕－１０－アセテート〔１
２ａ〕の合成



Ｊ＝８Ｈｚ），７．１５－７．４１（４Ｈ，ｍ），８．２２（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８，２Ｈ
ｚ）
【００３１】

実施例４で得たフェニルエステル体〔１１ｂ〕（３０ｍｇ，０．０６７ｍｍｏｌ）の塩化
メチレン（１５ｍｌ）溶液に、ポリマー担持ローズベンガル（０．１０ｍｇ）を加えて、
酸素を通じながら－７８℃でナトリウム光を１．５時間照射した。反応の進行は薄層クロ
マトグラフィー（ＳｉＯ２ 　，ヘキサン：酢酸エチル＝１０：１）でモニターした。１．
５時間後、原料が完全消失し、より極性の高い物質への完全変換が認められた。反応懸濁
液を濾過してポリマーを取り除き、更に塩化メチレンでポリマーを洗浄した。洗液をあわ
せた溶媒を０℃で減圧留去し、標記のジオキセタン体〔１２ｂ〕を無色結晶として得た。
物性値は以下のとおりであった。
１ Ｈ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３ 　）δ：０．６８（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝１５Ｈｚ），１．１０－２
．２０（１０Ｈ，ｍ），２．３０（２Ｈ，ｓ），４．９０（２Ｈ，ｓ），７．０１（２Ｈ
，ｄ，Ｊ＝１２Ｈｚ），７．１１（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝１２Ｈｚ），７．２０－７．５０（７
Ｈ，ｍ），８．２４（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８，２Ｈｚ），
【００３２】

実施例５で得た４－ニトロフェニルエステル体〔１１ｃ〕（３０ｍｇ，０．０６１ｍｍｏ
ｌ）の塩化メチレン（１５ｍｌ）溶液に、ポリマー担持ローズベンガル（０．１０ｍｇ）
を加えて、酸素を通じながら－７８℃でナトリウム光を２．５時間照射した。反応の進行
は薄層クロマトグラフィー（ＳｉＯ２ 　，ヘキサン：酢酸エチル＝１０：１）でモニター
した。２．５時間後、原料が完全消失し、より極性の高い物質への完全変換が認められた
。反応懸濁液を濾過してポリマーを取り除き、更に塩化メチレンでポリマーを洗浄した。
洗液をあわせた溶媒を０℃で減圧留去し、標記のジオキセタン体〔１２ｃ〕を黄色結晶と
して得た。物性値は以下のとおりであった。
１ Ｈ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３ 　）δ：０．６８（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝１５Ｈｚ），１．１０－２
．２０（１０Ｈ，ｍ），２．３０（２Ｈ，ｓ），４．９０（２Ｈ，ｓ），７．０１（２Ｈ
，ｄ，Ｊ＝１２Ｈｚ），７．１１（２Ｈ，ｄ，Ｊ＝１２Ｈｚ），７．２０－７．５０（７
Ｈ，ｍ），８．２４（２Ｈ，ｄｄ，Ｊ＝８，２Ｈｚ）
【００３３】

実施例４のフェノールに換えて、ペンタフルオロフェノール、２，４－ジニトロフェノー
ル、２，４，６－トリクロロフェノール、４－メトキシカルボニルフェノール、及びスク
シンイミドをそれぞれ用いること以外は実施例４と同様の合成操作を行い、こうして得ら
れたそれぞれの生成物について、実施例６と同様の操作を行い、それぞれペンタフルオロ
フェニル　ジスピロ〔アクリジン－９（１０Ｈ），３’－〔１，２〕ジオキセタン－４，
２”－トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デカン〕－１０－アセテート、２，４－ジ
ニトロフェニル　ジスピロ〔アクリジン－９（１０Ｈ），３’－〔１，２〕ジオキセタン
－４，２”－トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デカン〕－１０－アセテート、２，
４，６－トリクロロフェニル　ジスピロ〔アクリジン－９（１０Ｈ），３’－〔１，２〕
ジオキセタン－４，２”－トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デカン〕－１０－アセ
テート、４－メトキシカルボニルフェニル　ジスピロ〔アクリジン－９（１０Ｈ），３’
－〔１，２〕ジオキセタン－４，２”－トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デカン〕
－１０－アセテート、スクシンイミジル　ジスピロ〔アクリジン－９（１０Ｈ），３’－
〔１，２〕ジオキセタン－４，２”－トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デカン〕－
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実施例７：フェニル　ジスピロ〔アクリジン－９（１０Ｈ），３’－〔１，２〕ジオキセ
タン－４，２”－トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デカン〕－１０－アセテート〔
１２ｂ〕の合成

実施例８：４－ニトロフェニル　ジスピロ〔アクリジン－９（１０Ｈ），３’－〔１，２
〕ジオキセタン－４，２”－トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デカン〕－１０－ア
セテート〔１２ｃ〕の合成

実施例９：その他のジオキセタン体の合成



１０－アセテートを得た。
【００３４】

実施例８で得た４－ニトロフェニル　ジスピロ〔アクリジン－９（１０Ｈ），３’－〔１
，２〕ジオキセタン－４，２”－トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デカン〕－１０
－アセテート〔１２ｃ〕を１０ｎｇ／ｍｌとなるようにジオキサン、アセトニトリル、ジ
メチルホルムアミド、又はジメチルスルホキシドにそれぞれ溶解して各溶液を調製し、得
られた溶液それぞれ１００μｌをガラスチューブに採り、ルミホトメーターのホルダーに
セットし、発光開始液として０．１Ｍ水酸化ナトリウム溶液１００μｌを注入し、発光量
を５秒おきに１２０秒間にわたって計２５回測定し、これを合計した値を発光量とした。
結果を表１に示す。
【００３５】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
【００３６】

実施例７で得たフェニル　ジスピロ〔アクリジン－９（１０Ｈ），３’－〔１，２〕ジオ
キセタン－４，２”－トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デカン〕－１０－アセテー
ト〔１２ｂ〕を１０ｎｇ／ｍｌとなるようにジオキサン、アセトニトリル、ジメチルホル
ムアミド、又はジメチルスルホキシドに溶解させて各溶液を調製し、以下、実施例１０と
同様の操作により発光量を測定した。結果を表２に示す。
【００３７】
【表２】
　
　
　
　
　
　
　
　
【００３８】

実施例９で得たペンタフルオロフェニル　ジスピロ〔アクリジン－９（１０Ｈ），３’－
〔１，２〕ジオキセタン－４，２”－トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デカン〕－
１０－アセテートを１０ｎｇ／ｍｌとなるようにジオキサン、ジメチルスルホキシド、又
はメトキシエタノールに溶解して各溶液を調製し、以下、実施例１０と同様の操作により
発光量を測定した。結果を表３に示す。
【００３９】
【表３】
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実施例１０：発光量の測定－１

実施例１１：発光量の測定－２

実施例１１：発光量の測定－３



　
　
　
　
　
　
【００４０】

実施例８で得た４－ニトロフェニル　ジスピロ〔アクリジン－９（１０Ｈ），３’－〔１
，２〕ジオキセタン－４，２”－トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デカン〕－１０
－アセテート〔１２ｃ〕１ｎｇを含むジメチルスルホキシド溶液１００μｌに蒸留水１０
０μｌを加えた際の発光をルミホトメーターで観察したところ、発光反応は認められなか
った。続いてこの溶液に０．１Ｍ水酸化ナトリウム溶液を１００μｌ加えたところ、発光
反応が発現した。そのときの結果を図２に示す（２分の時点でアルカリを添加）。なお、
図２（及び後述の図３）の縦軸の発光量は発光カウント数である。
本実施例の結果は、上記化合物〔１２ｃ〕が水溶液中では安定なジオキセタン体を維持し
ていること、そしてアルカリを添加することによって起きるエステル分解で４－ニトロフ
ェノールが脱離することが引き金となって発光反応が起きることを示している。
更に、前記化合物〔１２ｃ〕１ｎｇを含むジメチルスルホキシド溶液１００μｌに蒸留水
１００μｌを加えて、４℃で１ヶ月保存した後、この溶液に０．１Ｍ水酸化ナトリウム溶
液を１００μｌ加えたところ、発光反応が発現した。そのときの発光量は、調製直後と同
程度の値であった。
【００４１】

実施例８で得た４－ニトロフェニル　ジスピロ〔アクリジン－９（１０Ｈ），３’－〔１
，２〕ジオキセタン－４，２”－トリシクロ〔３．３．１．１３ ． ７ 　〕デカン〕－１０
－アセテート〔１２ｃ〕１ｎｇをジメチルスルホキシド１ｍｌに溶解して蛍光測定用セル
に採り、０．１Ｎ水酸化ナトリウム溶液１ｍｌを加えて、即時に蛍光光度計にセットして
、キセノンランプを消した状態で３５０～６００ｎｍの間を４８０ｎｍ／分のスピードで
スキャンニングした。結果を図３に示す。図３の波長の単位はｎｍである。
このスペクトルは、エチル　９－オキソ－１０（９Ｈ）－アクリジンアセテートの蛍光ス
ペクトルと同一のものであり、このことからアルカリ性エステル分解で４－ニトロフェノ
ールが脱離することによって起きる発光反応は、９位のジオキセタンが開列するときのエ
ネルギーがアクリドンを励起し、その後、基底状態に戻るときに起きていることが確認で
きた。
【００４２】
【発明の効果】
本発明による新規のアクリジン誘導体は、中性領域水溶液中で安定であり、アルカリを添
加するだけで発光反応を開始することができ、しかも発光強度も強い。
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明によるアクリジン誘導体の合成工程を示す説明図である。
【図２】実施例１２で行った、本発明によるアクリジン誘導体に蒸留水及び水酸化ナトリ
ウムを添加した場合の発光反応の変化を示すグラフである。
【図３】実施例１３で行った、本発明によるアクリジン誘導体に水酸化ナトリウムを添加
して起こした発光反応における波長と発光量との関係を示すグラフである。
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実施例１２：水溶液中での安定性

実施例１３：発光スペクトルの観察



【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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