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化学物質のエストロゲン様作用評価のための

蛍光標識エストロゲンの合成

The synthesis of an estrogen derivative bearing a fluorochrome for quantitative analyses of estrogen agonist 

activity of several chemicals 

桐原 正之*、 今井 暁彦**、 緒方 智美***、 石塚 勇貴*本*
恥iasayuki KlRIHARA， Akihiko IMAI， Tomomi OGATA and Yuki ISHIZUKA 

Abstract: An estradiol derivatives having a fluorochrome at its C・17 position was synthesized to develop a fluorescent 

indicator for quantitative analyses of estrogen agonist activity of several compounds. The reaction of 

3・azidodansylpropylamine with ethynylestradiol in the presence of catalytic amounts of cupper sulfate and sodium 

ascorbate produced the desired estrogen derivatives bearing a fluorochrome in 40% yield. 

1. はじめに

エストロゲンとはステロイド、ホルモンの一種で，一般的

にエストロン， エストラジオール， エストリオールの3種

類があり， ステロイド骨格を有している(Fig. 1). これ

らはエストロゲン受容体と結合し，女性ホルモンとして働
く 1
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エストロゲン以外にもエストロゲン受容体と結合し，女

性ホルモン作用を示す物質がある. これらの物質のように，

各種ホルモン受容体と結合して，間違った情報を送ること

により， 生体内で撹乱作用をおこす化合物は， 内分泌俊乱

物質 (環境ホルモン) と呼ばれている 2内分泌撹乱作用

を持っているのではなし、かと疑われている物質は，多数あ

り， それらの構造式からだけでは， 内分泌撹乱作用(エス

トロゲン様作用)の有無を判断するのは困難である 2

そ こで我々は，各種化学物質がエストロゲン様作用を有

するかどうかを，簡便に分析するための手法の開発を行う

ことにした.

2. 分析法の原理

化学物質がエストロゲン様作用をひきお こすためには，

まずエストロゲン受容体と結合する必要がある. そこで，
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ある化学物質がどの程度エストロゲン受容体と結合する

ことができるかを定量分析することができれば，エス卜ロ

ゲン様作用の有無も推測できる.

我々は， エストロゲン受容体に対する， 蛍光標識エスト

ロゲン誘導体と，エストログン様作用の有無を調べたい物

質との競合的結合実験を行えば，分析したい化合物のエス

トロゲン受容体への結合能力の強さを調べることができ

るのではないかと考えた. 分析原理の詳細を以下に述べる.

エストロゲン受容体に対して，蛍光標識エストロゲンを

作用させると，受容体に蛍光標識エストロゲン分子が取り

込まれて結合する. この場合， 蛍光標識エストロゲン誘導

体分子の分子運動の自由度が減るため，偏光解消度が変化

すると考えられる(Fig. 2)， 
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エストロゲン績合体
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しかし， エストロゲン様作用を持つ物質(内分泌撹乱物

質) と 蛍光標識エストロゲンが共存していると， 一部の受

容体には内分泌撹乱物質が先に結合するため， 蛍光標識エ

ストロゲンは結合することができず，偏光解消度の変化の

度合いが低下する(Fig. 3). 

そ こで、エストロゲン様作用評価したい化合物の非存在

下および存在下に，蛍光標識エストロゲンをエストロゲン

受容体に作用させて偏光解消度を比べれば、その物質のエ
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ストロゲン様作用の強さを定量分析できることになる.

3. 蛍光標識エストログン誘導体の合成

蛍光標識されたエストログン誘導体はいくつか合成さ

れている えしかしながら， それらの合成法はあまり簡便

なもので、はなかった.そこで今回我々は蛍光標識エストロ

ゲン誘導体の簡便合成を計画した.

エストロゲンは， A環部からエストロゲン受容体に進入

して結合することがわかっている 4ので A環部から最も

遠いD環部の 1 7位炭素であれば，蛍光標識を導入し でも

受容体への結合を妨げることはない と考えた(Fig. 4). 

HO 
エストロゲン骨格

Fig. 4 

そ こで， エチニルエストラジオール(医薬品として市販

さ れ て い る の で入 手容易) の ア ル キ ン部位と，

3-azidodansylpropylamine (市販の蛍光物質である dansyl

chloride からの合成法が報告されている 5)のアジド基部

分を， クリックケミストリー(H山sgen 反応)6を用いて結

合させることを検討した.

3・Azidodansylpropylamine に対してメタノール中， 硫酸

銅・ 5水和物(0. 15当量)およびアスコルビン酸ナトリ

ウム(0. 2当量)存在下、 エチニルエストラジオール(l. 0 

当量) を室温下 にて反応させると， 3-azidodansylpropyl

amme の アジド基 とエチニルエストラジオールのアルキン

部位が[3 +2J付加環 化することにより 1，2，3 トリ アゾー

ル環 が生 成し， 目的の蛍光標識エストロゲンを収率40%

で合成することに成功した(Fig. 5). 
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今回我々は，クリックケミストリーを用いることにより，

エストロゲンの D 環部1 7位に蛍光標識を導入した化合

物を合成することに成功した本化合物は各種化学物質の

エストロゲン様作用評価に応用されることが期待できる.

5. 実験の部

赤外吸収スベクトル (IR)はJAS C O FT/IR-8300型を用い

て測定した. 核磁気共鳴スベクトル (NMR)は、 JEOL

JNM-EX400 またはJEOLEC X40核磁気共鳴装置を用い，

内部標準物質として， テトラメチル、ンラン(TMS)を用い

て 測 定 し た . 質 量 ス ベクト ル ( MS ) は ， 島津

G CMS-QPl lOO E X 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， 関東化学 Silica Gel 

60N (spherical， neutral)を用いて行った. 薄層クロマトグラ

フィー(T L C ) 分析は， メルク側T LCアルミニウムシー

ト20 x 20 cm シリカゲル 60 F254 を用いて行った.

3-Dansyl[4・(3，17・dihydroxy-13・methyI-7，8，9，11，12，13， 14， 15， 

16，17・decahydro-6H-cyclopenta[a[phenanthren-17・yl)[1ム

3]triazol-l・yI[propylamine (蛍光標識エストロゲン誘導

体)

文献5 �こ従って合成した 3・azidodansylpropylamine (72.2 

mg， 0.2 mmol)を Me OH(IO ml)に溶解し，エチニルエストラ

ジオール(60.1 mg， 0.2 mmol )を加えた. さらに硫酸銅・玉

水和物(5.2 mg， 0.04 mmol)と アスコルピン酸ナトリウム

(8.5 mg， 0.03 mmol)を加え， 室温にて3日間反応させた.

7)< 5 ml を加え撹枠し， 酢酸エチルで抽出した. 有機層を

飽和食塩水で、洗浄した後， 無水硫酸ナトリウムで乾燥し，

溶媒を溜去することにより，粗生成物を得た. これをショ

ートカラムクロマトグラフィー[カラム管径2.5 cm、 展

開溶媒 (He x加e : Et OAc =3 : 1 � 2 : 1 )、シリカゲ.ル(粒

径40-100μm ・粒径40・50μm = 1 : 1 ) 12 g]で精製す

ることにより， 蛍光標識エストロゲンを無色結晶( 49.8 mg， 

40%)として得た.

融点: 1270C 

lR (neat) cm-I : 3020， 1215， 763，671 

IH-NMR ( C D C I3) ò: 8.56 (1 H， d， J= 5.6 Hz)， 8.25 (2H， dd， J= 

11.6and5 Hz)， 7.52 (3H， m)， 7.20 (IH， s)， 7.17 (IH， d， J= 
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8.0Hz)， 6.64 (2H， dd， J= 11.6 and 8.0 Hz)， 6.56 (1 H， d， J= 3.0 

Hz)， 4.57 (1 H， brs)， 4.11 (3H， q， J= 7.0 Hz)， 4.08 (2H， t， J= 7.0 

Hz)， 3.27 (2H， t， J= 7.0 Hz)， 2.97 (2H， dd， J= 12.8 and 6.4 Hz)， 

2.89 (6H， s)， 2.30 (5H， m)， 2.06 (1 H， s)， 1.65 (2H， m)， 1.26 (5H， 

t， J= 7.0 Hz). 0.93 (3H， t， J= 7.0 Hz). 

13C-NHR(CDCI3) 0: 171.23， 153.46， 152.22， 138.34， 134.36， 

132.64， 131.86， 130.75， 130.01， 129.95， 129.60， 128.62， 126.65， 

123.31， 118.54， 115.36， 115.33， 112.77， 101.24， 87.57， 64.52， 

60.56，45.51， 43.59，40.91， 39.47， 39.03， 32.80， 30.82， 30.72， 

29.71，28.88， 27.27，22.89， 14.29， 12.77 

MS (mlz): 271 (M七CI7H20S02Ns)， 234 (M+ -C23H3102N4)， 124 

(M+ -C3oH3SN 04S)， 
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