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中文摘要 

 

 生物體中岩藻醣轉移酶常催化最後一個轉醣步驟，而形成如 Lewis y 與 sialyl 

Lewis x 含有岩藻醣的寡醣。由於這些寡醣的重要生理活性 (諸如與癌細胞轉移及

細菌感染的關聯性)，使得這類酵素常被視為藥物開發的目標。此篇碩士論文即針

對岩藻醣轉移酶抑制劑的設計、合成及其應用作探討。 

 根據先前所報導的 X-ray 晶體結構及其反應機轉，在抑制劑的設計上有三項特

點。二磷酸鳥苷 (guanosine diphosphate) 在與岩藻醣轉移酶間的作用力上，扮演重

要的角色；酵素反應的過渡態 (transition state) 具有正電荷的特徵；醣受體結合部

位附近之疏水區域。針對這些特點，設計出具有比咯啶 (pyrrolidine)、吡咯烷

(piperidine)、嘧唑 (imidazole) 的二磷酸鳥苷衍生物為細菌及人類岩藻醣轉移酶抑

制劑，並探討其分子結構與活性間的關係。 

 除此之外，本實驗室先前合成一系列具有二磷酸鳥苷的岩藻醣抑制劑，以篩

選三唑環上不同衍生基團對生物活性的影響，將此結果中效果最好的衍生基團連

結到比咯啶環抑制劑 YCC-7 (化合物 61)。此化合物對胃幽門桿菌的岩藻醣轉移酶

抑制效果最好，IC50 及 Ki 值分別為 44.1 μM 及 29.5 μM。我們進一步以電腦模擬計

算解釋抑制劑 YCC-7 與該酵素間的作用力。 
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Abstract 

α-Fucosyltransferases (FucTs) usually catalyze the final steps in the biosynthesis 

of fucose-containing oligosaccharides. Owing to the related biological significance 

(such as tumor metastasis and bacterial infection), these enzymes are considered as the 

targets for therapeutic intervention. This thesis is mainly focused on the design, 

synthesis and evaluation of FucT inhibitors. On the basis of the reported x-ray crystal 

structures and mechanistic studies, the molecules were designed to include guanosine 

diphosphate (GDP) that offers major binding affinity, a negative-containing group to 

mimic the positive-charge character of the transition state, and a hydrophobic group to 

acquire additional affinity. Several GDP-conjugated pyrrolidines, piperidines and 

imidazoles were prepared and evaluated as the inhibitors against the FucTs from 

Helicobacter pylori and human. The structure and activity relationship was also 

discussed.  

 Furthermore, a series of GDP- and triazole-containing compounds were also 

developed as FucT inhibitors previously. Because 2’-(phenylsulfonyl-methyl)benzyl 

group was found to be the best hydrophobic group attached to the triazole, the same 

group was hens coupled with GDP-pyrrolidine to give YCC-7 (61). YCC-7 was found 

to be a potent inhibitor against H. pylori α-1,3-FucT. The corresponding IC50 and Ki 

values are 44.1 and 29.5 μM, respectively. Computational modeling was further 
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employed for the explanation at molecular basis. 
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               第一章 緒論 

 

 醣化反應 (glycosylation) 在生物體內需要許多酵素的參與，如醣類轉移酶

(glycosyltransferase)。醣類轉移酶催化各種醣共軛分子 (glycoconjugate)的醣化反應

(圖一 )。 1,2 醣類轉移酶將由核苷單磷酸或核苷二磷酸 (nucleoside mono- or 

diphosphate) 活化的醣予體 (sugar donor substrate) 轉移到適當的醣受體 (sugar 

acceptor substrate) 上，同時釋放出一分子的核苷單磷酸或核苷二磷酸，而所形成

的醣類接和物，如醣脂質、醣蛋白等，在生物體內扮演多樣角色，如細胞間的辨

識、細胞轉移、以及免疫反應，因此被視為藥物開發的目標。3,4,5 

 

 

 

      

                 圖一、 醣類轉移酶作用示意圖 1 

 

 醣類轉移酶有兩種分類方式，可依據催化反應的受質以及催化機制來進行區

分：以催化反應的醣予體受質來分，可分為常見的 galactosyltransferase、glucosyl- 

transferase、sialyltransferase 以及 fucosyltransferase 等；催化反應機制的分類可分為

保留機制 (retention) 以及反轉機制 (inversion) 兩種，是依醣分子在轉移時變旋異

構中心的立體化學組態是否改變而分別。在醣體轉移的催化區 (active site) 中，帶

有羧基的胺基酸扮演重要的催化角色，包括為天門冬胺酸 (aspartate) 或是麩胺酸 

(glutamate)。在保留機制中，Asp/Glu 擔任一般酸 (general acid)，將醣苷鍵(glycosidic 

bond) 質子化 (protonation)，另一個 Asp/Glu 擔任親核基 (nucleophile)，直接攻擊

變旋異構中心 (anomeric center)，形成醣化中間體 (glycosyl-enzyme intermediate)，

在醣受體進入酵素活化中心後，在一般鹼 (general base) 的作用下，形成立體組態



 

2 
 

相同的產物 (圖二 A)，6 因此在保留機制中，會發生兩次反轉機制，使其立體組態

保持不變；而反轉機制中，一個 Asp/Glu 去質子化醣受體，使醣受體直接對醣予體

之變旋異構中心作親核性攻擊 (nucleophilic attack)，離去一分子核苷磷酸或二磷

酸，而得到立體組態相反的產物 (圖二 B) 。6 

圖二、 醣類轉移酶催化反應機轉中，醣予體之構型 A：保留；B：反轉 6 

 

 其中岩藻醣轉移酶催化合成許多具有岩藻醣的寡醣分子，如：sialyl Lewis x 

(SLex)。SLex不只在細胞間作用或黏著上有貢獻，與發炎反應、胃潰瘍或是癌症轉

移也有相關。7 因此本論文針對岩藻醣轉移酶抑制劑的設計、合成及其活性測試作

探討。 

 

1. 岩藻醣轉移酶 (Fucosyltransferase；FucT) 的介紹 

 生物體中岩藻醣轉移酶參與許多生理行為，如受精作用、胚胎形成、8 淋巴細

胞運行、免疫反應以及癌細胞的轉移。2 岩藻醣轉移酶廣泛地存在於植物、昆蟲、

寄生蟲以及菌體中。9,10 岩藻醣轉移酶常催化醣生合成中的最後一個轉醣步驟，而

形成具有岩藻醣的寡醣 (fucosylated oligosaccharide)。11 

 在岩藻醣轉移的過程中，岩藻醣轉移酶 (FucT) 將接有二磷酸鳥苷的岩藻醣

(GDP-fucose) 催化轉移到醣受體 (sugar acceptor substrate) 上，釋放出一分子核苷
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二磷酸。2 依所形成的醣苷鍵 (glycosidic bond) 位置不同可區分成三個類別，分別

為α1,2−、α1,3/4−、α1,6−FucT，12 而這三種岩藻醣轉移酶都屬於反轉催化機制。13

其中α1,2−、α1,3/4−FucT 與 Lewis 抗原 (如：Lea、Leb、Lex、Ley，圖三、圖四)

的生合成最後一個步驟中有關。 

 Lewis 抗原為具有岩藻醣的寡醣分子，分為第一型及第二型抗原。由 Galβ

1,3GlcNAc 雙醣片段組成的寡醣分子為第一型抗原，如 Lea，Leb 與 sialyl Lea; Gal

β1,4GlcNAc 組成的則為第二型抗原，例如 Lex，Ley，sialyl Lex等。雖然某些哺乳

動物細胞表面已報導存在 Lewis 抗原，但腫瘤細胞上往往會大量表現 (圖三)；例

如肺癌及乳癌細胞上都發現有大量表現的 sialyl Lex及 sialyl Lea。14 

          

                    圖三、 第一型及第二型 Lewis 抗原 

 

 

 

 

 

 

 

                圖四、 以 FucT 催化合成之 Lewis 抗原 
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  1.1 人類岩藻醣轉移酶的介紹 

 人體中的岩藻醣轉移酶依照胺基酸序列相似度不同，可分成十一大類。15FucT 

1 及 FucT 2 屬於α1,2-FucT，將岩藻醣轉移至 galactose-β(1,4)-N-acetylglucosamine 

(Galβ1,4GlcNAc；LacNAc) 的 galatose 二號位置上，而形成不同組織中 H 抗原；

FucT 8 屬於 α1,6-FucT，會將接在天冬醯胺上的 GlcNAc 岩藻醣化；FucT 3、4、5、

6、7、9 屬於 α1,3/4-FucT，此六種則依醣受體、特性及分佈的不同作歸類。16 

 FucT 3 在消化道及腸胃組織的內皮細胞大量表現，這類酵素合成所有第一型

Lewis 抗原，包含 Lewis a、Lewis b 及 sialyl Lewis a，因此被稱為 Lewis 酵素。FucT 

3 的胺基酸序列與 FucT 5 及 FucT 6 很相似，其中 FucT 5 對第二型受質做α1,3 位置

轉移具相當大的活性，FucT 3 則對α1,4 位置轉移較有活性；而 FucT 6 只對第二型

受質做催化，被認為是內皮細胞以及癌細胞上合成 sialyl Lewis x 的主要酵素。15 

 FucT 4 及 FucT 7 則在骨髓細胞中大量表現，分別催化內部 LacNAc17 及末端的

α2,3-sialylated LacNAc 的岩藻醣轉移。18FucT 9 也屬於 α1,3-FucT，它的胺基酸序

列與其他岩藻醣轉移酶差異較大，只表現在粒性白血球 (granulocytes)、自然殺手

細胞、B 細胞中，而且是存在腦中含量最多的 α1,3-FucT。相較於其他型岩藻醣轉

移酶對內部 LacNAc 做岩藻醣轉移，FucT 9 較常對 polyLacNAc 末端的 GlcNAc 作

用。FucT 10 及 FucT 11 也屬於 α1,3/4-FucT，但缺乏分辨第一型及第二型受質的

氨基酸序列，而 FucT 11 不具有與細胞膜嵌合的區域。19 

 不同的岩藻醣轉移酶會在細胞表面上合成不同的 Lewis 抗原，因而影響細胞

間的辨識，但由於每種人類岩藻醣轉移酶會有部分相似的功能，使得利用岩藻醣

連接的位置來區別各型的酵素活性會一定的困難度。 

 目前所有真核生物的岩藻醣轉移酶都是第二型膜蛋白，具有一個典型的結

構，其 N 端位於細胞質中，接有與細胞膜嵌合的區域，而 C 端為一催化區域 (圖

五)。20,21 真核生物的 FucT 上的 C 端構型穩定，N 端則屬於高變異區且被認為與醣

受體的辨識有關。20 
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圖五、真核生物(左)與幽門螺旋桿菌(右)的岩藻醣轉移酶示意圖 20.21 

 

  1.2 幽門螺旋桿菌岩藻醣轉移酶的介紹 

 相較於人類的岩藻醣轉移酶，幽門螺旋桿菌的岩藻醣轉移酶缺少與細胞膜嵌

合的區域，其活性催化區域則為在 N 端 (圖五)。其 C 端具有七重覆組合 (heptad 

repeats region)，此區域由七個胺基酸為一個單位 (D(D/N)LR(V/I)NY))，重複二到

十個片段，再連接一段帶大量正電及疏水區域的片段，這種雙性分子在功能上被

認為可以仿造真核生物岩藻醣轉移酶上與細胞膜嵌合的部分，前者所形成的亮胺

酸鏈 (leucine zipper) 則推測可能使得岩藻醣轉移酶形成二聚體，而後者推測是用

來與磷脂細胞膜結合的區域 (圖五)。22,23,24 

 

 幽門螺旋桿菌的α1,2 及α1,3/4-Fuc T 都已證明可催化合成 Lewis 抗原，25,26,27

有別於人類 FucT ，幽門螺旋桿菌的α1,2-Fuc T 會以 Lex為受質合成 Ley而非直接

利用 LacNAc (圖六 A)，26 而α1,3/4-Fuc T 則是由兩種基因來的，futA 及 futB，形

成的兩種異形體 Fut A 及 Fut B，Fut A 偏好將內部的 LacNAc 岩藻醣化，而 Fut B

則會將末端的 LacNAc 岩藻醣化 (圖六 B)。25 
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       A 

           

             

 

 

 

     B 

               

                

圖六、A：人類與幽門螺旋桿菌 FucT 合成 Lewis 抗原路徑。 

  B：幽門螺旋桿菌 FucT 合成 Lewis 抗原路徑。25  

 

2. 岩藻醣轉移酶的功能 

 總括而言，岩藻醣轉移酶及催化合成各種具有岩藻醣之醣蛋白及醣脂質。不

同類型的岩藻醣轉移酶其醣受體不盡相同，但其醣予體都為岩藻醣二磷酸鳥苷

(GDP-fucose)。 

 岩藻醣基化 (fucosylation) 在生物體內是寡醣分子上最常見的修飾，是將岩藻

醣連接在多醣分子的氧或氮原子上。據報導，像發炎或是癌症等的致病環境都與

岩藻醣基化的增多有關係，再者，岩藻醣基化是癌症中一種常見的醣化反應，因

此岩藻醣基化的蛋白已被用來作為癌症標記分子。28 

 具有唾液酸的 Lewis 抗原 (sialyl Lewis groups；圖七) 是一種常見的 selectin

受體，為淋巴細胞膜表面上醣化神經磷脂或醣蛋白的一部份。29 從生物體內抗發炎

反應的流程中可以知道，受損傷的組織會釋放出細胞因子促使內皮細胞表現 E-及

P-selectin，此兩種蛋白質會辨識白血球上的 SLex及其他寡醣分子 30而使白血球可

黏著在內皮細胞表面 31,32,33，白血球表面則表現 L-selectin 去辨識內皮細胞上相似
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結構的醣類受質 34,35。利用這些酵素及其受質結合使白血球滾動，36使白血球上的

整合蛋白  (integrin) 和內皮細胞上的蛋白質結合，促使白血球進入發炎部位

(extravasation；圖八)。37,38 

    
  圖七、合成具有唾液酸之 Lewis 抗原 

 

                        圖八、發炎反應流程 37 

 

 在白血球黏著缺乏症這種遺傳疾病中發現，由於無法進行 SLex的生合成，使

得白血球無法進行黏著在內皮細胞上，進而無法進到發炎部位，此類患者常會重

複受到嚴重的細菌感染。29 

 另一方面，也有相當多急性或慢性疾病是因為太多白血球停留在感染或致病

因形成的部位，如心因性休克、中風、血栓形成、風濕、皮膚炎、腦炎等。除此

之外，癌症的轉移也與 SLex或其他癌細胞表面的寡醣分子的表現量以及其與內皮

細胞的 selectin 作用有關。因此目前著重在如何阻擋細胞進行黏著，以發展抗血栓

劑、免疫抑制劑或癌症轉移阻抗的研發藥物。29 
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 另外，幽門螺旋桿菌的岩藻醣轉移酶也在最後一步醣化作用中將岩藻醣轉移

至 LacNAc 而形成 Lex  (圖九) 及其他的 Lewis 抗原，包括 Ley、Lea 及 Leb，而 Lex

形成 oligomer 或 polymer 存在幽門螺旋桿菌中脂多醣 (LPS, lipopolysaccharide) 的

O-antigen 中，此分子模擬寄主細胞表面上的 Lewis 抗原使寄主細胞的免疫系統無

法分辨這類分子，造成幽門螺旋桿菌長期在胃黏膜表面上長期感染，已被推測與

胃潰瘍、胃癌有所關連。39 

 

      

                        圖九、Lex抗原之合成 

 

3. 岩藻醣轉移酶的催化機制 

 目前所有的岩藻醣轉移酶已被證實都屬於醣反轉轉移催化機制 (inverting 

glycosyltransferase)，13由於許多這類酵素的晶體結構已知，40 可由此推測出岩藻醣

轉移酶的催化機制。 

 醣反轉轉移酶中最為熟知的β-glucosyltransferase 就是利用 Asp100 當作一般

鹼，相對於岩藻醣轉移酶中的 Glu95。而 Glu95 位在 N 端區中推測與醣受體有關，

除此之外，Glu95 的支鏈正好落在 GDP-fucose 中岩藻醣上的變旋異構中心附近 (圖

十 A)，加上定點突變的實驗結果，佐證了此胺基酸擔任一般鹼的角色。39 

 利用一般鹼及醣予體的位置、酵素中活化位置的構形及方位可以模擬出醣受

體 LacNAc 在酵素中的位置，由此圖可以看出 GlcNAc 的三號羥基與岩藻醣轉移酶

的變旋異構中心以及 Glu95 的羧酸在鄰近位置 (圖十 B)。39 以此岩藻醣轉移酶與受

質的結構，可推測出與人類岩藻醣轉移酶相似的催化機制。41 
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圖十、A：模擬醣受體 LacNAc 在岩藻醣轉移酶中的環境。B：模擬 LacNAc、   

      GDP-fucose 及鄰近胺基酸相對位置，其中虛線表 GlcNAc 對 fucose 做親核 

      性攻擊。39 

 

 LacNAc 會與岩藻醣轉移酶活化區域中 N 端帶負電的區域作用，其 GlcNAc 的

三號位置羥基被 Glu95 去質子化後，氧原子對 GDP-fucose 中岩藻醣的變旋異構中

心作親核性攻擊，形成醣苷鍵，並具有反轉立體結構的寡醣分子 Lex，放出一分子

GDP (圖十一)。39 由於此變旋異構中心位在 GlaNAc 三號羥基及離去基 GDP 中間，

推測應產生 SN2-like 的立體化學逆轉。 

      

                    圖十一、FucT 催化機制之推測 39 

 

 在此催化機制中，我們可以將各個步驟歸納出以下特點：醣受體進入酵素活

化區後二磷酸鳥苷的磷酸部分，會與鄰近胺基酸 Lys250 及 Arg195 有靜電作用力；

當醣受體去質子化對醣予體做親核性攻擊後，將會使岩藻醣本身在過渡狀態
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(transition state) 中，由原本的椅型構形 (chair form) 扭轉成 half-chair 構形，另外，

原本與二磷酸鳥苷鍵結的醣苷鍵變弱，使岩藻醣變成帶有 oxocarbenium ion 的過渡

態，周圍帶有負電的胺基酸如 Glu249 則會穩定過渡狀態中帶正電的部分，如

oxocarbenium ion 及離去基二磷酸鳥苷。 

 從 X-ray 結晶結果中可知岩藻醣轉移酶活性區中鄰近胺基酸與二磷酸鳥苷有

13 個氫鍵作用力，而與岩藻醣本身只有 5 個氫鍵作用力，得知岩藻醣轉移酶與二

磷酸鳥苷間作用力更甚岩藻醣，因此推測在設計岩藻醣轉移酶之抑制劑時，二磷

酸鳥苷會扮演相當重要的角色。由以上催化機制中的幾個特點，將可以此對不同

的受質及狀態設計岩藻醣轉移酶之抑制劑 (表一)。39 

 

                

 

 

 

 

 

 

       表一、受質 GDP-fucose 在 FucT 活性區域中所具有的氫鍵作用力 39 

 

4. 岩藻醣轉移酶抑制劑的文獻回顧   

 醣類轉移酶的抑制劑可區分成三個類型：醣受體類似物 (acceptor substrate 

analogues)、醣予體類似物  (donor substrate analogues) 及過渡狀態類似物 

(transition-state analogues)。 
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 4.1 醣受體類似物 (acceptor substrate analogues) 

 醣受體類似物用於與原生的醣受體競爭進入酵素的活性區域，以防止醣類轉

移至原生的醣受體上。Palcic et al. 在 1991 年及 1996 年分別發表利用受質 LacNAc

原有的構型做修飾，變換各個羥基位置做為抑制劑，發現將 GlcNAc 的三號位置(如

圖十二中的化合物 1)的羥基以氫原子取代會使結合能力喪失，推測相較於其他位

置的羥基，此位置的羥基對結合效果有顯著貢獻。但由於醣受體對酵素的結合能

力很差(約 mM 等級)，在設計抑制劑時較少以結合能力不好的醣予體作修飾。 

          

O

OH
HO

HO OH

O

OH

NHAc
O(CH2)8COOCH3

O

1

H

 
               圖十二、FucT 之醣受體與其類似物結構 

 

 4.2 醣予體類似物 (donor substrate analogues) 

 醣予體類似物通常會具有二磷酸鳥苷或二磷酸的類似結構，同樣去競爭酵素

的活性區域。Wong et al. 在 2000 年也曾利用岩藻醣轉移酶共同的醣予體

GDP-fucose 將其中的羥基修飾為氟原子 (如圖十三中化合物 2、3、4)，利用氟原

子本身的強拉電子性質，使得形成 oxocarbenium ion 的過渡狀態不穩定，所以醣苷

鍵 (glycosidic bond) 不會水解而成為抑制物，其抑制常數範圍約在μM 等級。44,45 

 另外，Chapleur et al. 在 2001 年將二磷酸鳥苷部分置換成硫醯基及氨基的組合

(如圖十三中化合物 5)，發現其效果並不如預期，推測是因為引進不帶電的取代基，

無法與酵素活化區域中的金屬離子作用，因此大大的減低其抑制效果。46 
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OH3C

HOOH
F

OGDP

3      

                    

                   圖十三、FucT 之醣予體類似物之結構 

 

 4.3 過渡狀態類似物 (transition-state analogues) 

 過渡狀態類似物則是去仿造過渡狀態中岩藻醣本身具有的兩個特點：

oxocarbenium ion 帶正電性質及 half-chair 構型。 

 以往在設計醣水解酶抑制劑時，常利用 iminosugar 模擬過渡狀態，主要原因

是在生理狀態中 iminosugar 會被質子化而帶有正電性質。所謂的 iminosugar 即是

將醣分子環上的氧原子置換為氮原子的化合物，亦可稱為 iminocyclitol，由於醣類

水解酶與醣類轉移酶催化過程的過渡狀態中的醣分子構型及性質很相似，因此在

設計過渡狀態類似物的抑制劑時，也常利用五環或六環的 iminosugar 為基準做各

種修飾。47 

 Wong et al. 在 1992 年及發表利用比咯啶環 (pyrrolidine) 為中心，同時具備過

渡狀態中的兩個特點：帶正電性質及 half-chair 構型，且仿造岩藻醣上羥基的立體

位置為抑制劑，並比較在過渡狀態類似物的設計中，二磷酸鳥苷的有無對抑制效

果的影響，其中化合物 6 之抑制常數為 34 mM44,47,48 而化合物 7 的抑制常數為 45 

μM，49 推測二磷酸鳥苷在與酵素結合時具有顯著的貢獻。 

 另外，Wong et al. 利用吡咯烷 (piperidine) 為中心，捨棄仿造其 half-chair 構

型，同樣以與岩藻醣相同的羥基立體結構，在 1996 年及 2002 年中分別發表化合

物 8 及 9，其抑制常數為 71.5 mM50 與 13 μM，51 同樣顯示二磷酸鳥苷的重要性。 
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 Wong et al. 同時發表另外兩種型態的類似物如化合物 10 及 11，52 此兩種類似

物不具正電性質，但可由其抑制常數都為 8 μM 的結果中發現此兩種化合物的構型

與過渡狀態中的岩藻醣相當類似，而有較好的抑制效果。 

 以上三種過渡狀態類似物都將原本較易斷的醣苷鍵置換成由碳原子衍生與醣

分子鍵結，使岩藻醣類似環與二磷酸鳥苷間的鍵結更不易斷裂而失去結合能力。 

 

    

NH
OH

H3C

OH OGDP
7         

                      

                  圖十四、過渡狀態類似物之抑制劑 

 

 目前文獻中活性最好的岩藻醣轉移酶抑制劑來自Wong et al. 在2003年所發表

的化合物 (圖十五)，保留原有的二磷酸鳥苷，利用點擊化學 (click chemistry)53 做

鍵結，以篩選另一端疏水基團，其中效果最佳的為圖十五中的化合物 12，其抑制

常數約為 62 nM，間接證明在沒有岩藻醣類似環的氫鍵作用下，二磷酸鳥苷與酵素

的強結合力及疏水端對抑制效果的貢獻度。 

          

               圖十五、以點擊化學合成之 FucT 抑制劑  
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 本實驗室利用點擊化學合成一系列具有疏水基團的岩藻醣抑制劑。同樣以而

二磷酸鳥苷為出發點，改變二磷酸鳥苷與 1,2,3-三唑環 (1,2,3-triazole ring) 間碳鏈

長度，如圖十六，分別具一個碳 (13)、兩個碳 (14) 及四個碳 (15)，由這三個化

合物的相對抑制百分比而言 (表二)，改變鏈長對岩藻醣轉移酶的抑制效果並無太

大影響。 

         圖十六、本實驗室以點擊化學合成不同鏈長之抑制劑結構 

                  

      表二、以點擊化學合成不同鏈長之抑制劑相對抑制百分比 

 

 4.4 變旋異構中心上之立體化學對抑制效果的影響力 

 Schmidt et al. 曾在 2001 年發表半乳醣轉移酶 (α-1,3-galactosyltransferase) 之

複合受質抑制劑 (bisubstrate analogue)，54 所謂的複合受質抑制劑即是將醣予體及

醣受體作鍵結而成的化合物。 

 半乳醣轉移酶之受質為α-Gal-UDP，經此酵素轉醣化的催化保留機制 (retaining 

catalysis) 而形成α型產物 (圖十七Α)，在文獻報導中，化合物 16 的抑制效果比化

合物17佳 (圖十七Β)，表示此抑制劑進入酵素活化區後，其二磷酸尿苷 (uridine 

diphosphate；UDP) 片段偏好在β側，與原始受質立體結構不符，因此作者推論在
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此醣轉移酶催化過程中，醣予體 UDP-Gal 不只扮演了離去基的角色，在進入酵素

活性區域後，二磷酸尿苷片段會離去而到原本醣予體的β側，與鄰近的胺基酸及過

渡狀態中的 oxocarbenium ion 有正負電吸引而穩定整個過渡狀態，醣受體再從α側

做親核性攻擊 (圖十七 C)。54 

   A 

 

  B 

        

 

 

 

 

  C  

 

 

 

 

 

 

圖十七、A：半乳醣轉移酶之催化生合成反應。B：文獻中半乳醣轉移酶之複合受       

        質抑制劑。C：半乳醣轉移酶之反應機制。 
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5. 岩藻醣轉移酶抑制劑之設計原則 

 目前所有的岩藻醣轉移酶已被證實都屬於醣反轉轉移催化機制 (inverting 

glycosyltransferase)，13過渡狀態也都具有相同的構型與帶電性質，因此設計酵素抑

制劑時，盡可能的讓所設計的分子模擬催化過程中所產生的過渡狀態 (transition 

state)，55 由岩藻醣轉移酶的催化機制中 (圖十一)，39 可歸納出以下三點設計原則： 

 

A. 岩藻醣轉移過程之電性特徵及構型 

 由岩藻醣轉移酶的催化機制中，39 可以知道受質在過渡狀態中會因為二磷酸鳥

苷的先離去 42 而具有 oxocarbenium ion，也使得岩藻醣被扭曲成 half-chair 構型，

因此要同時模擬此兩特徵，則可利用先前提到的比咯啶環 (pyrrolidine)，此結構由

氮原子取代後的胺基在生理條件下 pH 7.5 中可被質子化 (protonation)，具有正電

荷的特性，而五環化合物本身具有的特殊構型也可以模擬岩藻醣的 half-chair 構型。  

 

B. 二磷酸鳥苷部分的保留及衍生之疏水區域 

 由幽門螺旋桿菌之岩藻醣轉移酶晶體結構正負電分佈可知 (圖十八)，當受質

進入酵素活性區時，二磷酸的負電會與周圍帶正電胺基酸 (positive-charge region)

有靜電作用力，而受質岩藻醣周圍則處於帶負電胺基酸環境 (negative-charge 

region) 中，推測此環境可與過渡狀態的 oxocarbenium ion 作正負電吸引力，並且

可以將醣受體上的羥基去質子化，使得容易對醣予體作親核性攻擊，因此在設計

時保留受質中二磷酸鳥苷片段，另外，引進比咯啶環 (pyrrolidine) 取代岩藻醣，

而比咯啶環在生理條件 pH 7.5 的環境中帶正電的性質有利於在此負電環境中存

在。再者，可以看到鄰近 GDP-fucose 有疏水區域，推測利用比咯啶作疏水基團的

衍生可以增加與酵素結合能力。 
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                       圖十八、HpFucT 晶體結構 39 

C. 醣苷鍵之修飾 

 受質在催化過程中，岩藻醣與二磷酸鳥苷間的醣苷鍵會先斷裂，因此在設計

抑制劑時，將原本較易斷的醣苷鍵置換成由碳原子衍生與醣分子鍵結，使岩藻醣

類似環與二磷酸鳥苷間的鍵結更不易斷裂而失去結合能力。 

 

6. 研究目標 

 根據先前所報導的 X-ray晶體結構及其反應機轉 5在抑制劑的設計有以上三項

特點。如圖十九，針對這些特點，我們以二磷酸鳥苷為中心，選擇以比咯啶 

(pyrrolidine)、吡咯烷 (piperidine)、嘧唑 (imidazole) 為岩藻醣模擬環分子，做環

分子本身不同的構型及是否具有正電荷對抑制效果的影響力比較。除此之外，並

利用效果較好的環分子做疏水區域的組合式化學 (combinatorial chemistry)，篩選對

抑制效果貢獻度高的疏水基團，並探討分子結構與活性間的關係 (structure and 

activity relationship)。 

 

 

 

              

                     圖十九、FucT 抑制劑設計概念 
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 圖十九中，以二磷酸鳥苷為中心，衍生以比咯啶 (pyrrolidine) 環模擬岩藻醣

在過渡狀態中的兩個特點：具有正電性質及 half-chair 構型，並與一長鏈作鍵結，

以利後續疏水基團的組合式化學。在比咯啶與長鏈的鍵結方法上，常見的有醯胺

鍵 (amide bond) 或碳氮單鍵等的鍵結方式，若利用醯胺鍵作鍵結，所形成的比咯

啶長鏈衍生物將無法具有帶正電性質，且碳鏈也無法順利擺動，可能會影響與酵

素結合效果，因此選擇利用一般碳氮鍵的鍵結方式作碳鏈衍生。 

 由實驗室先前對於二磷酸鳥苷與環間鏈長的研究可知，鏈長為 1、2 或 4 個碳

對抑制效果並無顯著影響，為了合成方便，我們選擇一個碳的鏈長；另外，由於

酵素晶體結構中看出醣予體受質中岩藻醣周圍的疏水區域相當大，因此我們在設

計比咯啶做疏水基團衍生的長鏈時，選擇先以較短的碳數為優先。 

 如圖二十的設計概念，這個構想向上延伸則單純利用比咯啶鍵結二磷酸鳥苷

比較其長鏈與比咯啶環本身對抑制效果的貢獻度；向下延伸則將以組合式化學作

疏水基團的鍵結，比較疏水端的貢獻度。 

 另外，橫向延伸則可將比咯啶還分別置換成吡咯烷 (piperidine) 環與嘧唑

(imidazole) 環。吡咯烷為椅型結構，在此例子中可比較在模擬岩藻醣的環中，

half-chair 構型對抑制效果是否有其必要性；而嘧唑在此構想中則可利用其平面結

構及不帶電性質，比較此兩種特質的貢獻度。 
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                                             圖二十、FucT 抑制劑設計概念                                                          
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                  第二章 結果與討論 

 

 1. 目標產物的逆合成分析 

 合成二磷酸類的化合物主要有兩種合成策略 (圖二十一)，一是直接利用二磷

酸作親核性攻擊至另一具有離去基之基團上;另一則是將其中一段單磷酸活化

後，利用另一段單磷酸攻打而形成二磷酸化合物。 

     

                   圖二十一、合成二磷酸化合物的策略 
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 目標產物的逆合成如流程一所示，化合物 A 中的疏水基團可利用組合式化學

作快速篩選，可裂解成片段 B，而磷酸酐鍵則可以利用單磷酸的親核性攻擊，可得

到片段 C 以及磷酸鳥苷，在合成片段 C 時，由路徑一，先將片段 F 作磷酸化後，

再接上碳鏈；或由路徑二，先由片段 F 作碳鏈鍵結，再作磷酸化，同樣可回推至

片段 C。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

                      流程一、目標產物 A 之逆合成 

 

 2. 以路徑一合成岩藻醣轉移酶之抑制物 

 以 N-Boc-D-prolinol 18 為起始物，進行如流程二的步驟，將羥基以三價磷化物

做 SN2 反應得到亞磷酸基團後，再氧化而得到具有芐基 (Bn; benzyl group) 保護的

磷酸基團化合物 19，產率 94%。在步驟 b 中先以 10%鹽酸在甲醇溶液中，反應 30

分鐘後，產率為 15%；後又以 10 % TFA 在二氯甲烷溶液中，反應 30 分鐘，並沒

有目標產物，以質譜追蹤，發現帶有芐基保護的磷酸基團在酸性條件下容易脫掉；
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為了要使反應乾淨且高產率，又嘗試以氧化方式將 Boc 保護基脫去，利用 CAN 在

常溫下反應，副產物相當多，同樣沒有目標產物。 

 在路徑一中發現，在具有芐基保護的磷酸基團化合物中，並不容易得到乾淨

且高產率的反應，因此我們轉向路徑二，將磷酸化步驟放在最後進行。 

 

    

流程二、以路徑一合成目標產物 29 (YCC-1) 

 

  3. 岩藻醣轉移酶抑制物 29 (YCC-1) 及 32 (YCC-3) 之合成  

 如路徑二的合成策略，以比咯啶 (pyrrolidine) 上的氮原子衍生碳鏈，以作組

合式化學。起初我們選擇較短的兩個碳的鏈長做連接，以 2-aminoethanol 為起始

物，先將胺基以 benzyl carbamate 保護後，再以甲苯磺酸基將羥基活化形成好的離

去基後，再以比咯啶做 SN2 反應，反應由三乙基胺為鹼，常溫下攪拌 12 小時後，

我們並沒有發現比咯啶衍生長鏈產物。我們推測流程三中兩個碳的長鏈胺基保護

基為一強拉電子基，使得一號位置的氫酸度變強，反應所加入的弱鹼使此長鏈做

消去反應 (elimination)，而無法進行 SN2 反應。 
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流程三、起初的碳鏈及比咯啶衍生碳鏈之合成 

 

 因此我們將長鏈系統改為流程四中的三個碳，並將離去基改為離去效果較好

的溴。起始物 3-amino-1-propanol 22 溶於水中，加入碳酸氫鈉待全溶後，再加入

benzyl chloroformate，劇烈攪拌 16 小時後，簡單萃取即可得到產物 23。再將化合

物 23 溶於 THF 中，以 PPh3 及 NBS 做溴化反應，可得到產物 24。 

 

     

流程四、三個碳的碳鏈之合成 

 

 如路徑二的合成策略，我們以 D-(-)-prolinol 25 為起始物，如流程五中，以碳

酸鉀為鹼性條件下做 SN2 反應，將長鏈鏈結至比咯啶 (pyrrolidine) 環上，得到產

物 26，產率 97%。再利用化合物 26 進行磷酸化反應，選擇利用 trichloroacetonitrile

先將羥基活化後，再以 tetrabutylammonium phosphate 攻擊，常溫下反應 2 天後，

得到磷酸化產物化合物 27，產率 71%。選擇以氫化 (hydrogenation) 方式將化合物

27 中胺基的保護基脫去，使用氫氣為 proton donor，在 Pd/C 為催化劑的條件下，

反應兩個小時後，可得化合物 28。 
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流程五、以路徑二合成目標產物 29 (YCC-1) 

 

 以化合物 28 合成具有磷酸酐的化合物 29 時，多次嘗試了其他方法，但都沒

有辦法得到目標產物。 

 流 程 六 中 根 據 Thorson et al.56 在 1998 年 的 報 導 ， 利 用 CDI 

(1,1’-carbonyldiimidazole) 來活化單磷酸，此反應只需數小時即可完成。當我們參

考此文獻，將 GMP 在 triethylamine 下加入 CDI，常溫下攪拌 5 小時後，以 TLC 片

追蹤至起始物耗完後，加入數滴甲醇將未反應之 CDI 淬熄，將此混合物在真空下

抽乾後，加入另一磷酸化合物，在常溫下攪拌後，發現反應沒有進行，將溫度升

高至 50 度後，由 TLC 片上可看到有許多副產物，且起始物無法耗完。 

 另外，Sinay et al.57 在 2003 年同樣利用 imidazole 類活化單磷酸，根據報導，

反應同樣可在數小時內完成。流程六中將 GMP 在冰浴下慢慢滴加入 trifluoroacetic 

anhydride (TFAA)，反應十分鐘後，得到一黃綠色溶液，將過量的 trifluoroacetic 

anhydride 及 trifluoroacetic acid 抽乾後，在冰浴下加入 N-methylimidazole，同樣反

應十分鐘後，由 TLC 片上可看到起始物消失後，將此混合物在零度下加入事先攪

拌的另一磷酸化合物與分子篩，慢慢回到常溫後，由 TLC 片同樣發現許多副產物

的產生。 
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Reagents and conditions: (a) 24, K2CO3, THF, 60 oC, 14h, 97%; (b) Cl3CCN, Bu4NH2PO4, CH2Cl2, rt, 2d, 73%;
(c) H2, Pd/C, H2O/MeOH, 2h; pyridine.
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                       流程六、合成磷酸酐的方法 

 

 最後，Wong et al. 58 在 1997 年發表利用 NDP-morpholidate 及 tetrazole 的條件

下，可得到磷酸酐化合物。利用此法前我們必須先合成 GMP-morpholidate，我們

發現直接以 guanosine 5’-monophosphate disodium slat 為起始物，抑或以離子交換樹

脂交換成吡啶離子形式，其反應效率都相當差，因此我們選擇交換為氫離子形式

的起始物。 

 首先將陰離子交換樹脂以水洗過後，再以 1N 鹽酸約五至十倍樹脂體積慢慢的

流過樹脂後，再用水將樹脂表面的鹽酸洗掉，將鈉鹽起始物溶於樹脂水中，慢速

攪拌約 12 小時後，以約 500 mg 起始物/600 mL 水的量以每分鐘三毫升的流速將樹

脂上的起始物洗下來，將水溶液抽乾後即是氫離子形式的起始物。我們在這一步

發現若樹脂活化不完全 (鹽酸量太少或流速太快) 將會使交換效果變差，而攪拌速

度太快或攪拌太久則會使樹脂破裂，而使沖洗不易。最後以水將起始物沖洗時也

需以慢速且大量的水進行，才可以收到產率高的起使物。而樹脂的活化程度將會

影響下一步合成 GMP-morpholidate 的效率。 

 如流程七中，將起始物溶在水中，加入 t-butanol 及 morpholine，在 80 度油浴

中回流約三十分鐘後，再將 dicyclohexyl dicarboiimide 的 t-butanol 溶液逐滴加入，
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同樣在 80 度油浴中迴流，以 TLC 片觀察反應進行，我們發現反應時間為 24 小時

為最佳狀態，在反應冷卻過濾後，以 silica gel 純化時，我們發現即使以含有氨水

的沖堤液，GMP-morpholidate 在酸性管柱中相當容易水解，因此必須以較短的管

柱快速將產物沖出。 
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N
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OHOH

30 31

Reagents and conditions: (a) morpholine, DCC, H2O/t-BuOH = 1/1, 80 oC, 24 h, 84%.
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流程七、GMP-morpholidate 的合成 

 

 在此反應中發現，GMP-morpholidate 及磷酸起始物都相當容易吸水而呈現黏

稠狀，因此在反應前置準備必須先除水，也就是說，以酒精燈加熱在真空下放置

五分鐘，重複三至四次直到兩者都呈現發泡狀，才能減低反應中的

GMP-morpholidate 水解比例，而提高反應效能。完成 GMP-morpholidate 的合成後，

將磷酸化合物與吡啶共沸三次，另外將 GMP-morpholidate 與 tetrazole 在真空下抽

10 個小時後，加入吡啶在常溫下反應 2 至 3 天後起始物消耗完畢，可得磷酸酐產

物，產率約 27 ~ 42%。 

 利用 NDP-morpholidate 及 tetrazole 可以成功合成出具有磷酸酐的化合物，但

其缺點是反應時間相當久，產率沒有辦法突破，且這樣的磷酸酐反應對水氣相當

敏感，即使是形成磷酸酐之後，也會因為保存不當 (酸性條件或水氣下) 而分解。

 另外，我們在純化這類具有二磷酸的化合物時也遇到了困難。首先以 silica gel

純化，由於這類化合物極性很高，因此選擇以異丙醇、水及胺水的混合溶劑為沖

堤液，利用水相條件純化時，耗時較久且二磷酸化合物在管柱中會有水解的現象。 

本論文中多數的二磷酸化合物極性與 GMP-mprpholidate 水解產物 GMP 相當接

近，單純以 silica gel 純化很難得到純度高的產物，因此利用 Alkaline phosphatase
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水解 GMP 末端的磷酸根，而形成與產物極性差異較大的磷酸與鳥苷 (guanosine) 

片段，我們發現在以酵素作水解前要先作初步純化，將其他雜質如反應物 tetrazole

及溶劑 pyridine 去除，以免使酵素失去活性。 

 酵素水解後再利用高效能液相層析儀 (high performance liquid chromatography; 

HPLC) 作分離，以陰離子交換樹脂管柱 mono Q 及碳酸氫胺水溶液為沖堤液。利

用 HPLC 純化可以得到高純化化合物，但同樣耗時很久。利用碳酸氫胺水溶液為

沖堤液時，雖然此種鹽類可利用冷凍乾燥方法去除，但其離子交換效率不高，使

得產率無法提高，且固定需要用氫氧化鈉水溶液清洗管柱以維持交換效能。 

 為初步比較疏水區對抑制效果是否有幫助，利用末端胺基未去保護的化合物

27 做磷酸鳥苷的鍵結，得到化合物 32 做初步活性測試。流程八中，將化合物 27

與吡啶共沸過，再與 GMP-morpholidate 31 及 tetrazole 在常溫下攪拌兩天後，得到

產物 32，產率 39%。 

流程八、以路徑二合成目標產物 29 (YCC-1) 及 32 (YCC-3) 
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Reagents and conditions: (a) pyridine; GMP-morpholidate 31, tetrazole, pyridine, rt, 3d, 31% in two steps.
(b) pyridine; GMP-morpholidate, tetrazole, pyridine, rt, 3d, 39%
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  4. 岩藻醣轉移酶抑制物 37 (YCC-2) 及 38 (YCC-4) 之合成 

 同樣依路徑二合成，我們以 L-(+)-prolinol 33 為起始物，如流程九所示，先以

比咯啶 (pyrrolidine) 環上的胺基做 SN2 反應，與長鏈鏈結，得到產物 34，產率

93% 。 再 進 行 磷 酸 化 反 應 ， 以 trichloroacetonitrile 將 羥 基 活 化 ， 加 入

terabutylammonium phosphate 得一橘色澄清溶液攪拌 2 天後，得到磷酸化產物化合

物 35，產率 72%。將化合物 35 去保護後，可得化合物 36。再將化合物 36 與吡啶 

(pyridine) 共沸過三次後，先後加入 GMP-morpholidate 31 及 tetrazole，以無水吡啶 

(pyridine) 為溶劑，在常溫下反應 3 天後，得到目標產物 37，產率為 39%。  

流程九、以路徑二合成目標產物 37 (YCC-2) 及 38 (YCC-4) 

 

 同樣在化合物 35 中加入吡啶，共沸三次後，再與 GMP-morpholidate 31 及

tetrazole 於常溫下攪拌兩天，可得產物 38，產率 39%。 
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36 37 (YCC-2)

Reagents and conditions: (a) 24, K2CO3, THF, 60 oC, 14h, 93%; (b) Cl3CCN, Bu4NH2PO4, CH2Cl2, rt, 2d, 72%;
(c) H2, Pd/C, H2O/MeOH, 2h; pyridine; (d) GMP-morpholidate 31, tetrazole, pyridine, rt, 3d, 39% in two steps;
(e) pyridine; GMP-morpholidate, tetrazole, pyridine, rt, 2d, 36%
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 我們另外合成了不具有碳鏈衍生的比咯啶環帶有二磷酸鳥苷的化合物以比較

碳鏈對抑制效果是否有影響。 

 依相同合成方法，分別以 D-(-)-prolinol 25 及 L-(+)-prolinol 33 為起始物，將比

咯啶的胺基以 benzyl cloroformate 保護後，以 trichloroacetonitrile 將羥基活化，加

入 terabutylammonium phosphate 攪拌 2 天後，得到磷酸化產物化合物 40 及 44。氫

化去保護後，可得化合物 41 和 45。再分別將化合物 41 和 45 與吡啶 (pyridine) 共

沸過三次後，先後加入 GMP-morpholidate 31 及 tetrazole，以無水吡啶 (pyridine)

為溶劑，在常溫下反應 3 天後，得到目標產物 42 和 46。 

 

N
H

OH
N

OH

Cbz
N

O

Cbz

P O

O

O

N
H

O P O

O

O

N
H

O P O

O

O
P O

O

O
NH

N

N
O

NH2
N

O

OHOH

Reagents and conditions: (a) CbzCl, NaHCO3, H2O, rt, 15 hr, 76%; (b) Cl3CCN, Bu4NH2PO4, CH2Cl2, rt, 2d, 86%;
(c) H2, Pd/C, H2O/MeOH, 2h; pyridine; (d) GMP-morpholidate 31, tetrazole, pyridine, rt, 3d, 39% in two steps.
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                      流程十、化合物 42 的合成 

 

流程十一、化合物 46 的合成 
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Reagents and conditions: (a) CbzCl, NaHCO3, H2O, rt, 15 hr, 70%; (b) Cl3CCN, Bu4NH2PO4, CH2Cl2, rt, 2d, 81%;
(c) H2, Pd/C, H2O/MeOH, 2h; pyridine; (d) GMP-morpholidate 31, tetrazole, pyridine, rt, 3d, 46% in two steps.
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  5. 岩藻醣轉移酶抑制物 51 (YCC-5) 之合成 

 以 2-piperidinemethanol 47 為起始物，進行 N-alkylation 反應，將長鏈鏈結至吡

咯烷 (piperidine) 環上，可得產物 48，產率 89%。以五價磷酸鹽化合物

tetrabutylammonium phosphate 進行磷酸化反應，可得化合物 49，產率 76%。以 Pd/C

為催化劑的條件下做氫化反應，兩個小時後，可得化合物 50。再將化合物 50 與吡

啶 (pyridine) 共沸過三次後，先後加入 GMP-morpholidate 31 及 tetrazole，以無水

吡啶 (pyridine) 為溶劑，在常溫下反應 3 天後，得到目標產物 51，產率 29%。 

 流程十二、化合物 51 (YCC-5) 的合成步驟 

 

  6. 岩藻醣轉移酶抑制物 56 (YCC-6) 之合成 

 在路徑二的合成策略中，我們以 5-hydroxymethyl-imidazole 52 為起始物，有

別於之前二級胺基的親核性能力，化合物 52 中的胺基攻擊能力較弱，為避免羥基

在加熱條件下也會做 SN2 反應，此步驟在室溫下進行，攪拌 16 小時後，在 TLC

片上看到兩個主點，其中極性較小的為主產物，化合物 53，產率 56%。同樣以

trichloroacetonitrile 先將羥基活化後，加入 tetrabutylammonium phosphate 在常溫下

反應 2 天，得到化合物 54，產率 66%。再以氫化 (hydrogenation) 方式將化合物
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Reagents and conditions: (a) 24, K2CO3, THF, 60 oC, 14h, 89%; (b) Cl3CCN, Bu4NH2PO4, CH2Cl2, rt, 2d, 76%;
(c) H2, Pd/C, H2O/MeOH, 2h; pyridine; (d) GMP-morpholidate 31, tetrazole, pyridine, rt, 3d, 29% in two steps;
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54 中胺基的保護基脫去，反應兩個小時後，可得化合物 55。再將化合物 55 與吡

啶共沸過三次後，先後加入GMP-morpholidate 31及 tetrazole，以無水吡啶 (pyridine)

為溶劑，在常溫下反應 3 天後，得到目標產物 56，產率為 27%。 

流程十三、化合物 56 (YCC-6) 的合成步驟 

 

  7. 生物活性測試 

   7.1 放射線標定法 (Radiolabeled Assay)59 

 這個方法是讓抑制劑及酵素受質競爭與酵素作用的能力。同時將 FucT 受質

GDP-L-[U-14C]fucose、抑制劑、醣受體 (LacNAc)、及岩藻醣轉移酶放入含有 MnCl2

的緩衝溶液中，在 37 度水浴中反應，反應的產物再以 TLC 片分離，觀察形成具有

14C 標記的 Lex量多寡，評估化合物對酵素活性的抑制程度。抑制劑與酵素結合能

力越強，則形成的 Lex 越少;當產物 Lex越多，則表示抑制劑與酵素結合能力越弱。  

 

   7.2 生物活性測試結果 

 我們將所設計的轉醣酶抑制劑化合物 42、46、29 (YCC-1) 至 56 (YCC-6) 利

用此檢測系統進行轉醣酶活性之檢測。 
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Reagents and conditions: (a) 24, K2CO3, DMF, 16h, 56%; (b) Cl3CCN, Bu4NH2PO4, CH2Cl2, rt, 2d, 66%;
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 首先我們針對帶有二磷酸鳥苷的比咯啶環 (如圖二十二)，具有碳鏈衍生及不

具有碳鏈衍生的化合物 42、46、29 (YCC-1) 及 37 (YCC-2) 作岩藻醣轉移酶活性

測試。 其中 GDP 是已知抑制劑，IC50 約 50~250 μM。此活性測試實驗中，以水

為正向控制組 (positive control)，以抑制劑 GDP 相對抑制活性 50%下的濃度定為

化合物加入的濃度，比較化合物和 GDP 的抑制效果。 

 

 

圖二十二、具有二磷酸鳥苷的比咯啶類 FucT 抑制劑 

 

  

  

圖二十三、比咯啶環抑制物對 FucT 之抑制效果 (由本實驗室莊育瑞提供) 

(GDP 為已知抑制劑，IC50 = 50~250 μM；n = 3) 
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 如圖二十三中，比較化合物 42、46、29 (YCC-1) 及 37 (YCC-2) 對岩藻醣轉

移酶的抑制效果發現，對於人類岩藻醣轉移酶，比咯啶環上的立體中心及碳鏈的

有無對於酵素活性並無顯著差異，也沒有一定趨勢；但對於胃幽門螺旋桿菌的岩

藻醣轉移酶而言，D 型抑制劑效果比 L 型抑制劑好，且不具碳鏈的比咯啶環抑制

物化合物 42 及 46 對酵素活性抑制也比具有碳鏈的比咯啶環抑制物化合物 29 

(YCC-1) 及 37 (YCC-2) 好。 

 另一方面，比較比咯啶環及另外兩種不同環，吡咯烷 (piperidine) 抑制劑化合

物 51 (YCC-5) 與嘧唑 (imidazole) 化合物 56 (YCC-6) (圖二十四) 對酵素活性的

影響，此兩種環與比咯啶的性質不同 (如表三)，其中吡咯烷環的構型為 chair 構型，

具有正電性質，而嘧唑環則為平面結構且為不帶電結構。針對化合物 29 (YCC-1)、

37 (YCC-2)、32 (YCC-3) 及 38 (YCC-4) 利用此檢測系統進行轉醣酶活性之檢測。

如圖二十五，由檢測結果中發現在同時具有二磷酸鳥苷的抑制劑中，變換不同環

取代岩藻醣並不會對酵素活性有影響。 

                 圖二十四、具有二磷酸鳥苷的 FucT 抑制物 
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表三、比咯啶 (pyrrolidine)、吡咯烷 (piperidine) 與嘧唑 (imidazole) 的性質 

 

 針對帶有二磷酸鳥苷的比咯啶環，比較碳鏈末端具有疏水基團的抑制劑化合

物 32 (YCC-3) 及 38 (YCC-4) 及不具有疏水基團的抑制劑化合物 29 (YCC-1) 及

37 (YCC-2) 的活性測試結果 (圖二十五)。我們發現 38 (YCC-4) 對酵素抑制效果

有較明顯的影響力，這樣的結果說明，在比咯啶環有碳鏈衍生時，由於 GDP 與酵

素間有許多氫鍵作用力，若將 GDP 結合位置固定，發現 L 型的化合物在構型上與

受質 GDP-fucose 在過渡狀態中的構型與環境比較相似 (圖二十六)。除了立體中心

的影響，推測碳鏈末端的疏水基團也與 X-ray 結構中所看到的疏水區域有疏水作用

力，使化合物 38 (YCC-4) 與酵素的結合能力較好。 

  

  

圖二十五、各類抑制物對 FucT 之抑制效果 (由本實驗室莊育瑞提供) 

(GDP 為已知抑制劑，IC50 = 50~250 μM；n = 3) 
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圖二十六、GDP-fucose 的過渡狀態與 38 (YCC-4) 之構型比較 

 

8. 疏水基團之衍生 

 本實驗室利用點擊化學 (click chemistry) 合成出各種具二磷酸鳥苷的岩藻醣

轉移酶抑制劑 (圖二十七)，這類化合物以 triazole 環模擬 GDP-fucose 中岩藻醣的

位置，且末端接和各種不同類型的官能基以比較對抑制效果的影響力。 

 

 

 

 

 

 

 

  

    圖二十七、本實驗室以點擊化學合成 FucT 抑制物 (由本實驗室潘佳甫提供) 
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圖二十八、本實驗室合成之 FucT 抑制物 

 

 從酵素的活性測試結果發現化合物 57 及 58 抑制效果較佳 (圖二十八)，此類

抑制劑都具有 triazole 環，因此推測所產生不同的抑制效果是來自環上所衍生的官

能基之貢獻，利用化合物 58 上的疏水基團，接和到本篇論文所使用的比咯啶環上，

來測試抑制效果。 

 以 L-(+)-prolinol 33 為起始物，如流程十四所示，在比咯啶環上的胺基做 SN2

反應，在碳酸鉀的鹼性條件下與疏水基團作鍵結，在結晶可得到產物 59，產率

76% 。 再 進 行 磷 酸 化 反 應 ， 以 trichloroacetonitrile 將 羥 基 活 化 ， 加 入

terabutylammonium phosphate 得一橘色澄清溶液攪拌 2 天後，得到磷酸化產物化合

物 60，產率 75%。再將化合物 60 與吡啶 (pyridine) 共沸過三次後，先後加入

GMP-morpholidate 31 及 tetrazole，以無水吡啶 (pyridine) 為溶劑，在常溫下反應 3

天後，得到目標產物 61，產率為 41%。 
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流程十四、化合物 61 (YCC-7) 的合成步驟 

 同樣將此化合物以放射線標定法測試對岩藻醣轉移酶之活性，與化合物 57 及

58 作比較，如圖二十九中，發現三者對 hFucT 6 及 hFucT 9 的抑制效果相差不大，

對 hFucT 2 化合物 61 (YCC-7) 則沒有抑制效果，較值得注意的是，61 (YCC-7) 對

幽門螺旋桿菌的岩藻醣轉移酶抑制效果最佳，IC50 及 Ki 分別為 44.1 及 29.5 μM。 

  

  

圖二十九、化合物 57、58 及 61 (YCC-7) 的活性測試 (本實驗室莊育瑞提供) 

(GDP 為已知抑制劑，IC50 = 50~250 μM；n = 4) 
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 為了探討 61 (YCC-7) 的抑制活性與結構的關聯性，利用幽門螺旋桿菌的岩藻

醣轉移酶與 GDP-fucose 的共結晶結構 (PDB code: 2NZY) 為藍本，進行 molecular 

docking 計算。由於化合物 61 (YCC-7) 保留了 GDP 的部分，因此將此 GDP 部分

採用共結晶結構中與酵素相同的結合模式固定，針對其餘的部分做結合模式最佳

化的搜尋。 

 

圖三十、GDP-fucose 及化合物 61 (YCC-7) 的結構比較 (由本實驗室林鼎堅提供) 

(紅：氧原子，橘：磷原子，黃：硫原子，藍：氮原子，綠：碳原子) 

 

  圖三十一、化合物 61 (YCC-7) 與 FucT 電腦模擬計算結果 (本實驗林鼎堅提供) 

(紅：氧原子，橘：磷原子，黃：硫原子，藍：氮原子，綠：碳原子) 



 

39 
 

 在 Autodock 4.0 軟體中，60,61 可以藉由限制 GDP 部分的所有化學鍵轉動來達

成此一目的，得到初步的 docking 結果。接著將此結果，使用 charmm force field62

進行 molecular dynamics 計算做結構上細部的調整，此部分的計算是以 Discovery 

Studio 2.1 軟體來完成。63 

 從圖三十中，GDP-fucose及化合物 61 (YCC-7) 的結構比較中，發現 61 (YCC-7)

結構中的比咯啶環上的氮原子與 GDP-fucose 上岩藻醣的氧原子位置相近，正好可

以模擬在過渡狀態中 oxocarbenium ion 所帶的正電區域相似，與我們當初的設計概

念相符合。另外，由分子模擬得到的 binding mode (圖三十一)，推測化合物 61 

(YCC-7) 上的比咯啶環上的氮原子在質子化帶正電後會與鄰近的Glu249產生靜電

作用力；疏水基團中的磺醯基 (sulfone) 則推測會與鄰近的 Arg128 有氫鍵產生；

而疏水基團中的兩個苯環則同時與 Leu124 有疏水作用力產生。 

 我們推測相較於三唑環的平面構形，比咯啶環的好處是結構較有彈性，在進

入酵素活性區後，胺基所衍生的苯環將有機會擺動到與其具有疏水作用力的胺基

酸附近，而增加與酵素的結合能力。但嘧唑所衍生的抑制物則不具這樣的性質，

其結構較剛性，末端的疏水基團無法與靠近疏水性胺基酸，而無法提升與酵素的

結合能力。 
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                  第三章 實驗部分 

 

1. General Method 

 All solvents and reagents were purchased from commercial sources and used 

without further purification unless otherwise specified. Tetrahydrofuran and 

dichloromethane were distilled from sodium, by using benzophenone as an indicator. 

NMR spectra were obtained on Bruker NMR AV400 (400 MHz for 1H NMR, 100 MHz 

for 13C NMR and 161 MHz for 31P NMR). Presaturation experiment was done by using 

1hpr pulse program and setting the decoupler frequency O1 parameter to the frequency 

of HOD. Chemical shifts (δ) were recorded in parts per million (ppm) relative to δH 

7.27/δC 77.0 (central line of t) for CDCl3, δH 4.80 for D2O. The splitting patterns are 

reported as s (singlet), d (doublet), t (triplet), q (quartet), p (pentet), m (multiplet) and br 

(broad). Coupling constant (J) are given in Hz. Analytical thin-layer chromatography 

(TLC) was performed on 0.25 mm Merck silica gel 60 F254 plates. Visualization of TLC 

plates was accomplished by UV light, p-anisaldehyde, or ninhydrin spray. Column 

chromatography was carried out with Kieselgel Si 60 (0.063-0.20 mm). The ESI-MS 

experiments were conducted on a JOEL JMS 700 high-resolution mass spectrometer. 

HPLC purification were performed using Tricon mono Q 10/100 GL column (10 × 100 

mm) and water/ammonium dicarbonate as eluent. The optical rotation was measured at 
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the sodium D-line at 20 oC with a Perkin-Elmer Model 341 Polarimeter. The specific 

rotation was reported as [α]20
D and the sample concentration c was in g/100 mL, the 

path length l was in dm. All reactions using air or moisture sensitive reagents were 

performed under an inert nitrogen atmosphere.  

 

2. General Procedure for fucosyltransferase activity assay59 

(This part was carried out by Mr. Yu-Reui Chuang, 莊育瑞) 

 The activity assay was detected by measuring the incorporation of radioactive label 

from GDP-L-[U-14C]fucose (240 mCi/mmol, PerkinElmer Life and Analytical Sciences, 

Boston, MA) into reaction products. Reactions were conducted in assay buffer 

(ingredient shown below) in 37 oC, and initiated upon addition of fucosyltransferase, 

GDP-L-[U-14C]fucose and fucosyltransferase inihibitors.  

                     

 For radio thin layer chromatography (radio-TLC), samples were taken at defined 

points at times and spotted directly onto a Silica Gel 60 F254 TLC plate (Merck, 

Darmstadt, Germany). Following the development with a mixture of 

i-propanol/water/acetic acid (7:2:1), radioactivity was detected by imaging with a 
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BAS-MS 2040 imaging plate and a BAS-1500 scanner (Fujifilm, Taipei, Taiwan). 

Signals could be quantified by means of the software Image Gauge V4.0 (Fujifilm). 

 

3. Computational modeling  

(This part was carried out by Mr. Ting-Chien Lin, 林鼎堅) 

 A two-step in silico simulation was carried out to understand how compound 61 

(YCC-7) binds with HpFucT. The complex structure of HpFucT-GDP-fucose (PDB 

code: 2NZY) was utilized for the study. At the first stage, compound YCC-7 was 

docked into the active site of the HpFucT structure using Autodock 4.0.60, 61 Because 

YCC-7 and the substrate GDP-fucose both share GDP as the common motif, the GDP 

moiety of YCC-7 was thus fixed to perform docking to obtain a preliminary binding 

mode. At the second stage, residues of HpFucT within 10 Å from YCC-7 and YCC-7 

itself were allowed to relax. CHARMM force field62 was utilized in the MD (molecular 

dynamics) simulated annealing by using Discovery studio (DS) 2.1 (Accelrys Inc., San 

Diago).63  
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4. Synthetic Procedures and Spectral Data 

 

 

(3-hydroxypropyl)-carbamic acid benzyl ester (23).64 A stirred solution of 

3-amino-1-propanol 22 (5.0 g, 66.6 mmol) in water was added sodium bicarbonate (6.7 

g, 79.9 mmol), followed by addition of benzyl chloroformate (11.4 mL, 79.9 mmol). 

The reaction mixture was stirred vigorously for 16 h, extracted with ethyl acetate for 

three times and dried over Mg2SO4. The organic layer was evaporated and coevaporated 

with ether to yield a crude white solid, which was further recrystallized with chloroform 

to give pure product (13.1 g, 95%). 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 7.35 (5 H, m, ArH), 

5.11 (2 H, s, PhCH2), 3.67 (2 H, q, J = 5.7 Hz, CH2), 3.34 (2 H, q, J = 6.1 Hz, CH2), 

2.82 (1 H, br, OH), 1.70 (2 H, p, J = 6.1 Hz, CH2); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 157.2 

(C), 136.4 (C), 128.4 (CH), 128.0 (CH), 127.9 (CH), 66.7 (CH2), 59.5 (CH2), 37.7 

(CH2), 32.3 (CH2); HRMS (ESI-TOF) calcd for C11H15NO3Na [M＋Na]＋ 232.0944, 

found: 292.0946. 
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(3-bromopropyl)-carbamic acid benzyl ester (24).65 A solution of NBS (0.8 g, 4.59 

mmol) was added at 0 ºC to a stirred THF solution (15 mL) containing 0.8 g (3.83 mmol) 

of compound 23 and 1.2 g (4.59 mmol) of triphenylphosphine. Stirring was continued 

until TLC showed absence of starting material. The reaction was quenched by addition 

of 5 mL of methanol to the resulting pale orange mixture. The reaction mixture was 

evaporated and ethyl ether was added. The organic layer was washed with brine and 

evaporated to dryness. The resulting oil was purified by chromatography on silica gel 

using ethyl acetate/hexane = 2/8 as the eluent to yield a product appearing as an orange 

oil (1.1 g, 94%). Rf = 0.34 (ethyl acetate/hexane = 2/8); 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 

7.37 (5 H, m, ArH), 5.11 (2 H, s, PhCH2), 4.91 (1 H, br, NH), 3.45 (2 H, t, J = 6.4 Hz, 

CH2), 3.37 (2 H, q, J = 6.3 Hz, CH2), 2.09 (2 H, t, J = 6.3 Hz, CH2); 13C NMR (CDCl3, 

100 MHz) δ 156.4 (C), 136.3 (C), 128.4 (CH), 128 (CH), 66.5 (CH2), 39.3 (CH2), 32.4 

(CH2), 30.5 (CH2); HRMS (ESI-TOF) calcd for C11H14BrNO2Na [M＋H]＋ 294.0100, 

found: 294.0129. 
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Guanosine-5’ phosphoromorpholidate (31).66 A solution of dicyclohexylcarbodiimide 

(0.4 g, 19.8 mmol) in t-butyl alcohol (15 mL) was added dropwisely to a refluxing 

solution of the guanosine 5’-monophosphate 30 (1.8 g, 2.96 mmol, free acid) in a 

mixture of water (30 mL), t-butyl alcohol (15 mL), and morpholine (1.7 mL, 19.8 

mmol). The addition was completed in 3-4 hr and the mixture was further refluxed for 

20 h until the TLC plate showed no starting material remained. The mixture was then 

cooled to room temperature and 5 mL of water was added into the mixture and kept 

stirring for 5 min. Any crystalline material present was removed by filtration and 

washed with water. The filtrate was evaporated in vacuo until the t-butyl alcohol was 

totally removed and the remaining aqueous phase was extracted three times with 

chloroform. The clear aqueous solution was evaporated to give the crude product, which 

was then purified by chromatography over silica gel with i-propanol/water/ammonium 

hydroxide = 7/2/1 to give compound 31 (1.8 g, 84%); Rf = 0.62 

(i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1); 1H NMR (D2O, 400 MHz) δ 8.04 (1 

H, s, ArH), 5.90 (1 H, d, J = 4.8 Hz, CH), 4.80 (1 H, s, CH, HOD), 4.53 (1 H, t, J = 4.8 

Hz), 4.32 (1 H, br, CH), 4.09-3.95 (2 H, m, CH2), 3.59 (4 H, t, J = 4.2 Hz, CH2), 2.96 (4 
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H, br, CH2); 13C NMR (D2O, 100 MHz) δ 158.5 (C), 153.6 (C), 151.4 (C), 137.1 (CH), 

116.0 (C), 87.2 (CH), 83.4 (1 C, d, JC-P = 8.8 Hz, CH), 73.6 (CH), 70.1 (CH), 66.7 (1 C, 

d, JC-P = 7.2 Hz, CH2), 63.9 (CH2), 44.5 (CH2); 31P NMR (D2O, 161 MHz) δ 7.90 (1 P, 

s); HRMS (ESI-TOF) calcd for C14H20N6O8P [M－H]－ 431.1075, found: 431.1069. 

 

 

(2R)-N-[N’-(benzyloxycarbonyl)-3’-aminopropyl]-2-hydroxymethyl pyrrolidine 

(26). To a stirring mixture of D-(-)-prolinol 25 (0.30 g, 2.97 mmol) and potassium 

carbonate (0.41 g, 2.97 mmol) in THF (8 mL) was added compound 24 (0.76 g, 2.82 

mmol) at room temperature and then stirred at 60 oC for 14 h. The reaction mixture was 

cooled to room temperature, diluted with ethyl acetate (20 mL), washed with water 

twice and dried over Mg2SO4. Removal of the solvent afforded a pure product (0.84 g, 

94%). Rf = 0.2 (methanol/chloroform = 1/20); [α]20
D +26.13 (c 1.1, CHCl3); 1H NMR 

(CDCl3, 400 MHz) δ 7.37-7.31 (5 H, m, ArH), 5.19 (1 H, br, OH), 5.11 (2 H, s, PhCH2), 

3.62 (1 H, dd, J = 10.9, 3.6 Hz, CH2), 3.41 (1 H, dd, J = 10.9, 2.7 Hz, CH2), 3.32-3.26 

(2 H, m, CH2), 3.17-3.16 (1 H, m, CH2), 2.85-2.78 (1 H, m, CH2), 2.57-2.53 (1 H, m, 

CH), 2.35-2.29 (1 H, m, CH2), 2.24-2.17 (1 H, m, CH2), 1.90-1.85 (1 H, m, CH2), 
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1.81-1.68 (5 H, m, CH2); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 156.5 (C), 136.3 (C), 128.4 

(CH), 128.0 (CH × 2), 66.5 (CH), 65.1 (CH2), 62.2 (CH2), 54.1 (CH2), 52.0 (CH2), 

39.3 (CH2), 28.7 (CH2), 27.4 (CH2), 23.4 (CH2); HRMS (ESI-TOF) calcd for 

C16H25N2O3 [M＋H]＋ 293.1860, found: 293.1867. 

 

 

(2R)-N-[N’-(benzyloxycarbonyl)-3’-aminopropyl]-2-phosphoxymethyl pyrrolidine 

(27). Compound 26 (0.81 g, 2.68 mmol) and tetrabutylammonium phosphate (2.32 g, 

6.70 mmol) were coevaporated in vacuo for 10 h. To the mixture of compound 26 and 

tetrabutylammonium phosphate in dichloromethane (8 mL) was added 

trichloroacetonitrile (0.8 mL, 8.04 mmol) dropwisely, which resulted an orange solution. 

The reaction mixture was then stirred at room temperature for 2 days until the TLC 

plate showed absence of starting material. Removal of the solvent and excess 

trichloroacetonitrile carefully yielded a brown oil. The mixture was then added with 4 N 

HCl (10 mL) and methanol (2 mL), which was kept stirring at room temperature for 10 

h. The acidic solution was adjusted to pH 8 with ammonium hydroxide. The reaction 

mixture was evaporated and extracted with chloroform. The aqueous layer was 
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evaporated and further purified with chromatography in silica gel by using 

i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1 as eluent to give compound 27 (0.71 g, 

73%); Rf = 0.62 (i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1); [α]20
D +15.24 (c 2.1, 

H2O); 1H NMR (D2O, 400 MHz) δ 7.43-7.41 (5 H, m, ArH), 5.08 (2 H, s, PhCH2), 

4.16-4.11 (1 H, m, CH2), 3.93-3.86 (1 H, m, CH2), 3.60 (2 H, br, CH2), 3.34-3.16 (3 H, 

m, CH, CH2), 3.00 (2 H, br, CH2), 2.17 (1 H, br, CH2), 2.04-1.90 (5 H, m, CH2); 13C 

NMR (D2O, 100 MHz) δ 158.1 (C), 136.4 (C), 128.6 (CH), 128.2 (CH), 127.6 (CH), 

68.4 (CH2), 66.7 (CH2), 61.8 (CH), 53.9 (CH2), 52.4 (CH2), 37.5 (CH2), 25.5 (CH2), 

25.3 (CH2), 22.9 (CH2); 31P NMR (D2O, 161 MHz) δ 3.60 (1 P, s); HRMS (ESI-TOF) 

calcd for C16H24N2O6P [M－H]－ 371.1366, found: 371.1358. 

 

 

 (2R)-guanosine diphosphate-N-(3’-aminopropyl)-2-hydroxymethyl pyrrolidine 

(29; YCC-1). To a solution of compound 27 (0.71 g, 1.87 mmol) and 10 % Pd/C (0.26 g) 

in water/methanol (10 mL, 1/1, v/v), hydrogen was passed through the stirred mixture 

for 2 h until the TLC showed no starting material remained. After filtration and 
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evaporation, the resulting product was then coevaporated with anhydrous pyridine (3 

mL for three times). GMP-morpholidate 31 (1.42 g, 3.17 mmol) was added and 

coevaporated with anhydrous pyridine (3 mL for three times) to a minimum volume. 

The coupling reaction was initiated with the addition of tatrazole (1.11 g, 15.9 mmol) 

and pyridine (6 mL) and the reaction was stirred for two days under argon. Pyridine was 

then removed and the reaction mixture was washed three times with chloroform, 

evaporated to yield a crude product and purified by silica gel column chromatography 

by using i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1 as eluent to give compound 29 

(0.32 g, 31%); Rf = 0.23 (i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1); [α]20
D +7.2 

(c 5.3, H2O); 1H NMR (D2O, 400 MHz) δ 8.15 (1 H, s, CH), 5.97 (1 H, d, J = 5.2 Hz, 

CH), 4.80 (1 H, s, CH, HOD), 4.53 (1 H, br, CH), 4.38 (1 H, br, CH), 4.3-4.24 (3 H, m, 

CH, CH2), 4.10-4.08 (1 H, m, CH2), 3.87-3.85 (1 H, m, CH2), 3.76-3.72 (1 H, m, CH2), 

3.56-3.49 (1 H, m, CH2), 3.28-3.13 (4 H, m, CH, CH2), 2.26-1.92 (6 H, m, CH2); 13C 

NMR (D2O, 100 MHz) δ 158.8 (C), 153.9 (C), 151.6 (C), 137.3 (C), 116.1 (C), 86.9 

(CH), 83.5 (1 C, d, JC-P = 8.8 Hz, CH), 73.8 (CH2), 70.3 (CH), 67.8 (CH), 65.3 (CH), 

63.8 (1 C, d, JC-P = 24.5 Hz, CH2), 54.9 (CH2), 52.0 (CH2), 36.5 (CH2), 25.5 (CH2), 23.2 

(CH2), 22.5 (CH2); 31P NMR (D2O, 161 MHz) δ －10.68 (1 P, d, JP-P = 20.8 Hz), －

11.16 (1 P, d, JP-P = 20.9 Hz); HRMS (ESI-TOF) calcd for C18H30N7O11P2 [M－H]－ 

582.1473, found: 582.1506. 
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(2R)-guanosine diphosphate-N-[N’-(benzyloxycarbonyl)-3’-aminopropyl]- 

2-hydroxymethyl pyrrolidine (32; YCC-3). Compound 27 (0.33 g, 0.89 mmol) was 

coevaporated with anhydrous pyridine (3 mL for three times). GMP-morpholidate 31 

(0.77 g, 1.77 mmol) was added and coevaporated with anhydrous pyridine (3 mL for 

three times) to a minimum volume. The coupling reaction was initiated with the 

addition of tatrazole (0.62 g, 8.86 mmol) and pyridine (6 mL) and the reaction was 

stirred for two days under argon. Pyridine was then removed and the reaction mixture 

was washed three times with chloroform, evaporated to yield a crude product and 

purified by silica gel column chromatography by using i-propanol/water/ammonium 

hydroxide = 7/2/1 as eluent to give compound 32 (0.25 g, 39%); Rf = 0.34 

(i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1); [α]20
D +8.8 (c 2.5, H2O); 1H NMR 

(D2O, 400 MHz) δ 8.07 (1 H, s, CH), 7.36- 7.28 (5 H, m, ArH), 5.89 (1 H, d, J = 5.6 Hz), 

5.01 (2 H, s, PhCH2), 4.70 (1 H, t, J = 5.4 Hz, CH), 4.48 (1 H, t, J = 4.5 Hz), 4.35 (1 H, 

br, CH), 4.24-4.21 (3 H, m, CH2), 4.10-4.09 (1 H, m, CH2), 3.75 (1 H, br, CH2), 3.65 (1 

H, br, CH2), 3.37 (1 H, br, CH2), 3.17 (2 H, br, CH, CH2), 3.07 (2 H, br, CH2), 2.20-2.18 
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(1 H, m, CH2), 2.05- 1.94 (5 H, m, CH2); 13C NMR (D2O, 100 MHz) δ 158.6 (C), 158.1 

(C), 153.7 (C), 151.5 (C), 137.2 (CH), 136.2 (C), 128.5 (CH), 128.0 (CH), 127.2 (CH), 

116.1 (C), 86.9 (CH), 83.5 (1 C, d, JC-P = 8.3 Hz, CH), 73.7 (CH2), 70.2 (CH), 67.6 

(CH), 66.6 (CH2), 65.3 (CH), 63.6 (1 C, d, JC-P = 20.8 Hz, CH), 54.5 (CH2), 53.0 (CH2), 

37.4 (CH2), 25.5 (CH2), 25.2 (CH2), 22.6 (CH2); 31P NMR (D2O, 161 MHz) δ －10.62 

(1 P, d, JP-P = 21.1 Hz), －11.13 (1 P, d, JP-P = 20.9 Hz); HRMS (ESI-TOF) calcd for 

C26H36N7O13P2 [M－H]－ 716.1841, found: 716.1825. 

 

 

(2S)-N-[N’-(benzyloxycarbonyl)-3’-aminopropyl]-2-hydroxymethyl pyrrolidine 

(34). To a stirring mixture of L-(+)-prolinol 33 (0.71 mL, 6.92 mmol) and potassium 

carbonate (1.0 g, 6.92 mmol) in THF (15 mL) was added compound 24 (1.8 g, 6.57 

mmol) at room temperature and then stirred at 60 oC for 14 h. The reaction mixture was 

cooled to room temperature, diluted with ethyl acetate (40 mL), washed with water 

twice and dried over Mg2SO4. Removal of the solvent afforded a pure product (1.9 g, 

93%). Rf = 0.2 (methanol/chloroform = 1/20); [α]20
D －25.35 (c 10.1, CHCl3); 1H NMR 

(CDCl3, 400 MHz) δ 7.37-7.31 (5 H, m, ArH), 5.19 (1 H, br, NH), 5.10 (2 H, s, PhCH2), 
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3.62 (1 H, dd, J = 10.9, 3.6 Hz, CH2), 3.41 (1 H, dd, J = 10.9, 2.8 Hz, CH2), 3.31-3.26 

(2 H, m, CH2), 3.18-3.17 (1 H, m, CH2), 2.83-2.80 (1 H, m, CH2), 2.56-2.54 (1 H, m, 

CH), 2.35-2.29 (1 H, m, CH2), 1.90-1.85 (1 H, m, CH2), 1.80-1.68 (5 H, m, CH2); 13C 

NMR (CDCl3, 100 MHz) δ156.5 (C), 136.7 (C), 128.5 (CH), 128.0 (CH × 2), 66.6 

(CH), 65.2 (CH2), 62.2 (CH2), 54.1 (CH2), 52.0 (CH2), 39.4 (CH2), 28.8 (CH2), 27.4 

(CH2), 23.5 (CH2); HRMS (ESI-TOF) calcd for C16H25N2O3 [M＋H]＋ 293.1860, found: 

293.1865. 

 

 

(2S)-N-[N’-(benzyloxycarbonyl)-3’-aminopropyl]-2-phosphoxymethyl pyrrolidine 

(35). Compound 34 (0.81 g, 2.76 mmol) and tetrabutylammonium phosphate (2.42 g, 

6.92 mmol) were coevaporated in vacuo for 10 h. To the mixture of compound 34 and 

tetrabutylammonium phosphate in dichloromethane (9 mL) was added 

trichloroacetonitrile (0.82 mL, 8.31 mmol) dropwisely, which resulted an orange 

solution. The reaction mixture was then stirred at room temperature for 2 days until the 

TLC plate showed absence of starting material. Removal of the solvent and excess 

trichloroacetonitrile carefully yielded a brown oil. The mixture was then added with 4 N 
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HCl (10 mL) and methanol (2 mL), which was kept stirring at room temperature for 10 

h. The acidic solution was adjusted to pH 8 with ammonium hydroxide. The reaction 

mixture was evaporated and extracted with chloroform. The aqueous layer was 

evaporated and further purified with chromatography in silica gel by using 

i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1 as eluent to give compound 35 (0.71 g, 

72%); Rf = 0.62 (i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1); [α]20
D －13.67 (c 

44.3, H2O); 1H NMR (D2O, 400 MHz) δ 7.41-7.39 (5 H, m, ArH), 5.07 (2 H, s, PhCH2), 

4.14-4.09 (1 H, m, CH2), 3.90-3.83 (1 H, m, CH2), 3.56-3.53 (2 H, m, CH2), 3.31-3.14 

(3 H, m, CH, CH2), 2.98 (2 H, br, CH2), 2.15-2.10 (1 H, m, CH2), 2.01-1.89 (5 H, m, 

CH2); 13C NMR (D2O, 100 MHz) δ 157.9 (C), 136.3 (C), 128.6 (CH), 128.1 (CH), 

127.5 (CH), 68.4 (CH2), 66.6 (CH2), 61.6 (CH), 53.7 (CH2), 52.2 (CH2), 37.4 (CH2), 

25.5 (CH2), 25.2 (CH2), 22.9 (CH2); 31P NMR (D2O, 161 MHz) δ 3.60 (1 P, s); HRMS 

(ESI-TOF) calcd for C16H24N2O6P [M－H]－ 371.1366, found: 371.1338. 

 

 

(2S)-guanosine diphosphate-N-(3’-aminopropyl)-2-hydroxymethyl pyrrolidine (37; 
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YCC-2). To a solution of compound 35 (0.16 g, 0.44 mmol) and 5 % Pd/C (0.31 g) in 

water/methanol (10 mL, 1/1, v/v), hydrogen was passed through the stirred mixture for 

2 h until the TLC showed no more starting material remained. After filtration and 

evaporation, the resulting product was then coevaporated with anhydrous pyridine (3 

mL for three times). GMP-morpholidate 31 (0.38 g, 0.88 mmol) was added and 

coevaporated with anhydrous pyridine (3 mL for three times) to a minimum volume. 

The coupling reaction was initiated with the addition of tatrazole (0.31 g, 4.41 mmol) 

and pyridine (6 mL) and the reaction was stirred for two days under argon. Pyridine was 

then removed and the reaction mixture was washed three times with chloroform, 

evaporated to yield a crude product and purified by silica gel column chromatography 

by using i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1 as eluent to give compound 37 

(0.10 g, 29%); Rf = 0.23 (i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1); [α]20
D －

10.12 (c 0.2, H2O); 1H NMR (D2O, 400 MHz) δ 8.06 (1 H, s, CH), 5.89 (1 H, d, J = 5.8 

Hz, CH), 4.80 (1 H, s, CH, HOD), 4.45 (1 H, br, CH), 4.29 (1 H, br, CH), 4.22-4.16 (3 

H, m, CH, CH2), 4.01-3.98 (1 H, m, CH2), 3.78-3.76 (1 H, m, CH2), 3.65-3.63 (1 H, m, 

CH2), 3.41 (1 H, br, CH2), 3.12-3.04 (4 H, m, CH, CH2), 2.17-1.80 (6 H, m, CH2); 13C 

NMR (D2O, 100 MHz) δ 159.0 (C), 154.1 (C), 151.8 (C), 137.5 (CH), 116.3 (C), 86.9 

(CH), 83.6 (1 C, d, JC-P = 7.0 Hz, CH), 73.8 (CH2), 70.4(CH), 67.9 (CH), 65.4 (CH), 

63.8 (CH2), 54.9 (CH2), 52.2 (CH2), 36.6 (CH2), 25.6 (CH2), 23.4 (CH2), 22.7 (CH2); 31P 
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NMR (D2O, 161 MHz) δ －10.66 (1 P, d, JP-P = 21.1 Hz), －11.14 (1 P, d, JP-P = 20.8 

Hz); HRMS (ESI-TOF) calcd for C18H30N7O11P2 [M－H]－ 582.1426, found: 582.1473. 

 

 

(2S)-guanosine diphosphate-N-[N’-(benzyloxycarbonyl)-3’-aminopropyl]- 

2-hydroxymethyl pyrrolidine (38; YCC-4). Compound 35 (0.43 g, 0.99 mmol) was 

coevaporated with anhydrous pyridine (3 mL for three times). GMP-morpholidate 31 

(0.92 g, 1.99 mmol) was added and coevaporated with anhydrous pyridine (3 mL for 

three times) to a minimum volume. The coupling reaction was initiated with the 

addition of tatrazole (0.71 g, 9.94 mmol) and pyridine (6 mL) and the reaction was 

stirred for two days under argon. Pyridine was then removed and the reaction mixture 

was washed three times with chloroform, evaporated to yield a crude product and 

purified by silica gel column chromatography by using i-propanol/water/ammonium 

hydroxide = 7/2/1 as eluent to give compound 38 (0.30 g, 36%); Rf = 0.34 

(i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1); [α]20
D －20.32 (c 1.9, H2O); 1H 

NMR (D2O, 400 MHz) δ 8.05 (1 H, s, CH), 7.39-7.25 (5 H, m, ArH), 5.87 (1 H, d, J = 
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5.4 Hz, CH), 4.97 (2 H, s, PhCH2), 4.66 (1 H, t, J = 5.2 Hz, CH), 4.48 (1 H, t, J = 4.8 Hz, 

CH), 3.34 (1 H, br, CH), 4.26-4.20 (3 H, m, CH2), 4.09-4.06 (1 H, m, CH2), 3.71 (1 H, 

br, CH2), 3.64 (1 H, br, CH2), 3.32 (1 H, br, CH2), 3.14 (2 H, br, CH, CH2), 3.04 (2 H, br, 

CH2), 2.19-2.17 (1 H, m, CH2), 2.02-1.92 (5 H, m, CH2); 13C NMR (D2O, 100 MHz) δ 

158.2 (C), 157.8 (C), 153.5 (C), 151.1 (C), 136.8 (CH), 136.1 (C), 128.4 (CH), 127.9 

(CH), 127.1 (CH), 115.8 (C), 87.0 (CH), 83.1 (1 C, d, JC-P = 8.3 Hz, CH), 73.9 (CH2), 

70.0 (CH), 67.5 (CH), 66.5 (CH2), 65.2 (CH), 63.6 (CH), 54.4 (CH2), 52.7 (CH2), 37.4 

(CH2), 25.5 (CH2), 25.2 (CH2), 22.5 (CH2); 31P NMR (D2O, 161 MHz) δ －10.64 (1 P, 

d, JP-P = 20.9 Hz), －11.15 (1 P, d, JP-P = 21.0 Hz); HRMS (ESI-TOF) calcd for 

C26H36N7O13P2 [M－H]－ 716.1841, found: 716.1822. 

 

 

(2R)-N-benzyloxycarbonyl-2-hydroxymethyl pyrrolidine (39).67 A stirred solution of 

D-(-)-prolinol 25 (0.60 g, 5.93 mmol) in water (15 mL) was added sodium bicarbonate 

(0.52 g, 5.63 mmol), followed by addition of benzyl chloroformate (0.8 mL, 5.63 mmol). 

The reaction mixture was stirred vigorously for 15 h, extracted with ethyl acetate for 

three times and dried over Mg2SO4. The organic layer was evaporated and the afforded 

oil was further purified chromatography in silica gel by using ethylacetate/hexane = 6/4 
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as eluent to yield a white solid. (1.40 g, 76%); Rf = 0.16 (ethyl acetate/hexane = 4/6); 

[α]20
D +36.42 (c 5.2, CHCl3); 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 7.37-7.31 (5 H, m, ArH), 

5.14 (2 H, AB q, J = 2.6, 12.5 Hz, CH2), 4.40 (1 H, br, OH), 4.00 (1 H, br, CH2), 

3.65-3.61 (2 H, m, CH,CH2), 3.56-3.50 (1 H, m, CH2), 3.43-3.36 (1 H, m, CH2), 

2.05-1.97 (3 H, m, CH2), 1.67 (1 H, br, CH2); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 156.9 (C), 

136.4 (C), 128.4 (CH), 127.9 (CH), 127.8 (CH), 67.1 (CH), 66.6 (CH2), 60.5 (CH2), 

47.2 (CH2), 28.4 (CH2), 23.9 (CH2); HRMS (ESI-TOF) calcd for C13H17NO3Na [M＋

Na]＋ 258.1101, found: 258.1122. 

 

 

(2R)-N-benzyloxycarbonyl-2-phosphoxymethyl pyrrolidine (40). Compound 39 

(0.70 g, 2.91 mmol) and tetrabutylammonium phosphate (2.53 g, 7.28 mmol) were 

coevaporated in vacuo for 10 h. To the mixture of compound 34 and 

tetrabutylammonium phosphate in dichloromethane (10 mL) was added 

trichloroacetonitrile (0.9 mL, 8.71 mmol) dropwisely, which resulted an yellow solution. 

The reaction mixture was then stirred at room temperature for 2 days until the TLC 

plate showed absence of starting material. Removal of the solvent and excess 

trichloroacetonitrile yielded a brown oil. The mixture was then added with 4 N HCl (8 
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mL) and methanol (4 mL), which was kept stirring at room temperature for 12 h. The 

acidic solution was adjusted to pH 8 with ammonium hydroxide. The reaction mixture 

was evaporated and extracted with chloroform. The aqueous layer was evaporated and 

further purified with chromatography in silica gel by using i-propanol/water/ammonium 

hydroxide = 7/1.5/1 as eluent to give compound 40 (0.82 g, 86%); Rf = 0.38 

(i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1); [α]20
D +34.21 (c 4.2, H2O); 1H NMR 

(D2O, 400 MHz) δ 7.43-7.38 (5 H, m, ArH), 5.20-5.08 (2 H, m, CH2), 4.04-3.98 (1 H, m, 

CH), 3.86 (1 H, br, CH2), 3.78 (1 H, br, CH2), 3.40 (2 H, br, CH2), 1.98-1.93 (3 H, m, 

CH2), 1.83 (1 H, br, CH2); 13C NMR (D2O, 100 MHz) δ 156.3 (C), 136.4 (C), 128.6 

(CH), 128.2 (CH), 127.6 (CH), 67.1 (1 C, d, JC-P = 9.1 Hz, CH2), 64.5 (1 C, d, JC-P = 

59.7 Hz, CH2), 57.3 (1 C, d, JC-P = 34.8, CH), 46.7 (1 C, d, JC-P = 25.8, CH2), 27.3 (1 C, 

d, JC-P = 58.3 Hz, CH2), 22.6 (1 C, d, JC-P = 59.1 Hz, CH2); 31P NMR (D2O, 161 MHz) δ 

2.26 (1 P, d, JC-P = 48.2 Hz); HRMS (ESI-TOF) calcd for C13H17NO6P [M－H]－ 

314.0788, found: 314.0784. 

 

 

(2R)-guanosine diphosphate-2-hydroxymethyl pyrrolidine (42). To a solution of 
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compound 40 (0.82 g, 2.51 mmol) and 10 % Pd/C (0.31 g) in water/methanol (10 mL, 

1/1, v/v), hydrogen was passed through the stirred mixture for 2 h until the TLC showed 

no starting material remained. After filtration and evaporation, the resulting product was 

then coevaporated with anhydrous pyridine (3 mL for three times). GMP-morpholidate 

31 (2.60 g, 5.96 mmol) was added and coevaporated with anhydrous pyridine (3 mL for 

three times) to a minimum volume. The coupling reaction was initiated with the 

addition of tatrazole (1.10 g, 14.91 mmol) and pyridine (6 mL). The reaction was stirred 

for 3 days under nitrogen. Pyridine was then evaporated to yield a crude product and 

purified by silica gel column chromatography by using i-propanol/water/ammonium 

hydroxide = 7/2/1 as eluent to give compound 42 (0.72 g, 39%); Rf = 0.25 

(i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/3/1); [α]20
D +9.27 (c 1.2, H2O); 1H NMR 

(D2O, 400 MHz) δ 8.12 (1 H, s, ArH), 5.96 (1 H, d, J = 4.7 Hz, CH), 4.80 (1 H, s, CH, 

HOD), 4.51 (1 H, t, J = 3.2 Hz, CH), 4.36 (1 H, br, CH), 4.22-4.21 (3 H, m, CH2), 

4.04-3.99 (1 H, m, CH2), 3.90-3.88 (1 H, m, CH), 3.32 (2 H, t, J = 5.7 Hz, CH2), 

2.12-1.96 (3 H, m, CH2), 1.80-1.76 (1 H, m, CH2); 13C NMR (D2O, 100 MHz) δ 161.1 

(C), 151.5 (C), 137.4 (C), 116.0 (C), 86.6 (CH), 84.3 (1 C, d, JC-P = 8.7 Hz, CH), 74.1 

(CH), 70.4 (CH), 63.3 (CH2), 62.5 (1 C, d, JC-P = 4.0 Hz, CH2), 60.2 (1 C, d, JC-P = 4.5 

Hz, CH), 45.3 (CH2), 25.6 (CH2), 23.8 (CH2); 31P NMR (D2O, 161 MHz) δ －11.15 (1 

P, d, JP-P = 16.4 Hz), －11.50 (1 P, d, JP-P = 16.6 Hz); HRMS (ESI-TOF) calcd for 
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C15H23N6O11P2 [M－H]－ 525.0895, found: 525.0890. 

 

 

(2S)-N-benzyloxycarbonyl-2-hydroxymethyl pyrrolidine (43).64 A stirred solution of 

L-(+)-prolinol 33 (0.60 g, 5.93 mmol) in water (15 mL) was added sodium bicarbonate 

(0.53 g, 5.63 mmol), followed by addition of benzyl chloroformate (0.8 mL, 5.63 mmol). 

The reaction mixture was stirred vigorously for 15 h, extracted with ethyl acetate for 

three times and dried over Mg2SO4. The organic layer was evaporated and the afforded 

oil was further purified with column chromatography by using ethyl acetate/hexane = 

6/4 as eluent to yield a white solid. (1.0 g, 70%); Rf = 0.16 (ethyl acetate/hexane = 4/6); 

[α]20
D －39.41 (c 8.5, CHCl3); 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 7.36-7.30 (5 H, m, ArH), 

5.13 (2 H, AB q, J = 12.5, 3.0 Hz, CH2), 4.44 (1 H, br, OH), 3.99 (1 H, br, CH2), 3.64 (2 

H, br, CH, CH2), 3.54-3.48 (1 H, m, CH2), 3.42-3.35 (1 H, m, CH2), 2.02-1.95 (1 H, m, 

CH2), 1.89-1.75 (2 H, m, CH2), 1.66-1.64 (1 H, m, CH2); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) 

δ 156.7(C), 136.4 (C), 128.3 (CH), 127.9 (CH), 127.7 (CH), 67.0 (CH), 66.2 (CH2), 

60.4 (CH2), 47.1 (CH2), 28.3 (CH2), 23.8 (CH2); HRMS (ESI-TOF) calcd for 

C13H17NO3Na [M＋Na]＋ 258.1101, found: 258.1116. 
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(2S)-N-benzyloxycarbonyl-2-phosphoxymethyl pyrrolidine (44). Compound 43 (0.81 

g, 3.36 mmol) and tetrabutylammonium phosphate (2.90 g, 8.39 mmol) were 

coevaporated in vacuo for 12 h. To the mixture of compound 43 and 

tetrabutylammonium phosphate in dichloromethane (10 mL) was added 

trichloroacetonitrile (1.0 mL, 10.1 mmol) dropwisely, which resulted a yellow solution. 

The reaction mixture was then stirred at room temperature for 2 days until the TLC 

plate showed absence of starting material. Remove the solvent and excess 

trichloroacetonitrile carefully. The mixture was then added with 4 N HCl (8 mL) and 

methanol (4 mL), which was kept stirring at room temperature for 12 h. The acidic 

solution was adjusted to pH 8 with ammonium hydroxide. The reaction mixture was 

evaporated and extracted with chloroform. The aqueous layer was evaporated and 

further purified with chromatography in silica gel by using i-propanol/water/ammonium 

hydroxide = 7/1.5/1 as eluent to give compound 44 (0.90 g, 81%); Rf = 0.45 

(i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1); [α]20
D －31.22 (c 5.0, H2O); 1H 

NMR (D2O, 400 MHz) δ 7.38-7.33 (5 H, m, ArH), 5.13-4.97 (2 H, m, CH2), 3.93 (1 H, 

br, CH), 3.86-3.81 (1 H, m, CH2), 3.77-3.70 (1 H, m, CH2), 3.33-3.27 (2 H, m, CH2), 

1.96-1.89 (3 H, m, CH2), 1.76 (1 H, br, CH2); 13C NMR (D2O, 100 MHz) δ 156.1 (C), 
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136.2 (C), 128.6 (CH), 128.1 (CH), 127.5 (CH), 67.0 (CH2), 64.4 (1 C, d, JC-P = 75.0 Hz, 

CH2), 57.3 (1 C, d, JC-P = 36.6 Hz, CH), 46.7 (1 C, d, JC-P = 31.8 Hz, CH2), 27.3 (1 C, d, 

JC-P = 59.3 Hz, CH2), 22.5 (1 C, d, JC-P = 49.9 Hz, CH2); 31P NMR (D2O, 161 MHz) δ 

1.72 (1 P, d, JC-P = 41.0 Hz); HRMS (ESI-TOF) calcd for C13H17NO6P [M－H]－ 

314.0788, found: 314.0792. 

 

 

(2S)-guanosine diphosphate-2-hydroxymethyl pyrrolidine (46). To a solution of 

compound 44 (0.62 g, 1.91 mmol) and 10 % Pd/C (0.23 g) in water/methanol (8 mL, 1/1, 

v/v), hydrogen was passed through the stirred mixture for 2 h until the TLC showed no 

starting material remained. After filtration and evaporation, the resulting product was 

then coevaporated with anhydrous pyridine (3 mL for three times). GMP-morpholidate 

31 (1.60 g, 3.79 mmol) was added and coevaporated with anhydrous pyridine (3 mL for 

three times) to a minimum volume. The coupling reaction was initiated with the 

addition of tatrazole (0.71 g, 9.48 mmol) and pyridine (6 mL). The reaction was stirred 

for 3 days under nitrogen. Pyridine was then evaporated to yield a crude product and 

purified by silica gel column chromatography by using i-propanol/water/ammonium 
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hydroxide = 7/2/1 as eluent to give compound 46 (0.52 g, 46%); Rf = 0.25 

(i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/3/1); [α]20
D －12.15 (c 1.8, H2O); 1H 

NMR (D2O, 400 MHz) δ 8.23 (1 H, s, ArH), 5.95 (1 H, d, J = 5.8 Hz, CH), 4.80 (1 H, s, 

CH, HOD), 4.49 (1 H, t, J = 6.0 Hz, CH), 4.33-4.32 (1 H, br, CH), 4.09-3.99 (3 H, m, 

CH2), 3.89-3.81 (2 H, m, CH, CH2), 3.31 (2 H, t, J = 7.6 Hz, CH2), 2.16-1.98 (3 H, m, 

CH2), 1.96-1.88 (1 H, m, CH2); 13C NMR (D2O, 100 MHz) δ 161.1 (C), 151.5 (C), 

137.4 (CH), 116.0 (C), 86.6 (CH), 84.2 (1 C, d, JC-P = 8.5 Hz, CH), 74.1 (CH), 70.4 

(CH), 63.3 (CH2), 62.5 (1 C, d, JC-P = 4.0 Hz, CH2), 60.1 (1 C, d, JC-P = 4.4 Hz, CH), 

45.3 (CH2), 25.6 (CH2), 23.8 (CH2); 31P NMR (D2O, 161 MHz) δ －10.88 (1 P, d, JP-P = 

20.1 Hz), －11.26 (1 P, d, JP-P = 18.9 Hz); HRMS (ESI-TOF) calcd for C15H23N6O11P2 

[M－H]－ 525.0895, found: 525.0883. 

 

CbzHN 48

N
OH

 

N-[N’-(benzyloxycarbonyl)-3’-aminopropyl]-2-hydroxymethyl piperidine (48). To a 

stirring mixture of 2-piperidinemethanol 47 (0.6 mL, 4.35 mmol) and potassium 

carbonate (0.62 g, 4.35 mmol) in THF (12 mL) was added compound 24 (1.10 g, 4.13 

mmol) at room temperature and then stirred at 60 oC for 14 h. The reaction mixture was 
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cooled to room temperature, diluted with ethyl acetate (40 mL), washed with water 

twice and dried over Mg2SO4. Removal of the solvent afforded a pure product (1.20 g, 

89%). Rf = 0.23 (methanol/chloroform = 1/20); [α]20
D －5.12 (c 0.3, CDCl3); 1H NMR 

(CDCl3, 400 MHz) δ 7.33-7.32 (5 H, m, ArH), 5.98 (1 H, br, NH), 5.07 (2 H, s, PhCH2), 

4.50 (1 H, br, OH), 3.75-3.71 (1 H, m, CH2), 3.59-3.55 (1 H, m, CH2), 3.22-3.21 (2 H, 

m, CH2), 3.02-2.90 (2 H, m, CH2), 2.58-2.51 (2 H, m, CH2), 2.32-2.27 (1 H, m, CH), 

1.73-1.58 (7 H, m, CH2), 1.37-1.32 (1 H, m, CH2); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 

156.6 (C), 136.7 (C), 128.5 (CH), 128.0 (CH × 2), 66.6 (CH2), 62.2 (CH), 61.8 (CH2), 

50.8 (CH2), 49.9 (CH2), 39.2 (CH2), 26.8 (CH2), 26.1 (CH2), 23.5 (CH2), 23.0 (CH2); 

HRMS (ESI-TOF) calcd for C17H27N2O3 [M＋H]＋ 307.2016, found: 307.1990. 

 

 

N-[N’-(benzyloxycarbonyl)-3’-aminopropyl]-2-phosphoxymethyl piperidine (49). 

Compound 48 (0.10 g, 3.11 mmol) and tetrabutylammonium phosphate (2.61 g, 7.74 

mmol) were coevaporated in vacuo for 10 h. To the mixture of compound 48 and 

tetrabutylammonium phosphate in dichloromethane (10 mL) was added 

trichloroacetonitrile (0.9 mL, 9.32 mmol) dropwisely, which resulted an orange solution. 
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The reaction mixture was then stirred at room temperature for 2 days until the TLC 

plate showed absence of starting material. Removal of the solvent and excess 

trichloroacetonitrile carefully yielded a brown oil. The mixture was then added with 4 N 

HCl (8 mL) and methanol (2 mL), which was kept stirring at room temperature for 10 h. 

The acidic solution was adjusted to pH 8 with ammonium hydroxide. The reaction 

mixture was evaporated and extracted with chloroform. The aqueous layer was 

evaporated and further purified with chromatography in silica gel by using 

i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1 as eluent to give compound 49 (0.93 g, 

76%); Rf = 0.31 (i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1); [α]20
D －2.43 (c 1.0, 

H2O); 1H NMR (D2O, 400 MHz) δ 7.36-7.35 (5 H, m, ArH), 5.03 (2 H, s, PhCH2), 4.00 

(1 H, br, CH2), 3.79-3.76 (1 H, br, CH2), 3.34-3.31 (1 H, m, CH2), 3.17-3.14 (5 H, m, 

CH, CH2), 2.92 (1 H, br, CH2), 1.83-1.61 (7 H, m, CH2), 1.46 (1 H, br, CH2); 13C NMR 

(D2O, 100 MHz) δ 158.2 (C), 136.4 (C), 128.7 (CH), 128.3 (CH), 127.6 (CH), 66.8 

(CH2), 62.3 (CH), 61.8 (CH2), 51.2 (CH2), 50.1 (CH2), 37.5 (CH2), 25.6 (CH2), 23.1 

(CH2), 21.8 (CH2), 20.6 (CH2); 31P NMR (D2O, 161 MHz) δ 3.31 (1 P, s); HRMS 

(ESI-TOF) calcd for C17H26N2O6P [M－H]－ 385.1523, found: 385.1548. 
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Guanosine diphosphate-N-(3’-aminopropyl)-2-hydroxymethyl piperidine (51; 

YCC-5). To a solution of compound 49 (0.19 g, 0.48 mmol) and 10 % Pd/C (0.07 g) in 

water/methanol (8 mL, 1/1, v/v), hydrogen was passed through the stirred mixture for 2 

h until the TLC showed no starting material remained. After filtration and evaporation, 

the resulting product was then coevaporated with anhydrous pyridine (3 mL for three 

times). GMP-morpholidate 31 (0.41 g, 0.96 mmol) was added and coevaporated with 

anhydrous pyridine (3 mL for three times) to a minimum volume. The coupling reaction 

was initiated with the addition of tatrazole (0.34 g, 4.79 mmol) and pyridine (6 mL) and 

the reaction was stirred for two days under argon. Pyridine was then removed and the 

reaction mixture was washed three times with chloroform, evaporated to yield a crude 

product and purified by silica gel column chromatography by using 

i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1 as eluent to give compound 51 (0.08 g, 

29%); Rf = 0.2 (i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1); [α]20
D －4.29 (c 1.4, 

H2O); 1Hpr NMR (D2O, 400 MHz) δ 8.05 (1 H, s, CH), 5.86 (1 H, d, J = 5.8 Hz, CH), 

4.42 (1 H, t, J = 4.3 Hz, CH), 4.28 (1 H, br, CH), 4.20-4.10 (3 H, m, CH2), 3.96-3.92 (1 
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H, m, CH2), 3.38 (1 H, d, J = 12.6 Hz, CH2), 3.27-3.25 (2 H, m, CH, CH2), 3.17-3.08 (1 

H, m, CH2), 3.03 (2 H, t, J = 7.4 Hz, CH2), 2.92 (1 H, t, J = 12.3 Hz, CH2), 2.10-2.00 (2 

H, m, CH2), 1.78-1.57 (5 H, m, CH2), 1.51-1.48 (1 H, m, CH2); 13C NMR (D2O, 100 

MHz) δ 158.8 (C), 153.9 (C), 151.6 (C), 137.3 (CH), 116.0 (C), 86.9 (CH), 83.4 (1 C, d, 

JC-P = 8.2 Hz, CH), 73.7 (CH), 70.2 (CH), 65.3 (CH2), 63.9 (CH), 62.5 (CH2), 52.6 

(CH2), 49.7 (CH2), 36.6 (CH2), 26.2 (CH2), 22.4 (CH2), 20.9 (CH2 × 2); 31P NMR (D2O, 

161 MHz) δ －10.76 (1 P, d, JP-P = 20.9 Hz), －11.25 (1 P, d, JP-P = 21.0 Hz); HRMS 

(ESI-TOF) calcd for C19H32N7O11P2 [M－H]－ 596.1630, found: 596.1628. 

 

 

1-[N’-(benzyloxycarbonyl)-3’-aminopropyl]-5-hydroxymethyl imidazole (53). To a 

stirring mixture of 5-hydroxymethyl-imidazole 52 (0.4 mL, 4.07 mmol) and potassium 

carbonate (0.71 g, 5.32 mmol) in DMF (10 mL) was added compound 24 (1.32 g, 4.89 

mmol) at room temperature and stirred for 16 h. The reaction mixture was evaporated 

and washed with ethyl acetate twice and dried over Mg2SO4. Removal of the solvent 

afforded a crude oil, which was purified with column chromatography by silica gel 

using methanol/chloroform = 1/15 as elent to give a pure product (0.70 g, 56%). Rf = 
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0.29 (methanol/chloroform = 1/15); [α]20
D －3.21 (c 1.0, CHCl3); 1H NMR (CDCl3, 

400 MHz) δ 7.36 (1 H, s, CH), 7.32-7.29 (5 H, m, CH), 6.77 (1 H, d, J = 4.6 Hz, CH), 

5.05 (2 H, d, J = 8.8 Hz, CH2), 4.49 (2 H, d, J = 10.1 Hz, CH2), 3.86 (2 H, dt, J = 24.3, 

6.8 Hz, CH2), 3.06 (2 H, t, J = 5.6 Hz, CH2), 1.88 (2 H, dt, J = 24.0, 6.7 Hz, CH2); 13C 

NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 156.6 (C), 137.6 (C), 136.6 (CH), 136.3 (C), 128.3 (CH), 

127.9 (CH), 127.8 (CH), 127.7 (CH), 116.1 (CH), 66.4 (CH2), 57.5 (CH2), 44.0 (CH2), 

37.6 (CH2), 30.9 (CH2); HRMS (ESI-TOF) calcd for C15H20N3O3 [M + H]+ 290.1499, 

found: 290.1516. 

 

 

1-[N’-(benzyloxycarbonyl)-3’-aminopropyl]-5-phosphoxymethyl imidazole (54). 

Compound 53 (0.60 g, 1.94 mmol) and tetrabutylammonium phosphate (1.62 g, 4.84 

mmol) were coevaporated in vacuo for 10 h. To the mixture of compound 18 and 

tetrabutylammonium phosphate in dichloromethane (12 mL) was added 

trichloroacetonitrile (0.6 mL, 5.81 mmol) dropwisely, which resulted an orange solution. 

The reaction mixture was then stirred at room temperature for 2 days until the TLC 

plate showed absence of starting material. Removal of the solvent and excess 
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trichloroacetonitrile carefully yielded a brown oil. The mixture was then added with 4 N 

HCl (10 mL) and methanol (2 mL), which was kept stirring at room temperature for 10 

h. The acidic solution was adjusted to pH 8 with ammonium hydroxide. The reaction 

mixture was evaporated and extracted with chloroform. The aqueous layer was 

evaporated and further purified with chromatography in silica gel by using 

i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1 as eluent to give compound 54 (0.51 g, 

66%); Rf = 0.51 (i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/3/1); [α]20
D －0.56 (c 3.6, 

H2O); 1H NMR (D2O, 400 MHz) δ 8.08 (1 H, s, CH), 7.40-7.35 (5 H, m, ArH), 7.27 (1 

H, s, CH), 5.04 (2 H, s, PhCH2), 4.80 (2 H, s, CH2, HOD), 4.04 (2 H, t, J = 6.7 Hz, CH2), 

3.07 (2 H, t, J = 6.5 Hz, CH2), 1.96 (2 H, t, J = 6.6 Hz, CH2); 13C NMR (D2O, 100 MHz) 

δ 158.1 (C), 136.4 (C), 136.1 (CH), 134.8 (C), 128.6 (CH), 128.2 (CH), 127.5 (CH), 

118.8 (CH), 66.7 (CH2), 57.7 (CH2), 54,3 (CH2), 37.1 (CH2), 29.4 (CH2); 31P NMR 

(D2O, 161 MHz) δ 3.26 (1 P, s); HRMS (ESI-TOF) calcd for C15H19N3O6P [M－H]－ 

368.1006, found: 368.0987. 

 

 

Guanosine diphosphate-1-(3’-aminopropyl)-5-hydroxymethyl imidazole (56; 
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YCC-6). To a solution of compound 54 (0.23 g, 0.62 mmol) and 10 % Pd/C (0.08 g) in 

water/methanol (8 mL, 1/1, v/v), hydrogen was passed through the stirred mixture for 2 

h until the TLC showed no starting material remained. After filtration and evaporation, 

the resulting product was then coevaporated with anhydrous pyridine (3 mL for three 

times). GMP-morpholidate 31 (0.54 g, 1.25 mmol) was added and coevaporated with 

anhydrous pyridine (3 mL for three times) to a minimum volume. The coupling reaction 

was initiated with the addition of tatrazole (0.44 g, 6.23 mmol) and pyridine (8 mL) and 

the reaction was stirred for two days under argon. Pyridine was then removed and the 

reaction mixture was washed three times with chloroform, evaporated to yield a crude 

product and purified by silica gel column chromatography by using 

i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1 as eluent to give compound 56 (0.01 g, 

27%); Rf = 0.35 (i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/3/1); [α]20
D －25.1 (c 0.2, 

H2O); 1H NMR (D2O, 400 MHz) δ 8.05 (1 H, s, CH), 7.57 (1 H, s, CH), 7.02 (1 H, s, 

CH), 5.92 (1 H, br, CH), 4.80 (3 H, s, CH, CH2, HOD), 4.49 (1 H, br, CH), 4.33 (1 H, br, 

CH), 4.20 (2 H, br, CH2), 3.98-3.93 (2 H, m, CH2), 2.96 (1 H, br, CH2), 2.87 (1 H, br, 

CH2), 2.05 (1 H, br, CH2), 1.84 (1 H, br, CH2); 31P NMR (D2O, 161 MHz) δ －10.96 (1 

P, d, JP-P = 20.4 Hz), －11.20 (1 P, d, JP-P = 19.7 Hz); HRMS (ESI-TOF) calcd for 

C17H25N8O11P2 [M－H]－ 579.1113, found: 579.1106. 
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(2S)-N-[2’-(phenylsulfonyl-methyl)benzyl]-2-hydroxymethyl pyrrolidine (59).To a 

stirring mixture of L-(+)-prolinol 31 (0.50 g, 4.94 mmol) and potassium carbonate  

(0.71 g, 4.94 mmol) in THF (15 mL) was added 2-[(phenylsulfonyl)-methyl]benzyl 

bromide 62 (1.52 g, 4.69 mmol) at room temperature and then stirred at 55 oC for 15 hr. 

The reaction mixture was cooled to room temperature, diluted with ethyl acetate (40 

mL), washed with water twice and dried over Mg2SO4. Removal the solvent and 

recrystalize with chloroform and hexane to yield a white solid (1.30 g, 76%); Rf = 0.27 

(ethylacetate/hexane = 1/1); [α]20
D －51.88 (c 1.6, CHCl3); 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) 

δ 7.71 (2 H, d, J = 7.9 Hz, ArH), 7.62 (1 H, t, J = 7.5 Hz, ArH), 7.48 (2 H, t, J = 7.6 Hz, 

ArH), 7.26 (2 H, d, J = 3.9 Hz, ArH), 7.15 (1 H , p, J = 3.5 Hz, ArH), 6.99 (1 H, d, J = 

7.6 Hz, ArH), 5.03 (1 H, d, J = 14.0 Hz, CH2), 4.45 (1 H, d, J = 13.9 Hz, CH2), 4.03 (1 

H, d, J = 13.3 Hz, CH2), 3.56 (1 H, dd, J = 10.9, 3.2 Hz, CH2), 3.46 (1 H, d, J = 10.8 Hz, 

CH2), 3.28 (1 H, d, J = 13.3 Hz, CH2), 2.78 (1 H, t, J = 7.8 Hz, CH2), 2.64 (1 H, d, J = 

3.2 Hz, CH), 2.18 (1 H, q, J = 9.4 Hz, CH2), 1.96-1.88 (1 H, m, CH2), 1.80-1.73 (1 H, m, 

CH2), 1.68-1.60 (2 H, m, CH2); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 139.6 (C), 138.7 (C), 



 

72 
 

133.7 (C), 132.5 (CH), 130.5 (CH), 129.0 (CH × 2), 128.9 (CH), 128.5 (CH × 2), 

127.3 (CH), 127.2 (CH), 65.2 (CH), 62.9 (CH2), 59.2 (CH2), 57.5 (CH2), 54.9 (CH2), 

27.6 (CH2), 23.4 (CH2); HRMS (ESI-TOF) calcd for C19H24NO3S [M＋H]＋ 346.1471, 

found: 346.1472. 

 

 

(2S)-N-[2’-(pheynlsulfonyl-methyl)benzyl]-2-phosphoxymethyl pyrrolidine (60). 

Compound 59 (1.12 g, 2.78 mmol) and tetrabutylammonium phosphate (2.40 g, 6.94 

mmol) were coevaporated in vacuo for 10 h. To the mixture of compound 59 and 

tetrabutylammonium phosphate in anhydrous dichloromethane (10 mL) were added 

trichloroacetonitrile (0.8 mL, 8.34 mmol) dropwisely, which resulted in an yellow 

solution. The reaction mixture was then stirred at room temperature for 2 days until the 

completion of the reaction was verified by TLC plate. The solvent was evaporated in 

vacuo. This yellow oil was then added with 4 N HCl (10 mL) ans methanol (4 mL), 

which was kept stirring at room temperature for 10 h. The acidic solution was adjusted 

to pH 8 with ammonium hydroxide. The reaction mixture was evaporated and extracted 
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with chloroform and water. The aqueous layer was evaporated and purified with 

chromatography in silica gel by using i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/2/1 as 

eluent to give compound 60 (0.91 g, 75%); Rf = 0.28 (i-propanol/water/ammonium 

hydroxide = 7/3/1); [α]20
D +1.23 (c 9.8, H2O); 1Hpr NMR (D2O, 400 MHz) δ 7.72 (2 H, 

d, J = 7.6 Hz, ArH), 7.60 (2 H, d, J = 7.3 Hz, ArH), 7.54 (2 H, t, J = 7.6 Hz, ArH), 7.46 

(1 H, t, J = 7.6 Hz, ArH), 7.30 (1 H, t, J = 7.8 Hz, ArH), 7.07 (1 H, d, J = 7.8 Hz, ArH), 

4.82 (1 H, s, CH2), 4.27 (1 H, d, J = 13.9 Hz, CH2), 4.08-3.99 (3 H, m, CH2), 3.71 (1 H, 

br, CH), 3.31-3.25 (1 H, m, CH2), 3.01-2.94 (1 H, m, CH2), 2.20-2.11 (1 H, m, CH2), 

2.02-1.89 (3 H, m, CH2); 13C NMR (D2O, 100 MHz) δ 135.4 (C), 135.2 (C), 133.7(C), 

131.7 (CH), 130.6 (CH), 130.2 (CH), 130.1 (CH), 129.6 (CH × 2), 128.4 (CH × 2), 

127.3 (CH), 68.3 (CH), 62.3 (CH2), 58.8 (CH2), 54.1 (CH2 × 2), 25.6 (CH2), 22.2 (CH2); 

31P NMR (D2O, 161 MHz) δ 3.26 (1 P, s); HRMS (ESI-TOF) calcd for C19H23NO6PS 

[M－H]－ 424.0978, found: 424.0981. 
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(2S)-guanosine 

diphosphate-N-[2’-(phenylsulfonyl-methyl)benzyl]-2-hydroxymethyl pyrrolidine 

(61; YCC-7). The resulting product 60 (0.82 g, 1.37 mmol) was coevaporated with 

pyridine (5 mL for three times). GMP-morpholidate 31 (1.20 g, 2.74 mmol) was added 

and coevaporated in vacuo. The coupling reaction was initiated with the addition of 

terazole (0.51 g, 6.85 mmol) and pyridine (6 mL). The reaction was stirred 3 days under 

nitrogen gas. Pyridine was then removed and the reaction mixture was washed three 

times with chloroform, evaporated to yield a crude product and purified with silica gel 

column chromatography by using i-propanol/water/ammonium hydroxide = 7/1/1 as 

eluent to give compound 61 (0.40 g, 41%); Rf = 0.22 (i-propanol/water/ammonium 

hydroxide = 7/1/1); [α]20
D －3.16 (c 1.9, H2O); 1H NMR (D2O, 400 MHz) δ 8.10 (1 H, 

s, ArH), 7.77 (1 H, t, J = 7.3 Hz, ArH), 7.65 (2 H, d, J = 8.0 Hz, ArH), 7.58 (3 H, t, J = 

7.9 Hz, ArH), 7.42 (1 H, t, J = 7.5 Hz, ArH), 7.30 (1 H, t, J = 7.6 Hz, ArH), 7.04 (1 H, d, 

J = 7.7 Hz, ArH), 5.88 (1 H, d, J = 5.6 Hz, CH), 4.78-4.71 (3 H, m, CH, CH2), 4.52 (1 H, 

t, J = 4.4 Hz, CH), 4.46 (1 H, d, J = 14.2 Hz, CH2), 4.35 (1 H, br, CH), 4.26-4.23 (3 H, 

m, CH, CH2), 4.20-4.15 (2 H, m, CH2), 3.92 (1 H, br, CH), 3.42-3.38 (1 H, m, CH2), 

3.20-3.17 (1 H, m, CH2), 2.35-2.30 (1 H, m, CH2), 2.14-2.11 (1 H, m, CH2), 2.04-2.00 

(2 H, m, CH2); 13C NMR (D2O, 100 MHz) δ 158.4 (C), 153.7 (C), 151.4 (C), 137.3 

(CH), 135.6 (C), 135.0 (C), 133.6 (C), 131.8 (CH), 130.4 (CH), 130.0 (CH), 129.9 (CH), 
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129.6 (CH × 2), 128.2 (CH × 2), 127.1 (CH), 116.1 (C), 87.1 (CH), 83.5 (1 C, d, JC-P 

= 7.1 Hz, CH), 73.8 (CH), 70.2 (CH), 67.8 (CH), 65.3 (CH2), 63.8 (CH2), 58.7 (CH2 × 

2), 54.3 (CH2), 25.6 (CH2), 22.2 (CH2); 31P NMR (D2O, 161 MHz) δ －11.14 (1 P, d, 

JP-P = 16.3 Hz), －11.61 (1 P, d, JP-P = 16.6 Hz); HRMS (ESI-TOF) calcd for 

C29H35N6O13P2S [M－H]－ 769.1453, found: 769.1436.  
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