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研究成果の概要：以前独自に開発した、bioorthogonal な官能基であるアジド基やエチニル基の
特性を活用した非放射性光親和性標識法のさらなる有効化を目指し、光反応性官能基であるジ

アジリニル基とアジド基またはエチニル基とを融合させた新規検出基導入用タグ一体型の光ク

ロスリンク官能基の開発を試みた。その結果、アジドジフルオロメチルジアジリニル基および

エチニルジフルオロメチルジアジリニル基を有する化合物の合成に成功するとともに、光反応

および修飾反応のモデル実験からこれら官能基の実用性を示すことができた。 
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２００７年度 2,200,000 660,000 2,860,000 

２００８年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度    
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：生物分子科学・生物分子科学 
キーワード：化学修飾、タンパク質、光反応、光親和性標識、ジアジリン、アジド、 
      アセチレン、非放射性 
 
１．研究開始当初の背景 
 光親和性標識法（photoaffinity labeling）は、
薬剤や天然有機化合物の生物活性機能発現
に関与する標的タンパク質の捕獲・同定に有
効な手法である。本手法では、プローブ構造
内へ標的タンパク質−プローブ間に共有結合
を形成するための光反応性官能基、およびラ
ベル化されたタンパク質を検出するための
検出用官能基を導入する必要がある。これら
をプローブ構造内に導入する際に大事なこ
とは、オリジナルの化合物が有する生物活性

および選択性の失活を最小限に抑えること
である。 
 以前、本研究グループでは、bioorthogonal
な官能基であるアジド基やエチニル基の特
性を活用した非放射性光親和性標識法を開
発した（T. Hosoya, et al., Org. Biol. Chem., 2, 
637 (2004)）。本法では、芳香族アジドまたは
トリフルオロメチルジアジリニル基などの
光反応性官能基とともに脂肪族アジド基（特
に最小のアジドメチル基）を検出基導入用タ
グとして有する二官能性プローブを用いる。
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本プローブを用いることにより、まず、光反
応により標的タンパク質−プローブ間に共有
結合を形成した後、残存する脂肪族アジドを
タグ官能基として活用し、蛍光基などの任意
の検出用ユニットを導入することができる。 
 本手法の有効性は、HMG-CoA 還元酵素阻
害能を有し、高脂血症治療薬として使用され
て い た cerivastatin を プ ロ ー ブ 化 し て
photovastatin CAA1 を設計・合成し、その標
的タンパク質である HMG-CoA還元酵素（分
子量約 51 kDa）が光ラベル化と引き続く
Staudinger–Bertozzi ligation による fluorescein
蛍光団の導入により蛍光検出できることに
より実証された（T. Hosoya, et al., Org. Biol. 
Chem., 2, 637 (2004)）。さらに、より複雑な系
でも本法が有効であることを確かめるため
に、骨格筋の興奮収縮連関過程におけるリア
ノジン受容体（RyR1）を介する細胞質内への
Ca2+放出機構の解明研究の一環として、筋弛
緩薬であるダントロレンのプローブ化によ
り GIF-0430を開発し、その標的タンパク質の
同定を試みた。その結果、多くのタンパク質
が混在する骨格筋標本の中から単一とみら
れるタンパク質（分子量＜約 29 kDa）が光ラ
ベル化され、蛍光検出できることが明らかと
なった（T. Hosoya, et al., Bioorg. Med. Chem. 
Lett., 15, 1289 (2005)）。 
 このように本手法は、従来の放射性プロー
ブを用いた光親和性標識法では困難であっ
た光ラベル化タンパク質の直接解析を可能
にするとともに、ビオチン修飾プローブを用
いた非放射性光親和性標識法における問題
点の一つであった、プローブの生物活性の低
減を抑えられることが最大の特徴である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上述した非放射性光親和性標
識法のさらなる有効化を目的に、光反応性官
能基と検出基導入用タグ官能基を一つに融
合した新たな官能基を設計し、その合成を試
みた。具体的には、光反応性官能基の中で最
もラベル化能が優れているとされるトリフ
ルオロメチルジアジリニル基の一つのフル
オロ基を検出基導入用タグ官能基である脂
肪族アジド基またはエチニル基へと変換し
た官能基、すなわち、アジドジフルオロメチ
ルジアジリニル基およびエチニルジフルオ
ロメチルジアジリニル基の開発を目指した。
このような官能基を有するユニットは、互い
にメタ位に配置された従来のユニットに比
べ構造的によりコンパクトであり、プローブ
化に伴う生物活性の低下を最小限に抑えら
れると期待される。 
 
 
 

３．研究の方法 
 上述した検出用タグ一体型光反応性官能
基を開発するために、以下の実験計画に従っ
て研究を実施した。 
（１）既知のトリフルオロメチルジアジリニ
ル基の合成法を参考にした効率的合成経路
の確立。 
（２）近傍に検出基導入用タグ官能基である
アジド基またはエチニル基が存在するジア
ジリニル基の光反応性の検証、および、その
光反応条件下でこれらの官能基が残存する
かどうかを検討するためのモデル光実験の
実施。 
（３）光反応後に残存したアジド基やエチニ
ル基が期待どおりに検出基導入用タグ官能
基として活用できるかどうかを検証するた
めの上記実験で得られた光反応生成物の修
飾モデル実験。 
 
４．研究成果 
（１）検出基導入用タグ一体型光親和性標識
用ユニットの合成 
 まず、ジアジリニル基と脂肪族アジド基を
一つに融合した官能基を有するユニットの
合成を試みた。市販の 4-ブロモベンジルアル
コール（1）から 3 段階の反応を経由してア
ジドケトン 2 を得た。つづいて、2 のカルボ
ニル基のジアジリニル基への変換は、常法に
従い 4段階の反応条件を適用したところ、期
待どおり目的とするアジドジフルオロメチ
ルジアジリン化合物 3 を得ることができた
（Scheme 1）。 
 

Scheme 1 
 
 一方、ジアジリニル基とエチニル基を一つ
に融合した官能基を有するユニットの合成
も試みた。これも 1 から出発し、4 段階の反
応を経由して、ジシリル化合物 4を得た。さ
らに 5段階を経由して、エチニルケトン 5を
得た。つづいて、常法に従い 4段階の反応を
行い、目的とするエチニルジフルオロメチル
ジアジリン化合物 6を合成することに成功し
た（Scheme 2）。 
 



 

 

 
Scheme 2 

 
（２）モデル光反応実験 
 合成したアジドジフルオロメチルジアジ
リン化合物 3を用いて、ジアジリニル基の光
反応条件下において検出基導入用タグ官能
基である脂肪族アジド基が残存するかどう
かを検証した。すなわち、化合物 3の重メタ
ノール溶液中、365 nm（6W）の波長の UVを
照射して、その反応経過を 19F NMR測定によ
り観察した。その結果、隣接部位にアジド基
が存在しても光反応により問題なくカルベ
ン 7が発生し、速やかに重メタノール付加体
8D を与え、アジド基が未反応のまま残存す
ることが判った。エチニルジフルオロメチル
ジアジリン化合物 6についても、同様に光反
応を行ったところ、この場合にも問題なく重
メタノール付加体 10Dを与え、エチニル基が
この発生したカルベンの影響を受けず未反
応のまま残存することが判った（Scheme 3）。 
 

Scheme 3 
 
（３）光反応生成物の修飾モデル実験 
 つづいて、光反応生成物中のアジド基およ
びエチニル基が検出用官能基の導入に用い
ることができるかどうかを検討した。具体的
には、別経路により合成したメタノール付加
体 8Hおよび 10Hを用いて、それぞれの官能
基修飾を試みた。まず、アジド化合物 8H に
対して各種エチニル化合物 11a-cとのHuisgen 
1,3-双極子環化付加反応を検討した結果、環
化生成物 12a-c を高収率で得ることができた
（Scheme 4）。一方、8Hとトリアリールホス

フィン誘導体との Staudinger–Bertozzi ligation
も試みたが、期待した生成物 13は得られず、
通常の Staudinger 反応が進行しアジド基が還
元され加水分解が進行するとともに、TBDMS
基が脱落したと考えられるアミド化合物 14
が得られた（Scheme 5）。これはおそらく 2
つのフルオロ基の影響により、アザ－イリド
中間体における窒素の求核性が低下したた
めだと考えられる。 
 一方、エチニル化合物 10Hに対して各種ア
ジド化合物 15a-cとのHuisgen 1,3-双極子環化
付加反応を検討した結果、環化生成物 16a-c
を高収率で得ることができた（Scheme 6）。 
 

 

Scheme 4 
 

Scheme 5 
 

 

Scheme 6 
 
 以上の結果から、アジドジフルオロメチル
ジアジリン化合物 3とエチニルジフルオロメ
チルジアジリン化合物 6は、non-RI光親和性



 

 

標識プローブ用のユニットとして十分活用
できることが示唆された。 
 今後は、実際にこれら二つのユニットを活
用した non-RI 光親和性標識用プローブを作
製し、標的タンパク質の探索研究を行ってい
く予定である。 
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