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研究成果の概要（和文）：

「光反応性 trifluoromethylphenyldiazirine 含有ビオチン導入化合物と単量体アビジン
担体を利用した固層上での光アフィニティーラベルによる生体高分子-生理活性物質機能
解析法の確立」を目的に以下の研究を行い、それぞれに対応する成果を上げた。

(1) 光反応性基含有ビオチン化化合物の合成
光反応性トリフルオロメチルジアジリン含有ビオチン化化合物の合成について検討しそ

の固層担体への吸着・解離、固層上での光反応による効率的反応活性種の発生を確認した。

(2) 単量体アビジン固層上における光反応性ビオチン化リガンドを用いた光アフィニティ
ーラベルの検討

前項での知見を元にトリフルオロメチルフェニルジアジリン含有光反応性ならびにビオ
チンを持つアミノ酸誘導体を不斉合成により調整し、L-アミノ酸酸化酵素(LAAO)の光ア
フィニティーラベルを検討した。固層上での光アフィニティーラベルを検討した所、液層
における実験よりも標識効率が低いことが明らかとなった。

(3) 新規ビオチン誘導体の合成とアビジンへの親和性測定の検討
前項での標識効率の低下を対象蛋白質と固定化リガンドの物理的距離による可能性を検

証するために、ビオチンの溶解性に優れ触媒を持つトリフルオロメタンスルホン酸を利用
してフリーデル・クラフト反応を達成した。合成化合物群とアビジンとの親和性測定では
ビオチンよりも強い活性持っている事が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：

Novel functional analysis of pinteractions between biomolecules and bioactive compounds
with photoreactive trifluoromethylphenyldiazirine containing biotin derivative and
immobilized monomeric avidin were examined. New findings are listed below.

(1) Synthesis of photoreactive biotinylated compounds
(2) Photoaffinity labeling with photoreactive biotinylated ligands on immobilized

monomeric avidin.
(3) Novel synthesis of biotinylated compounds, which was prepared by Friedel-Crafts

reactions.
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１．研究開始当初の背景

これまでの詳細な光アフィニティーラベ
ルの検討により、目的達成のために必要な条
件設定も明らかとなってきた。
(1) 光反応性リガンドと生体高分子が化学量
論的に等しい状況にあること。
(2) 効率的なジアジリンから反応活性種カル
ベン発生のために、光反応性リガンドの濃度
を数 mＭに設定する必要があること。
(3) 光ラベル後のラベルされた生体高分子の
検出、単離に利用するアビジンービオチン
特異的相互作用を利用する部分では、アビジ
ン（４量体）はビオチンとの親和性が異常に
高く、吸着したビオチン化合物を損傷なく回
収するのは非常に難しい等の点が問題とな
ることが明らかとなっていた。

これを解決するために４量体よりも親和
性が低いが、解離が簡便である固定化単量体
アビジンを用いた、固層上での光アフィニテ
ィーラベルの確立を目的とし、実験を開始し
た。

２．研究の目的
(1) 新規ビオチン化ジアジリン化合物の合成
とその単量体アビジン固層上での光分解の
検討

光アフィニティーラベルに頻繁に使用され
る光反応性基のうち、種々の有機化学反応に
最も安定性が高く、さらに生体高分子に影響
の少ない 350nm 付近の光により反応活性種
を生成するトリフルオロメチルフェニルジ
アジリンを選択するが、その大量合成を確立
し研究推進に支障のないように配慮する。
このジアジリン化合物のビオチン化に関し
て、これまでのビオチン化はビオチン分子内
のカルボキシル基を利用したアミド化反応

を用いられてきたが、ごく最近申請者が確立
した強酸性物質であるトリフルオロメタン
スルフォン酸により有機溶媒に溶解性の低
いビオチン分子の溶解を容易にし、さらにフ
リーデルクラフツ反応を触媒することを受
け、アミド結合を持たない新規ビオチン化ジ
アジリン化合物を合成し、そのアビジンービ
オチン相互作用に対する影響を調べる。

合成した様々なビオチン化ジアジリンを
単量体アビジン固層に吸着後、時間ごとに３
５０ｎｍ付近の光照射を行いビオチンで溶
出後、溶出液の UV 吸収、１９F-NMR などに
より固層上でも光反応が進行することを確
認する。ここで固層にすることにより異性化
などの副反応が起きる場合には３００ｎｍ
付近の光照射行うことにより光分解の効率
化を検討する。

(2) 単量体アビジン固層上における光反応性
ビオチン化リガンドを用いた光アフィニテ
ィーラベルの検討

合成、性質検討を行った光反応性ビオチン
化リガンドの中で光アフィニティーラベル
試薬としての条件を満たす化合物に関し実
際の蛋白質レベルにおける以下の挙動を検
討する。
(2)-① 通常行われる液層での一連の実験を
行うことで、蛋白質レベルでの固層における
利点、欠点等を明らかとする。
(2)-② 光ラベルされたペプチド同定手法の
検討を行う。固定化された蛋白質の固層上で
の酵素消化を検討する。

３．研究の方法
(1) 新規ビオチン化ジアジリン化合物の合成
とその単量体アビジン固層上での光分解の



検討
ジアジリン化合物のビオチン化に関して、

合成した様々なビオチン化ジアジリンを単
量体アビジン固層に吸着後、時間ごとに３５
０ｎｍ付近の光照射を行いビオチンで溶出
後、溶出液の UV 吸収、１９F-NMR などによ
り固層上でも光反応が進行することを確認
する。ここで固層にすることにより異性化な
どの副反応が起きる場合には３００ｎｍ付
近の光照射行うことにより光分解の効率化
を検討する。

(2) 単量体アビジン固層上における光反応
性ビオチン化リガンドを用いた光アフィニ
ティーラベルの検討

(1)項で合成、固層上での性質検討を行っ
た物の中で、光反応性ならびにビオチンを持
つアミノ酸誘導体を不斉合成により調製し、
L-アミノ酸酸化酵素(LAAO)による酵素反応
に供した所、天然基質であるフェニルアラニ
ンと同程度の親和性を持つことが明らかと
なった。この化合物を単量体アビジン担体に
吸着させ、LAAO に対するアフィニティークロ
マトグラフィーを行い目的の性質を持つ事
を確認した後、固層上での光アフィニティー
ラベルを検討する。

４．研究成果
(1) 光反応性基含有ビオチン化化合物の合
成

現時点で最も利用される光反応性基であ
る、アリルアジド、ベンゾフェノン、トリ
フルオロメチルフェニルジアジリンの３種
について、実際の生体系適用時の濃度にお
ける光反応性を検討し、トリフルオロメチ
ルジアジリンが最も副反応が少なく、短時
間の光照射により反応活性種を発生できる
事が明らかとした。

そこで光反応性トリフルオロメチルジア
ジリン含有ビオチン化化合物の合成につい
て検討した。ビオチンの溶解性を上げる溶
媒 N,N-ジメチルホルムアミド、トリフルオ
ロメタンスルホン酸を用いることで効率的
な合成可能であることを明らかとした。ま
た通常の有機化合物では溶解性の高いアセ
トニトリルがビオチンを結晶化にする性質
を持つことから、生成物の単離精製に有用
であることも明らかとした。合成した光反
応性ビオチン誘導体を固定化単量体アビジ
ンと結合させたところ、効率的にビオチン
誘導体を吸着し、通常の緩衝液などの処理
では解離せず、ビオチン誘導体を流すこと
により解離することを確認した。光反応性

ビオチン誘導体が吸着した状態で固層ごと
光照射し、ビオチン誘導体で解離させるこ
とで固層上でのジアジリン基の光分解効率
を UV ならびに NMR を用いて検討した。
その結果通常の液層状態での光照射と大き
く変わることのない効率(分解時間等)で光
分解されることを明らかにすることができ
た。

(2) 単量体アビジン固層上における光反応
性ビオチン化リガンドを用いた光アフィニ
ティーラベルの検討

(1) 項で合成に成功した化合物のうち最
も光反応性の高かったトリフルオロメチル
フェニルジアジリンを利用し、光反応性な
らびにビオチンを持つアミノ酸誘導体を不
斉合成により調製した。この化合物の L-
アミノ酸酸化酵素(LAAO)による酵素反応
に供した所、天然基質であるフェニルアラ
ニンと同程度の親和性を持つことが明らか
となった。この化合物を単量体アビジン担
体に吸着させ、LAAO に対するアフィニテ
ィークロマトグラフィーを行った所、目的
蛋白質の保持、ならびに過剰のビオチンに
よる溶出が確認された。この担体を用い、
固層上での光アフィニティーラベルを検討
した所、液層における実験よりも標識効率
が低いことが明らかとなった。これはリガ
ンドの配向性が固定されたことにより、①
非特異的な標識が減少したものによるもの
か、もしくは②光反応性基と対象蛋白質距
離が離れてしまった等が理由として考えら
れる。今後はこの標識率の低下の原因を明
らかにすることを検討していく。

また、溶出後の検出法としての安定同位
体標識光反応性化合物の合成もあわせて検
討した。アミノ酸の重水素標識法である、
酢酸中におけるサリチルアルデヒドとの反
応をトリフルオロメチルフェニルジアジリ
ン含有アミノ酸に適用した。この反応には
加熱条件我必要であるが、ジアジリン基は
酸性条件の加熱に比較的不安定であること
が知られている。種々条件を検討した所、
通常アミノ酸の反応よりも短時間にするこ
とでジアジリンが分解することなく重水素
導入が可能であることが明らかとなった。

３）新規ビオチン誘導体の合成と（ストレ
プト）アビジンへの親和性測定の検討

(2)項で行った光アフィニティーラベル
化後にビオチンとアビジンの親和性があま
りにも強いために引き起こされる、吸着ラ
ベル分子の難脱離性を克服するために、新
規ビオチン誘導体の合成に着手した。ビオ
チン分子はその難容性のため種々の有機反
応による誘導体化法が制限されていた。ビ



オチン分子中のカルボン酸を利用した反応
では、容易なアミド化が最も良く使われて
おり、それ以外の有機反応はほとんど検討
されていなかった。そこでブレンステッド
酸であるトリフルオロメタンスルホン酸が
ビオチンの溶解性に優れ、その強酸性性質
による芳香族化合物とのフリーデル・クラ
フト反応触媒もあわせて持つ事を発見した。
種々の芳香族との反応において通常の配向
性に従い高収率でフリーデル・クラフト生
成物を短時間で与えることを明らかとした。
合 成 し た 化 合 物 群 に 対 し HABA
(4'-hydroxyazobenzene-2-carboxylic acid）
とアビジン複合体に対する合成化合物群の
displacement 実験を行った。その結果これ
までこの評価系ではビオチンよりも親和性
が強くなる誘導体はほとんど報告されてい
なかったが、カルボン酸部分を aryl ketone
に置き換えた化合物群のほとんどがビオチ
ンと同程度か、それより高い親和性を示し
た。現在この強親和性が、導入した aryl
部分の HABA 類似構造による物なのかど
うかの確認を検討中である。
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