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研究成果の概要（和文）：報告者は、アジド・歪んだアセチレン間のクリック反応と理研クリック反応を融合した２つ
の高効率的なワンポット標識法を確立し、生体分子のPET標識における懸案を解決した。すなわち、68Gaを代表とする
放射線を含む配位子分子に対して、報告者が開発した理研クリック反応の分子プローブ、そして標的とするペプチドや
タンパク質、あるいは抗体や生細胞を温和な条件下で単に順番に作用させることにより、これらの生体分子を簡便に放
射線で標識することが可能となった。さらに、この方法を用いて実際にPETイメージングに成功するとともに、MRイメ
ージングの標識基や蛍光基にも展開し、診断や治療に適応できる一般的技術として確立した。

研究成果の概要（英文）：Convenient and general method for labeling of lysines of biomolecules was 
established. Azide-containing labels were initially conjugated with the unsaturated ester aldehyde 
containing the strained acetylenes, by the strain-promoted click reaction. The resulting probes were then 
treated with the peptides, proteins, antibodies, and even live cell surface in one-pot process, 
efficiently labeling these biomolecules by azaelectrocyclization (now called as RIKEN click reaction) 
under the mild conditions. The efficient one-pot procedure enabled the introduction of various labels, 
e.g., positron emitters, paramagnetic metals, and fluorescences, very rapidly onto the various 
biomolecules including the sensitive and precious materials which are available with only limited amount. 
Applicability of biologically important molecules towards diagnosis and therapy will be expanded 
significantly.

研究分野： 有機合成化学、ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
 
	 ポシトロン放出断層撮影（PET）は、生き
ている動物内の分子（トレーサー）を高感度

で非侵襲的に可視化できる分子イメージン

グ法であり、短寿命放射線であるポジトロン

放出核種で標識して実施されている。
18F-FDG が癌診断に用いられている他に、最
近では、タンパク質や抗体、あるいは生細胞

をトレーサーとした PET が世界中で検討さ
れており、特定の臓器や癌、炎症を生体内で

効率的かつ選択的に可視化できる高分子や

免疫担当細胞の探索が活発に行われている。

再生医療分野では、iPS などの移植効率を早
期に評価できる PET 実験系の確立を目指し
て、多くの研究者が競っている。現在、これ

ら生体分子や細胞の PET ポジトロン放出核
種として、68Ga金属に大きな注目が集まって
いる。68Ga は 18F や 11C の調製とは異なり、
サイクロトロンを用いずに簡単にジェネレ

ーターから得ることができ、さらに半減期が

68分と比較的短いため、PET実験の後、被験
者を放射線にさらすことが少ないためであ

る。実際に欧米では、68Gaで標識したソマト
スタチンが膵癌や髄膜炎などの PET 診断に
用いられている。 
	 報告者らは本研究開始以前に、金属配位子

である DOTA を持つ不飽和共役アルデヒド
プローブ 1を開発していた（高速アザ電子環
状反応：現在では理研クリック反応と名付け、

以降はこのように呼ぶ、図１）。リジンに対

して高速アザ電子環状反応を経て DOTA 標
識を行った後、68Gaを導入して PETが実現出
来る。例えばこの手法を基に、タンパク質の

N-型糖鎖付加による劇的な動態変化や臓器
集積を初めて PET で可視化することに成功
していた。 
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図１ 理研クリック反応による 68Ga-DOTA標
識と PETイメージング 
 
	 しかし、生体分子に導入した DOTA配位子
へ効率良く 68Gaを導入するためには、100 oC
の高温が必要であり、不安定なタンパク質や

微量サンプルには適応できなかった（図２）。

また、あらかじめ活性反応基を持つ DOTA誘
導体に Ga3+を導入する場合にも、過激な反応

条件下でこれら誘導体が分解するために、適

応することはできなかった。これらの問題は、
68Ga を用いた生体分子の PET 分野全般の懸
案とされてきた。 
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図２ 68Ga-DOTA標識における従来の問題点 
 
２．研究の目的 
 
	 本研究課題では、申請者の理研クリック反

応を他のクリック型反応と併用などにより

さらに進化させ、68Ga-DOTAを用いる生体分
子 PET の懸案を解決する革新的手法を確立
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
	 これまでの問題点を解決する２つのワン

ポット 68Ga-DOTA標識法を検討した。すなわ
ち、あらかじめ調製した 68Ga-DOTA 誘導体
を用いて、(1) ２回の理研クリック反応を繰
り返すことにより、生体アミンに標識するこ

とを検討した。一方、(2) 歪み解消クリック
反応によりまず不飽和アルデヒドに結合さ

せ、続けて理研クリック反応を活用すること

により生体アミンに標識することを検討し

た。さらに、(3) 両者の方法をマイクロチッ
プ上でワンフロー合成を検討するとともに、

(4) これらの効率的な標識法を様々な標識基
に展開することを試みた。 
 
４．研究成果 
 
	 生体分子の一般的な 68Ga-DOTA 標識の実
現を目的とする本研究において、独自の理研

クリック反応を駆使した２つの方法論をま

ず評価した。 
 
(1) ２回の理研クリック反応を繰り返して標
識する方法の検討 
	 これまでに報告者が開発した、理研クリッ

ク反応の基質である共役エステルアルデヒ

ドを２量化する。そして、アミノ基を持つ
68Ga-DOTA とタンパク質や細胞表層のリジ
ン残基を２回の段階的な理研クリック反応

を繰り返すことによってワンポットで効率

的に繋ぐことを検討した。ポジトロン放出金



属である 68Ga3+を使用する前に、まずはコー

ルドの Ga3+を用いて検討した。アミノ官能基

を持つ安定な DOTA分子に対して、予め Ga3+

を１００度、３０分の反応時間で導入した

（ステップ１）。次いで、得られた Ga-DOTA
アミンの溶液をそのまま用い、これに対して

アルデヒドを２量化したプローブ 2を作用さ
せ、１つ目の高速アザ電子環状反応を数分以

内で実施した（ステップ２）。この際に、濃

度を厳密に制御することで、１分子のアミン

と選択的に反応させることを検討した。高濃

度の Ga3+を用いて実験を行った際には、濃度

を厳密に調節でき、２量体の生成を防ぐこと

ができたが、低濃度の Ga3+を用いた場合には、

濃度による反応性の調節ができず、目的とす

る化合物を効率的に得ることはできなかっ

た。 
	 高濃度で調製した Ga-DOTA アミン溶液に
対して、さらに続けてモデルペプチドを室温、

短時間作用させたところ、２つ目の高速アザ

電子環状反応が進行し（ステップ３）、高速

な Ga-DOTA標識を実施することができた。 
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図３ ２回の理研クリック反応を繰り返す標
識法 
 
	 しかし、実際にポジトロン放出金属である
68Ga3+を使用する際には、極低濃度の溶液を

使用しなければならなかった。そこで、２つ

目の方法を検討することとした。 
 
(2) 歪み解消クリック反応と理研クリック反
応を融合させる標識法の検討 
	 上記(1)で検討した理研クリック反応を繰
り返す 68Ga-DOTAワンポット標識法は、実際
のイメージング標識実験で用いる低濃度条

件下での問題を残していたので、第２のワン

ポット法を検討した。本法では、理研クリッ

ク反応の基質であるアルデヒドプローブ 3に
対して、まず 68Ga-DOTAを結合させる。続け

て、生体分子のリジン残基と反応させること

により、生体分子の効率的なワンポット
68Ga-DOTA標識を検討した。既に上記(1)の結
果により、報告者のアルデヒド分子は歪んだ

活性化アセチレンとは反応しないことが分

かっていた。そこで、８員環アセチレン基を

導入したアルデヒドプローブ 3に対して、あ
らかじめ調製したコールドの Ga3+を導入し

た DOTA アジド分子を歪み解消クリック反
応により結合させた。この場合には、実際に

PET 実験に使用する極微量の 68Ga-DOTA の
濃度でも十分対応可能であることが判明し

た。さらに、続けてワンポットでペプチドや

タンパク質を作用させることにより、電子環

状反応を効率的に進行させ、コールドの

Ga-DOTAで標識することに成功した。 
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図４ 歪み解消クリック反応と理研クリック
反応を融合させる標識法 
 
	 これらのコールドの Ga3+を用いた検討を

基にして、さらにポジトロン放出核種である
68Gaを用いて標識実験を実施した。種々検討
の結果、まず、アジド基を有する DOTA配位
子に対して、68Ga3+を塩酸中、100 oCで 15分
間反応させることにより配位させた。HPLC
により速やかに精製した後、さらに歪んだア

セチレンを有する共役アルデヒドプローブ

への結合（75 oC、15分、100%）、さらに続け
てペプチドやタンパク質のアミノ基へほぼ

定量的に標識することに成功した。 
	 さらに本法の生体内イメージングへの応

用として、RGD ペプチドに対して効率的に
68Ga-DOTA標識を施し、ヌードマウスを用い
たがんの PETイメージングに成功した。 
 
(3) マイクロチップを用いたワンフロー合成
の検討 
	 最後に、更なる効率性と利便性を追求して、

放射線取扱いのための使い捨てチップ上で

のワンフロー標識技術も併せて検討した。し

かし、アジドと歪んだアセチレン間の歪み解

消クリック反応が高温を必要とし、室温では

長い反応時間を必要とすることから、エッペ

ンドルフ内での実施が実用的な観点から適

当であると判断した。 
 



(4) 標識法の一般性 
	 さらに報告者は、本法を 64Cu-NOTA、ある
いは  MR イメージングの標識基である

Gd-DOTA や蛍光基にも展開し、ペプチドや
抗体、あるいはタンパク質、さらには生細胞

への効率的な標識を実現した。このように、
68Ga-DOTA標識基に関わらず、イメージング
や治療にも適応できる様々な標識基を導入

できる一般的技術として確立した。 
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