
は じ め に

有機化学反応と生きた細胞は，その環境（実験条件）の

違い（有機溶媒と水溶液）から長らく相容れないもの同士

であった．本稿では，近年可能となってきた細胞中のタン

パク質や糖鎖などの生体分子を「細胞を生かしたまま」効

率良く低分子有機化合物で修飾する方法を紹介する．この

方法は，クリック反応と呼ばれる水中でも高効率かつ高速

に進行する化学反応を応用したものであり，主にアジド

（アジド基：-N３を有する化合物）やアルキン（アルキニ

ル基：炭素―炭素三重結合を有する化合物，一般にアセチ

レンと呼ばれる）などの生体内には通常は存在しない官能

基を用いる．後半では，最近我 （々生物学者と有機化学者）

が開発した「ダブルクリック反応」（高度に歪んだ炭素―炭

素三重結合を二つ有するジイン化合物とアジドとの連続し

た二度のクリック反応）による簡便な生体分子の化学修飾

法について紹介する（図１）．

生体分子の化学修飾

生体分子の機能を解析する手段の一つとして，以前から

化学修飾法が用いられてきたが，特定の分子の特定の箇所

を修飾することは，未だ困難な課題として認識されてい

る．なぜならば，生体分子にはアミノ基やカルボキシル

基，システイン残基のチオール基など化学修飾可能な多様

な官能基が存在しているが，これら生体分子に普遍的に存

在する官能基を利用する方法では部位特異的な修飾が困難

だからである．そこで部位特異的な修飾を可能にするため

に，生体内には通常存在せず，生体内に存在する官能基と

はほとんど反応しないけれども，ある特定の相手とだけ，

しかも水中かつ室温付近の温和な条件下で反応可能な官能

基を人工的に生体分子内に導入する方法が用いられるよう

になった．このような特徴を備えた官能基は bioorthogonal

官能基と呼ばれ，アジド基やアルキニル基が代表的なもの

である．これらの官能基は小さく，ほぼ無極性で水素結合

を形成しにくいことから，生体分子に導入してもその機能

や構造特性を大きく変化させることはない．とくにアジド
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図１ ダブルクリック反応による Biologyと Chemistryの融合
二つのアジド化合物を Biologyと Chemistryに見立て，高度に
歪んだ炭素―炭素三重結合を二つ有するジイン化合物がそれら
を連結し，Chemical Biologyを生み出す様子を表している．
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基は，トリアリールホスフィン誘導体との Staudingerライ

ゲーション反応やアルキンとのクリック反応（後述）等の

有機化学反応により共有結合を介して繋ぐことが可能であ

る．すなわち原理的には，生体分子の特定の箇所にアジド

基（もしくはアルキニル基）を導入することができれば，

蛍光等の付加したい機能を持たせたアルキン（もしくはア

ジド）化合物と連結することで，生体分子の特異的な箇所

を修飾することができる．

クリック反応の台頭

アジドとアルキンを混合して加熱するとお互いが反応し

てそれぞれを連結できることは既に１９世紀後期には知ら

れていた．１９５０―６０年代に R. Huisgenらによってアジドと

アルキンの反応を含む１，３-双極子化合物による環化付加

反応が詳細に調べられたことから，この形式の反応は

Huisgen１，３-双極子環化付加反応と総称される１）（図２）．ア

ジドとアルキンの反応においては，他にどのような官能基

が共存していてもほぼアルキンとアジドのみが反応し，収

率良く１，２，３-トリアゾール環が得られ，余計な副生成物

が生じないという特徴を有している．本反応には多様な溶

媒を利用することができ，水中でも反応を行えるが，一般

に１００℃以上の加熱を必要とするため，生体分子の化学修

飾には適していなかった．ところが，２００２年に一価の銅

触媒（Cu（I））を用いることによりアジド―アルキン間の

Huisgen環化付加反応が１００万倍以上に加速し，室温でほ

ぼ１００％の収率でトリアゾール環を与えることが発見され

たことにより本反応が一気に脚光を浴びることになる２，３）．

事実これを契機として材料科学や創薬，さらには生物学と

言った多岐に亘る分野で，この反応が爆発的に利用される

ようになり，いまや Huisgen環化付加反応は，「クリック

反応」と象徴的に呼ばれる代表的な有機化学反応の一つと

なった．クリック反応とは，その提唱者で２００１年のノー

ベル賞受賞者である K.B. Sharplessの言葉に従えば，以下

のように説明される．

実験操作が非常に簡便で，目的生成物のみを高収率に与

え，水中を含むどのような条件下でも効率よく進行する上

に，どのようなタイプの分子でも互いに結合させることが

可能である．「クリック」という言葉は，あたかもシート

ベルトのバックルが「カチッと音を立てて（clicking）」つ

ながるように，この手法で二つの分子が簡単につながるこ

とを意味している４，５）．

生物実験においてとくに重要な点は，大多数の有機反応

の反応溶媒である「有機溶媒中」とは違い，クリック反応

が「水中」でも速やかに進行することである．言うまでも

なく，細胞やタンパク質等の生体分子は，ごく一部の例外

を除いて，有機溶媒中ではその活性を維持することが困難

だからである．銅触媒を用いたクリック反応はその有用性

から生物系の実験で多用されるようになり，蛍光性アジド

等，様々なクリック反応用の試薬が市販されるようになっ

た（後述）．しかしながら，この銅触媒を用いたクリック

反応は「生きた細胞」では使えないのである．なぜならば，

クリック反応に必要となる銅触媒濃度では細胞は死滅して

しまうからである．

銅触媒を用いないクリック反応の登場：

シクロオクチン誘導体の利用

銅触媒による細胞毒性を回避するため，２００４年に Ber-

tozziらは銅触媒を用いないクリック反応を開発した６）．シ

クロオクチン（三重結合を有する８員環化合物）とフェニ

ルアジドを混合するだけで環化付加体を与えることは，

１９６１年にWittigと Krebsが報告している７）（図３）．この反

応では，シクロオクチンの三重結合が大きく歪んでいるた

め，フェニルアジドとの反応による歪みの解消が駆動力と

なることで反応が自発的に進行し，触媒等を必要としない

と考えられる．Bertozziらはこれをヒントにして，シクロ

オクチンのビオチン誘導体を合成し，銅触媒非存在下でも

環化付加反応が進行し，アジド基を有する生体分子を修飾

できることを示した．

クリック反応による糖鎖の化学修飾

Bertozziらはさらに，蛍光性のシクロオクチン誘導体を

合成し，これを用いて細胞を生かしたまま細胞表面の糖鎖

図２ アジドとアルキンの Huisgen１，３-双極子環化付加反応
アジドとアルキンを混合して加熱するとお互いが反応し，収率
良く１，２，３-トリアゾール環が得られる．

図３ アジドとシクロオクチンの自発的環化付加反応
アジドとシクロオクチン（三重結合を有する８員環化合物）の
環化付加反応は，銅触媒の非存在下でも自発的に進行し，それ
ぞれを連結することが出来る．
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を修飾することに成功した８）．細胞表面には糖鎖が共有結

合した糖タンパク質（膜タンパク質等）や糖脂質が細胞膜

に組込まれた形で存在している．アジド基を有する単糖の

誘導体（アジド糖；図４）を細胞の培養液に加えることで，

この糖鎖に代謝的にアジド糖を取り込ませることができ

る．アジドマンノサミン誘導体（Ac４ManNAz；細胞膜を

通過させるために水酸基をアセチル化してある．アセチル

基は細胞内で（エステラーゼにより）加水分解される．図

４）を用いた場合には，細胞内でアジド基を持ったまま糖

が代謝され，糖鎖末端のシアル酸部位にアジド基が導入さ

れる．アジド糖が取り込まれた細胞の培養液に蛍光性シク

ロオクチン誘導体を数 µMの濃度で加えると，１０分以内

に糖鎖のアジド部位と環化付加反応を起こし，その結果，

細胞表面の糖鎖が蛍光標識される．この反応では不可逆的

な共有結合が形成されるため，細胞からタンパク質を抽出

したり，変性させたりしても標識が外れることはない．さ

らに本手法は，培養細胞系だけでなく，生きたゼブラ

フィッシュの胚発生段階での複合糖質のバイオイメージン

グ等にも適用可能であることが示されている９）．最近は，

反応性や水溶性を高めたシクロオクチン誘導体が次々と開

発されている．

ダブルクリック反応の開発

上記のようなシクロオクチン誘導体を用いたクリック反

応により，アジド基を導入した生体分子を化学修飾する方

法は，様々なバイオロジー研究において極めて有用なツー

ルとなり得る．実験上必要となるシクロオクチン誘導体を

容易に入手することができれば，汎用性が高い手法と言え

るであろう．しかし，蛍光色素をはじめ，機能性部位を有

するシクロオクチン誘導体を個々の実験目的に応じてオン

デマンドで合成するのは容易ではない．最近，いくつかの

シクロオクチン誘導体が市販されるようになったが（後

述），様々な用途に十分対応できているとは言い難いのが

現状である．これに対して我々は，１９７４年に Sondheimer

らによって初めて合成された，歪んだ炭素―炭素三重結合

を分子内に二つ持つジイン化合物に着目した（図１）１０）．す

なわち，このジインの持つ二つの高度に歪んだ炭素―炭素

三重結合の一方をアジド基を有する生体分子と，そしても

う一方を機能性低分子アジド化合物と反応させる二度のク

リック反応，いわば「ダブルクリック反応」を行うことを

考えた１１）．機能性アジドは上述したように多様なものが市

販されており，また，合成も容易である．そのため，ダブ

ルクリック反応が思惑どおり進行すれば多様な研究目的に

対応できると期待したのである．

我々はまず，有機溶媒（メタノール）中でジインと等量

の低分子アジドとの反応を試みた．当初我々は，ジインの

一方のアルキンのみが反応したモノイン化合物が中程度の

収率で得られるものと考え，それを次のアジド生体分子と

のクリック反応のプローブとして使用することを想定して

いた．しかし種々検討した結果，期待したモノインは全く

得られず，その代わりに二分子のアジドが反応したダブル

クリック生成物と原料のジインがほぼ同量ずつ得られるこ

とが分かった．このことは，モノインのアルキンがジイン

のアルキンよりもはるかに高い反応性を有することを示し

ている．実際，密度汎関数理論（DFT）法を用いてメチル

アジドとの反応における反応経路の計算（B３LYP／６-３１G

（d））を行ったところ，モノインとの反応のほうがジイン

との反応よりも活性化エネルギーが数 kcal／molほど低い

と見積もられた．このダブルクリック反応の効率は極めて

高く，どのようなアジドであっても二当量以上をジインに

対して加えるだけで二重環化付加生成物をほぼ定量的に得

ることができる．

ジインから，先に機能性モノインを合成することは難し

いことが分かったが，二種類の異なるアジド化合物の等量

混合物に対してジインを反応させた場合には，それぞれの

アジド由来のホモ二重環化付加体に加え，ジインを介して

二種類のアジドが連結したヘテロ二重環化付加体が中程度

の収率で得られた．そこで実用上は問題ないと考え，次に

図４ アセチル化アジドマンノサミン（Ac４ManNAz）の細胞内での脱アセチル化と糖
鎖末端のシアル酸部位への代謝的取り込み

細胞膜を透過させるため水酸基をアセチル化した Ac４ManNAzは，細胞内でエステ
ラーゼによる加水分解を受け，アジドマンノサミン（ManNAz）へと変換される．そ
の後，細胞内でアジド基を持ったまま糖が代謝され，糖鎖末端のシアル酸部位にアジ
ド基が導入される．
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我々は実際にアジド基を有するタンパク質をジインを介し

て低分子アジドと連結する実験を試みることにした．

ダブルクリック反応によるタンパク質の化学修飾

アジド基等の非天然官能基を有するタンパク質の調製方

法は幾つか知られているが，我々はダブルクリック反応に

よる化学修飾のモデル実験に HaloTagタンパク質を利用し

た．HaloTagタンパク質は，HaloTagリガンドと呼ばれる

長鎖クロロアルカン構造を有する低分子化合物と特異的に

反応して共有結合を形成する性質を有しているため，簡便

に望む官能基をタンパク質に導入することができる１２）．

我々は，アジド基を有する HaloTagリガンドを用いること

で，アジド基を導入した HaloTagタンパク質を調製した

（図５）．このアジドタンパク質に対して，蛍光性アジド化

合物およびジインを順次加えたところ，ダブルクリック反

応が期待した通り進行し，効率よく HaloTagタンパク質を

蛍光修飾することができた．この際，HaloTagタンパク質

は，ビーズに固定化した状態と，溶液中に浮遊させた状態

のいずれの場合でもダブルクリック反応により化学修飾す

ることが可能である．興味深いことに，ビーズに固定化し

たアジドタンパク質を用いた場合には，過剰のジインを反

応させた後，未反応のジインを洗い落し，その後蛍光性ア

ジドを反応させる段階的な修飾が可能であった．このこと

は，有機溶媒中における反応とは異なり，アジドタンパク

質とジインが反応して生成すると考えられるモノイン中間

体が一定時間安定に存在していることを示している．さら

に，浮遊状態のアジドタンパク質を用いた場合には，タン

パク質同士がジインを介して連結した二量体が生成する懸

念があったが，実際にはそのような二量化はほとんど進行

せず，浮遊タンパク質も同様に効率よく修飾できることが

分かった．これは，有機溶媒中における反応の場合と比

べ，用いているアジドタンパク質の濃度が著しく低いこと

とタンパク質間の立体障害が大きいためであると考えられ

る．以上のように，ダブルクリック反応により簡便にタン

パク質を化学修飾することができる．

ダブルクリック反応による生細胞表面糖鎖の化学修飾

ダブルクリック反応は，前述したアジド糖誘導体を用い

た生細胞表面糖鎖の化学修飾に利用することもできる．ア

ジド糖を取り込ませた細胞にジインを添加し，未反応のジ

インを除いた後，速やかに蛍光性アジドを加えることで，

細胞表面の糖鎖が蛍光修飾される１１）．蛍光性シクロオクチ

ン誘導体を用いた従来法との比較実験では，ほぼ同程度の

蛍光標識効率を示した１１）．

ダブルクリック反応に用いる試薬の入手方法

本稿で紹介したダブルクリック反応に用いる試薬等の入

手方法について紹介する．

図５ リコンビナント HaloTagタンパク質のダブルクリック反応による化学修飾
アジド基を有する低分子化合物 HaloTagリガンド（アジド HaloTagリガンド）を HaloTagタンパク質に共有
結合させることで，アジド基を有するタンパク質を調製する．その後，ジインおよび蛍光アジド化合物を順
次加えることでダブルクリック反応が進行し，それぞれが連結した蛍光タンパク質が得られる．
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試 薬 使用方法 製造元／販売元

糖鎖の化
学修飾

ア セ チ ル 化 N-ア
ジドアセチルガラ
クトサミン（Ac４Gal-
NAz），アセチル化
N-アジドアセチルグ
ル コ サ ミ ン（Ac４-
GlcNAz），アセチル
化 N-アジドアセチ
ルマンノサミン（Ac４-
ManNAz）

細胞培養液へ
の添加

Sigma-Aldrich
Invitrogen等

脂質の化
学修飾

アジドパルミチン酸
（１５-azidopentadeca-
noic acid），ア ジ ド
ミリスチン酸（１５-
azidopentadecanoic
acid），アジドファ
ルネシルアルコール
（farnesyl alcohol, az-
ide），アジドゲラニ
ルゲラニルアルコー
ル（geranylgeranyl al-
cohol, azide）

細胞培養液へ
の添加

Invitrogen

新規合成
タンパク
質の化学
修飾

L-azidohomoalanine アジドメチオ
ニン類縁体と
して翻訳時に
取り込まれ，
新規合成タン
パク質にアジ
ド基が導入さ
れる．

Invitrogen

p-azido-L-phenylalanine
３-azido-L-tyrosine

非天然アミノ
酸の in vitro
導入法

渡辺化学工業
BACHEM等

試 薬 使 用 方 法 製造元／販売元

リコンビ
ナントタ
ンパク質
の化学修
飾

HaloTag
SNAPタグ
CLIPタグ
ACP ／ MCP
タグ

融合タンパク質として
発現させた後，それぞ
れに特異的に共有結合
するアジド基導入低分
子化合物を結合させ
る．

Promega
New England

Biolabs

核酸の標
識

人工アジド
基導入塩基

プライマーとして合成
する際に，アジド基導
入塩基を組込む．

NGRL

試 薬 製造元／販売元

蛍光

Alexa Fluor４８８azide
Alexa Fluor５５５azide
Alexa Fluor５９４azide
Alexa Fluor６４７azide
等

Invitrogen
Click Chemistry Tools

ビオチン Biotin azide
Invitrogen
Click Chemistry Tools

HaloTag
リガンド

アジド HaloTagリガン
ド

問い合わせ先：プロメガ
（株）マーケティング部
Tel：０３―３６６９―７９８１
E-mail：mktg@jp.promega.
com

１）代謝的に生細胞内の生体分子へアジド基を導入するための

試薬

２）タンパク質や核酸の標識

３）各種アジド基導入プローブ

４）シクロオクチン誘導体（クリック反応）

ビオチンや蛍光色素が結合したシクロオクチン誘導体は

Click Chemistry Tools（http:／／www.clickchemistrytools.com／），

invitrogen（http:／／www.invitrogen.jp），SynAffix（http:／／www.

synaffix.com）から購入可能である．マレイミドや N-ヒド

ロキシスクシニミジルエステル誘導体等も取り扱ってお

り，これらに個々の実験に必要な修飾を加えることもでき

る．

５）Sondheimerジイン（ダブルクリック反応）

現在は市販されていないが，文献１０）に従い合成でき

る．

ま と め

水中，温和な条件下で速やかに進行するクリック反応の

台頭により，タンパク質等の生体分子の化学修飾が生細胞

においても可能になってきた１３）．近年，クリック反応以外

の反応形式に基づく生体分子の化学修飾法も多く開発され

ており，この分野の発展が著しい（テトラジン-トランス

シクロオクテン，浜地法，田中法など）．我々が新たに開

発したダブルクリック反応は，ジインを介して二つの異な

るアジド化合物を一挙に連結することができるため，アジ

ド基を導入した生体分子を任意の低分子アジド化合物によ

り簡便に化学修飾することができる．今後，生体分子の任

意の部位にアジド基を導入する手法のさらなる発展ととも

に本手法の有用性が高まり，これまで困難であった生体分

子の機能解析に役立つものと期待される．

謝辞
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業大学大学院理工学研究科 植草秀裕准教授ら，文献１１）

に記載の方々との共同研究により行われたものであり，感

謝の意を表します．
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