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Ø Azide, Phosphine 以外の bioorthognal reaction（function group） 

 アルケンに対してアジド/テトラジン（インバースディールスアルダー）/1,3-双極子
付加 / メタセシス(Ru) などを反応させるものが有ります。また、ジスルフィド結合
を作る反応や鈴木宮浦クロスカップリングなどをタンパク質に対して行っている例も

あります。しかし、これらはまだ細胞アッセイできる段階まで進んでおらず、
bioorthogonal reaction と呼んでよいのか現時点では疑問です。（そうした理由からセ
ミナー中では Staudinger ligation と Click chemistry に絞りました） 

 
Ø Bioorthogonal な反応は狙って作れるものなのか 
Ø このような Bioorthogonal reaction は今後新たに別のものが見つかってくると思う

か？見つかりそうならどのようなもの（何と何をくっつけるもの）が考えられるか？
また、見つからないとしたらどのような理由からか。探すにあたって何が一番難し
いか。 

  
 ２点まとめてお答えします。今回取り上げた Staudinger ligation は、（元々の
Staudinger reaction があったにせよ）最初から bioorthogonal 的応用を目指して反応

開発されてきたと私自身は推測しており、その点ではこのように「狙って」反応を作る
のは可能であると思います。その一方、今回調べている過程で「bioorthogonal になり
そうでまだなっていない」と言えるような反応が無数に見つかっています。これらの反

応は「温和な条件でタンパク質に対して反応をかけているが、bioorthogonality が低く、
選択性が低そうである」「bioorthogonality は担保されていそうだが、生体への応用性
が難しそうである（ex. クロスカップリング etc.）」の大体どちらかに分類されます。

Bioorthogonal 化への一番の困難さはこれら両方を同時にクリアすることにあると考
えられます。しかし、candidate は沢山あるのでアジドーホスフィン（アルキン）の組
み合わせに匹敵するようなものがいつかは見つかってくるのではないでしょうか。個人

的には、メタセシスかカップリングが案外いいところまでいくのではないかと思ってい
ます。 
 



Ø Bioorthogonal reaction の問題点や克服すべき課題は何か。今ある反応を如何に応
用していくかを考えればいいのか、それとも新たな反応を開発する必要があるのか 

 基本的には、今回お示ししたように既にある反応を応用しているケースが多いですし、

新たな反応を開発するよりは既存の反応を利用して基質の導入法と生体への許容性を
改善するほうが効率的であるように思います。（新たな反応を開発しても結局この２つ
を optimize ことになると思うので。）問題点としては、metabolic pathway で導入で

きる分子骨格には限りがあるということがやはり最大の問題として挙げられます。 
 
Ø 反応生成物は最終的に生体内にとどまり続けるのか？それとも代謝されて排出され

るのか？とどまり続けた場合の長期的な毒性は？ 
 調べた限りではそこまでやっている系は見当たりませんでした。割と直ぐ解剖してし
まっているので、長期的なことについても分かりません。推測ですが、標識して直ぐに

解剖することが前提の系なのでそういう観点からの研究はしてないのではないかと思
います。 
 

Ø ガン細胞などへのイメージングの応用はあるのか 
 この系ではまだ実現されていませんが、企図されてはいます。 
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Ø non-native な官能基を標的とする今回のシステムと、native な官能基を標的とする
システムと比べてどちらが有効なのか。 

 Bioorthogonality 自体は前者のほうが高いと思いますが、生体許容性や反応性等ひっ

くるめるとケースバイケースだと思うので一概には言えないと思います。 
 
Ø Bertozzi はこれからこの手法をどういうことに応用していこうとしているのか。最

終的に何を目指しているのか。 
Ø Cell surface のイメージングをして何ができるのか 
 Staudinger ligation の細胞応用を発表した paper で、Bertozzi は 

 Applications of this reaction include the chemical construction of new 
glycosylation patterns on cells, new approaches to tumor cell targeting, and novel 
receptors for facilitating viral-mediated gene transfer. 



と述べています。Bioorthogonal reaction という chemistry の手法を用いることで、
人工的細胞修飾・疾患への新たなアプローチを開拓すること、などを目指しているよう
に読めます。 

Saxon E. ; Bertozzi C. R. Science, 2000, 287, 2007. 
 
 

Ø 蛍光パーツ（FITC など）は細胞に影響ないのか 
「影響ない」の定義が難しいところですが、細胞生物学的には live imaging も含め
て割と汎用性のある手法なので比較的影響がないと言えると思います。 

 
 
Ø マンノサミンはどんな細胞に特異的にくっつくのか 

 細胞一般にある、細胞表面の糖鎖合成経路に取り込まれるので、多寡はあれマンノサ
ミン自体はどの細胞の表面にもあります。しかし、Ac4ManAz は肝臓で代謝されるこ
と、また腎臓と心臓は UDP-Glc Nac 2-epimerase (Ac4ManAz と競合する糖である

ManNAc を分泌する)が少ないこと、これらの理由により心臓・腎臓・肝臓が濃く標識
されます。 
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Ø DIFO と BARAC の効果のメカニズム 

Ø BARAC>DIFO となる理由 
 
発表スライドの Appendix（37 ページ以降）に載せたので詳しくはそちらをご参照

ください。DIFO はフッ素基を導入することで電子的要因から HOMOのエネルギー
準位が高く LUMOのエネルギー準位が低くなっており、そのため活性化エネルギー
が少ない、という説明がなされています。また、BARAC はシクロオクチンの歪み角

が要因となって反応速度が上がっています。電子的要因よりも歪み角の立体的な要
因が勝った結果、BARAC のほうが速くなると考えられます。 
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Ø DIFO, BARAC の合成経路 
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Ø Cu(Ⅰ)の毒性を下げて生体に応用している例はないのか 
リガンドを開発することで毒性を下げ、細胞へ応用している例があります。代表的
なものを以下に示します。 
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Ø [24] DIFO k=0.076 /M sec より反応速度の大きいアルキンは他にもあるが、何故
DIFO がその後の研究（スライド 25 以降）に用いられたのか 
詳細な記述は見当たりませんでしたが、溶解性や毒性などの反応性以外のファクタ

ーがあったのではないかと推測されます。 
 
Ø [27] Fig. I~N 中央の矢印の意味 

 ゴルジ体表面に取り込まれた蛍光分子の発光の様子を示しています。 


