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研究成果の概要（和文）：高いin vivo抗腫効果を発揮するテトラゾラト架橋錯体の構造活性相関を構築するために、
テトラゾール5位に様々な置換基を導入した誘導体22種を新たに合成した。これらは高い細胞毒性を発揮し、シスプラ
チンに対する交叉耐性も克服していた。これらの錯体のJFCR39に基づく細胞毒性フィンガープリントは、他の制がん剤
のそれらとは全く異なるものであった。テトラゾラト架橋錯体は、DNAの二次構造変化と高次構造変化を引き起こす。
これらの構造変化は白金制がん剤で観察されることはなく、テトラゾラト架橋錯体は、DNAとのユニークな相互作用に
起因する新たなメカニズムによって細胞を死に至らしめていると推定した。

研究成果の概要（英文）：To construct a structure-activity relationship, twenty-two derivatives of highly 
in vivo anticancer-active tetrazolato-bridged dinuclear platinum(II) complex were synthesized with 
variable substituents at tetrazolate C5. Most derivatives were found to be highly in vitro cytotoxic and 
to circumvent cross-resistance to cisplatin, which is the representative of platinum-based drugs. In 
addition, the cytotoxicity fingerprints of some derivatives based on the JFCR39 cytotoxicity data were 
completely different from those of clinical platinum-based anticancer drugs, as well as other anticancer 
agents. The terazolato-bridged complexes efficiently induce B to C DNA transformation of calf-thymus DNA 
and compaction of T4 phage DNA. The second- and higher-order structural changes cannot be observed in 
case of platinum-based drugs. Therefore, tetrazolato-bridged complexes are likely to exhibit cytotoxicity 
with a novel mechanism of action probably due to the unique interactions with DNA.

研究分野： 生物無機化学
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１．研究開始当初の背景 
シスプラチン（図 1 左）に代表される白金制
がん剤は、共有結合性 DNA 付加物を形成す
ることによって、薬理効果を発揮すると考え
られている。研究代表者らは、シスプラチン
とは異なる DNA 付加物を形成する白金錯体
を分子設計することによって、従来の白金製
剤が奏功しないがん腫にも著効を示す制が
ん剤を創出できると推定した。実際に、新奇
な構造を有するテトラゾラト架橋白金(II)二
核錯体（図 1 右; 以下テトラゾラト架橋錯体）
を分子設計したところ、テトラゾラト架橋錯
体は、膵がんに対して顕著な in vivo 抗腫瘍効
果を発揮した。 
 
 
 
 
 

 

図１ 白金制がん剤シスプラチン（左）とテトラゾラト

架橋錯体（右） 

２．研究の目的 
本研究の目的は、化学療法に対して感受性が
低いがんにも効果を発揮する次世代治療薬
を創出することと、その制がんメカニズムの
一端を解明することである。膵がんに対して
顕著な in vivo抗腫瘍効果を発揮するリード化
合物を基盤に、新たな誘導体を分子設計し、
副作用の軽減と更なる薬理活性の向上を図
る。また、制がん作用を初動する DNA との
結合様式を詳細に調べ、新たなファーマコフ
ォアの発見を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1) 構造活性相関 
様々な官能基をテトラゾラト架橋錯体のテ
トラゾール 5 位に導入し、以下の分子式で示
される誘導体を合成した。  
[{cis-Pt(NH3)2}2(μ-OH)(μ-5-R-tetrazolato-N2,N3
)]2+ (R = (CH2)n CH3 (n = 0 – 8, Alkyl 型錯体), R 
= (CH2)aCOO(CH2)bCH3 (a = 0, 1, b = 0 – 2, 
Ester A型錯体), R = (CH2)xOCO(CH2)yCH3 
(x = 1, 2 , y = 0 – 2, Ester B型錯体）), R = 
(CH2)aCOO- (a = 0, 1, Carboxylate ion型錯体), 
R = (CH2)xOH (x = 1, 2, Alcohol型錯体）)  
新たに合成された錯体は、 1H-、 13C- 、
195Pt-NMR および質量分析によって帰属され
た。これらの錯体について、ES-2（ヒト卵巣
がん細胞株）、H460（ヒト非小細胞肺がん細
胞株）、A2780（ヒト卵巣がん細胞株）および
A2780cis（A2780 シスプラチン耐性株）に対
する in vitro 細胞毒性を明らかにした。また、
リード化合物である[{cis-Pt(NH3)2}2(μ-OH) 
(μ-tetrazolato-N2,N3)]2+（5-H-Y）について、39
種類の異なるヒトがん細胞株パネルから得
られるフィンガープリントを用いて、制がん

メカニズムの推定を行った。 
 
(2) DNA との相互作用様式 
DNA との相互作用様式は、二次構造変化（仔
牛 DNA、CD スペクトル）および高次構造変
化（T4 phage DNA、蛍光顕微鏡および電子顕
微鏡）に分けて観察を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 構造活性相関 
全ての細胞株において、ほとんどの新規テ
トラゾラト架橋錯体は、シスプラチンより
も数倍から数十倍高い in vitro 細胞毒性を
示し、活性を示さないごく少数の誘導体を
除く全ての錯体において、シスプラチンに
対する交叉耐性の克服が確認された。Alkyl
型錯体の場合、メチレン基数 n = 0 – 4 の
誘導体では炭素鎖の伸長に伴って細胞毒性
が低下する。逆に、n = 4 – 8 の誘導体では
炭素鎖の伸長に伴い、穏やかではあるが細
胞毒性が向上するという傾向が得られた。
Ester A型錯体は、有効な活性を示したが、そ
のけん化誘導体である Carboxylate ion 型錯
体は、ほとんど活性を示さなかった。Ester B
型錯体およびそのけん化誘導体のAlcohol型
錯体の活性は非常に高かった。Ester B 型錯
体はテトラゾール側のメチレン基数 (x) が小
さく末端側のメチレン基数 (y) が大きい場合
に活性が増大し、Alcohol型錯体はメチレン基
数 (n) が大きくなると活性が増大するという構
造活性相関も得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 39 種類の異なるがん細胞パネルから得られた
5-H-Y（左）、シスプラチン（中央）およびオキサリプラ
チン（右）のフィンガープリント。 

また、がん細胞パネルを用いた実験から得ら
れた 5-H-Y のフィンガープリント（図 2）は、
従来の白金制がん剤とは明らかに異なるだ
けでなく、5-H-Y と相関の高いフィンガープ
リントを有する制がん剤は、データベース中
に存在しなかった。このことから、5-H-Y は
全く新しい制がんメカニズムで細胞を死に
至らしめている可能性が示唆された。 
 
(2) DNA との相互作用様式 
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テトラゾラト架橋錯体の添加によって DNA
の二次構造と高次構造が著しく変化するこ
とが確認された。以下に、Alkyl 型錯体 (n = 0 
- 8) を例に取り、これらの詳細について述べ
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 濃度の異なる Alkyl 型錯体（n = 0 - 8）共存下で測
定した仔牛胸腺 DNA の CD スペクトル 

炭素鎖長の異なる Alkyl 型錯体の混合濃度を
変化させながら仔牛胸腺 DNA の CD スペク
トルを測定すると、280 nm 付近の正のコット
ン効果の著しい減少が観測された（図 3）。こ
のスペクトル変化はB型DNAからC型DNA
への構造変化に起因している。高濃度の塩化
ナトリウム溶液を加えると、元の B 型と同じ
スペクトルが得られることから、白金錯体と
リン酸基の静電的な相互作用によってこの
二次構造変化が引き起こされたと推定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 5-H-Yを添加した際にT4 phage DNAが凝縮する様
子（蛍光顕微鏡図（左）と電子顕微鏡図（右端））。 
 
一方、テトラゾラト架橋錯体のリード化合物
である 5-H-Y は、T4 phage DNA を非常に高
効率に凝縮させることが報告されている。こ
の凝縮現象は、蛍光顕微鏡および電子顕微鏡
を用いた観察によって明らかになった（図 4）。
例えば、スペルミジンが 5-H-Y と同様の DNA
凝縮を引き起こすためには、5-H-Y の 20 倍の
スペルミジン濃度が必要となる。5-H-Y によ
る DNA 凝縮は、二次構造変化と同様に拡散
律速の相互作用によるものと推定されるが、
高濃度塩を加えても解消されないことから、
静電的な相互作用とは異なる比較的強い相
互作用によって引き起こされる現象である
と考えられる。Alkyl 型錯体についても同様
の蛍光顕微鏡観察を実施した結果、メチレ
ン基数 n = 0 – 3 の誘導体では炭素鎖の伸
長に伴って凝縮能が低下した。一方、n = 3 
– 8 の錯体では逆に、炭素鎖の伸長に伴い
凝縮能が向上した（図 5）。この傾向は、
Alkyl 型錯体のミセル形成能（図 6）と相関

があり、短いアルキル鎖と長いアルキル鎖を
有する錯体で細胞毒性の傾向が異なるのは、
このことに起因しているのかもしれない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 Alkyl 型錯体の濃度と T4 phage DNA の高次構造変

化。 
 
 
 
 
 
 
図 6 Alkyl 型錯体（n = 7）のミセル（左）およびミセル

と凝縮したT4 phage DNAの電子顕微鏡写真（中央、右）。 
 
図 7 に示したように、テトラゾラト架橋錯
体は、リン酸基との静電的な相互作用によ
って DNA の二次構造変化を引き起こす。
また、テトラゾラト架橋錯体のプロトタイ
プである[{cis-Pt(NH3)2}2(μ-OH)(μ-pyrazo- 
lato)]2+がマイナーグルーブに強く結合する
こと（図 6 下）、およびテトラゾラト架橋錯
体のマイナーグルーブ結合を示唆する二次
元 NMR データ（NOESY）が得られている
ことから、テトラゾラト架橋錯体による高
次構造変化は、同様のマイナーグルーブ結
合によって起こると推定される。これらの
相互作用は、テトラゾラト架橋錯体に特有で、
シスプラチンに代表される白金製剤には見
られない様式である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 テトラゾラト架橋錯体は、二つの異なる非共有結
合性相互作用によって DNA の構造変化を引き起こす。
プロトタイプである[{cis-Pt(NH3)2}2(μ-OH)(μ-pyrazola- 
to)]2+ （AMPZ）はマイナーグルーブに強く結合する（下、
X 線結晶構造）。 

 
つまり、シスプラチン耐性がん細胞に対す
るこれらの錯体の有効性や、がん細胞パネ
ルから推定されるユニークな制がんメカニ
ズムは、DNA との新奇な相互作用様式の違
いに起因すると推定される。本研究で構築
された構造活性相関は、次世代がん治療薬
の創成に大きく寄与すると考えられる。 
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制がん tetrazolato 架橋白金(II)二核錯体の構
造活性相関と細胞内取り込み 
第 4 回 メタロミクス研究フォーラム 
20141107-20141108 西東京市 
 
⑱植村雅子，米山弘樹，土屋考弘，星山美有，
古川絢子，樋口善博，春沢信哉，米田誠治 
テトラゾール 5 位に置換基を導入した制が
んテトラ ゾラト架橋白金(II)二核錯体の細胞
内取り込みと構 造活性相関 
日本薬学会 第 135 年会. 
20150325-20150328 神戸市 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.suzuka-u.ac.jp/achievements/41_pp/p
p_komeda.pdf 
 
http://www.asahi-net.or.jp/~ij4s-kmd/index.html 
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