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研究成果の概要（和文）：カチオン性ペプチドを有する両親媒性 Ir 錯体の細胞死誘導メカニズムの解明を目指
したこれまでの研究を継続し、本研究では、Ir 錯体が細胞表面で作用する標的分子の同定を行った。具体的に
は、光反応性基であるジアジリンを導入したカチオン性 Ir 錯体を設計・合成し、Jurkat 細胞に作用させた後
にフォトアフィニティーラベリングを行った。プロテオーム解析の結果、カルシウム結合タンパク質であるカル
モジュリンがカチオン性 Ir 錯体の標的タンパク質の一つであることが示唆された。実際に、カチオン性 Ir 錯
体は、カルシウム-カルモジュリンと安定な複合体を形成できることが発光滴定実験により明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this work, we have continued the mechanistic studies of cell death 
induced by amphiphilic Ir complexes containing cationic peptides.  We designed and synthesized new 
cationic amphiphilic Ir complexes having photoreactive diazirine groups for photoaffinity labeling 
to identify the target molecules of the Ir complex.  A proteomic analysis of the products obtained 
by the photoirradiation of Ir complex with Jurkat cells suggests that the Ca2+-binding protein “
calmodulin (CaM)” is one of target proteins of the Ir complexes.  Indeed, cationic amphiphilic Ir 
complex forms a stable complex with the Ca2+-CaM complex, as evidenced by luminescence titration 
experiments.

研究分野： 生物有機化学、錯体化学
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様 式 Ｆ－１９－２ 

１． 研究開始当初の背景 
 
近年、がん細胞と正常細胞の細胞表面の電

荷の違いに着目したがん治療薬の開発が提
案されている（Schweizer, Eur. J. Pharmacol. 
2009, 625, 190）。例えば、カチオン性両親媒
性ペプチドである SVS-1 は、がん細胞表面
に強く結合し、種々のがん細胞に対して細胞
死を誘導する一方で、正常細胞や赤血球に対
して低い毒性を示した (Schneider, J. Am. 
Chem. Soc. 2012, 134, 6210)。カチオン性両親
媒性ペプチドの例を含め、カチオン性両親媒
性化合物のがん治療薬への応用研究が注目
されているが、化合物と細胞表面との相互作
用メカニズム、構造と活性の相関や細胞死誘
導メカニズムなど、活性発現に関わる多くの
現象に対する理解は未だ十分ではない。 
 

２． 研究の目的 
 
我々は、最近、KKGG (K：リシン、G：グ

リシン)テトラペプチドを配位子の 5’ 位に
導入したカチオン性両親媒性トリスシクロ
メタレート型イリジウム(Ir)錯体 1（図１）が、
生理条件下、+9 の電荷を有し、ヒト白血病 T 
細胞株である Jurkat 細胞に対して、がん細胞
選択的に細胞死を誘導することを報告した
(EC50 (50%効果濃度) = 16 M)(Bioconjugate 
Chem., 2015, 26, 857–879)。さらに、1 の細胞
死誘導メカニズムについて初期検討を行っ
た結果、「Ir 錯体 1 が、がん細胞表面に結合
すると、細胞内カルシウム (Ca2+) 濃度が増
大し、その後、細胞死が誘導される」ことが
示唆された。 
本研究では、光反応性基としてジアジリン

を導入した新規カチオン性両親媒性 Ir 錯体 
2 （図 1）を設計・合成し、Ir 錯体の細胞表
面の標的分子（例えば、Ca2+ が関与するチャ
ネルやシアル酸やヘパラン硫酸などが結合
した糖タンパク質）の同定を目的とする。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 配位子の 5’ 位にカチオン性ぺプチ
ドを導入した両親媒性 Ir 錯体 1 および光
反応性基を導入した Ir 錯体 2 
 
 
 

３． 研究の方法 
 

光反応性基であるトリフルオロメチルフ
ェニルジアジリンを KKKGG ペプチドの N 
末端側に導入した Ir 錯体（生理条件下での
総電荷: +9）を設計・合成した。続いて、Jurkat 
細胞に対して Ir 錯体 2 を添加し、フォトア
フィニティーラベリングおよびプロテオー
ム解析を行った。 
 

４． 研究成果 
 

ジアジリンを有し、リンカーの炭素数が 6 
のカチオン性両親媒性 Ir 錯体 2 を用いて、
フォトアフィニティーラベリングを行った。
まず、Jurkat 細胞に対して、Ir 錯体 (5.0 M) 
を添加し、4 oC で 1 時間インキュベートし、
細胞表面に作用させた後、5 分間 365 nm の
光を照射しラベル化を行った。続いて、膜タ
ンパク質抽出キット（インヴェント バイオ
テクノロジーズ）のプロトコールに従い、膜
タンパク質フラクションとサイトゾルのタ
ンパク質フラクションを得た。 
それぞれのフラクションに対して電気泳

動 (SDS-PAGE) を行い、発光検出およびクマ
シーブリリアントブルー（CBB）染色を行っ
た。図 2には、2 非存在下および存在下での
各のフラクションの SDS-PAGE の結果を示
した。Ir 錯体 2 を加えた条件での膜のフラ
クション（図 2a、レーン 3）では、主に 15-20 
KDa 付近に、Ir 錯体由来の発光による二つ
のバンド A と B が観察でき、それらのバン
ドは CBB でも染色された（図 2b、レーン 3）。
一方、2 存在下のサイトゾルのフラクション
では、Ir 錯体によってラベル化され発光する
タンパク質のバンドは観察できなかった（図
2、レーン 5）。 
次に図 2 に示す A および B のバンドを

切り出し、nano LC/MS/MS 解析を用いたプロ
テオーム解析を行った。 
これまでの実験結果から、カチオン性 Ir 錯
体が細胞に作用すると細胞内 Ca2+ 経路の活
性化を引き起こすこと、酸性タンパク質と相
互作用しやすいことが分かっており、それら
を踏まえてプロテオーム解析の結果を考察
した。その結果、上位に位置付けられた候補
タンパク質の中で、Ca2+ 結合タンパク質であ
り、等電点が 4.1 の酸性タンパク質であるカ
ルモジュリン (CaM) に着目した。一方、バ
ンド B の解析結果からは、Ir 錯体の標的分
子として有望なタンパク質を見出すことが
できなかった。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. Ir 錯体 2 存在下でのフォトアフィニ
ティーラベリング後の細胞溶解液から抽出
した膜タンパク質とサイトゾルのタンパク
質の各フラクションの電気泳動（SDS-PAGE）
の結果（a）ゲルの発光画像、（ｂ）ゲルの CBB 
染色画像   

 
 
CaM は、Ca2+ の結合によって構造変化が

誘起されると標的タンパク質に結合し、例え
ば、カルモジュリン依存性キナーゼやカルシ
ニューリンなどのホスファターゼ、細胞膜に
存在する  plasma membrane Ca2+-ATPases 
(PMCA) など様々なタンパク質の機能制御
に関わっている。さらに、Ca2+-CaM に結合
する標的タンパク質のペプチド部位は、カチ
オン性両親媒性 α-へリックス構造を有して
いることが知られている。これらの知見から、
我々は、カチオン性両親媒性 Ir 錯体の標的
分子として、Ca2+-CaM の可能性を考えた。 
そこで、実際に、Ca2+-CaM に対する Ir 錯

体 2 の親和性を HEPES 緩衝液 (pH 7.4) 中
で評価した。具体的には、Ca2+ 存在下、CaM 
に対する 2 の発光滴定実験を行った（図 3a）。
その結果、2 の発光強度が、CaM 濃度依存
的に増大し、約 1 当量のところで変化が飽
和したことから、2 が Ca2+-CaM に対して高
い親和性を示すことが分かった。 

Ir 錯体 2 に Ca2+-CaM が結合し増大した 
2 の発光強度は、Ca2+ のキレーターである 
EGTA を添加し、Ca2+-CaM から Ca2+ を除く
と再び減少した（図 3b）。さらに、2 の 
Ca2+-CaM との相互作用による発光強度の変

化は、Ca2+ と EGTA の添加によって可逆的に
変化した。発光滴定実験に加えて、Ca2+-CaM 
に対して Ir 錯体 2 を添加し光照射を行うと
ラベル化が進行したことからも両者の親和
性が支持された。 
以上の結果より、Ca2+-CaM が、カチオン

性両親媒性 Ir 錯体の標的分子の一つである
可能性が示唆された。 
 
 

 
図 3. (a) HEPES 緩衝液 (pH 7.4) 中、Ca2+ 
(0.17 mM) 存在下、Ir 錯体 2 (5.0 M) に対し
て CaM (0-2.5 equiv.) を滴定した際の発光ス
ペクトル変化 (b) Ir 錯体 2 (5.0 M) (plain 
curve)、2 + CaM (8.3 μM) + Ca2+ (0.17 mM) 
(bold curve)、2 + CaM (8.3 μM) + Ca2+ (0.17 
mM) + EGTA (0.34 mM) (dashed plain curve) 
の発光スペクトル 
 
 
これまで、1 や 2 に示すように、フェニ

ルピリジン配位子の 5’ 位にペプチドを導入
した一連の化合物を合成してきた。そこで、
カチオン性ペプチドの導入位置を 5’ 位から 
4’ 位に変えた 3a-d （図 4）について、Jurkat 
細胞に対する細胞死誘導活性を MTT アッ
セイによって評価した (3a: EC50 = 29 M, 3b: 
EC50 = 5.0 M, 3c: EC50 = 2.4 M, 3d: EC50 = 
34 M)。その結果、炭素数 6 および 8 を有
する 3b、3c は Jurkat 細胞に対して高い細胞
死誘導活性を示し、その活性は、5’ 位にペプ
チドを有する 2 (EC50 = 16 M) よりも高か
った。細胞死誘導活性における Ir 錯体の適
切なリンカー長は、5’ 位にカチオン性ペプチ
ドを導入した Ir 錯体の場合と同様、炭素数 
6 もしくは 8 であった。また、細胞死誘導
メカニズムの新たな知見として、1 や 3b は、



細胞死誘導過程においてミトコンドリアに
局在していることが示唆された。さらに、ジ
アジリンを導入した 4 を Jurkat 細胞に添加
しフォトアフィニティーラベリングを行っ
たところ、2 の場合と同様に、CaM が標的
分子の一つであることが示唆された。 
 
 

 
 

図 4. 4’ 位にカチオン性ペプチドを導入した 
Ir 錯体 3 および光反応性基を導入した Ir 
錯体 4   
 

 
本研究において、我々は、カチオン性 Ir 錯

体が作用する細胞表面の標的分子の同定に
取り組み、新たなフォトアフィニティープロ
ーブ 2 および 4 を設計・合成した。両者を
用いてフォトアフィニティーラベリングお
よびプロテオーム解析を行った結果、CaM 
がカチオン性 Ir 錯体の標的タンパク質の一
つであることが示唆された。今後、さらなる
詳細な検討を行うことで、Ir 錯体の細胞死誘
導メカニズムの核心に迫っていきたい。 
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