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研究成果の概要（和文）：金属イオンと有機物が結合した金属錯体は、さまざまながんへの抗がん剤として実用
化されている。抗がん剤の開発において、プロドラッグを選択的にドラッグに変換し、かつ細胞選択的に作用さ
せることは重要な課題である。本研究課題では、pH応答性と光応答性を併せ持つルテニウム錯体について、抗が
ん剤への展開を試みた。本研究で用いたルテニウムピラゾール錯体は、pH 7を境に光反応性が大きく変化し、正
常細胞とがん細胞間で反応性が異なりうることが示唆された。錯体の肺がん細胞に対する抗がん活性を調べた結
果、光照射下において、10-8 Mという極めて低濃度においても抗がん活性を有することが分かった。

研究成果の概要（英文）：Metal complexes have been used commercially as anticancer agents. In the 
development of metallodrugs based anticancer agents, increase of cell selectivity is one of the 
important points. In this study, we developed polypyridyl ruthenium complexes, which are both pH- 
and photo-responsive into anticancer agents. The photoreactivity of ruthenium pyrazole complexes 
changed significantly after pH 7, suggesting that the reactivity may differ between normal cells and
 cancer cells. The anticancer activity of the complex against lung cancer cells (A549) was also 
investigated, and it was found that the complex had anticancer activity even at a very low 
concentration of 10-8 M under photoirradiation.

研究分野： 錯体化学

キーワード： ルテニウム　光配位子置換反応　抗がん剤　光反応　光異性化　メタロドラッグ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんは死因の約半数を占めるだけでなく、壮年期においても主要な死因の一つであり、画期的ながんの治療法が
模索されている。シスプラチンに代表される金属錯体由来の抗がん剤は、DNAに金属が直接結合するために活性
が高いものの、副作用が大きいことが知られている。本研究課題では、光応答性とpH応答性を併せもつ金属錯体
を用いて、がん細胞が存在するpH領域で、抗がん活性のある金属錯体種に変化しがん細胞を細胞死させる反応系
の構築を目指した。得られた金属錯体は、光照射によって抗がん活性が増加し、10-8 M という極めて低濃度で
肺がん細胞に対する毒性を示すことが見出され、光駆動型の抗がん剤としての応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

がんの薬物療法において、副作用を抑え、かつがん細胞選択的な抗がん剤を開発することは喫緊
の課題である。がんの治療において、光刺激によってがん細胞の細胞死を引き起こすことができ
れば、遠隔刺激によって腫瘍を取り除くことができる。光刺激によるがん治療方法として、金属
錯体の光配位子置換反応が着目されてきた。光配位子置換反応とは、光刺激によって配位子が光
解離し、溶媒分子などと置換する反応である。ルテニウム錯体は熱的に極めて安定である一方、
適切な分子設計によって光配位子置換反応を制御することができる。この光配位子置換反応を
利用して、数多くの光駆動型の抗がん剤の研究が報告されてきたが、既報の錯体には正常細胞お
よびがん細胞の選択性はないという根本的な課題が残されていた。 

研究開始当初の時点において、我々は錯体の光配位子置換反応において、配位子間の分子内水素
結合が光安定性を決定する重要な因子であることを予備的に見出した。単座配位子（ピラゾール）
間の分子内水素結合の有無により、光安定性は 10 万倍の差があることを見出した。本課題では、
がん細胞と正常細胞中での pH の違いに着目し、本研究では、がん・正常細胞の pH の違いと、
ルテニウム錯体の光反応性を利用した外部環境応答型の抗がん剤の開発を目指した。 

 

 

２．研究の目的 

本研究課題では、pH により光反応性が制御できるルテニウム錯体を細胞選択的な抗がん剤へ展
開することを主たる目的とした。具体的には、分子内水素結合を pH によって制御できるルテニ
ウムピラゾール錯体を用いて、錯体の光反応性を化学的手法で評価し、抗がん剤としての評価を
細胞中で行うこと目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 分子ライブラリ作成 分子内水素結合を有する一連のルテニウムピラゾール錯体の合成を
行い、NMR, 単結晶 X 線構造解析により、金属中心の構造および分子内水素結合などの構造
情報を得た。紫外可視吸収スペクトル測定により、錯体の pKa を決定した。 

(2) 溶液中での反応性評価 合成した錯体の光反応性を水溶液中で評価した。種々の pH 下にお
いて水溶液を調製し、LED 光照射下で紫外可視吸収スペクトルの測定を行った。また、光照
射に伴う一重項酸素の定量は、1,3-diphenylisobenzofuran を用い評価した。 

(3) 細胞中での評価 一連の錯体について、研究分担者と共同して抗がん剤としての評価を行
った。具体的には暗所および光照射下での錯体の活性評価を行った。分担者と共同して、肺
がん細胞(A549)を対象に細胞生存率の濃度依存性、光依存性を評価した。 

 
４．研究成果 
(1) ルテニウムピラゾール錯体の合成と同定 
図１に示すような一連の錯体を合成した。ピラゾール錯体については、4 位にクロロまたは、ニ
トロ基を導入した錯体を新規に合成した。ニトロ基を有する錯体については、電子吸引性のニト
ロ基の影響により、中性付近では双方のピラゾールの N-H プロトンが脱プロトン化するため、水
溶液への溶解性が悪く、研究の対象としなかった。一方クロロ基を持つ錯体 2a は pKa1 が約７と
中性付近で脱プロトン化を示した。錯体 1b については、単結晶が得られたため単結晶 X 線構造
解析を行った。この結果、錯体 1b は 4-クロロピラゾール間で同一平面を形成し、N-H…N 分子
内水素結合を形成していることが示された。ピラゾール錯体の合成を研究する中で、分子内水素
結合を持つ錯体は、従来の熱合成ではなく、光反応でも得られることが実験的にわかった。(M. 
Hirahara et al., Inorg. Chem., 2021) 

 
図１．本研究課題で合成および抗がん活性を評価した錯体 



(2) 錯体の光反応性評価 
これらのピラゾール錯体 1a および 2a は双方ともに水溶液中で容易に光解離を示した。一方、
脱プロトン化により生成する 1b および 2b の光配位子置換反応の反応速度は遅くなった。特に
中性付近に pKaをもつ錯体 2a は pH =3.8 で = 0.042 であるのに対し、pH =7.0 で  = 0.0065, 
pH =7.4 で  = 0.0043 と中性付近で大きく減少した。錯体 3 はｐH を変えても光反応量子収率
に変化はなかった(図 2)。錯体 2a の光配位子置換反応を 1H NMR により評価した結果、光照射に
伴いフリーのクロロピラゾールのピークがあらわれ、選択的なクロロピラゾールの光解離が確
認された。 
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図 2. 水溶液中における錯体 1 (blue), 2 (red), 3 (black)の光配位子置換反応量子収率()の

pH 依存性。光源：青色 LED ( = 470 nm, 14 mW cm-2). 

 

(3) 錯体の抗がん活性評価 

肺がん細胞(A549)に対する、一連のルテニウムピラゾール錯体(1a, 2a)、シスプラチンおよび

錯体 3 の抗がん作用を、暗所および可視光照射下において実験的に評価した(図 3)。光源にはハ

ロゲンランプを用い細胞に 10 分間の光照射を行い、その後４０時間培養した。錯体 1〜3 とシ

スプラチンの活性については、半減期阻害濃度（IC50）および Photocytotoxicity Index（PI）

により評価した。錯体 1a の A549 に対する IC50は 43 ± 3 M 程度であり、既報のルテニウム錯

体と同等の活性であった。錯体 1a の活性は、光照射下でわずかに向上し、IC50 =12 ± 2 M と

なった。ピラゾールにクロロ基を導入した錯体 2a は、A549 細胞に対してこれまでにない高い活

性を示した。暗所では、2a の IC50（0.44 ± 0.07 M）は 1a よりはるかに低く、10-7 M オーダー

の活性を示した。さらに、可視光照射下で活性は約 7 倍上昇し、IC50は 0.060 ± 0.016 M であ

った。この数値は既報の文献と比較しても極めて高い活性あった。2a を添加した後、細胞の周

囲に細胞破片が観察され細胞のアポトーシスが起こっていることが示唆された。細胞アポトー

シスについては、ヒストン複合体化 DNA 断片の免疫化学的測定により評価した。暗所での試料で

は、錯体の濃度が高くなるにつれて吸光度がわずかに上昇した。一方、光を照射したサンプルで

は、吸光度の明確な増加が観察され、細胞死は主にアポトーシスから生じていることが示された。 

 

図 3. Cytotoxicity dose responses of metal complexes toward A549 cells: (A) 1a; (B) 2a; 

(C) 3; and (D) cisplatin. Dark conditions (black line), irradiated samples, 10 min with 

halogen lamp > 340 nm light (red line) (n = 3) 

 

次に錯体 2a の高い抗がん活性について、追加実験を行った。一般的にルテニウム錯体を用いた

抗がん剤研究において、細胞毒性は光配位子置換反応による金属の DNA に対する配位、または一

重項酸素の生成によって生じることが知られている。本課題では、一重項酸素の生成を検証する

ために、1,3-diphenylisobenzofuran を用い評価した。参照物質として用いたトリス(2,2’-ビ

ピリジン)ルテニウムでは、LED 光照射後すぐに一重項酸素の生成が確認された一方、本研究で

用いた錯体 2a からは一重項酸素の生成はほとんど見られず一重項酸素生成量子収率はトリス
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(2,2’-ビピリジン)ルテニウムの 20 分の１程度であった。次に、錯体の脂溶性を評価するため

に、水-オクタノール分配係数を測定した。この結果、錯体は脱プロトン化によって、錯体全体

の電荷が 2+から 1+となり脂溶性が大きく増加することが分かった。以上の結果から錯体 2a の

高い活性は(a)中性付近での脂溶性増加に伴う細胞膜透過性の増加 (b)選択的な光配位子置換

反応 によって達成される結果が示唆された。 

 

(4)外部刺激応答性錯体を用いた分子認識と DNA 部分構造への反応性制御 

ピラゾール錯体に加えて、三座―非対称二座配位子を有するルテニウム錯体について刺激応答

性と反応性評価を行った。図 4 に示す錯体は、外部刺激に応用してアルキル鎖の配置が変化す

る。この特性に着目し、刺激応答に伴うホストゲスト挙動と、DNA 部分構造（9－エチルグアニ

ン）との反応性評価を行った。 

 

図 4.錯体 4 の光異性化反応と熱異性化反応 

 

錯体 4 とホスト分子(, , -シクロデキストリン)とのホストゲスト錯形成挙動を滴定実験に

より評価した。この結果、proximal-4 と -CD について Job plot を作成すると、比率 0.5 にお

いて、極大値が見られた。1H-1H ROESY を測定した結果、錯体上のプロトンと CD空孔内の C-Hプ

ロトンの間でクロスピークが観測された。この結果から proximal-4 と-CD は図 5 のようなモデルで 1:1

包接化合物を作ることが示唆された。proximal-4 は-,-CD に対する結合定数は小さい一方、-CD

に対しては比較的高い選択性を有していた。 次に-CD 存在下で proximal-4の異性化を繰り返す実

験を行った。proximal-4 の-CD を含む溶液中において、遊離した proximal-4 と-CD が包接してい

る proximal-4は 18 : 82の割合で存在していた。光照射による proximal-4の光異性化に伴って、溶

液中のホストフリーの proximal-4 と distal-4 の総量が 34 %に増加した。次に、溶液を暗所下で加熱

すると光照射前の溶液の組成に戻った。このような組成の変化は複数回繰り返すことが可能であり、再

現性良く制御することができた。これらの結果は、機能を付与したホスト-ゲスト反応系の確立を支持する。

(M. Hirahara et al., Dalton Trans. 2022) 
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図５． Changes in the concentrations of free proximal-4 (green), proximal-4 ⸦ γ-CD 

(red), free distal-4 (blue), and distal-4 ⸦ γ-CD (magenta) upon external stimulation. 

 

また、錯体 4 は DNA の部分構造である、9-エチルグアニンと反応においても外部刺激応答性を

示した。反応場であるルテニウムアクア錯体近傍にキノリン部位がある proximal-4 については、

アクア配位子とキノリン部位の立体反発によりアクア配位子が脱離し、6 x 10-4 s-1で 9-エチル

グアニンとの反応を示した。一方、異性化した distal-4 についてはアクア配位子とエーテルの

酸素原子との間に分子内水素結合があるために、アクア配位子の脱離が遅く、9-エチルグアニン

との反応速度は proximal型の異性体と比べて一桁小さかった(図 6))。この結果は、刺激応答性

材料、メタロドラッグ、分子認識などの設計に寄与すると期待できる。(M. Hirahara et al., 

submitted) 

 

 



 
 

図 6.錯体 4 の異性体間での 9－エチルグアニンとの反応性の違い 
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