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研究成果の概要（和文）： 

種々の混合配位子金属錯体や複核金属錯体を合成し、それらの錯体とＤＮＡとの結合構造の
解析、および結合親和性やＤＮＡ切断活性の評価を行った。その結果、金属錯体の複合化がＤ
ＮＡとの相互作用を効率的に強め、切断活性を増大させること、さらに、一部の錯体は新しい
抗癌作用を示すことを見出した。また新たに、錯体修飾ＤＮＡコンジュゲートを合成し、プロ
テインスプライシング反応を利用した効率的なＤＮＡ一塩基多形検出の手法を開発した。 
 

研究成果の概要（英文）： 
We have synthesized various mixed ligand and multinuclear metal complexes and analyzed 

the DNA binding structures、 evaluating the DNA binding affinity and the cleavage activity. 
The results indicated that the composite metal complexes strengthened efficiently the 
interaction with DNA and enhanced the cleavage activity. In addition、 some of the 
complexes have been found to show a new type of anticancer activity. We have also 
synthesized new DNA metal complex conjugates and succeeded in developing an efficient 
technique for the detection of DNA SNPs by making use of protein splicing reactions. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）生体内の金属酵素には複数の金属活
性中心が協同して触媒機能を発現している
例が多く見られる。人工的な錯体系において
も複数の金属イオンの協同効果によってＤ
ＮＡのリン酸エステル基の加水分解速度が

いちじるしく増加することが見出されてい
る。一般に、複合化錯体ではＤＮＡに対する
多点認識による塩基認識機能の向上、加水分
解や酸化的切断における協同効果、および活
性中心への効率的な電子移動などが期待さ
れ、遺伝情報を制御する新しい機能分子とし
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て、複合化錯体は大きな可能性を持っている。
一方、ブレオマイシンなどをモデル化合物と
して、配位子の機能の複合化による生理活性
錯体の構築も多く試みられてきた。さらにオ
リゴヌクレオチドに金属錯体を組み込んだ
金属錯体修飾DNAプローブによるDNAの一
塩基変異(SNP)の検出も活発に試みられてい
る。  

（２）近年、ナノテクノロジーの発展に伴
い、ＤＮＡは分子モーターや分子ワイア、さ
らにはコンピュータの素材としても注目さ
れ、それらの特異的な構造制御を目的とした
金属錯体の役割が注目されている。従って、
複合化金属錯体とＤＮＡとの結合と反応に
関する系統的な研究はこれらの問題に挑戦
する重要な課題である。本申請者はこれまで、
ブレオマイシン、デグリコペプレオマイシン、
カチオン側鎖をもつ水溶性ポルフィリンな
どの Fe(III)、Co(II)、Cu(II)錯体、フェナ
ントロリン-アミノ酸 Cu(II)三元錯、側鎖を
修飾したフェナントロリン誘導体、カチオン
側鎖を持つシッフ塩基錯体、数種のトリアミ
ン誘導体、 種々のアミノ酸、ペプチドの
Cu(II)錯体などの種々の常磁性金属錯体と
DNA との結合構造と切断反応について調べ、
いずれの場合も配位子構造のわずかな変化
が結合構造と反応性に大きな影響を与える
ことを明らかにしてきた。 また研究分担者
の北村は、これまで、分析化学的な観点から
多様なＤＮＡコンジュゲートを合成し、SNP
解析について多くの興味ある成果を挙げて
いる。 

 

２．研究の目的 

本研究では構造化学的な取り組みと分析
化学的な手法を融合し、錯体の複合化や配位
子の修飾により、上に述べたさまざまな分野
において高度な機能を持つ新たな錯体の開
発に取り組む。その目的を達成するために、
多様な機能複合化金属錯体を合成し、ＤＮＡ
との結合構造や反応が金属イオン種や原子
価状態および複合化された配位子構造など
によってどのように変化するかを、UV-vis、
CD スペクトル、蛍光スペクトル、ＤＮＡファ
イバーＥＳＲスペクトル、オリゴヌクレオチ
ドを用いた多次元ＮＭＲスペクトルなどの
多様な分子分光学的測定と共に、MALDI およ
び ESI-質量分析、 ECL を含めた電気化学的
測定、分子動力学計算、電気泳動法による反
応解析などにより、系統的に研究を行う。こ
こで“機能複合化”とはそれぞれ目的に応じ
て、ＤＮＡ塩基配列または高次構造の認識能、 
ＤＮＡ切断能、ＤＮＡ変形能、プローブとし
ての情報変換機能、などを金属錯体１分子に
集積化して付与することを意味する。金属錯
体とＤＮＡとの反応における金属活性部位
の立体配置の制御や錯体とＤＮＡ塩基対と

の特異的認識のために必要な要素を整理し、
抗癌剤開発のための新奇な金属錯体リード
化合物や高感度 SNP解析のためのＤＮＡコン
ジュゲート錯体の開発につなげていく。 
 
３．研究の方法 

 
上記の目的を達成するために下記の（１）

～（５）に示した金属錯体および核酸プロー
ブを合成し、（１）～（４）の錯体について
は DNA 結合構造、結合親和性、DNA 切断活性
を解析した。また、（２）の錯体については
抗癌活性を評価した。（５）①の核酸プロー
ブは、質量分析法により、②は蛍光測定によ
り機能を評価する。 
 
（１）フェナントロリンなどの複素芳香環ア
ミン誘導体をインターカレータとする複合
金属錯体。 

 

①カチオン性シッフ塩基との三元錯体 

 
②フェナントロリン-エチレンジアミン二 

酢酸三元錯体[M(phen)(edda)]。 
 

（２）カチオン性シッフ塩基銅(II)二核錯体。 

 
（３）ジアミド架橋フェナントロリン銅(II)
二核錯体。 
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（４）シッフ塩基架橋ジピコリルアミン金属
三核錯体。 

 
（５）SNPs 検出を目指した機能性核酸プロー
ブ。 
 
①プロテインスプライシング反応を利用し
てルテニウム-白金二核錯体形成を形成す
る核酸プローブ。 

 
②リンカー部位にシステインを有する希土
類金属配位性および光増感機能部位を有す
る核酸プローブ。 

４．研究成果 
 
（１）フェナントロリンなどの複素芳香環

アミン誘導体をインターカレータとする複
合金属錯体 
 

①の錯体では、複素芳香環が大きくなるにつ
れて、挿入型の結合様式の割合が増加し、ま
た DNA 光切断活性も向上する。過酸化水素を
用いた酸化的切断活性については金属イオ
ンが Cu(II) > VO(II) > Cr(III)の順に切断
活性が変化した。DNA ファイバーの ESR の解
析から、Cu(II)錯体では、DNA へ挿入型で結
合する際、錯体の配位構造が変化し、複素芳
香環部位が銅配位平面内に、シッフ塩基末端
アセテート部位が配位面外に下図のように
シフトすることが明らかにされた。 
 

 
また、VO(II)錯体は溶液中で徐々に構造が

変化し、ESR サイレントな反磁性錯体種に変
化するが、DNA と結合することによってその
変化が抑えられることを見出した。これは溶
液中での反磁性二核錯体の生成が DNA上で抑
制されていることによるものと推定された。 
 
②の錯体は電気的に中性の分子で、細胞内の
ドラッグデリバリーシステムに乗りやすい
ことが期待される。Cu(II)、Zn(II)、Co(II)
錯体については、トポイソメラーゼ I活性阻
害、G-四重鎖構造の安定性、MCF7 乳がん細胞
のミトコンドリア膜電位などに対する効果
が検討された。その結果、Zn(II)錯体は G-
四重鎖構造を著しく安定化することがわか
り、これまで明らかにされていたこの錯体の
抗癌活性との関連が推定された。また、
Cu(II)、Zn(II)錯体は自己相補オリゴヌクレ
オチド 5’-CATATG-3’と  5’-GTATAC-3’を区別
して認識できるが、Co(II)錯体はできないこ
とが示され、金属イオンにより塩基配列の認
識に著しい差があることが明らかになった。
同様な結果が Zn(II)錯体と Pt(II)錯体につ
い て も 自 己 相 補 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
5’-CGCGAATTCGCG-3’(ODN1)と 5’-CGCGTATACG- 
CG-3’（ODN2）との NMR による結合構造解析か
ら明らかになった。すなわち、Zn(II)錯体は
ODN1 にたいしては明確な塩基配列の識別は
みられなかったが、ODN2 に対しては TATA 部
位を認識すること、また Pt(II)錯体はどちら
のオリゴヌクレオチドに対しても、末端の
CGCG 部位に挿入型で結合することが明らか
になった。Pt(II)錯体は平面構造が安定であ
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ることから、溶液中では edda の軸配位子が
配位せず、平面４配位構造になっていること
が NMR の解析から明らかになった。 
 
（２）カチオン性シッフ塩基銅(II)二核錯体。 
 
カチオン性側鎖 R、架橋部位子 N^O~N および

X^X がどのように DNA との相互作用に影響を
及ぼすかを検討した。 
 
①錯体１： R = Me では過酸化水素存在下で

の DNA 切断活性は b ≈ c > d > a、CD スペク
トルから評価した結合定数は d > a > c > b、
EtBr の蛍光消光から評価した消光定数では d 
> c > a > b、超遠心分離法による DNA 結合
量評価では d > c > b > a という結果が得ら
れた。 
このように、DNA 切断活性は必ずしも DNA と

の結合親和性に直接依存しているわけでは
ないこと、また結合親和性もその測定法によ
って幾分順序が変化し、単一の測定だけでは
十分な評価ができないことなどが明らかに
なった。R = Et になると UV-vis スペクトル
から見積もられた a の結合定数は R = Me に
比べて増加し、蛍光消光定数は減尐するが、
酸化的切断活性には顕著な違いは認められ
ない。この結果もそれぞれの現象が多くの要
素の微妙な組み合わせで発現していること
を示している。 
②錯体２：この系統の錯体の酸化的 DNA 切

断活性は錯体１に比べて低下する。これは二
核錯体配位部位の平面性が増加し構造が安
定化したため、活性酸素種の生成能が低下し
たためと推定される。しかし R = Me で a、d
および OH架橋の錯体では Hela 細胞に対して
24h のイオンキューベーションで 20 ～ 30 
M 程度の IC50が見積もられた。錯体１の系列
ではこのような抗癌活性は認めらられない
ことから、DNA 切断活性が抗癌活性を誘導し
ているのではないと考えられる。詳細なメカ
ニズムについては現在さらに検討を進めて
いる。 
③錯体３：カチオン性側鎖の違いが DNA と

の相互作用にどのような影響を持つかを調
べるために芳香環内に正の電荷を有する錯
体として a の架橋基を持つ錯体 3a を合成し
た。CD スペクトルから見積もられた結合定数
とEtBrの蛍光消光定数は対応する錯体１aの
値より大きく、DNA との結合親和性は増加し
た。一方 DNA 切断活性については、過酸化水
素を用いたときは錯体 1a より活性が強かっ
たがアスコルビン酸を用いると逆に小さく
なった。また活性酸素阻害剤も異なることか
ら、錯体 1a と 3a では DNA 切断のメカニズム
が異なることが明らかとなった。 
④錯体４：この錯体については a 架橋錯体

の合成が終了し、UV-vis スペクトルから結合

定数 5.8 x 105、 サイトサイズ 1.7 という値
が得られた。対応した錯体２a の値の測定値
が得られないが、蛍光消光定数を比較すると
ほぼ倍増しており、DNA との親和性は増加し
ていると思われる。この系統の錯体について
はさらに架橋基を変化させたものを合成し
機能評価を進める予定である。 
 

（３）ジアミド架橋フェナントロリン銅(II)
二核錯体。 
 
DNA ファイバーの ESR スペクトルでは単核

錯体 a は挿入型で DNA に結合することが明ら
かにされているが、ジアミド架橋により錯体
配位面の配向はかなり傾くことが明らかに
なった。また b に比べ c は配向のばらつきが
減尐し、メチレン架橋長が配向性に関わりあ
っていることが明らかになった。また DNA の
酸化的切断活性は単核錯体 aに比べて両者と
も増大したが、c は b より高い．これらの事
から、フェナントロリン架橋部位の長さは配
向性や切断活性の制御において重要である
ことが明らかとなった。 
 
（４）シッフ塩基架橋ジピコリルアミン金属
三核錯体。 
 M = Cu(II)の三核錯体は単一のピコリルア
ミン銅(II)錯体に比べて酸化的切断活性が
増大し、とくに錯体４では二本鎖切断の効率
が著しく増加した。M = Zn(II)の錯体につい
ては DNA ファイバーの ESR から複素芳香環部
位が挿入型で結合していることが推定され
た。この結果にもとづき分子モデルを構築し、
二つのピコリルアミン銅(II)錯体部位の配
向を検討したところ、錯体４では切断活性部
位が向かい合った糖リン酸骨格にそれぞれ
近接して結合することが明らかになった。こ
のような構造が二本鎖切断の効率を高めて
いると考えられる。 
 
（５）SNPs 検出を目指した機能性核酸プロー
ブ。 

①本研究では cH-RAS 配列を特異的に認識
し、プロテインスプライシング反応を利用し
てルテニウム-白金二核錯体形成を形成する
核酸プローブを合成した。実際の合成は多く
の各合成ステップについて反応条件を検討
した。最終生成物について質量分析法により
検討した結果、プロテインスプライシング反
応に由来するルテニウム-白金二核錯体の生
成が確認できた。現在、測定感度は 5 pmol

程度であるが、今後反応条件を改善しさらな
る感度向上を目指している。 

 

②本研究ではリンカー部位にシステイン
を有する希土類金属配位性部位(a)および光
増感機能部位(b)を有する核酸プローブを合



 

 

成した。これは二つの核酸プローブがターゲ
ットと二本鎖形成を行う過程で、それぞれが
有するリンカー部位の SH 基が S-S 結合を形
成することにより、希土類金属配位部位と光
増感機能部位を結合させ、生成した DNA 二本
鎖が安定化するとともに、過剰のプローブを
添加することにより、連続したサイクリック
な二本鎖形成が期待され、これにより測定感
度が飛躍的に向上する。まだ、合成の収率が
期待したところまでには達していないが、尐
量のプローブで時間分解蛍光スペクトル測
定を行ったところ、あきらかにシステイン基
が無いプローブに比べて蛍光強度の増加が
観測され、この手法の有用性が確認できた。
現在は合成の条件をさらに検討し反応収率
の向上を目指している。 
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