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研究成果の概要（和文）：カチオン性ポルフィリン類と二重らせんDNA (dsDNA)は様々な結合様式により錯体形成を行
う。本研究では、数種類のカチオン性ポルフィリンとdsDNAとの相互作用とそのダイナミクスをCDの時間変化から検討
した。かさ高い置換基を導入しても、カチオン性ポルフィリンはdsDNAへインターカレーションし、一方で、可視光（5
32 nm）のナノ秒パルスレーザーにより、ポルフィリンを選択的に光励起することで、誘起CDスペクトルに時間変化が
現れた。この時間変化は、別途測定した過渡吸収スペクトルとの比較から、ポルフィリンの励起三重項状態の生成にと
もなう、基底状態ポルフィリンの減少に伴う変化であると判断された。

研究成果の概要（英文）：Cationic porphyrins are well-known as small molecules bound to double strand DNA 
(dsDNA) and also known as typical reagents of the photodynamic therapy.
 Recently, we reported new methodology for high sensitive circular dichroism (CD) spectroscopy and 
application for the analysis of the interaction dynamics of cationic porphyrins with dsDNA.
 In this study, we demonstrated the variety of cationic porphyrin derivatives with dsDNAs formed the 
intercalating complexes. Our time resolved CD measurement system revealed that the photo-irradiation of 
porphyrins intercalated to dsDNA showed the photo-bleaching, those were the originated from the 
photo-excited triplet state generating inside dsDNA. Transient absorption study for these porphyrin-dsDNA 
complexes were also consistent with these transient CD data. Thus we have concluded that we have 
successfully observed the photo-dynamics of porphyrin-dsDNA complexes by using our transient CD 
technique.

研究分野：光化学

キーワード： キラリティ　円二色性

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
生体分子である核酸(DNA, RNA)は、生命
における遺伝情報保存や、生体機能発現のた
めのタンパク質合成における遺伝情報伝達
手段として、教科書に記述され広く認識され
ているような役割の他に、近年はリボスイッ
チに代表されるような RNA の構造多様性そ
のものが生体機能調整に必要とされる事が
多数報告されてきている。一方核酸の構造に
ついては、ワトソン・クリックにより提唱さ
れた二重螺旋構造が特に有名であり、X線構
造解析などによる構造決定は疑いようも無
い。一方で、三重鎖 DNA、テロメアに見ら
れる四重鎖 DNA など、二重螺旋構造以外の
安定構造も多数報告されている。特に、テロ
メアに見られる四重鎖 DNA 構造は、テロメ
ラーゼによるテロメア構造の認識や、テロメ
ラーゼ阻害する薬剤との間の相互作用にお
いて、その構造解析のみではなく、構造ゆら
ぎに関する注目が集まっているなど、生体関
連分子の構造に関する研究は、現在も発展し
続けている。 
申請者は現在、これまで培ってきた経験を
もとにした新たなチャレンジとして、本申請
の連携研究者である和田健彦教授と共同で、
生体分子の構造揺らぎやダイナミクスの研
究に従事するに当たり、円二色性（CD）の
新たな検出法の開拓を新たなテーマとして
研究を遂行している。 

CD 測定は、キラルな分子における左右円
偏光に対する吸光度の違いを検出する手法
で、溶液中での生体分子の構造に関して広く
知見を与える。CD スペクトル形状の変化は
生体分子構造の変化を意味する。そのため、
生体分子の構造研究に関しての CD測定法の
有用性や一般性は非常に高いが、必ずしも一
般的に使われるツールとして認識されてい
るとは言えない。その理由の一つは、CD 信
号は微弱であり、そのため比較的高濃度な試
料が必要であると認識されているからであ
る。高濃度の試料が必要ということは、大量
スケールでの準備が非常に困難である生体
分子研究において弱点である。そればかりか、
たとえ生体分子を大量に試料を調達できた
場合でも、その自己会合性の高さから、高濃
度条件での測定に困難さが伴うことが多い。 
一方、申請者は、ここ数年来、新たな観点
から CD信号の検出を達成するための測定原
理の発案から測定装置開発、そして DNA-小
分子相互作用の時間分解 CD手法による検出
を達成してきた。これまでの結果から、我々
の CD検出手法は、市販の CD装置同等以上
の検出感度を有し、かつ時間分解能が原理的
には、光検出器の時間分解能に依存する（現
有装置では、100 ns程度）など、これまでの
CD 測定に比較して有用となるポイントが存
在する。この手法をさらに飛躍させる上で、
重要なポイントも判明してきた。 
我々の円二色性測定法は、円二色性を示す
（生体）分子が楕円偏光の楕円率を変化させ

ることに着目し、楕円偏光をサンプルに透過
させ、その楕円率変化を観測するものである。 
ただし乗り越えなければならない技術的課
題も存在する。それは、ひとえに楕円偏光を
作成するための光源の安定性と絶対光量不
足である。この点は、微弱光検出手法である
フォトンカウンティング法を用いることで
改善する。フォトンカウンティング法は、微
弱な発光現象を捉えるために常用されてい
る手法であり、CD 測定のような透過光測定
に用いられることは稀である。 しかしなが
ら、本手法の弱点である透過光強度不足を逆
手にとることで、超高感度 CD検出法を確立
し、生体分子と薬剤間相互作用解析へと応用
することが、本申請の骨子である。 
２．研究の目的 
生体分子であるたんぱく質や核酸は、大量
スケールでの入手が難しくかつ高額になる
だけではなく、特に高濃度条件では不可逆な
自己会合により沈殿の形成あるため、高濃度
条件での各種実験に困難さが伴うことが多
い。円二色性(CD)測定は、核酸やタンパク質
の高次構造を鋭敏に検出可能であり、生体内
環境、つまりは溶液中における構造・動的挙
動解明の有効な手法の一つであるが、比較的
高濃度試料が必要であるため、上記した生体
機能分子由来の問題点により、その有用性が
遺憾なく発揮されているとはいい難い。本申
請では、申請者がこれまで独自に取り組んで
きた楕円偏光を利用する CDの新規測定手法
を発展させ、CD 測定装置の超高感度化を達
成し、超希薄溶液での CD 測定を可能とし、
生体機能分子-薬剤間相互作用の解析へと応
用する。 
３．研究の方法 
まず、25 年度において、これまで申請者が
提案してきている楕円率検出 CD 測定法にお
いて、光検出器にフォトンカウンターを用い
た実験系へと再構築し、実際に生体分子を用
いた微量検出の実証実験を行う。その際、可
視領域から紫外領域までを通した CD 検出を
もくろみ、可視領域から紫外領域にかけて広
範囲に CD を示す PYP,GFP 等の発光タンパク
質や、可視光に光吸収帯を示す基質を取り込
んだ核酸等の試料を用いた CD 測定の超高感
度化の実証実験を行う。 
26 年度以降は、具体的な超高感度 CD 検出
法の応用例として、希薄溶液での誘起 CD を
用い、非常に解離定数（Kd）の小さな生体分
子-薬剤系の相互作用測定や、多数の相互作
用点を持つような複雑な生体分子-薬剤間相
互作用解析を通して、超高感度 CD 検出法の
有用性を実証する。 
４．研究成果 
 本研究において申請時に設定していた予
算額が大幅に削減されて交付された関係で、
想定していたフォトンカウンターの購入が
困難となった。そのために、現有設備を活用
した研究の遂行の必要性に迫られた。しかし
ながら、本研究において、以下のような成果



を上げることができた。 
かさ高い置換基を導入したカチオン性ポ
ルフィリンと二重らせん DNA（dsDNA）との相
互作用解析と、ポルフィリン光励起後の光ダ
イナミクス解析 
カチオン性ポルフィリン類は、二重らせん
DNA (dsDNA)と様々な結合様式により錯体形
成を行うことが知られており、がんおよび皮
膚疾患における光線力学療法における一重
項酸素の増感剤として用いられている。一重
項酸素の高効率発生のために、カチオン性ポ
ルフィリン類とdsDNAの相互作用およびその
結合様式の同定が重要な研究課題として挙
げられ、結合様式の同定には円二色性（CD）
スペクトル測定が有用である。例えば、代表
的なカチオン性ポルフィリンであるメチル
化 さ れ た ピ リ ジ ル 基 を 有 す る
tetrakis(N-methylpyridium-4-yl)porphyri
n (H2TMPyP)は、dsDNA の G-C 塩基対に対して
インターカレートすることが知られており、
H2TMPyP の Solet 帯に負の CD が誘起される。 
我々はこれまで、過渡吸収法、蛍光寿命測定、
そしてナノ秒時間分解CD測定法の結果から、
dsDNA にインターカレートしている H2TMPyP
は、光励起後 dsDNA から一部解離し、マイク
ロ秒の時間スケールで再結合するという構
造ダイナミクスを提案してきた。また、時間
分解 CD 測定の結果は、この構造ダイナミク
スの再結合過程において、中間体として
dsDNA の側鎖に結合した H2TMPyP の存在を強
く示唆していた。インターカレートに至るま
での構造ダイナミクスは、ピリジル基にかさ
高い置換基を導入することで、容易に制御可
能である可能性がある。そこで本研究では、
かさ高い置換基をカチオン性ポルフィリン
へと導入し、その効果が構造ダイナミクスへ
どのように反映されるかを検討した。 
 ピリジル基に導入する置換基として、
propyl-、hexyl-、2-ethoxy-2-oxoethyl-基
を選択し、各ポルフィリン誘導体は常法に従
い合成した。溶媒は phosphate buffer (5 mM, 
pH=6.9)を用い、dsDNA として calf-thymus 
DNA ならびに herring sperm DNA (Aldrich)
を用いた。 

 
図 1 カチオン性ポルフィリンと、dsDNA と
の相互作用により生じた誘起 CD スペクトル
（上）および Uv-vis スペクトル（下） 
 
 これらカチオン性ポルフィリンは、かさ高
い置換基を導入しても、負の誘起 CD を示す

ことから、dsDNA とインターカレーションす
ることが判明した。一方で、かさ高い置換基
を導入することで若干の結合定数の低下が
観測された。このことは、ポルフィリン―
dsDNA 間の結合―乖離ダイナミクスに置換基
の寄与が見られることが期待されたため、そ
の効果を間接的に観測することが可能であ
る光励起後の誘起CDの変化の観測を試みた。 

図 2 光励起に伴うカチオン性ポルフィリン
の誘起 CD スペクトル変化（左）とその時間
依存性（右） 
 
 可視光（532 nm）のナノ秒パルスレーザー
により、ポルフィリンを選択的に光励起する
ことで、誘起 CD スペクトルに時間変化が現
れた。この時間変化は、別途測定した過渡吸
収スペクトルとの比較から、ポルフィリンの
励起三重項状態の生成にともなう、基底状態
ポルフィリンの減少に伴う変化であると推
測することができたが、これ以上の解析には
もう一段のS/Nの改善が必要不可欠であると
判断された。このことから、本研究で得られ
た知見を踏まえ、本申請の中核技術である円
二色性測定法の改善を行い、より明確な時間
分解測定法へと継続開発する予定である。 
 また、本研究のような測定技術の発展研究
には必要不可欠な、安定かつ容易に調達可能
なキラル化合物の調査を行った。特に光を使
った時間分解測定を志向する本研究の場合、
蛍光量子収率、三重項生成量子収率等の光励
起に伴う物理量の知見が欠かせない。本研究
では、共同研究を通して、多様なヘリセン化
合物において、そのような物理量の決定を行
い、多数の報告を行うことができたことを合
わせ報告する。 
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