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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、リガンドと金属イオンとの錯体形成および自己集積化により構築されるカ
チオン性両親媒性金属錯体の設計・合成と、がん細胞選択的に細胞死を誘導する薬剤の創製である。具体的には、カチ
オン性ペプチド Lys-Lys-Gly-Gly (KKGG) と Ir 錯体を長さの異なるアルキルリンカーで連結したカチオン性両親媒性
 Ir 錯体が、Jurkat 細胞に対しアルキル鎖長依存的な細胞死誘導活性を示すことを見出した。さらに、細胞死誘導メ
カニズムについて詳細な検討を行い、Ir 錯体が、まず細胞内カルシウム濃度の上昇を引き起こし、その後、細胞の形
態変化を伴った細胞死が誘導されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We report on the design and synthesis of amphiphilic and luminescent 
tris-cyclometalated Ir complexes that work as inducers and detectors of cell death. Ir complexes 
containing cationic peptides such as a KKGG sequence and alkyl chain linkers of adequate length (C6 and 
C8) exhibit considerable cytotoxicity against Jurkat cells. Mechanistic studies suggest that Ir complexes 
containing the KKGG peptide interact with anionic molecules on the cell surface and/or membrane receptors 
to trigger the Ca2+ dependent pathway and intracellular Ca2+ response, resulting in necrosis accompanied 
by membrane disruption.

研究分野：生物有機化学、錯体化学
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１． 研究開始当初の背景 

がんは多くの国々で死亡原因第１位であ
り、その予防・診断・治療は人類において克
服すべき重要な課題である。日本では、年間
３０万人以上の人ががんにより亡くなり、多
くの人々が抗がん剤の副作用に苦しみなが
ら闘病生活を送っている。このような現状を
打破するため、新規がん治療薬の創製研究が
世界中で行われているが、未だ困難な状況に
変わりはない。 

がん細胞表面は、正常細胞と比べ負電荷を
帯びており、その表面の違いはがん治療薬開
発のターゲットの一つとして注目されてい
る。実際に、抗がん活性を持つカチオン性ペ
プチドなどが多数報告され、その中には臨床
試験の段階にある化合物も知られている。 

２．研究の目的 

本研究は、リガンドと金属イオンとの錯体
形成および自己集積化により構築される C3-

対称性三量体構造を特徴とするカチオン性
両親媒性金属錯体の設計・合成と、がん細胞
選択的に細胞死を誘導する薬剤の創製を目
的とする。 

３．研究の方法 

 Ir 錯 体  1 (fac-Ir(tpy)3, tpy: 

2-(4’-tolylpyridine)) に対して、位置選択的な
置換反応を利用し、Ir 錯体 1 からカルボン
酸体 2 へ導いた後に、カチオン性ペプチド
（例えば、 KKGG (K: リシン、G: グリシ
ン)）を導入した Ir 錯体 3-8 を設計・合成 

(図１ ) し、ヒト白血病  T 細胞株である 

Jurkat に対する細胞死誘導活性評価を行っ
た。さらに、カチオン性 Ir 錯体の細胞死誘
導メカニズムの解析は、細胞に作用する種々
の薬剤存在下、Ir 錯体の細胞死が誘導される
かどうかで判定した。Ir 錯体を用いた薬剤に
加えて、カチオン性ペプチドを導入した三脚
型トリスビピリジン配位子の設計・合成にも
併せて着手した。 

 
４．研究成果 
リンカーの炭素数が 2 から 16 のカチオ

ン性両親媒性  Ir 錯体  3-8 を設計・合成 
(図１) し、ヒト白血病  T 細胞株である 

Jurkat 細胞に対する細胞死誘導活性評価を
行った。具体的には、カチオン性両親媒性 Ir 

錯体 4 (n = 4) および 5 (n = 5) (50 M) を 

Jurkat 細胞に添加し 37 oC の条件で、1 時間
培養した後に蛍光顕微鏡で観察した。その結
果、リンカーのアルキル鎖の炭素数が短い 4 
では、細胞の形態変化はほとんど見られなか
ったが(図 2a-c)、炭素数が 6 の 5 では、死
細胞が多く観察され、死細胞内で Ir 錯体由
来の強い発光が観察できた (図 2d-f)。一方、
5 を 4 oC 下で 1 時間培養しても死細胞は
ほとんど見られず、細胞膜上に 5 由来の発
光が観察できた (図 2g-i)。この結果は、5 が
細胞表面のアニオン性分子もしくは何らか
の膜タンパク質と相互作用していることを
示唆している。 

次に、Ir 錯体 3-8 の Jurkat 細胞に対する
細胞死誘導活性を MTT アッセイにより評
価した。その結果、炭素数 6 および 8 を有
する 5、6 が Jurkat 細胞に対して、高い細胞
死誘導活性を示した (3: EC50 >50 M, 4: EC50 

>50 M, 5: EC50 = 16 M, 6: EC50 = 7.3 M, 7: 

EC50 = 32 M, 8: EC50 >50 M)。すなわち、カ
チオン性両親媒性 Ir 錯体の細胞死誘導活性
において、適切なリンカー長は、炭素数 6 も
しくは 8 であることが明らかとなった。ま
た、 Ir 錯体 5 の正常細胞に対する毒性につ
いても検討した。具体的には、Jurkat 細胞が
リンパ球のがんであることから、正常細胞と
してマウスのリンパ球を用いて比較した。
Jurkat 細胞およびリンパ球に 5 を添加し、1 

時間培養した後に PI 染色により細胞死誘導
活性を評価した。その結果、リンパ球に対す
る 5 の細胞死誘導活性は EC50 >50 M と 

Jurkat 細胞 (5: EC50 = 22 M) に比べ低かっ
た。さらに、アポトーシスやネクロプトーシ
スの阻害剤によって 5 の細胞死誘導が抑制
されなかったこと、死細胞の形態から、5 は、

 

図１ 位置選択的な置換反応を鍵反応と
して合成したカチオン性両親媒性 Ir 錯
体 3-8. 

 

図２ カチオン性両親媒性 Ir 錯体 4 (n = 

4), 5 (n = 5) を Jurkat 細胞に添加し 37 oC 

もしくは 4 oC の条件で、1 時間培養した
後に蛍光顕微鏡で観察した画像. 



ネクローシスを誘導したと考えている。 
次に、がん細胞選択的な細胞死誘導活性を

示した Ir 錯体 5 に着目し、5 の細胞死誘導
メカニズムについて詳細な検討を行った。そ
の結果、エンドサイトーシス、マクロピノサ
イトーシスの阻害剤や ATP 合成酵素阻害剤
存在下で、5 の細胞死誘導は全く抑制なかっ
た。一方、脱共役剤である CCCP (Carbonyl 

cyanide m-chlorophenyl hydrazone) 存在下で、5 
の細胞死誘導が抑制された。CCCP は、ミト
コンドリア膜を脱分極させることにより、酸
化的リン酸化を抑制し、エネルギー依存的な
経路を抑制する作用とカルシウムのミトコ
ンドリアへの取り込みを阻害する作用が知
られている。我々は、5 による細胞死がエネ
ルギー非依存的であることから、細胞内カル
シウム濃度と細胞死の関連性を予想した。そ
こで、主に細胞質に局在する赤色発光性カル
シウムプローブ Rhod-4 を Jurkat 細胞に導
入し、細胞死を誘導する 5 および細胞死を
誘導しない 4 (n = 4) を添加後のカルシウム
プローブの発光強度変化を観察した。その結
果、5 の添加により大部分の細胞において発
光強度の増大つまりカルシウム濃度の増大
が見られ、その後、細胞の形態変化を伴って
細胞死が誘導された。一方、細胞死を誘導し
ない 4 では、5 と比べカルシウムプローブ
の発光強度変化は明らかに低く、細胞の形態
変化も観察されなかった。さらに、小胞体か
ら細胞質へのカルシウムの放出に関わる 
inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) 受容体の選択
的な阻害剤である xestospongin C 存在下で 

Ir 錯体の細胞死誘導活性が低下することが
明らかとなった。さらなる検討を要するが、
細胞内カルシウムが関わる Ir 錯体の細胞死
誘導メカニズムにおいて、IP3 受容体の関与
が示唆された。 
以上の結果より、5 は、おそらく細胞膜上

のアニオン性分子もしくは細胞膜上のレセ
プターと相互作用し、細胞質カルシウム濃度
の上昇を引き起こし、その後、細胞の形態変
化を伴うネクローシスが誘導したことが示
唆された。 
本研究では、カチオン性ペプチドを導入し

たトリスシクロメタレート型  Ir 錯体の設
計・合成を行い、細胞表面を認識することに
よりがん細胞選択的に細胞死を誘導する化
合物を見出し、それらの細胞死誘導メカニズ
ムに関しても有用な知見を得ることができ
た。今後は、これらの化合物が、細胞膜上で
相互作用するターゲット分子を同定する必
要がある。 
さらに、生体内金属イオン（亜鉛、鉄など）

との錯体形成により制御される新規配位子
として、カチオン性ペプチドを導入した三脚
型トリスビピリジン配位子の設計・合成に着
手した。トリスビピリジン配位子は、2-ブロ
モ-5-ヒドロキシピリジンから 8 段階で合成
し、現在、配位子に種々のペプチドの導入を
検討している。初期検討として、三脚型配位

子と鉄(II)、コバルト(II)、ニッケル(II)イオン
との錯体形成を UV 滴定により評価した。そ
の結果、三脚型トリスビピリジン配位子（鉄、
コバルト、ニッケル）と 1:1 錯体を形成する
ことがわかった。今後、カチオン性ペプチド
を導入した配位子と金属イオンとの自己集
積化による細胞死誘導活性の制御を検討す
る予定である。 
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