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１．研究実施の概要

金属錯体は中心金属の種類と酸化状態、および配位子の構造と電子的性質により、

多様な物理的、化学的性質を示す。本プロジェクトでは、特殊な配位子や異常酸化

状態の金属を含む金属錯体を合成し、金属- 配位子、あるいは金属- 金属間の協同的

相互作用を発現させることにより、

・　 生体分子のプローブとしての蛍光性希土類錯体、Zn、NO検出用バイオプロー

ブ

・　 オレフィンの酸化触媒としての白金（�）二核錯体

・　 小分子活性反応のための硫黄架橋ルテニウム二核錯体

　　を合成する。これらの錯体の特徴とねらいは以下のように要約される。

　・　 蛍光性希土類錯体の合成とバイオテクノロジーへの応用

強い蛍光、長い（数百マイクロ秒）蛍光寿命、大きなストークスシフト（～200nm）

という特徴を持つユウロピウム、テルビウム、サマリウム等の錯体を合成し、こ

れらを蛍光ラベルとして、イムノアッセイ、DNAハイブリダイゼーション、DNA

シークエンシング等に応用する。時間分解検出との組み合わせにより現在のとこ

ろ、ユウロピウムラベル剤BHHCTを用いてイムノアッセイの感度を従来法の2-5

桁向上させているが、現在のラベル剤は水に不溶であるため低分子量の生体分子

のラベルにむかない。そこでより広い分野での応用を目指して、水溶性で希土元

素との錯体の安定性がより一層高いラベル剤の開発を目指している。さらに一波

長励起多波長検出システムを目指してユウロピウム以外にテルビウム、サマリウ

ム等の蛍光性錯体を合成する。

最終的に、これらのラベル剤をイムノアッセイ、DNA分析、高速液体クロマト

グラフィー、キャピラリー電気泳動等に用い、時間分解検出法を取り入れること

により従来法の感度を2-5桁向上させる。DNA分析に関しては、ハイブリダイゼー

ションによる特定遺伝子断片の検出法を開発する。また、エイズ発症に対して遅

延効果のある蛋白質、hSDF-1の定量に対してユウロピウム-BHHCTをラベルとす

るイムノアッセイを応用し、世界初の血清hSDF-1の定量を試みる。
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　・　 白金（�）二核錯体の有機金属化学

白金（�）は異常酸化状態であり、通常安定に存在しない。しかしある種の架

橋配位子を用いると二核錯体を単離できる。この錯体は水溶液中でオレフィンを

ケトン、アルデヒド、エポキシド、ジオールに触媒的に酸化する。その反応機構

は白金の軸位へのオレフィンの配位に続き、水が配位オレフィンを親核的に攻撃

することに始まる。この機構の中間体であるβ- ヒドロキシアルキル- 白金（�）

二核錯体が単離され、結晶構造解析された。

上記の反応は、ジオール生成で明白なように、二つの親核グループがオレフィ

ンに付加することを示しており、本研究では多様な親核試剤との反応を試み、有

用な触媒反応を開拓する。

　・　 硫黄架橋ルテニウム二核錯体によるC-H活性化反応

無機体硫黄Sn2-（n=1, 2 …）はπドナー性の強い配位子で、他に見られない性質

を金属錯体に付与する。天然ではS2- の鉄クラスター錯体が酵素の活性部位を占

め、N2、NO、H+などの還元や電子伝達系に関与していることを見ても、この種

の錯体の特異性が理解されよう。本研究では硫黄架橋ルテニウム二核錯体を新規

に合成し、二核ルテニウム間あるいはルテニウム- 硫黄間の複数配位座を利用す

るC-H活性化反応を試みる。

２．研究実施内容

　２．１　新規希土類錯体ラベル剤の合成

これまでイムノアッセイに用いてきたBHHCTは優れた蛍光性を示すが、錯体生

成定数は1010程度であるため測定時に少し過剰のEuCl3を共存させる必要があっ

た。クロマトグラフィーへの応用を考えると、このままでも使用可能であるが、

より錯生成定数が高くキレート力が強く、過剰の金属イオンを加える必要のない

ラベル剤が望まれる。新規に合成した水溶性ラベル用配位子BPTAはTb3+と錯体を

形成し545nmに強い蛍光を示す。そのEu3+錯体も615nmに蛍光を持つが強度はTb3+

錯体の約十分の一である。

　２．２　BHHCTを用いるエイズ発症関連蛋白質、hSDF-1の測定

これまでに確立してきたBHHCTを用いるイムノアッセイをヒト血清SDF-1の

定量に応用し、世界で初めて測定に成功した。今後、健康人とエイズ患者の血清

SDF-1濃度を測定し、エイズ発症のメカニズム解明のデータとする。

　２．３　新規ラベル剤BPTA-Tb3+のDNAへのラベルと電気泳動

数種のオリゴヌクレオチドの5'端末にリンカーを介してアミノ基をつけ、これ

にBPTAを結合させた。このDNAはゲル電気泳動により過剰の未反応ラベル剤を

分離した。本操作によりBPTA-Tb3+ラベル剤は、DNAに結合した状態で金属を解

離することなく泳動することが確かめられた。
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２．４　希土類ラベルを用いる時間分解高速液体クロマトグラフィーによるエスト

ロゲン類の分析

昨年はBHHCT-Eu3+をラベルとして環境ホルモンの一種であるエストロン、エス

トラジオール、エストリオールの分別定量を試みたが、BHHCTのカラムへの強い

吸着力と、BHHCTが分析対象に比べて大きい分子であるため分離は容易でなかっ

た。本年はBHHCTに比べてやや蛍光強度が落ちるが、小さいラベル剤であるCDPP

を新たに合成し、上記三種のフェノール性化合物の水酸基にCDPPを結合させク

ロマトのカラムを通した。ポストカラムでEuCl3と錯生成させ、新規に浜松ホトニ

クス�で開発した時間分解蛍光検出器で測定した。現在、上記のエストロゲン類

は0.3ngまで定量可能であり、GC-MSの感度とほぼ同等になっている。今後さらに

条件を検討し、溶媒の精製を行うことによりさらに高感度となる可能性がある。

　２．５　生細胞蛍光プローブの開発と応用

生理学的条件でZn2+に特異的に蛍光を発する亜鉛プローブとしてアザクラウン

フルオロンプローブが開発された。亜鉛プローブは以前にも存在したが、紫外光

で蛍光を発するものやアルカリのpH領域で働くもののみであった。本プローブは

生理学的pH下で可視光により働く初めてのプローブである。このプローブの蛍光

強度は亜鉛濃度に比例し、Na+、K+、Ca2+、Mg2+などの存在によって影響を受けな

いことが確かめられている。

　２．６　白金（�）二核錯体とケトンとの反応

昨年白金（�）二核錯体が水溶液中室温で容易にアセトンと反応して、α- 炭

素上のC-H結合を切断し、白金アセトニル錯体ができることを報告した。今年は

各種のケトニルを同様に反応させ、いずれもα- 炭素上のC-H結合が切断され白金

ケトニル錯体が生成することが確かめられた。非対称ケトンのブタノンとの反応

ではメチレン部での反応と末端メチル部での反応による生成物が1.7：1の割合で

得られた。また、これらにアミンを反応させるとα- アミノケトンが等量的に得

られた。ラジカルトラップ剤や紫外光の影響を検討した結果、上記二種の反応性

生物は前者がラジカル機構、後者は親核置換反応で得られるものと考えられた。
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