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研究成果の概要： 
プラチナ含有エチレンジアミン化合物骨格が核酸親和性を持つことを利用し、核酸—生体高分子

相互作用解析を行うための新規光アフィニティーラベル用 trifluoromethylphenyldiazirine

誘導体の合成反応を検討した。プラチナ含有エチレンジアミン化合物骨格に、最終段階で

trifluoromethylphenyldiazirine を導入する方法を選択し、効率よく光反応性基を持つ２価プ

ラチナ化合物の合成に成功し、その性質を検討した。光分解性については、350nm 付近の光照

射によりカルベンが発生し標的生体分子との間にクロスリンク反応が半減期は約３分で進行す

ることを確認した。また核酸との相互作用のモデル系として GMP（グアノシンー１—リン酸）と

trifluoromethylphenyldiazirine 含有プラチナ含有エチレンジアミン化合物の複合体形成を 
１Ｈ―ＮＭＲ解析により検討し、期待した通り GMP との相互作用が起きている事を確認した。

この事から合成した化合物が、目的とした核酸親和性を持つことが明らかとなり、有機プラチ

ナ化合物に光反応性 trifluoromethylphenyldiazirine を修飾してもその親和性に大きな変化

が見られない事が明らかとなり、マイクロアレイ解析へ適用するための基礎を確立した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 2,300,000 690,000 2,990,000 

２００８年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：  
 生物有機化学 
科研費の分科・細目： 
 生物分子科学 
キーワード： 
 光アフィニティーラベル 、ジアジリン、核酸―蛋白質相互作用、構造活性相関、 
 機能部位解析     
 
 

研究種目：基盤研究 （Ｃ） 

研究期間：2007～2008 

課題番号：１９５１０２１０ 

研究課題名（和文） 核酸―生体高分子相互作用解析を目指した光アフィニティーラベル法の

開発   

研究課題名（英文） Investigations of photoaffinity labeling for analysis 

of nucleotide-biomolecular interactions 

研究代表者 

橋本 誠 (HASHIMOTO MAKOTO) 

国立大学法人帯広畜産大学・畜産学部・准教授 

研究者番号：９０２９２０９４ 



 
 

 
１．研究開始当初の背景 
 光アフィニティーラベルを利用した核酸
同士および核酸と蛋白質や糖質との相互作
用解析 
 核酸同士および核酸と蛋白質や糖質との
相互作用が生理活性発現に重要な役割を果
たしていることが徐々に明らかにされるに
つれ、多数の生体高分子相互作用の解析法が
重要視されてきている。 
 現在、複合体構成成分の集合様式、成分間
の接点の同定などを解明する上で利用され
ている手法として国内外を通じて「フットプ
リント法」が広く利用されているが、それぞ
れの蛋白質が核酸のどの部分に結合してい
るかを決めること、また、蛋白質のどの部分
が直接 DNAと接触しているかを解析すること
は、大変困難な作業であった。（総説例
Mueller F. et. al. J. Mol. Bio., 298, 35-59 
(2000)）  
 この問題点は、これらの相互作用において 
 １）相互作用における親和性が、レセプタ
ー薬物相互作用ほど強くない 
 ２）結合することにより活性が発現した後、
解離してしまうため形成された複合体状態
を保持したまま解析する手法が確立してい
ない 
ために起きたものと考えられる。 
 申請者は長年光アフィニティーラベル法
を生理活性プローブの化学合成の改良から
基質結合部位解析を含む生体高分子への応
用までを手がける中で、光アフィニティーラ
ベル法が 
 １）作用発現のための複合体形成のための
molecular dynamicsを反映した結果を与える 
 ２）複合体解離条件下でも光照射によって
形成されたラベル（共有結合）は消失しない 
 ３）親和性を解析の基礎とすることから、
生体高分子複合系においても目的とする生
体高分子や生理活性物質の機能解析が可能
であることを実際の実験レベルで明らかに
し て き た 。 (M. Hashimoto, et. al, 
ChemBioChem, 2, 52-59 (2001)他 27 報). 
 その結果を受け、核酸特異的に化学修飾可
能な光アフィニティーラベル試薬を合成す
ることにより、核酸と相互作用を持つ生体高
分子群との複合体形成を反映した状態で解
析できると考え、今回の申請を行った。 
 今までの核酸関連の光アフィニティーラ
ベルにおいては、構成成分単位であるヌクレ
オチドを光反応性化合物に変換することは
行われていたが、そのポリマーに相当する核
酸を一段階で光反応性誘導体化する方法は
ほとんど行われていなかったため、核酸と生
体高分子の相互作用に光アフィニティーラ
ベルを利用する試みはほとんど行われてい
なかった。 

 
２．研究の目的 
 光反応性 trifluoromethylphenyldiazirine
含有核酸親和性プラチナ化合物の合成とそ
の性質検討ならびにマイクロアレー法を用
いた網羅的相互作用解析法の確立 
 
 プラチナ含有エチレンジアミン化合物骨
格が核酸親和性を持つことを利用し、種々の
光反応性誘導体へと変換反応を検討し、その
親和性などのパラメーターを測定により構
造活性相関を網羅的に探索することで、この
目的に利用可能な化合物選定を行う。ここで
活性のも認められた化合物に関し、すでに親
和性がある核酸―蛋白質（糖質）をモデルケ
ースにして相互作用している複合体特異的
への共有結合の形成（光ラベルの導入）反応
を検討する。その結果を基に核酸粗抽出物へ
の適用を検討し、最終的には既存の核酸マイ
クロアレイ法を利用した網羅的相互作用解
析を目指していく。 
 
３．研究の方法 
 光 反 応 性 基
trifluoromethylphenyldiazirine を持つ２価
プラチナ化合物の合成 
 修飾可能なＤＮＡに親和性をもつ２価プ
ラチナ化合物骨格は文献(Heetebrij R. J., et. 
al., ChemBioChem, 4, 573-583 (2003))に従
い調製し、申請者が保有する異なる長さのス
ペ ー サ ー を も つ
trifluoromethylphenyldiazirine 誘 導 体 群 
(M. Hashimoto,et. al, ChemBioChem, 2, 
52-59 (2001))と反応させ、プラチナ配位中心
から光反応性基までの距離の相関を検討し
うるライブラリーを構築する。構造の決定に
関しては通常の１Ｈ，１３Ｃ―ＮＭＲのみなら
ず１９５Ｐｔ、１９Ｆも測定し、質量分析、赤外、
紫外分光と合わせて決定する。 
 その後、合成した化合物群の光分解能を確
認するが、一般的な有機光反応で用いられる
濃度（１０ｍＭ以上）と実際の生体分子複合
体への光アフィニティーラベル時の濃度（０．
１ｍＭ以下）において、光分解の挙動が異な
る場合がある（M. Hashimoto, et. al., Anal. 
Biochem., 348, 154-156 (2006)）ので、詳細
な検討を行う。 
 また、trifluoromethylphenyldiazirine 中
に ビ オ チ ン を 導 入 し た 化 合 物 （ M. 
Hashimoto, et. al., Bioorg. Med. Chem. 
Lett., 14, 2447-2450 (2004)）を利用し、高感
度検出および簡便なラベル部位単離が可能
な化合物群も合成も検討する。 
 
 
 



４．研究成果 
 プラチナ含有エチレンジアミン化合物骨
格が核酸親和性を持つことを利用し、種々の
光反応性誘導体へと変換反応を検討した。文
献に従い、プラチナ含有エチレンジアミン化
合 物 骨 格 を 合 成 し 、 最 終 段 階 で
trifluoromethylphenyldiazirine を導入す
る事で、効率よく期待する光反応性基を持つ
２価プラチナ化合物の合成に成功し、機器分
析データーにより、その構造を確認した。各
種 trifluoromethylphenyldiazirine 誘導体
を合成し、導入に適した官能基を精査すると
ともに、その性質を種々検討した。光分解性
については、０．１ｍＭ以下において、350nm
付近の光照射によりカルベンが発生し標的
生体分子との間にクロスリンク反応が進行
することを UV および１９Ｆ―ＮＭＲを測定す
ることで、半減期は約３分である事を確認し
た。また核酸との相互作用のモデル系として
GMP（グアノシンー１—リン酸）の塩基部分７
位とプラチナが相互作用する事を受け、３
７°C で１Ｈ―ＮＭＲ解析による８位水素の
グアニジン塩基のケミカルシフトの変化を
追跡し、炭化水素や芳香環をもつプラチナ化
合物のケミカルシフトが低磁場シフトする
事 を 確 認 し た 。 次 に
trifluoromethylphenyldiazirine をもつプ
ラチナ化合物と GMPと相互作用を検討した所、
溶解性を上げるために５％程度 DMFのを用い
る事でプラチナ化合物と GMPとの相互作用が
起きている事を確認した。この事から合成し
た化合物が、目的とした核酸親和性を持つこ
とが明らかとなり、有機プラチナ化合物に光
反応性 trifluoromethylphenyldiazirine を
修飾してもその親和性に大きな変化が見ら
れない事が明らかとなり、マイクロアレイに
よる解析法の基礎を確立した。 
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