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第1章 序論

分子生物学の発達は、 従来の複雑な多くの事実の記載にとどまっ

ていた生物学の見方を根本から夜し、 程々の生命現象や生体の機能

を分子のレベルで考えることを可能にした。 このよ っに、 今まで抽

象的な概念から推測していた生物体そのものをより基礎的かつ具体

的に把握できるよ うになったために、 生物体は化学者や薬学者にと

っても興味深く、 また比較的アプローチのしやすいテーマになって

きている。 また同時に、 生命現象を司る多くの分子問相互作用(抗

原-抗体、 酵素-基質、 核酸-タンパク質)の分子レベルでの解明には

化学が必要不可欠なものとなってきたということが言えるかもしれ

ない。

上記の程々の分子問相互作用のうちで、 核酸(DNA)のからむ化

学は遺伝情報の伝達という生体において最も重要な 生命現象に関与

し、 非常に重要でかつ興味深い研究対象である。 さらに核酸は下等

動物から高等動物まであまねく存在し、 その集合状態は別として、

分子レ ベルでの部分椛造は不変であるという点でこの研究の持つ意

味は大きい。 またある砲のDNAに起こる変化がガンと直接に関係が

あると考えられており、 実際、 天然の抗JJ重傷性薬剤はDNAとの特異

的結合、 及び切断によってその薬理活性を発現していることがわか

っている。 従って 、 この相互作用の解明は、 抗脆疹性楽斉iJの開発を

考えたときにも欠くことのできない研究分野である。

DNAと楽物の桝I l/_ィノr: }-íJは 、 分子受容体として のDNAの独特な 分

子桃造によるところが大きいo D N Aは、 1 9 53年、 \VatsonとCr ic k 

こよりその構造が明かにされたl J O いわゆるDNAの二重らせんモデ
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ルである(図1-1) 0 DNAを仙成している4つの塩基、 A(アデニ

ン) 、 G (グアニン)、 T (チミン)、 c (シトシン)のうちAとT、

CとCが水素結合を介した航法対をつくり、 2重らせんの中央部に

政水的コアを形成している。 その外側には、 塩基が結合している5

只域以iJデオキシリボー スと 1)ン酸基が交互に結 合 した骨格

(backbone)がある。 さらに特にB型DNAで明瞭にみる ことが で

きるが、 グルーブ ( h'1�': )と!I乎ばれるこの2本の骨格問に できる空間

もDNAの椛迭を記述する際には重要なlつの構造的特徴である。 そ

してこのグルーブには骨絡問の距離の長いメジャーグループ(主溝)

と短いマイナーグjレーブ(副溝)がある。 DNAの2重らせん構造は

一見、 同IJ [宣な棒状桃造と思われるが、 実際は塩基配列によってその

コンホメ-シ ョ ンは微妙に兵なっている。 さらに、 環境(塩濃度、

侃皮など)や、 薬物やタンパク質の技τ近によってもコンホメーシ ョ

ンが変化するので我々はDNAを比較的柔軟な分子受容体としてとら

える必安がある。

これまでにDNA結合性配位子として天然、 非天然を含めて低分子

有機化合物から高分子のタンパク質まで多程多様な非常に数多くの

ものが研究されている。 これらの配位子は先述のょ っな構造を持つ

DNAに対して主に次の4つの結合力によって結合していると考えら

れる。 即ち、 1 )薬物のもつ正電荷とDNAのリン酸基の負電荷の問の

静電的相互作用。 2)芳香族性の薬物とDNAの塩基対同との疎水的相

五作用(またはスタ ッキング相互作用) 0 3)薬物の もつアルキルおI!

などと、 DNAのリボース環のn日の疎水的相互作用。 4)薬物とDNA

の嵐悲またはリン酸drの!日!の水素結合、 である。 ほとんどの配佐子

の結合にはこれらの4つのぷ令)Jのうちのただlつ ではなく幾っか

が協同的にはたらいて塩基配列選択的なDNAへの結合が実現してい

勺
コ
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DNAと朴I �l工作川する柱々のjjji物とその結令紘式図1-2



ると考えられる。

これ とは川のとらえプjとして、 これらの配位子をその相互作用の

紙式 (結合モード) という制点くからみると大きく分けて次の3程に

分刻されるo a) D N Aの左足基対!日jへのインターカレーシ ョ ン(主に2)

の結合力による) 、 b)宇j-絡!日]に できる百年(groove)への結合(主に

4)の結合力による) 、 c)薬物の反応活性部位によるDNAへの共有結

合 である。 これらの結合モードの段式図とその代表的な分子を図1 -

2に示す。

本研究では、 程々のDNA結合性楽物の中でも、 a)のインターカレ

ータ( 2 、 3章)とb)に分類されるトリプルヘリックスモチーフ(ト

リプルヘリックス 三重らせん: 4章)に着目した。

DNA-インターカレータの相互作用の摸式図を図1 - 3に示す。
、F 、F

L. L. 

で需-うインターカレーシ ョ ンとはDNAの隣り合う塩基対問への平行

挿入反応、であり、 1 9 6 1年にL e rm a nによってはじめて確認され た現

象である2) 0 D N A鎖はインタカレータとの結合によって仲長し、 ら

せんが巻き戻される。 さらにX線約造解析では、 塩基対、 インター

カレータを含めて、 3.4 Åの芳香環の重なり間隔が保た れるという

程々の物理化学的性質を示すことがわかっている。 これまでに報告

さ れているインターカレータのうちで代表的なものを図1 - 4に示し

た。 ほとんどのインターカレータは結合環3個からなる複素環化合

物であ る。 これらの椛造から明らかなよ うに その多く は正電荷を有

しており、 この結合 には前述し た 1 )の結合力が不可欠であることが

わかる。 その上にさらに疎水的相互作用や水素結合( 2)や4)の結合

力)がはたらいているためにインターカレータとしてDNAに強く結

合し 、 塩基配列選択↑'1が生じていると考えられる3 - 7 )。 インターカ

レータはそのユニークな相互作用様式や、 比較的単純な分子桃造に

戸
、J
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もかかわらず、 DNAに対しある程度の配列選択性を有するという点

で興味深い化合物である。

DNAのトリプルヘリックスは、 DNA化学の中で、 現在知られて

いるうち政も強力で話1 �!�配列ヰ寺典的なDNAの認;哉モチーフのlつで

ある。 iili枕したプリン部位に対してオリゴヒリミジンはHoogsteen

型の水素結合(C+-GC、 T -A T)を 介 して 3本鎖を 形成 する こ とに

より2本鎖DNAに対して相術的に結合する。 そのマクロな構造は図

1 - 5に示すように、 3木自のオリゴビリミジン鎖はプリン鎖に対し

て��f行に配向し、 ターゲットとなっている2本鎖のメジャーグルー

プに沿って巻き付いたよつなかたちになる。

オリゴプリンーオリゴピ')ミジン配列(Pu-Py)は原核、 真核生物

を問わず梢造泣伝 子の上流によくみられることが知られており8， 9)、

トリプルヘリックスの形成が遺伝子発現の制御に深く関わっている

と考えられている。 このように既にDNAのトリプルヘリックスの存

在は古くから知られていたがlト1 3 )、 DNA認識化学の盛んになった

取近になってその存在があらためて見直された。 主に DNAの配列特

異的切断を目指して基礎的研究が進み1 4、1 5 )、 G-TAなどの新し い塩

基の ト ') プレ ッ ト16) (C+-G C、 T -A T以外の)や交互鎖1 7 ) 

(alternate strand)などが開発され、 現在では連続したプリン環

領域に限らず、 原理的にはあらゆる全てのシークエンスに対応でき

るテーラーメードで最もシンプルかっ確実なDNA認識モチーフとな

っている。

本研究は新しい機能を有するDNA結合性配位子の開発を目指して

3る。 先述したa )、 b)、 c)のような程々の配位子に目的のある 機能

を付与することを考えた場合、 配位子分子内に独立にその機能を持

つ音[) f立を導入することは非常に単純でそれ故に一般性のある戦略で
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ツクスの右目悲のペアリDNAトリプルヘリ図1-5
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ある(図1 - 6 )。 即ち、 目的に合致した適当なDNA結合部位と機能

性部位の組み合せ (ハイブリッド)によって全く新しい機能をもっ

DNA結合性配位子を実現できるのである。

この代表的な例としてDervanらのフ ットプリンティング試薬があ

る1 8 )。 この化合物はDNA結合部位として、 強い親和性は持つが塩

基配列特異性のほとんどないメチジウムを、 機能性部位として高い

DNA切断活性 をもっEDTA-Fe(II)錯体を用いたも のである。 これ

までの DNaseIフ ットプリンテイ ングは、 もともとDNaseIのもつ自己

列特異性により必ずしも明瞭な結果が得られないことがあった。 さ

らにDNaseI自体が大きなタンパク質であるため、 小分子 のブロ ッ

ク部位をより大きく見積りがちであった。 この化合物はそれぞれの

機能を組み合せただけの単純なものであるが、 これらの問題点をい

っきに解決する全く新しいDNA結合性配位子である。

また、 ネ51田らはインターカレータであるアクリジンとクラウンエ

ーテルのハイブリッド化合物を合成している1 9 )。 この化合物は中性

領域では無電荷であり、 アルカリ金属やアルカリ土類金属とクラウ

ンエーテル部位との鈴生成により初めて正電荷を持ちDNAにインタ

ーカレート相互作用をする。 このときクラウンエーテルの金属選択

性を反映して共存金属の栓類によってDNAとの親和性が変化するこ

とをを見いだした。 さらにこの化合物は共存金属イオンをC U 2..
、

L a 3..やT h 4・に変えるとDNA切断活性も発降することが判った20)。

この他にも DNA結合タンパクと金属配位部位とのハイブリッド21)、

オリゴヌクレオチド とインターカレータとのノ\イブリッド 1 4 )、 オリ

ゴヌクレオチドとヌクレアーゼとのハイブリッド口、23).， DNA結合

タンノマクとヌクレアーゼとのハイブリッド24 )、 そしてDNAとの定吉

令モードが全くj14なった配位子同志のハイブリッドにより配列選択

- 11-



性を変化させた例2�・26)などハイブリッド化合物は多数報告されて

いる。

本研究ではこのハイブリッドの手法により、 DNA結合部位として

上述したインターカレークとオリゴヌクレオチドを用いて次の2つ

の新規試楽の分子設計を行なっている。

日IJち

. DNA切 断 試 薬

DNAのむ気化学的検出試薬

である。 最近の遺伝病やガン発生機材なの研究により遺伝子解析の重

要性が広く世に認められるようになった。 これらの試薬の開発は膨

大な数のゲノムDNAのマッピングや遺伝子の分離などの遺伝子操作

のために有用であることはいうまでもない。

非常に簡単に言えば、 遺伝子解析は基本的に次の2ステ ップ、 即

ち、 解析対象のゲノムの適当な部位での切断、 そして生成したフラ

グメントを分離 ・ 分析することによって行なう。 切 断には通常、 制

限酵素を用いる。 つまり、 必然的に切断は天然に存在する制限酵素

の切断部位に限定されるわけである。 従って、 人工のヌクレアーゼ

によりこの制限を取り去ってゲノムの好みの部位( 1次構造だけに

限らず2次、 3次構造の認識 ・ 切断)を切断することができれば解

析の効率が飛躍的に向上するだろう。

一方、 切断の次の段階であるDNAフラグメントの分離 ・ 分析につ

いては、 これまではゲjレ電気泳動法が主流であった。 しかし、 近年

の充填材の改良、 検出器を含む周辺機器の急速な発展により最近は

HPLCが急激に汎用されてきている。 HPLC法はゲル電気泳動法と

比較した場合、 操作が信j -f史で試料の分 取も容易であり、 使用するカ

ー11-



標的配列

断切で薬品凡な当適lili--v
 

デこ
�_Sーパ 可逆的

電気化学ラベル化斉IJ
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出白川崎明

e明同.".，柿4幅四

↓田LC�こよ明分析

図1 - 7 電気化学活性プローブによるDNAの分離 ・ 分析
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ラム(充填剤)により分離モードを変えたり、 程々の検出器(検出

手法)を用いることにより多くの情報を得ることができる。 ところ

が、 DNAフラグメントをその長さや全体的な疎水性などで分離する

方法は あっても、 塩基配列を認識したうえで分離 ・ 分析する手 法は

未だほとんど未開拓の状態にある。 道津らはHPLCの固定相に塩基

認識分子であるインターカレータを導入し、 オリゴヌクレオチドの

配列異性体の分離に成功している27)。

これに対し、 本研 究では分析対象のDNAフラグメント自体を可逆

的にラベル化した後HPL Cにより分離 ・ 分析することを考えた。 即

ち、 HPLC法へのDNAプローブ法の導入であ る。 簡単な摸式図を図

1 - 7に示す。 具体的にはラベルの程類として電気化学活性基を選ん

だ。 電気化学は他の手法と比べると比較的簡便で本質的に高感度化

が可能な手法であ る。 しかしながら、 優れた手法であるにも関わら

ず、 DNA化学への定気化学の導入の例は幾っかを除いてはこれまで

にはほとんど無い。 この手法によりターゲットとするシークエンス

をもっフラグメントだけを電気化学的に高感度に検出することが可

能となると考えられる。

本論文は、 これらの研究成果をまとめたものであ り、 全体は5章

からなる。

まず第2章では 、 エチレングリコール鎖をリンカーとするビスア

タリジンについて述べる。 分子内に2つのインター カレート部位を

有するビスインターカレータは、 モノ体に比べて、 DNAとの結合定

数や、 塩基配列選択性が向上することが知られている28)。 そしてそ

の性質は、 分子|什の2つの松奈球はもちろん、 それ らをつなぐ連結

鎖によって大きく特徴づけられている29-35) 0 2 î言ではここに着目

して述結鎖の性質を積極的に生かしてDNA切断活性を持つビス イン

-14-



ターカレータの分子;没，i十を行なっている。

273??i:では、 DNAの氾気化学的検出を目的としてピスアタリジン

のリンカ一部位にre d 0 X 活性部位を導入した化合物について述べる。

さらにこの化合物のもうlつのj古川法としてDNA の光切断試薬(人

工ブオ トヌクレアーゼ)としての応用の可能性も見いだしたので併

せて述べる。

針� 4 i;Lでは、 DNA結合音[)位としてオリゴピリミジンを、 電気化学

前性百[)位としてフェ ロセンを有する新しいDNA検出試薬について述

べる。 このfE気化学活性配位子は2本鎖ターゲットに対してトリプ

ルヘリ ックスを形成して結合すると考えられるので、 真の意味での

特異的塩基配列認識が10J待できる。

安� 5辛は、 第2章からtÎ5 4章までの総括であり、 DNA結合部位と

機能音[)位のハイブ1)ッドにより達成することのできた新規の機能性

配位子について�約して考察する。

-15-



第2章 連結鎖が金属配位能をもっ

ビスアクリジン型化合物

2 - 7 緒言

現在、 DNAやRNAを特異的な音[)位で切断する分子の研究が、 世界

の注目を集めてい る。 なぜ今このような分子の研究 が重要なの であ

ろうか。 それはこのような研究が次世代のバイオサイエンス、 生物

有機化学、 ひいては有機化学そのものの発展のための大きな柱にな

ると考えられるからであり、 遺伝子ータンパク質問の分子認識の研

究には必安欠くべからさ、るものであるからである。

制ガン斉Ij開発の立場からみても、 ブレオマイシンやシ スプラチン

などDNA を切断することによ ってその薬理活性を発信する分子化合

物が数多く発見され てきている3610 さらに、 膨大な数のゲノムDNA

のマッ ピングや遺伝子の分離などの遺伝子操作のためにも新しい

DNA切断試薬の開発研究が必要である。

そこ で、 この第2章では第l章で述べたハイブリ ッドの概念を利

用した。 具体的に はピスインターカレータの連結鎖に金属配位能を

有するペンタエチレングリコール鎖を導入し たビスアタリジン1を

合成した。

卜�3CO

1\/一\i一\1\/\
HN 0 0 0 0 NH 

CI CI 

-16-
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この化合物1は図2 - 1に示すように 、 DNAへの結合に際して次の

2つの機能を発現すると考えられる。 金属がDNAのリン酸と1

のエチレングリコール鎖へ配位することによるDNA-1複合体の安定

イヒと 、 2 ) 

角ヰである。

金属のDNA への波紡によるDNA鎖の部位特異的加水分

これら2つの可能性について以下検討を行なった。

図2-1

n 
NH 0 

0、

0 、 .. ' I 

づ吠--Q、金属 | ) 、 、 ，
�� 、、o_�

H
/汽 :

H 0 

u 

DNA-金属ービスインターカレータ複合体の摸式図
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2-2 1，14-ビス[9'-(6'-クロロー2'-メトキシアクリジルアミ

ノ)J-3，6，9，12-テトラオキシテトラデカン二塩酸塩(1)の

合成

ピスアクリジン1の全合成スキームを以下にまとめて示す。

。

凶 。芯O OEO-「一\rー\1一\I\_/\_CI 0 0 U U じj

。
OMF 

MH
 一

MHO 日

í\í一\f一\I\_/\ つurlH"N O o U U NH … 寸
CI 

〈 人 ___ _ OCH'l 
/"込〆�'もγ/' -

JLム. ムJCI /" ""グ、N ' ........ グ

「一\1\/一\/一\/一\
HN 0 0 0 0 NH 

凡 CO_ ./'.... 人 ./'.... /'... 人 .......... _OCH� 
J 、/、ý'"、γ/、 /、/、〆、γ/' v 

PhOH 11 -1 -1 - 1 11 ' 1 ' 1 Î ・2HCI
、，�シヘ .. ，チ..........__ �_._.��ヘ.. ，づヘ，'l)"-../ - N - ........ ン、CI CI..r 'V"、N - 'V" 

2-2- 7 6-クロロー2-メトキシ-9-フエノキシアクリジン37)

CI OPh 

CI CI 

OCH3 OCH3 
NaOH 

PhOH 
( 2 - Î ) 

100 m 1ビーカーにフェ ノール40gを入れ、 800Cで水酸化ナトリウ

ム1.6g (40mmol)を溶角干した。 このj容液に6，9-ジクロロー2-メトキ

シアクリジン10g (36mmol)を加えて溶解し、 1000Cで1時間半加



熱批判:した。 放冷後、 反応溶液を2M水酸化ナトリウム水溶液300ml

に注ぎ、 析出したi出緑色囚イ本をろ取し、 2M水酸化ナトリウム水溶

液で数回洗浄した。

性状 H音緑色国体

収量 1 3 . 2 g (98%) 

制点 1 5 8 . 6 ----1 5 9 . 1 oc 

IR (KBr) νC.C 1630cm-1 

νc・o 1230cm-1 

2-2-2 1.14-ジフタjレイミジル-3.6.9.12-テトラオキシテトラ

テJカン38、39 ) 

C4
NK 

。 OF oE。
(2-2) 

DMF 

1 ， 1 4 - ジク ロロ ー3 ，6 ，9 ，1 2 -テトラオキシテトラデカ ン3 0 g 

( 100mmol)を乾燥DMF500mlに溶解し 、 この溶液を撹枠しなが

らフタルイミドカリウム41g (22 0mmol)を加えた。 900Cで3時間

加熱撹枠後、 反応混合物が冷える前に生じた沈澱をろ別、 ろ液を留

去して残盗に水を力[1えクロロホルムで抽出した。 硫酸マグネシウム

で乾燥後、 ろ液を留去、 残益をクーゲルロール蒸留により精製した。

性状 fft褐色11JI状液体

収量 32g (59%) 

60MHz lH-NMR (CDC13 内部基準TMS)

3 イ直 (ppm) 

3.6 (20H， m， H3，b) 
7.7 (7.0H， m， HC) 
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2-2-3 1.14-ジアミノー3，6，9，12-テトラオキシテトラデカン二塩酸

塩38、39)

I\í\{\í\r一\
N 0 0 0 0 N 、

0=ギ"， "戸o 0ニギ ヲ=\__j � � u ��2NNH2 . Hρ HCI_ í\1一，{\í\í\
j 、 tグ 、 EtOH トイ2N 0 0 0 0 NH2 

\ニニ/ �二二ノ ・2HCI

(2-3 ) 

1 ， 1 4-ジフタルイミジル-3，6，9 ，1 2-テトラオキシテトラデカン32 g

(64mmol)をエタノール30 0m 1に溶解し、 抱水ヒドラジン(80% ) 

25 mlを加え加熱還流した。 1 0分程で白緑色固体が多量に生じたが、

これを砕いた後さらに2時間還流した。 pH1になるまで塩酸を加え、

続けて3時間加熱還流。 放冷後沈澱をろ取し、 ろ液を留去して白黄

色固体を得た。

性状 白黄色固体

収量 18g (900/0) 

融点 室温付近( --25 OC) 
パイルシュタインテスト 陽性

IR (KBr) ν c-o 1100 cm-1 

ν :\'-11 1500 cm-1 
ν c・11 2900 cm-1 

60MHz 1 H-NMR (DMSO-d6 内部基準TMS)
3他(ppm)

3.6 (20 H， m， H a ，b ) 
8.0 (6H， m， HC) 
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2-2-4 1，14- ビス[9 'ー(6 '-クロロ- 2'-メトキシアクリジルアミノ)J-

3，6，9，12-テトラオキシテトラデカン二塩菌愛塩;37) (1) 

OPh 
〈 人 /'0.. .OCH..， 

/、ý、ず/ 、(" v 

Jl /1 /1 /J + 

CI""- �、N 〆�

「一\ /一\ 1\ 1一\ 了一\
HN 0 0 0 0 NH 

H3CO ， ./、/ふノミ， /ミ\ ノド�/OCH3 、-:、〆、込γ / 、 ("'"、/、，/'、/PhOH 11 、 、| 司1 r 寸 寸 、l
、'- -"づ入、 . �ヘ /夕、 J札 ./..).、 〆うよ、 /..) � ‘N- "ン"CI CI / � 、 N' ""グ

. 2HCI 

(2-4) 

6-クロロー2-メトキシー9 フエノキシアタリジン13g (39mmol)を、

800Cでフェノール4 0gに浴:角卒し、 1， 14-ジアミノー3， 6，9，12 -テトラオ

キシテトラデカン2塩酸塩5 g (16mmol)を加え、 1200Cで2時間半

加熱撹枠した。 放冷後、 反応混合物をエーテルに注ぎ、 生じたター

ル状の黒色沈澱をエタノールで洗浄、 ろ取して暗緑色固体( A)を

得た。 方、 エタノール可溶物を多量のエーテルに注いで生じ た黄

褐色ix澱をろ取した。

エタノール不溶物(A)

性状 暗緑色固体

収量 6.5g (5 10/0) 

融点 2 1 9 . 5 -- 2 2 1 . 0 oC ( 200 oC付近で変色)

IR (KBr) ν ト� -N 3400 C打1

ν C-II 2870 cπ1 (O-CH2) 

シ C-C 1630 cm (arC-C) 

Ô �-I-! 1590 C口1

ν C-o 1245 C口1
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60MHz 1 H-NMR (CF3COOH，内部基準TMS)
δ イ芭 (ppm) 

3.6 (29H， m， Ha•b.d) 
7.2 (12H， m， HC) 

br-ゴー�I

刈

L 

Y 
C 

元素分析 H C N% 

実測値 5.22 56.17 6.92 
計算値(C38H42N406C14'H20) 5.48 56.30 6.91 

エタノール可溶物(B)

性状 黄褐色団体

収量 3.5g (280/0) 

融点、 1 1 0 . 5 ---- 1 1 8 . 0 OC 

IR (KBr) (A)と同じ

60MHz lH-NMR (CF3COOH 内部基準TMS)

δ値(ppm)

2 - 2 - 5 まとめ

3.6 (31H， m， Ha•b.d) 
7.2 (12H， m， HC) 

2 - 2 - 1の反応はほとんど化学量論的に進行することが知られて

おり37)、 当研究室でも何度か合成されているので融点、 IR測定の

みで目的物が得られたものと判断し、 次の反応、に用いることにした。

2 - 2 - 2、 2 - 2 - 3のガブリエル合成は、 ほほ満足できる収率で

反応、が進行した。

2 - 2 - 4において、 アタリジンのフエ ノキシイ本に文すするアルキル

ーつつー



アミン塩酸塩の求核反応、を行なった。 ハロゲン化アクリジンとフリ

ーのアルキルアミ ンでも同じ様に反応すると考えられるが、 後者は

反応収率が低いとの報告がありJ 7 )、 この方法を選択した。 アミンが

塩酸塩になると求核性は弱くなると考えられるが、 アクリジンの9

位への求核攻撃と同時にN位のプロトン化が進み 、 誘起効果により

求核反応、が促進されるのかもしれない 。

また、 この反応で得た生成物A、 Bは、 NMR、 IR、 元素分析の結

果からいずれ も目的物の1 ， 1 4 - ピス[9 '_(ふークロ ロ- 2 '_メトキシアク

リジルアミノ)]-3，6，9，12-テトラオキシテトラデカン2塩酸塩( 1 ) 

であると判断した。 しか しながら興味深いことにその融点には100

℃近い差があった。 これは結品水の数、 または両アタリジン環のス

タッキング状態などの遣い に起因するものではないかと考えて いる。

Aの水からの再結晶を試みたが結晶化せず 、 水を留去して再び融点

を測定したところ120 --125 ocとBの融点に近い値を示した。 再結晶

操作の際に、 恐らくAはBに近 いコ ンホメーシ ョ ン に変化したもの

と考え られるが、 現段階では詳細は明らかではない。
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2-3 ONA-ビスアクリジン(1 )の結合定数に及ぼす金属塩

の効果

仔牛胸j尿DNAと1との相互作用を程々の金属塩の一定濃度存在下

でScatchard解析40)にて検討した。 対照化合物としてモノ体ではあ

るが1と同じアクリジン核と 、 同様に2つの 正電荷を有するキナク

リンを用いた。 DNAと代表的な幾つかのインターカレータの相互作

用において、 結合定数に与える金属塩濃度の影響について述べた文

献41)から、 初めは視IJ定条件として金属の種類によって結合定数にほ

とんど差のない波度100Mを選んだが、 セル中で懸濁して吸光度の正

確な測定ができなかった。 そこで金属塩濃度を001 Mにして結合定数

を求め 、 対照物質(分子内にエチレングリコール鎖を持たないイン

ターカレータ・キナクリン)と比較することによりエチレングリコー

ル鎖の影響を評価することにした。 図2-2にエチジウムブロミドの

結合定数に与える金属塩波度の効果4 I )を示した。

205 

ご.... 5.0 

三

回

O
F

U

u、
占=

。
0.5 

Cs [... J 一一←

， .0 

図2-2 エチジウムブロミド・DNAの結合定数，Ksに与える塩濃度，Csの彩
智�41) NaCI (0) ， KCI  (口) ， MgC I2 (ム) ，T=29SK，文献41より転写
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2 - 3 - 7 結果

図2-3に仔牛胸腺DNA添加に伴う1の吸収スペクトル変化を示す。

DNA の濃度増加に伴っ て吸収スペクトルは明らかに深色シフト

(41 7→42 4nm)と淡色シフト (Hypochromicity，H%=44)をして

いる。 これはDNA 結 合性薬物に特徴的な挙動である42、4 3 )。 従って

このピスア ク リ ジ ン1もDNAと相互作用、 特に淡色シフトが大きい

ことからインターカレーシ ョ ン相互作用をしていると考えられる。

図2-3の吸光度変化(図2-4)から、 数程のアルカリ(K Cl、 N a Cl ) 

アルカリ土類金属(M g C 1 2、 C a C 1 2、 B a C 1 2 )共存下で の1のDNA

に対する結合定数を求めた。 それぞれの条件下でのScatchardプロ

ットを図2-5----2-8に、 また、 これらのプロ ット から求めた結合定数

を表2 - 1にまとめて示す。

表2・1 程々の金属共存下での1， キナクリンのDNAに対する結合定数. 100μM 

:MES (pH6.S) ，2SoC 

DNA結合配位子 共存金属塩 結合定数 結合座席数
(0.1 M) Kx10・3 (M1) n (塩基対)

KCl 900 4.6 

NaCl 380 4.5 

キナクリン MgC12 10 22 

CaC12 30 22 

BaC12 30 17 

KCl 780 5.5 

NaCl 400 4.4 
ピスアクリジン

MgC12 25 13 1 
CaCl2 31 28 

BaC12 33 13 
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図2・3 仔牛j刷版DNA7奈川lに伴う1のスペクトル変化.

10μM 1， DNAb�).tは上から0，40，75，100，120，170，
250μM，IOOμM MES (pH6.5) ，0.1 Mト�aCI，250C 
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図2-4 DNA添加!に伴う1のl投光皮変化.
区12-3のスペクトルから2つの波長におけるl汲光j交
をプ口ッ卜した.
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考察2 - 3 - 2 

トンの可逆的フ。 ロリジン環のN位のpKaを、化合物1の2つのアク

図2-9にな結合に由来する444 nmでの吸光度変化から評価した“)。

pH>9ではアタリジン環が完全pH変化に伴う吸光度変化を示した。

沈澱が生成してしまに無電荷になったために1の溶解度が減少し、

しかしなカτらpKal----8.0、いpKa2を求めることはできなかった。

pKa2�9.0であることがわかり、本節の実験条件(MES緩衝液pH6.5 ) 

では 1はジカチオンイ本として存在していることが確かめられた。

0.075 

0.070 

0.065 

0.060 

0.055 

0.050 

0.045 

(
E
C
寸
寸
寸)

Mm

叫-m
g

8 7 6 

pH 

5 4 3 
0.040 

2 9 

図2・9 1のpH 消定. 1:5μM;クエン酸， KH2P04，ホウ酸， ジエ
チルバルピツール酸:5.7mM (pH 2.6)に5M NaOH叫を滴下し
てpHを変化させ平�jjriJ迷後A444を測定した
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1はピスイ本であるので結合親和性の増大が期待されたが、 表2-1の

結果をみると実際はキナクリンの結合定数と同程度の値であっ た。

いずれもジカチオンイ本としてDNAと相互作用していると考えられる

ので、 これらのアクリジン誘導体の結合に際して は 、 疎水的相互作

用よりもむしろ荷電の効果が大きく、 結合定数 は主に静電的 相互作

用に よって決定されているものと考えられる。

各々の金属共存 下で の1とDNA の 結 合定数 の 大きさの序列は

K>Na>Ba>Ca>Mgであ った。 一方、 金属イオン自身のDNAとの親

和力の強さの序列は、 Mg>Ca>Ba>Na>K、 即ち全く逆である45-47)。

このことは、 金属イオン共存下での1やキナクリンのDNAとの相互

作用は、 やはり、 おもに金属との静電的な交換反応、ーカチオン交換

-(図2-10)に支配されていることを示している。

n In+ X-

+ nW X-
司司�

図2-10 インターカレータと金属の交換反応.M九金属カチオン; In九
インターカレータ

21illî金属イオン共存下でも、 1とキナクリンのI/_II]には大きな差は

みられない。 しかしながらM g2令存在下でのみ1の結合定数が キナク

リンよりも目立って大きな他を示した。 この1-MgZ+系での結合定数
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の増大は 、 M g2+が1の分子内 のペンタエチレングリコ ール鎖とDNA

のリン酸に同時に相互作用してDNAと1の結合を助けて いることを

示唆し ている。 即ち、 初めの分子設計で期待した通りM g2+はDNA-

1複合体のクラウンエーテル類似の空孔内に結合し、 錯イ本を安定化

している可能性がある。 通常、 M g2・は水中ではク ラウンエーテルと

はほとんど相互作用しない ことが知られているが48)、 DNA近傍で

の局所的な極性は水よりも低くメタノールに近いと いう知見があり

1 9、49)、 さらにリン酸 の負電荷の寄与も考え ると、 この結果は不合

理なものではないと考えられる。

2-4 ビスアクリジン(1 )共存下での金属イオンによるプラ

スミドDNAの切断

DNAに結合する多価金属イオンは、 そのルイス酸的性質により

リン酸ジエステル結合を加水分解することが知られているS 0 )。 さら

にもし金属のDNAへの結合が1により促進されるならば、 加水分解

の増強が期待される。

本節では、 1を用いたDNA切断の基礎的検討行なった。 DNAには

閉環状(スーパーコイ ル状)のプラスミドDNAを用いた。 この閉環

状のプラスミドDNAは、 図2 - 1 1に示すようにスーパーコイル椛造

( ccc)をもち、 その2本鎖の一方にニ ック ( 切れ目)が生じると

関環状( 0 C )に変化する。 さらに切断が進むと直鎖状( 1 )に なる

が、 これらの形態の異なるDNAは分子量は等しくてもアガロースゲ
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ル電気泳動では分離することがすることができ、 切 断反応、を非常に

高感度に追跡することができる。

ニック

」F 
』「

芥Ij
CCC::!iニ

チモj
O Cゴ三 |型

oc 

ccc 

図2・11 プラスミドDNAの形態変化(cα→oc→1)

とそれぞれのアガロースゲル電気泳動挙動.

2 - 4 - 7 加水分解反応、による切断

プラスミドDNA、 pUC9-terR(+)を用いてピスアクリジン、 1の

共存下CU 2。による加水分解を行なった。 図1-12に切断反応、後のアガ

ロースゲル電気泳動の結果を示す。 この写真をデンシトメーターで

今〆
}

勺

コ



定量化したものを図2 - 1 3に示した。 定量化にあたっては、 oc型は

ccc型よりも1 .5倍ほどエチジウムブロミドに染まり易い5 1 )ことを考

慮して植を補正した。 図中の00/0はccc型とoc型の割合がコントロー

ルと同じことを示している。 このようにCu 2+濃度上昇に伴ってDNA

の切断が進行していることがわかる。

また、 図2 - 1 4にはL a 3 +を用いた場合のプラスミドDNAの切断の

結よ|去を示す。 C U 2+の;場合とは異なり、 明確なL a 3φ濃度依存性はみら

れなかった。

、J -:.1 • 

/ 
-

"，\ . 

く> A r) . 
、〈 ノ�-} :介

‘
1') 吐ノ

1 2 1 2 345 

ムヘ

巧
本

ぐ1
j

η 

1 234 5 

図2・12 インターカレ ーターCu2+共存下でのプラスミド

DNAの切断反応.0.3μM 1， キナクリン; 25 μM DNA­

phosphate; 55μM Tris-HCl(pH7.5);レーン1�5はそれぞれ

0， 0.8， 5.6， 11.2， 16μMのCu2+を含む.混合物を370C， 12時

間インキュベート後1%アガロースゲルで泳動. エチジウ

ムブ口ミドで染色.コントロールlと2はCu2+を含まず， 1は

インキュベートをしていない.
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区12-13 反応竿プロット. 図2-12からデンシトメーターを

使って定量化， コントロールのデータを反応率0%とし，

cαのバンドが消失して全てocになったものを100 %とし

た
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図2・14 インター カレ ーターLaJ•共存下でのプラスミド

DNAの切断反応.0.3μM 1， キナクリン; 25 μM DNA­

phosphalC; 55μM Tris-HCI(pH7.5);レーン1-3はそれぞれ

0，0.16， l.6μMのLa)'を含む.混合物を370C，12時間インキ

ユベート後190アガロースゲルで泳動し，エチジウムブロ

ミドで染色した. 左の1-3はインターカレータを含んで

、ない.
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2 - 4 - 2 ラジカル反応によるONAの切断

ブレオマイシンなどの 金属配位能を有する数種のDNA結合性薬

物は、 その結合部位でDNAを切断することが知られている口、53 )。

そしてこの切断は錯形成している金属(Feなど)により還元されて

生じたスーパーオキシドイオンや、 ヒドロキシラジカルによるリボ

ース環や塩基への攻撃で始まるラジカル機構で進行すると考えられ

る。

ここでは、 c U-アス コルビン酸系で過酸化水素から効率的にヒド

ロキシラジカルを発生させ、 DNAをラジカル的に切断することを試

みた54 ) (図2-1 5 ) 

HO・ . OH 

Cぱ
\� 

� 

H2C-OH 

cJ+ 

H2C-OH 

図2-15 Cu-アスコルビン酸系を利用したヒド
ロキシラジカルの発生.

この基礎的な笑験としてまず条件検討を行なった。 共存する銅イオ

ン、 インキュベートのH寺問を変化させ てDNA切断を行なった。 結果

を図2-16に示す。 図2-16 (A)での条件がきびしすぎたためにレー

ン3 � 4ではDNAが完全に創11かく断片化されて、 DNAバンドが消失
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した っ 次にJ!'iJイオン以伎を下げ、 さらにインキュベートの時間を6

分の1 (1 1I.'i: 1日J - 1 ()分1/'，] )にしたが(B )に示すとうり(A)と同様

に 、 DNAバンドを千食，'1'，することカfできなかった。

(a) 2 3 4 

4EB'
 

、、s''''hu
 
〆'l、、 2 3 4 

図2・16 酸化還元系でのプラスミドDNAの切断

3.3μM DNA-phosphalc; 450μM Tris-HCI (pH7.5) ; 

9mM H202; 9mMアスコルビン酸-レーンlはコント

ロール，レーン2はCu2-を含まない. (A)レーン3は

450μM， レーン4は900μMのCd・を含む. 混合後37

℃で1 A寺問インキュベートした. (B)レーン3は90

μÌ\1，レーン4は450μMのCu2・を含む.混合後370Cで

10分間インキュベート. 1% アガロースゲル電気泳

動後のゲjレをエチジウムブロミドで染色
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2 - 4 - 3 考察

図2 - 1 2、 図2-13より、 ピスアクリジン1はC U 2+非共存下でも明ら

かにDNA 切断を促進している。 一方、 キナクリンはコントロールに

比べるとC U 2+非共存下では逆に切断が抑制されている。 このよ うに

この2つのアクリジン誘導体の性質にははっきりと した違いがある

がこれが何に起因するものかは現在は明らかではな いO あるいはピ

スアタリジン1がDNAに与える局所的なひずみ によるものであるか

も知れない。 このひずみは、 もし1がその2つのアタリジン部位の

両方をDNAにインターカレートさせているならば、 ピスイ本である分

だけモノインターカレータであるキナクリンの与えるひずみよ りも

大きいと考えて もよいだろう。

C U 2φを添加した場合、 キナクリン共存系について は大きく切断効

率が上昇したが、 1共存系については、 既にC U 2+濃度がOの時点でほ

とんど1000/0の切断効率であり、 この実験条件ではCu 2+濃度の効果

は切らかにはならなかった。 しかしなカτら、 1 を力日えないCuれだけ

の場合の切断効率の方が、 1共存 系よりも高いとい う結果も得てお

り(データは示していない)、 ここで も2- 3 - 2で述べたようなポリ

アニオンであるDNAへのカチオンネ重(インターカレータとC U 2+)の

ズ換反応が支配している様子がうかがえる。

以上の結果をまとめると 、 カチオン 性の複素環音1$位を有する1は

それのみで弱いDNA切断活性をもっ。 一方、 C U 2 +自身も強い切断活

性をもっている。 しかしながら、 これら 2つの活性は協同的という

よりもむしろ競争的に作用していることがわかった 。 このこと は本

研究の当初Jの作業仮説とは�lな るものである。 スーパーコイルの緩
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和を利用したこの研究法は、 その操作、 原理の単純さからよく用い

られる が、 緩和は たったlつのニ ッキングでも起こり、 非常に特異

な反応、であると言うことができる。 つまり、 スーパーコイルDNAの

緩和はDNA切断反応の特別な一面しか捉えておらず(しかもスーパ

ーコイルDNAは部分的にZ型部位や2本鎖、を組んでいない部分が存

在し53\ そこは非常に切断され易い)、 ピスアタリジン1-Cu2+によ

って協同的に起こる DNA切断の可能性についてはさらに詳細に検討

すべきである。

図2-14より、 L a 3 +は、 明らかにDNAを切断することができた。 さ

らにC U 2+同様、 L a 3 +とインターカレータの競争的な作用が観察され

た(1、 キナクリン存在下でDNAの切断が抑制された)。 しかしな

がら、 その切断効率のL a3+濃度依存性や再現性は非常に乏しかった。

この迎由としては、 この笑験条件(pH7.S)ではL a 3 +が加水分解し

てしまい、 反応溶液中にはもはや期待した濃度のL a 3 +が存在してい

なかったということが考えられる。

また、 ラジカjレ反応、によるDNA切断(図2 -1 6 )は現在のところ

区1 2 - 1 7を含む幾つかの機構で進行すると考えらている川、57)0 本節

の反応、も同様な機構によると考えられるがC U 2+濃度、 反応時間の調

節では発生するヒドロキシラジカルの濃度の制御が難しかった。 今

後の可 能性としては、 反応j昆度、 H2 02-アスコルピン酸の濃度の調

節が考えられるが、 この機構が加水分解と比べて反応性が非常に高

いことや、 さらにこの系の実l倹方法(スーパーコイルプラスミド

DNAの緩和過程の観察)では、 1とC U 2 +は競争的に作用することか

ら、 この反応系でビスアタリジン1の特異性 をみる のは難しいと考

えられる。 今後は、 操作の簡便性、 条件検討のしやすさから加水分

j�平について詳細に検討する。

-
3 … 
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図2-17 ヒドロキシラジカルによるDNAの切断年長椛.

2-5 ビスアクリジン(1)の結合部位と切断部位

本節では 、 C U 2.によるDNA切断に及ぼす1の効果を詳細に検討す

るため32 p_末端椋識DNAフラグメ ントを用いた。 はじめにDNaseI

を用いたフ ットプリンティングにより、 1の結合部位の検討-を行な
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フラグメントの消失DNA-タンパク質複合体 DNaselによる消化

区12-18 フットプリンティングの原理



い、 次に同じDNAフラグメントを用いて1- C U 2φ存在下での切断操作

を行な い各々の部位(1のDNA結合部位と切断部位)の比較を行な

った。

ここで簡単にフ ットプリンティング法の原理について述べる。 原

理!を示す摸式図を図2 - 1 8に 示す。 フ ットプリンテ ィング法は元来

DNA結合性タンパク質のDNA上での結合部位を知るために開発さ

れた手法であるが、 全く同じ様に、 比較的低分子のDNA結合性薬物

にも応用できる58- 60)。 以下、 )11買を追って図2 - 1 8を説明する。 1 ) 

DNAフラグメントにDNA結合性タンパク質を作用させて複合体を

得る。 DNAフラグメントの5'または3'の片末端は放射性リン標識を

施しである。 2)複合体にDNaseIを作用させると、 まんべんなくか

っランダムにDNAを切断するが、 タンパク質などが結合していると、

その部位での切断が抑制(DNaseIの接近がブロ ックされる)され

る。 3)従って、 ブロ ックされた部位に対応する長さのフラグメン

トの生成が抑えられる。 4)DNaseI処理して得られたDNAフラグメ

ントを変性し、 尿素を含む適当な波度の変性ポリアクリルアミドゲ

ルを用いてゲル電気泳動を行ない 、 各々の長さのフラグメントを分

離する。 5)このゲルからオートラジオグラフイーによりX線フィル

ムにラダ一状のバ ンドを得る。 このバンドの消失パターンと、 同時

に平行に泳部JさせたMaxam-Gilbert反応、61)のパターンとの比較か

ら、 DNA結合性タンパク質の結合音1)イ立を矢口ることができる。

2 - 5 - 7 ビスアクリジン(1)の結合選択性

図2 - 1 9に32p_5'末端;標識された2 1 6bpのDNAフラグメントを用 い

た1共存下のDNaseIフ ットプリンティングの結果を示す。 右側の四
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図2-19 1のDNascIフットプリンテイ

ング. 40pM DNA-phosphalc， レーン3

�8はそれぞれ， 0， 0.05， 0.13， 0.25， 

0.30， 0.50の[l]/[DNA-p] で1をj35力日し

ている. レーン1.2はそれぞれMaxam­

GilbenのA/G， C庁反応.8%ポリアクリ

ルアミドゲルで2000Vで泳動後X線フ

ィルムに感光させた.



表2-2 ビスアクリジン1の結合選択性

結合x-y
占有率: 配列選択性:

塩基配列
全x-yの数 結合xyの数 占有率グ-X-Y-3' の数

全XYの数 0.35 

(X-Y ) ( 139) (48) (0.35) (1.00) 

C-G 6 6 l.00 2.86 

G-G 2 2 1.00 2.86 

G-C 6 4 0.67 1.91 

A-G 9 5 0.56 l.60 

G-A 1 1 6 0.55 1.57 

C-A 12 4 0.33 0.94 

A-T 12 4 0.33 0.94 

T-C 10 3 0.30 0.86 

T-T 1 1 3 0.27 0.77 

C-C 8 2 0.25 0.71 

T-A 8 つ 0.25 0.71 

G-T 4 0.25 0.71 

A-C 10 つ 0.20 0.57 

A-A 14 2 0.14 0.40 

T-G 7 0.14 0.40 

C-T 9 0.11 0.31 

角形で匪!まれた部分は 、 1によってブロ ックされた部位を示してい

る。 CPKモデルから 、 1は、 DNAの2----3 塩基対にまた がって結合で

きる大きさをもつことがわかったので、 塩基配列選択性を評価する

際には、 1が2 :tS�'�恭配列を認識するものと仮定した。 図2 - 1 9に示す

シークエン スゲル(8 %ポリアクリルアミド)で1 4 0の塩基配列を読

み取ることができたo 1]IJち、 この中には1 3 9個の2塩基の配列(1の

認、識し得る座席)が存在することになる。 そのうち1によ ってプロ

テク卜されている 2塩基配列は図2 - 1 9より4 8個存在していたので平



均して48/139即ち0.35の割合で1が結合していると考えられる。 従

って可能な1 6個の塩基配列のそれぞれのうち 1に占め られている割

合が、 0.35よりも高いか低いかによって結合選択性を評価し、 その

他を表2-2にまとめた。 配列選択性が1 .0より大きい場合、 1がその

配列に好ん で結合し、 また、 1 .0より小さい場合、 その配 列か ら排

除されていることを意味している。 1はシーCG-γ、 シーGG-3'、 シー

G C-3'に強く結合し、 逆に 5'-CT-3'からは強く排除されていること

カfわかった。

2-5-2 ビスアクリジン(1 )共存下でのCu2+によるONAの

切断反応

図2-20には図2- 1 9と同じDNAフラグメントの Cu2+-1による 切断

のようす を示す。 レーン3をみると、 2-4のスーパーコイルDNAの

ときと違って C U 2+のみではわずかな切 断活性 しかもたないことがわ

かった。 一方、 ビスアクリジン1を共存させた場合(レーン4、 5) 

には、 切断効率がか なり上昇し、 C U 2+のみで4週間反応させたもの

(レーン6)とほぼ同程度であった。 さらにレーン4と5とを比較す

るとC U 2φの活性は1の波度が低い方が効果的である。 このことは、

DNAに結合するカチオン性の 1の波度は、 さらに結合しなければな

らない C u zeのことを考えると、 あまり高すぎてはいけな いことを示

している。

また 、 1のみでは、 ほとんどDNA を切断することはできなかった

(データは示していない) 0 DNAの形態、 i農度などの条件が全く異

わるの で、 このことは先の2 - 4の結果(1とC U 2+の競争的な関係)
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図2・20 1-Cu2・系によるDN A切断

40pM DNA-phosphate. 200pM Cu2+ (レ

ーン3-6)，レーン3.6は1を含まずそ

れぞれ12時間，2週間インキュベート

(370C) . レーン4，5はそれぞれ2OpM，

200pMの1を含み， 12 時間370Cでイン

キュベートしたもの. レーン7はフッ

トプリンティング. [は切断部位，]は

フットプリント部位(1結合部位)を

示す. レーン1，2はそれぞれMaxam­

GilbcnのA/G，crr反応.8%ポリアクリ

ルアミドゲルで2∞OVで泳動後，X 線

フィルムに感光させた.



と矛盾するとは言えない。 一方、 キナクリンのみでは 、 ほとんど

DNAを切断することはできず、 C U 2・を共存させても切断増強部 位は

見あたらなかった(データは示していない)

2 - 5 - 3 考察

C U 2φのみでのDNAの切断パターン(図2- 20 、 レーン6 )とCu2+-1

系での切断パターン(レーン4、 5 )は全く異なっていた。 後者には、

明らか にバンドパターンに波淡が存在し、 特定部位での切断の増強

が示唆される。 しかしな がら、 スーパーコイルDNAの系(2 - 4 ) 

で示したのと同様に、 1の波j支を上げると切断は抑制された 。 即ち、

カチオン性の 1の結合 により、 DNAのトータル の負電荷が減少しカ

チオン程がDNAに近づきにくくなったのであろう。 このことは、 適

当なカチオンの存在は、 DNAと1の形成する擬環状複合体を安定化

し、 そ の生成を促進するという初めの仮定に相反す るものであ る。

C U 2.のイオン半径は、 Mg2+と非常に近いが、 C U 2+は “かたい" 金属

イオンではないのでポリエチレングリコール鎖や、 DNAのリン酸と

のとの強い結合は期待され ない。 これら2つの金属の錯体化学は全

く異な っており、 1の金属共存下でのDNAへの結合を明確にするに

はさらに4会討-が必要である。

図2-20でのC U 2令、 Cu2+-1により切断されたフラグメントの泳動バ

ンド は3127日-に明lB:fで 、 しか もそのバ ンド間隔、 位置はMaxam­

Gilbert反応のそれと全く一致していた。 さらにDNaseIフ ットプリ

ンティ ングのバンドと比較すると半塩基分遅れていた。 これら のこ

とは、 Cu2.+" CU2φ- 1系のDNA切断は、 切断箇所の3'末端にリン酸を



残していることを示している。 区I 2 - 2 1にはMaxam-Gilbert反応、

D N a se 1処理後の切断箇所の末端の分子構造を示している。

o CH') 
0 

5・ 一一一 O-P-OH

。 21tr。

ミケ�N己
0-

HO-PニO
0-3' 

Maxam・Gilbert G反応

O 

HO-P=O 
0 -一一3'

DNase由些理

区12・21 Maxam-GiJbert反応(G反応)とDNぉeI処理後のDNAの切断箇所の分子

構造 Maxam-Gilbert反応では塩基のメチル化の後ピペリジンを反応させている.

図2 - 2 2にCu2+-1の切断部位と結合音fS位の相関を示す。 両者はかな

りの良好な一致を示し 、 本研究開始当初の仮定である C U 2+と1の協

同刃J呆がでていると言っても よ いだろう。 すなわち、 C U 2+ は1と

DNAの形成する擬環状エーテル中に入り、 1とDNAの両方に同時に

結合 し、 ルイス酸触媒としてDNAのリン酸ジエステル結合の加水分

角�f-を助けていると考えることができ る(図2- 1 )。 し か しながら表

子1に示した1の結令定数に与える金属の効来、 図2 -2 0に示し た1高

波及:での切断抑制jなどを説明することはできな い。

これ を受けて以下の2つの異なる 切断機栴を考えた。 一つめは、

2 - 4で も述べたとおり 1がDNAに結合 する ことで誘起される DNA

のひずみによるものである。 1のビスインターカレーシ ョ ンにより

-47-
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図2-22 Cu2・1系でのDNA切断部位と1の結合部位 1は

区12-20のレーン4 (1共存下) ，2は図2・20のレーン6 (1非

共存下)をデンシトメータでスキャンしたもの. 下の括

弧は7 "Jトプリンティング音!日立を示す.

一一"3
' 

そこカ-\C U 2+によるDNAへの局所的なひずみの誘起が余儀なくされ、

こ の機構では必ずしもC U 2+は DNA-1複合加水分解を受け易くなる。

もし1カ-\DN Aのマイナイ本の形成するを孔内に結合する必wはなく、

ーグルーブから結合していればC U 2+は逆のメジャーグルーブから作

ひずみのかかったジエステル結合は容易に加水分解される。用し、

トータルの負電荷は減少し、1の濃度が高すぎるとDNAのしかし

つC U 2・はたとえ1の裏側からであ ってもDN Aに接近し難くなる。

C u +→Cu2++e-の反今までの加水分解とは全く異なり、めの機併は 、

りj三元されて生じた日性酸素松によるラジカル機初である。応、によ

Aおl{のむきだしにな った部分を効率的に切

DNAの椛造プローブとして使用されて断することが:知ら才しており、

ドロキシラジカルはDヒ

-4�、ー



いる62-64)。 やはりここ でも1のピスインターカレーシ ョ ンによって

生じたひずみが引金となって近似のリボース環がむきだしになり、

活性酸素程の攻撃を受け易くなる(図2 - 1 7 )。 ここで は直接反応に

関与するのは拡散可能な化学砲であるので、 なおさらC U 2+はDNAに

結合する必要はないのであるが、 やはり 1の濃度が高くなると静電

反発のためC U 2+とDNAの平均距離は長くなり、 特に寿命の短いヒド

ロキシラジカ ルなどはDNAまで到達できなくなってしまう。 B a s i 1 

らによると50)、 C U 2+によ るDNA (スーパーコイル型)の切断には、

かなりのラジカル杉長打与の関与があるということであるので、 この二

つ目の機構はかなり霊安なものと考えている。 さらに、 図2 -20の

Cu2+-1系の切断はDNAバンドが明瞭で、 切断されたフラグメントは

全て一様に3'末端にリン酸を残してい ることがわかった。 実際、 切

断後のプラスミドDNAフラグメントにT4リガーゼ(3'-OH、 シーリ

ン酸のみをつなぐことができる)を作用させたところ 、 全くライゲ

ーシ ョ ンは起こら なかった(データは示していない) 。 もし非常に

単純な加水分解であるならば、 5'恒IJと3'似IJにリン酸を残す確率はあ

まり変わらないという報告もある50)。

この ように、 ラジカル反応説で以上の現象がかなり説明できるの

である が、 反応系中には、 ヒドロキシラジカルを与え易い過酸化水

素や、 Cu2。の還元剤などを共存させていないのでヒドロキシラジカ

ルの効率的な発生は望めない。 さらに単純なリン酸エステルがC U 2+ 

でうりj半的に力11水分併されることは古くから多くの削究者によって硲

かめられており川 、 これがDNAのリ ン酸ジエス テルで起こっても

なんら不忠訟はない。 いず れにしてもCu2+-1系のDNA切断機構に満

足な説明を与えるには、 さらに詳細な検討を加える必要がある。
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2 - 6 結言

C U 2φとピスアタリジン1の協同的な作用によって温和な条件下、

DNAを切断することができた。 そしてその切断部位選択性は主とし

て1のインターカレーシ ョ ン部位選択性に支配されており、 本研究

はDNAの切断においてCu 2φとインターカレータの協同作用を示した

はじめての仔』である。

切断機構においてはリン酸ジエステjレ結合の加水分解が示唆され

たが、 酸化還元反応によるラジカル過程のような他の機構も否定で

きない。 リン酸エステルの加水分解は古くから数多く知られている

が65)、 DNAに関する引先は忌近になるまでほとんど行なわれてい

なかった。 本章で述べた手法が制限酵素のよう な選択性をもっDNA

切断試薬の設計において重要な指針となることを願うものである。
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第3章 連結鎖が電気化学的活性部イ立をもっ

ビスアクリジン型化合物

3 - 7 緒言

近年の分子生物学のめざましい発達により、 現在までに多くの遺

伝子の構造解析が なされ、 生命現象の解明に大きく貢献している。

これに伴い 、 特定の塩基配列を有する遺伝子を簡便に、 しかも高感

度に分離 ・ 分析する手法の開発が強く望まれている。

本章ではこれを実現する手法として、 潜在的に高感度化の 可能性

を持つと考えられる電気化学的検出に着目した。 しかしながらDNA

は電気化学的に不活 性である。 活性化も可能 ではあるが、 それには

測定前に構造破壊的な前処理が必要である。 したがって、 非破壊的

で可逆的なDNAのラベル化を可能にすることが できれば、 DNAを

非常に簡便にしかも高感度に検出することが可能となると考えられ

る。 このよっに電気化学的活性なDNA結合性配位子の研究は、 電気

化学を利用したDNAの高感度検出プローブとして、 さらにはDNA­

配位子相互作用の研究の新しい方法論として も潜在的な重要性を有

している。

DNAとの相互作用研究のプローブとしてこれまでに幾つかの酸化

還元活性なDNA結合性インターカレータ66-68)や、 金属錯イ本69、70 ) 

の石ûr究が行なわれている(図3 - 1 ) 。 しかしながら、 DNAの電気

化学的高感度検出を目的とした酸化還元活性配位子による非共有結

合的(可逆的)ラベjレ化斉iJの研究は、 酸化還元活性を有するDNA結
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合性配位子が限られているために、 これまでにはほとんど行なわれ

ていない。

。
o

o

 

p

〉

ヘ /
o

OJ

O

一

f
o
句 、

。

o OCH3 

図3-1 報告されている酸化還元活性DNA結合性配位子.

第2章においては、 金属配位性連結鎖、を有するピスインターカレ

ータの設計を行なったが、 本章ではこの連結鎖として酸化還元活性

部位を用いたDNA結合性配位子について述べる。

メチルビオローゲン は、 酸化還元活性であり、 さらに効果的に

DNAに結合することが知られている。 さらにアタリジン環がDNA

に強くインターカレートすることは広く知られており、 第2章でも

証明済みである。 したがって、 ピオローゲンを連結鎖としたピスア

クリジン2は、 非共有利合的で可j主的なDNAの電気化学的ラベル化

六IJとしてのIIJ能性をもち、 これを川いてDNAの向感度検出が可能に

なると考えられる。

さらにビスアクリジン2にはもうiつの機能が期待できる。 それ

は2の分子内の光励起電子移動を利用した新しいタイプのDNAの切

勺，一戸、J



断試薬としての応用である。 DNAに結合した異なる配位子問(エチ

ジウムブロミドとメチルピオローゲン) の光励起電子移動が既に報

告されており7l\ そこではメチjレピオローゲンは強力な電子受容体

としては た らいている。 一方、 除草剤として知られているパラコー

トはこのメチルピ オローゲンそのもの であり、 このメチルピオロー

ゲンのl電子還元体が溶存酸素を還元し、 程々の活性酸素種を発生

させることによりその活性を発現している と考えられる。 DNAがこ

のような活性酸素程の作用を受けやすいこと は 2 - 4で既に述べた

通りである。 これらのことは、 2が、 そのアクリジン部位を(DNA

結合部位としての機能以外に )光増感部位として可祝光を吸収し、

分子内電子移動を通してピオローゲンのl電子還元体を生成させる

ことが できることを示している。

本章では、 ビスアクリジン2のこ れら2つの 可能性について手会討

を行なった。

CH30 

DNA結合部位

光増感部位

2 
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3-2 1-1'-ビス[3"-[9"'-(6'へクロロ-2'"ーメトキシアクリジノレ

アミノ)Jプロピル]-4，4'-ビビ1)ジニウムブロミド二臭化

水素酸塩(2)の合成

ピスアタリジン2の合成反応を以下にまとめて示す。

CI 

CI 
OCH3 

Br�へNH2' HBr 

PhOH 

。べこN
DMF 

NaOH 
PhOH 

OPh 
〈 人 /'- _OCH'l 

，/ '、/ '込ザ" "、/' '"' 

CIノ�グヘNチヘ\グ

HN�Br 
H3CO'y-""、r久〆ぺ

11 1 1 1 . HBr 
"-./ジヘ‘ ，�ヘ/クヘ\グ、N .... .........グ .....CI

.2B( . 2HBr 
2 

3-2- 7 6-クロロー2 -メトキシー9-フエノキシアクリジン刊

2 - 2 - 1に準じて行なった。

OCH3 

3 - 2 - 2 9 -[ 1'- (3'-ブロモプロピルアミノ)J -6-クロロー2-メトキ シアク

リジン臭化水素酸塩川

OPh 

〈 よ ____ _OCH勺

fγγγ u 
_，o....._ .//'0、 /手A、 /ヅ

C， _...- ........... グ 、 N .... � 

Br�NH2 HBr 

PhOH 
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100mlのビーカーに フェノール40g、 6-クロ ロー2 -メトキシ- 9 -

フエ ノキシアクリジン13 g (3Smmol)を入れ 、 これに3 -ブロ モプ

ロピルアミン臭化水素酸組7.7g (3Smmol)を加え、 加熱して溶解

させた。 続いて2 Il寺!1'rJ 1 2 0  ocで加熱撹枠。 反応、溶液をSO Omlエーテ

ルに注ぎ、 生じた沈澱をろ収、 メタノールから再結晶した。 TLCよ

りl成分であることを旅認した。

性状 1lt色回イ本

収量 9.8g (61%) 

融点 2200Cで分解

60MHz 1 H-NMR (DNSO-d6，内部基準TMS)

S イ直 (ppm) 

3.1 (2.2H， m， Hb) 
3.6 (2.1H，t，Ja-b=7，Ha) 
3 . 9 ( 5 . 0 H， m， H c .e ) 
4.2 (1.3H， b， Hd) 

8.1 (6.0H， m， Hg) 
9.6 (O.9H， b， Hf) 

C h a 

dHN� Br 
H3CO， ./、/ミ/、

e � �lよよvf:N :\グ'"CI
H 

\ y-一一___;
9 

3-2-3 1，1'ービス(3・\アミノプロピル)-4，4 '-ビピリジニウムブロミド

二臭化水素酸塩

。べつN
B〆�へ NHj Br-

DMF 

+叩ヘ�{)くつはへ〈川
(3-2 ) 

60m 1のDMFに4，4'ービピリジン1.4g (9.6 mmol)と3-ブロモプロ

ピルアミン臭化水素酸塩8g (37mmol)を溶解し、 アンプル管中で

ーココ ー



脱気封管後1000Cで加熱校枠。 2時間で白黄色国体が析出してきた

が、 さらに8時間加熱を続けた。 析出した固体をろ取し、 DMFで数

回洗浄 した。 乾燥後、 l H- NMR か ら微量 の副生成物( 3 -ブロモプロ

ピルアミンがlつだけ結合したもの)を確認したので、 水-DMFか

ら再結晶して精製した。

性状 白111色固体

収量 1.6g (28%) 

融点 >2500C 

パイルシュタインテスト 陽性

400MHz 1 H-NMR (D20， H20基準)

3 イ直 (ppm) 

2.49 (2.0H， quin， Jd-e=7.8， Jd-c=7.8， Hd) 
3.18 (1.9H， t， Je-d=7.8， He) 

4.76 (2.0H， t， Jc-d=7.8， HC) 
8.58 (2.1 H， d， Ja-b=6.7， Ha) 

9 . 1 6 (1.9 H， d， J b -a = 6 .4， H b ) 

e d c u! 
+Hっ N�ゾヘ、-�

v 

\\ グ 1
2Br I 

3-2-4 1-1'ービス[3"-[9"'-(6"'-クロロー2"'-メトキシアクl)ジルアミノ)1プロピ

jレJ-4，4'ービピリジニウムブロミド.二臭化水素酸塩(2)

(a ) 

HN � N' �ベ� N �NH 

DMF 

H3COな:xf T|βbOCH3
HBr .2Br ・2HBr

( 3 - 3 ) 

60m lのD M F に 9- [ 1 ' - ( 3 ' - ブロモフロヒルアミノ) ] -6 -クロロ-2司メ

トキシアタリジン臭化水素酸�1.8 g (3.9mmol) 、 4，4' -ビピリジン
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0. 15g (0. 96 mmol)を溶解し、 アンプル管中で脱気封管後950Cで

加熱撹枠した。 3時間ほどで黄色固体が析出してきたが、 さらに続

けて17時間加熱撹持した。 放冷後、 黄色固体をろ取した。 この固体

の1H-NMR測定から、 1箇所しか4級化されていない副生成物が主

成分であった。 し かし水から2回再結晶することにより目的物を得

ることカすできた。

性状 黄色固体

収量 0.11g (11%) 

融点 >2500C 

400MHz 'H-NMR (D20， H20基準)

S イ直 (ppm) 

2.64 (2.1H， m， Hd) 
3.87 (3.0H， s， Hf) 
4.18 (1.7H， m， HC) 
7.23--7.91 (6.2H， m， Hg) 
8.06 (2.0H， m， H&) 
8.85 (2.0H， m， Hb) 

cのピークは、 4.7ppm付近のH20のピーク
に隠れていると思われる

・ _ b a 
e 0じ ー一� I 

HN ヘハ、ー)-�
H.，CO‘ /"'0... /'人 月、 '---J I .... "γ/ "、γ/ 、、ず..... � I 

Lよ Jうよ、 /シム、 /シL、 l \ ゲ 、 N 1 \グ .....CI I H "r>_. I ノ ・ 2Br I 
Y 

H 元素分析

実視IJ値

C N% 

3.97 47.39 7.40 

計努:他(C44H4 2N6 02 CI2Br4・2H20)4.17 47.46 7.55 

、、‘E，，，.hu

 
，，，a、、

4Br" -FU

 

、

グ

h

VIII人

P

、
/γ

ol入、

N

、

dy-

O

 

FU

 
弓JMH

 2
 

ぱNヘ�+NJベコヘ ペH3 + 

PhOH 

HN �ノへNi ;トィ( iN /\J〈 NH

同
C

oub vu zbm

.2Br"・2HBr

( 3-4) 
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100m 1のビーカーにフェ ノール 100m 1を入れ、 これにふクロロー2-

メトキシー9 -フエ ノキシアタリジン 3 g (8.9mmol)を力日え、 800Cで

これを溶解させた。 続いて1 - 1 'ーピス( 3 ' -アミノプロピル)-4，4 '-ピピ

リジニウムブロミド2臭化水素酸塩Ll.Og (1.7mmol)を加えて120

℃で5時間加熱撹持した。 放冷後、 反応混合物を500mlエーテルに

注ぎ、 生じた赤褐色固体をろ取した。 この回イ本が半ばオイル状であ

ったので、 これを少量のメタノールに懸濁し て再びエーテルに注ぎ、

茶褐色固イ本を得た。 この粗生成物のlH-NMR からか なりの不純物を

含むが、 主成分は目的物と考え、 数回メタノールで洗浄してメタノ

ール不溶物と可溶物についてそれぞれlH-NMR可溶物についてそれ

ぞれを測定した。 し かしながら相変わらずピーク は複雑であり、 解

析が困難であったので、 このルートでの合成を断念した。

和生成物 性状 茶褐色

3-2-5 まとめ

収量 0.8g 

融点 >2500C 

収率は低いが、 ( 3 - 3 )の合成jレートにより目的物である2の合成

法を硲立することができた。 (3 - 3 )の合成ルート は、 はじめは、

アセトニトリルやメタノール溶媒で行なったが(こ のとき脱気封管

はしていない)、 全く反応、が進行しなか った。 この反応のような求

核世換反応においては、 メタノールのようなプロテ ィ ックな溶媒は

好ましくなく 、 さらにメタノールがビピリジン窒素のα位を攻撃し、

αーメトキシ付加体が生成することも知られており72\溶媒の選択

- ) 1、 一



ミスであった。 アセトニトリルについては、 ピオローゲンを合成す

るのにしばしば使用される溶媒であるが、 目的物はピオローゲンと

してはかなり立体的に込み入ったものであり、 高収率を得るために

は、 さらにきびしい反応条件が必要であったと考えられる。

これとは別に同じ反応、 ( 3 - 3 )を条件をきびしくするためにオ

ートクレーブを用いて2000C、 100atm、 24時間の加熱撹持という条

件で行なった。 原料の溶解性のため、 やはりここで もメタノール+

エーテルを溶媒に 用いた。 この反応で形状の揃った きれいな白黄色

針状結晶が得-られたが、 この結品のlH-NMRの芳香環部分には、 明

らかに6程のプロトンしか存在せず、 この化合物にはピオローグン

構造がないことがわかった。 元素分析の結果などを併せて考えると

この結品は下に示すような構造をもっ化合物であることが推定され

た。 また、 反応混合物のろ液は波青色を呈しており、 ピオローゲン

の還元イ本の生成が示唆された(しかし、 空気中ですぐに再酸化を受

けて無色になった)。 これは、 ピオローゲンが生成したものの 条件

がきびしすぎたためにアタリジ ンの9位の2級アミン部分が分解し、

アクリジンのみが不溶物となって析出したと考えられる。

結局、 最終的には、 DMF 溶媒、 JJ見気封管950Cで目的の反応が進

行したが、 ビピリジンにアクリジンがlつ結合した段階でこれが反

応溶液から析出してしまい、 目的のジピリジニウム塩を主成分とす

ることはできなかった。 溶媒を再検討するか、 またはさらに温度を

上げて長時IIU加熱批判:すれば 、 もっと高収率で目的物を得ることが

できるかも釘|れない。

OR 

H 3CO，- ../ミ， /太/ミ\
γγγ「

\ ぷヘ ‘ ' チヘバジヘ�、N / � ' C I 

白黄色針状結晶

R一口〈つN-R

ろ液

-59-



3-3 ONA-ピスアクリジン(2 )の平衡解析

インターカレータ のDNAに対する結合定数は、 通常、 結合状態、

非結合状態 のスペクトル(吸収スペクトル7 3 )、 蛍光スペクトjレ74)) 

の差、 透析75 )、 フィルタ-パインデインク76)、 などからScatchard

解析・40) によって求める。 しかしながら、 その相互作用が複雑な化合

物、 例えば複数の結合音[)位を有するポリインターカレータなど は、

その解析が非常に難しい。 このような化合物のDNA結合性を大まか

に知 るには その 相互作用様式、 結合定数が よく知られているエ チジ

ウ ム ブ ロ ミ ドを基準とし て用い た追い出 し法(Et hidium

displacement assay)が 有効である74、77、78) 。

この手法は、 DNAとエチジウムブロミドを所定の濃度で共存させ

た溶液に、 結合定数が未知の化合物を添加してゆき、 はじめに結合

していたエチジウムブロミドのうち半分(50% )を解離させるの に

必要な濃度でその結合力を評価するものである。 DNA 1μM-p、 エ

チジウムブロミド1 .26μMのと きこの濃度をCs 0 (μM)として表

記する。 当然のことながら このCs 0は結合定数、 Kとの問に相関をも

ち、 これから求めることのできるKにより、 目的 とする化合物 の

DNAに対する総括的な結合力を評価 できる。

本節では、 Scatchard解析(吸収スペクトル)とエチジウムブロ

ミド追い出し法の両方の手法 で結合平叙!fの解析を行ない 、 ピスアク

リジン2の結合定数Kと占有座席数nを算出した 。
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3 - 3 - 7 Scatchard解析とエチジウムブロミド追い出し法

図3-2に示すように、 ピスアクリジン2のDNA共存下での吸収ス

ペクトルに深色シフトと淡色シフトが観察された。 これはDNA結合

性色素に特徴的な挙動であることから、 2は明ら かにDNAと相互作

用していることがわかった。 このスペクトル変化(図3 - 3 ) から

Scatchard解析を行なった。 Scatchardプロ ットを図3-4に示す。 図

中の実線は式(1 )に示すMcGhee & von Hippelによる理論線7 9 )であ

る。

す = K(l-nν)( 12ら ν } 、、，，J守-aAr't‘、

この理論紋は、 上に示す式を非線型の最小二釆法で最適化してKとn

を決定し、 得たものである。

このときK=1.72x105M.l、 n=3.8bpであった。 この値は、 同じ条

件下での金属捕捉能をもっピスアタリジン1(第2章)の結合定数、

K=4.0x 105M.lよりもやや小さいO 分子設計の段階では、 この酸化

還元活性ピスアタリジ ン2は4つの正電荷をもつ ことから、 大幅な

結合定数の増大(1に比較して)を期待していたわけであ るが、 実

際には全くこの予想は外れたわけである。

そこで2の可祝部の吸収スペクトルからアクリジン 環 のpKaを測定

したo pHの変化に伴うA442の変化を図3-5に示す。 この結果2のpKa

はほぼpKal---4.0、 pKa2---7.Sであった。 結合定数の検討はpH=8.0

4同行なったために、 このとき2のほとんどはジカチオンイ本として存

在していたことがわかった。 した がって、 電荷の点では1と実質的

に差がないことがわかった。 これに加えて、 2の非常にリジッドな
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図3・2 DNA添加に伴う2の吸収スペクトル変化.
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図3・3 DNA添加に伴う2の吸光度変化. 図3-2の結果
から424nmの吸光度をプロットした.
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この程度のK値が妥当な値かもしれない。分子構造を考えると、

は単に構造的に正電荷が近傍(9.95→4.0) このpKaの大きな変化

後でも述べるがに存在する ことによる影響だけでは考え難い。

恐らく2は非結合の状態ではアクリジン部位とピオローゲン

リジンのかなり近傍にピピアク部位とが分子内でスタッキングし、

リジルカチオンが存在しているためにこのような大きなpKa変化が

観察されたものと考えられる。
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朝
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図3・6 DNA-エチジ ウムブロミド複合体溶液への2の添加に伴う蛍光スペク
トル変化 lμM DN A-phosphatc， 1.25μM エチジウムプロミド， 1mM Tris-

HCl (pH8.0) ，250(， ). c;(=546nm 
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エチジウムド追い出し法について述べる。次にエチジウムブロミ

蛍光が大きく増大することが知られてドはDNA結合に際し、フ守ロミ

ドの50%が解離した点これを利用してエチジウムブロミいるカぎ60)
、

図3-6にDNA-ことカfできる。を簡単に知る(目的化合物のCs 0値)

トjレド系に2を添加していったときの蛍光スペク

を示す。( À ex=546nm) 
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図3-7 DNA-エチジウムブロミド複合体溶液への2の添加に伴う
蛍光強度の変化 1μM DNA-p， 1.25μM エチジウムブロミド，
lmM Tris-HCI， O.lM NaCI， 250C， ). cm=595nm， ). c，;=546nm 
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ドと2の交換が起DNA上でのエチジウムブロミ2の添加に伴い、

過剰に2を添加す次第に蛍光が減少していることがわかる。、�
1....... 

ドは遂に完全にDNAから解離してしまい、エチジウムブロミると、

ド単独のものと一致する。エチジウムブロミト/レは、その蛍光スペク

トしトルの蛍光強度1595を2の波度の対数に 対してプロ ツこのスペク

トから500/0のエチジウムブロミこのフ。ロ ッたものを図シ7に示す。

であった。(μM) Cs 0を求めるとCso=0.29ドが追い出された点、

得られた1595 -

この条件で求めたC50は0.087であった。

N aClを加えずに同様の測定を行ない 、

トを示す。log([2]/M)フロ ツ
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図3-8には、
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辺3・8 DNA-エチジウムブロミド複合体溶液への2の添加に伴う

蛍光強度の変化. 1μM DNA-p， 1.25μM エチジウムブロミド，
lmM Tris-HCI， 250C， À em=595nm， À ex=546nm 図3・6から1595をプ
ロットした
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