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インターカレート部位を有するルテニウム錯体を用いた電気化学発光により，二本鎖

DNAの検出を試みた．その結果，フェナジン部位を有する錯体は，光スイッチング機

能を有し，ターゲットDNAの検出限界が2.3 ngとなり，検出試薬としての有用性を示

した．また，Ru(bpy)3誘導体である白金インターカレーターを有するRu錯体の合成に

成功し，蛍光・ECLにおいて，DNA共存下で発光強度が倍増することを示した． 

1. 緒言 

DNAチップは，塩基配列を迅速に解読できるた

め，テーラーメイド医療において大きな地位を占

めている．その際，重要な役割を果たしているの

が発光試薬である．芳香族アミンを有する様々な

ルテニウム錯体は電気化学発光を示すことが知

られており，本研究では二本鎖DNA(ds-DNA)を識

別し光スイッチング機能を持つフェナジン部位

を有するインターカレーター型Ru錯体(1)1)を用い

て，電気化学発光(ECL)強度の差よりds-DNAの検

出を試みた．この検出法を利用することにより診

断用DNAチップにおいての低価格で迅速な検出

が期待される．また，DNAに対して有機物よりも

強くインターカレート型で結合する白金錯体を

発光部位のRu錯体と結合させた白金-ルテニウム

三核錯体(2)を合

成した．これらの

錯体を用いて

DNAへの結合親

和性並びに電気

化学発光を測定

し，検出試薬とし

ての有用性を検

討した． 
 

 

Fig. 2 Structure of cation part of 2. 

 
2．実験 

Calf thymus DNA (ct-DNA)と錯体 2 との親和性 
10 μM 錯体 2 溶液に ct-DNA (20 mM リン酸緩

衝溶液, 30 mM NaCl)を添加していったときの

UV-vis スペクトル変化，ct-DNA 30 μM に錯体 2
溶液を添加していったときのCD スペクトル変化

ついて解析を行った． 

Fig. 1 Structure of cation part of 1. 

ECL発光強度測定 (均一系) 
DNAchip reader (マイクロテック・ニチオン社

製)を用い，発光強度測定を下記の条件で行った． 
・DNA溶液：50 mMトリプロピルアミンを含む 70 
mMリン酸緩衝液 (pH = 7.0, 30 mM NaCl)に
DNA(10-3～102 μM)と錯体（1, 10 μM） 
・測定条件：測定時間 3 s , CV , 設定電圧 0~1500 
mV, 掃引速度 3 V/s 
 



DNA固定化電極 （不均一系） 
次の DNA を用いて電極上に固定し，ハイブリ

ダイゼーションさせた後，発光強度を測定した． 
・電解液：100 mM トリプロピルアミンを含む 100 
mM リン酸緩衝液 (pH = 8.5) 
・測定条件：測定時間 3 s, CA, 設定電圧 1500 mV 
 
・DNA の種類 
Legionella pneumophila における 16S Ribosomal 
RNA 遺伝子種特異的な領域由来の 30mer オリゴ

DNA(5’-SH 修飾，polyA（10mer）+30mer)をプロ

ーブとして用いた．ターゲットDNA (30mer) 
 
 
蛍光測定 
 1 μM 錯体 2 溶液にct-DNA (20 mM リン酸緩衝

溶液, 30 mM NaCl)を添加していったときの蛍光

スペクトルを測定した．λex (nm) = 464 nm 
 
3．結果・考察 

Calf thymus DNA (ct-DNA)と錯体 2 との親和性 
ct-DNAを添加していった時の錯体 2 のUV-vis

スペクトルを測定した．その結果，280 nm付近の

phen部位のπ-π*由来の吸収ピーク，470 nm前後の

Ru側のMLCT由来の吸収ピークは，共にレッドシ

フトおよび淡色効果が観測された．このような変

化は，インターカレート型でDNAに結合する小分

子の特徴であることから，錯体 2 はDNAに対し，

インターカレート型で結合していると考えられ

る．しかし，DNA濃度変化に伴い，複数の等吸収

点を持つため，UV-vis測定からは，結合定数Kbは

算出できなかった．これは，錯体 2 自体のUVス
ペクトルは，DNA増加に伴い，phen部位の分子内

スタッキングの解離，複数インターカレートモー

ドによって変化するためと考えられる．そこで，

ct-DNAに錯体を添加した時のDNAのCDスペク

トル変化からKb，サイトサイズsを算出した2)

（Table 1）．その際のスペクトル変化をFig. 3 に示

す． 

Table 1 Binding parameters of Pt complexes 

Complex Kb /106 (M-1) s 

Pt(phen)Lys 0.93 2.6 

4,4’-{Pt(phen)-LysH)-NHCO}2-bpy 4.2 6.3 

Complex 2 90 4.9 

錯体 2 は，単核インターカレーターである

Pt(phen)Lysや，その単核構造を 2 箇所有する

4,4’-{Pt(phen)-LysH)-NHCO}2-bpyに比べ，非常に

強くDNAに結合していることがわかる．このよう

な結合定数の増加は，インターカレート部位を 2
箇所有することによる疎水性相互作用の増加，お

よび，４価のカチオン分子であることによる静電

的相互作用の増加に起因すると推測される． 
蛍光測定 
錯体 2 のアセトニトリル中および，DNA を含

むリン酸緩衝液中での蛍光スペクトルを測定し

た．その結果をFig. 4 に示す． 
 錯体 2 はアセトニトリル中で，同濃度の

Ru(bpy)3に対して約 3 分の 2 の発光量を示した．

このことから，錯体 2 は白金－ルテニウム間での

大きな電荷移動などは起こらずルテニウム部位

での発光を可能していると考えられる． 
 また，白金部位とルテニウム部位をアミド結合

で結んでいる錯体は，DNA添加にともない発光強

度が倍増することが報告されている3)．錯体2も，

DNA添加に伴い，発光強度が増大していった．こ

のことから，光スイッチングのような機能を有し

ていることが示された． 
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Fig. 3 CD spectra for the titration of 2 to the ct-DNA 
([DNA] = 30 μM).  



錯体濃度変化におけるECL発光強度

錯体1, 2の濃度を変化させたときの発光強度変化

をFig. 5 に示す． 
 Ru(bpy)3は，低濃度においても比較的大きな発

光強度を示すが，錯体 1, 2 では発光強度が著しく

減少する．錯体 1, 2 は光化学発光において，水溶

液中では消光し非水溶液中では発光するという

特性を持つことが知られており，電気化学発光に

れる．  

おいても水による消光が起こっていると考えら

強度のds-DNA濃度依存性

おいても水による消光が起こっていると考えら

強度のds-DNA濃度依存性ECL発光

れる．  

ECL発光  
体 1, 2, およ
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Fig. 4 (a)Emission spectra of Ru(bpy)3･(PF6)2and 2･
(PF6)4 (10 μM) in acetonitrile at 298 K, λex 450, 464 n

 二本鎖DNA(ds-DNA)共存下での錯

びRu(bpy)3の発光強度を測定した．DNA存在下で

の錯体の発光強度を，錯体のみの発光強度で割っ

た発光強度比を算出した．その結果，Ru(bpy)3は

ds-DNAの有無による発光強度変化はあまり観測

されなかった．一方，錯体 1, はds-DNAが錯体濃

度よりも低いと，Ru(bpy)3と同様に発光強度変化

は観測されなかったが，[ds-DNA]/[Ru] = 5 以上で

は，著しく発光強度が増加した．したがって，錯

体 1 はds-DNAの有無による発光のスイッチング

ができることを示した．また錯体 2 は，

[ds-DNA]/[Ru] = 50 で発光強度が倍増した． 
 以上より，水による消光の影響が少なく，

Increasing
[DNA] 

complex2 Ru(bpy)3

ーブに結合するRu(bpy)3ではds-DNAの有無によ

る特異的発光は起こらず，若干の発光強度比の変

化しか得られなかった．それに対して，水により

消光する錯体 1 は，ds-DNAにインターカレート

型で結合することにより発光し，光スイッチング

機能を有していることが証明できた．また，錯体

2 では蛍光測定と同様な結果を得た． 
DNA固定化電極における錯体 1 のECL

m
(b)Emission spectra of 2･Cl4 (10 μM) in 20 mM
phosphate buffer containing 30 mM NaCl (pH  7.0) at
298 K in the presence of 0, 5, 50 and 500 μM ct-DNA, λex
470 nm. 

 

ds-DNA 形成電極上での発光は，

 10 μM のプローブDNAを金電極上に固定化し，

ターゲット DNA の濃度変化による錯体 1 の発光

強度変化をFig. 6 に示す．以前はCV を用い，発

光強度最大値を用いて評価していたが，電圧を一

定に設定したことにより，錯体を連続発光させる

ことが可能になった．そのため，発光強度積分値

を取ることができ，その結果，再現性やS/N比が

向上した． 
 錯体 1 の

ss-DNA 上での発光に比べて著しく大きな発光強

度を示した．このことより，均一系の場合と同様

にds-DNAの有無による光スイッチング機能を示

していると考えられる．さらに，連続発光するこ 
とにより，ss-, ds-DNA 間で発光パターンの違いが 
見られた．ss-DNA 上の発光では，電圧をかけたFig. 5 RLU for the titration of the ruthenium complexes. 
直後に最大発光強度を示し，その後，指数関数的

に減光していく．しかし，ds-DNA 上の発光では，



ss-DNA 上と同様に，電圧をかけた直後に最大発

．結言 

電気化学発光においても光スイッチン
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光強度を示し減光するが，再び発光した後，指数

関数的に減光していく．この実験系の場合，電解

液として錯体溶液を用いて発光強度測定をして

いないため，発光に係われる錯体は，電極 DNA
上に吸着した錯体のみとなり，バルクの液体に錯

体は含まれていないと考えられる．錯体1の場合，

DNA に共有結合してないので，電解液に浸した

時点で平衡が成り立ち，DNA から脱離していく

方向に平衡が傾き，脱離した錯体は拡散していく．

このことから最大発光後に指数関数的に減光し

ていくと考えられる．しかし，トリプロピルアミ

ンを用いた電気化学発光過程には複数の過程が

存在するため，最大発光時で優先されていた過程

と異なる過程が 2 次発光時に主過程になり，2 次

発光が観測されたと考えられる．また，ds-DNA
上でのみ，このような現象が観測された理由は，

錯体 1 は ds-DNA 塩基対間に挿入されており，安

定度，疎水的環境，隣接錯体間距離すべてにおい

て，非特異的に吸着している ss-DNA に比べ発光

する条件に適しているためと考えられる．他実験

において，固定化された DNA は，発光に伴い，

金電極からの脱離を観測している．そのため，2
次発光は一時的発光にとどまり DNA の拡散に伴

い，指数関数的に減光していくと考えられる．ま

た，S/N 比，発光パターンより錯体 1 のターゲッ

トDNA 検出感度は 2.3 ng (250 fmol)と評価した． 
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錯体 1 は，

グ機能を有し，DNA 固定化電極上で特有の発光

パターンを持つことを明らかにした．これにより，

target DNA検出に発光強度のみならず，発光パタ

ーンを用いることにより，結果の信頼性を向上さ

せた．錯体 2 は DNA に対し非常に強い結合力を

持ち，蛍光・ECL において，DNA の共存下での

発光強度が倍増する特性を示した． 
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