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研究成果の概要（和文）：植物根から放出されるラジカル種は、スピントラップ剤 DEPMPO

および DBPMPO により捕捉、測定が可能であり、同一条件では、DEPMPO の方が DBPMPO

の約 5 倍のシグナル強度が観測された。観測されたラジカル種は、その超微細結合定数(aH = 

2.15, aN = 1.48, aP = 4.60 mT)から炭素中心ラジカルであることを確認した。また、その信号の

分解速度から、少なくとも 3 種類の半減期を持つラジカル種が観測された。ESR シグナルを指

標に HPLC でピークの分離を行い、ラジカル種の構造を解析した。（解析中） 

 
研究成果の概要（英文）：Radical species released from soybean roots were trapped by spin 

trapping reagents such as DEPMPO and DBPMPO. The trapped radicals were 

carbon-centered radicals from their hyperfine coupling constants (aH = 2.15, aN = 1.48, aP = 

4.60 mT). Based on the decline rate of the signal intensity, three radical species with 

different half-lives were observed. The radical species were separated by HPLC and 

identified. 
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１．研究開始当初の背景 

 生体中における活性酸素種(ROS)は、酸素
を利用することで発生する毒性の高い副産
物と考えられてきたが、近年はシグナル伝達
物質としての役割などが明らかにされてき
ている。例えば、外敵の侵入に対して生体防
御に利用されたり、植物根や花粉管の伸長に
必要であること等が知られている。しかし、
一般に ROS は反応性が高く、その寿命が短

いことから、分析化学的にはその量的変化を
モニターすることは難しい。一方、ROS との
反応の結果生成するラジカル種は、ROS と比
較して寿命が長く、これが生体中でどのよう
な影響を与えているかについては十分に調
べられていない。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、活性酸素種(ROS)によって発生
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する二次代謝産物であるラジカル種の化学
的な構造解析、およびその生体への影響を調
べるものである。炭素中心ラジカルとは、ス
ピントラップ剤により捕捉されたラジカル
種の ESR シグナルの超微細結合定数の値か
ら炭素ラジカルであることが推定されるが、
その化学構造が明らかになっていないもの
を指す。本研究では、材料として植物根から
放出される炭素中心ラジカルを利用し、その
構造、存在量、安定性、生体への影響につい
て調べることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)使用する植物根は、発芽後 5日水耕栽培
(1 mM 塩化カルシウム水溶液)したダイズ 1
〜5個体を用い、植物根から放出されている
ラジカル種を、5〜30 mM のスピントラップ剤 
DMPO (5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide)、
DEPMPO 
(5-diethoxyphosphoryl-5-methyl-1-pyrrol
ine-N-oxid)、DBPMPO(dibutoxy-)、
DPPMPO(diphenoxy-)、POBN(α
-(4-pyridyl-1-oxide)-N-t-butylnitron)で捕捉
できるか調べた。測定は、ESR装置（JES-FA 
100）を用いて行い、市販されていないトラ
ップ剤は必要に応じて合成した。 
さらに、トラップされたラジカル種の ESR 信
号からラジカル種を推定し、その信号強度の
経時的変化から半減期を計算した。 
 

(2)ESRの信号を指標に、限外濾過および逆相
HPLCでラジカル種を分離分画し、TOF-MSに
よりその構造決定を試みた。 
 
(3)予想されるラジカル種の一つに、膜の成
分であるリン脂質が予想されたため、ホスフ
ァチジルコリンのクロロホルム溶液を濃縮
乾固し、水を加えてソニケーションすること
により、リポソームの懸濁液を作製し、さら
に、Fenton 反応によって生じたヒドロキシル
ラジカルを、作製したリポソームを反応させ、
人工的に ROSの二次代謝産物を作製し、ESR
で計測した。このシグナルと、植物根から放
出されているラジカル種のシグナルを比較
した。 
 
(4)植物根から放出される炭素中心ラジカル
と、生体内でラジカルスカベンジャーとして
機能するアスコルビン酸やグルタチオンと
の反応性を調べた。また、生体内物質として
糖類、アミノ酸、脂質との反応性も調べた。 
 
４．研究成果 
(1)上記スピントラップ剤のうち、市販され
ていない DBPMPO、DPPMPO は、2-メチル-1-
ピロリンを、対応する亜リン酸エステルに添
加して反応させた後、MCPBA 酸化することで

調製した。 
 
(2)方法で述べたトラップ剤を検討した結果、
DEPMPO、DBPMPO を用いた時のみ、ラジカル種
が ESRで観測された。放出されているラジカ
ル種が脂質など疎水性の高い化学種に由来
する可能性を想定し、オクタノール-水の分
配比が DEPMPO より大きい DBPMPO、DPPMPO と
の反応性を調べた。その結果、DBPMPO を用い
てラジカル種を捕捉することはて可能であ
ったが、その信号強度は、DEPMPO を用いた時
と比較して 1/5程度であった。 
 
(3)観測されたラジカル種は、その超微細結
合定数から炭素中心ラジカルであることを
確認した。(aH = 2.15, aN = 1.48, aP = 4.60 
mT) 既に報告されている DEPMPO アダクト
で、類似した超微細結合定数を示すラジカ
ル種の構造としては、・CH(-CH3)NH3(a

H = 
2.21, aN = 1.49, aP = 4.94 mT) 、・
CH(-CH3)NHCH2CH3(a

H = 2.20, aN = 1.49, aP 
= 4.76 mT)、・CH2OH(a

H = 2.10, aN = 1.46, 
aP = 4.90 mT)などであることから、捕捉さ
れている炭素中心ラジカルの近傍に酸素原
子や窒素原子が存在する可能性が示唆され
た。 
 
(4)炭素中心ラジカルの安定性については、
ESR の信号強度の減少速度から判断して、少
なくとも 3種類の寿命を持つラジカル種が観
測された。その半減期は、110、210、8200分
と計算された。また、炭素中心ラジカルの ESR
信号強度と、濃度既知の標準物質(TEMPOL)の
信号強度の比較から推定して、捕捉されてい
るラジカルの濃度はM オーダーであること
がわかった。 
 
(5)HPLC-逆相カラムを用いて成分の分離、UV
検出を試みた。ダイズ根とインキュベートし
た溶液を HPLC で分析したところ、トラップ
剤 DEPMPO とは異なるピークが現れた。しか
しながら、ラジカルを捕捉するために加える
DEPMPOの濃度が mMオーダーであるのに対し、
炭素中心ラジカルの推定濃度がM オーダー
であるため、HPLCのピークとしても微小なピ
ークとなった。これらのピークの中から、ス
ピントラップ剤に含まれるリン原子を指標
に ICP-MS 測定でピーク選別を行い、ラジカ
ルアダクトと予想されるピークを分取、ESR
で測定すると同時に、MSによる構造決定を試
みた。（解析中） 
 
(6)ホスファチジルコリンのリポソームを作
製し、Fenton 反応を行い、DEPMPO でラジカ
ル種をトラップしたところ、ヒドロキシルラ
ジカルは捕捉されず、炭素中心ラジカルが捕
捉された。この溶液を逆相 HPLC にかけてラ



ジカルの信号を与えるピークを分離分画し、
MS による構造決定を試みた。（解析中） 
 
(7)各種生体内成分と炭素中心ラジカルとの
反応性については、現在解析中である。 
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