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研究成果の概要（和文）： 

生体内で生じる脂質ラジカルや過酸化物は、生活習慣病などの原因として広く認知されている。

しかしながら、その疾患を誘発するキーファクターでもある脂質ラジカルの検出手法は、未だ

確立していない。我々はこれまで、ニトロキシドラジカルが脂質ラジカルとラジカル-ラジカル

反応すること、また蛍光団と不対電子の相互作用により消光反応が生じることに着目し研究を

進めてきた。そこで本研究では、蛍光物質を開発し生体内で産生する脂質ラジカルの新たな検

出手法の開発を目的とした。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Lipid-derived radicals and peroxides are involved in the pathogenesis of oxidative stress diseases. 

However, a useful lipid radical detection method has remained tentative. We focused on nitroxide 

reactivity, which allows spin trapping with carbon-centered radicals via radical-radical reactions and 

fluorophore quenching through interactions with nitroxide’s unpaired electron. Thus, the aim here was to 

demonstrate a useful detection method for lipid-derived radicals in in vivo.   
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１．研究開始当初の背景 

我々が生活していく上で、エネルギー生成や

物質の移動には、電子の授受（酸化還元反応）

が基盤となっている。しかしながら、人体で

この酸化還元反応の破綻、すなわち、「酸化

ストレス」が生じると、疾病が発症する。例

えば、高血圧や糖尿病、脳卒中などの生活習

慣病の患者の爆発的な増加は、酸化還元の破

綻がキーとなり、ドミノ倒しのごとく疾患が
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連鎖していくともいえる。この中で脂質ラジ

カルは、酸化ストレスの連鎖反応開始点とな

り得、細胞膜機能の破綻を引き起こし、また

それ自身が細胞障害のキーファクターでも

ある。しかしながら、脂質ラジカルを直接検

出する手法は、ESR/スピントラップ法以外開

発されていない。一方、我々はこれまで、有

機化合物であるニトロキシドラジカル（＞

N-O安定ラジカル体）が脂質ラジカルなどと、

“ラジカル-ラジカル反応にて共有結合する”

ことに着目し、造影剤や抗酸化剤としての利

用に向け研究を行ってきた。例えば、発癌物

質であるニトロソアミン誘発肝癌モデルで

は、過酸化脂質の二次代謝産物よりもかなり

早い時期に脂質ラジカルが産生しているこ

とを報告した。 

一方で、このニトロキシドラジカルは、生

体内で容易に還元されるという問題点があ

った。そこで我々は、この分子の反応点周囲

である 2，6 位を置換すると酸化還元電位や

反応性が変化するのではとの考え、新たな合

成手法を開発した。その結果、酸化還元電位

が変化し、また生体内還元剤とも全く反応せ

ずに、フリーラジカルと反応する化合物の創

出に成功した。 
 
２．研究の目的 

以上の背景のものと、本研究では、酸化スト

レス疾患時に産生する脂質ラジカルの検出

手法を開発し評価するために、蛍光ニトロキ

シド内の不対電子と蛍光物質の消光反応に

着目し、以下 3 点を目標とした。 

1）脂質ラジカルの検出手法開発 

2）モデル実験による検証 

3）細胞・疾患モデルを用いた検証 

 

 

 

３．研究の方法 

1) 蛍光消光原理を利用した脂質ラジカル

検出ニトロキシドルの開発： 

Dansyl-TEMPO は、Likhtenshtein ら報告に従

い合成した。また、2，6 位を置換したニトロ

キシドは、申請者らがこれまで開発してきた

手法を用いて蛍光ニトロキシドを合成した。 

 

2) モデル実験による検証（脂質ラジカルと

の結合評価）： ESR 法、HPLC 法、LC-MS

法を用いて評価した。脂質ラジカル産生系は、

リノール酸またはラット肝ミクロソームを

用いた。リノール酸はリポキシゲナーゼと室

温で、ラット肝ミクロソームは FeSO4/システ

イン共存下 37C でインキュベートの後、実

験に供した。また、酸素濃度の影響は、実験

に用いる全ての試薬・溶液を 100%窒素ガス

または 99%窒素/1%酸素ガスでバブリングし、

3 種類の酸素濃度溶液（0.8、1.7、21.6%）を

作成した。なお、溶液中の酸素濃度は電極法

にて測定した。また、すべての実験操作は、

グローブボックス内で行った。 

 

3) 細胞・動物実験モデルでの検証（ニトロ

ソアミン誘発肝障害モデルを用いた評価）： 

細胞培養にニトロソアミンと蛍光ニトロキ

シドプローブを加えインキュベート後、細胞

を固定し蛍光測定を行った。また、ニトロソ

アミンをラットに腹腔内投与し、一定時間後

に蛍光ニトロキシドプローブ投与、肝を摘出

し、組織染色を行った。コントロール群には

生理食塩水を腹腔内投与した。 

 

 
 
４．研究成果 

1）脂質ラジカルの検出手法開発 

有機スピン化合物であるニトロキシド化合

物のラジカル近傍に異なる性質の置換基を

導入することにより、脂質ラジカルとの結合

を安定化できるのではないかと考えた。そこ

で、新規合成法を用いて合成し評価したとこ

ろ、新規化合物が脂質ラジカルに対し数倍高

い反応性を示す化合物の合成に成功した。ま

た、蛍光物質が不対電子存在下、消光反応を

示すことに着目し、ニトロキシド化合物が脂

質ラジカルと結合すると光る（不対電子消失

のため）、新たな検出試薬の開発にも成功し

た。 



2）モデル実験による検証 

以上の検討をもとに、モデル系としてリノー

ル酸／リポキシゲナーゼ系で産生する脂質

ラジカルに適用した。その結果、本化合物を

用いることで、脂質ラジカルを検出できるこ

とを、ESR（ラジカル検出）、HPLC（蛍光検

出、分離）、LC-MS（分離、質量解析）にて

解析することに成功した。 

一方、現在酸化ストレスの評価法として脂

質過酸化生成物の定量が広く用いられてい

るが、脂質過酸化反応には酸素分子が深く関

与し、生体内の酸素濃度は部位により大きく

異なる。そこで、蛍光ニトロキシドの特性を

利用して、低酸素条件下における脂質ラジカ

ル検出を行った。低酸素条件下で、リノール

酸、及びラット肝ミクロソームの脂質過酸化

を惹起し、スピントラップ、TBARs にて測定

した。さらに、蛍光ニトロキシドの蛍光強度

変化から脂質ラジカルの検出を行った。その

結果、低酸素条件下においてスピントラップ

法から、炭素中心ラジカルの生成量が増加し、

TBARs 法から脂質過酸化生成物量が低下す

ることがわかった。さらに、低酸素条件下で

は蛍光ニトロキシドの蛍光強度が増強した。 

 

3）細胞・疾患モデルを用いた検証 

ニトロソアミン処理により、細胞中での蛍光

ニトロキシドの蛍光強度は有意に上昇した。

また、SYTOX® Green Nucleic Acid Stain、Alexa 

Fluor® 594 conjugate により多重染色した。そ

の結果、蛍光ニトロキシドプローブは、細胞

膜内で蛍光を発していることが示され、細胞

内に生じた炭素中心ラジカル産生を捉えて

いる可能性が示唆された。 

 次に、ラットにニトロソアミン投与一定時

間後、蛍光ニトロキシドを腹腔内投与し、肝

を摘出後凍結切片を作成した。その結果、コ

ントロール群と比べ、ニトロソアミン投与群

で、有意に蛍光ニトロキシドの蛍光強度が増

加していた。しかし、ある程度のバックグラ

ウンド蛍光が観察されることから、今後は、

より長波長の蛍光団を用いた化合物の開発

を目指す予定である。 

以上の結果より、新たに蛍光ニトロキシド

を開発することで、生体内での脂質ラジカル

を掲出できる可能性が示唆された。今後、こ

の手法を利用して、酸化ストレス疾患の発

症・進行における脂質ラジカルの変動が解析

可能になると考えられる。  
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