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研究成果の概要（和文）：本研究では、生体内で不変的なESR活性を保つスピンラベル剤として、ニトロキシラジカル
周辺が立体的にかさ高く、中心のニトロキシラジカルが守られたイソインドール骨格をもつスピンラベル剤の開発を行
った。開発したスピンラベル剤のビタミンCを用いた還元耐性試験を行ったところ、開発したスピンラベル剤は、従来
のスピンラベル剤よりも優れた還元耐性を示した。また、クリック反応を用いた農薬にスピンラベル部位を導入する方
法を確立した。

研究成果の概要（英文）：We developed new spin-label reagents based of isoindole framework bearing bulky al
kyl groups near nitroxyl radical.   The spin labels showed strong resistance against the reduction with L-
sodium ascorbate.  We also developed the synthesis method of agricultural chemicals bearing spin-labels us
ing click reaction.    

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
電子スピン共鳴(ESR : Electron Spin 
Resonance)は不対電子（ラジカル）を検出す
る分光法の一つであり、不対電子を持った金
属、もしくは、有機ラジカルの検出に用いら
れている。最近では、L バンド ESR 法の発展
によって、生体内のイメージング法(ESR-CT
法)が開発されており、この手法は，「生物中
のラジカルを、生物が生きたままイメージン
グできる」点において、生物および医学の分
野から注目されている分析手法である。ESR
計測においては、スピン剤が用いられる。ス
ピン剤は、トラップ剤、プローブ剤、ラベル
剤に大別され、例えば、ラベル剤は生体膜脂
質などの生体機能を有する分子に導入され、
その分子の生体内での周辺環境や運動状態
の解析に用いられている（図１）。 
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さらに、生体内をターゲットとした ESR 計測
は、放射性同位体や蛍光を用いた他の計測法
と比較して都合もがよい。それは、「(1) 計
測装置が簡易であり、野外での観測に適して
いる。(2) 空間イメージングによる立体画像
化に適している。(3) スピン部位が小さく、
被ラベル分子の性質や機能を損なわずに導
入できる。(4) 計測試薬の合成コストが安価
である。」からである。ESR 計測は優れた生体
計測法の一つであるが、その最大の問題点は、
「ビタミンCによるニトロキシラジカルの還
元」である。図２のように、スピン剤が、生
体内に存在するビタミン C (L-(+)-ascorbic 
acid)によって ESR 不活性となるために、長
期間の経時変化の測定は難しい。 

 
図 2 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、（1）リンカー部位を有し、
ビタミンCで失活しないスピンラベル剤の開
発と（2）クリック反応を用いたスピンラベ
ル部位の農薬への導入方法の確立である（図
３）。 
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生体内に存在するビタミンCなどの還元剤
によって還元されにくいスピンラベル剤を
開発することは、生体内の抗酸化酵素や活性

酸素種の役割を解明する上で重要である。ま
た、スピンラベル剤の農薬への導入方法を確
立し、作物への農薬の浸透移行過程ならびに
代謝過程を解明することは、人や動物に対し
て害のない農薬を開発する上で、大変重要な
ことである。 
 
３．研究の方法 
（1）リンカー部位を有し、ビタミン C で失
活しないスピンラベル剤の開発。 
これまで、TMPO (2,2,6,6-tetramethyl-
piperidine-1-oxyl)およびその誘導体が、ス
ピンラベル剤として用いられてきた。しかし、
生体内に多く存在するビタミンCに対する還
元耐性は長くても数時間程度であると報告
されており、生体内の計測に用いるためには、
さらなる還元耐性の向上が求められている。
そこで本研究では、ビタミン Cに対して耐還
元性が良好である五員環骨格に着目し、中で
も PROXYL 型をさらに発展させた、イソイン
ドール骨格を基本骨格としたスピンラベル
剤の開発を行う。特に、後の農薬への導入を
考慮し、足がかりとなる置換基を有したイソ
インドールニトロキシラジカルを合成し、ニ
トロキシラジカル周辺にかさ高い置換基を
導入することでその耐還元性の向上を目指
す（図４）。 
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（2）クリック反応を用いたスピンラベル部
位の農薬への導入方法の確立。 
殺虫剤や殺菌剤を中心とする農薬は、多種
多様な構造を有しており、それらにスピンラ
ベル剤を導入する簡便な導入方法の開発は、
非常に重要である。そこで、本研究ではクリ
ック反応に着目し、スピンラベル部位の導入
を試みる。クリック反応とは、銅触媒存在下、
末端アセチレンとアジド化合物から 1,2,3-
トリアゾール環を形成する反応であり、副反
応が非常に起きにくい反応である。クリック
反応を利用したスピンラベル部位の導入を
代表的な殺虫剤および殺菌剤に対して行い
その ESR 評価をおこなう。 
 
４．研究成果 
（1）リンカー部位を有し、ビタミン C で失
活しないスピンラベル剤の開発。 
－スピンラベル剤の合成ルートの開発－ 
まず、図５の合成スキームにより、イソイ
ンドール骨格を持つスピンラベル剤を合成
した。安価に入手できる m-アニス酸(2)をブ
ロモ化して臭化物 3を合成し、次にメタノー
ル中、硫酸触媒存在下、エステル 4を合成し
た。次に、エステル 4をエチルマグネシウム
ブロミドと反応させ、アルコール5aを得た。
この反応の際に副生成物として2級アルコー



ル 6a が得られたため、TEMPO で酸化し、エチ
ルマグネシウムブロミドと反応させてアル
コール 5a に導いた。本副生成物の、酸化、
エチル基の導入により、全体としてアルコー
ル5aを収率90％で得ることができた。次に、
アルコール 5a を脱水し、オレフィン 8a に変
換した後、低温で n-ブチルリチウムを作用さ
せ、DMF を反応させることでアルデヒド 9a を
高収率で得た。次に、塩基性条件下で、塩化
ヒドロキシルアンモニウムで処理し、オキシ
ム 10a とし、オキシム 10a を還元してヒドロ
キシルアミン 11a に導いた。ヒドロキシルア
ミン 11a の Reverse-cope 環化により、イソ
インドール誘導体 12a を合成し、酸化反応と
エチル基の導入を繰り返すことで、ヒドロキ
シルアミン 16a を得た。最後に、NaWO4触媒
存在下、過酸化水素を作用させて、スピンラ
ベル剤 1a を合成した。同様にして、テトラ
メチル体 1b も合成した。 
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－スピンラベル剤の ESR 評価－ 
合成したスピンラベル剤（1a (TEIO 型)お
よび 1b (TMIO 型)）に対して ESR 測定を行っ
た。両スピンラベル剤（1a および 1b）とも
吸収線の数、g 値および超微細結合定数(aN)
においてニトロキシラジカルに特徴的なス
ペクトルを示した（図６）。 
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次に、合成したスピンラベル剤を用いて、ビ
タミン Cによる還元耐性の比較を行った。比

較対象として、一般に広く用いられている
PROXYL 型のスピンラベル剤を用いた（図７）。 

図 7 

スピンラベル剤 1a (TEIO 型)および 1b (TMIO
型)、比較対象として PROXYL 型のスピンラベ
ル剤に対して 1000 倍濃度のビタミン C 
(L-(+)-ascorbic acid)を加え測定を行った。
TMIO 型ならび PROXYL 型は、測定開始から急
激なラジカルの減少が見られた。一方、TEIO
型は、ゆるやかにラジカル濃度が減少した。
図７より還元反応における初期段階の反応
速度定数 k を求めたところ、1a (TEIO 型)の
場合、9.5×10－3 s－1、1b (TMIO 型)の場合、
22.4×10－3 s－1、比較対象として用いた
PROXYL 型は、13.0×10-3 s－1であった。 
 
反応速度定数において、大きな差が見られ
なかったため、ビタミン C存在下におけるニ
トロキシラジカルの残存率の評価を行った。
結果を図８に示す。スピンラベル剤 1a (TEIO
型)および 1b (TMIO 型)、比較対象として
PROXYL 型のスピンラベル剤に対して、ビタミ
ン C存在下、ニトロキシラジカルの初期濃度
に対する残存率の変化を 1, 4, 8, 15, 29 日
後に測定した。1日後に、スピンラベル剤 1a 
(TEIO 型)では、51％の残存率を示した。一方、
エチル基をメチル基に変換した 1b (TMIO 型)
では、ビタミンCに対する還元耐性を示さず、
ニトロキシラジカルの残存率は 0%であった。
また、比較対象物である PROXYL 型では、8%
まで減した。スピンラベル剤 1a (TEIO 型)は、
4 日、8 日、15 日後においても高い残存率を
示し、15 日後においては、26%の残存率を示
した。一方、PROXYL 型では 4日後から 5～10%
程度の残存率であり、スピンラベル剤 1a 
(TEIO 型)は、優れた耐還元性を示すことが明
らかとなった。 
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このように、スピンラベル剤 1a (TEIO 型)は、



図７のような数時間程度の初期減少速度に
おいては、他のスピンラベル剤との明確な違
いが見られなかったものの、ラジカル残存率
においては、優れた特性を示した。今後、実
際の生体内 ESR 計測を行い、スピンラベル剤
1a (TEIO 型)の有用性を明らかにしていきた
い。 
 
（2）クリック反応を用いたスピンラベル部
位の農薬への導入方法の確立 
－スピンラベル部位の合成－ 
まず、農薬とのクリック反応を行うスピン
ラベル部位の合成を行った。合成スキームを
図９に示す。 
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エステル 16 を、LiAlH4を用い還元し、アル
コール 17 を 77%収率で得た。次に、アルコー
ル 17 に対して MsCl を作用させ、メシル体 18
としたのちに、NaN3と反応させ、アジド基 19
へと導いた。最後に、Na2WO4を触媒として、
ラジカル化反応を行い、ニトロキシラジカル
20 を 67%収率で得た。 
 
－スピンラベル部位を持った殺虫剤アセタ
ミプリド誘導体の合成－ 
次に、スピンラベル部位を持った殺虫剤ア
セタミプリド誘導体の合成を行った（図１
０）。 
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Gabriel 合成を用いて、2-クロロ-5-クロロメ
チルピリジン(21)にアミン部位を導入し、続
いてシアノイミド部位を導入することで、ア
セタミプリド前駆体 23 に変換した。次に、
炭酸セシウムを用いてプロパルギル基を導
入することで、アセタミプリド誘導体 24 を
合成した。最後に、ニトロキシラジカル 20
とのクリック反応を行い、スピンラベル部位
を持ったアセタミプリド誘導体 25 を高収率
で合成した。本クリック反応は、他の農薬に
対しても有効であり、殺虫剤であるイミダク
ロプリド誘導体 27 および殺菌剤であるフル
ジオキソニル誘導体 28 の合成にも応用する
ことができる（図１１）。 
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－スピンラベル部位もった農薬誘導体の ESR
測定－ 
合成した農薬誘導体の ESR 測定を行い、吸
収線の数、g 値および超微細結合定数 aNを求
めた。以下に測定結果を示す（図１２）。 
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合成した農薬誘導体の ESR 測定において、吸
収線の数、g 値および超微細結合定数 aNは、
スピンラベル部位そのものの値と大きく変
化することはなかった。このことは、スピン
ラベル部位の構造変化が少ないことを意味
しており、農薬に導入した際に、スピンラベ
ル剤のラジカル環境が維持されることが明
らかになった。今後、作物内での農薬の浸透
移行過程などを明らかにしていきたい。 
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