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研究成果の概要（和文）：生体反応中間体の中には、人工系では極度に不安定であるために研究

が困難な化学種が多くある。特に、システイン残基が関与するレドックス制御機構については、

不安定な反応中間体を含むものが多く知られている。本研究では、独自に開発したナノサイズ

のキャビティ型分子を活用することで、従来合成困難であったシステイン由来の生体反応中間

体を安定化し、提唱されてきた反応機構の化学的検証について検討した。 
 
研究成果の概要（英文）：Cysteine residues located in clefts within the proteins are 
sterically restrained from forming inter- or intramolecular bridging bonds.  The 
reactive intermediates generated by their reactions with reactive oxygen and nitrogen 
species play a crucial role in redox regulation.  However, many of these intermediates 
are notoriously unstable in artificial systems, and model studies on these species have 
been difficult due to their instability.  In this study, novel nano-sized molecular 
cavities with bowl-shaped frameworks were developed for modeling such sterically isolated 
environment and applied for the stabilization of highly reactive chemical species 
involved in redox regulations.  Some of the mechanisms proposed for biological 
transformations were demonstrated experimentally by utilizing these model systems. 
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１．研究開始当初の背景 
 レドックス制御をはじめとする細胞の
様々な機能において、システイン残基と活性
酸素種および活性窒素種との反応が重要な
役割を果たしていることは広く知られてい
る。しかし、これらの反応で想定されている
中間体は、人工系では極度に不安定であるも
のが多く、中には化学種の存在自体が確認さ
れていないものもある。たとえば、細胞に放

射線照射を行った際に生成するシステイン
由来のラジカルは２０時間以上の寿命をも
ち、細胞のガン化に重要な役割を果たすこと
が示唆されている。しかし、このラジカル種
は人工系では最長でもミリ秒オーダーの寿
命しかなく、生体内での反応を検証すること
は極めて困難であった。また、近年注目を集
めている活性窒素種ニトロキシル(HNO)がシ
ステインと反応して生成すると考えられて
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いる化学種は、実験的にはこれまで観測すら
なされていない。これらの生体反応中間体に
関しては、入手できる化学的情報がごく限ら
れているため、現在の多くの研究が間接証拠
に頼らざるを得ない状況にある。生化学の分
野で仮説として提案されてきた様々な想定
反応機構を実験的に検証し、より化学的根拠
に基づいた機構を確立するためには、反応中
間体を生体内と同様に安定化できる人工モ
デル系の構築が必要とされている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、従来合成困難であった生体反
応中間体を安定化するために、酵素の活性部
位の構造的特性を採り入れた、ナノサイズの
キャビティ型分子を開発する。そして、合成
した化合物を用いて、これまで紙上の仮説に
とどまっていた想定メカニズムを化学的に
検証することを目的とする。特に、生体のレ
ドックス制御において中心的役割を果たし
ているシステイン残基と活性酸素種や活性
窒素種との相互作用メカニズムを、分子レベ
ルで解明する。標的化学種として、システイ
ンと活性酸素種との反応により生成し、細胞
のがん化との関連に関心が持たれているス
ルフィニルラジカル（RSO・）、活性窒素 HNO
の作用により生成すると提起されていなが
ら未だ化学種の存在自体が確認されていな
い N-ヒドロキシスルフェンアミド（RSNHOH）、
システインの酸化的修飾における重要な中
間体ヨウ化スルフェニル(RSI)などについて
検討する。 
 
３．研究の方法 
 酵素の活性部位など生体内のミクロ環境
をモデル化する研究は多く行われてきたが、
高反応性中間体が失活することなく存在で
きるような孤立した反応空間を人工系で再
現することは極めて困難であった。たとえば、
既知のチオールと活性酸素種・活性窒素種と
の反応を行うと、中間体がさらに二分子間で
反応したジスルフィドなどが容易に生成し
てしまう。本研究では、研究代表者が独自に
開発したキャビティ型分子 1を活用すること
で、高反応性中間体の二分子間反応による失
活を分子の周縁部の立体反発により抑制し、
速度論的安定化を図る。キャビティ型分子の
場合、従来の立体保護基とは異なり官能基の
周辺には広い反応空間が存在するため、他分
子に対する反応性は保持され、様々な基質分
子との反応を検討できる。また、代表者がこ
れまで行ってきた研究では、標的化学種本来
の性質を調べるために、1 のように化学種に
電子的摂動を与えにくい置換基を用いてき
た。次のステップとして、より生体に近い部
分構造をもつモデル系の構築を目指す。具体
的には、サイズを拡大したキャビティ内に、

システインユニットそのものを導入したモ
デル化合物 2 を開発し、システイン由来活性
化学種を発生させ、その性質を明らかにする。 
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４．研究成果 
(1) 安定なスルフィニルラジカルの合成と
反応性の解明 
 スルフィニルラジカル（RSO·）などシステ
イン残基と活性酸素種との反応で生じるラ
ジカル種は、生体内のレドックス制御におい
て重要な役割を果たしている。最近では、細
胞への放射線照射によって生成する長寿命
スルフィニルラジカルが、細胞のがん化を引
き起こすことを示唆する結果が報告されて
いる。しかし、人工系ではスルフィニルラジ
カルは非常に不安定であり、速やかに二量化
を起こすため、最長でもミリ秒オーダーの寿
命の化合物しか報告されていなかった。今回、
1 に示したキャビティ型置換基（Bpq 基）を
用いることで、極めて高い安定性をもつスル
フィニルラジカルの合成に成功するととも
に、いくつかの特徴的な反応性を明らかにし
た。 
 Bpq 基をもつスルフェン酸 3 に対し、ベン
ゼン中過剰量の酸化鉛(Ⅳ)を作用させ、不溶
分をろ別後、溶媒を留去した。o-ジクロロベ
ンゼンを溶媒として ESR を測定したところ、
g = 2.0100にスルフィニルラジカル 4 に由来
するシグナルが観測された。4の発生率は 88%
と見積もられた。この ESRシグナルは、170 ℃
においても観測することができ（図１）、4が
極めて高い熱安定性を有することがわかっ
た。また、ESR シグナルから求めたラジカル
量から、4の減衰曲線を求めたところ、4 は 2
次反応速度式に従って減衰することがわか
り、その解析から活性化パラメータを算出し
た。スルフィニルラジカルは放射線照射によ
り細胞内に生成することが最近示唆されて



おり、これと細胞のガン化との関連に興味が
持たれている。放射線照射の 20 時間後に抗
酸化剤であるビタミン Cを添加すると細胞の
ガン化が抑制されるが、ヒドロキシルラジカ
ルのスカベンジャーとして知られるジメチ
ルスルホキシドを同様に添加した場合は、ガ
ン化は抑制されないことが報告されている。
スルフィニルラジカル 4のベンゼン溶液にジ
メチルスルホキシドを加え、室温で ESRシグ
ナル強度を追跡したところ著しい変化は見
られなかった。一方、抗酸化剤の部分骨格を
有するカテコールを 4 に加えたところ、ESR
シグナルの減衰が観測され、効率的よくラジ
カルが消去されることが明らかとなった。 
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Figure 1. ESR spectrum of 4 in deaerated 
o-dichlorobenzene at 170 °C.
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(2) システインとニトロキシル（HNO）との
反応のモデル研究 
 近年、一酸化窒素（NO）の類縁化合物であ
るニトロキシル（HNO）が、一酸化窒素と関
連するが異なる生理作用を示す活性窒素種
として急速に関心を集めている。特に虚血再
灌流障害や酵素機能阻害などの作用につい
て多くの研究がなされている。生体内におけ
る HNOの代表的な反応は、システイン残基の
チオールとの反応であると考えられている。
この反応は、N-ヒドロキシスルフェンアミド
（RSNHOH）を初期生成物として与えると提唱
されており、この仮説に基づいて HNOの生理
作用が解釈されている。しかし、N-ヒドロキ
シスルフェンアミドは実験的には単離例は
おろか観測例すら報告されておらず、化学種
の存在自体が確認されていなかった。また、
生体内においても、生成した N-ヒドロキシス
ルフェンアミドがどのような反応を起こす
かについては不明な点が多い。今回、キャビ
ティ型置換基（Bpq基）を用いることにより、
N-ヒドロキシスルフェンアミドの合成・単離
に初めて成功した。また、この N-ヒドロキシ
スルフェンアミドを用い、その構造および反

応性について検討した。 
 Bpq基を有するチオール 5の THF-水混合溶
液に炭酸水素ナトリウムを少量加え弱塩基
性にした後、ニトロキシル供与体である
Angeli's salt (Na2N2O3)を作用させたところ、
80%の変換率で N-ヒドロキシスルフェンアミ
ド 6 が生成した。また、別途合成として、ヨ
ウ化スルフェニル 7にヒドロキシルアミンを
作用させたところ、6 が定量的に生成し、安
定な結晶として単離することに成功した。生
体内では、N-ヒドロキシスルフェンアミドは
酸触媒存在下でスルフィンアミドへ転位し
た後に加水分解され、スルフィン酸を与える
と提唱されている。6 に触媒量の希塩酸を作
用させたところ、対応するスルフィンアミド
8 が定量的に得られた。一方、中性および塩
基性条件下において 6に水を作用させたとこ
ろ、ゆっくりと分解が進行し、チオール 5が
得られた。この結果は、チオールと HNOとの
反応が可逆的であり、N-ヒドロキシスルフェ
ンアミドが HNO供与体として機能しうること
を示唆している。そこで、これを検証するた
めに、N-ヒドロキシスルフェンアミド 6 から
生成した HNO を Mn(III)ポルフィリン錯体 9
で捕捉する実験を行った。錯体 9は、Angeli's 
salt との反応により還元的ニトロシル化を
受け、ニトロシル錯体 10 に変換されること
が知られている。塩基性条件下で錯体 9 に 6
を作用させ、紫外可視吸収スペクトルで反応
を追跡したところ、錯体 9 からニトロシル錯
体 10 への等吸収点をもった変化が観測され
た。この結果は、N-ヒドロキシスルフェンア
ミドが HNO供与体として挙動することを示し
ており、生体内でこの化学種が HNOの貯蔵お
よび輸送に関与している可能性を示唆して
いる。 
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(3) システインユニットをキャビティ内に
導入したモデル系の開発と応用 
 前項までに述べたように、キャビティ型置
換基である Bpq基を活用することで、生体反
応に関連した種々の高反応性含硫黄化合物



を合成し、その基本的性質について明らかに
してきた。一方、より生体内に近いモデル系
を構築する上で、システインチオール由来の
高反応性化学種を合成することは重要であ
る。しかし、これらの化学種はその不安定性
から自在に合成することは困難であった。今
回、システインモデル化合物の構築を目指し、
2 に示したように Bpq 基からさらにキャビテ
ィサイズを拡大した新規なデンドリマー型
置換基 Bms基を開発し、そのキャビティ内に
システインを導入した種々の誘導体を合成
した。さらに、システイン由来のヨウ化スル
フェニル(RSI)の合成について検討した。 
 Bms骨格の構築は、Hartらの方法を研究代
表者らが改良した手法を用いて行い、カルボ
ン酸 11 を合成した。キャビティ内へのシス
テインユニットの導入は、カルボン酸 11 と
システイン誘導体を縮合させアミドとする
ことで行った。システインチオールの保護基
について種々検討したところ、2-ピリジルチ
オ基が有効であることがわかった。すなわち、
2-ピリジルチオ保護体 12 に対し、ジチオス
レイトール(DTT)を作用させることによりチ
オール 13 を収率よく得ることができた。次
に、ヨウ化スルフェニルの合成について検討
した。ヨウ化スルフェニルは、システインの
様々な酸化的修飾の中間体として注目され
ている高反応性化学種であるが、通常二分子
間過程により容易に不均化を起こす。合成し
たキャビティ型システインチオール 13 に対
し N-ヨードコハク酸イミドを作用させたと
ころ、対応するシステインヨウ化スルフェニ
ル 14 が定量的に生成し、溶液中では比較的
高い安定性を有することがわかった。これは、
システインヨウ化スルフェニルの初めての
観測例であり、立体保護基から遠く離れた部
位に存在する活性官能基がこのように高い
安定性を示したことから、キャビティ型反応
場による周縁立体保護効果の有効性が実証
された。 
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(4) まとめ 
 以上のように、独自に開発したナノサイズ
分子キャビティを活用することにより、従来
は合成困難であった、あるいは化学種の存在
すら実証されていなかった生体反応活性種
を安定化することに成功した。その反応性を

実験的に解明することにより、生化学の分野
で提唱されていた活性種の反応性を化学的
に検証するだけでなく、従来想定されていな
かった新たな反応性を見出すことができた。
今回得られた知見を基にして生体内での現
象を捉え直すことにより、生体反応機構をよ
り化学的証拠に基づいた形で解明していく
ことが可能になると考えている。 
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