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研究成果の概要（和文）：スーパーオキシドと一酸化窒素で生成するペルオキシナイトライトは

生体内の強力な酸化剤であり、DNA の開裂、タンパク質のニトロ化や水酸化、脂質の過酸化

を起こす。本研究では、ルテイン、カプサンチンおよびフコキサンチンとペルオキシナイトラ

イトの反応を in vitro で行った。その結果、それぞれのカロテノイドがニトロ化され、その構

造がカロテノイドによって異なることを明らかにした。さらに、タンパク質のモデルのチロシ

ンを用いた実験で、これらのカロテノイドがニトロ化を阻害することも明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：Peroxynitrite, the reaction product of superoxide and nitric oxide, is 

a powerful oxidant in vivo. Peroxynitrite is known to induce DNA strand scission, protein 

modification by nitration and hydroxylation and lipid peroxydation in LDL. The in vitro 

reactivity of lutein, capsanthin and fucoxanthin toward peroxynitrite was investigated, and 

the reaction products produced by scavenging with peroxynitrite were analyzed. 

Nitro-carotenoids were isolated from the reaction of these carotenoids with peroxynitrite. 

These carotenoids inhibited the nitoration of tyrosin by peroxynitrite. 
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１．研究開始当初の背景 

活性酸素のうち、ペルオキシナイトライトは
強い発ガン作用を持ち、食品成分との反応に
よるこの消去などの研究が現在緊急を要し
ている課題である。カロテノイドによる活性
窒素種との生体内反応機構の解明は、国内に
限らず海外においても研究が望まれている
が、不安定であり、また、純品の入手が難し
いことから、生化学的分析の研究が多く、有

機化学的な研究はほとんどないのが現状で
ある。一方、日本では、世界に先駆けてアス
タキサンチンの生物活性に関する研究が行
われていて、多くのデータの蓄積もあるので、
このような化学的研究の進展が望まれてい
る。平成 17 年 11 月には、アスタキサンチン
研究会が発足し、今年度は第４回が開催され
た。そこでは、カロテノイド類のペルオキシ
ナイトライトの消去機構が話題となってい
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る。しかしながら、国内国外にもそれに取り
組む研究者はいなかった。研究代表者はこの
ペルオキシナイトライトの反応機構の解明
研究に取り組んだ。アスタキサンチンおよび
β―カロテンは、発ガンの機構と考えられて
いる DNA やタンパク質のニトロ化を、カロ
テノイド自身がニトロ化することによって、
ペルオキシナイトライトと反応しているこ
とを明らかにしている。 

 

２．研究の目的 

活性酸素の中で一酸化窒素（ＮＯ）とスーパ
ーオキシドアニオン（Ｏ２

－）から生成する反
応性活性窒素種ペルオキシナイトライト（Ｏ
ＮＯＯ－）は、非常に反応性が高く発ガン性
に関係しており、この生体内における反応が
注目されている。生体内で発生する活性酸素
と反応する物質として、水系で作用する抗酸
化剤はアスコルビン酸であり、細胞膜やリポ
タンパクなどの脂質中で効果のある重要な
抗酸化成分はカロテノイドとトコフェロー
ルであるが低酸素分圧の細胞内ではカロテ
ノイドの方が優れている。カロテノイドは、
自然界に約６００種類以上の存在が知られ
ているが、これを生合成できるのは植物と微
生物のみであり、人を含む動物はその能力を
持っていないため、食物から摂取する必要が
ある。カロテノイドは、特に一重項酸素に対
して強力な消去活性を有しており、その中で
もアスタキサンチンは消去能が高い。一方、
カロテノイドの生体内でのペルオキシナイ
トライトとの反応についてはまだ解明され
ていなかった。申請者らは、リコピン、アス
タキサンチンおよびβ―カロテンのペルオ
キシナイトライトの生体内反応を化学的に
解明し報告した。その中で、アスタキサンチ
ンおよびβ―カロテンは自らがニトロ化さ
れることでペルオキシナイトライトを取り
込むことを明らかにした。（ Nitration 

reaction of astaxanthin and β-ionone by 

peroxynitrite, Tetrahedron Lett., 47, 

3637-3640(2006).) ドイツでの国際会議、
4th International Congress on Pigments in 

Food, October 9-12, 2006, 

Stuttgart-Hohenheim, Germany でこの研
究内容が注目され、ショートトークに選ばれ、
また、ポスター賞（Nitroastaxanthin from 

Astaxanthin with Peroxinitirite）を受賞し
た。この研究は、カロテノイド類とペルオキ
シナイトライトの反応、特に、ニトロ化がカ
ロテノイドの構造のどの部分に関係してい
るかを明らかにし、生体内でのカロテノイド
の役割の解明の基礎的な情報を提供するこ
とにある。 

申請者は、６年前からカロテノイド類とペル
オキシナイトライトの反応に関する化学的
研究を行っている。２つの文献および総説

（(1) Nitration reaction of astaxanthin and 

β -ionone by peroxynitrite, Tetrahedron 

Lett., 47, 3637-3640(2006). (2) Quenching 

of peroxynitrite by lycopene in 

vitro,,Chemistry Letters, 33(1), 

80-81(2004). (3) 生体における抗酸化機構―
ペルオキシナイトライトの消去機構を中心
にー、Food & Food Ingredients Journal of 

Japan, 208(8), 601-614(2003) ) をすでに報
告しているが、リコピン、アスタキサンチン
およびβ―カロテンを用いたペルオキシナ
イトライトの反応機構の解明研究によって、
これらのカロテノイドは３つの機構によっ
ていることを明らかにした。１つ目は、カロ
テノイドの９位および１３位のシス化によ
るペルオキシナイトライトのエネルギー消
去、２つ目は、カロテノイドがペルオキシナ
イトライトによって直接酸化されペルオキ
シドとなり、開裂してカロテナールとなる経
路、３つ目は、カロテノイドがペルオキシナ
イトライトと反応し、ニトロ化する反応過程
である。この中で、ニトロ化経路は、申請者
が発見したもので、カロテノイド類もポリフ
ェノール類と同様にペルオキシナイトライ
ト反応してニトロ化されることを見出した
ことは注目すべきことである。これをさらに
他のキサントフィル類（ルテイン、カプサン
チン等）に広げ構造と反応の関係を明らかに
する。 

アスタキサンチンは、エビ、カニ、サケ、イ
クラなど水産生物に広く存在する色素であ
る。近年、アスタキサンチンの強力な抗酸化
作用・抗脂質過酸化作用が注目され、将来生
活習慣病になりうる予備軍のメタボリック
シンドロームに対する効果的な健康補助食
品素材としての利用が注目されている。しか
しながら、その生体内での化学的な抗酸化機
構は明らかにされていない。申請者らはここ
に着目し、カロテノイド（リコピン、アスタ
キサンチンおよびβ―カロテン）のペルオキ
シナイトライト消去機構の解明に取り組ん
できた。その結果、アスタキサンチンおよび
β―カロテンがニトロ化されることでペル
オキシナイトライトと反応する機構を発見
した。 

アスタキサンチンとペルオキシナイトライ
トの反応機構は、リコピンでの反応と共通点
もあるが、それぞれのカロテノイドによって
異なる反応機構があることが分かった。特に、
アスタキサンチンは日本にとって重要な食
品供給源である海産資源からの素材である
ことから、その抗酸化機構の解明は、アスタ
キサンチンの機能性食品素材としての世界
的な需要に貢献でき、商業的に考えても緊急
性を有している重要な研究課題である。この
結果を踏まえ、生体内でペルオキシナイトラ
イトの消去機構を明らかにする研究は新規



 

 

性、独創性があり、緊急に解決する課題と確
信している。化学的解明研究は国内、国外を
通してもされてない。 

 

３．研究の方法 

申請者は、活性酸素類の中で一酸化窒素（Ｎ
Ｏ）とスーパーオキシドアニオン（Ｏ２

－）か
ら生成するペルオキシナイトライト（ＯＮＯ
Ｏ－）が、非常に反応性に富み強く発ガンに
関係していることからカロテノイド類によ
る反応を検討した。一重項酸素消去能の強い
アスタキサンチンおよびβ―カロテンにつ
いて検討し、次の３つの経路によって消去し
ていることを明らかにした。① シス化によ
るペルオキシナイトライトの持つエネルギ
ーの消去。② 直接反応し、ペルオキシドを
生成し、その酸化開裂した生成物の生成。③ 
ニトロ化することによってペルオキシナイ
トライトを消去する機構である。その中でも、
カロテノイドのニトロ化機構は、これまで報
告されているポリフェノールなどの機構と
同じであり、その分解機構の解明が急がれる
テーマである。まず、初年度は、リコピン、
アスタキサンチン、β-カロテンに加えて、ル
テインおよびカプサンチンとペルオキシナ
イトライトの反応機構を完全に解明するこ
とを行う。 

（１）ペルオキシナイトライトの合成：氷冷
した 0.7M H2O2 を含む 0.6M TFA 溶液
300mL, 氷冷した 0.6M NaNO 3300mL を
三角フラスコに入れ、各フラスコを T 字ガラ
ス管を連結する。氷冷した 1.5M NaOH 

600mL を吸引瓶に入れ、T 字ガラス管を連
結し、吸引する。反応液は黄色を呈す。この
溶液を-20oC で数時間凍らせる。上層の黄色
の ONOO- の薄い層が形成する。凍結濃縮
した溶液に二酸化マンガンを加え、余剰の
H2O2 を除去する。濃度は、ＵＶ302nm で
測 定 す る 。（ 1.2M NaOH 中 で  ε
302nm=1670mol-1cm-1）ONOO- は、1M 

NaOH 溶液中で-20oC で保存する。 

（２）カロテノイドとペルオキシナイトライ
ト の 反 応 ： 各 カ ロ テ ノ イ ド  1mg/mL

（1.87mM）を含む THF 溶液 1mL に、最
終濃度 1x10-2% となるように 2x10-2% 

THA/THF 溶液 1mL を添加し、50μM ペ
ルオキシナイトライト溶液 40μL 添加し反
応させる。この反応液をエバポレーターで濃
縮し、クロロホルムなどの有機溶媒で抽出後、
HPLC で分析する。反応生成物は、分取
HPLC によって分離・精製する。それぞれを
各種機器分析によって構造を推定し、分子軌
道法を用いた安定な構造を計算し、推定構造
の立体構造が正しいことを確認する。 

ニトロ化することでペルオキシナイトライ
トと反応する機構は、研究分担者との共同研
究によって、世界に先駆けて発見したもので

ある。研究分担者は、天然物化学者でカロテ
ノイドの専門家である。不安定なカロテノイ
ドの取り扱い、精製法など長年にわたり、天
然物から新規カロテノイド類を単離・構造決
定しているので、この研究テーマの研究分担
者として欠かすことの出来ない研究者であ
る。最近は、生体内でのアスタキサンチンの
挙動の研究も医学部と共同研究で行ってい
る。 

二年目からは、ニトロ化されたカロテノイド
類の安定性と分解していく過程を明らかに
していく。アスタキサンチンはニトロ化する
ことによってペルオキシナイトライトの毒
性をなくし、さらにこのニトロアスタキサン
チンはシス化しているため、容易に体外に排
出されると考えられる。生成したニトロアス
タキサンチン類のさらなる酸化分解につい
て研究し、生体内での代謝についての基礎的
なデータを得ることを行う。 

 

４．研究成果 

ペルオキシナイトライトは、マクロファージ
や好中球により産生される強力な酸化物質
で、DNA 切断を引き起こす物質として知ら
れ、ニトロ化によるタンパク質変性および
LDL (low-density lipoprotein)のヒドロキシ
ル化と脂質の過酸化を引き起こすことで酸
化障害を起こすことが知られている。すでに、
β-カロチンとアスタキサンチンが、ニトロカ
ロチノイドを形成することで ONOO-からの
二酸化窒素ラジカルを捕らえることができ
ることを、当研究グループにより示している。
本研究では、ルテイン、カプサンチンおよび
フコキサンチンと ONOO-の反応について研
究し、新たな ONOO-反応物を得た。 

（１）ルテインと ONOO-の反応において、
14-s-cis-15-Nitrolutein と 14’-s-cis-15 ’ - 
Nitrolutein お よ び 新 規 な 構 造 の
Lutein-6H-1,2-oxazine が得られた。オキザ
ジン化合物は、カロテノイドと ONOO-の反
応での生成は初めてである。オキサジン（３）
の生成メカニズムは不明確であるが、8-ニト
ロルテインを経て形成されると考えられた。
反応は、環状構造に近い８位のオレフィン炭
素にラジカルを生じさせる、ここに二酸化窒
素ラジカル（・NO2）が反応し、ニトロ化ル
テ イ ン と な っ た 後 、 閉 環 し
Lutein-6H-1,2-oxazine（3）が生成したと考
えられた。また、8 位のニトロ体は不安定で
ありオキザジン化合物となったため、8-ニト
ロルテインは検出されなかったと考えられ
る。 

（２）カプサンチンおよびフコキサンチンな
ど末端に環状構造をもつカロテノイドでも、
共役二重結合中央部を中心に ONOO-による
ニトロ化カロテノイドが生成した。このニト
ロ化は、カロテノイドラジカルとニトロラジ



 

 

カルがラジカル反応で得られることが判っ
た。ONOO-により生成するカロテノイドラ
ジカルは、ラジカルカチオン状態から二重結
合の異性化を伴って、安定なカロテノイドラ
ジカルを生じる。このときニトロ基の大きさ
のため、ニトロラジカルは立体障害の少ない
位置にラジカルが存在するカロテノイドラ
ジカルと反応していると考えられた。ルテイ
ンと ONOO-との反応により、同様にラジカ
ルのエネルギーレベルの低い 15 位のシス体
の 15 位ラジカル又は 15’位ラジカルとニト
ロ ラ ジ カ ル と の 反 応 生 成 物
14-s-cis-15-Nitrolutein と 14’-s-cis-15’- 

Nitrolutein が得られた。生成物である
14-s-cis-15-Nitrolutein と 14’-s-cis-15’- 
Nitrolutein はエネルギー的に安定な生成物
ではなかった。このことから、ONOO-によ
るカロテノイドのニトロ化は、ラジカルを経
由する反応系が支持された。カプサンチンで
は 、 14’-s-cis-15’-Nitrocapsanthin と 12- 
Nitrocapsanthin が得られ、フコキサンチン
で は 、 14-s-cis-15-Nitrofucoxanthin と
11-cis-11-Nitrofucoxanthin が得られた。オ
レフィン部分のラジカル化は位置による存
在率の違いはあるかもしれないが、ランダム
に起こっている。しかし、ラジカルのエネル
ギー的に安定性の高い分子位置にラジカル
の存在率が高まり、カロテノイドのラジカル
位置近傍に存在できるニトロラジカルがラ
ジカル位置へ反応しニトロ化が成立してい
ると考えられた。 

これまで、β-カロチンやアスタキサンチンな
どの様に左右対称の化合物について ONOO-

反応物を示してきた。本研究では、左右非対
称で様々な活性基をもつルテインや、カプサ
ンチンおよびフコキサンチンについてどの
ような消去活性を示すか検討した。その結果、
主要な生成物としては、カロテノイドの末端
の構造に関わらず、ポリエン構造に発生する
ラジカルにニトロラジカルが結合したニト
ロ化合物が得られることが判明した。この結
果、カロテノイド類のペルオキシナイトライ
ト消去活性は、カロテノイド類が共通に持つ
共役ポリエン部分に依存することが判明し
た。今後、これら共通の化合物が生体内で障
害をもたらす活性窒素種である ONOO-の消
去活性を示し、健康の維持のために役立つ生
理活性や活性窒素種の消去活性物の研究に
役立つことが期待される。 

今後の可能性としては、外傷，手術，広範囲
熱傷，ショックなどで炎症性サイトカインの
産生が高まると全身性炎症反応症候群
(SIRS ： systemic inflammatory response 

syndrome)が見られる。このような SIRS 病
態において，活性酸素種が過剰産生され，炎
症やアポトーシスが進行することが確認さ
れている。重症な場合は、様々な臓器で抗酸

化分子が低下しているばかりか，活性酸素種
の産生自体が亢進している。活性酸素の増加
により、一酸化窒素と反応した ONOO-の産
生が高まり、より重症な障害をもたらすと考
えられる。このような場合に、カロテノイド
による ONOO-消去活性が有効になるのでは
ないか。生体内で数々の酵素やタンパク質の
チロシン残基などをニトロ化し、酵素活性や
生理機能を弱めることで、炎症反応及び炎症
抑制に対する悪影響が考えられ、それをカロ
テノイド自身がニトロ化されることで
ONOO-を消去し、その結果、生体内の過剰
炎症の抑制と抗炎症反応の正常化を制御し
ている可能性がある。今後の生体内での機構
の解明が期待される。 

（３）ルテインと ONOO-の反応を行い、反
応生成物をシリカゲルカラムクロマトグラ
フィー、分取用逆相 HPLC によりルテインの
酸化体を含むフラクションを分画した。そこ
から３つの化合物の構造を解析するため、化
合物を精製、単離し、各種機器にて分析した。
そのスペクトル解析からルテインのニトロ
体としてシス体配位の 15-Nitrolutein、15’
-Nitrolutein を得た。また、新たな消去構造
体としてニトロ化後安定な反応物に反応が
進行した Lutein-6H-1,2- oxazine を得た。ル
テインの ONOO-消去機構は、ルテインラジ
カルとニトロルテインの分子軌道法計算の
比較により、ルテイン中央部の共役オレフィ
ン部分で ONOO-によるラジカル化を受け、
ルテインラジカルを経由し、ONOO-により
生成するニトロラジカル(・NO2)とラジカル
反応を起こす結果、ONOO-消去活性を示し
ていることが判った。つまり、ONOO-はル
テインの共役オレフィン部分に対してニト
ロ基のラジカル付加反応を起こすことが判
明した。 
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