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研究成果の概要（和文）：研究の全体構想である「抗酸化酵素と強い会合体を作る光学活性なス

ピン剤の開発」を確立するために，「1．血液－脳関門を通過する MC-PROXYL およびその誘導体

の合成方法の確立」，「2．安定なイソインドール系のトラップ剤である TMINO の改良」，および

「3．光学活性な置換基を有する DMPO 型スピントラップ剤の合成」を行い，効率的な合成方法

を開発すると共に，安定性において有用なスピン剤を見出した． 
 
研究成果の概要（英文）：We have achieved efficient syntheses of blood-brain-barrier 
permeable spin probe reagents, isoindole spin trap reagent bearing trifluoromethyl group, 
and chiral spin probe reagent based on DMPO.  These spin reagents and their adducts gave 
strong and stable ESR signals, respectively.   
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１．研究開始当初の背景 
 
近年，活性酸素種による酸化ストレスが，

糖尿病，動脈硬化，脳梗塞，認知症等の様々
な疾患を引き起こす原因となることが明ら
かとなってきており，活性酸素種の検知にお
いて ESR(電子スピン共鳴)が有用な測定手段
として用いられてきている．最近では，疾患
の原因となる活性酸素種の生体内での無侵
襲観測(ESR-CT 法)も開発されおり，活性酸素
種の検出において，ESR は欠かすことのでき
ない測定方法である． 
ESR 測定に用いられる一般的なスピン剤は，

DMPO (5,5-dimethyl-1-pyrroline N-oxide)

に代表されるスピントラップ剤と TEMPO 
(2,2,6,6-tetramethyl-piperidine-1-oxyl)
に代表されるスピンプローブ剤に大別され
る．トラップ剤は，短寿命のため ESR で直接
観測できない活性酸素種を捕捉し，ESR で検
出できるアダクトに変換することができる．
一方，プローブ剤は，活性酸素種を捕捉する
ことはできないが，その減衰率から生体内の
酸化還元状態を把握することができる． 
しかし，これらのスピン剤は，長期保存が
難しく，二次反応により複雑なシグナルを与
えるなどのいくつかの問題を抱えている．こ
の問題に対して我々は，イソインドール骨格
を有するまったく独自のトラップ剤（TMINO）
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に着目し，その効率的な合成ルートの確立に
成功した． 
最近，ESR を用いた酵素作用の解明におい

て，適当な光学活性部位を有するスピン剤が
酵素と強い会合体を作ることが明らかとな
ってきた．抗酸化酵素の解析において，その
ような試みは未だなされていないが，スピン
剤に適当な光学活性構造を付与し，抗酸化酵
素と会合体を作ることで，「活性酸素種の消
去能評価と同時に抗酸化酵素が作用する際
の立体に関する情報も得られる」と期待でき
る．このことは，抗酸化酵素（スーパーオキ
シドジスムターゼ，カタラターゼ，ペルオキ
シダーゼ等）の生体内における抗酸化作用の
解明や抗酸化物質（ビタミン C等）の生体内
での挙動を理解するうえでも欠かすことが
できず，抗酸化酵素のドメインレベルでの消
去能評価が可能となり，効率的な抗酸化薬剤
の開発が期待できる． 
 
２．研究の目的 
 
本研究の最終目的は，「抗酸化酵素と強い

会合体を作る光学活性なスピン剤の開発」で
ある．この目的を達成するために，本研究課
題の交付期間内に，以下の 3点について具体
的に検討し，全体構想の根幹を確立すること
を目的とする． 
(1) たんぱく質の作用機構が介在する血液

－脳関門を通過するMC-PROXYLおよびそ
の誘導体の合成方法を確立． 

(2) 安定なイソインドール系のトラップ剤
である TMINO の改良． 

(3) 光学活性な置換基を有する DMPO 型スピ
ントラップ剤の合成． 

 
３．研究の方法 
 
(1) MC-PROXYL およびその誘導体の合成方法
の確立 

抗酸化酵素等のたんぱく質が介在する作用
機構の一つに，血液－脳の間の物質交換を制
限する機構がある．本作用機構の解明を行う
ためにも，MC-PROXYL およびその誘導体の効
率の良い合成方法の開発は重要である．そこ
で，Favorskii 転位を鍵反応とする MC- 
PROXYL およびその誘導体の効率の良い合成
法を開発し，その有用性について ESR を用い
て評価する． 
 
(2) 安定なイソインドール系のトラップ剤で
ある TMINO の改良． 

TMINO は，これまでの研究から，一般に用い
られている DMPO やその誘導体よりも長期安
定性に富み，細胞脂質や体液との適度な親和
性および活性酸素種との反応による付加物
の安定性に富むことが知られている．そこで，

TMINO の置換基に大きな電子吸引効果を示す，
トリフルオロメチル基を導入し，TMINO の安
定性に及ぼす効果，ならびにラジカル付加物
の安定性に対する効果を検証する． 
 
(3) 光学活性な置換基を有する DMPO 型スピ
ントラップ剤の合成． 

近年，ESR を用いた酵素作用の解明において，
適当な光学活性部位を有するスピン剤が酵
素と強い会合体を作ることが明らかとなっ
てきた．しかし，汎用性のあるDMPO 型スピ
ントラップ剤において，そのような試みはな
されておらず，光学活性な置換基を導入した
DMPO 型スピントラップ剤の開発は，抗酸化酵
素が作用する際の立体化学的な情報を得る
手段として，また，抗酸化酵素と活性酸素種
との相互作用を検証するツールとして重要
である．そこで，光学活性な置換基を有する
DMPO 型スピントラップ剤の合成し，ESR 測定
を行いその有用性を検証する． 
 
４．研究成果 
 
(1) MC-PROXYL およびその誘導体の合成方法
の確立 

安価に入手可能な 2,2,6,6-ttetramethyl-4- 
piperidone (2)を出発原料として，臭素を作
用させ，ジブロモ体(3)を収率 93%で得た．次
に，ナトリウムメトキシドを作用させ，
Favorskii 転位を行い， , －不飽和エステ
ル(4a)を得た．次に，パラジウム－カーボン
を用いて，オレフィンを還元し，最後に，タ
ングステン酸ナトリウムを触媒とした酸化
反応を行い．目的生成物である MC-PROXYL 
(1a)をトータル収率 65%で得ることができた． 
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本合成ルートは，他の誘導体にも適応可能で
あり，同様の方法で，エチルエステル体およ
びイソプロピルエステル体を高収率で合成
することが可能となった． 
MC-PROXYL (1a)の ESR 測定においても，窒

素の超微細構造がきれいに現れており，本合
成ルートによって，簡便に純度の高い 1a を
供給できるようになった． 
 
(2) 安定なイソインドール系のトラップ剤で
ある TMINO の改良． 

安価に入手可能な 2-bromobenzoic acid (6)
を出発原料として，エステル化を行い 99%収
率でエステル(7)を得た．次に，ヨウ化メチ
ルマグネシウムを作用させ，その後の脱水反
応によりオレフィン(8)を得た．オレフィン
(8)をグリニア試薬へと変換し，DMF と反応さ
せることで，アルデヒド(9)を収率 74%で得た．
次に，トリフルオ基を導入し，アルコール
(10)とした後，Dess-Martin 酸化を行い，ヒ
ドロキシルアミンと反応させることで，目的
生成物である 3-TF-TMINO(12) を 7 段階，全
収率 39%で合成することができた． 
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イソアミルラジカルの補足実験においても，
TMINO と同様に，ラジカル付加物を与えた．
また，TMINO のラジカル付加物よりも，安定
であることが明らかとなった． 
 
(3) 光学活性な置換基を有する DMPO 型スピ
ントラップ剤の合成． 

安価に入手可能な L-ヒドロキシプロリン
(13)を Boc 基で保護し（70%），ヒドロキシル
基をベンジル化し，化合物 15 を合成した
（97%）．次に，Boc 基の脱保護を行い，化合
物 16 を 91%収率で得た．脱カルボキシル化反
応を伴う，N-オキシド(17)の合成において，
文献記載反応等，種々の条件を検討したが，

N-オキシド(17)を合成することはできなか
った．そこで，Oxone を用いて酸化反応を行
うことで， N-オキシド(17)を 58%収率で得る
ことができた．最後に，ヨウ化メチルマグネ
シウムを作用させ，得られたヒドロキシルア
ミンを銅触媒存在下，空気酸化することで，
目的化合物 DMPO 型スピントラップ剤(18)を
35%収率で合成した． 
 

N
H

HO

COOH N

HO

COOH

Boc
N

BnO

COOH

Boc

N
H

BnO

COOH N

BnO

O
N

BnO

O

13 14, 70% 15 , 97%

16, 91% 17, 58% 18, 35%

(Boc)2O BnBr / KOH

Oxone / EDTATFA 1) MeMgI

2) Cu(OAc)2 / air

 

 
なお，ESR 測定については，研究期間内で行
うことができなかった． 
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