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研究成果の概要（和文）： 

プテリンとエダラボンを反応させてジメチルプテリン(DPH)と命名した化合物を得た。このDPH

はラマン分光法により、一重項酸素消去能を有することが分かった。さらにDPHはヒト好中球が

産生する活性酸素のうち一重項酸素のみならずスーパーオキシドも消去した。 

 DPHは、神経細胞内で一重項酸素を発生させた細胞死モデルおよび初代培養したヒト角化上皮

細胞を用いた放射線照射によるDNA傷害モデルにおいて、傷害を抑制した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Dimethyl-hydropterin (DPH) was newly synthesized through the reaction with pterin and 

edaravone.  The direct analysis of near-infrared luminescence using Raman spectroscopy 

proved that DPH quenched the photochemically generated singlet oxygen in a cell-free 

system.  Further, the chemiluminescence assay revealed that DPH scavenged not only 

singlet oxygen but also superoxide generated in activated neutrophils.  When singlet 

oxygen was generated photochemically in neuronal cells, cell death was induced. DPH 

prevented the singlet oxygen-induced cell death. And, when keratinocytes was weakly 

exposed to the ionized radiation, cell death was not observed but the DNA damage was 

observed. DPH attenuated the DNA damage, probably due to scavenging singlet oxygen. 
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１．研究開始当初の背景 
活性酸素は生命活動に必須の酸素代謝に伴う

副産物であり、スーパーオキシド、過酸化水素、

ヒドロキシルラジカルならびに一重項酸素と

いった種類がある。活性酸素は生体防御や細胞

内信号伝達に関与する一方、その高い反応性か

ら過剰に発生すると組織・細胞傷害を引き起こ

すことが知られている。これらの活性酸素の中

で、一重項酸素は他の活性酸素に比べてあまり

注目されておらず、生体における役割も不明な

点が多かった。しかし近年、一重項酸素が神経

細胞死に関与していることが報告され、その重

要性が認識されるようになった(Valencia et 

al, Free Radic Biol Med 36,1112-5,2004)。

我々は、急性脳梗塞の治療薬として本邦で唯一

臨床使用が認められている薬物エダラボンが

強力な一重項酸素消去能を有することを示し

た(Sommmani et al, J Pharmacol Sci 

103,117-20,2007)。また、これまで虚血再灌流

傷害モデルで有効とされてきた薬剤がすべて

強力な一重項酸素消去能を有することも示し

た(Senda et al, J Pharmacol Sci 

107,460-4,2008; Kawai et al, J Pharmacol Sci 

108,545-9,2009)。このことから脳梗塞や心筋

梗塞でみられる虚血再灌流傷害においては、一

重項酸素が傷害の原因である可能性が高いと

の仮説を立てるに至った。一方で、一重項酸素

を有する薬剤のうちでプテリン化合物はその

置換基を変化させることで、一重項酸素消去能

が著しく増強することを示した(Mori et al, 

Biol Pharm Bull 33,905-8,2010)。またプテリ

ン化合物とエダラボンは容易に反応し、その反

応物はそれぞれの単体よりも細胞内へ取り込

まれやすいことも示した(Arai et al, J 

Pharmacol Exp Ther,324,529-38,2008)。これ

らの知見から、細胞内外で特異的に一重項酸素

を消去する薬剤を自ら新たに開発するという

着想を得るに至った。以上が研究開始当初の背

景である。 

 
２．研究の目的 
活性酸素は生命活動に必須の酸素代謝に伴う

副産物であり、スーパーオキシド、過酸化水素、

ヒドロキシルラジカルならびに一重項酸素と

いった種類がある。活性酸素は生体防御や細胞

内信号伝達に関与する一方、その高い反応性か

ら過剰に発生すると組織・細胞傷害を引き起こ

すことが知られている。これらの活性酸素の中

で、一重項酸素は他の活性酸素に比べてあまり

注目されておらず、生体における役割も不明な

点が多かった。しかし近年、一重項酸素が神経

細胞死に関与していることが報告され、その重

要性が認識されるようになった(Valencia et 

al, Free Radic Biol Med 36,1112-5,2004)。
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強力な一重項酸素消去能を有することを示し
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３．研究の方法 
1. 新たな薬剤の合成 

a) 合成用原料のプテリン、ジメチルホルム

アミド(DMF)ならびに塩化ピバロイルを反応

用フラスコに入れて撹拌する。b) 12 時間お

きに反応溶液を高速液体クロマトグラフィ

ー(HPLC)を用いて分析し、反応物の生成をモ

ニターする。c) 生成がストップした時点で、

溶媒をエバポレーターで除去する。d) 得ら

れた生成物は混合物であるのでクロロホル

ム-メタノール溶媒に溶かし、シリカゲルカ

ラムを用いて分離精製を行う。e) 溶媒をエ

バポレーターで除去し、質量分析機能付き液

体クロマトグラフィー(LC-MS)を用いて物質

の同定と純度の測定を行い、仮称ジメチルプ

テリン(DP)と命名した単一生成物の粉末を

得る。f) この DPとエダラボンを反応用フラ

スコに入れてリン酸バッファー溶液(PBS)中

で反応させる。g)反応物を HPLC を用いて分

取し、さらに LC-MS を用いて物質の同定と純

度の測定を行い、仮称ジメチルプテリン

(DPH)と命名した単一最終反応物を得る。h) 

これを凍結乾燥して粉末の DPH を得る。i) 

DPH の化学構造を質量分析法や核磁気共鳴法

を用いて決定する。 

2. 試薬系における新たに合成した薬剤の一

重項酸素消去能の評価 

この系では一重項酸素の測定法として最も

信頼度が高い近赤外ラマン分光法を用いて、

新たに合成した薬剤の一重項酸素消去能を

評価する。方法は、光増感剤であるローズ

ベンガル(RB)を重水に溶かし、これに波長

520 nm の緑色レーザー光を照射して重水

溶液中に一重項酸素を発生させる。この一

重項酸素が発する波長 1270 nm のリン光

を近赤外ラマン分光法にて検出する。重水

使用の目的は、重水中では一重項酸素の寿

命が数μs から数十μs まで延長するので、

一重項酸素の信号強度が高まり、それによ

って検出感度を高めて、より正確で定量的

な測定を行うためである。この時、新たに

合成した薬剤を投与して一重項酸素の信号

に与える影響をみる。またエダラボンやア

ジ化ナトリウムなど、他の一重項酸素消去

剤の効果と比較検討することで、新たに合

成した薬剤の一重項酸素消去能の評価を行

う。 



3. 細胞系における新たに合成した薬剤の

一重項酸素消去能の評価 
 細胞系では、一重項酸素を産生すること

が確実に分かっているヒト好中球を用いて、

合成した薬剤の一重項酸素消去能を評価す

る。方法は、まず健常人血液を採取し、比

重差を利用して、主に好中球からなる多核

白血球の分画と、単球ならびにリンパ球を

含む単核球の分画に分離する。このうち多

核白血球の分画を好中球として使用する。

なお採血ならびにヒト好中球の分離収集は

後述の「人権の保護等」に払拭し、専門的

な知識や経験も必要とするので、血液・腫

瘍内科医である研究分担者の山下浩平が責

任を持って実施する。次に収集した好中球

をオプソニン化ザイモザンで貪食刺激して

活性酸素を産生させる。好中球は酸素から

スーパーオキシド、過酸化水素、ヒドロキ

シルラジカル、一重項酸素といった一連の

活性酸素を産生することができる。しかし、

検出試薬としてメトキシビニルピレン

(MVP)を発光試薬として用いると、産生す

る種々の活性酸素のうち一重項酸素のみを

特異的に検出出来ることが分かっている。

そこで、この MVP を用いた化学発光法に

て好中球が産生する一重項酸素に及ぼす影

響をみることで、新たに合成した薬剤の一

重項酸素消去能の評価を行う。 

a) 神経細胞の細胞内外で人為的に活性酸

素を発生させた時に惹起される細胞傷害に

対する新たに合成した物質の効果の検討 

ラット大脳皮質神経細胞を用いる。光線力

学療法でも使用されている光増感剤フォト

フリン(PF)を細胞内に取り込ませ、波長

630 nm の赤色光を照射することで細胞内

に一重項酸素を発生させる。この細胞外に

発生した一重項酸素により誘導される細胞

死を MTT アッセイやフローサイトメトリ

ーを用いて定量的に、また共焦点レーザー

顕微鏡を用いて定性的に、さらにはタイム

ラプスイメージングシステムを用いて経時

的に評価し、新たに合成した薬剤の効果を

検討する。 
b) 皮膚細胞の細胞内外で人為的に活性酸

素を発生させた時に惹起される細胞傷害に

対する新たに合成した物質の効果の検討 
ヒト角化細胞を用いる。細胞内外での一重

項酸素の発生と細胞死の評価ならびに新た

に合成した薬剤の効果の検討は、神経細胞

の場合と同様であるが、皮膚細胞の場合は

紫外線照射による細胞傷害についても検討

する。この場合は細胞内外のどちらで一重

項酸素が発生するのか明確ではないが、一

重項酸素が傷害を惹起するのは間違いがな

いので、検討に値すると考える。 
 
４．研究成果 

1. 新たな薬剤の合成について 

a) 合成用原料のプテリン、ジメチルホルムア

ミド(DMF)ならびに塩化ピバロイルを反応用

フラスコに入れて撹拌し、12時間おきに反応 

溶液を高速液体クロマトグラフィー(HPLC)を

用いて分析し、反応物の生成をモニターした。 

b) 得られた生成物は混合物であるのでクロ

ロホルム-メタノール溶媒に溶かし、シリカゲ

ルカラムを用いて分離精製を行った。c) 溶媒 

をエバポレーターで除去し、質量分析機能付

き液体クロマトグラフィー(LC-MS)を用いて

物質の同定と純度の測定を行い、仮称ジメチ 

ルプテリン(DP)と命名した単一生成物の粉末

を得た。d) このDPとエダラボンを反応用フラ

スコに入れてリン酸バッファー溶液(PBS)中 

で反応させ、反応物をHPLCを用いて分取し、

さらにLC-MSを用いて物質の同定と純度の測

定を行い、仮称ジメチルプテリン(DPH)と命名 

した単一最終反応物を得た。 



ここまでは成功したが、次の、e) 得られた最

終反応物の化学構造を質量分析法や核磁気共

鳴法を用いて決定する。が予想以上に困難 

であったため、成功していない。 

2. 試薬系における新たに合成した薬剤の一

重項酸素消去能の評価については、ラマン分

光法を用いた測定を行い、新たに合成した薬

剤は、エダラボンやアジ化ナトリウムに匹敵

する一重項酸素消去能を有することが分かっ

た。 

3. 細胞系における新たに合成した薬剤の一

重項酸素消去能の評価については、ヒト好中

球が産生する活性酸素に及ぼす新たに合成し

た薬剤の効果を検討し、この薬剤は、エダラ

ボンと同様に、一重項酸素消去能を示すのみ

ならず、エダラボンが有さないスーパーオキ

シド消去能をも有することが分かった。 

4. 神経細胞の細胞内外で人為的に活性酸素

を発生させた時に惹起される細胞傷害に対す

る新たに合成した物質の効果の検討 

 ラットの初代培養神経細胞を用いて、光増

感剤であるフォトフリンを細胞内に取り込ま

せ、波長630 nmの赤色光を照射することで細

胞内に一重項酸素を発生させ、神経細胞死の

検出を試みた。その結果、一重項酸素誘導性

傷害モデルにおける神経細胞活性の低下及び

その細胞活性低下が一重項酸素消去剤によっ

て緩和されることをAlamar Blue法及び蛍光

染色により確認した。また、その傷害時にオ

ートファジーが起こっていることを走査型電

子顕微鏡観察及び蛍光免疫染色により確認し

た。次に、グルタミン酸による神経細胞傷害

モデルを構築し、同様に神経細胞死の検出を

試みた。その結果、グルタミン酸傷害モデル

における神経細胞活性の低下及び、その細胞

活性低下が一重項酸素消去剤によって緩和さ

れることを確認した。これは、先の一重項酸

素誘導性傷害モデルで見られた細胞死形態と

一致した。さらに、一重項酸素が発生してい

ることを電子スピン共鳴法(ESR)により検出

した。このことから、グルタミン酸による神

経細胞傷害には一重項酸素が関与しているこ

とが示唆された。 

5. 皮膚細胞の細胞内外で人為的に活性酸素

を発生させた時に惹起される細胞傷害に対す

る新たに合成した物質の効果の検討 

 初代培養したヒト角化上皮細胞を用いて構

築した放射線照射による細胞傷害モデルにお

いて、DNA損傷の検出を試みた。その結果、 

damage-specific DNA binding protein 2 

(DDB2) 及びその上流のp53の活性化が検出さ

れ、一重項酸素消去剤によりその発現及び活

性化が抑制されることを確認した。また、ESR

により放射線照射後に産生された一重項酸素

を検出した。このことから、放射線障害には 

一重項酸素が関与していることが示唆された。 
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○取得状況（計 0件） 
 
名称： 
発明者： 
権利者： 
種類： 
番号： 
取得年月日： 
国内外の別： 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
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