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研究成果の概要（和文）：生体内の酸化還元(レドックス)変化は様々な疾患との関係が示唆されており、生体計測用ES
Rを用いた生体内レドックスのより正確な測定法の開発は重要である。そこで、レドックス測定用プローブの組織標的
化および体内貯留性を高めるために、プローブのリポソーム化を目指してレドックス測定用プローブで標識したリン脂
質を合成した。このリン脂質を用いてレドックスプローブで標識されたリポソームを作成し、本リポソームが活性酸素
に応答することを示した。

研究成果の概要（英文）：In vivo redox status are involved in the various diseases. In vivo electron spin 
resonance (ESR) spectroscopy is a very useful technique for the measurement of in vivo redox status. The 
extension of half-life in the body and the tissue targeting of redox probes for in vivo ESR are important 
for developing the more precise in vivo redox measurement. Therefore, the purpose of this study is to 
make the liver-targeting liposomes labeled by redox probes.
 The redox probe-conjugated phospholipids (DMPE-PROXYL) were synthesized. The liposome including the 
DMPE-PROXYL gave the ESR signal in vitro. The ESR signal of this liposome decreased by the reaction with 
hydroxyl radical, but did not decreased by ascorbic acid or liver homogenate. This suggests that the 
oxidative stress can be detected by the liposome including the DMPE-PROXYL.

研究分野：生物物理
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１．研究開始当初の背景 
 生体内の酸化還元（レドックス）バランス
の変化は様々な疾患との関連が示唆されて
いる。それらの報告の多くは、過酸化した脂
質や蛋白質の増加などを測定することで生
体内における活性酸素の過剰生成によるレ
ドックスバランスの変化を評価している。し
かし、それらは活性酸素が反応した結果であ
ると推測されるにすぎず、それだけで酸化ス
トレスと病態との因果関係を断定すること
は難しい。 
  生きている動物体内でのレドックスバラ
ンスの変化を測定する方法として、生体計測
用電子スピン共鳴（ESR）法がある。生体計
測用 ESR 法によるレドックス測定ではプロ
ーブとしてニトロキシルラジカルが用いら
れる。ニトロキシルラジカルの生体内におけ
るレドックス平衡は生体内で産生される活
性酸素による酸化やアスコルビン酸や還元
酵素群による還元に依存している。動物への
ニトロキシルラジカルの投与後に非侵襲的
に測定されたニトロキシルラジカルの ESR
シグナル強度変化から、生体内におけるニト
ロキシルラジカルのレドックス平衡が酸化
と還元のどちらに傾いているのかを知るこ
とができるため、これを指標に生体内のレド
ックスバランスの評価を行う。このように、
生体計測 ESR 法は生きている動物における
体内のレドックスバランスの変化をリアル
タイムで測定でき、疾患との関係の解明に非
常に有用な測定法である。従来の生体計測用
ESR 法で汎用されているニトロキシルラジ
カルは分子量が小さく、迅速に尿中に排泄さ
れるため、動物への投与後の体内半減期が短
い。このため、腎機能が変化するような疾患
では健常な動物と病態モデル動物で体内の
プローブ量に大きな差がでてしまい、正確な
レドックス測定は困難である。また、全身に
分布するため、特定の臓器におけるレドック
ス変化を測定するためには目的の臓器を体
外に露出させるなどの外科的な処置が必要
になる。従って、プローブの体内貯留時間を
延長させることや、特定臓器への標的化を行
うことは、生体計測 ESR 法の適用範囲を広
げ、より詳細且つ正確なレドックス評価を達
成するために重要であると考えられる。 
 リポソームの特定臓器への標的化の代表
例として、肝指向性リポソームが知られてい
る。肝実質細胞表面にはアシアロ糖蛋白質受
容体が存在し、ガラクトースで修飾されたリ
ポソームはこの受容体に認識され、エンドサ
イトーシスにより細胞内に取り込まれる。こ
れを利用することで、リポソームを肝実質細
胞に集積させることができる。 
 
２．研究の目的 
 肝臓におけるレドックスバランス変化と肝
障害との関係解明を目指して、肝レドックス
の非侵襲的な測定のために、ニトロキシルラ

ジカル標識化肝実質細胞指向性リポソームを
開発する。  

３．研究の方法 
(1) DMPE-PROXYLの合成 
 クロロホルム中でジメチルアミノピリジ
ン存在下ジシクロヘキシルカルボジイミド
(DCC)を用いて 3-Carboxy-PROXYL (CXP)
とジミリストイルホスファチジルエタノー
ルアミン(DMPE)をアミド結合により結合さ
せた。その後カラムクロマトグラフィーによ
り精製し、DMPE に CXP が結合した
DMPE-PROXYLを得た。 
 
(2)リポソーム懸濁液の調製 
 卵黄レシチンとジセチルリン酸のクロロ
ホルム溶液にDMPE-PROXYLのクロロホル
ム／メタノール溶液を加えて撹拌後、エバポ
レーターで溶媒を留去し脂質膜を作成した。
デシケーター中で 1晩乾燥後HEPES緩衝液
を加えて 37℃で加温し、リポソーム懸濁液を
調製した。 
 
４．研究成果 
 リポソーム中にニトロキシルラジカルを
封入する方法でリポソームを標識すると、ニ
トロキシルラジカル間のスピン—スピン相互
作用により ESR シグナル強度が減弱し、測
定が困難になることが予想されたため、リン
脂質をニトロキシルラジカルで標識するこ
とを考えた。研究開始当初はHydroxymethyl 
-PROXYL とジミリストイルホスファチジン
酸を 2,4,6-triisopropylbenzenesulfonylchlor 
ide 存在下で結合させる方法や CXP を
N-hydroxysuccinimide により活性化後に
DMPEと結合させる方法を試みたが、どちら
の反応もほとんど進行せず、リポソーム調製
に必要量のニトロキシルラジカル標識化リ
ン脂質を得るには至らなかった。そこで、
DCCを用いて CXPと DMPEを直接反応さ
せる方法によりCXPとDMPEを結合させた
DMPE-PROXYLを得た。 
 DMPE-PROXYL と未反応の DMPE をカ
ラムクロマトグラフィーで分離することが
困難だったため、カラム精製後に得られた生
成物中のリン含有量とニトロキシルラジカ
ル含有量を測定し、DMPEと CXPの結合率
を算出したところ、DMPEの 89.5％に CXP
が結合しており、得られた生成物のほとんど
が DMPE-PROXYL であることがわかった。
得られたDMPE-PROXYLのクロロホルム／
メタノール溶液は CXP と同様に 3 本に分裂
した ESR スペクトルを与えた。そこで、
DMPE-PROXYLを含むリポソームを調製し、
その ESR スペクトルを測定したところ、ク
ロロホルム／メタノール溶液中に比べて線
幅がやや広がり、高磁場側のシグナルが顕著
に小さくなったスペクトルが得られた。これ
はニトロキシルラジカルの分子サイズが大
きくなり回転運動が制限された際に見られ



る 特 徴 的 な 形 で あ る こ と か ら 、
DMPE-PROXYLがリポソーム膜によって回
転が制限されていることがわかった。 
 ニトロキシルラジカルは MRI の造影剤と
しても機能することが知られている。そこで、
DMPE-PROXYL リポソームの懸濁液と、
CXP と未標識リポソームの懸濁液について
MRI撮像を行ったところ、Hepes緩衝液に比
べて懸濁液全体の輝度が高くなった。この懸
濁液を遠心し、リポソームを沈殿させると
CXP と未標識リポソームの懸濁液はマイク
ロチューブ全体の輝度が高いままであった
が、DMPE-PROXYLリポソームは沈殿の輝
度が顕著に高くなり、DMPE-PROXYLがリ
ポソームと共に沈殿していることがわかっ
た。また、遠心後の上清の ESR測定を行い、
遠心前のシグナル強度に対する遠心後のシ
グナル強度の割合から上清中のニトロキシ
ルラジカル残存率を算出した。CXPと未標識
リポソームの懸濁液の場合は遠心後も上清
中に 98％の CXP が残っていたのに対して
DMPE-PROXYLリポソームの懸濁液の場合
は上清中の残存率は 48％だった。さらに、上
清中の DMPE-PROXYLの ESRスペクトル
の形状が膜によって回転が制限された際の
特徴的なスペクトルだったことから、上清に
残っていたDMPE-PROXYLもリポソームか
ら遊離したわけではなく、リポソームの粒子
径が小さいために遠心で沈殿せずに残った
ものであることが示唆された。以上のことか
ら、DMPE-PROXYLは CXPと同様にMRI
造影剤として機能すること、リポソームが
DMPE-PROXYLによって標識されているこ
とが示された。 
 DMPE-PROXYL の合成に使用した
PROXYL 型のニトロキシルラジカルはアス
コルビン酸などによる還元反応にはある程
度耐性を持つ。一方でヒドロキシルラジカル
によって酸化されて ESR シグナルを失うた
め、酸化ストレスを検出することができる。
DMPE-PROXYLがリポソームの状態で、こ
の能力を保持していることを調べるため、
DMPE-PROXYLリポソームの還元反応ある
いは酸化反応に対する応答性を検討した。そ
の結果、アスコルビン酸やマウス肝ホモジネ
ートと混和してもDMPE-PROXYLリポソー
ムの ESR シグナルはほとんど変化しなかっ
たのに対して、ヒドロキシルラジカルとの反
応では ESR シグナルが減弱した。このこと
から、DMPE-PROXYLリポソームが酸化ス
トレス評価に利用できることが示唆された。
今 後 、 ガ ラ ク ト ー ス 修 飾 脂 質 と
DMPE-PROXYLを含むリポソームを作成す
ることで肝レドックスの非侵襲的な測定に
つながるものと期待される。 
 本リポソームの病態モデルへの応用には
敗血症モデルを想定している。また、レドッ
クスバランスを評価するためにはプローブ
にアシル保護を施すなどの工夫が必要とな
る。そこで、従来の低分子量のプローブにア

シル保護を施したプローブ前駆体を利用し
た敗血症モデルマウスのレドックス評価に
ついて検討し、論文として発表した。また、
ラジカル反応がリポソーム膜に及ぼす影響
を検討し、学会発表を行った。 
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