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研究成果の概要（和文）：正常細胞はがん細胞よりもpHがわずかに高い。そこで、放射線がん治療において、放
射線障害の原因とされる活性酸素種を正常細胞でのみ消去できるpH応答性抗酸化物質の開発を試みた。
これまで抗酸化物質の活性評価に頻用されてきた活性酸素種のモデルラジカルは水に不溶であるが、これをシク
ロデキストリンにより世界で初めて水溶化することに成功し、水溶性抗酸化物質のラジカル消去速度に対するpH
の影響を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The pH of normal tissues is known to be higher than that of tumors.  It is 
also known that radiation damages are mainly caused by reactive oxygen species (ROS) generated via 
ionization and/or excitation of water molecules by ionizing radiation.  Thus, pH responsive 
antioxidants that can selectively scavenge ROS in normal tissues were investigated to protect normal
 tissues from radiation damage during cancer radiotherapy.  2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
radial is frequently used as a reactivity model of ROS to evaluate activity of antioxidants.  
However, the insolubility of DPPH radical in water has precluded from its use in aqueous systems.  
In this study, DPPH radical was successfully solibilized in water using a cyclodextrin.  This 
enables us to investigate the effect of pH on the radical-scavenging rates of water-soluble 
antioxidants in order to develop radioprotectors, which can selectively protect normal tissues from 
the radiation damages during radiotherapy.

研究分野：レドックス化学
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１．研究開始当初の背景 
放射線がん治療では、がん組織の周囲にあ

る正常組織が炎症や線維化を起こすなどの
副作用が現れる。そこで、放射線防護剤を用
いてこれらの副作用を軽減できれば、放射線
がん治療をさらに高度化できると考えられ
る。しかし、これまで研究されてきたアミフ
ォスチンやシステアミンなどのアミノチオ
ール系放射線防護剤は、吐き気や低血圧症な
どの副作用が強いことから臨床現場ではほ
とんど使用されていない。さらに、がん組織
には放射線防護効果を示さず、正常組織のみ
選択的に防護できる化合物は、ほとんど報告
例がない。 
放射線による生体障害機構には、放射線が

直接、DNA などの生体分子を電離する直接効
果と、水の放射線分解によってヒドロキシル
ラジカルなどの活性酸素種(Reactive	Oxygen	
Species,	ROS)が生成し、これらが生体分子
を酸化する間接効果が知られている。人体の
約 60％は水であることから、ほとんどの放射
線障害は ROS による間接効果が原因であると
言われている。	
一方、ビタミン類やフラボノイド類などの

抗酸化物質は、ROS やフリーラジカルに対し
て非常に優れた消去活性を示すため、放射線
防護剤への応用が期待できる。 
 
２．研究の目的 
正常細胞内とがん細胞内における pH の違

いに着目し、正常細胞に対してのみ強力な
ROS 消去活性を示す抗酸化物質の開発を目的
とする。すなわち、正常細胞内の pH は 7.4
であるのに対し、がん細胞内のpHは6.8〜7.2
とわずかに低いことが知られている。そこで、
pH	7.2 以下では ROS 消去活性が低く、pH	7.4
以上で ROS 消去活性が顕著に向上するような
pH 応答性抗酸化物質を開発する。 
 
３．研究の方法 
(1)	本研究で用いた試薬類は市販品を購入
し、必要に応じて精製した。超純水はメルク
ミリポア社の Direct-Q	UV3 を用いて調製し
た。	
	
(2)	抗酸化物質と 2,2-ジフェニル-1-ピクリ
ルヒドラジル(DPPH)ラジカル(DPPH•)との反
応における紫外可視吸収スペクトル変化は、
Agilent	8453フォトダイオードアレイ分光光
度計を用いて測定した。反応速度の測定には、
ユニソク RSP-1000-02NM 型ストップトフロー
分光測定装置を用いた。	
	
(3)	本研究で行った動物実験は放射線医学
総合研究所の動物実験委員会による承認を
受けて実施した。また、すべての動物実験は
文部科学省・研究機関等における動物実験等
への実施に関する基本指針および放射線医
学総合研究所・動物実行委員会の動物実験等
実施に関する規定を遵守して行い、麻酔下で

実験動物に苦痛を与えないように配慮した。	
抗酸化物質の細胞に対する放射線防護活

性を評価するために、ラットから摘出した胸
腺細胞を 10％のウシ胎仔アルブミンを含む
培地に加えた。胸腺細胞に抗酸化物質(1,	10,	
100,	1000	µM)を加えた後、2	Gy の X 線(1.2	
Gy/min)を照射し、37℃で 4 時間培養した。
その後、フローサイトメーターにより細胞の
サイズを測定し、アポトーシスにより細胞サ
イズが小さくなった細胞の割合を算出した。	
	
４．研究成果	
(1)抗酸化物質の活性評価には、ROS のモデル
として頻用されている DPPH ラジカルを用い
た。しかし、DPPH ラジカルは水に不溶なため、
共溶媒としてエタノールを加えると、pH を制
御するための緩衝塩が析出した。そこで、医
薬品や化粧品の水溶化に用いられている
β-CD を用い、DPPH ラジカルの水溶化を試み
た。DPPH ラジカルとβ-CD の固体混合物に沸
騰水を加え、室温まで冷却した後、メンブレ
ンフィルターでろ過すると、DPPH ラジカルに
特徴的な紫色の水溶液を得ることができ、
DPPH ラジカルを水溶化することに世界で初
めて成功した(図 1)。0.1	M の緩衝液を用い
て DPPH ラジカル水溶液を調製しても緩衝塩
の析出は起こらず、この水溶化 DPPH ラジカ
ルを用いて、pH を制御しながら水溶性抗酸化
物質の活性評価が可能となった。	
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図 1	β-CD による DPPH ラジカルの水溶化	

	
(2)	水溶化 DPPH ラジカルを用い、アスコル
ビン酸塩(ビタミン C,	ascorbate)や水溶性ビ
タミン E誘導体である Trolox の DPPH ラジカ
ル消去速度に対する pH の効果について検討
した。緩衝液には、0.1	M の BIS-TRIS	(pH	6.3
〜6.9)および TRIS	(pH	7.5〜8.5)を用いた。
その結果、いずれの場合にも pH が 6.8〜7.2
では DPPH ラジカル消去の二次反応速度定数
(k)が小さく、pH が 7.4 では k 値が大きくな
ることが分かった(図 2)。しかし、本研究の	
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図 2	k値の pH 依存性	

	
目的を達成するためには、さらに大きな k値
の差を示すような化合物の設計が必要であ
ると考えられる。水の代わりに重水を用いて
緩衝液を調製し、速度論的同位体効果につい
ても検討し、3.2〜5.1 の kH/kD値を得た。こ
れは、DPPH ラジカル消去反応の律速段階に、
水素原子またはプロトンの移動が関与して
いることを示唆している。また、BIS-TRIS お
よび TRIS 緩衝液では、緩衝塩の濃度に比例
して k値が変化し、大きな塩効果を示すのに
対し、リン酸緩衝液ではこのような傾向は見
られなかった。このことから、本研究にはリ
ン酸緩衝液が最適であることが分かった。リ
ン酸緩衝液を用いた場合にも、k 値に対して
同様の pH 依存性が観測された。	
さらに、生体内の代表的な水溶性抗酸化物

質であるグルタチオン(GSH)の DPPH ラジカル
消去速度に対する pH の影響についても検討
を行った。その結果、GSH による DPPH ラジカ
ル消去速度は pH の上昇とともに大きくなっ
た。また、この反応の擬一次速度定数は GSH
の濃度の増加に伴って増加し、やがて一定値
に達した。水の代わりに重水を用いても速度
論的同位体効果は観測されなかった。以上の
結果から、GSH による DPPH ラジカル消去反応
は、SH 基の脱プロトン化によって生成したチ
オレートアニオンから DPPH ラジカルへの電
子移動を律速として進行することが明らか
となった。	
当初予定していた 6-クロマノール誘導体

の合成にも成功したが、水溶性が低いため緩
衝液中で用いることができず、水溶性置換基
の導入など、さらなる改良が必要であること
が分かった。	
	
(3)	DPPHラジカルの水溶化効率を向上させる
目的で、β-CD の代わりに水溶性が高い 2,6-
ジ-O-メチル-β-CD	(DM-β-CD)を用いて DPPH
ラジカルの水溶化を試みた。その結果、水溶
化された DPPH ラジカルの濃度は β-CD を用
いた場合に比べて約 30 倍高くなったが、水
溶性抗酸化物質との反応における k値が約半
分になった。これは DM-β-CD 分子内のメチ
ル基による立体障害のためであると考えら
れる。以上の結果から、DPPH ラジカルの活性

を損なうことなくこれを水溶化するには、
β-CD の方が適していることが明らかとなっ
た。	
	
(4)	昭和大学薬学部(今井耕平博士研究員、
福原潔教授)との共同研究で、分子内にアミ
ノ基を有するケルセチン誘導体の合成を行
った。電子供与性のアミノ基は、酸性溶液中
ではプロトン化されて電子求引性のアンモ
ニウムに変わるため、pH に依存して抗酸化活
性が大きく変わることが期待される。実際、
得られたアミノケルセチンの DPPH ラジカル
消去活性は、中性溶液中に比べて酸性溶液中
では顕著に低下することが分かった。今後は
アミノ基の pKa 値を精密に制御することによ
り、本研究の目的に合った化合物を設計する
予定である。	
	
(5)	我々が開発したラット胸腺細胞を用い
る方法により、いくつかの水溶性抗酸化物質
の細胞毒性および放射線防護活性について
検討した。その結果、得られた放射線防護活
性と DPPH ラジカル消去活性は必ずしも相関
せず、抗酸化物質の膜透過性(脂溶性)など、
他のパラメーターも併せて総合的に評価す
る必要性が示唆された。	
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