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略語表 

 

本文において以下の略号を用いた。 

 

Ac: acetyl (chemical formula; CH3C(=O)−) 

ARG: autoradiography 

Bu: butyl (chemical formula; C4H9−) 

CYP: cytochrome P450 

DFT: density functional theory 

DMEM: dulbecco's modified eagle medium 

DMPO: 5,5-dimethyl-1-pyrroline N-oxide 

DMSO: dimethyl sulfoxide 

DMT-MM: 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chloride 

EDR: edaravone 

ESI: electrospray ionization 

ESR: electron spin resonance 

Et: ethyl (chemical formula; C2H5−) 

Fmoc-Cl: 9-fluorenylmethyl chloroformate  

Fmoc-Osu: 9-fluorenylmethyl-succinimidyl carbonate 

GSH: reduced glutathione 

hfc: hyperfine coupling constant 

4-HNE: 4-hydroxynonenal 

HPLC: high performance liquid chromatography 

HRMS: high-resolution mass spectrometry 

i.v.: intravenous injection 

LOX: lipoxygenase 

Me: methyl (chemical formula; CH3−) 

MDA: malondialdehyde 

MRI: magnetic resonance imaging  

NCS: N-chlorosuccinimide 

NMR: nuclear magnetic resonance 
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PBN: N-tert-Buthyl-α-phenylnitrone 

PBS: phosphate-buffered saline 

PEG: polyethylene glycol 

PG: propylene glycol 

POBN: α-(4-pyridyl N-oxide)-N-tert-butylnitrone 

ROI: region of interest 

ROS: reactive oxygen species 

rt-PA: recombinant tissue-type plasminogen activator 

TEMPOL: 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl 

THF: tetrahydrofuran 

tMCAO: transient middle cerebral artery occlusion 

TTC: 2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride 
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序論 

 

生体内で生じた活性酸素種（reactive oxygen species; ROS）は、DNA、タンパク質、糖、

脂質など様々な機能性分子と反応し、多様な酸化ストレス疾患の発症や進展に関与して

いる[1]。これらの機能性分子の中でも、生体膜構成成分である多価不飽和脂肪酸は活性

メチレンを有するため ROS との反応性が高く、容易に連鎖的脂質過酸化反応が進行す

る（Fig. 1）[2,3]。脂質過酸化反応は、脂質ラジカル（L・）の生成を起点として開始さ

れ、続いて脂質ラジカルが酸素分子と反応し脂質ペルオキシラジカル（LOO・）を生成

する。生成した脂質ペルオキシラジカルがさらに活性メチレンの水素原子を引き抜くこ

とで、脂質ペルオキシド（LOOH）と脂質ラジカル（L・）が生じ、連鎖的な過酸化反応

へと進行する。この脂質ペルオキシドが分解されると、マロンジアルデヒド（MDA）や

4-ヒドロキシ-2-ノネナール（4-HNE）をはじめとする種々の脂質過酸化最終生成物が生

じる[2,4]。これらの脂質過酸化最終生成物は、それ自身が細胞毒性や変異原性を有し[5–

7]、さらに DNA やタンパク質などの生体内の機能性分子と反応することでその働きを

消失させることから、がん[8,9]や動脈硬化[10,11]をはじめとする種々の疾患と関連する

ことが報告されている。以上のように、脂質ラジカルが生成することにより一連の反応

が開始され、その後脂質分子の機能障害や過酸化物の蓄積、生体内の機能性分子との複

合体形成などが起こることで、酸化ストレス疾患の様々な病態に関与している[12]。 

 

Fig. 1 Lipid peroxidation chain reaction. 

LOO・ LOOH
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そのため、脂質過酸化反応の最上流で発生する脂質ラジカルが、いつ、どこで、ど

のくらい生成するか明らかにできれば、その後に続く反応を抑制するための新規治療

薬の創出や、疾患の早期診断へと応用できることが期待される。しかしながら、脂質

ラジカルは反応性が高く生体内での存在量が微量であることから、直接検出すること

が困難であり、生体内で実際に存在する脂質ラジカルの挙動や役割については未解明

な部分が多く存在する。 

これまでに、α-(4-pyridyl-1-oxide)-N-tert-butylnitrone（POBN）や 5,5-dimethyl-1-pyrroline 

N-oxide（DMPO）、N-tert-butyl-α-phenylnitrone（PBN）などのニトロン化合物をスピン

トラップ剤として脂質ラジカルと反応させ、生じた付加体を電子スピン共鳴（electron 

spin resonance; ESR）により検出する手法（ESR/スピントラップ法）が用いられてきた

（Fig. 2）[13,14]。スピントラップ剤との反応により生じた付加体は安定なラジカルと

なるため、半減期が比較的長寿命、かつ、室温又は生化学的温度で取り扱えるという利

点がある。さらに、本手法では得られた ESR シグナルの超微細結合定数（hyperfine 

coupling constant; hfc）から元の脂質ラジカル体の構造を推測できるという特徴があるた

め、in vitro 系において数多くの研究が行われている。一方、hfc 値をもとに脂質ラジカ

ル体の構造を推測するため、類似の hfc 値をとる脂質ラジカル分子の構造決定や複数成

分の解析には不向きである。そこで、ω-6 系多価不飽和脂肪酸（リノール酸やアラキド

ン酸）や、ω-3 系多価不飽和脂肪酸（リノレン酸やドコサヘキサエン酸）により発生す

る脂質ラジカルとスピントラップ剤を反応させ、LC/MS と ESR を組み合わせた手法に

より、脂質ラジカル付加体を同時に複数検出した例が報告されている[15,16]。これらに

より、ESR を用いた in vitro 研究で様々な脂質ラジカル付加体が検出されるようになっ

た。その一方で、ESR/スピントラップ法は感度が低く多量のスピントラップ剤を必要と

する。そのため、生体内でごく微量に存在する脂質ラジカルの検出には適していないと

いう問題点があることから、より感度の高い検出手法の開発が望まれている。 
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Fig. 2 Spin-trapping method for lipid radicals. 

 

 上記の問題点を解決する手法として、有機スピン化合物であるニトロキシド化合物に

蛍光検出手法を組み合わせた NBD-Pen が開発された（Fig. 3）[17]。ニトロキシドとは、

アミノキシルまたはニトロキシルラジカルとも呼ばれ、NO ラジカル構造（＞N-O・）

を含むフリーラジカル分子である。一般的にニトロキシド化合物単独では常温、常圧下

でも安定なフリーラジカルとして存在するため取り扱いが容易であり、さらに水溶液中

でも安定に存在することが知られている。ニトロキシドは、そのフリーラジカルとして

の特性を生かして、MRI 造影剤[18–20]や抗酸化薬[21–23]、酸化還元物質検出プローブ

[24,25]として生体応用されている。また、ニトロキシドはラジカル-ラジカルカップリ

ング反応により脂質ラジカルと反応して、安定な共有結合（アルコキシアミン）を形成

するが、この脂質ラジカルとニトロキシドとの反応（反応速度定数 k = 108~109 M-1s-1）

[26]は、脂質ラジカルとスピントラップ剤との反応（反応速度定数 k = 105 M-1s-1）[27,28]

と比較してはるかに高い反応性を有することが知られている。加えて、常磁性種である

ニトロキシドは項間交差や電子移動反応により蛍光を減弱させる[29,30]。NBD-Pen は、

ニトロキシドが分子内に蛍光団を持つと蛍光消光作用を示し、脂質ラジカルと結合する

と蛍光作用が回復する ON/OFF スイッチ機構を利用した蛍光プローブである。NBD-Pen

により、脂質過酸化を亢進させた培養細胞で蛍光強度が有意に増加したことや、肝がん

モデル動物に NBD-Pen を投与すると、肝臓の組織切片にて蛍光強度が有意に上昇した

ことが示され、脂質ラジカルの蛍光検出やイメージングにニトロキシド化合物NBD-Pen

が応用可能であることが確認された。 

POBN PBN

+ L・

ニトロン化合物 脂質ラジカル付加体

DMPO
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Fig. 3 Lipid radical detection probe; NBD-Pen. 

 

一方、蛍光は光の生体透過性が低いため、生体深部の脂質ラジカルを非侵襲的に測定

できないという課題が存在する。さらに、生成する脂質代謝中間体の量は酸素分圧によ

り劇的に変化することが報告されており[31]、脂質の代謝には酸素分圧が大きく影響す

る。培養細胞や摘出臓器では実際の生体内と酸素分圧が大きく異なるため、生体内で実

際に存在する脂質ラジカルの分布や量が、これまでの細胞実験や摘出臓器の結果と関連

しているかは不明である。つまり、疾患に関連している脂質ラジカルの生体内での挙動

を正確に把握する手法はいまだ存在せず、生体内の脂質ラジカルに対する選択性、定量

性の高い測定技術の開発が求められている。 

 そこで、生体内の脂質ラジカルを測定する新たな手法として核医学イメージング法に

着目した。核医学イメージング法は、放出される電磁波を生体外から検出し、画像化す

ることで体内挙動や分布を可視化できる技術であり、感度が極めて高く、定量性にも優

れ、生体深部の検出も可能であるという特徴を有する。さらに、微量の放射性同位元素

で標識された化合物を投与するため、化合物そのものの薬理作用や毒性を示すことなく

イメージングが可能である。この核医学イメージング法を脂質ラジカル検出プローブに

応用できれば、これまで未解明であった脂質ラジカルの生体内での分布や挙動を定量的

に追跡でき、疾患との関連性の解明や疾患メカニズムの解明など幅広い応用が可能にな

ると考えられる。 

 

  

L・

Fluorescence
Quenching
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以上より、本研究では脂質過酸化反応の起点である脂質ラジカルの生体内での挙動を

非侵襲的に追跡する手法の開発を目的として、脂質ラジカル捕捉能を有するニトロキシ

ド化合物と、高感度に検出可能な核医学イメージング技術に着目した。具体的には、放

射性標識したニトロキシド化合物の開発を行い、さらにその生体応用の可能性を検証す

ベく、以下の研究を行った。 

 

(1) ニトロキシドを母体化合物とした放射性ヨウ素標識脂質アルキルラジカル検出プ

ローブの合成と構造解析 

(2) 放射性ヨウ素標識ニトロキシド化合物の生体内脂質ラジカル検出プローブとして

の基礎的評価 

(3) 一過性中大脳動脈閉塞モデルマウスにおける脂質ラジカルの追跡 
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本論 

 

第 1章 ニトロキシド化合物を母体とする放射性ヨウ素標識 

脂質アルキルラジカル検出プローブの合成と構造解析 

 

1-1 緒言 

 

ニトロキシドには環状構造や鎖状構造など様々な基本構造が存在するが、本研究では、

TEMPO（2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl）を母体構造として選択した。TEMPOL（4-

hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl、Fig. 1-1）をはじめとする TEMPO 型ニトロキ

シドは、化学修飾可能な置換基をピペリジン環の 4 位に導入できるため、容易に多様な

構造変換を行うことが可能である。例えば、TEMPO 型ニトロキシドのピぺリジン環の

4 位にトリフェニルホスホニウム塩を結合し、ミトコンドリアへの標的性を付与したプ

ローブや、ピロールポリアミドの導入により核への局在性を持たせた化合物の開発など、

多様な誘導体化が行われている[32–35]。 

一方、核医学イメージングに用いる放射性同位元素としては、現在臨床利用されてお

り多種多様な核種が存在するヨウ素を選択した。具体的には、診断用放射性同位元素 123I

（半減期：13.27 時間、線エネルギー：159 keV）や、治療用放射性同位元素 131I（半減

期：8.02 日、線エネルギー：606 keV、線エネルギー：305 keV）を用いることを想定

し、まずは実験上取り扱いの容易な 125I（半減期：59.40 日、線平均エネルギー：28.37 

keV）を用いた実験を計画した。ニトロキシド誘導体の合成にあたり、まずは市販品を

容易に入手可能な TEMPO 誘導体を原料として用い、放射性ヨウ素標識体の合成が可能

であるか、またその標識法や反応性を評価した。放射性ヨウ素標識ニトロキシド化合物

の構造としては、生体内での放射性ヨウ素の遊離を抑制するためにベンゼン環上に放射

性ヨウ素を結合し、TEMPO 型ニトロキシドの 4位にアミド結合でベンゼン環を導入し

た化合物 1 を設計した（Fig. 1-1）。 

また、ニトロキシドの NO 構造の α 位に 4 つのメチル基を有する TEMPO 型ニトロキ

シドは、生体内に投与するとアスコルビン酸などの還元性物質により容易にラジカル部

位が還元されヒドロキシルアミン体となり[36,37]、脂質ラジカル捕捉能が消失してしま
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うという問題点が存在する（反応速度定数 k＝101~102 M−1 s−1）。本研究で設計した化合

物 1 においても NO 構造の α 位に 4 つのメチル基を有するため、既存の TEMPO 型ニト

ロキシドと同様の還元反応性が懸念される。これまでに、イソインドリン系ニトロキシ

ドやイミダゾリン系ニトロキシドの α 位に 4つのエチル基を導入すると、アスコルビン

酸に対する還元抵抗性が向上することが示されている[38,39]。さらに、TEMPO 型ニト

ロキシドにおいても α 位に鎖状アルキル基などの嵩高い置換基を導入することで立体

障害が増大し還元抵抗性が向上することが報告されている[40,41]。そこで、ラジカル近

傍に鎖状アルキル基であるペンチル基を導入した化合物 2（Fig. 1-1）およびその放射性

ヨウ素標識体を合成し、テトラメチル置換体である化合物 1 との比較を行った。また、

化合物 2 の対照化合物として、ニトロキシド（＞N-O・）をメトキシアミン（＞N-OMe）

に変換し、脂質ラジカル捕捉能を消失させた化合物 3（Fig. 1-1）およびその放射性ヨウ

素標識体も同様に合成した。 

 

Fig. 1-1 Chemical structures of TEMPO, TEMPOL and 125I-labeled nitroxide probes. 

 

  

[125I]1 [125I]2 [125I]3TEMPOLTEMPO
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1-2 結果 

 

1-2-1 放射性ヨウ素標識ニトロキシドプローブの合成 

 

化合物 1 およびその放射性ヨウ素標識体[125I]1 の合成経路を Scheme 1 に示す。ニトロ

キシドの 4 位にアミノ基を有する化合物 4 を原料として用い、これに DMT-MM を縮合

剤として 4-iodobenzoic acid を反応させ、非標識体である 1 を得た。その後、化合物 1 を

bis(tributyltin)と反応させることで標識前駆体 5 を得た。続いて、N-chlorosuccinimide（NCS）

を酸化剤としたスズ－ヨウ素交換反応により放射性ヨウ素標識を行い、[125I]1 を無担体

状態として得た後、逆相高速液体クロマトグラフィ（HPLC）を用いた 1 との同時分析

により同定した（Fig. 1-2）。放射化学的収率は 82%、放射化学的純度は＞95%であった。

また、[125I]1 の比放射能は、Na125I の比放射能に基づいて 80 GBq/μmol とした。 

 

Scheme 1 Synthetic scheme for radioiodinated nitroxide [125I]1. i) 4-iodobenzoic acid, DMT-MM, THF; 

ii) (SnBu3)2, toluene; iii) Na125I, NCS, MeOH/AcOH (100:1) 

4 1 5 [125I]1
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Fig. 1-2 HPLC chromatograms of nonradioactive 1 and co-injected [125I]1. (a) UV chromatogram; 

(b) RI detected chromatogram, [125I]1 radiochemical yield: 82%, radiochemical purity : >95% 

 

1-2-2 ペンチル基を導入したニトロキシドプローブおよび対照化合物の合成 

 

 化合物 2a、2b、3a、3b およびその放射性ヨウ素標識体（[125I]2a、[125I]2b、[125I]3a、

[125I]3b）の合成経路を Scheme 2 に示す。ニトロキシドの 4 位にアミノ基を有する化合

物 6 を既報[17]に従い合成し、これに DMT-MM を縮合剤として 4-iodobenzoic acid を反

応させ、非標識体である 2 を得た。化合物 6 は立体異性体の混合物として得られるが、

順相のシリカゲルクロマトグラフィーではテーリングしてしまい異性体の分離が困難

であったため、異性体の混合物として次の縮合反応を行った。一方、化合物 2 は順相の

シリカゲルカラムクロマトグラフィーにより容易に立体異性体を分離可能であったた

め、先に溶出した低極性化合物を 2a、後に溶出した高極性化合物を 2b とした。化合物

2a、2b をそれぞれ bis(tributyltin)と反応させることで標識前駆体 7a、7b を得た。さら

に、ニトロキシドをメチル化し、脂質ラジカルとの反応性を消失させた対照化合物を合

成するため、2a、2b のラジカル部位をそれぞれメチル化し、3a、3b を得た後、同様の

方法でスズ化し、標識前駆体 8a、8b を得た。続いて、NCS を酸化剤としたスズ－ヨウ

素交換反応により放射性ヨウ素標識を行い、 [125I]2a、[125I]2b、[125I]3a、[125I]3b を無担
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体状態として得た後、逆相高速液体クロマトグラフィ（HPLC）を用いた 2a（Fig. 1-3）、

2b（Fig. 1-4）、3a（Fig. 1-5）、3b（Fig. 1-6）との同時分析により同定した。放射化学

的収率は[125I]2a: 85%、[125I]2b: 87%、[125I]3a: 85%、[125I]3b: 84%、放射化学的純度はそ

れぞれ 95%以上であった。各放射性ヨウ素標識化合物の比放射能は、Na125I の比放射能

に基づいて 80 GBq/μmol とした。 

 

Scheme 2 Synthetic scheme for radioiodinated nitroxide and methoxyamine. i) 4-iodobenzoic acid, 

DMT-MM, THF; ii) (SnBu3)2, toluene; iii) Na125I, NCS, MeOH/AcOH (100:1); iv) FeSO4･7H2O, 

30%H2O2, DMSO 

 

2a / 2b [125I]2a / [125I]2b6 

3a / 3b

7a / 7b

8a / 8b [125I]3a / [125I]3b 
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Fig. 1-3 HPLC chromatograms of nonradioactive 2a and co-injected [125I]2a. (a) UV chromatogram; 

(b) RI detected chromatogram, [125I]2a radiochemical yield: 85%, radiochemical purity : >95% 

 

 

Fig. 1-4 HPLC chromatograms of nonradioactive 2b and co-injected [125I]2b. (a) UV chromatogram; 

(b) RI detected chromatogram, [125I]2b radiochemical yield: 87%, radiochemical purity : >95% 
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Fig. 1-5 HPLC chromatograms of nonradioactive 3a and co-injected [125I]3a. (a) UV chromatogram; 

(b) RI detected chromatogram, [125I]3a radiochemical yield: 85%, radiochemical purity : >95% 

 

 

Fig. 1-6 HPLC chromatograms of nonradioactive 3b and co-injected [125I]3b. (a) UV chromatogram; 

(b) RI detected chromatogram, [125I]3b radiochemical yield: 84%, radiochemical purity : >95% 
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1-2-3 アスコルビン酸ナトリウムとの反応性評価 

 

 ニトロキシド化合物は生体内に投与すると、アスコルビン酸などの還元性物質により

還元され、ヒドロキシルアミン体（N-OH）へと変化することが知られている[36,37]。そ

こで、本研究で合成した化合物 1、2a、2b とアスコルビン酸との還元反応性を、Ostwald

の分離法[42]により速度定数を求めることで評価した。すなわち、化合物 1、2a、2b と

過剰量のアスコルビン酸ナトリウムとを反応させ、擬一次反応速度定数を求め、その値

をアスコルビン酸ナトリウム濃度に対してプロットして二次反応速度定数を算出した

（Fig. 1-7、Table 1-1）。メチル基を有する化合物 1 と、ペンチル基を導入した化合物 2a

および 2b の二次反応速度定数は、1 では 15.67 M-1s-1、2a では 0.77 M-1s-1、2b では 1.57 

M-1s-1であることが示された。これらを比較すると、ペンチル基を導入した化合物 2a の

二次反応速度定数は化合物 1 の約 1/20、2b の二次反応速度定数は化合物 1 の約 1/10 で

あることが示された。そのため、ニトロキシド化合物のラジカル近傍に嵩高い置換基を

導入することでアスコルビン酸と反応しにくくなることが示された。また、ニトロキシ

ド化合物の基準物質として良く用いられる TEMPOL と比較すると、化合物 2a では約

1/10、2b では約 1/5 の二次反応速度定数であり、TEMPOL と比較しても還元されにく

いことが示された。さらに、化合物 2a、2b の反応性に差が見られたことから、立体異

性体間でアスコルビン酸との還元反応速度定数に差が生じることが示された。 
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Fig. 1-7 Plot of pseudo-order reaction rate constants. (AcsNa; sodium ascorbate) (a) compound 1, y=15.67x, 

R2=0.999. (b) compound 2a, y=0.7705x, R2=1.000. (c) compound 2b, y=1.565x, R2=1.000. 

  

Table 1-1 Second-order rate constants for the reaction of nitroxide and ascorbate 

 

 

1-2-4 2, 4位置換基の立体的嵩高さが異なる TEMPO型ニトロキシド化合物の合成 

 

1-2-3 より、2, 4 位ジ置換 TEMPO 型ニトロキシド誘導体である化合物 2a、2b におい

て、立体異性の違いによりアスコルビン酸との還元反応性に差が生じることが示された。

そこで、立体的な嵩高さの異なる 2, 4 位ジ置換 TEMPO 型ニトロキシド誘導体（Fig. 1-

8）を合成し、立体異性によるアスコルビン酸との反応性の違いを評価した。化合物 2
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は TEMPO 型ニトロキシドの 2 位にペンチル基、4 位に p-ヨードベンズアミドが導入さ

れており、どちらにも嵩高い置換基が結合している。そこで、2 位を立体的な影響の少

ないエチル基に置換し、4位に嵩高い p-ヨードベンズアミドを結合した化合物 9、及び、

2 位に嵩高いペンチル基、4 位を立体的な嵩高さの小さいホルムアミドに置き換えた化

合物 10 を合成した。また、4 位がアミノ基である化合物 6 および化合物 11 は既報[17]

に従い合成した。化合物 6a、6b、9a、9b、10a、10b の合成経路を Scheme 3 に示す。

化合物9a、9bは、1-2-1で述べた化合物2の合成方法と同様に、化合物11に4-iodobenzoic 

acid を縮合して合成した。化合物 6 は、これまでに行ってきた異性体分離手法である、

順相のシリカゲルカラムクロマトグラフィーを用いた方法では分離が困難であった。そ

こで、4 位のアミノ基を Fmoc 基で保護した化合物 13 を合成し、順相のシリカゲルカ

ラムクロマトグラフィーによる分離を行い化合物 13a、13b を得た。その後、化合物

13a、13b の Fmoc 基を脱保護し、化合物 6a、6b を得た後、アミノ基に N-formylsaccharin

を反応させホルミル化することにより化合物 10a、10b を得た。 

 

Fig. 1-8 Chemical structure of 2,4-disubstituted nitroxide derivatives  

2 9 10 6

2

3
4

5

6
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Scheme 3 Synthetic scheme for nitroxide derivatives 6, 9 and 10. i) 4-iodobenzoic acid, DMT-MM, THF; 

ii) FeSO4 ･ 7H2O, 30%H2O2, DMSO; iii) Fmoc-Cl, dioxane/water; iv) piperidine, CH2Cl2; v) N-

formylsaccharin, THF 

 

1-2-5 X線結晶構造解析 

 

化合物 2 は立体異性体を分離して得られたが、ペンチル基を有するため化合物の運

動性が高く結晶化が困難であり、立体配置の同定に至らなかった。そこで、側鎖にエチ

ル基を有する化合物 9a、9b をそれぞれ結晶化し、立体配置を同定することで化合物 2a、

2b の立体配置を推定することを目的とした。ヘキサンと酢酸エチルを溶媒として 0℃

で再結晶を行い、得られた結晶を X 線結晶構造解析により分析した（Fig. 1-9、Fig. 1-

10）。結晶構造解析の結果より、化合物 9a では R 因子(reliability factor; R 値、信頼度

因子)が 0.0680、重み付き R 因子（wR2 値）が 0.1552 であり、化合物 9b では R 因子が

0.0777、重み付き R 因子が 0.2111 であった。R 因子は観測値と計測値のずれの度合いを

表すため、これがどちらの化合物も 10%以下（0.1 以下）であり、さらに重み付けした

R 因子がどちらの化合物も 20%程度以下（0.2 程度以下）であることから、正しい構造

が求められたと考える。したがって、9a の立体構造は 2R*4R*（以下、RR/SS と示す）

であり、9b の立体構造は 2R*4S*（以下、RS/SR と示す）であることが示された。  

11 9a / 9b

6

12a / 12b

10a / 10b13a / 13b 6a / 6b
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Fig. 1-9 ORTEP diagram (50% probability level) of 9a (RR/SS) 

 

Fig. 1-10 ORTEP diagram (50% probability level) of 9b (RS/SR) 
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Table 1-2 Crystal data for 9a 

 

C-C = 0.0080 ABond precision

0.71073Wavelength

a=28.7051(6)Cell

alpha=90

b=28.7051(6)

beta=90

c=13.2202(5)

gamma=120

100 KTemperature

ReportedCalculated

9433.8(5)9433.8(5)Volume

R -3R -3Space group

-R 3-R 3Hall group

C17 H24 I N2 O2, 

0.333(C6 H12)

C17 H24 I N2 O2,

0.333(C6 H12)

Moiety formula

C19 H28 I N2 O2C19 H28 I N2 O2Sum formula

443.33443.33Mr

1.4051.405Dx,g cm-3

1818Z

1.5401.540Mu (mm-1)

4050.04050.0F000

4042.80F000’

37,37,1737,37,17h, k, lmax

50695067Nref

0.922,1.0000.946,0.970Tmin, Tmax

0.940Tmin’

# Reported T LimitsCorrection method

0.922Tmin

1.000Tmax

MULTI-SCANAbsCorr

1.000Data completeness

28.000Theta(max)

0.0680( 3810)R(reflections)

0.1552( 5069)wR2(reflections)

1.061S

265Npar
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Table 1-3 Crystal data for 9b 

 

C-C = 0.0115 ABond precision

0.71073Wavelength

a=10.7468(6)Cell

alpha=90

b=10.8985(5)

beta=100.443(5)

c=15.4273(7)

gamma=90

293 KTemperature

ReportedCalculated

1776.98(15)1776.98(15)Volume

P 1 21/n 1P 21/nSpace group

-P 2yn-P 2ynHall group

C17 H24 I N2 O2C17 H24 I N2 O2Moiety formula

C17 H24 I N2 O2C17 H24 I N2 O2Sum formula

415.28415.28Mr

1.5521.552Dx,g cm-3

44Z

1.8111.811Mu (mm-1)

836.0836.0F000

834.39F000’

13,13,1913,13,19h, k, lmax

36923692Nref

0.040,1.0000.947,0.964Tmin, Tmax

0.947Tmin’

# Reported T LimitsCorrection method

0.040Tmin

1.000Tmax

MULTI-SCANAbsCorr

1.000Data completeness

26.500Theta(max)

0.0777( 2499)R(reflections)

0.2111( 3692)wR2(reflections)

1.064S

211Npar
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1-2-6 立体配置の推定 

 

1-2-5 で決定した化合物 9a、9b の立体配置を基に、化合物 2a、2b の立体配置の推定

を行った。これらの TEMPO 型ニトロキシドの 4 位の炭素は不斉炭素であるため、NMR

における化学シフトの差異が生じやすいと考え、まず、化合物 9a、9b 及び 2a、2b の

4 位のプロトンの NMR スペクトルを比較した（Fig. 1-11）。NMR 測定において、常磁

性化合物は不対電子と原子核の間の磁気双極子‐双極子相互作用により緩和時間を短

縮させ、線幅を広げるため測定が困難である。そのため、それぞれの NMR スペクトル

は、各化合物の NMR チューブ内にフェニルヒドラジンを加えニトロキシドを還元し、

反磁性種を形成した後に測定した。さらに、化合物 9a、9b 及び 2a、2b のメチル化体

である化合物 12a、12b 及び 3a、3b の 4 位のプロトンの NMR スペクトルも比較した

（Fig. 1-12）。これらの NMR 測定は全て CDCl3を溶媒とし、化合物濃度 10 mM で行っ

た。化合物 9a の 4 位のプロトンの化学シフト値は、9b の値よりも高かった（Fig. 1-

11(a)(b)）。同様に、化合物 2a の 4 位のプロトンの化学シフト値は、2b の値よりも高

かった（Fig. 1-11(c)(d)）。これらと同様の結果が、メチル化体12aと12b（Fig. 1-12(a)(b)）、

3a と 3b（Fig. 1-12(c)(d)）でも得られた。次に、ニトロキシドは不対電子を持つため、

電子スピンの状態を測定する ESR を用いて、その線幅（緩和時間）や超微細結合定数

（電子スピン密度）を比較した。それぞれの ESR スペクトルを測定すると、9a の線幅

が 9b の線幅よりも狭いことが示された（Fig. 1-13(a)）。また、超微細結合定数（hfc 値）

は 9a の方が 9b よりも大きい値を示した（Table 1-4）。一方、化合物 2a 及び 2b の ESR

スペクトルは、化合物 9a 及び 9b と同様の傾向を示し、2a の線幅は 2b よりも狭く（Fig. 

1-13(b)）、2a の hfc 値は 2b よりも大きい値を示した（Table 1-4）。以上より、順相の

カラムクロマトグラフィーでの溶出順序や NMR スペクトルの結果、ESR スペクトルの

結果に基づいて、化合物 2a の立体配置が RR/SS、化合物 2b の立体配置が RS/SR である

と推定した。さらに、同様の方法により 6a、6b および 10a、10b の立体配置を求めた

ところ、6a および 10a が RR/SS、6b および 10b が RS/SR であると推定した。 



 21 

 

Fig. 1-11 NMR spectra of C4 proton with chemical shift of ≈4.5 ppm. (a) 9a (RR/SS); (b) 9b (RS/SR); (c) 

2a (RR/SS); (d) 2b (RS/SR). The residual solvent signal was used as an internal reference. 

 

 

Fig. 1-12 NMR spectra of C4 proton with chemical shift of ≈4.25 ppm. (a) 12a (RR/SS); (b) 12a (RS/SR); 

(c) 3a (RR/SS); (d) 3a (RS/SR). The residual solvent signal was used as an internal reference. 
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Fig. 1-13 ESR spectra in center peak of triplet. (a) 9a (RR/SS) and 9b (RS/SR); (b) 2a (RR/SS) and 2b 

(RS/SR) 

 

Table 1-4 ESR parameters 

 

Each compound was dissolved in DMSO 

 

1-2-7 2, 4位ジ置換 TEMPO型ニトロキシド誘導体における還元反応性評価 

 

 ESR を用いて、化合物 9a、9b、10a、10b、6a、6b のアスコルビン酸に対する還元

反応性を調べた。1-2-3 と同様の手法により、各ニトロキシド誘導体を過剰量のアスコ

ルビン酸と反応させ、擬一次反応速度定数を求め、その値をプロットして二次反応速度

定数を算出した（Fig. 1-14、Table 1-5）。 

1-2-3 より、ニトロキシドの 2 位及び 4 位のどちらにも嵩高い置換基が結合した化合

2a (RR/SS)

2b (RS/SR)

9a (RR/SS)

9b (RS/SR)

mTmT

0.1 mT 0.1 mT

(a)
(b)

hfc

(mT)

g-valueLine width

(μT)

1.562.00601842a (RR/SS)

1.522.00612382b (RS/SR)

1.552.00611809a (RR/SS)

1.522.00612539b (RS/SR)

1.562.006017710a (RR/SS)

1.542.006023810b (RS/SR)

1.552.00601776a (RR/SS)

1.542.00592246a (RS/SR)
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物 2a と 2b は、立体異性体間でアスコルビン酸との反応性に差が確認された。一方で、

ニトロキシドの 2 位または 4 位のどちらか一方のみに嵩高い置換基が導入された化合

物 9a と 9b、および化合物 10a と 10b では立体異性体間の二次反応速度定数に大きな

違いが見られなかった。しかしながら、10 と同じく 2 位のみに嵩高い置換基を有する

化合物 6a と 6b では立体異性体間でアスコルビン酸との反応性に差が見られた。 

 

Fig. 1-14 Plot of pseudo-first order reaction rate constants. (a) compound 9a, y=3.366x, R2=0.995. (b) 

compound 9b, y=3.466x, R2=0.997. (c) compound 10a, y=3.532x, R2=0.999. (d) compound 10a, 

y=3.587x, R2=0.999. (e) compound 6a, y=7.980x, R2=0.998. (f) compound 6a, y=9.848x, R2=0.997. 
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Table 1-5 Second order rate constants of nitroxide derivatives to sodium ascorbate. 

 

 

1-2-8 DFT（密度汎関数理論）計算 

 

Gaussian 16W を用いて、化合物 2a と 2b のいす形配座のギブズエネルギーを計算し

た（Fig. 1-15、Table 1-6）。その後、平衡定数 K とギブズエネルギーの関係式 K = exp（–

ΔG/RT）を用いて、25℃における平衡定数を算出した。ここで、ΔGはギブズエネルギー

変化（J・mol-1）、R は気体定数（8.314 J・mol-1・K-1）、T は温度（298.15 K）である。

化合物 2a の場合、axial (pentyl)–axial (p-iodobenzamide)配座から equatorial (pentyl)–

equatorial (p-iodobenzamide)配座への環反転の ΔGは–14.71 kJ・mol-1、平衡定数 K は 377.5

であった。一方、化合物 2b では、axial (p-iodobenzamide)–equatorial (pentyl)配座から

equatorial (p-iodobenzamide)–axial (pentyl)配座への環反転に起因する ΔGは、–17.54 kJ・

mol-1であり、K 値は 1181 であった。 

化合物 6 のアミノ基は、pH 7.4 の条件下ではアンモニウムカチオン（NH3
+）の形で存

在する。そこで、イオン型である化合物 6（NH3
+）の電荷とラジカル部位との距離を決

定するために、構造最適化計算を行った（Fig. 1-15、Table 1-6）。化合物 6 は 2 位に嵩

高いペンチル基を有しているため、axial (p-iodobenzamide)–equatorial (pentyl)配座として

計算した。計算された NH3
+基の窒素原子とニトロキシドの酸素原子間の距離は、6a

（RR/SS）で 5.655Å、6b（RS/SR）で 4.962Å であった。すなわち、6b（RS/SR）上の NH3
+

基の方が、6a（RR/SS）よりもラジカル部位に近いことが示された。 

 

isomer b (RS/SR) isomer a (RR/SS) 

1.570.772

3.473.379

3.593.5310

9.857.986
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Fig. 1-15 Schematic representation of compounds 2a (axial (pentyl)–axial (p-iodobenzamide)), 2a 

(equatorial (pentyl)–equatorial (p-iodobenzamide)), 2b (axial (p-iodobenzamide)–equatorial (pentyl)), 2b 

(equatorial (p-iodobenzamide)–axial (pentyl)), 6a (NH3
+) and 6b (NH3

+). 

 

  

p-iodobenzamide

n-pentyl

5.655Å
4.962Å

2a

axial (pentyl)−

axial (p-iodobenzamide)

2a

equatorial (pentyl)−

equatorial (p-iodobenzamide)

2b

axial (p-iodobenzamide)−

equatorial (pentyl)

2b

equatorial (p-iodobenzamide)−

axial (pentyl)

6a (NH3
+) 6b (NH3

+)
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Table 1-6 Calculated free energy of nitroxides 2 and 6 

 

 

1-2-9 in vivo ESR 

 

 これまでの検討により明らかとなった 2a と 2b の還元反応性の差が、生体において

も同様に観測されるかを評価するため ESR イメージングによりラジカルの減衰を測定

した。化合物 2a および 2b をマウスへ静脈内注射し、マウス頭部の ESR イメージング

を行った。Fig. 1-15、Fig. 1-16 に示す ESR 画像（カラーマッピング）は、同じマウスの

頭部の MRI 画像と重ね合わせた図（矢状面）である。化合物 2a および 2b をマウスに

投与して 1 分後のマウスの頭部の ESR 画像（Fig. 1-16）から、これらの化合物が脳組織

に分布することが示された。また、マウスの頭部の 3 次元 ESR 画像（Fig. 1-17）を用い

て、脳内に関心領域を設定した後、関心領域内の平均画像強度を計算し、2a および 2b

投与後の時間経過に対してプロットした。それにより還元反応速度定数を計算すると、

2a の還元速度定数は 0.15 ± 0.02、2b は 0.22 ± 0.03 であり、in vitro での実験と同様に 2a

の還元速度定数が 2b よりも有意に低いことが示された。 

Free Energy

(Hartree)

-1050.924051
2a

axial (pentyl)–

axial (p-iodobenzamide)

-1050.929653
2a

equatorial (pentyl)–

equatorial (p-iodobenzamide)

-1050.924789
2b

axial (p-iodobenzamide)-

equatorial (pentyl) 

-1050.931459
2b

equatorial (p-iodobenzamide)-

axial (pentyl)

-695.8687836a (NH2)

-695.8643166b (NH2)

-696.3245776a (NH3
+)

-696.3154886b (NH3
+)
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Fig. 1-16 Distribution of compound 2a (A) and 2b (B) in mouse heads 1 min after their administration. 

Sagittal 2D ESR images were co-registered to the anatomical MRI of the same mouse. 

 

 

Fig. 1-17 Temporal ESR/MRI co-registered images of mouse heads after administration of 2a and 2b. The 

sagittal 2D ESR images from the 3D image data were co-registered to the MRIs of the examined mice. The 

ROI (10 × 10 pixels) within the examined mouse brain is indicated by a white rectangle in the co-registered 

image. 

2a 2b(A) (B)

0

100

2a

2b
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1-3 考察 

 

本章では、新規脂質ラジカル検出核医学イメージングプローブの開発を目的として、

誘導体化の容易な TEMPO 型ニトロキシドを母体化合物として用い、その放射性ヨウ素

標識体を設計・合成し、物性評価を行った。ニトロキシド化合物（＞N-O・）は、生体

内に投与するとアスコルビン酸などの還元性物質により還元されることが知られてお

り、ニトロキシド化合物を脂質ラジカル検出プローブとして応用するためには、脂質ラ

ジカル捕捉能を有するラジカル体としての生体内寿命を延長することが必要であると

考えられる。これまでに、TEMPO 型ニトロキシドの 2 位に立体的な嵩高さの大きい置

換基を結合することでアスコルビン酸に対する還元反応性が低下するという報告がさ

れており[41]、今回の化合物 1、2a、2b においてもペンチル基を導入した化合物 2 では

テトラメチル体である化合物1と比較して還元抵抗性の向上が確認された（Table 1-1）。 

ニトロキシド化合物における還元反応性は、ラジカルとしての寿命や反応選択性に影

響することから、生体応用を考えるにあたり重要な因子となる。しかしながら、これま

でに 2, 4位ジ置換 TEMPO型ニトロキシド誘導体の立体異性が反応性に及ぼす影響につ

いて言及した報告は存在しない。そこで、化合物 2 の立体異性によるアスコルビン酸と

の反応性の違いが立体構造に起因すると考え、2, 4 位の置換基の異なるジ置換 TEMPO

型ニトロキシド誘導体を合成した（Fig. 1-8）。その結果、2 位または 4 位のどちらか一

方のみに嵩高い置換基が導入された化合物 9a と 9b、および化合物 10a と 10b では立

体異性体間の二次反応速度定数に大きな違いが見られなかったことから（Table 1-5）、

2a と 2b の二次反応速度定数に大きな差が生じたのは、2 位及び 4 位の両方に嵩高い置

換基が存在するためであると考えられた。さらに、2a と 2b の立体異性による反応性の

違いを考察するために、ESR スペクトルに着目した。化合物 2 の ESR スペクトルの結

果から、2a（RR/SS 体）の線幅が 2b（RS/SR 体）の線幅よりも狭いことが示された（Table 

1-4）。これは、化合物 9 及び 10 でも同様の結果が得られ、9a または 10a（RR/SS 体）

の線幅が 9b または 10b（RS/SR 体）の線幅よりも狭かった（Table 1-4）。ESR スペク

トルの線幅を狭くする要因としては、各構造における分子運動の動的平均化が考えられ

る[43]。つまり、RR/SS 体は RS/SR 体よりも分子が環反転しやすいためスペクトルが平

均化され、鋭いピークとして現れたのではないかと考えた。以上より、2 位及び 4 位の

両方に嵩高い置換基が存在する化合物 2a と 2b では、分子運動の速さに置換基の大き

さが影響してアスコルビン酸との反応性に差が生じたと考察した。 
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 この考察を検証する為に、DFT（密度汎関数理論）計算によりギブズエネルギーを計

算し（Table 1-6）、環反転の平衡定数を算出した。化合物 2a、2b の環反転の ΔGおよ

び平衡定数 K から、化合物 2a における axial (pentyl)–axial (p-iodobenzamide)配座と

equatorial (pentyl)–equatorial (p-iodobenzamide)配座の比は 0.26: 99.74 であり、化合物 2b

における axial (p-iodobenzamide)–equatorial (pentyl)配座と equatorial (p-iodobenzamide)–

axial (pentyl)配座の比は 0.08: 99.92 であることが示された。これらの結果は、2a よりも

2b の方が平衡状態に偏りがあり、それにより 2a の方が環の反転頻度が高いことを示し

た。これらの結果に基づいて、2, 4 位ジ置換 TEMPO 型ニトロキシド誘導体の立体異性

によるアスコルビン酸との反応性の違いについて以下のように考察した。化合物 2a 及

び 2b は 4 位の炭素上に p-ヨードベンズアミドという嵩高い置換基を持つため、2 位の

炭素上のペンチル基との相互作用によりペンチル基の自由度が制限され、その結果、ペ

ンチル基はニトロキシド部位により近い位置に存在する。化合物 2a は 2b と比べて環

の反転頻度が高いため、ニトロキシド周辺の分子運動が大きくなり、アスコルビン酸が

ニトロキシドのラジカル部位に近づきにくくなるため反応が制限されたと考えられる。

化合物 9 では、2 位の炭素上のエチル基が 4 位の置換基と相互作用するほど嵩高くなか

ったため、立体異性体間で反応速度定数に大きな差が見られなかったと考えられた。同

様に、化合物 10 は立体的な嵩高さの小さいホルミル基が 4 位に導入されているため、

2位の炭素上のペンチル基はニトロキシド部分から空間的に離れた位置に存在すると考

えられる。そのため、環反転の影響は小さく、立体異性体間でアスコルビン酸との反応

性に違いは見られなかったと考えられる。これらの結果から、2 位および 4 位の両方に

嵩高い置換基を導入することで、アスコルビン酸との反応性に影響を生じたものと考え

られる。 

一方、上記の考察からすると、嵩高い置換基が 2 位のみに導入された化合物 6 におい

ても還元反応性の差異はないと考えられるが、実際には立体異性体間で反応性に違いが

見られた（Table 1-5）。反応液には PBS（pH 7.4）を用いており、化合物 6a 及び 6b の

アミノ基は、反応液中ではアンモニウムカチオン（NH3
+）型として存在すると考えられ

る。つまり、反応液中の化合物 6a 及び 6b は、ラジカルと電荷が離れた原子上に存在

するジストニックラジカルイオンである。ニトロキシドのジストニックラジカルイオン

において、その電荷がニトロキシドの安定性に影響することが知られている[44–46]。ニ

トロキシドは 2 つの共鳴構造（Fig. 1-18）をとるため[47]、化合物 6 のアミノ基がプロ

トン化されアンモニウムカチオン（NH3
+）になると、電子求引性効果により共鳴構造の
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（ii）を不安定化する[45,48]。この不安定化により、共鳴構造が取れず電子が局在化し

てしまうことでニトロキシドのラジカルとしての安定性が低下し、安定なヒドロキシル

アミン体へと変化する。つまり、この共鳴構造への不安定化の影響が大きいほど、ヒド

ロキシルアミン体への反応が進行しやすくなると考えられる。ジストニックラジカルイ

オンでは、電荷とラジカル部分の空間的な距離が近くなると不安定化への影響が増大す

ることが報告されていることから[45]、化合物 6 の立体異性体間での反応性の違いはラ

ジカルと電荷の位置が関係していると考え、構造最適化計算を行った（Table 1-6）。そ

の結果、6b 上のアンモニウムカチオン（NH3
+）の方が、6a よりもラジカル部位に近い

ことが示された。実際に、アスコルビン酸との反応性評価において、6a と比べ 6b の方

がアスコルビン酸により還元されやすいことが示された。一方で、電荷を持たない化合

物 10 では、アスコルビン酸との反応性に大きな差は見られなかったことから、立体異

性に起因する電荷とラジカルの位置がアスコルビン酸との反応性の差を引き起こす要

因の一つであると推測した。 

 

 

Fig. 1-18 Two resonance forms of a nitroxide radical. 

 

以上の in vitro における評価結果から、ペンチル基を導入した化合物 2a が最もアスコ

ルビン酸に対する二次反応速度定数が小さく、生体内でのラジカルの寿命を延長できる

可能性が示された。そこで、これまで in vitro で行ってきた還元反応性評価の結果と同

様の結果を in vivo でも得られるか検証するため、マウス脳における還元速度を in vivo 

ESR により評価した。その結果、2a の還元速度定数は 2b よりも有意に低く、in vitro で

の評価結果が生体内での還元反応性の結果を反映したことが示された。 

 

  

(ⅰ) (ⅱ)
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第 2章 放射性ヨウ素標識ニトロキシド化合物の生体内 

脂質ラジカル検出プローブとしての基礎的評価 

2-1 緒言 

これまでに報告されている蛍光ニトロキシド化合物 NBD-pen[17]は、不対電子をもつ

ニトロキシドの状態では消光状態にあり、脂質ラジカルと反応し常磁性が消失すると蛍

光を発するという特徴がある。つまり、ON/OFF 蛍光スイッチング機構を原理としてい

るため、高い標的／非標的シグナル比を得ることが可能である。一方、放射線は常に信

号を発しているため、そのままでは反応の有無を区別することが困難である。生体膜内

で発生した脂質ラジカル（L・）とニトロキシド化合物（＞N-O・）は化学反応により共

有結合を形成し、アルコキシアミン体（＞N-OL）となる。このアルコキシアミン体は安

定であるため、脂質ラジカルと反応したその場所、つまり生体膜内に捕捉・蓄積される

ことで、ニトロキシド化合物がその場に滞留できると想定した。それにより、放射性ニ

トロキシド化合物が高い標的／非標的シグナル比で脂質ラジカルを捕捉できると考え

た。 

第 1 章では、放射性ヨウ素標識ニトロキシド化合物の合成及び構造評価を行ってき

た。本章では、放射性ニトロキシド化合物の生体への適用および生体内での有用性評価

を目的として、放射性化合物の安定性評価や培養細胞を用いた評価、生体内放射能分布

評価を行った。つまり、開発した放射性ニトロキシド化合物が実際に生体内の脂質ラジ

カルを捉え、体外から放射線で追跡可能か評価することを目的とした。 

 

Fig. 2-1 A strategy for the trapping and retention of lipid radicals in vivo using compound [125I]2a.  

Oxidative 
stress

Fatty acid Lipid radicals

Chain 
reaction

Lipid 
radicals
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2-2 結果 

2-2-1 脂溶性評価 

 

 放射性ヨウ素標識ニトロキシド誘導体[125I]1、[125I]2a、[125I]2b、[125I]3a、[125I]3b にお

いて、logP 値を測定し脂溶性評価を行った（Table 2-1）。TEMPO 型ニトロキシドの側

鎖にペンチル基を導入した化合物[125I]2a、[125I]2b では、側鎖がテトラメチル基である

[125I]1 と比べて logP 値が高く、ペンチル基の導入により脂溶性が増大したことが確認

された。一方で、立体異性体[125I]2a、[125I]2b の間には大きな logP 値の差は見られなか

った。加えて、[125I]2a、[125I]2b のニトロキシド部位をメチル化した化合物[125I]3a、[125I]3b

においても[125I]2a、[125I]2b と同程度の logP 値を示した。 

 

Table 2-1 LogP values 

 

 

2-2-2 安定性評価 

 

動物実験を想定した投与液（1% EtOH および 0.1% Tween80 含有 PBS）における[125I]2a

の安定性を逆相 HPLC で評価した。投与液を調製直後（0 day）には、11.4 分に RI ピー

クが確認され、95%以上の放射化学的純度で投与液が調製できていることが示された

（Fig. 2-2(a)）。その後 5 日間 4℃で保存し同様に逆相 HPLC を用いて分析したところ、

11.4 分に RI ピークが確認され、95%以上の放射化学的純度で[125I]2a が存在しているこ

とが示された（Fig. 2-2(b)）。そのため、投与液中で数日間安定であることが示された。 

 

LogP

2.32 0.01[125I]1

2.91 0.01[125I]2a

2.95 0.02[125I]2b

2.85 0.02[125I]3a

2.97 0.00[125I]3b
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Fig. 2-2 HPLC chromatogram of [125I]2a (1% EtOH and 0.1% Tween 80 in PBS) with radiation detector 

for (a) 0 day and (b) 5 days. 

 

2-2-3 脂質ラジカルや活性酸素種、グルタチオンとの反応性評価 

 

 合成したニトロキシド誘導体 2a、2b の脂質ラジカルとの反応性および反応選択性を

評価するため、脂質ラジカルや活性酸素種、グルタチオンと化合物 2a、2b を反応させ

ESR を測定し、ESR シグナルの変化を観測した（Fig. 2-3）。化合物 2a、2b のどちらの

場合においても、脂質ラジカルと反応させると経時的に ESR シグナルが減衰した。一

方で、ヒドロキシルラジカルや過酸化水素、スーパーオキシド、次亜塩素酸イオンなど

の活性酸素種やグルタチオンと反応させても ESR シグナルの減衰は見られなかった。

ニトロキシド化合物は脂質ラジカルへの高い選択性を示し、活性酸素種などの他のラジ

カル種との反応性は低いことが知られている[49]。化合物 2a、2b においても、これま

での報告と同様に活性酸素種とは反応せず、脂質ラジカルと選択的に反応することが示

された。また、脂質ラジカルと化合物 2a、2b の反応により ESR シグナルが減衰したこ

とから、ニトロキシドのラジカル部分が脂質ラジカルと反応し、常磁性が消失したこと

が示された。また、脂質ラジカルとの反応におけるラジカルの減衰速度は、化合物 2a
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と 2b の間で大きな違いは見られなかったことから、同程度の脂質ラジカルとの反応性

を有することが示された。 

 

Fig. 2-3 Reactivity with lipid radicals, reactive oxygen species and reduced glutathione. (a) 2a, (b) 2b. ●: 

lipid alkyl radical generated from 0.8 mM arachidonic acid + 0.05 mg/mL lipoxygenase; ×: hydroxyl 

radical generated from 1% H2O2 + 0.2 mM FeSO4; ◇: superoxide generated from 1.25 mM hypoxanthine 

+ 78 mU/mL xanthine oxidase; △: 0.1% NaClO; □: 1% H2O2; ＊: 2 mM reduced glutathione. 

 

2-2-4 HPLCを用いた脂質ラジカルとの反応物解析 

 

脂質ラジカルとニトロキシド誘導体[125I]2a との反応により、脂質ラジカル付加体が

生成することを確認するため、アラキドン酸と lipoxygenase（LOX）により発生させた

脂質ラジカルと[125I]2a を反応させ、逆相 HPLC により分析した（Fig. 2-4）。ニトロキ

シドのラジカル部位をメチル化したメトキシアミン誘導体[125I]3a では、アラキドン酸

由来の脂質ラジカルと反応させた場合でも化合物[125I]3aの保持時間のRIピークのみが
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観測された。一方で、ニトロキシド誘導体である化合物[125I]2a とアラキドン酸由来の

脂質ラジカルとを反応させると、複数の RI ピークが見られた。ニトロキシドのラジカ

ル部分以外の構造は[125I]2a と[125I]3a で同じであるため、[125I]2a で得られた複数のピー

クはニトロキシドと脂質ラジカルとの反応物であること、および、ベンゼン環部位など

のほかの部位とは脂質ラジカルは反応せずニトロキシドのラジカル部分とのみ反応し

たことが示された。また、ここで得られた脂質ラジカル付加体のピークは、[125I]2a よ

りも保持時間が長いものが多く、脂溶性の向上した付加体が多いことが確認された。以

上より、ニトロキシドと脂質ラジカルを反応させることで、種々の脂質ラジカル付加体

が得られることが示された。 

 

 

Fig. 2-4 HPLC chromatogram of [125I]2a or [125I]3a when reacted with lipid radicals from arachidonic acid. 

(a) [125I]3a; (b) [125I]2a. 

 

2-2-5 LC/MSを用いた脂質ラジカルとの反応物解析 

 

2-2-4 でアラキドン酸由来脂質ラジカルとニトロキシド誘導体[125I]2a が反応するこ

とを示した。そこで、実際にどの脂質ラジカルと反応しどのような脂質ラジカル付加体
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が生成しているかを定性的に分析するため、2a とアラキドン酸由来脂質ラジカルとを

反応させ、LC/MS 分析を行った（Fig. 2-5）。イオン化法は ESI 法を用い、ポジティブ

モードで測定した。LC/MS の結果から、保持時間が 6.9 分（C5H9 ラジカル付加体）、

22.6 分（C5H11ラジカル付加体）、25.5 分（C20H31O2ラジカル付加体）、14.8 分（C20H31O3

ラジカル付加体）などの様々な時間で、2a と脂質ラジカルが反応したと考えられる分

子イオンピークが検出された。 

アラキドン酸は LOX との反応により脂質ラジカルを生成した後、β開裂[15,16]やジ

オキセタン開裂[50]、ホック開裂[51]などの開裂反応を起こし、多様な脂質ラジカルを

生成することが知られている。そのため、LC/MS 分析により得られた、527（C5H9ラジ

カル付加体）や 529（C5H11ラジカル付加体）の分子イオンピークは開裂した脂質ラジカ

ルと反応した付加体であることが推定された。 

 

 

 

0

20000

40000

60000

80000

100000

120000

140000

160000

180000

0 5 10 15

0

20000

40000

60000

80000

100000

120000

140000

200 400 600 800 1000

EIC of m/z 527

time / min

MS spectrum at 6.9 min

527

m/z

M
S

 i
n

te
n

s
it
y
 /
 a

.u
.

M
S

 i
n

te
n

s
it
y
 /
 a

.u
.

(a)

0

100000

200000

300000

400000

500000

600000

10 20 30 40

EIC of m/z 529 MS spectrum at 22.6 min

529

time / min m/z

0

50000

100000

150000

200000

250000

300000

350000

400000

450000

200 400 600 800 1000

M
S

 i
n

te
n

s
it
y
 /
 a

.u
.

M
S

 i
n

te
n

s
it
y
 /
 a

.u
.

(b)



 37 

 

 

Fig. 2-5 Extracted ion chromatograms and MS spectra. MS spectra were recorded using ACQUITY QDa. 

(a) ･C5H9, (a) ･C5H11, (b) ･C20H31O2, (c) ･C20H31O3. 

 

2-2-6 脂質ラジカル付加体の合成と LC/MS解析 

 

 2-2-5 で、アラキドン酸由来脂質ラジカルと化合物 2a とが反応し複数の脂質ラジカ

ル付加体を生成した可能性が示されたが、分子量が同一である別の構造の分子イオンピ

ークを検出している可能性も否定できない。そこで、脂質ラジカルと化合物 2a が反応

したという事実を明らかにするため、脂質ラジカル付加体の標品を合成し、LC/MS に

よる保持時間の比較を行った。2-2-5 の結果をもとに、合成の容易さを考慮しながら、

標品として C5H11付加体（分子量 528.2（m/z: 529.2（[M+H]+ C25H42N2O2I
･+）、化合物 14a）

を合成することとした（Scheme 4）。ヘキサナールと化合物 2a を反応させ、収率 41%
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で化合物 14a を合成し、2-2-5 と同じ条件で LC/MS 分析を行った（Fig. 2-6）。化合物

14a は約 22 分の保持時間で 529 の分子イオンピークが出現しており、これは Fig. 2-5 

(b)で示された 529 の分子イオンピークの保持時間（22.6 分）と一致していた。標品であ

る化合物 14a と保持時間および分子イオンピークが一致していたことから、アラキド

ン酸由来脂質ラジカルと化合物 2a との反応により、化合物 14a の構造の脂質ラジカル

付加体が生成したことが示された。 

 

 

Scheme 4 Synthetic scheme for compound 2a binding to C5H11 radical. i) CuCl, Hexanal. 

 

Fig. 2-6 Extracted ion chromatograms and MS spectra of compound 14a. MS spectra were recorded using 

ACQUITY QDa.  

 

2-2-7 細胞取り込み評価 

 

 脂質ラジカルを発生させた HepG2 細胞を用いて、化合物[125I]2a、[125I]2b、[125I]3a、

[125I]3b の細胞内の放射能を測定し、細胞取り込み量を評価した。不飽和脂肪酸である

アラキドン酸は培養細胞に添加すると、代謝の過程で脂質ラジカルを生成することが知
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られている[52,53]。一方、アラキドン酸と同程度の脂溶性を有するアラキジン酸は、飽

和脂肪酸であり二重結合が存在しないため代謝の過程で脂質ラジカルを生じず、対照実

験として使用した[54]。ニトロキシド誘導体[125I]2a と[125I]2b において、脂肪酸非添加

群とアラキジン酸添加群を比較するとそれぞれ同程度の細胞取り込み量を示した（Fig. 

2-7）。また、[125I]2a と[125I]3a、[125I]2b と[125I]3b の脂肪酸非添加群を比較すると、そ

れぞれ同程度の集積量を示した。一方、脂肪酸非添加群とアラキドン酸添加群の細胞取

り込み量を比較すると、メトキシアミン誘導体[125I]3a および[125I]3b では差は見られな

かったが、ニトロキシド誘導体[125I]2a または[125I]2b ではアラキドン酸添加群で有意に

取り込みが増加した。化合物[125I]2b を添加した 15 分後では、脂肪酸非添加群と比べて

アラキドン酸添加群で 1.9 倍高く取り込まれ、[125I]2a では 2.2 倍高く取り込まれた。こ

のことから、[125I]2a の方が脂質ラジカル付加体の生成後に細胞内へ高く集積すること

が示された。さらに、立体異性体[125I]2a と[125I]2b を比較すると、アラキドン酸添加群

及び脂肪酸非添加群のどちらの群においても[125I]2b の方が[125I]2a より高く細胞に集積

した。 

 

 

Fig. 2-7 Accumulation of 125I-labeled compounds in HepG2 cells with arachidonic acid (■), arachidic acid 

(▲) and without additives (●). (a) [125I]2a, (b) [125I]2b, (c) [125I]3a, (d)[125I]3b. §p<0.05 vs without 

additives, *p<0.01 vs without additives, ♯p<0.01 vs arachidic acid. 
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2-2-8 正常マウスにおける生体内放射能分布評価 

 

正常マウスにニトロキシド誘導体[125I]1、[125I]2a、[125I]2b およびメトキシアミン誘導

体[125I]3a、[125I]3b を投与し、2、5、10、30 分、1、3、6、24 時間後の各臓器への放射

能分布を評価した（Table 2-2, 2-3, 2-4, 2-5, 2-6）。全ての化合物において、甲状腺への集

積は 0.1%dose 以下と低いことから、p-ヨードベンズアミドに導入された放射性ヨウ素

は脱離せず、生体内の脱ヨウ素に対する安定性が高いことが示唆された。また、化合物

[125I]2a では、血中の放射能は 2 分から 10 分にかけて上昇し、その後減少した。さらに、

化合物[125I]2a では化合物[125I]1、[125I]2b と比較して血中への滞留性が比較的高く、数

時間かけて緩やかにクリアランスされた。立体異性体である化合物[125I]2a と[125I]2b で

は、よく似た生体内挙動及び臓器への集積を示した。一方、脳では化合物[125I]2a は投

与後早期に集積しその後早期に除去されることが示され、投与 2 分後では[125I]2b の約

2.8 倍集積していた。化合物[125I]2a とそのメトキシアミン体[125I]3a を比較すると同様

の放射能挙動を示しており、また化合物[125I]2b とそのメトキシアミン体[125I]3b におい

ても似た放射能分布を示した。 

Table 2-2 Biodistribution of radioactivity after injection of [125I]1 into normal mice.  

 

Data are shown as means ± S.D. (n = 4). a shown as %dose.  

Uptake (%dose/g, mean ± SD.)

24 hr6 hr3 hr1 hr30 min10 min5 min2 min

0.1±0.00.4±0.10.8±0.21.2±0.11.8±0.12.6±0.33.1±0.33.9±0.2blood

0.1±0.00.9±0.11.3±0.21.6±0.11.9±0.12.5±0.12.8±0.12.7±0.3pancreas

0.5±0.12.5±0.13.8±0.33.6±0.33.8±0.14.5±0.44.6±0.35.0±0.2spleen

0.1±0.14.2±2.18.4±3.69.3±2.610.9±1.86.5±1.64.7±1.22.1±0.4stomach

0.3±0.15.8±0.712.2±2.08.4±1.04.9±1.33.4±0.22.7±0.32.1±0.2intestine

0.3±0.05.8±0.65.7±0.96.1±0.47.0±0.67.8±1.27.2±0.28.2±0.6kidney

1.2±0.14.4±0.35.8±0.56.2±0.48.3±1.011.0±0.812.2±0.912.6±0.6liver

0.1±0.00.6±0.01.0±0.11.4±0.11.9±0.32.5±0.23.1±0.34.0±0.4heart

0.5±0.14.8±0.35.6±1.16.0±0.56.3±0.47.0±1.07.6±0.28.5±1.0lung

0.0±0.00.4±0.00.6±0.00.9±0.01.2±0.21.5±0.11.5±0.12.1±0.2thigh muscle

0.0±0.00.1±0.00.2±0.20.4±0.10.6±0.10.9±0.11.3±0.21.4±0.2brain

0.0±0.00.1±0.00.1±0.00.1±0.00.1±0.00.1±0.00.1±0.00.1±0.0thyroid glanda
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Table 2-3 Biodistribution of radioactivity after injection of [125I]2a into normal mice.  

 

Data are shown as means ± S.D. (n = 4). a shown as %dose. 

Table 2-4 Biodistribution of radioactivity after injection of [125I]2b into normal mice.  

 

Data are shown as means ± S.D. (n = 4). a shown as %dose. 

Uptake (%dose/g, mean ± SD.)

24 hr6 hr3 hr1 hr30 min10 min5 min2 min

1.1±0.23.7±0.14.0±0.25.1±0.45.2±0.45.6±1.55.3±0.63.7±0.5blood

0.2±0.10.8±0.20.9±0.11.2±0.11.2±0.21.5±0.51.5±0.21.5±0.4pancreas

0.4±0.11.4±0.11.7±0.12.4±0.52.3±0.32.8±0.82.6±0.32.7±0.6spleen

1.1±0.93.4±0.96.3±1.84.0±0.32.6±0.62.2±0.51.2±0.20.8±0.2stomach

1.0±0.56.9±0.65.5±0.72.8±0.41.7±0.21.7±0.41.4±0.21.2±0.3intestine

0.7±0.32.8±0.42.7±0.32.9±0.33.1±0.44.0±1.04.4±0.74.9±0.9kidney

0.9±0.13.3±0.34.0±0.35.4±0.55.8±0.37.7±1.89.0±1.38.7±2.2liver

0.3±0.11.3±0.21.4±0.12.1±0.22.1±0.32.8±0.83.1±0.23.9±0.6heart

0.5±0.12.2±0.22.4±0.23.2±0.33.3±0.44.5±1.34.9±0.55.1±0.8lung

0.2±0.00.8±0.11.0±0.21.2±0.21.2±0.21.3±0.31.4±0.11.9±0.8thigh muscle

0.1±0.00.2±0.00.2±0.00.4±0.10.5±0.10.9±0.21.2±0.11.2±0.3brain

0.1±0.10.1±0.00.1±0.00.1±0.00.1±0.00.1±0.00.1±0.00.1±0.1thyroid glanda

Uptake (%dose/g, mean ± SD.)

24 hr6 hr3 hr1 hr30 min10 min5 min2 min

0.1±0.00.5±0.10.8±0.11.1±0.41.0±0.01.6±0.11.9±0.12.6±0.1blood

0.1±0.00.6±0.11.2±0.21.7±0.71.4±0.21.9±0.51.4±0.21.1±0.1pancreas

0.3±0.01.3±0.12.0±0.22.3±0.81.9±0.32.3±0.22.2±0.21.9±0.1spleen

0.1±0.01.6±1.02.1±0.53.8±1.52.5±0.11.1±0.41.0±0.30.5±0.2stomach

0.2±0.06.3±0.710.2±0.94.3±2.12.4±0.91.4±0.10.9±0.10.7±0.1intestine

0.3±0.02.2±0.53.5±0.43.7±1.44.0±1.54.3±0.54.2±0.24.3±0.3kidney

0.9±0.02.7±0.44.3±0.45.7±2.15.1±0.56.1±0.56.1±0.26.9±0.4liver

0.1±0.00.4±0.10.8±0.11.1±0.41.1±0.11.5±0.11.9±0.13.0±0.2heart

0.3±0.02.0±0.13.7±0.55.7±2.25.3±0.86.7±0.66.2±0.47.0±0.9lung

0.1±0.10.2±0.00.5±0.00.7±0.30.7±0.10.9±0.10.9±0.11.0±0.1thigh muscle

0.0±0.00.1±0.00.1±0.00.2±0.10.3±0.00.4±0.00.5±0.10.4±0.0brain

0.1±0.00.1±0.00.1±0.00.0±0.00.0±0.00.0±0.00.0±0.00.0±0.0thyroid glanda
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Table 2-5 Biodistribution of radioactivity after injection of [125I]3a into normal mice. 

 

Data are shown as means ± S.D. (n = 4). a shown as %dose. 

Table 2-6 Biodistribution of radioactivity after injection of [125I]3b into normal mice. 

 

Data are shown as means ± S.D. (n = 4). a shown as %dose.  

Uptake (%dose/g, mean ± SD.)

24 hr6 hr3 hr1 hr30 min10 min5 min2 min

0.6±0.21.4±0.82.6±0.23.2±0.53.6±0.54.7±0.34.7±0.97.1±0.5blood

0.1±0.00.4±0.20.7±0.10.9±0.11.0±0.21.4±0.11.5±0.32.8±0.2pancreas

0.3±0.10.8±0.41.4±0.21.5±0.11.8±0.22.5±0.22.3±0.53.4±0.5spleen

0.4±0.02.5±1.74.8±0.43.2±1.33.0±1.01.0±0. 31.1±0.31.5±0.6stomach

0.8±0.34.4±2.66.8±1.53.1±0.82.2±0.41.4±0.21.1±0.21.5±0.2intestine

0.4±0.21.8±1.02.4±0.32.2±0.32.5±0.33.1±0.34.2±0.97.7±0.8kidney

0.7±0.21.9±1.13.4±0.24.5±0.85.4±0.68.7±0.310.1±2.417.1±2.0liver

0.2±0.00.5±0.31.1±0.01.4±0.31.7±0.23.2±0.64.0±0.88.7±0.9heart

0.4±0.11.1±0.61.8±0.22.7±0.42.9±0.73.7±0.34.7±1.110.5±0.9lung

0.1±0.00.3±0.20.9±0.61.1±0.31.2±0.21.4±0.11.3±0.32.2±0.2thigh muscle

0.0±0.00.1±0.10.2±0.00.3±0.00.6±0.20.8±0.10.8±0.21.3±0.2brain

0.1±0.00.0±0.00.1±0.00.1±0.00.1±0.00.1±0.00.1±0.00.1±0.0thyroid glanda

Uptake (%dose/g, mean ± SD.)

24 hr6 hr3 hr1 hr30 min10 min5 min2 min

0.1±0.00.3±0.00.5±0.10.8±0.41.0±0.21.4±0.21.7±0.12.1±0.3blood

0.1±0.00.4±0.00.7±0.11.2±0.11.8±0.62.2±0.22.2±0.22.6±0.4pancreas

0.2±0.00.7±0.11.7±0.91.9±0.52.5±0.74.3±0.44.5±0.14.3±0.4spleen

0.3±0.21.8±0.74.3±0.65.4±0.34.3±1.41.9±0. 11.4±0.41.1±0.4stomach

0.5±0.18.3±1.811.4±3.07.8±0.44.8±1.52.6±0.42.0±0.21.7±0.4intestine

0.3±0.11.9±0.32.9±0.43.6±0.34.1±0.95.2±0.76.5±0.28.1±1.8kidney

0.6±0.12.2±0.24.4±0.37.2±0.58.3±1.611.5±1.013.4±0.914.8±3.1liver

0.1±0.00.4±0.00.7±0.11.3±0.21.7±0.43.4±0.76.4±0.811.5±0.7heart

0.3±0.01.3±0.12.3±0.13.6±0.34.3±1.16.1±1.07.6±0.911.9±0.9lung

0.1±0.00.3±0.10.6±0.11.2±0.21.2±0.51.7±0.22.4±0.42.7±0.2thigh muscle

0.0±0.00.1±0.00.1±0.00.7±0.00.6±0.11.2±0.31.3±0.11.3±0.1brain

0.2±0.10.1±0.00.1±0.00.1±0.10.1±0.10.1±0.00.1±0.00.1±0.1thyroid glanda
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2-2-8 炎症誘発マウスにおける生体内放射能分布評価 

 

生体内に投与した四塩化炭素は腎臓や肝臓の CYP により代謝され、トリクロロメチ

ルラジカルとなり脂質過酸化を引き起こすと考えられている[55–58]。そのため、四塩化

炭素は急性炎症モデル[59,60]や線維症モデル[61,62]など多様な炎症モデルの作製に使

用されている。また、四塩化炭素による炎症は肝臓や腎臓だけでなく、肺や膵臓など様々

な臓器で起こることが報告されている[63,64]。そこで、化合物[125I]2a の生体内での有

用性を検証するために、脂質ラジカルが産生される四塩化炭素誘発脂質過酸化亢進モデ

ルマウスを用いて[125I]2a の生体内分布を評価した。また、対照化合物としてメトキシ

アミン誘導体[125I]3a の生体内分布も評価し、比較検討した。 

四塩化炭素を ddY マウスに投与し、24 時間後に化合物[125I]2a または[125I]3a を静脈

投与した。化合物[125I]2a を投与後、6 時間後に臓器を摘出し、γ カウンタにて放射能を

測定した。肝臓、腎臓、膵臓、肺などの脂質過酸化が起こると考えられる臓器では、化

合物[125I]2a はメトキシアミン誘導体[125I]3a と比較して有意に高い放射能集積を示した

（Fig. 2-8）。一方で、血、心臓、筋肉、脳、甲状腺などの臓器では化合物[125I]2a と化

合物[125I]3a で有意差は見られなかった。 

 

Fig. 2-8 Biodistribution of [125I]2a (open bars) and [125I]3a (closed bars) in carbon tetrachloride-treated 

mice. Twenty-four hours after CCl4 administration, the mice were intravenously administered [125I]2a or 

[125I]3a (100 µL (1% EtOH and 0.1% Tween 80 in PBS), 37 kBq/mouse). The mice were sacrificed at 6 h 

after probe administration. Data are shown as means ± SD (n = 4). *p < 0.01, #p < 0.05, N.S.: not significant. 

a shown as %dose.  
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2-3 考察 

 

本章では、第 1 章で合成した新規脂質ラジカル検出核医学イメージングプローブの生

体内における有用性評価を目的とした。ニトロキシド化合物と脂質ラジカルとの反応性

は、ニトロキシド化合物の脂溶性により変化することが知られている。[125I]2a と[125I]2b

は同程度の logP 値を有したことから（Table 2-1）、立体異性体間での反応性の違いに

脂溶性は関与しないと考えられる。さらに、化合物の生体内挙動は脂溶性の違いにより

変化するため、化合物[125I]2a、[125I]2b と同程度の logP 値を示す化合物[125I]3a、[125I]3b

では、生体内での分布の違いに脂溶性という要因を考慮する必要がなく、ニトロキシド

化合物の評価における対照化合物として有用であると考えられる。 

不対電子を有するニトロキシドは、一電子酸化還元反応性を有する[65]。例えば、ニ

トロキシド化合物（＞N-O・）が一電子還元され（＞N-O−）、プロトンが付加すると安

定なヒドロキシルアミン（＞N-OH）へと変化する。そのため、ニトロキシドの還元反

応性は一電子移動反応の酸化還元電位を考慮することが重要である。生体内の主要な還

元性物質として知られるグルタチオン（GSH）が一電子酸化して thiyl radical（GS・）を

生成する反応における酸化還元電位は pH7.4 で 0.92±0.03 V であることが報告されて

いる[66]。また、TEMPO 型ニトロキシドの酸化還元電位は置換基により変化するが、0 

V から 0.2 V 程度であることが報告されている[41]。以上より、化合物 2a、2b の酸化還

元電位（＞N-O・/＞N-O−）がグルタチオンの酸化還元電位（GS・, H+/GSH）より低いた

め、ニトロキシドの還元反応が進行しなかったと考えられる（Fig. 2-3）。また、還元性

物質であるビタミン E（-tocopherol）においても、酸化還元電位（-tocopheroxyl・, H+/-

tocopherol）は 0.5 V であるため[67]、ニトロキシドの還元反応は進行しないと考えられ

る。 

細胞取り込み評価の結果から（Fig. 2-7）、化合物[125I]2a または[125I]2b がアラキドン

酸由来脂質ラジカルと反応し、脂溶性が向上した脂質ラジカル付加体へと変化したこと

で細胞内に滞留したと考えられた。化合物[125I]2a は[125I]2b に比べて還元抵抗性が高く、

脂質ラジカルと長時間反応することが可能であるためより高く細胞内に集積したと考

えられる。また、脂肪酸非添加群において、化合物[125I]2a とメトキシアミン誘導体

[125I]3a が同程度の細胞内放射能集積を示したことから、非特異的な集積が同程度であ

ると考えられた。一方、立体異性体[125I]2a、[125I]2b の脂肪酸非添加群における細胞集

積性を比較すると、[125I]2b の方が[125I]2a より高く集積しており、非特異的な集積は
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[125I]2b の方が高いと考えられる。立体異性体[125I]2a と[125I]2b の脂溶性は同程度であ

ることから、この非特異的な集積の差は立体異性体間の立体配座の違いに起因すること

が示唆された。 

正常マウスにおける体内挙動において（Table 2-2, 2-3, 2-4, 2-5, 2-6）、化合物[125I]1、

[125I]2a、[125I]2b、[125I]3a、[125I]3b は腎臓と比較して肝臓への集積が高く、主な代謝経

路は肝排泄であると考えられる。また、化合物[125I]2a と[125I]2b は同様の生体内挙動を

示した一方で、脳への集積は[125I]2a が約 2.8 倍高かった。血液脳関門（blood-brain barrier; 

BBB）に存在する薬物トランスポーターである P-糖タンパク質（P-glycoprotein; P-gp）

は、薬物を血中へと排出し、脳への移行を制限している。この P-gp の機能は未解明な

部分が多く存在するが、in vitro 研究や動物モデルにおいて、化合物の立体異性により輸

送に差が生じることや P-gp 阻害活性が異なることが報告されている[68]。そのため、化

合物[125I]2a、[125I]2b においても、立体異性の違いにより脳への輸送に差が生じ、脳へ

の集積量が異なったのではないかと考えられる。また、化合物[125I]2a とそのメトキシ

アミン体 [125I]3a、また化合物[125I]2b とそのメトキシアミン体 [125I]3b では同様の生体

内分布を示したことから、ニトロキシド部位をメチル化することによる生体内挙動の差

は少ないことが示唆された。そのため、炎症誘発マウスにおける評価では（Fig. 2-8）、

四塩化炭素の投与により生じた脂質ラジカルを[125I]2a のニトロキシド部位が捕捉し、

それぞれの臓器に集積したと考えられる。また、炎症誘発マウスの結果から、肝臓への

[125I]2a と[125I]3a の集積に有意な差は見られたものの、腎臓や肺でみられたような大き

な差は見られなかった。四塩化炭素の投与により肝臓の脂質過酸化が亢進することは広

く知られているが、四塩化炭素投与後のどのタイミングで脂質ラジカルが発生している

かについてはいまだ分かっていない。本実験では四塩化炭素の投与 24 時間後に化合物

[125I]2a を投与したため、投与 24 時間後の肝臓では脂質過酸化が進行して脂質ラジカル

が過酸化物へと変化しラジカル体が減少したことで、化合物[125I]2a の集積が低くなっ

たのではないかと推測する。 

 

以上より、2a が脂質ラジカルと選択的な反応性を示し、脂質ラジカル産生を誘導し

た細胞や脂質過酸化誘発マウスにおいて、メトキシアミン誘導体 3a と比較して有意に

高く集積したことから、側鎖にペンチル基を導入した TEMPO 型ニトロキシド誘導体 2a

の放射性ヨウ素標識体は、脂質ラジカルを生体内で追跡する放射性プローブとして有効

である可能性が示された。  
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第 3章 一過性中大脳動脈閉塞モデルにおける脂質ラジカルの追跡 

 

3-1 緒言 

 

脳血管疾患とは脳動脈の異常により生じる病気の総称である。脳血管疾患は国内死因

の第 4 位であり、その中でも脳梗塞が半数以上を占めている。ヒトの脳は心拍出量の約

15%の血流量をもち、全身の酸素消費量の約 20%を占めると言われている[69–71]。その

ため脳梗塞などの脳動脈の閉塞は重篤な障害や死亡に繋がる恐れがあり、脳への血流を

早期に再開させるために遺伝子組み換え組織プラスミノーゲン活性化因子（recombinant 

tissue-type plasminogen activator: rt-PA）の静脈内投与による薬物治療や、機械的急性期血

栓回収療法などの外科的治療が行われている。しかし、梗塞除去後に血流が再開すると

再灌流障害が生じ、再出血や浮腫などの二次的脳損傷を引き起こす。そのため発症 3 か

月後でも半数以上が予後不良であり、頭蓋内出血の合併症や脳梗塞拡大による死亡は約

15%との報告がある[72]。 

脳梗塞などの虚血状態により血流が低下した組織では、ヒポキサンチンおよびキサン

チンオキシダーゼの産生が亢進することが知られている[73,74]。両者が過剰に存在する

状況下で血流が再開されると、虚血組織の急激な酸素濃度の上昇により、ヒポキサンチ

ンがキサンチンオキシダーゼにより酸化され、スーパーオキシドをはじめとする種々の

活性酸素種が生成する。その他にも、ミトコンドリアの電子伝達系や、NADPH オキシ

ダーゼ、血管内皮型一酸化窒素合成酵素の活性化など、種々の経路により活性酸素種が

生成すると考えられている[75]。様々な脳は脂質に富む臓器であり、さらに他の臓器と

比べて不飽和脂肪酸含量が多いことや、鉄含量が多いこと、抗酸化物質の含量が少ない

ことから、虚血再灌流時に発生する活性酸素種により障害を受け、脂質ラジカルの生成

を起点とする連鎖的な脂質過酸化反応が容易に進行する。この最終生成物は、生体内の

機能性分子と反応することでその働きを消失させ、脳内での細胞死や壊死を誘導するた

め、再灌流障害を惹起すると考えられている[76]。 

そこで、再灌流障害により発生したフリーラジカルを消去し、脂質過酸化を抑制する

世界初の脳保護薬としてエダラボンが 2001 年に日本で承認され、脳卒中治療ガイドラ

イン 2021 では脳保護療法としてのエダラボンの投与が推奨されている。また、エダラ

ボンは脳梗塞のタイプに関係なく使用可能であることから、現在も急性期脳梗塞の治療

において約半数近くで使用されている。一方で、エダラボンの有効性について統計学的
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に有意な神経症候改善効果が見られたとする報告はあるものの[72,77,78]、劇的に症状

が改善することはなく、エダラボンの化合物としての安定性や腎障害の発現など他の面

からの懸念点が多いという問題もある。 

脳梗塞の治療成績向上には、血流再開後に生じる脂質ラジカルの時空間的な把握なら

びにそれらをターゲットとした薬剤の開発が必須であるにもかかわらず、再灌流障害時

に発生する脂質ラジカルについてその挙動を生体内で非侵襲的に追跡可能な手法はい

まだ確立されておらず、実際に脳内で発生した脂質ラジカルの量や時間、分布など未解

明な部分が多く存在する。さらに、急性期脳保護薬として認可されている薬はいまだエ

ダラボンのみであり、より有効性と安全性に優れた脳保護療法の開発が望まれている。

そのため、脳内における脂質ラジカルを非侵襲的に追跡し、発生時間や分布を明らかに

することが出来れば、薬剤の投与タイミングの工夫や、部位特異的に薬剤送達を行うな

ど新たな治療戦略に繋がると考えられる。本章では、これまでに開発してきた放射性ヨ

ウ素標識ニトロキシド化合物を用いて、脳虚血再灌流後に発生した脂質ラジカルの挙動

や分布を可視化することを目的とした。 
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3-2 結果 

3-2-1 TTC染色および血液脳関門損傷の評価 

 

 マウス一過性中大脳動脈閉塞モデル（transient middle cerebral artery occlusion; tMCAO）

を作製し、本モデルにおける梗塞巣体積の評価及び血液脳関門損傷の評価を行った。

tMCAO（1 時間虚血）マウスは、これまでに報告されている方法を参考に、Longa 法に

て作製した[79]。梗塞巣体積の評価は、脳切片の TTC（2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride）

染色により評価した。TTC 染色では、正常組織が赤色に染色され、壊死部位が染色され

ず白色となる。tMCAO マウスの再灌流から 1、3、5、8、24 時間後に TTC 染色を行い、

その結果をもとに梗塞巣体積を評価した（Fig. 3-1）。再灌流の 1、3、5、8 時間群では

白色の壊死部位は認められず、24 時間群でのみ梗塞側で壊死が確認された。そのため、

梗塞は再灌流後早期には起こらず、緩やかに進行し 24 時間後に梗塞巣が形成されるこ

とが示された。次に、血液脳関門損傷の評価としてエバンスブルー法を用い、エバンス

ブルーの血管外漏出を評価した（Fig. 3-2）。tMCAO マウスの再灌流 1、3、5、8 時間群

では右大脳半球（非虚血側）と左大脳半球（虚血側）に有意な血管外漏出の差は認めら

れなかったが、24 時間群では有意な差が確認された。以上より、血液脳関門損傷も梗塞

巣形成と同様に緩徐に進行することが示された。 

 

Fig. 3-1 The infarct volume assessed by TTC staining. (a) Representative images of the infarction areas 1, 

3, 5, 8, 24 h after tMCAO occurred: coronal sections stained with TTC. The red region shows intact area; 

white region shows infarction area. (b) Quantitation of infarct volume.  
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Fig. 3-2 The assessment of blood-brain barrier disruption in 1 h tMCAO mice using evans blue staining. 

(a) Quantitation of evans blue extravasation from brain extract 1, 3, 5, 8, 24 h after tMCAO. *p<0.05 for 

comparisons of the ischemic side (closed column) and non-ischemic side (open column). (b) Representative 

images of evans blue dye extravasation of 24 h after tMCAO. 

 

3-2-2 脳内放射能分布評価 

 

tMCAO マウスの再灌流後の脳内における脂質ラジカルの分布を評価するため、ニト

ロキシド化合物[125I]2a を用いて集積性評価を行った。中大脳動脈を 1 時間虚血し、再

灌流の 15、30 分、1、3、5 時間後に化合物[125I]2a またはメトキシアミン体[125I]3a を投

与した。投与から 3 時間後に脳を摘出し、20 µm 厚の脳の凍結切片を 100 µm 間隔で 1

枚ずつ作製した後、オートラジオグラフィ（ARG）により放射能分布を評価した（Fig. 

3-3）。ARG により得られた画像を比較すると、bregma（頭蓋の矢状縫合と冠状縫合の

交差する位置）+0.5 mm および−1.4 mm に位置する脳において虚血側と非虚血側の放射

能集積に違いが確認された。そこで、この 2 つの部位における放射能集積量を Image J

により定量し評価を行った。 

Bregma+0.5 mm では、Paxinos と Franflin の脳地図[80]と照らし合わせると嗅結節に相

当する部位に放射能集積が確認されたため、嗅結節付近の集積部位を関心領域に設定し

た（Fig. 3-4(a)(b)）。一方、bregma−1.4 mm では、扁桃体を含む領域に放射能集積が確認

され、虚血側および非虚血側の大脳半球を関心領域に設定した（Fig. 3-5(a)(b)）。定量

した結果は、それぞれ非虚血側に対する虚血側の比として示した。Bregma から+0.5 mm
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に位置する脳では（Fig. 3-4）、15、30 分、1 時間群では虚血側と非虚血側で集積に差が

見られなかったが、3、5 時間群では非虚血側と比べて虚血側の嗅結節付近の部位に有

意に高く集積していた。また、bregma から−1.4 mm に位置する脳においては（Fig. 3-5）、

15 分群で集積に変化がなく、30 分、1、3、5 時間群では虚血側である左脳側で高い集積

が確認された。さらに、メトキシアミン体[125I]3a では 30 分群における bregma −1.4 mm

の位置で虚血側への集積が見られたが、15 分、1、3、5 時間群では虚血側と非虚血側で

差が見られず、sham 群では脳のすべての位置・時間において虚血側と非虚血側で差が

見られなかった。 

 

 

Fig. 3-3 Schematic diagram of the experimental protocol. The compound [125I]2a or [125I]3a was 

administered at each time ((a) 15 min (b) 30 min (c) 1 h (d) 3 h (e) 5 h) after tMCAO (60 min) and imaging 

assessment using ARG was performed. 
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Fig. 3-4 Evaluation of radioactive accumulation in ex vivo ARG studies with coronal brain section from 

bregma +0.5 mm. (a) ROI marked on olfactory tubercle in the ischemic and the non-ischemic side (b) brain 

atlas (c) Representative ARG images of [125I]2a distribution. (c) Quantitation of the ratio of radioactivity 

(red;[125I]2a, open;[125I]3a, closed; sham.) between the ischemic and the non-ischemic side. *p<0.05, 

**p<0.01.  
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Fig. 3-5 Evaluation of radioactive accumulation in ex vivo ARG studies with coronal brain section from 

bregma −1.4 mm. (a) ROI marked on the ischemic and the non-ischemic hemisphere (b) brain atlas (c) 

Representative ARG images of [125I]2a distribution (d) Quantitation of the ratio of radioactivity 

(red;[125I]2a, open;[125I]3a, closed; sham.) between the ischemic and the non-ischemic side. *p<0.05. 

 

3-2-3 LC/MSを用いた脂質ラジカルとの反応物解析 

 

 tMCAO マウスの再灌流後に生じた脂質ラジカルを化合物 2a が捕捉し、ニトロキシ

ドと脂質ラジカルの付加体を形成しているか確認するため、LC/MSを用いて分析した。

脂質ラジカル付加体の解析については、これまでに報告されている脂質ラジカルの分子

量[81]を参考に行った。再灌流の 1 時間後または 5 時間後に化合物 2a を投与し、虚血

側（左大脳半球）と非虚血側（右大脳半球）をそれぞれ摘出、脂質抽出を行い LC/MS で

分析した。再灌流から 1 時間後に化合物 2a を投与すると、虚血側では炭素数が 3、5、

8（C3H5O2 ラジカル、C5H9 ラジカル、C8H15 ラジカル）の脂質ラジカル付加体の分子イ
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ル、C8H11O ラジカル）である脂質ラジカル付加体のピークが検出された（Fig. 3-6）。

一方、再灌流から 5 時間後に化合物 2a を投与すると、虚血側では炭素数が 5（C5H9ラ

ジカル）、6（C6H11O ラジカル）、8（C8H11O2ラジカル）、9（C9H17O3ラジカル）、10

（C10H15O2ラジカル）、11（C11H15O ラジカル、C11H17O ラジカル、C11H19O2ラジカル）、

12（C12H19O ラジカル）、13（C13H17O ラジカル）、18（C18H25O2ラジカル、C18H31O2ラ

ジカル、C18H27O3ラジカル）である様々な脂質ラジカル付加体のピークが検出され、非

虚血側でも炭素数が 3（C3H5O2ラジカル）、8（C8H11O ラジカル）、14（C14H23O2ラジ

カル）、18（C18H31O2ラジカル）である脂質ラジカル付加体のピークが検出された（Fig. 

3-7）。これらの脂質ラジカル付加体のピークは、全て理論値の分子量と 5 ppm 以下の

誤差で検出された。再灌流から 1 時間後では、炭素の数が少なく脂質が開裂したと考え

られる脂質ラジカル付加体が多く観測され、非虚血脳においても同様の炭素数を有する

脂質ラジカル付加体の分子イオンピークが観測された。一方、再灌流から 5 時間後では

1 時間後の結果と比べて比較的炭素の数が多い、つまり鎖長の長い脂質ラジカルとの付

加体が多く観測され、さらに、再灌流から 5 時間後の虚血脳では、非虚血脳と比べて多

くの脂質ラジカル付加体の分子イオンピークが検出された。 

 

Fig. 3-6 Structural analysis of lipid radical 1 h after tMCAO. (a) HRMS spectra observed at different tR in 

ischemic hemisphere of the brain for tMCAO mice. 527.2129 (･C5H9, tR: 26.7 min), 531.1714 (･C3H5O2, 

tR: 38.4 min), 569.2598 (･C8H15, tR:22.2 min) (b) HRMS spectra observed at different tR in non-ischemic 

hemisphere of the brain for tMCAO mice 527.2129 (･C5H9, tR:26.8 min), 531.1714 (･C3H5O2, tR:38.2 min), 

581.2235 (･C8H11O, tR:25.4 min). 
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Fig. 3-7 Structural analysis of lipid radical 5 h after tMCAO. (a) HRMS spectra observed at different tR in 

ischemic hemisphere of the brain for tMCAO mice. 527.2129 (･C5H9, tR: 26.7 min), 557.2235 (･C6H11O, 

tR:7.2 min), 597.2184 (･C8H11O2, tR: 26.6 min), 621.2548 (･C11H15O, tR:8.0 min), 623.2704 (･C11H17O, 

tR:27.4 min), 625.2497 (･C10H15O2, tR:24.4 min), 631.2602 (･C9H17O3, tR:28.2 min), 637.2861 (･C12H19O, 

tR:21.4 min), 641.2810 (･C11H19O2, tR:22.0 min), 647.2704 (･C13H17O, tR:8.3 min), 731.3279 (･C18H25O2, 

tR:22.8 min), 737.3749 (･C18H31O2, tR:12.6 min), 749.3385 (･C18H27O3, tR:25.5 min). (b) HRMS spectra 

observed at different tR in non-ischemic hemisphere of the brain for tMCAO mice 531.1714 (･C3H5O2, 

tR:15.9 min), 581.2235 (･C8H11O, tR:26.8 min), 681.3123 (･C14H23O2, tR:28.1 min), 737.3749 (･C18H31O2, 

tR:12.5 min). 
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3-2-4 エダラボン投与後の脳内放射能分布評価; bregma +0.5 mm 

 

エダラボンは脳梗塞後の脳保護薬として 2001 年に認可されており、再灌流により発

生したフリーラジカルを消去し脂質過酸化を抑制することで脳保護効果を示すと考え

られている。そこで、エダラボン投与により脳内における脂質ラジカルの分布がどのよ

うに変化するかを評価するため、化合物[125I]2a を用いて集積性評価を行った。3-2-2 よ

り、bregma から+0.5 mm に位置する脳では再灌流の 3、5 時間後において虚血側と非虚

血側で放射能集積に差が見られたことから、bregma から+0.5 mm の位置における評価

を行った。中大脳動脈を 1 時間虚血し、再灌流の 30 分、5 分前、5 分、30 分、1 時間、

3 時間後にエダラボンを静脈内投与（3 mg/kg）した。エダラボンの投与方法及び投与量

は、Watanabe らの方法[82,83]を参考に、3mg/kg を静脈内投与した。化合物[125I]2a は再

灌流の 3、5 時間後に投与し、投与から 3 時間後に脳を摘出した後、凍結切片を作製し

て ARG により放射能分布を評価した（Fig. 3-8）。関心領域は、3-2-2 と同様の面積値

を用いて、嗅結節付近の集積部位を設定した。 

再灌流の 3 時間後に化合物を投与すると（Fig. 3-9）、再灌流の 30 分前にエダラボン

を投与した群では、エダラボン非投与群と比べて集積に差は見られなかった。一方、再

灌流の 5 分前にエダラボンを投与した群では、エダラボン非投与群と比較して[125I]2a

の放射能集積が有意に減少し、さらに再灌流の 5 分、30 分、1 時間後にエダラボン投与

した群においても、有意差は見られなかったものの放射能集積が抑制する傾向が確認さ

れた。また、再灌流の 5 時間後に化合物[125I]2a を投与すると（Fig. 3-10）、再灌流の 30

分、5 分前、5 分、30 分後にエダラボンを投与した群では、エダラボン非投与群と比較

して放射能集積に有意な差は見られなかったが、再灌流の 1 時間、3 時間後にエダラボ

ンを投与した群では、[125I]2a の放射能集積が有意に減少した。以上より、[125I]2a を用

いることで、エダラボンの投与により bregma から+0.5 mm の位置における脂質ラジカ

ルの産生を抑制できること、および、その作用は投与タイミングにより変化することを

示した。 
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Fig. 3-8 Schematic diagram of the experimental protocol. The compound [125I]2a was administered at 3 h 

or 5 h after tMCAO (60 min), and edaravone was injected at each time ((a, f) before 30 min (b, g) before 5 

min (c, h) after 5 min (d, i) after 30 min (e, j) after 1 h (k) after 3 h) and imaging assessment using ARG 

was performed. Edaravone; EDR. 
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Fig. 3-9 Evaluation of radioactivity accumulation with coronal brain section from bregma +0.5 mm in 

edaravone-treated tMCAO mice 3 h after reperfusion. Edaravone was injected at each time (before 30 min 

(-30 min), before 5 min (-5 min), after 5 min (+5 min), after 30 min (+30 min) and after 1 h (+1 h)) of 

reperfusion in tMCAO mice. (a) Representative ARG images of [125I]2a distribution. (b) Quantitation of 

the ratio of radioactivity between the ischemic and the non-ischemic side. *p < 0.05 vs sham, ♯p < 0.05 vs 

edaravone (-). 
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Fig. 3-10 Evaluation of radioactive accumulation with coronal brain section from bregma +0.5 mm in 

edaravone-treated tMCAO mice 5 h after reperfusion. Edaravone was injected at each time (before 30 min 

(-30 min), before 5 min (-5 min), after 5 min (+5 min), after 30 min (+30 min), after 1 h (+1 h) and after 3 

h (+3 h)) of reperfusion in tMCAO mice. (a) Representative ARG images of [125I]2a distribution. (b) 

Quantitation of the ratio of radioactivity between the ischemic and the non-ischemic side. *p < 0.01 vs 

sham, ♯p < 0.05 vs edaravone (-). 
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3-2-5 エダラボン投与後の脳内放射能分布評価; bregma −1.4 mm 

 

 3-2-4 では、bregma から+0.5 mm に位置する脳でのエダラボン投与時における放射

能分布を評価した。一方、3-2-2 の結果から、bregma から−1.4 mm に位置する脳におい

ても再灌流の 1、3、5 時間後に虚血側と非虚血側で放射能集積に差が見られたことか

ら、化合物[125I]2a を用いてエダラボン投与時の bregma から−1.4 mm の位置における集

積性評価を行った。3-2-4 と同様の方法で tMCAO マウスの作製及びエダラボンを投与

し、ARG により放射能分布を評価した。化合物[125I]2a は再灌流の 1、3、5 時間後に投

与した（Fig. 3-8、Fig. 3-11）。再灌流の 1、3 時間後に化合物を投与すると（Fig. 3-12(a)(b)）、

再灌流の 5 分前、5 分後にエダラボンを投与した群において、エダラボン非投与群と比

較して[125I]2a の放射能集積が抑制される傾向が示されたが、有意な差は見られなかっ

た。また、再灌流の 30 分前、30 分、1 時間後にエダラボンを投与した群では、エダラ

ボン非投与群と同程度の集積を示した。さらに、再灌流の 5 時間後に化合物を投与した

場合では（Fig. 3-12(c)）、エダラボンの投与タイミングにかかわらず、エダラボン非投

与群との間に有意な放射能集積の差は見られず、同程度の集積を示した。 

 

Fig. 3-11 Schematic diagram of the experimental protocol. The compound [125I]2a was administered at1 h 

after tMCAO (60 min), and edaravone was injected at each time ((a) before 30 min (b) before 5 min (c) 

after 5 min (d) after 30 min) and imaging assessment using ARG was performed. Edaravone; EDR. 
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Fig. 3-12 Quantitation of the ratio of radioactivity with coronal brain section from bregma −1.4 mm on the 

ischemic to the non-ischemic side in edaravone-treated tMCAO mice. Edaravone was injected at each time 

(before 30 min (-30 min), before 5 min (-5 min), after 5 min (+5 min), after 30 min (+30 min), after 1 h (+1 

h) and after 3 h (+3 h)) of reperfusion in tMCAO mice. Compound [125I]2a was injected (a) 1 h, (b) 3 h and 

(c) 5 h after reperfusion.  
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3-3 考察 

 

脳虚血再灌流後には脳内の脂質過酸化反応が亢進し過酸化物が増加することが報告

されているが[84–87]、これらの過酸化物の最上流に位置する脂質ラジカルがいつ、どの

部位で発生しているかを捉えた例はない。本章では、脳虚血再灌流後に発生する脂質ラ

ジカルの脳内挙動を追跡することを目的として、化合物[125I]2a を用いて tMCAO マウ

スにおける放射能分布評価を行った。Ex vivo ARG の結果より、脳虚血再灌流後では、

脳の位置によって脂質ラジカルの生成タイミングが異なること示された（Fig. 3-4, 3-5）。

また、メトキシアミン体[125I]3a や sham 群では虚血側で有意な放射能集積が見られない

ことから、ニトロキシドラジカルが虚血側で脂質ラジカルを捕捉し滞留していると考え

られた。Fig. 3-1、Fig. 3-2 の結果より、組織の壊死および血液脳関門の損傷は再灌流の

直後に生じるのではなく緩やかに進行することが示されたことから、これらの障害が生

じるより前の早期の段階で発生した脂質ラジカルを化合物[125I]2a により検出できたと

考えられる。 

生体内の多くの不飽和脂肪酸はリン脂質やコレステロールと複合体を形成しており、

炎症が起こると、ホスホリパーゼ A2 の作用によりリン脂質から不飽和脂肪酸であるア

ラキドン酸が遊離し、プロスタグランジンやロイコトリエンを産生する。虚血再灌流時

にはホスホリパーゼ A2が活性化することが知られており[88–90]、正常時と比較して多

くの遊離脂肪酸が生成する。LC/MS 分析において、再灌流 1 時間後および 5 時間後に

おける虚血側の大脳半球を比較すると（Fig. 3-6, 3-7）、5 時間後の方が多くの脂質ラジ

カル付加体が検出されたことから、虚血再灌流により遊離脂肪酸が増加し、多くの脂質

ラジカル付加体が検出されたと考えられる。本研究では遊離脂肪酸としての脂質ラジカ

ル付加体を LC/MS により解析したが、リン脂質やコレステロールとの複合体として生

成した脂質ラジカル付加体も存在していると考えられる。今後、さらに脂質抽出等の条

件を検討し LC/MS による解析を進めることで、リン脂質複合体としての脂質ラジカル

やコレステロール複合体として生成した脂質ラジカルの構造を同定することも可能で

あると考えられる。 

エダラボン投与後の脳内放射能分布評価において、bregma から+0.5 mm の位置にお

けるエダラボンの投与タイミングを比較すると（Fig. 3-9, 3-10）、再灌流からの時間が

経過するにつれて放射能集積が抑制される傾向が見られたことから、脂質ラジカルの生

成は再灌流後すぐに起こるのではなく、緩徐に進行する可能性が考えられた。一方、
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bregma から−1.4 mm の位置の脳では（Fig. 3-12）、再灌流の 5 分前、5 分後にエダラボ

ンを投与することで再灌流により生成した脂質ラジカルを一時的に消去できる可能性

があるが、その作用は持続しない可能性が示された。また、再灌流の 30 分、1 時間、3

時間後にエダラボンを投与しても放射能集積の低下が見られなかったことから、エダラ

ボンが再灌流の 5 分後以降に生成した脂質ラジカルに対して消去作用を示さないこと

が示唆された。LC/MS 解析にて、再灌流後に生じる脂質ラジカル分子が時間によって

変化するという結果が得られたことを考慮すると、エダラボンはすべての脂質ラジカル

分子を消去できるのではなく、消去可能な脂質ラジカル分子には限りがあることが考え

られた。つまり、エダラボンは脳内のすべての部位で脂質ラジカルを抑制するのではな

く、消去能を発揮する部位および脂質ラジカル分子には特異性がある可能性が考えられ

る。エダラボンは、フリーラジカル消去により脂質過酸化を抑制し、脳梗塞後の神経症

候改善効果が得られたとする報告はあるものの[72,77,78]、実際にはエダラボンによる

効果はかなり限局的であり、劇的に症状が改善することはない。本研究で得られた結果

からも、エダラボンによる脂質過酸化抑制作用には限界があることが示された。 

 

以上より、本研究で開発した放射性ヨウ素標識ニトロキシド化合物 2a が脳虚血再灌

流後に発生した脂質ラジカルを捉えるプローブとして機能することが示された。今後、

脳再灌流後に発生したフリーラジカルおよび脂質ラジカルを消去する更なる薬剤の開

発が求められるが、本化合物を利用することでその効果判定や投与タイミングの検討に

繋げることができると考えられる。さらに、本研究により得られた知見を基に、今後部

位特異的に薬剤送達を行うなど新たな治療戦略を立案できるのではないかと期待され

る。 
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総括 

 

本研究では、脂質過酸化反応の起点である脂質ラジカルの生体内での挙動を非侵襲的

に追跡する手法の開発を目的に、（1）ニトロキシドを母体化合物とした放射性ヨウ素

標識脂質アルキルラジカル検出プローブの合成と構造解析、（2）放射性ヨウ素標識ニ

トロキシド化合物の生体内脂質ラジカル検出プローブとしての基礎的評価、（3）一過

性中大脳動脈閉塞モデルマウスにおける脂質ラジカルの追跡、について検討し、以下の

知見を得た。 

 

(1) ニトロキシドを母体化合物とした放射性ヨウ素標識脂質アルキルラジカル検出プ

ローブの合成と構造解析 

新規脂質ラジカル検出プローブとして、脂質ラジカルの捕捉能を有するニトロキシド

化合物と、高感度に検出可能な核医学イメージング技術に着目した。そこで、誘導体化

が容易な TEMPO 型ニトロキシドを用い、TEMPO 型ニトロキシドの 4 位に p-ヨードベ

ンズアミドを導入した化合物 1 および側鎖にペンチル基を有する化合物 2a、2b を設

計・合成し、放射性ヨウ素標識を行った。化合物 2a、2b は、TEMPO 型ニトロキシド

の 2 位と 4 位に異なる置換基を導入した立体異性体として得たが、結晶化が困難であっ

たため、X 線結晶構造解析による立体配置の同定が困難であった。そこで、側鎖にエチ

ル基を有する 9a、9b を合成し X 線結晶構造解析を行うことで、9a と 2a が 2R*4R*、

9b と 2b が 2R*4S*であると立体配置を推定した。アスコルビン酸に対する還元反応性

評価を行うと、ペンチル基を有する 2a、2b はメチル基を有する 1 よりも二次反応速度

定数が小さく、還元されにくいことが示された。さらに、立体異性体である 2a、2b は、

2b より 2a の方が還元されにくいことが示された。そこで、2, 4 位ジ置換 TEMPO 型ニ

トロキシド誘導体の立体異性による反応性の違いを精査するため、2, 4 位の置換基が異

なるニトロキシド誘導体を設計・合成し、アスコルビン酸との還元反応性を評価した。

2, 4 位のどちらにも嵩高い置換基が結合した化合物 2 では、立体異性による還元反応性

に違いが見られた一方で、2, 4 位の片側のみが嵩高い化合物 9 及び 10 では立体異性に

よる反応性に違いが見られなかった。また、アミノ基を有する化合物 6 では、立体異性

によって反応性に差が見られた。そのため、2, 4 位ジ置換 TEMPO 型ニトロキシド誘導

体の反応性には立体構造と電荷が関係すると考えられた。さらに、in vivo ESR により、

マウス脳内における 2a の還元反応速度定数が 2b よりも優位に低いことが示された。



 64 

以上の結果から、生体内で還元されにくい 2, 4 位ジ置換 TEMPO 型ニトロキシド化合物

2a の合成に成功した。 

 

(2) 放射性ヨウ素標識ニトロキシド化合物の生体内脂質ラジカル検出プローブとして

の基礎的評価 

第 2 章では、開発した脂質ラジカル検出プローブの生体内への応用に向けた基礎的評

価を行った。化合物 2a を用いた反応選択性評価では、2a が活性酸素とは反応せず、脂

質ラジカル選択的に反応することが示された。また、アラキドン酸由来脂質ラジカルと

化合物 2a を反応させ LC/MS 分析を行うと、複数の脂質ラジカル付加体の分子イオン

ピークが検出された。そのため、脂質ラジカルと 2a が反応することで、複数の脂質ラ

ジカル付加体が生成することが確認された。細胞集積性評価では、脂質ラジカル産生を

誘発しない細胞と比較して脂質ラジカル産生を誘発した細胞で化合物[125I]2a が有意に

高く集積した一方で、ニトロキシドをメチル化し脂質ラジカルとの反応性を消失させた

メトキシアミン体[125I]3a では、脂質ラジカル産生を誘発した細胞と誘発しない細胞で

同程度の集積を示した。正常マウスに[125I]2a を静脈内投与し体内動態を評価すると、

甲状腺への放射能集積は 0.1%dose 以下と低く、p-ヨードベンズアミドに導入された放

射性ヨウ素は脱離せず、生体内の脱ヨウ素に対する安定性が高いことが示唆された。さ

らに、四塩化炭素により誘発した脂質過酸化亢進モデルマウスを用いた生体内放射能分

布評価では、脂質過酸化が起こるとされる脾臓、膵臓、腎臓、肝臓、肺などの臓器にお

いて、メトキシアミン体[125I]3a と比較してニトロキシド誘導体[125I]2a で有意に高く集

積した。以上より、化合物[125I]2a が生体内の脂質ラジカルを非侵襲的に検出可能な放

射性プローブとして機能する可能性を示した。 

 

(3) 一過性中大脳動脈閉塞モデルマウスにおける脂質ラジカルの追跡 

 第 3 章では、脳虚血再灌流後に発生する脂質ラジカルの脳内挙動を追跡することを目

的として、化合物[125I]2a を用いて tMCAO モデルマウスにおける放射能分布評価を行

った。tMCAO（1 時間虚血）マウスに化合物[125I]2a を投与すると、Bregma から-1.4 mm

に位置する脳と Bregma から+0.5 mm に位置する脳では、虚血側で有意な放射能集積が

見られる時間や部位が異なっており、脳虚血再灌流後の脂質ラジカルの生成は部位や時

間により変化する可能性が示された。また、LC/MS を用いて tMCAO マウスの再灌流後

に生じた脂質ラジカルと化合物 2a との反応物解析を行うと、様々な脂質ラジカル付加

体と考えられるピークが確認され、化合物 2a が脳内で生じた脂質ラジカルを捕捉して
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いることが示された。フリーラジカル消去作用を示し脂質過酸化を抑制するエダラボン

を tMCAO マウスに投与し、化合物[125I]2a により放射能分布評価を行うと、Bregma か

ら+0.5 mm に位置する脳では再灌流の 1、3 時間後にエダラボンを投与すると有意に集

積が抑制された。一方で、Bregma から-1.4 mm に位置する脳では、エダラボンの投与タ

イミングに関わらず、非投与群と同程度の放射能集積を示した。以上より、化合物[125I]2a

を用いることにより虚血再灌流後の脳内で発生する脂質ラジカルを追跡可能であるこ

とを示した。 

 

 以上、本研究で開発した放射性ヨウ素標識 TEMPO 型ニトロキシド化合物[125I]2a を

応用すれば、従来の手法では困難であった、生体内の脂質ラジカルを非侵襲的に可視化

することや分子種の同定が可能となり、酸化ストレス疾患の発症や進展に関わる脂質ラ

ジカルや脂質過酸化反応の役割を明確にできると強く確信している。 
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実験の部 

研究全般に関する項目 

 

本研究に用いた主要な試薬、機器等について以下に一括する。動物実験は、神戸薬科

大学動物実験委員会の承認（承認番号：2017-007、2018-034、2019-026、2020-061、2021-

042、2022-042、2023-002）を得たのち、神戸薬科大学動物実験実施規定を遵守し、動物

に不必要な苦痛を与えぬよう十分に配慮して行った。 

 

試薬・使用動物・機器 

4-Iodobenzoic acid、(SnBu3)2、n-octanol、ヘキサナールは、東京化成工業社から購入し

た。PhNHNH2、DMT-MM、FeSO4･7H2O、Pd (PPh3)4、Fmoc-Osu、Sodium hydrogen carbonate、

Na2SO4、H2O2、Tween80、アスコルビン酸ナトリウム、PEG400、プロピレングリコール

（PG）、FeSO4、次亜塩素酸ナトリウム、tert-butanol、塩化銅（Ⅰ）、アラキジン酸、

四塩化炭素、オリーブ油、イソフルラン、TTC、エバンスブルー、トリクロロ酢酸、エ

ダラボン（5-methyl-2-phenyl-2,4-dihydro-3H-pyrazol-3-one）、その他合成に用いた有機溶

媒は、富士フィルム和光純薬社から購入した。ピぺリジンは、渡辺化学工業社から購入

した。PBS(-)、NCS、DMEM、アラキドン酸、ヒポキサンチン、キサンチンオキシダー

ゼは、ナカライテスク社から購入した。生理食塩水は大塚製薬工場社から購入した。LOX

は、Sigma-Aldrich 社から購入した。Na125I は、PerkinElmer 社から購入した。 

ddY マウス及び C57BL/6N マウスは、日本 SLC 社から購入した。マウスは、25±2℃

の温度、気圧、および制御された照明（12 時間の明暗スケジュール）を備えた認定動物

飼育施設で飼育した。 

ヒト肝がん細胞 HepG2 細胞株は、理化学研究所より購入した。 

中圧分取液体クロマトグラフィーには、山善社製の自動設定中圧分取液体クロマトグ

ラフシステム（YFLC AI-580）を使用し、Purif-Pack-EX（充填材：シリカゲル SiOH、粒

子径：50 µm、カラムサイズ：M −4 L）を装着した。核磁気共鳴（nuclear magnetic resonance; 

NMR）測定には、Agilent Technologies 社製の Varian Mercury 300 を用い、重水素化溶媒

中の残留溶媒を内標準物質として測定した。エレクトロスプレーイオン化高分解能質量

分析（electrospray ionization high-resolution mass spectrometry; ESI-HRMS）には、Thermo 

Fisher Scientific 社製の Themo Scientific Exactive を使用した。X-band ESRスペクトルは、

ADANI社製の SPINSCAN X及び JEOL社製の JES-FA100を使用した。 
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ESR イメージングは、デジタルコンソール、電圧制御マルチループギャップ共振器、

永久磁石、およびコイルへの電源から構成される特注の 750 MHz 連続波 3 次元（3D）

ESR イメージング装置[91–93]を用いて取得した。ESR データの取得と画像再構成は、

どちらも National Instruments 社の LabVIEW ソフトウェアのカスタムプログラムを用い

て行った。マウス頭部の解剖学的画像は、0.5 T の永久磁石を備えた MR テクノロジー

社の MRmini スキャナーを用いて得た。 

放射能の測定には、PerkinElmer 社製の Wizard 1480 および TopCount NXT、Aloka 社

製の CURIEMETER IGC-3 を用いた。遠心分離機は、日立製作所社製の Himac CF7D2 を

用いた。X 線結晶構造解析は愛媛大学学術支援センター（ADRES）物質科学部門の

Rigaku VariMax SaturnCCD724/αにて測定した。逆相 HPLC には、日本分光社製の UV

検出器 UV-2075、ポンプ PU-2089 を使用し、ナカライテスク社の Cosmosil 5C18-AR-Ⅱ 

column 4.6 mmI.D.×250 mm を装着した。LC/MS には、Waters 社の ACQUITY QDa およ

び Thermo Fisher Scientific 社の LTQ-orbitrap discovery mass spectrometer を使用した。プ

レートリーダーには、Thermo Fisher Scientific 社の MULTISKAN FC を使用した。オート

ラジオグラムは、GE Healthcare 社製の Typhoon FLA 7000Imager により取得し、画像解

析には Image J を使用した。7-0 ナイロン糸（7022910 PK5Re）は、Doccol Corporation か

ら購入した。統計解析ソフトは、GraphPad Software 社の GraphPad Prism 6 を使用した。 
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第 1 章 

【1】4-(4-Iodobenzamido)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl（1）の合成 

 化合物 4（0.50 g, 2.9 mmol）を THF（3 mL）に溶解し, 4-iodobenzoic acid（0.72 g, 2.9 

mmol）及び DMT-MM（1.22 g, 4.4 mmol）を加え室温で 1.5 時間撹拌した。水を加え、

EtOAc で抽出後、Na2SO4で脱水、減圧留去し、残渣を中圧分取カラムクロマトグラフィ

ー（hexane: EtOAc = 2: 1（Rf: 0.23））で精製し、橙色の固体である化合物 1 を収量 0.92 

g、収率 79%で得た。1H NMR (300 MHz, CDCl3 with PhNHNH2):  (ppm) 1.45 (s, 6 H), 1.56 

(s, 6 H), 2.02 - 2.14 (m, 2 H), 2.14 - 2.33 (m, 2 H), 4.41 - 4.74 (m, 1 H), 6.43 (d, J=7.6 Hz, 1 H), 

7.50 (d, J=8.4 Hz, 2 H), 7.78 (d, J=8.4 Hz, 2 H). ESR (DMSO): g = 2.0060, aN = 1.549 mT 

(triplet). HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+Na]+ calculated for C16H22IN2NaO2
･+ 424.0618; Found 

424.0622. 

 

【2】2,2,6,6-Tetramethyl-4-(4-(tributylstannyl)benzamido)piperidine-1-oxyl（5）の合成 

  化合物 1（0.20 g, 0.5 mmol）を toluene（超脱水、5 mL）に溶解し, Pd (PPh3)4（29 mg, 

25 μmol）を加え、撹拌しながら 5 分間 Ar バブリングを行った。その後、(SnBu3)2 (0.50 

mL, 1.0 mmol)を加え 100°C で 24 時間還流した。反応液を室温に戻し、減圧留去後、中

圧分取カラムクロマトグラフィー（hexane: EtOAc = 3: 1 （Rf: 0.38））で精製し、橙色

の固体である化合物 6 を収量 145 mg、収率 51%で得た。1H NMR (300 MHz, CDCl3 with 

PhNHNH2):  (ppm) 0.88 (t, J=7.2 Hz, 9 H), 1.02 - 1.13 (m, 6 H), 1.27 - 1.39 (m, 6 H), 1.47 - 

1.59 (m, 6 H), 1.49 (s, 6 H), 1.63 (s, 6 H), 2.05 - 2.18 (m, 2 H), 2.20 - 2.43 (m, 2 H), 4.50 - 4.69 

(m, 1 H), 6.25 (d, J=8.1 Hz, 1 H), 7.54 (d, J=8.0 Hz, 2 H), 7.67 (d, J=8.0 Hz, 2 H). ESR (DMSO): 

g = 2.0060, aN = 1.572 mT (triplet). HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+Na]+ calculated for 

C28H49N2NaO2Sn･+ 588.2708; Found 588.2711. 

 

【3】4-(4-Iodobenzamido)-2,2,6-trimethyl-6-pentylpiperidine-1-oxyl（2a / 2b）の合成 

 化合物 2 は、化合物 1 と同様の方法で合成した。化合物 6（0.89 g, 3.89 mmol）、THF 

（10 mL）、4-iodobenzoic acid（0.97 g, 3.9 mmol）、DMT-MM（1.62 g, 5.9 mmol）。中圧

分取カラムクロマトグラフィー（hexane: diethyl ether = 1: 2（Rf = 0.35））で精製し、化

合物 2a を収量 0.16 g、収率 9%、化合物 2b を収量 0.69 g、収率 39%で得た。化合物 2a: 

橙色の固体; HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+Na]+ calculated for C20H30IN2NaO2
･+ 480.1250, 

found 480.1249; 1H NMR (300 MHz, CDCl3 with PhNHNH2):  (ppm) 0.85 (t, J=6.5 Hz, 3 H), 
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1.25 (m, 7 H), 1.48 (s, 3 H), 1.67 (s, 3 H), 1.95 - 2.34 (m, 6 H), 2.40 - 2.56 (m, 2 H), 4.59 (br. s., 

1 H), 6.50 (d, J=7.6 Hz, 1 H), 7.50 (d, J=8.4 Hz, 2 H), 7.79 (d, J=8.2 Hz, 2 H); ESR (DMSO): g 

= 2.0060, aN = 1.528 mT (triplet). 化合物 2b: 橙色の固体; HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+Na]+ 

calculated for C20H30IN2NaO2
･+ 480.1250, found 480.1251; 1H NMR (300 MHz, CDCl3 with 

PhNHNH2):  (ppm) 0.93 (t, J=6.6 Hz, 3 H), 1.24 - 1.40 (m, 7 H), 1.66 (s, 3 H), 1.68 (s, 3 H), 

1.78 - 1.94 (m, 2 H), 2.03 - 2.20 (m, 2 H), 2.24 - 2.33 (m, 2 H), 2.37 - 2.53 (m, 2 H), 4.53 (br. s., 

1 H), 6.54 (d, J=7.7 Hz, 1 H), 7.51 (d, J=8.3 Hz, 2 H), 7.78 (d, J=8.3 Hz, 2 H); ESR (DMSO): g 

= 2.0061, aN = 1.585 mT (triplet).  

 

【4】2,2,6-Trimethyl-6-pentyl-4-(4-(tributylstannyl)benzamido)piperidine-1-oxyl（7a）の合成 

 化合物 7a は、化合物 5 と同様の方法で合成した。化合物 2a（30 mg, 66 μmol）、toluene

（超脱水、5 mL）、Pd(PPh3)4（3.8 mg, 3.3 μmol）、(SnBu3)2（66 μL, 0.13 mmol）。中圧

分取カラムクロマトグラフィー（hexane: diethyl ether = 1: 2（Rf: 0.60））で精製し、橙色

の固体である化合物 7a を収量 18 mg、収率 44%で合成した。HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: 

[M+H]+ calculated for C32H59N2O2Sn･+ 623.3593, found 623.3586; 1H NMR (300 MHz, CDCl3 

with PhNHNH2):  (ppm) 0.84 - 0.95 (m, 12 H), 1.02 - 1.13 (m, 6 H), 1.22 - 1.39 (m, 20 H), 1.48 

(br. s., 3 H), 1.58 - 1.69 (m, 6 H), 1.98 - 2.47 (m, 4 H), 4.59 (br. s., 1 H), 6.16 - 6.43 (m, 1 H), 

7.54 (d, J=7.7 Hz, 2 H), 7.67 (d, J=7.8 Hz, 2 H); ESR (DMSO): g = 2.0060, aN = 1.535 mT 

(triplet). 

 

【5】2,2,6-Trimethyl-6-pentyl-4-(4-(tributylstannyl)benzamido)piperidine-1-oxyl（7b）の合成 

 化合物 7b は、化合物 5 と同様の方法で合成した。化合物 2b（50 mg, 110 μmol）、

toluene（超脱水、5 mL）、Pd(PPh3)4（6.3 mg, 5.5 μmol）、(SnBu3)2（110 μL, 0.22 mmol）。

中圧分取カラムクロマトグラフィー（hexane: diethyl ether = 1: 2（Rf: 0.60））で精製し、

橙色の固体である化合物 7b を収量 35 mg、収率 51%で合成した。HRMS (ESI/Q-TOF) 

m/z: [M+H]+ calculated for C32H59N2O2Sn･+ 623.3593, found 623.3584; 1H NMR (300 MHz, 

CDCl3 with PhNHNH2):  (ppm) 0.77 - 0.95 (m, 12 H), 1.02 - 1.12 (m, 6 H), 1.19 - 1.41 (m, 20 

H), 1.46 - 1.54 (m, 3 H), 1.64 (br. s., 3 H), 1.69 (s, 3 H), 1.97 - 2.49 (m, 4 H), 4.55 (br. s., 1 H), 

6.25 (d, J=7.1 Hz, 1 H), 7.53 (d, J=7.7 Hz, 2 H), 7.67 (d, J=7.7 Hz, 2 H); ESR (DMSO): g = 

2.0061, aN = 1.560 mT (triplet). 
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【6】N-(1-Methoxy-2,2,6-trimethyl-6-pentylpiperidin-4-yl)-4-iodobenzamide（3a）の合成 

化合物 2a（50 mg, 110 μmol）を DMSO（3 mL）に溶解し、FeSO4･7H2O（61 mg, 220 

μmol）を加えた後、0 °C で撹拌しながら 30%（w/v）H2O2（1 mL）を滴下し、室温で 30

分撹拌した。水を加え、EtOAc で抽出後、Na2SO4で脱水、減圧留去し、残渣を中圧分取

カラムクロマトグラフィー（hexane: diethyl ether = 2: 1（Rf: 0.37））で精製し、白色の固

体である化合物 3a を収量 10 mg、収率 19%で得た。HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]+ 

calculated for C21H34IN2O2
+ 473.1665, found 473.1657; 1H NMR (300 MHz, CDCl3):  (ppm) 

0.85 (t, J = 6.8 Hz, 3 H), 1.07 (s, 3 H), 1.13 (br. s, 6 H), 1.18 - 1.51 (m, 10 H), 1.65 - 1.82 (m, 2 

H), 3.53 (s, 3 H), 3.99 - 4.32 (m, 1 H), 6.57 (d, J = 7.7 Hz, 1 H), 7.45 (d, J = 8.4 Hz, 2 H), 7.66 

(d, J = 8.4 Hz, 2 H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) ppm 14.2, 19.0, 20.9, 22.8, 23.5, 32.6, 33.2, 

41.7, 41.9, 43.8, 45.4, 60.0, 62.4, 65.2, 98.3, 128.7, 134.1, 137.6, 166.2. 

 

【7】N-(1-Methoxy-2,2,6-trimethyl-6-pentylpiperidin-4-yl)-4-iodobenzamide（3b）の合成 

化合物 3b は、化合物 3a と同様の方法で合成した。化合物 2b（100 mg, 220 μmol）、

FeSO4･7H2O（122 mg, 440 μmol）、30%（w/v）H2O2（1.5 mL）。中圧分取カラムクロマ

トグラフィー（hexane: diethyl ether = 2: 1（Rf = 0.37））で精製し、白色の固体である化

合物 3b を収量 11 mg、収率 11%で得た。HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]+ calculated for 

C21H34IN2O2
+ 473.1665, found 473.1657; 1H NMR (300 MHz, CDCl3):  (ppm) 0.86 (t, J = 6.5 

Hz, 3 H), 1.16 (s, 3 H), 1.18 (s, 3 H), 1.21 (s, 3 H), 1.23 - 1.63 (m, 8 H), 1.63 - 2.19 (m, 4 H), 3.58 

(s, 3 H), 4.11 - 4.27 (m, 1 H), 6.24 (br. s., 1 H), 7.43 (d, J = 8.3 Hz, 2 H), 7.68 (d, J = 8.0 Hz, 2 

H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) ppm 14.5, 21.6, 23.0, 25.9, 29.0, 33.0, 33.3, 33.6, 41.7, 42.2, 

45.8, 59.9, 63.2, 65.6, 98.3, 128.4, 133.9, 137.4, 165.8.  

 

【8】N-(1-Methoxy-2,2,6-trimethyl-6-pentylpiperidin-4-yl)-4-(tributylstannyl)benzamide（8a）

の合成 

化合物 8a は、化合物 5 と同様の方法で合成した。化合物 3a（10 mg, 21 μmol）、

Pd(PPh3)4（1.3 mg, 1.1 μmol）、(SnBu3)2（24 μL, 48 mmol）。中圧分取カラムクロマトグ

ラフィー（hexane: EtOAc = 10: 1（Rf = 0.50））で精製し、白色の固体である化合物 8a

を収量 8 mg、収率 59%で得た。  HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]+ calculated for 

C33H61O2N2Sn+ 637.3755, found 637.3747; 1H NMR (300 MHz, CDCl3):  (ppm) 0.84 - 0.91 (m, 

12 H), 0.98 - 1.11 (m, 6 H), 1.14 (s, 3 H), 1.16 (s, 3 H), 1.18 (s, 3 H), 1.24 - 1.65 (m, 22 H), 1.80 
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(br. s., 2 H), 3.56 (s, 3 H), 4.17 - 4.42 (m, 1 H), 6.23 (br. s., 1 H), 7.49 (d, J = 7.7 Hz, 2 H), 7.70 

(d, J = 7.7 Hz, 2 H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) ppm 9.7, 13.7, 14.2, 19.1, 20.9, 22.8, 23.5, 27.4, 

29.1, 32.7, 33.2, 41.5, 42.2, 43.9, 45.6, 60.1, 62.4, 65.1, 126.0, 134.1, 136.5, 147.1, 167.1. 

 

【9】N-(1-Methoxy-2,2,6-trimethyl-6-pentylpiperidin-4-yl)-4-(tributylstannyl)benzamide（8b）

の合成 

化合物 8b は、化合物 5 と同様の方法で合成した。化合物 3b（11 mg, 23 μmol）、

Pd(PPh3)4（1.5 mg, 1.3 μmol）、(SnBu3)2（24 μL, 48 mmol）。中圧分取カラムクロマトグ

ラフィー（hexane: EtOAc = 10: 1（Rf = 0.50））で精製し、白色の固体である化合物 8b

を収量 9 mg、収率 61%で得た。HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]+ calculated for 

C33H61O2N2Sn+ 637.3755, found 637.3749; 1H NMR (300 MHz, CDCl3):  (ppm) 0.69 - 1.00 (m, 

12 H), 1.00 - 1.16 (m, 6 H), 1.21 (s, 3 H), 1.22 (s, 3 H), 1.26 (s, 3 H), 1.27 - 1.72 (m, 20 H), 1.82 

- 2.18 (m, 4 H), 3.61 (s, 3 H), 4.27 (dt, J = 7.6, 3.6 Hz, 1 H), 5.93 (br. s., 1 H), 7.51 (d, J = 7.7 Hz, 

2 H), 7.66 (d, J = 8.0 Hz, 2 H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3) ppm 10.0, 14.0, 14.5, 21.7, 23.1, 26.0, 

27.6, 29.1, 29.3, 33.1, 33.3, 33.7, 41.5, 42.5, 46.1, 60.0, 63.3, 65.6, 125.7, 134.0, 136.4, 147.0, 

166.8. 

 

【10】2-Ethyl-4-(4-iodobenzamido)-2,6,6-trimethylpiperidine-1-oxyl（9a / 9b）の合成 

化合物 9a は、化合物 1 と同様の方法で合成した。化合物 11（0.40 g, 2.16 mmol）、

THF （10 mL）、4-iodobenzoic acid（0.54 g, 2.16 mmol）、DMT-MM（0.90 g, 3.74 mmol）。

中圧分取カラムクロマトグラフィー（hexane: diethyl ether = 1: 2（Rf = 0.25））で精製し、

化合物 9a を収量 22 mg、収率 3%、化合物 9b を収量 250 mg、収率 28%で得た。化合物

9a: 橙色の泡状; HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M]+ calculated for C17H24IN2O2
･+ 415.0883; found 

415.0885. ESR (DMSO): g = 2.0061; aN = 1.55 mT (triplet). 1H NMR (300 MHz, CDCl3 with 

PhNHNH2):  (ppm) 0.86 (t, J = 7.5 Hz, 3 H), 1.27 (s., 3 H), 1.29 (s, 3 H), 1.36 (s, 3 H), 1.54 - 

1.72 (m, 2 H), 1.88 - 2.07 (m, 4 H), 4.38 - 4.52 (m, 1 H), 7.49 (d, J = 8.5 Hz, 2 H), 7.79 (d, J = 

8.5 Hz, 2 H). 化合物 9b: 橙色の泡状 ; HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M]+ calculated for 

C17H24IN2O2
･+ 415.0883; found 415.0879. ESR (DMSO): g = 2.0061; aN = 1.52 mT (triplet). 1H 

NMR (300 MHz, CDCl3 with PhNHNH2):  (ppm) 0.94 (t, J = 7.5 Hz, 3 H), 1.41 (br s, 3 H), 1.41 

(br s, 3 H), 1.46 (s, 3 H), 1.73 - 2.11 (m, 4 H), 2.14 - 2.29 (m, 2 H), 4.27 - 4.51 (m, 1 H), 7.51 (d, 

J = 8.4 Hz, 2 H), 7.79 (d, J = 8.4 Hz, 2 H). 
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【11】N-(2-Ethyl-1-methoxy-2,6,6-trimethylpiperidin-4-yl)-4-iodobenzamide（12a）の合成 

化合物 12a は、化合物 3a と同様の方法で合成した。化合物 9a（200 mg, 0.48 mmol）、

FeSO4･7H2O（268 mg, 0.96 mmol）、30%（w/v）H2O2（1.8 mL）。中圧分取カラムクロ

マトグラフィー（hexane: EtOAc = 7: 1（Rf = 0.48））で精製し、白色の泡状化合物 12a

を収量 113 mg、収率 55%で得た。HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]+ calculated for 

C18H28IN2O2
+ 431.1190; found 431.1187. 1H NMR (300 MHz, CDCl3):  (ppm) 0.84 (t, J = 7.3 

Hz, 3 H), 1.12 (s, 3 H) 1.18 (br s, 3 H), 1.19 (br s, 3 H), 1.27 - 1.44 (m, 2 H), 1.47 - 1.64 (m, 2 

H), 1.70 - 1.87 (m, 2 H), 3.57 (s, 3 H), 4.10 - 4.40 (m, 1 H), 6.16 (d, J = 7.3 Hz, 1 H), 7.45 (d, J 

= 8.4 Hz, 2 H), 7.72 (d, J = 8.2 Hz, 6 H). 13C NMR (75 MHz, CDCl3):  (ppm) 10.4, 21.5, 24.9, 

28.2, 29.9, 33.5, 41.6, 45.9, 60.0, 63.6, 65.7, 98.5, 128.6, 134.2, 137.9, 166.1. 

 

【12】N-(2-Ethyl-1-methoxy-2,6,6-trimethylpiperidin-4-yl)-4-iodobenzamide（12b）の合成 

化合物 12b は、化合物 3b と同様の方法で合成した。化合物 9b（50 mg, 0.12 mmol）、

FeSO4･7H2O（67 mg, 0.24 mmol）、30%（w/v）H2O2（1.0 mL）。中圧分取カラムクロマ

トグラフィー（hexane: EtOAc = 7: 1（Rf = 0.45））で精製し、白色の泡状化合物 12b を

収量 9 mg、収率 17%で得た。HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]+ calculated for C18H28IN2O2
+ 

431.1190; found 431.1190. 1H NMR (300 MHz, CDCl3):  (ppm): 0.88 (t, J = 7.5 Hz, 3 H), 1.19 

(br s, 3 H), 1.22 (br s, 3 H), 1.24 (br s, 3 H) 1.37 - 1.49 (m, 1 H), 1.63 - 1.78 (m, 2 H), 1.84 - 1.97 

(m, 2 H), 2.06 (d, J = 12.9 Hz, 1 H), 3.62 (br s, 3 H), 4.07 - 4.34 (m, 1 H), 5.80 (br s, 1 H), 7.45 

(d, J = 8.4 Hz, 2 H), 7.77 (d, J = 8.4 Hz, 2 H). 13C NMR (151 MHz, CDCl3):  (ppm) 10.3, 21.5, 

25.0, 28.2, 29.9, 33.6, 41.6, 45.9, 60.0, 63.6, 65.7, 98.5, 128.6, 134.2, 137.9, 166.1. 

 

【 13 】 4-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-2,2,6-trimethyl-6-pentylpiperidine-1-

oxyl（13a / 13b）の合成 

化合物 6（0.50 g, 2.20 mmol）を dioxane/water＝2:1（4.8 mL）に溶解し、sodium hydrogen 

carbonate（0.14 g, 1.65 mmol）を加えた後、9-fluorenylmethyl-succinimidyl carbonate（Fmoc-

OSu; 0.80 g, 2.31 mmol）を数回に分けて加え、室温で 1 時間撹拌した。水を加え、EtOAc

で抽出後、Na2SO4 で脱水、減圧留去し、残渣を中圧分取カラムクロマトグラフィー

（hexane: EtOAc = 3: 1（Rf: 0.38））で精製し、化合物 13a を収量 203 mg、収率 21%、

化合物 13b を収量 517 mg、収率 52%で得た。化合物 13a: 橙色の泡状; HRMS (ESI/Q-

TOF) m/z: [M+H]+ calculated for C28H38N2O3
･+ 450.28769; found 450.28792. ESR (DMSO): g = 
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2.0061; aN = 1.55 mT (triplet). 1H NMR (300 MHz, CDCl3 with PhNHNH2):  (ppm) 0.88 (t, J = 

6.8 Hz, 3 H), 1.01 (d, J = 18.0 Hz, 2 H), 1.17 - 1.42 (m, 6 H), 1.25 (s, 3 H), 1.31 (s, 3 H), 1.37 (s, 

3 H), 1.42 - 1.79 (m, 4 H), 1.81 - 2.01 (m, 2 H), 4.18 - 4.25 (m, 1 H), 4.40 (d, J = 6.9 Hz, 2 H), 

4.63 - 4.76 (m, 1 H), 6.79 - 6.87 (m, 2 H), 7.28 - 7.35 (m, 2 H), 7.59 (d, J = 7.3 Hz, 2 H), 7.77 (d, 

J = 7.3 Hz, 2 H). 化合物 13b: 橙色の泡状; HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]+ calculated for 

C28H38N2O3
･+ 450.28769; found 450.28791. ESR (DMSO): g = 2.0060; aN = 1.52 mT (triplet). 1H 

NMR (300 MHz, CDCl3 with PhNHNH2):  (ppm) 0.89 (t, J = 6.6 Hz, 3 H), 0.96 - 1.14 (m, 2 H), 

1.26 (s, 3 H), 1.28 (s, 3 H), 1.35 (s, 3 H), 1.41 (d, J = 7.0 Hz, 4 H), 1.57 - 1.84 (m, 2 H), 1.87 - 

2.23 (m, 4 H), 4.17 - 4.25 (m, 1 H), 4.39 (d, J = 6.7 Hz, 2 H), 4.78 (d, J = 7.0 Hz, 1 H), 6.76 - 

6.88 (m, 2 H), 7.28 - 7.35 (m, 2 H), 7.59 (d, J = 7.3 Hz, 2 H), 7.77 (d, J = 7.3 Hz, 2 H). 

 

【14】4-Amino-2,2,6-trimethyl-6-pentylpiperidin-1-oxyl（6a）の合成 

化合物 13a（122 mg, 0.27 mmol）を dichloromethane（5 mL）に溶解し、piperidine（1 

mL）を加え室温で 4 時間撹拌した。減圧留去後、残渣を中圧分取カラムクロマトグラ

フィー（chloroform: MeOH = 9: 1（Rf: 0.23））で精製し、橙色の液体である化合物 5a を

収量 39 mg、収率 63%で得た。HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]+ calculated for C13H28N2O
･

+ 228.21962; found 228.21962. ESR (DMSO): g = 2.0060; aN = 1.55 mT (triplet). 1H NMR (300 

MHz, CDCl3 with PhNHNH2):  (ppm) 0.72 - 0.92 (m, 5 H), 1.23 (s, 3 H), 1.25 (s, 3 H), 1.28 (s, 

3 H), 1.40 (br s, 2 H), 1.45 - 1.68 (m, 2 H), 1.72 - 1.91 (m, 2 H), 1.91 - 2.33 (m, 4 H), 4.05 - 4.27 

(m, 1 H). 

 

【15】4-Amino-2,2,6-trimethyl-6-pentylpiperidin-1-oxyl（6b）の合成 

化合物 5b は、化合物 6a と同様の方法で合成した。化合物 13b（247 mg, 0.55 mmol）、

piperidine（1 mL）。中圧分取カラムクロマトグラフィー（chloroform: MeOH = 9: 1（Rf: 

0.23））で精製し、橙色の液体である化合物 5b を収量 107 mg、収率 86%で得た。HRMS 

(ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]+ calculated for C13H28N2O
･ + 228.21962; found 228.21962. ESR 

(DMSO): g = 2.0059; aN = 1.54 mT (triplet). 1H NMR (300 MHz, CDCl3 with PhNHNH2):  

(ppm) 0.80 - 0.93 (m, 5 H), 1.25 (s, 3 H), 1.28 (s, 3 H), 1.33 (s, 3 H), 1.40 (br s, 2 H), 1.45 - 1.52 

(m, 2 H), 1.55 (br s, 2 H), 1.90 - 2.12 (m, 2 H), 2.19 - 2.66 (m, 2 H), 4.02 - 4.32 (m, 1 H). 
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【16】4-Formamido-2,2,6-trimethyl-6-pentylpiperidine-1-oxyl（10a）の合成 

化合物 6a（20 mg, 88 µmol）を THF（超脱水、0.1 mL）に溶解し、N-formylsaccharin

（19 mg, 88 µmol）を加え室温で 30 分間撹拌した。水を加え、chloroform で抽出後、

Na2SO4で脱水、減圧留去し、残渣を中圧分取カラムクロマトグラフィー（hexane: EtOAc 

= 1: 1（Rf: 0.20））で精製し、赤色の液体である化合物 10a を収量 19 mg、収率 83%で

得た。HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]+ calculated for C14H28N2O2
･ + 256.21453; found 

256.21456. ESR (DMSO): g = 2.0060; aN = 1.56 mT (triplet). 1H NMR (300 MHz, CDCl3 with 

PhNHNH2):  (ppm) 0.72 - 0.96 (m, 5 H), 1.20 - 1.33 (m, 6 H), 1.37 (s, 3 H), 1.41 (s, 3 H), 1.54 

(s, 3 H), 1.78 - 2.21 (m, 4 H), 4.40 (br s, 1 H). 

 

【17】4-Formamido-2,2,6-trimethyl-6-pentylpiperidine-1-oxyl（10b）の合成 

 化合物 10b は、化合物 10a と同様の方法で合成した。化合物 5a（50 mg, 0.22 mmol）、

N-formylsaccharin（46 mg, 0.22 mmol）。中圧分取カラムクロマトグラフィー（hexane:EtOAc 

= 1: 1（Rf: 0.20））で精製し、橙色の液体である化合物 10b を収量 47 mg、収率 88%で

得た。HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]+ calculated for C14H28N2O2
･ + 256.21453; found 

256.21464. ESR (DMSO): g = 2.0060; aN = 1.54 mT (triplet). 1H NMR (300 MHz, CDCl3 with 

PhNHNH2):  (ppm) 0.73 - 0.98 (m, 5 H), 1.22 - 1.37 (m, 6 H), 1.47 (s, 3 H), 1.55 (s, 3 H), 1.59 

(s, 3 H), 1.92 - 2.31 (m, 4 H), 4.37 (br s, 1 H). 

 

【18】放射性ヨウ素標識 

MeOH: AcOH=100:1 の溶液に標識前駆体（化合物 5、7a、7b、8a、8b）（1.0 mg/mL、

50 µL）及び NCS（0.50 mg/mL、50 µL）をそれぞれ溶解し、Na125I（3.7 MBq）を混合し

た後、室温で 15 分間静置した。放射性ヨウ素標識体は逆相 HPLC（mobile phase: A: H2O, 

B: MeCN; 10% B (t = 0 min), 100% B (t = 5 to 30 mins); column: COSMOSIL 5C18-AR-II, 4.6 

mm I.D. x 250 mm; flow rate: 1 mL/min）にて精製し、非標識体との同時分析により同定

した。 

 

【19】アスコルビン酸ナトリウムとの反応性評価 

 TEMPOL, 1, 2a, 2b, 9a, 9b, 10a, 10b, 6a, 6b をそれぞれ PBS（1% DMSO, 25% PEG400）

に溶解し、50 μM の溶液とした。これに、sodium ascorbate（250 µM, 500 µM, 750 µM, 1 

mM, 6 mM, 8 mM, or 10 mM）をそれぞれ同体積となるように加え、ボルテックス後、直
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ちに反応液を ESR チューブに取り、常温下で一定時間経時的に ESR スペクトルを測定

した。得られた ESR スペクトルの二重積分面積を時間に対してプロットし、擬一次反

応速度定数を求めた。二次反応速度定数は、sodium ascorbate の濃度に対してプロット

した擬一次反応速度定数から求めた。ESR スペクトルは、X バンドで測定した。Mn2+を

外部標準物質として用い、二重積分した ESR シグナル強度からニトロキシドの量を算

出した。（ESR 測定の条件：power, 10 mW; frequency, 9.4 GHz; magnetic field, 337 mT; 

modulation amplitude, approximately one-third of the line width; time constant, 0.03 s.) 

 

【20】X 線結晶構造解析 

化合物 9a、9b を hexane/EtOAc に溶解し、0℃で静置して再結晶を行った。その後、

得られた単結晶を用いて X 線結晶構造解析を行った。 

 

【21】DFT 計算 

 ニトロキシド誘導体の最適化計算は、Gaussian 16 W を用いて行った。汎関数は B3LYP、

基底関数に LanL2DZ を用い、密度汎関数法（DFT）計算にて行った[94]。 

 

Calculation of compound 2a at the axial (pentyl)-axial (p-iodobenzamide) using gaussian 16W. 
 
Enthalpy=      -1050.834411 
Free Energy=   -1050.924051 
 
0 2    
C 2.2691906 -2.3662935 0.3549088 
C 3.0959193 -1.5906970 1.3875180 
C 3.0950158 -2.5513927 -0.9189393 
C 3.7925633 -0.3050404 0.9077118 
H 2.4515929 -1.3262697 2.2672560 
H 3.8855888 -2.3024493 1.7535475 
C 3.7286984 -1.2767159 -1.4943606 
H 3.9177742 -3.2734218 -0.6628224 
H 2.4755394 -3.0244998 -1.7253240 
C 4.8992000 -0.0056463 1.9432414 
C 2.7873897 0.8668020 0.9552826 
C 2.6928020 -0.4243437 -2.2403460 
C 4.7573723 -1.7402812 -2.5477292 
H 5.6491759 -0.8317002 1.9695849 
H 4.4338462 0.0920640 2.9522468 
H 1.8179955 0.5653983 0.4827582 
H 2.5693813 1.0675425 2.0391094 
H 3.2183169 0.3068167 -2.9034866 
H 2.0500145 -1.0840183 -2.8698821 
H 2.0464807 0.1617326 -1.5452430 
H 4.2211391 -2.3008180 -3.3491245 
H 5.5247179 -2.4055888 -2.0863430 
H 5.2768101 -0.8602350 -2.9979069 
N 4.4362130 -0.4875952 -0.4329948 
O 5.2465591 0.3437691 -0.7963800 
H 5.4294291 0.9424505 1.6871922 
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C 3.2732900 2.1405652 0.2987834 
C 2.3542625 3.2992674 0.6252572 
H 3.3210124 2.0023446 -0.8149589 
H 4.3168508 2.3755064 0.6369337 
C 2.8045298 4.5675324 -0.0682869 
H 1.3063476 3.0510562 0.3102729 
H 2.3342505 3.4660671 1.7346121 
C 1.8991260 5.7271307 0.2571909 
H 3.8551014 4.8093410 0.2434536 
H 2.8210316 4.4011235 -1.1779107 
H 2.2492322 6.6506852 -0.2639310 
H 0.8520481 5.5143527 -0.0680976 
H 1.8901746 5.9245785 1.3564936 
H 2.1078546 -3.4009745 0.8037543 
N 0.9465146 -1.8443181 0.1031574 
H 0.8355978 -1.1834918 -0.6276139 
C -0.1236121 -2.1332269 0.9258386 
O -0.0172559 -2.9351858 1.8758730 
C -1.4249168 -1.4759106 0.6028321 
C -1.4967052 -0.1337490 0.2192073 
C -2.5966874 -2.2308430 0.7229608 
C -2.7353545 0.4457788 -0.0554473 
H -0.5860848 0.4815401 0.1481471 
C -3.8322182 -1.6486028 0.4420669 
H -2.5340056 -3.2808700 1.0520428 
C -3.9029191 -0.3113313 0.0496840 
H -2.7803690 1.5053864 -0.3533292 
H -4.7475299 -2.2542725 0.5377671 
I -5.6932927 0.5310818 -0.3596326 
 
Calculation of compound 2a at the equatorial (pentyl)- equatorial (p-iodobenzamide) using gaussian 
16W. 
 
Enthalpy=      -1050.839228 
Free Energy=   -1050.929653 
 
0 2 
I 6.9707840 -0.8371150 -0.3807360 
C 5.0625670 -0.3157660 0.0308650 
C 4.4870590 -0.6736200 1.2507290 
C 4.3196940 0.4072820 -0.9031980 
C 3.1697220 -0.3154980 1.5342920 
H 5.0659450 -1.2360330 2.0006490 
C 2.9996060 0.7631830 -0.6262770 
H 4.7674910 0.7053130 -1.8645460 
C 2.4196700 0.3961060 0.5911440 
H 2.7146040 -0.5770350 2.5035190 
H 2.4336970 1.3483180 -1.3670560 
C 1.0166800 0.7665710 0.9441390 
N 0.0769660 0.7024370 -0.0647530 
O 0.7083840 1.1101620 2.1033230 
C -1.3227720 0.9968780 0.1500280 
H 0.3406050 0.3652050 -0.9583120 
C -1.8249480 2.1060710 -0.7815800 
C -2.2133810 -0.2330110 -0.0641210 
H -1.4290970 1.3456640 1.2232520 
C -3.2770240 2.4966840 -0.4757720 
H -1.1924310 3.0247640 -0.6668380 
H -1.7476960 1.7684810 -1.8486390 
C -3.6957360 0.0381390 0.2581010 
H -2.1252320 -0.5785770 -1.1280450 
H -1.8719890 -1.0709600 0.5986790 
C -3.3325660 3.3342070 0.8093640 
C -3.8802540 0.0766170 1.7800770 
C -4.4686270 -1.1833570 -0.3066610 
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H -4.3869630 3.6350580 1.0237860 
H -2.9361760 2.7688090 1.6850930 
H -2.7167160 4.2552070 0.6735200 
H -4.9174930 0.4010350 2.0400500 
H -3.7089580 -0.9462970 2.1938210 
H -3.1560370 0.7764450 2.2599120 
H -3.8821180 -2.1014600 -0.0336650 
H -4.4885480 -1.1177760 -1.4265890 
N -4.1855610 1.2995760 -0.3959400 
O -5.3802770 1.5255820 -0.3762370 
C -3.7509830 3.4023540 -1.6288590 
H -4.7951990 3.7505630 -1.4409820 
H -3.0748640 4.2871490 -1.6942730 
H -3.7271130 2.8542950 -2.6001730 
C -5.8816840 -1.3371280 0.2091010 
H -6.4626720 -0.3932870 0.0310620 
H -5.8678940 -1.5187110 1.3163320 
C -6.5750140 -2.4970920 -0.4767360 
H -6.6143570 -2.3117150 -1.5825460 
H -5.9857150 -3.4387120 -0.3194050 
C -7.9805070 -2.6847380 0.0539670 
H -8.5657660 -1.7397060 -0.1002080 
H -7.9407550 -2.8712540 1.1597840 
C -8.6805210 -3.8317180 -0.6278620 
H -9.7136050 -3.9528100 -0.2215240 
H -8.7532180 -3.6515020 -1.7277510 
H -8.1238460 -4.7864170 -0.4661770 
 
Calculation of compound 2b at the axial (p-iodobenzamide)- equatorial (pentyl) using gaussian 
16W. 
 
Enthalpy=      -1050.835023 
Free Energy=   -1050.924789 
 
0 2  
C -2.1762438 -2.6494628 0.8863558 
C -2.9322768 -0.2488223 1.0813092 
H -1.3433781 -3.3370403 1.0662807 
H -3.0119898 -2.9939872 1.5123960 
C -3.4191169 -0.1871307 -0.3946297 
H -3.7871676 -0.5434132 1.7045411 
H -2.6467188 0.7613780 1.4017214 
C -1.3824255 -2.7907922 -1.5629066 
C -2.4905280 0.6637734 -1.3087328 
H -1.7347326 -2.7721758 -2.6001290 
H -0.6991079 -1.9517580 -1.4018104 
H -0.8162276 -3.7163927 -1.4010921 
H -2.9530082 0.7739905 -2.2953052 
H -2.3308372 1.6625221 -0.8850598 
H -1.5166420 0.1855638 -1.4630364 
N -3.4972384 -1.5859632 -0.9753993 
O -4.0952551 -1.6799927 -2.1640044 
N -0.4849522 -0.7493503 0.9330286 
H -0.4576870 0.0722318 0.3451079 
C 0.6861816 -1.2569342 1.4477723 
O 0.6790782 -2.1777899 2.3140993 
C 1.9771510 -0.6623214 0.9502312 
C 3.1396257 -0.9035204 1.7129580 
C 2.0851146 0.0939062 -0.2376001 
C 4.3828721 -0.3851551 1.3163162 
H 3.0506187 -1.5059427 2.6119505 
C 3.3253895 0.6147720 -0.6482441 
H 1.2229970 0.2658422 -0.8781468 
C 4.4694404 0.3776401 0.1358098 
H 5.2663392 -0.5754851 1.9171782 
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H 3.3943818 1.1875475 -1.5674319 
I 6.3577341 1.1732001 -0.4801718 
C -1.8004581 -1.2416912 1.4022849 
C -2.6016699 -2.7517038 -0.5999814 
C -3.4310657 -4.0442027 -0.7948110 
H -4.3486280 -4.0113135 -0.1950381 
H -3.7129402 -4.1669775 -1.8440545 
H -2.8384014 -4.9119215 -0.4788786 
C -4.8701006 0.3862247 -0.4337848 
H -5.2242294 0.3304249 -1.4692307 
H -5.5136813 -0.2864913 0.1529822 
C -5.0353000 1.8290405 0.0917712 
H -4.6810956 1.9073621 1.1307507 
H -4.4250812 2.5238011 -0.5042348 
C -6.5076578 2.2946976 0.0355635 
H -7.1299131 1.6110902 0.6352024 
H -6.8738551 2.2175549 -1.0004508 
C -6.7081159 3.7401492 0.5406849 
H -6.0894966 4.4235786 -0.0617947 
H -6.3389695 3.8178231 1.5754031 
C -8.1809525 4.1971506 0.4851918 
H -8.8174272 3.5499094 1.1042454 
H -8.2951224 5.2270789 0.8482207 
H -8.5662592 4.1583716 -0.5429868 
H -1.7160785 -1.3270245 2.4942882 
 
Calculation of compound 2b at the equatorial (p-iodobenzamide)- axial (pentyl) using gaussian 
16W. 
 
Enthalpy=      -1050.840887 
Free Energy=   -1050.931459 
 
0 2  
I 6.8139826 0.4540813 -0.2922064 
C 4.7257565 0.1497696 0.0617471 
C 4.2871856 -0.2889174 1.3258938 
C 3.8016300 0.3991659 -0.9696774 
C 2.9149067 -0.4862762 1.5497013 
H 4.9987143 -0.4725130 2.1244931 
C 2.4302279 0.1934576 -0.7344486 
H 4.1374817 0.7559626 -1.9380388 
C 1.9741390 -0.2601335 0.5227819 
H 2.5523094 -0.8094506 2.5208260 
H 1.7319911 0.4271147 -1.5349372 
C 0.5221846 -0.4928565 0.8455698 
N -0.3378738 -0.6644094 -0.2162546 
O 0.1136943 -0.5336247 2.0407834 
C -1.7825775 -0.8852669 -0.0172873 
H 0.0317074 -0.7601153 -1.1542435 
C -2.5649755 -0.3657794 -1.2344503 
C -2.0986935 -2.3816579 0.1883170 
H -2.0497168 -0.3284357 0.8863200 
H -2.3192022 0.6863096 -1.4211273 
H -2.2526851 -0.9357087 -2.1245178 
C -3.6006858 -2.6630698 0.4431035 
H -1.7728229 -2.9315690 -0.7073835 
H -1.5254703 -2.7648395 1.0402300 
C -4.7647776 -0.3810389 -2.4720351 
C -4.0099249 -2.2910983 1.8953208 
C -3.8912854 -4.1619238 0.2005660 
H -4.4742591 -1.2317687 -3.0997837 
H -4.4459776 0.5416488 -2.9702397 
H -3.7092336 -1.2744783 2.1697910 
H -5.0966955 -2.3767895 2.0041037 
H -3.5312636 -2.9808051 2.6011830 
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H -3.2532182 -4.7702883 0.8538892 
H -3.6858173 -4.4343288 -0.8416800 
H -4.9393333 -4.3906058 0.4115858 
N -4.4445917 -1.8732299 -0.5396061 
O -5.7325580 -2.2109729 -0.6010345 
H -5.8546536 -0.3825290 -2.3867266 
C -4.1032168 -0.4950439 -1.0794215 
C -4.6947285 0.5683614 -0.0940302 
H -5.7342916 0.2739878 0.1037162 
H -4.1631264 0.5142490 0.8662259 
C -4.6704067 2.0342639 -0.5811285 
H -5.2863598 2.1420151 -1.4848650 
H -3.6476906 2.3349773 -0.8569183 
C -5.1965231 3.0079039 0.4976850 
H -6.2162777 2.7101854 0.7895899 
H -4.5761105 2.9204974 1.4040543 
C -5.2103830 4.4800840 0.0316641 
H -5.8335611 4.5682382 -0.8719015 
H -4.1916116 4.7768912 -0.2631350 
C -5.7342671 5.4475926 1.1135994 
H -5.7336277 6.4860330 0.7568518 
H -6.7626492 5.1927092 1.4045222 
H -5.1109694 5.4021361 2.0172659 
 
Calculation of compound 6a using gaussian 16W. 
 
Enthalpy=      -695.800955 
Free Energy=   -695.868783 
 
0 2 
C -2.6867080 -0.6474222 -0.3571154 
C -2.7575671 0.8402329 -0.7802907 
C -1.9247043 1.7771258 0.1105894 
C -0.4499960 1.3482179 0.0180460 
C -0.1796776 -0.1011766 0.4949676 
H -2.3952950 0.9566307 -1.8105027 
H -3.8152424 1.1426866 -0.7739238 
H -0.1402635 1.4637256 -1.0296625 
H 0.1751239 2.0269032 0.6146522 
H -2.2653137 1.6773079 1.1590141 
N -1.2524866 -1.0320150 -0.0494241 
C 1.1726942 -0.6165471 -0.0852848 
H 1.3036053 -1.6567204 0.2351340 
H 1.0796994 -0.6362355 -1.1815186 
C -0.1878211 -0.2089748 2.0445933 
H -0.0500688 -1.2546534 2.3408037 
H 0.6227480 0.3891635 2.4761201 
H -1.1313748 0.1483577 2.4726248 
C -3.1639553 -1.5401091 -1.5262984 
H -3.1409536 -2.5949268 -1.2389550 
H -4.1894881 -1.2664429 -1.8058632 
H -2.5172846 -1.4089113 -2.4020667 
C -3.5641586 -0.9328609 0.8938210 
H -3.4050813 -1.9649022 1.2245962 
H -3.3300680 -0.2608602 1.7274044 
H -4.6245793 -0.8052318 0.6414879 
N -2.0578156 3.1621809 -0.3815165 
H -3.0170253 3.4925924 -0.4614971 
H -1.4555109 3.8370594 0.0847810 
O -1.0372306 -2.3346294 0.1375823 
C 2.4237773 0.2038133 0.2970350 
H 2.3129337 1.2495657 -0.0265776 
H 2.5500372 0.2217988 1.3898013 
C 3.7072594 -0.3777567 -0.3372792 
H 3.5968604 -0.3948998 -1.4334913 
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H 3.8255958 -1.4266645 -0.0220081 
C 4.9811648 0.4123621 0.0334422 
H 4.8611917 1.4615898 -0.2791094 
H 5.0930410 0.4256802 1.1289670 
C 6.2585457 -0.1713278 -0.6061342 
H 6.1865146 -0.1671397 -1.7025594 
H 7.1486285 0.4073756 -0.3254673 
H 6.4184103 -1.2104359 -0.2868093 
 
 
Calculation of compound 6b using gaussian 16W. 
 
Enthalpy=      -695.797152 
Free Energy=   -695.864316 
 
0 2    
C -2.6410050 -0.6996890 -0.2966420 
C -2.7026050 0.5343500 -1.2227320 
C -1.8515590 1.7428950 -0.8151840 
C -0.4026630 1.2877000 -0.5946900 
C -0.1787450 0.0986700 0.3670290 
H -2.3674730 0.2325120 -2.2242550 
H -3.7556790 0.8295740 -1.3295250 
H -0.0031310 1.0152800 -1.5811920 
H 0.2011560 2.1349340 -0.2449940 
N -1.2222280 -0.9615330 0.1235160 
C 1.1871520 -0.5726580 0.0490280 
H 1.3044910 -1.4272480 0.7224260 
H 1.1254960 -0.9887600 -0.9666080 
C -0.2419110 0.5184250 1.8521050 
H -0.1045580 -0.3614930 2.4887580 
H 0.5531050 1.2379950 2.0781390 
H -1.1964070 0.9915160 2.0887870 
C -3.1143220 -1.9309140 -1.0928850 
H -3.1379840 -2.8201950 -0.4594050 
H -4.1230880 -1.7462910 -1.4812340 
H -2.4478240 -2.1301170 -1.9396530 
C -3.5292260 -0.5440680 0.9579750 
H -3.4021150 -1.4165470 1.6064970 
H -3.2863420 0.3626810 1.5144630 
H -4.5829490 -0.4897950 0.6559160 
O -1.0165910 -2.0938940 0.6989630 
C 2.4284370 0.3277480 0.1449730 
H 2.3462100 1.1770580 -0.5481950 
H 2.5113510 0.7574230 1.1527230 
C 3.7225000 -0.4390100 -0.1696630 
H 3.6514370 -0.8746900 -1.1779740 
H 3.8174760 -1.2889530 0.5226040 
C 4.9857740 0.4283490 -0.0824220 
H 4.8916870 1.2773750 -0.7756510 
H 5.0573500 0.8635800 0.9252600 
C 6.2728700 -0.3442420 -0.3956420 
H 6.2470890 -0.7629970 -1.4100310 
H 7.1559200 0.3023950 -0.3245500 
H 6.4138760 -1.1790270 0.3029590 
N -2.3965580 2.4174160 0.3763590 
H -1.8362740 3.2389510 0.6018430 
H -3.3406600 2.7537730 0.1885990 
H -1.8361190 2.4256990 -1.6840220 
    
 
Calculation of compound 6a with NH3

+ using gaussian 16W. 
 
Enthalpy=      -696.256670 
Free Energy=   -696.324577 
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1 2    
C -2.6924622 -0.6136839 -0.3512820 
C -2.7595712 0.8819591 -0.7593440 
C -1.8910682 1.7685381 0.1415340 
C -0.4174242 1.3544881 0.0411570 
C -0.1705562 -0.1122639 0.4871150 
H -2.4183612 0.9869591 -1.7981160 
H -3.8108422 1.1914231 -0.7222130 
H -0.0861632 1.4745171 -0.9997040 
H 0.2053018 2.0062311 0.6634890 
H -2.2432162 1.7565761 1.1765420 
N -1.2483442 -1.0143739 -0.1015450 
C 1.1898138 -0.6072229 -0.0925990 
H 1.3438668 -1.6406769 0.2375770 
H 1.0998448 -0.6323519 -1.1886300 
C -0.1967482 -0.2524679 2.0329790 
H -0.0765022 -1.3054869 2.3093830 
H 0.6227968 0.3201391 2.4791970 
H -1.1327622 0.1118321 2.4695940 
C -3.2268462 -1.4685379 -1.5230510 
H -3.2576422 -2.5262799 -1.2490530 
H -4.2422182 -1.1423899 -1.7776590 
H -2.5921642 -1.3555389 -2.4097090 
C -3.5357532 -0.8979329 0.9221390 
H -3.3926712 -1.9381709 1.2334430 
H -3.2707382 -0.2474999 1.7624300 
H -4.5980472 -0.7453309 0.6986590 
N -2.0244803 3.1850117 -0.2901811 
H -3.0003813 3.5012247 -0.2167451 
H -1.4459653 3.8036727 0.2937259 
O -1.0126177 -2.3917427 -0.0025049 
C 2.4264918 0.2365711 0.2887890 
H 2.3050178 1.2758991 -0.0489380 
H 2.5463948 0.2683301 1.3812610 
C 3.7194358 -0.3346569 -0.3355700 
H 3.6119518 -0.3655599 -1.4317060 
H 3.8554348 -1.3766659 -0.0047860 
C 4.9774888 0.4833911 0.0288790 
H 4.8350298 1.5275711 -0.2903360 
H 5.0903988 0.5045511 1.1239510 
C 6.2649408 -0.0782389 -0.6106040 
H 6.1903228 -0.0787349 -1.7070090 
H 7.1434258 0.5195331 -0.3329780 
H 6.4451748 -1.1127939 -0.2868440 
H -1.7261473 3.3011007 -1.2681871 
 
Calculation of compound 6b with NH3

+ using gaussian 16W. 
 
Enthalpy=      -696.247789 
Free Energy=   -696.315488 
 
1 2    
C -2.6545402 -0.7363185 -0.2858439 
C -2.7447092 0.5228496 -1.1921100 
C -1.8335472 1.7115449 -0.8485042 
C -0.3830391 1.2618468 -0.6147624 
C -0.1494295 0.0608353 0.3446828 
H -2.4572991 0.2325568 -2.2099339 
H -3.7942277 0.8364805 -1.2493245 
H -0.0091996 0.9835861 -1.6079845 
H 0.2323934 2.1057395 -0.2839244 
N -1.2141912 -1.0006653 0.1125452 
C 1.2215653 -0.5987075 -0.0048969 
H 1.3461306 -1.4769948 0.6380620 



 83 

H 1.1681751 -0.9649114 -1.0407567 
C -0.1711752 0.4646034 1.8464115 
H 0.1444236 -0.3856831 2.4599908 
H 0.5111106 1.3000679 2.0320658 
H -1.1661813 0.7568523 2.2014925 
C -3.1453594 -1.9496786 -1.1134128 
H -3.1681771 -2.8543396 -0.5005405 
H -4.1577737 -1.7511659 -1.4849657 
H -2.4879400 -2.1252545 -1.9727930 
C -3.5312522 -0.6277559 0.9934300 
H -3.4287821 -1.5438906 1.5840206 
H -3.2627663 0.2118108 1.6443009 
H -4.5834084 -0.5093731 0.7111410 
O -0.9871397 -2.1867432 0.6774281 
C 2.4584950 0.3149302 0.1440574 
H 2.3749036 1.1921103 -0.5135737 
H 2.5312754 0.6934432 1.1736139 
C 3.7636455 -0.4378664 -0.1988126 
H 3.7063608 -0.8173800 -1.2315752 
H 3.8565691 -1.3202735 0.4543085 
C 5.0250590 0.4400771 -0.0484794 
H 4.9327259 1.3219461 -0.7013201 
H 5.0800140 0.8200190 0.9835291 
C 6.3264835 -0.3171144 -0.3874959 
H 6.3097926 -0.6818515 -1.4239901 
H 7.2071818 0.3286899 -0.2716027 
H 6.4572583 -1.1868547 0.2713787 
N -2.3797229 2.5626483 0.3200489 
H -1.8003751 3.4035834 0.4474935 
H -3.3399701 2.8702810 0.1166516 
H -1.8483812 2.4103422 -1.6901266 
H -2.3924955 2.0550527 1.2111973 

 

【22】In vivo ESR イメージング 

 C57BL/6 マウス（8 週齢、雄）の腹腔内に、三種混合麻酔（medetomidine hydrochloride

（0.75 mg/kg）、midazolam（4 mg/kg）、butorphanol tartrate（5 mg/kg））を投与し、全

身麻酔をかけた。麻酔下のマウスを ESR 装置に置き、化合物 2a または 2b（0.45 µmol/g、

DMSO:PG= 3:8）を静脈内投与した。ESR の撮像は、マウスの体温を 37 ± 0.5 °C に維持

しながら行った。投与 1 分後から、マウス頭部の 3D ESR 画像を 9.1 秒ごとに取得した。

（ESR の撮像条件：3D radial sequence; 181 projections, magnetic modulation field; 0.2 mT, 

magnetic field gradient; 0.6 mT/cm, magnetic field sweep width; 6 mT, field sweep time per 

projection; 50 ms.）画像再構成はフィルター補正逆投影法で行った。取得した 3D ESR 画

像（128 × 128 × 128 pixels）から、マウス頭部の 2D ESR 画像（128 × 128 pixels）を抽出

した。また、ESR 画像と解剖学的画像の重ね合わせを目的として、ESR 撮像の前に MRI

を撮像した。（MRI の撮像条件：spin-echo multi-slice T1-weighted sequence: repetition time, 

480 ms; echo time, 12 ms; field of view, 60 × 30 mm2; matrix, 256 × 128 pixels; number of 

excitations, 6; slice thickness, 1.2 mm; and space, 0.1 mm.）ESR 画像と MRI 画像の重ね合わ

せはこれまでの報告[93,95]と同様の方法で行い、重ね合わせた画像を基に関心領域を決
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定し、関心領域内の平均画像強度を算出した。関心領域における画像強度変化を、時間

経過に対してプロットし、マウス脳における化合物 2a と 2b の還元反応速度定数を算

出した。 

 

【22】統計解析 

 データは、平均±標準偏差（S.D.）で示した。In vivo ESR イメージングにおける速度

定数の評価は、Unpaired t 検定を用いた。統計的有意差の基準は p < 0.05 を採用した。  
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第 2 章 

【1】脂溶性評価 

各化合物の脂溶性は n-octanol と 0.1 M phosphate buffer（pH 7.4）への分配係数（logP）

で評価した。n-octanol（1.8 mL）及び 0.1 M phosphate buffer（2.0 mL, pH 7.4） を混合し、

10 時間静置し、平衡状態にした。これに、n-octanol（0.2 mL）に溶解させた化合物 1（370 

kBq）を加え、1 分間振盪、1 分間静置を 3 回繰り返した後、20 分間静置した。これを

3 回繰り返した後、遠心分離機（4 °C, 1500 × g, 5 min）により有機層と水層に分画し、

有機層、水層それぞれの放射能をγカウンタで測定した。なお、下層である水層を取り

出すときは、上層である有機層を全て抜き取った後、遠心（4 °C, 1500 × g, 5 min）を行

い、下層の下の方を水層として取り出した。logP の算出は、logP＝log（有機層の放射能 

/ 水層の放射能）の計算式から行った。 

 

【2】注射液中の安定性評価 

 化合物[125I]1 の注射液（1% EtOH 及び 0.1% Tween80 含有 PBS）を 37℃で 5 日間イン

キュベートした。5 日後に逆相 HPLC（mobile phase: A: H2O, B: MeCN; 10% B (t = 0 min), 

100% B (t = 5 to 30 mins); column: COSMOSIL 5C18-AR-II, 4.6 mm I.D. x 250 mm; flow rate: 

1 mL/min）を用いて各化合物を分析し、放射化学的純度を評価した。 

 

【3】脂質ラジカル及び活性酸素種との反応性評価 

 化合物 2a、2b と脂質ラジカル、活性酸素種およびグルタチオンを次に述べる条件で

反応させた。化合物 2a、2b はすべて 50 µM で反応させた。（（i）脂質ラジカル：arachidonic 

acid 0.8 mM、LOX（soybean lipoxidase）0.05 mg/mL（ii）H2O2：1%（iii）hydroxyl radical：

H2O2 1%、FeSO4, 0.2 mM（iv）superoxide anion radical：hypoxanthine 1.25 mM、xanthine 

oxidase 78 mU/mL（v）hypochlorite ion：sodium hypochlorite 0.1%（vi）reduced glutathione：

2 mM）各試薬は 10 mM のリン酸緩衝液（pH 7.4）に溶解した後、それぞれ同体積（40 

µL）となるように混合し、その後すぐに反応液を ESR チューブに取り ESR 測定を行っ

た。ESR スペクトルは、X バンド ESR スペクトロメーターで測定した。Mn2+を外部標

準物質として用い、二重積分した ESR シグナル強度からニトロキシド量を算出した。

（ESR 測定の条件：power, 10 mW; frequency, 9.4 GHz; magnetic field, 337 mT; modulation 

amplitude, approximately one-third of the line width; time constant, 0.3 s.) 
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【4】HPLC を用いた脂質ラジカルとの反応物解析 

最終濃度が arachidonic acid；0.8 mM、LOX；0.025 mg/mL、[125I]2a または[125I]3a；185 

kBq となるように水（5% EtOH）で希釈し、各 20 µL で混合させ、37℃で 10 分間反応

させた。その後、400 µL の MeCN を加えて混合し、遠心分離（4 °C, 1500 × g, 5 min）を

行った後、上清 300 µL を取り逆相 HPLC（mobile phase: A: H2O, B: MeOH; 50% B (t = 0 

to 10 min), 100% B (t = 25 to 60 min); column: COSMOSIL 5C18-AR-II, 4.6 mm I.D. x 250 mm; 

flow rate: 1 mL/min）を用いて分析した。 

 

【5】4-iodo-N-(2,2,6-trimethyl-6-pentyl-1-(pentyloxy)piperidin-4-yl)benzamide（14a）の合成 

化合物 2a（0.95 g, 0.2 mmol）を tert-butanol/water＝2:1（5 mL）に溶解し、copper(I) 

chloride および hexanal を加え 5 分間 Ar バブリングを行った。H2O2（1 mL）を滴下し、

1 日撹拌した。飽和 NaHCO3水溶液と diethyl ether で抽出し、diethyl ether 層と NaOH 水

溶液で抽出した後、Na2SO4で脱水、減圧留去し、残渣を中圧分取カラムクロマトグラフ

ィー（hexane: EtOAc = 9: 1（Rf: 0.50））で精製し、白色の固体である化合物 14a を収量 

45 mg、収率 41%で得た。HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M+H]+ calculated for C25H42O2N2I
･+ 

529.2286, found 529.2288; 1H NMR (300 MHz, CDCl3):  (ppm) 0.84 - 0.96 (m, 6 H) 1.19 (s, 3 

H) 1.20 (s, 3 H) 1.25 (m, 7 H) 1.29 - 1.44 (m, 8 H) 1.51 (m, 4 H) 1.76 - 1.95 (m, 2 H) 3.69 (t, 1 

H) 4.17 - 4.47 (m, 1 H) 5.74 (d, J=7.7 Hz, 1 H) 7.46 (d, J=8.4 Hz, 2 H) 7.77 (d, J=8.4 Hz, 2 H); 

13C NMR (75 MHz, CDCl3) ppm 14.3, 14.4, 19.5, 21.3, 23.0, 23.0, 23.7, 28.7, 28.8, 29.9, 32.8, 

33.5, 42.1, 42.4, 44.0, 45.9, 60.2, 62.6, 98.5, 128.6, 134.4, 138.0, 166.2. 

 

【6】LC/MS を用いた脂質ラジカルとの反応物解析 

最終濃度が arachidonic acid；0.8 mM、LOX；0.025 mg/mL、2a；0.1 mM となるように

水（5% EtOH）で希釈し、各 50 µL で混合させ、37℃で 10 分間反応させた。その後、

Bligh & Dyer 法[96]により脂質抽出を行った。具体的には、chloroform/MeOH＝1：2 溶液

を 600 µL 加えてボルテックスし、さらに chloroform 200 µL と水 200 µL を加えてボル

テックスした。遠心分離（4 °C, 1500 × g, 10 min）を行った後、下層を取り出し窒素ガス

により溶媒を除去した。その後 MeOH で再溶解し、LC/MS（HPLC conditions; mobile phase: 

5 mM ammonium acetate in MeCN-H2O (90:10); column: Xbrige BHE C18, 3.0 mm I.D. × 150 

mm; flow rate: 0.4 mL/min. MS condition; Ionization mode: ESI positive; Cone voltage: 10 V; 

Capillary voltage; 1.5 kV; Drying gas flow rate: 20 L/min; Drying gas temp.: 250℃）を用いて
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分析した。 

 

【7】細胞培養 

ヒト肝がん細胞 HepG2 細胞株は、DMEM（10%ウシ胎児血清、100 U/mL penicillin、

100 µg/mL streptomycin 含有）を用いて 37°C、5%CO2環境下で培養した。 

 

【8】HepG2 細胞への集積性評価 

HepG2 細胞を 2 × 105 cells/0.5 mL DMEM となるように 24-well plate の各ウェルに播種

し、37 °C 、5%CO2環境下で一晩インキュベートした。各ウェルの培地を除去し、脂肪

酸（500 μM arachidonic acid、または 500 μM arachidic acid）および化合物[125I]2a、[125I]2b、

[125I]3a、[125I]3b（18.5 kBq、1% EtOH、0.1% Tween 80）を含む培地を 0.5 mL ずつ加え、

37 °C の CO2 インキュベーターで 5、10、15 分間培養した。その後、培地を除去し、

PBS（-）0.5 mL を用いて洗浄した後、0.2 M NaOH 0.5 mL を加えて細胞溶解液を回収し

た。細胞溶解液の放射能はカウンタにより測定した。また、細胞溶解液中のタンパク

質量は BCA protein assay kit を用いて測定し、細胞集積量は%dose/mg protein として算

出した。 

 

【9】正常マウスにおける生体内分布評価 

ddY マウス（5 週齢、雄性、n=4）に化合物[125I]1、[125I]2a、[125I]2b、[125I]3a、[125I]3b

（PBS 溶液（1% EtOH +0.1% Tween80）/37 kBq/100 μL/匹）を静脈内に投与し、2、5、

10、30 分、1、3、6、24 時間後に屠殺し、血液、脾臓、膵臓、胃、腸、腎臓、肝臓、心

臓、肺、筋肉、甲状腺、脳を摘出した。また、投与 24 時間後に尿と糞を採取した。各

臓器重量と放射能を測定し、臓器への放射能集積は%dose あるいは%dose/g として算出

した。 

 

【10】四塩化炭素誘発脂質過酸化促進モデルマウスにおける生体内分布評価 

四塩化炭素（1 mg/kg）を同体積のオリーブ油に溶解し、ddY マウス（5 週齢、雄性, 

n=4）に腹腔内投与した。投与 24 時間後に、化合物[125I]2a、[125I]3a（PBS 溶液（1% 

EtOH +0.1% Tween80）/37 kBq/100 μL/匹）を静脈内投与し、6 時間後に屠殺し、血液、

脾臓、膵臓、胃、腸、腎臓、肝臓、心臓、肺、筋肉、甲状腺、脳を摘出した。それぞれ

の臓器重量と放射能を測定し、臓器への放射能集積は%dose あるいは%dose/g として算
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出した。 

 

【11】統計解析 

 データは、平均±標準偏差（S.D.）で示した。細胞取り込み評価は、one-way ANOVA

の後、Tukey-Kramer 検定を行った。四塩化炭素誘発脂質過酸化亢進モデルマウスの生体

内分布評価は、Unpaired t 検定を用いた。統計的有意差の基準は p < 0.05 を採用した。 
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第 3 章 

【1】マウス一過性中大脳動脈閉塞モデル（tMCAO モデル）の作製 

 C57BL/6N マウス（8 週齢、雄性）を使用した。マウス一過性中大脳動脈閉塞モデル

は、これまでに報告されている方法を参照し、Longa 法にて作製した[79]。以下、その

プロトコールを簡潔に記述する。マウスに isoflurane を吸入させ、全身麻酔をかけなが

ら実験を行った。顕微鏡下で左総頚動脈、内頚動脈、外頸動脈を剥離、露出し、外頸動

脈及び総頚動脈近位部を結紮した。外頸動脈を切開し、先端がシリコンコーティングさ

れた 7-0 ナイロン糸を挿入、内頚動脈を通して抵抗を感じるところまで糸を進め、中大

脳動脈起始部を閉塞させた。中大脳動脈閉塞 60 分後に塞栓糸を抜去し、再灌流を起こ

した。麻酔回復はヒートパッド上で行い、体温を 37℃に維持した。 

 

【2】TTC 染色による梗塞巣体積の測定 

これまでに報告されている TTC 染色法を参照し、梗塞巣体積を評価した[97–99]。

tMCAO マウスを作製し、再灌流の 1、3、5、8、24 時間後に屠殺した（n=5）。その後

脳を摘出し、ブレインマトリックスを用いて 2 mm 厚の脳切片を作製した。梗塞巣体積

を評価するため、 2%TTC 溶液中で脳切片を 37℃、20 分間インキュベートした。染色

されなかった白色部分を脳梗塞領域とし、画像解析ソフト Image J を用いて各切片の嗅

球側および小脳側の梗塞面積を計測した。梗塞巣体積は次の式を用いて評価した。 

梗塞巣体積（%）＝［左半球体積－（右半球体積－梗塞体積）］／左半球体積 × 100 

 

【3】血液脳関門損傷の評価 

血液脳関門損傷の評価は、これまでに報告されているエバンスブルー法を参照した

[100]。tMCAO マウスを作製し、再灌流の 0、2、4、7、23 時間後に 2%エバンスブルー

溶液（4 mL/kg）を静脈内投与した（n=5）。エバンスブルーを投与して 1 時間後に屠殺

し、生理食塩水 100 mL を全身灌流した。脳の重量を計測し、1 mL の 60%トリクロロ酢

酸を添加してホモジナイズした。遠心分離後（4 °C, 1400 × g, 30 min）、上清の 620 nm

の吸光度を測定し、標準曲線をもとに血管外へのエバンスブルー漏出量を評価した。 

 

【4】脳内放射能分布評価 

 tMCAO モデルマウスを作製し、再灌流から 15、30 分、1、3、5 時間後に[125I]2a また

は[125I]3a（PBS 溶液（1% EtOH +0.1% Tween80）/2590 kBq/100 μL/匹）を静脈内投与し
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た。同様に、糸を挿入しない sham 群として、処置から 15、30 分、1、3、5 時間後に

[125I]2a（PBS 溶液（1% EtOH +0.1% Tween80）/2590 kBq/100 μL/匹）を静脈内投与した。

投与 3 時間後に脳を摘出し、凍結切片（20 µm 厚）を作製した。切片をイメージングプ

レートに露光させ、バイオイメージングアナライザーにて分析を行った。放射能集積の

評価は画像解析ソフト Image J を用いて定量した。Bregma からの脳の位置は、Paxinos

と Franflin の脳地図[80]を参照して決定した。Bregma−1.4 mm では、虚血側および非虚

血側の大脳半球を関心領域に設定し、bregma+0.5 mm では、嗅結節付近の集積部位を関

心領域に設定した。定量の結果は、それぞれ非虚血側に対する虚血側の比として示した。

[125I]2a 投与群はそれぞれ n=8、[125I]3a 投与群および sham 群は n=4 で行った。 

 

【5】LC/MS を用いた脂質ラジカルとの反応物解析 

tMCAO マウスを作製し、再灌流から 1、5 時間後に isoflurane 吸入麻酔下で化合物 2a

（0.45 µmol/g、DMSO:PG= 3:8）を 1 分間かけてゆっくりと静脈内投与した。投与から

5 分後に脳を摘出し、左大脳半球と右大脳半球を取り出した。水 700µL を加えてホモジ

ナイザーでホモジナイズした後、chloroform/MeOH＝1：2 溶液を 2.1 mL 加えてボルテ

ックスし、さらに chloroform 700 µL と水 700 µL を加えてボルテックスした。遠心分離

（4 °C, 1500 × g, 10 min）を行った後、下層を取り出し窒素ガスにより溶媒を除去した。

その後メタノールで再溶解し、LCMS（HPLC conditions; mobile phase: H2O with 0.1% 

AcOH: CH3CN with 0.1% AcOH ＝ 97:3 (t=0) → 97:3 (t=3) → 0:100 (t=10)); column: 

COSMOSIL 5C18-ARⅡ 4.6 ID×150 mm; flow rate: 0.2 mL/min.）を行った。MS 測定には 

LTQ-orbitrap discovery mass spectrometer を用い、FTMS および ion trap analyzers にて分析

した。すべてのイオンは positive mode で分析した。それぞれ 5 匹ずつ行い、分析した結

果を合算して結果とした。 

 

【6】エダラボン投与後の脳内放射能分布評価 

tMCAO モデルマウスの再灌流の 5、30 分前、5、30 分後、1、3 時間後にエダラボン

（3 mg/kg、100 μL）を静脈内投与した。エダラボンは、1 M の NaOH で溶解した後、1 

M の HCl を加えて pH を 7.4 に調製し、生理食塩水で 3 mg/kg の投与量となるように希

釈した[83]。再灌流の 1、3、5 時間後に[125I]2a（PBS 溶液（1% EtOH +0.1% Tween80）

/2590 kBq/100 μL/匹）を静脈内投与した。[125I]2a 投与 3 時間後に脳を摘出し、凍結切片

（20 µm 厚）を作製した。切片をイメージングプレートに露光させ、バイオイメージン
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グアナライザーにて分析を行った（n=8）。Bregma からの脳の位置は、Paxinos と Franflin

の脳地図[80]を参照して決定した。放射能集積の評価は画像解析ソフト Image J を用い

て定量した。Bregma+0.5 mm の位置では嗅結節の位置で定量し、bregma−1.4 mm の位置

では虚血側と非虚血側の半球で定量し、それぞれ非虚血側に対する虚血側の比として算

出した。 

 

【7】統計解析 

 データは、平均±標準偏差（S.D.）で示した。脳内放射能分布評価およびエダラボン

投与後の脳内放射能分布評価は、one-way ANOVA の後、Tukey-Kramer 検定を行った。

統計的有意差の基準は p < 0.05 を採用した。 
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