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水素置換で向上するパプラール製剤の

ヒドロキシルラジカル消去反応機構
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パプラール製剤のヒドロキシルラジカル消去活性の機構に関する知見を得るために,パ
プラール製剤への水素置換が消去活性に及ぼす効果をフローインジェクションESR(電子
スピン共鳴,FI‐ESR)装置によるスピントラッピングESR法で検討した。スピントラッピ
ングESR測定には5,5"dimethyl-1‐ pyrr01ine― N―oxide(DMPO)を 使用し,過酸化水素の
紫外線分解で生成するDMPOの ヒドロキシルラジカル付加体であるDMPO/OHラジカルを
測定対象とした。DMPO/OHラジカルの濃度がコントロール溶液の50%に減少したパプラ
ール製剤の希釈率 (ID50,体積 %)を, ヒドロキシルラジカルの消去活性の指標とした。
パプラール製斉1を開封直後に窒素置換した試料のID50値は0.41%で あったバ 水素置換し

たパプラール製剤のID50値は0.15%に 低下し, ヒドロキシルラジカル消去活性が顕著に向

上した。さらに,水素置換したパプラール製剤を再び窒素置換後に同様の測定を行うと,
ID50値は0.35%に 増加した。これらの結果はパプラール製剤の抗酸化活性が, 白金および

パラジウムコロイドの表面に吸着している水素に起因する可能性を支持している。
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活性酸素種 COS)は,ヒ ドロキシルラジカリレ
スーパーオキシドラジカルおよび過酸化水素等の

酸素分子由来に由来する反応性の高い化学種の総

称である°。ROSは生体分子を容易に酸化するこ

とか ら,生体系にヤ卦こOSを無毒化する様々な防
御系が備わうている。たとえば,スーパーオキシ
ドラジカル消去酵素 60D)は,スーパーオキシ
ドラジカルを酸素と過酸化水素に変換する

υ
。生

成した過酸化水素は,カ タラーゼやベルオキシダ
ーゼによって代謝 。無毒化される。他九 脂質過

酸化などの自動酸化反応では,ビタミンEおよび
C等がラジカル種を還元することで酸化反応を抑

制している°。しかし,ヒ ドロキシルラジカルに
は特定の生体防御系が存在しない。そのため,ビ
タミンCなどのヒドロキシルラジカリレ消去活性に

優れた抗酸化活性物質が重要な役割を果たしてい

る。今日,ヒ ドロキシルラジカル消去活性を維持
あるいは改善するために,抗酸化活性を備えた医
薬品あるいは食品などが注目され,それらの抗酸
化活性について物理化学的な研究が継続されてい

る
4,S,0.

近年,ヒ ドロキシルラジカルと水素分子の反応

が消去反応として注目を集めている
の
。水素とヒド

ロキシルラジカルの反応は比較的遅い反応に分類

され,その速度定数は6× 107M-ls l程度である
の
。

水素は生体系に無害なために血中投与あるいは吸

引などによる供給が可能であり,その応用が検討
されている。他方,水素原子とヒドロキシルラジ
カルの反応は極めて速い (ム～7× 109 M Is~1)9

が,その寿命は極めて短いため水溶液中では容易
に存在しえない化学種である。水素を水素原子に

活性化する反応として,白金あるいはパラジウム
などの金属団体表面における水素分子の吸着と水

素原子への活性化がある。

パプラール製剤は白金およびパラジウムのコロ

イド溶液であり,パプラール製剤の原液 0.OmD
中にコロイド状の白金0.6mgと パラジウム0.9mg

が含まれている。白金コロィ ドの粒径はおおよそ

50A,パラジウムコロイドの粒径はおおよそ100

ClinicaI P力 armaεοfοgy and tterapy

Åである。パプラール製剤の主な効能は急性胃炎

および胃粘膜損傷に対する効果である
1°

。パプラ

ール製剤は,ヒ ドロキシルラジカルに対して優れ

た消去活性を有し,その重量あたりの消去活性は
ビタミンCに匹敵する

H)。
さらに,パプラール製

剤はスーパーオキシドラジカルに対しても消去活

性を有する
la。

パプラーリレ製剤の抗酸化活性については物理化

学的な研究例が乏しく,ヒ ドロキシリレラジカルお
よびスーパーオキシドラジカルの消去機構に関す

る研究例は皆無である。パプラール製剤の化学組

成から,ヒ ドロキシルラジカルの消去活性には,
白金及びパラジウムコロイ ド表面における水素の

活性化が関与する可能性が推測できる。そこで本

研究では,パプラール製剤のヒドロキシルラジカ
ルの消去活性に及ぼす水素の影響を,ヒ ドロキシ
リレラジカリレの検出に特化したフローインジェクシ

ョンESR装置 (FI‐ ESR)のを使用して検討 した:
本論文では,パプラール製剤のヒドロキシルラジ

カル消去反応機構に,白金およびパラジウムコロ

イ ドの表面に吸着した水素分子が重要な役割を果

たしている可能性を報告する。

1.FI―ESR測定装置
FI― ESR測定にはTE‐ 100型電子スピン共鳴装
置 (日本電子)に改良型IPRITソフトウエアと組
み合わせてして使用した。FI―ESR測定システム
は高速液体クロマ トグラフ分析用 (TOSOH)の
送液ポンプ, 6方切り替えノツレブ,イ ンジェクシ
ョンバルブ (Rheodyne)お よび扁平型石英ESR
フローセル (Wilmad)で構成され,これらを通
常のHPLC用 のPEEKチ ューブ (外径 1.58m血 ,

内径0.13mm)で接続した (Fig.1)。 光照射に
は,石英ガラスとテフロンスペーサーで構成され
るフロー型の照射セル OEOL)を使用し,紫外
線照射には光ファイバー式照射装置 (三永電機
UV-203S,150W)使用した。DMPO/OHラ ジカ
ルの濃度は,安定ラジカルであるTEMPOL G日
光純薬)のESR信号強度と濃度の検量線から評価
した。また,磁場掃引形式で観測するESR信号の

緒

験実
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強度補正には外部標準試料として酸化マグネシウ

ムに希釈したMn(II)イ オンを使用し,磁場強度の

補正にはMn(II)イ オン由来のESR信号の低磁場か

ら3本目と4本目の分裂幅 (8.69 mT)を 基準と

した。なお,FI‐ESR法における信号強度の実験誤

差は±5%以内である。

2.試  薬
開封直後のパプラール製剤の原液 (3.OmDを窒

素で充分に置換した。大気中で調製したDMPOお
よび過酸化水素の超純水溶液でパプラール原液を

所定の希釈率 (0.05%か ら1.0%,希釈率は体積%)

に調製した。同様にして,水素で充分に飽和した
パプラール製剤の原液 (3.O mDか ら同様の希釈

溶液 (0.05%か ら3.0%)を調製した。比較試料と

して,マニトールの超純水溶液 (10.O mM)3.0

m′を窒素あるいは水素で充分に置換後,DMPO超
純水で0.05%か ら3.0%に希釈した溶液を調製し

た。5,5_dimethyl-1‐ pyrr01ine― N―oxide(DMPO)
は市販の試薬 CabOte)を精製せずにそのまま

測定に使用した。ESR信号の強度補正にはTEM‐

POL (2, 2, 6, 6_tetramethyl-4‐hydroxypiperi‐

dine‐ N‐ oxyl,和光純薬)をそのまま使用した。
マニトールは特級試薬を使用した。いずれの試薬

及び測定溶液も測定の直前に所定の濃度に調製し

た。

3.FI―ESR測定の方法

過酸化水素の紫外線分解で生じるヒドロキシル

ラジカルのDMPOに よるスピントラッピング
ESR測定は次の手順で実施した。コントロール溶

液として,DMPO(100μ M)と過酸化水素 (500

μM)の超純水溶液を調製使用した。1.Om」毎分
の流速で送液している超純水キャリアー溶液に,

インジェクションバルブから200μ」のコントロー

ル溶液を注入した。試料溶液が紫外線照射セル内

を通過すると,過酸化水素から生成したヒドロキ
シルラジカルとDMPOが反応してヒドロキシル
ラジカルアダクト(DMPO/OH)を 生成する。FI―

ESR測定は,DMPO/OHラ ジカルの信号のピーク
位置にESRの外部磁場を固定し,ESR信号の強度
の時間変化を記録した。次に,コ ントロニル溶液

と同一濃度のDMPO,過酸化水素および希釈率が
異なるパプラール製剤を含む試料溶液 (200 μD

を調製し,FI‐ESR測定を行った。

1.パプラール製剤およびマニ トール水溶液の
FI―ESR測定

Fig.2に示したESRスペクトルは,コ ントロー

ル溶液力邁SRセルに到達した時点で送液を停止

し,外部磁場を掃引して記録した。ESR信号は強

度比1:2:2:1の 4本線の微細分裂 (aH=aN=

ClinゴεaI P力 acmaεοノοg/and T力erapy

結
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Fig.2 ESR spectrum of DMPO/OH radical.

The downward arrow indicates the static field for FI― ESR measurements.

14∞ d露に/s
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Fig.3 FI―ESR signals Of DⅣIPO/OH radica1 0bserved for each iniectiOn Of reaction mixture

containing DMPO(10o μM),H202(500 μM)and diluted(0.05%to l.0%)papuraru

solution after(1)nitrogen gas bubbling,(2)hydrogen gas bubbling.

FI¨ESR measurements were conducted by following condition;microwave power 10

mヽV,modulation width o.161■ T,amplitude 1000,ti】 ne constants l.O ms,sampling

interva1 1.O ms,and number of accumulation 1000.

ClinicaFさゝ armacofοgy aβ d 7カ erap/
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1.49 mT)を 示し,その信号の線形と微細結合定

数から,本ラジカルをDMPO/OHラジカルと帰属
した

1°

。次に,DMPO/OHラ ジカルのESR信号の
低磁場から2本目のピーク頂点に外部磁場を固定
し:HPLCポ ンプから超純水を毎分1.Omた連続
的に送液しながら,イ ンジェクションバリレブから
コントローリレ溶液を注入し,DMPO/OHラ ジカル
の信号強度の時間変化曲線を観測した TEMPOL
ラジカルのESR信号強度を基準として,コ ントロ
ール溶液のDMPO/OHラ ジカルの濃度を1.2 μM
と解析した。この濃度を[DMPO/OH]cとする。

窒素で飽和したパプラール製剤の原液を0.05か

ら1.0%の範囲で希釈した溶液についてFI―ESR測

定を行った (Fig。 3‐ 1)。 パプラール製剤の希釈率

が0.05%の試料溶液では,DMPO/OHラジカルの
信号強度はコントロールの約90%に減少した。パ

プラール製剤の存在量を上げると,DMPO/OHラ
ジカルの強度は段階的に減少した。最終的にパプ

ラール製剤の希釈率が1.0%の溶液では,DMPO/
OHラ ジカリレの3会度はコントローリレ溶液の約22%
に減少した

Hゝ

次に,水素で飽和したパプラール製剤の原液を

測定対象として,同様のFI‐ ESR測定を行った。
Fig.3-2に 示すように,パプラール製剤の希釈率
が0.05%の溶液ではDMPO/OHラ ジカルの信号強
度がコントロール溶液の約76%に減少し,Fig。 3-

1の窒素置換した試料に比べてDMPO/OHラ ジカ
ル強度の減少が顕著である。パプラール製剤の含

有量が増加するにつれて,DMPO/OHラ ジカルの
濃度は減少した。最終的にプラール製剤の希釈率

が1.0%の試料で観測されたDMPO/OHラ ジカル
の強度はコントール溶液の僅か2.4%であり,窒素

置換の測定結果 02%)に比べて,著しくDMPO/
OHラジカルの強度が減少 した。さらに,水素置
換 したパプラール製剤の原液を再び窒素で飽和

し,その希釈溶液について同様のFI‐ESR測定を

行った。パプラール製剤の希釈率が1.0%で は,

DMPO/OHラ ジカルの信号強度はコントロール溶
液の約20%であった (data nOt shown)。 この結

果は,パプラール製剤のヒドロキシルラジカル消

去活性が水素置換によって向上するだけでなく,

窒素置換によって低下することを示唆している。

号  2008年 7月 11 (221)

同様の測定条件で,あ らかじめマニトール水溶
液 (10.O mM)を窒素および水素で飽和した試料

溶液を,FI‐ESR測定に供した。マニ トール濃度
の増加につれてDMPO/OHラジカル強度は連続的
に減少した。しかし,DMPO/OHラジカルの信号
強度は,水素あるいは窒素置換とは無関係に,そ
れぞれ誤差範囲内で一致した。この結果は,水素
置換した試料溶液に含まれる溶存水素のヒドロキ

シリレラジカル消去反応への関与は無視できること

を支持している。

1.ス ピントラッピン勿ESR法によるヒドロキ
シルラジカルの消去活性評価

ヒドロキシルラジカルを還元的に無毒化する物

質は抗酸化活性物質と総称され,その活性の本質

はヒドロキシルラジカルとの2次反応速度定数
(■s)である。これまで ,■sを評価するにはパル

スラジオリシス法等の分光装置が必要とされてい

た。ヒドロキシルラジカリレをESRで検出するには
スキーム 1に示すようなDMPOを使用したスピン
トラッピング測定が必要 である。谷 口らは ,

DMPOとヒドロキシルラジカルの 2次反応速度定
数を,2.8× 109 m lsl)と 報告しているり。

適切なヒドロキシルラジカルの生成系にDMPO
と抗酸化物質が共存すると (スキーム 1),ヒ ドロ

キシルラジカルに対する競争反応が進行する。す

なわち,DMPO/OHラ ジカルの強度は,抗酸化物
質の濃度と鳥値に依存して減少する。ESR法によ

って抗酸化物質のた値を評価するには,被検物質
がヒドロキシルラジカルの生成反応に影響を与え

ないことが前提 となる。先に報告しているように

パプラール製剤は,過酸化水素の分解反応を触媒
しないだけでなく,DMPOをDMPO/OHラ ジカリレ
に変換するなどの副反応を起こさない

lD。
したが

って,過酸化水素をヒドロキシルラジカルの生成

系とするスピントラッピングESR測定系は,パプ

ラーリレ製剤のヒドロキシルラジカル消去反応機構

の解析に適応できる。

察考
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2.マニトールおよびパプラール製剤の抗酸化
曲線に及ぼす水素置換の効果

FI‐ESRの測定結果から,コ ントロール溶液
([DMPO/OH]c)と 抗酸化剤を加えた溶液の
DMPO/OHラ ジカリレ濃度 ([DMPO/OH]s)の 比
率 (%)を縦軸に,パプラール製剤の希釈率を横
軸にとって抗酸化曲線をプロットした Oig.4)。
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Con∝ntration ofmannitolノ ロM
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Fig.4 1nhibitory curves of papuraru(◇ )and mannitol(△ )prepared after nitrogen

(white)and hydrOgen(black)gas bubbling.

The bottom horizontal axis corresponds to the dilution(%)of papuraru and

mannitol solutions.

The top horizontal axis corresponds to the concentration of mannit01.

FI―ESR measurements were performed by same condition top the case of

papuraru.

抗酸化曲線の線形か らヒドロキシルラジカルと抗

酸化物質の反応における化学量論比およびID50値

が評価できる
I"。
ここで,ID50値ヤ』 MPO/OHラ

ジカルの信号強度比が50%に到達する抗酸化物質
の濃度である。両曲線ともS字線形を示したが,
水素置換パプラールの抗酸化曲線は窒素置換した

試料に比べて著しく左方向にシフトしている。窒

素置換パプラール製剤のID50値は希釈率として
0.41%と解析された。他方,水素置換パプラール
製剤後者のID50値は0.15%と評価され,水素置換
によってパプラール製剤のヒドロキシルラジカリレ

の消去活性が顕著に向上した。また,水素置換し
たパプラール製剤に再び窒素置換を行うと,その
ID50値は0.35%に増加した。この結果は,パプラ
ール製剤のヒドロキシルラジカル消去活性は水素
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置換によって向上したことを意味している。

水素および窒素置換 したマニトール水溶液を原

液として,パプラール製剤と同様の方法で希釈し
た試料溶液の抗酸化曲線を同様の方法でプロット

した (Fig.4)。 水素および窒素置換マニトール

溶液は極めて類似した抗酸化曲線を示し,両者の
ID50値はほぼ一致 して希釈率が約0.9%と 評価さ

れた。 このID50値はマニ トール濃度に換算して

0.09 mMとなり,ス キーム1の競争反応か らマニ
トールのたs値は3.1× 109(M ls l)と 評価できる。

このた値はパルスラジオリシスおよ飩 SR法から

求められたた値 (1.5～ 1.7× 109(M~lS・ ))61oに

近い。試料溶液に溶存する水素とヒドロキシルラ

ジカルの反応は,ヒ ドロキシリレラジカリレとマニト
ニルの競争反応 (スキーム)に有意な影響を及ぼ
さないことが結論できた。

抗酸化曲線の線形は,競争反応におけるヒドロ

キシルラジカルと抗酸化物質の反応比率に関する

知見を与える
1つ

。水素あるいは窒素置換 したパプ

ラール製剤の抗酸化曲線の線形は,いずれもマニ

トールの抗酸化曲線 とよく一致している。マニト

ールとヒドロキシルラジカルの反応は化学量論比

が 1で進行することから,パプラール製剤とヒド
ロキシルラジカルの反応は 1:1のモル比で進行
することが考えられる。さらに,DMPO/OHラ ジ
カルと抗酸化物質が反応する場合には,被検物質
の濃度が増加するにつれて抗酸化曲線の線形が著

しく変化する。しかし,パプラール製剤の抗酸化

曲線の線形には,このような傾向が認められず
今回の測定条件においてパプラール製剤による

DMPO/OHラ ジカルの還元反応は進行していない
ことが支持された。

パプラール製剤およびマニトールのヒドロキシ

ルラジカルに対する抗酸化曲線から,パプラール

製剤の抗酸化活性は水素置換によって向上し,窒
素置換によって低下することが半J明 した。本実験

条件においてパプラール製剤の抗酸化活性は水素

および窒素置換に対 してほぼ可逆的であり,パプ

ラニル製剤の抗酸化活性が溶存水素に起因するこ

とが結論できる。
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3.パプラール製剤のヒドロキシルラジカル消
去活性の機構

白金およびパラジウムは接触水素還元反応にお

ける代表的な触媒として知られている
1°

。実際の

還元反応では,白金およびパラジウムは活性炭 ,
アルミナあるいは無機塩などの不活性担体に保持

した状態で使用される。これらの不均一系触媒は

反応溶媒中で被還元物質と混合され,大気下ある
いは加圧下で供給される水素によって還元反応が

進行する。このような接触還元は 炭素―炭素多

重結合の水素添加反応に広く使用される。接触還

元反応における白金あるいはパラジウムの作用機

序は,不均一系の反応であるため複雑であり,定
量的な解析は困難である。定性的には,触媒金属
の表面上に吸着した水素分子が水素原子状に活性

化され,同じく金属表面に吸着あるいは接近した
被還元物質に移動する反応である。

白金およびパラジウムコロイドの混合溶液であ

るパプラール製剤のヒドロキシルラジカル消去活

性が,水素置換によって向上した観測結果は Cig.

4),白金およびパラジウムコロイ ドの表面に吸
着した水素分子がヒドロキシルラジカルの消去活

性に関与している可能性を示唆している。水素原

子はヒドロキシルラジカルを極めて速く (■s～ 7

×109M~ls l)9)消去することを考慮すると,コ ロ

イド表面に吸着した水素分子が水素原子状に活性

化され,それらがヒドロキシルラジカリレを水に還
元している機構が考えられる。今回の研究結果か

ら,パプラール製剤のヒドロキシルラジカリレ消去
活性が, 白金及びパラジウムコロイドの表面で活

性化された水素に起因することが結論できる。現

時点で,パプラール製剤に吸着しうる水素の濃度
および表面で活性化された水素とヒドロキシルラ

ジカルの反応速度などに不明な点が多く残されて

いる。今後は,パプラール製剤の水素活性化機構

とその抗酸化反応の詳細を定量的に解析する予定

である。

艶
ロロ

パプラール製剤の優れたヒドロキシルラジカル

消去活性は,溶液の水素置換によって向上し,窒

結
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素置換によって低下することをFI‐ESR法による  で活性化した水素によってヒドロキシルラジカル
スピントラピングESR測定から明らかにした。パ   を消去する生体系に無毒な抗酸化活性物質として
プラール製斉Jに含まれる白金およびパラジウムコ  結論できる。
ロイドの表面に吸着 して活性化された水素がヒド

ロキシルラジカルを素早く水に還元する機構を推          謝     辞
定した。これは,金属触媒を使用した接触水素還
元反応と類似の反応である。この反応過程には自   本研究を遂行するにあたり,パプラール製剤を測
金あるいはパラジウムの酸化還元反応は関与して   定試料としてご提供を頂きました株式会社東洋厚生
いないことから,パプラール製剤はコロイド表面   製薬所築地榮一社長に深謝致します。
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