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結 論

1。 は じめに

カロテノイ ドは動植物界を通 じて広範囲に分布す る黄色、橙色ない

し紅色の色素である。 陽春の訪れ を告げる山花か ら錦秋 を飾 る紅葉

や黄葉、カラフルな昆虫か ら食卓を彩 るエ ビやカニまで・・・、カロ

テノイ ドが作 り出 した色彩 が人々の生活 をどれ ほ ど豊かに してきた

のだろ う。

これ らの色素 を生合成できるのは植物 と微生物のみである。興味深

いことに、ヒ トを含む動物は自らカロテノイ ドを生合成す る能力は持

つていないが、食物 由来の様 々なカロテノイ ドを蓄積 している。ヒ ト

が食事中か ら摂取す るカロテノイ ドは約 40種 を超 える程度であるが、

ヒ ト血漿中にはその うち 13種類のカロテノイ ドやその代謝産物が存

在す ることが知 られてい る 1)(Fig。
1)。

血漿のカ ロテ ノイ ド濃度が高い人は、ガンや虚血性心疾患な どにか

か りにくい とい う報告がなされている。これ らの疾患は、生体内で形

成 された化学的反応性 の高い フ リー ラジカルや活性酸素が組織や細

胞に酸化障害を引き起 こす ことが、主な障害のひ とつ として考えられ

ていることか ら 2)、 ヵ ロテノイ ドが生体内で抗酸化作用を示 し様々な

疾患や老化を予防す ると考え られ るよ うになつてきた 35)。
事実、カ

ロテノイ ドは活性酸素である一重項酸素に対 し、優れた消去活性 を示

サ
ー6)(Table l)。

カ ロテ ノ イ ドの 中 で も近 年 注 目を集 め て い る の が ル テ イ ン

(lutein)、 ヵプサンチン (capsanthin)、 フコキサンチン (fucoxanthin)

などの両端に異なる環状構造をもつたキサン トフィル類である。

ルテインは両端の環構造に水酸基を持 ち、両端の環構造にある二重

結合の位置が異なる特異な構造を有 し、 β―カロテンと化学的な性質

が大きく異なる。その抗酸化作用は非常に優れた能力を持ち 7,8)、
抗
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Table 1. Singlet Oxygen Quenching Abilities
of Carotenoids and Related Compounds.

compound 嶋(106M¨
ls「 1)

Lycopene
u-Carotene
Astaxanthin
Canthaxanthin
cr-Carotene

F-Carotene
Bixin
Zeaxanthin
Lutein
Cryptoxanthin
Bilirubin
Biliverdin
Bilirubin ditaurate
Crocin
cr-Tocopherol

B-Tocopherol
Cysteine
u-Tocopherol
6-Tocopherol
Lipoate
Coen4yme A
Glutathione
Dihydrolipoate

kn: singlet oxygen quenching constant.

31000
25000
24000
21000
19000

14000
14000
10000
8000
6000
3200
2300
1200
1100
280

270
236
230

160
130
89
41

5
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脂質過酸化ではビタ ミン Eの 約 300倍 の活性 を示 した報告がある 9)。

ルテインは一重項酸素消去能 とい う点において、リコペ ン (lycopene)

には数倍劣 るが、眼における酸化傷害に対す る防御機構 をゼアキサ ン

チン (zeaxanthin)と 共 に担 っている。眼の水晶体 と黄班部 にはカ ロ

テノイ ド (carotenoid)の 中でもルテイ ンとゼアキサ ンチン しか存在

していなぃため、眼の加齢黄班変性 (Age‐ related Macular Degeneration:

AMD)と いつた疾患 を予防す る上で必要不可欠なもの と考え られ る。

特にルテインはゼアキサンチ ンに変換 され るとい う報告 もあ り 10)、 生

体に とってその存在は重要である。またルテインは他のカロテノイ ド

と同様 に様々な部位 に存在 し、抗腫瘍作用、糖尿病、がん・免疫等に

対す る様々な生理活性が報告 されている。

カプサンチンはパプ リカ (働ρs力〃 a″″〃翻.)に 多 く含まれるカロ

テノイ ドで、キサン トフィル類の一種である赤色色素であ り、パプ リ

カの成熟に伴 う赤色の発現に深 く関与 している。両端の環状構造が六

員環 と五員環で左右非対称であ り、ポ リエン構造の途 中にケ ト基を持

つ とい うカロテノイ ドの中でも特異な構造を有 し、 β―カロテンと化

学的な性質が大きく異なる。抗酸化能は非常に優れてお り、リコピン

と同等の抗酸化力を持つ とい う報告 もある。カプサンチンは体内では

主に血中で LDLな どに存在 して脂質の過酸化や酸化障害に伴 う様々な

疾患の予防に関与 してお り、生体に とつてその存在は重要である。ま

た、カプサンチンは他のカロテノイ ドと同様の高い抗酸化能、一重項

酸素消去能か ら抗癌活性、抗動脈硬化作用など様々な活性 をもつ こと

が報告 されている H)。

フコキサンチンは両端の環構造に水酸基を持つ他に、ア レン基やエ

ポキシ基を持ち、他のカロテノイ ドとは大きく異なる構造である。フ

コキサンチンには抗酸化作用の他 に、様々な機能が報告 されている。

1つ 目には癌細胞のアポ トーシスを誘導す ること 12)、 2つ 日には自色

脂肪細胞 における ミ トコン ドリア脱共役 タンパ ク質である UCP-1を
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発現す る事により脂肪細胞 を分解す ること 13)、 3つ 日には血糖値の増

大 にかかわるアデ ィポサイ トカイ ンの分泌抑制 とグル コースの代謝

促進作用 13)な どが報告 されている。これによつて抗癌活性、抗肥満作

用、抗糖尿病作用など優れた機能 を有 している。

これまでの報告においてもカ ロテノイ ドは数々の生理活性 を示 し、

自然の彩 として人々を楽 しませる他、人々の健康維持 に対す る有用性

が期待 される。これ らのカ ロテノイ ドの研究は、本研究による新たな

展開 も含 めて、今後 さらに広がってい くと思われる。

2.ペルオキシナイ トライ ト (活性窒素種)に ついて

生体内において、一酸化窒素 (NO)は細胞間情報伝達物質 として平

滑筋弛緩作用など多 くの生理作用 に関与 しているが、スーパーォキサ

イ ド (02)と 反応す るとペルオキシナイ トライ ト (ON00~)と なる。

ON00~は 脂質の過酸化やタンパ ク質のニ トロ化、DNAの 開裂や LDLの 過

酸化など様々な生体傷害を引き起 こす と考えられている 14).特 に LDL

の過酸化は動脈硬化を引き起 こす重要な要因 と考え られてお り、これ

を防 ぐことは動脈硬化性疾患の予防につながる 3)。

一般 に、02~が 中性域の溶液 中で生成 した場合、 これは 自然に不均

化反応 により 02と H202に 変換 され るが、その際の二次反応定数は、

環境 中の pHに 大きく影響 され る。つま り、02~の pKaで ある pH4。 8の

酸性下で最 も速 く k=8X107M-lsec~1で あ り、生理的な中性条件下では

～ 105M-lsec~1程度であることか報告 されている。

2H++202~‐→ 02+H202

また、 中性 の水溶 液 中での lμ M～ 20μ M程度 の 02~の 寿命 は 50m

sec～ 数 secで ぁ る とい う。 炎 症 巣 な どで 02が 過剰 に生成 してい る

組 織 にお い て、 も し、 02~が 液 相 に放 出 され 、そ の 系 に 02~の 消去 系



が全 く存在 しない と仮定 した場合でも、生体内での寿命 は、 l sec以

下の比較的短い ものであると考え られ る。一方、02~の 不均化反応 を

触媒する消去酵素である SODが 、02~産 生系に存在 した場合、SODの

°2~を 不均化す る反応連度定数 は、 1.9× 109M~lsec~1で あるので、生体

内の生理的 SOD濃度が 105Mで ぁるとす ると、02~の 自然の消失速度

の 1万倍以上の速度 にな り、02~生成系に外来性の SODを 投与 した場

合、02は さらに速やかに消去 されることになる。しか しなが ら、02~が ヽ

細胞内や細胞膜 (不 飽和脂肪酸を含む)な どの 02~の 標的分子の近傍

に過剰に生成 した場合や、02~の 消去系 (SODな ど)が 相対的に不足 し

ている環境においては、02~の 寿命が長 くな り、その毒性発現はよ り

明瞭 になるもの と思われ る。

一方、NOは 02~と ほぼ拡散律速 に近い速度 (速 度定数 :6.7× 109 M l

s~1)で すみやかに反応 し、反応性 の高い ON00~が 生 じる。SODの 02~の

消去速度は、NOと 02~の 反応速度 よりやや劣る程度である。

ON00~の pKaは 6.8で あるので、やや酸性側の生理的 pH域 では

ON00~は プロ トン化 され、ON00H(perOxynitrous acid)の 生成を経て、

最終的には硝酸 (イ オン)に なる。

ON00‐ +H+→ ON00H ― N03‐ + H+

Koppenolは 、ON00~生 成以後の反応過程で、特に ON00Hが HN03ヘ

と変換す る間に、反応性の高い中間体が生 じ、これがチオール化合物

などの酸化をもた らす ことを指摘 している。しか しなが ら、この ON00~

(ON00H)の 反応性 は、H00な どに比べ劣 ってい る。例 えば、ON00~

(ON00H)の L口 cysteineの 酸化速度定数は、～ 104M-lsec~1程 度 13)で
、

H00の それ より 105ォ _ダ _低 い。一方で、ON00 はその他の活性酸

素や フ リーラジカル とは異なった多様 な生物活性 を有 してい る。すな

わち、ON00~は 、生体内においてタンパ クのチ ロシン残基をニ トロ化

6



した り 15)、  過酸化脂質反応 を促進 させた り 16)、 ァコニターゼや ミ ト

コン ドリアの電子伝達系を障害 し、細胞のエネルギー代謝を損ない、

細胞障害やアポ トーシスをもた らす ことが明 らかにされている。また、

ミ トコン ドリアの活性酸素消去能 に障害を与えることで神経障害 を

誘起す ると考えられている。アル ツハイマー病の起因仮説の一つに酸

化 ス トレスが考 え られ 、 ON00~に よ リチ ロシ ンが ニ トロ化 され て

3‐ nitrotyrosineが できる。Apo E―deicient mice(ア ル ツハイマー病モデ

ルマ ウス)の脳では 3‥ nitrotyrosineが 増加 していること 17)、 またアル

ツハ イ マ ー 病 の脳 で は ,神 経 原 線 維 変 化 を 呈 した神 経 細 胞 に

3‐ nitrotyrosineの 存在が証明 されていることなど 5)、 ON00~は アルツハ

イマー病の原因物質 とも考え られてい る。ON00~に よるチ ロシン残基

のニ トロ化反応 は、タンパクーリン酸化 な どの細胞内シグナル伝達を

障害す る可能性 18)も
指摘 されてい る。 さらに、最近、ON00~が 生体

内に豊富に存在する二酸化炭素 (C02)と 反応す ることにより、その

反応性が増強す るとい うことが報告 され、ON00~生成の生物学的意義

が近年益々注 目をあびている 19)。

その他にも、ON00~は 細胞外マ トリックスの改変において重要な役割

を担 っている matrix metalloproteinasc(MMP)や プロスタグランデ ィ

ン合成系の酵素である cyclooxygenase(COX)を 活性化す ることによ

り、宿主の炎症反応 を増強す ることが指摘 されている 20,21)。
従って、

活性窒素種の NOや ON00は 炎症反応のメディエーター としても機能

しているといえる。 しか し、ON00~は 、炎症 に関わる数々の酵素や タ

ンパク質のチ ロシン残基な どをニ トロ化 し、炎症反応 を弱める可能性

もあ り、様々なタンパク質のニ トロ化 をによる炎症等の生体反応 に対

す る影響が考え られ る。ON00~に よる炎症反応 に対す る障害が、重要

な疾病 な どに関連す ると思われ、ON00~消 去活性 を持つ物質の重要性

の理解は、今後の研究によつて大きく認 められることになるであろ う。

7



3.カ ロテノイ ド類の抗酸化作用 について

カロテノイ ドは現在までに,650種 以上が単離 されている 1)。 しか

し、 これ らの色素の生合成は植物 と微生物に見 られ、 ヒ トを含む動

物は 自らカロテ ノイ ドを生合成す る能力は持 っていない。 ヒ トを含

む霊長類 はカロテ ノイ ドを吸収 して体内へ蓄積す るが、他の哺乳類

ではカロテノイ ドを体内に蓄積できない種が多い 22)。 ヒ トの健康 に

とつてカ ロテノイ ドは、 ビタ ミンと同等な健康維持のための成分 と

考え られ る。ヒ ト血漿中には 13種類のカロテノイ ドやその代謝産物

が存在す る 3)。 血漿のカロテノイ ド濃度が高い とガンや虚血性心疾患

な どにかか りに くく、 これ らの疾患は、生体内で形成 された化学的

反応性の高いフ リー ラジカルや活性酸素が組織や細胞 に酸化障害を

引き起 こす ことが障害のひ とつ として考えられ ることか ら、カロテ

ノイ ドが生体内で抗酸化作用 を示 し様 々な疾患や老化 を予防す ると

考え られ るよ うになってきた 4-8)。

カ ロテノイ ドによる一重項酸素の消去は、カ ロテノイ ドヘのエネ

ルギー移動によって基底状態の二重項酸素に戻 る物理的な過程 と、

化学反応 による過程がある 22)。

102+カ ロテノイド→302+励
起三重項カロテノイド (物 理的消去 )

102+カ ロテノイド→302+力 ロテノイド酸化反応物 (化 学的消去 )

物理的消去では、一重項酸素のエネル ギー移動で励起二重項状態

となったカロテ ノイ ドは、長鎖共役 ポ リエ ン構造によ り励起エネル

ギーを外部環境に放出 して元の基底状態に戻る 23)。 その結果、カ ロ

テノイ ドは一重項酸素 と化学反応す る前に約 1000分子の一重項酸素

を消去す る。その後化学的消去反応 によリカ ロテノイ ドのペルオキ

シ ド反応物な どが生成 し 24)、 _重項酸素を消去す る。また、カロテ

ノイ ドのペルオキシラジカル補足は 3つ の反応機構が考えられてい

8



る 25,26)。 ヵロテノイ ドと大ルオキシラジカル との付加反応物の生成
27)、 ヵロテノイ ドの水素供与による過酸化物の生成

28)、 ヵロテノイ

ドか ら電子移動によるペルオキシアニオンの生成である 29)。
それぞ

れの反応 に関与 したカ ロテノイ ドはエポキシ ドや環状エーテルな ど

の反応物 となってペルオキシラジカル を補足す る 22,25)。

カロテノイド+L00・ →L00-カ ロテノイド (付 加反応 )

カロテノイド+L00・→カロテノイド・+L00H(水 素供与 )

カロテノイド+L00・ →カロテノイド・++L00~(電子移動 )

β―カロテンやアスタキサンチン、 リコペ ンなどは、脂質二重構造

か らなる生体膜の構成脂肪酸の脂質過酸化 を抑制す ることで膜の変

形能を保持 し,受 容体や輸送体 ,イ オ ンチャンネル , さらにはシグ

ナル伝達 といった重要な生命活動の維持に役立っている 9)。 当研究室

にてカ ロテ ノイ ド類 の活性空素種 である ON00~消 去活性物の研究ま

では、カ ロテノイ ドのペルオキシナイ トライ ト消去物 に関す る研究

はほ とん ど認 め られなかった。すでに、 β―カ ロテンとアスタキサン

チンが、ニ トロカ ロテノイ ドを形成す ることで得 られ る ON00~消 去化

合物が当研究グループにより示 されている。本研究では、左右非対

称のカ ロテノイ ドについてペルオキシナイ トライ ト消去によ り得 ら

れる化合物を初めて示 し、ON00消 去活性 を認 めた。

4.カ ロテノイ ドとペルオキシナイ トライ トの反応 について

カロテノイ ドは人の体内では、生合成できず、その必要量を食物か

ら摂取 している。そ して小腸 より吸収 されたカロテノイ ドは、カイロ

ミクロン、VLDLに 運ばれ肝臓、脂肪組織、心臓、膵臓、牌臓、腎臓、

副腎、甲状腺、精巣、卵巣等に集積す ることが知 られている。血漿中

では LDL O HDLに 存在 してお り、カロテノイ ドの極性 により、存在比

9



や分布は異なっていることが知 られている。

ON00~と LDLの 反応 において、 LDLに含まれ る脂溶性抗酸化剤であ

る α―トコフェロールが酸化 により消費 された後、カロテノイ ドが酸

化抑制に働 くことが報告 されている 30)。 ヵロテ ノイ ドは LDLに おい

て極性の低い中心部に存在 してお り、比較的外側 に存在す る α―トコ

フェロールが先 に消費 され るもの と考 え られ る。LDLに おいては α―

トコフェロールが ON00に 曝露 された際には有効なスカベ ンジャーで

あると考えられ る 31)が
、LDL中 の α―トコフェロールは ON00~に よりα

―トコフェロキノンに不可逆的に酸化 され、アスコル ビン酸により再

生 されることは無い (Fig。 2)32)。 したがつて、LDLの 過酸化 を抑制す

る事が出来な くなるおそれがある。トコフェロールが消費 し尽 くされ

た後に反応す るのはおそ らくカロテノイ ドであろ う。そ こでのカロテ

ノイ ドによる ON00~消 去反応 は非常に重要 となる。またそれは LDLだ

けにとどまらず、その他の生体膜 にも言えることである。カ ロテ ノイ

ドに ON00消 去活性があるか、また どのように消去す るか とったとこ

ろは興味深い ところである。近年、ON00~と カ ロテ ノイ ドの反応 に関

する報告が されている。

Kikugawaら は、分光学的研究により β―カロテンと N02ヽ °N00Hの

反応 についての報告 している 33)。
β_ヵ ロテンは N02に 対 しては高い

反応性を示 し、N02を 捕捉 したこと示唆 している。ON00~に 対 して も反

応性 を示 したが、NOに 対 しては全 く活性 を示 さなかった。 Koppen01

らは、ゼアキサンチンと ON00~の 反応 について報告 している 34)。 ホス

ファチジル コ リンによ り調製 したゼアキサンチ ン含有 リポ ソームを

用いて、ペルオキシナイ トライ トとの反応 を検討 している。UVス ペク

トルの短時間の経時変化 を測定 した ところ、ゼアキサンチンは速やか

に反応 し、は じめ異性化 した後、開裂 した反応生成物ができるであろ

うと報告 している。消去反応 メカニズムは、反応の UVス ペ ク トルか

らのみの推測にす ぎず、反応生成物 に関す る報告は無かった。Pannala
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らは、LDL中 で ON00に 対 す る リコ ピン と β―カ ロテ ンの反応 性 をそ の

消費 量 で比較 し、リコ ピンの方 が よ り反応性 が高 い こ とを報 告 して い

る
35)。 scheideggerら は、ゼ ア キサ ンチ ンにつ い て ON00と の反応 物 に

つ い て予 測 してい るが 、反応 生成 物 に対す る報 告 は ない 36)。
反応 性 に

関す るデ ー タのみ の報 告 が 多 い 中、Yokotaら は リコ ピン と ON00~の 反

応 生成 物 を解 析 し、 消去 反 応 に関 して報 告 して い る
37)。

リコ ピンは

ON00~と 直接 反 応 し、 ジオ キセ タ ン構 造 を経 て 二重 結 合 の 開裂 お よび

二次 的反応 を起 こす 系 と、 ON00~が 硝 酸 へ と異 性 化 す る際 に放 出 され

るエ ネル ギー を吸収 す る系 の、2つ の消去 系 を提 案 してい る (Fig。 3)。

こ の 結 果 、 リ コ ピ ン の 二 重 結 合 部 位 の 異 性 化 が 起 こ っ て い る 。

YoshiOkaら は β―カ ロテ ンの ON00~反 応 物 と して ニ トロ化 カ ロテ ンを

報 告 してい る 38)。
さ らに、Maokaら は、カ プサ ンチ ンな どのパ プ リカ

カ ロテ ノイ ドが ON00と 酸化 窒素 に よる発 が ん性 を抑 制 した こ とを報

告 した 39)。 この結 果 は、カ ロテ ノイ ドに よる窒素反応 物種 の消去 の結

果 で あ る と考 え られ る。 従 って 、 カ ロテ ノイ ドに よつて 消 去 され る

ON00消 去 メカニ ズ ム を明確 化 す るた め に、本研 究室 で は oN00~と カ ロ

テ ノイ ドの反応 を研 究 した 4042)。 また、Suzukiら に よ リレチ ノール で

は、アル コール 末端 部位 の反応 で、過 酸 化物 を経 て末端 が ニ トロ化 さ

れ た化合 物 を得 て い る 43)。
(Table 2)
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Table 2. Research of Carotenoids and Peroxynitrite.

*当 研究グループによる報告を示す。

年 研究者 活性窒素種 反応物 内容・反応生成物

1997 Kikugawa b
N02
0N00- f -carotene

ニトロ化化合物が得られたと
UV変化で予測
反応生成物の無し

1998 Koppenol b ON00- Zeaxantfiin
リポソーム中の変化を
UVスペクトルで観測
反応生成物の無し

1998 Pannala b ON00-
Lycopene

B -carotene
ON00-に対するリコピンと
β―カロテンの反応性
反応生成物の提示無し

1998 Scheidegger b ON00- Zeaxantiin 反応物の予測
反応生成物の提示無し

2004 Yokohら十
ON00- Lycopene

二重結合の開裂などと、ON00-
消費エネルギーの吸収
2つの消去系を提案

2006 Maoka b ON00- Garotenoids
Paorika

ON00-の発がん性を抑制
反応生成物の提示無し

2006 Yosh:okaら 士 ON00- f -carotene ニトロ化カロテンの構造

2006 Yoshiokaらカ
ON00- f -carotene

Astaxanthin
ニトロ化カロテンの構造
ニトロ化アスタキサンチンの構造

2007 Suzukiら士 ON00- Retino: 末端ニ トロ化合物

2008 Hnyakawa6* ON00- Astaxanthin ニトロ化アスタキサンチンの構造

2010 Tsuboiら士
ON00- Lutein ニトロ化ルテインと

ルテインオキザジン体の構造
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我々のこれまでの研究で、左右対称構造をもつ β―カロテンな どに

ついてニ トロ化カ ロテノイ ドを新規に得ている。これはカロテノイ ド

による ON00~消 去活性がカ ロテノイ ドのニ トロ化によ り消去す ること

を示 した最初の報告である。本研究は左右非対称のカロテノイ ドであ

るルテインとカプサンチンお よびフコキサンチンな どの ON00~に よる

ニ トロ化生成物の構造を示 した最初の報告である。また、カロテノイ

ドと ON00~の 反応 でオキサジン化合物の生成を示 したのも初めてであ

る。

この様に ON00~と の反応物が得 られることが、ON00~消 去活性 に結び

つ くことは、p― クマール酸やペ ラル ゴニジンのような芳香族化合物が、

それ 自身のニ トロ化 によつてチ ロシンな どの生体内ア ミノ酸のニ ト

ロ化 を防いでいるとの報告で理解 され る 819)。
本研究の結果 もまた、

カ ロテノイ ドがニ トロカ ロテ ノイ ドお よびオキサジンカ ロテ ノイ ド

を生成す ることで生体成分の ON00に よるニ トロ化を抑制する可能性

を示唆 している (Fig.4)。 実際、チ ロシンにルテインの添加でニ ト

ロチ ロシンの生成が阻害 された。カプサンチンな どのパプ リカカロテ

ノイ ドは ON00~や NOを イニシエーター とす る発ガンを抑制す る事や 3)

い くつかのカロテノイ ドがスーパーオキシ ドや NOの 細胞内での発生

を阻害す ることが報告 されている 10)。  それゆえ、カロテノイ ドは活

性窒素種 によつて誘導 され る病気 の リスクを下げる力 を有 してい る

と考えられる。
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本研究の目的

カロテノイドは一重項酸素に対する強力な消去活性と脂質の連鎖的過酸化阻害

活性を持つ。一方、他の活性酸素種の消去活性はほとんどない。また、活性窒素

種との反応性や消去活性に関する研究もほとんどないことから、本研究は、特に

生体内への障害が指摘されているペルオキシナイ トライ ト(ONOσ)消去活性に関

する知見を得ることを目的とした。

本研究室の吉岡はニ トロ化反応がカロテノイドラジカルカチオンの生成を経由

するプロセスを提案している。リコピンにおいては確認されなかったがβ―カロテ

ン、アスタキサンチンではニトロ体の生成が確認された。共役二重結合の長さが

ニトロ体の生成に関わることが考えられる。リコピン、β―カロテン、アスタキサ

ンチンはそれぞれ 11の共役二重結合を持つが、β―カロテン、アスタキサンチン

は末端の二重結合がイオノン環に含まれ共役への寄与が弱い。つまり直鎖の共役

二重結合が 9と 短いことでニトロ体の生成が起きることが予想できた。この際、

共役二重結合が短く、末端にイオノン環を持たないカロテノイドにおいてもニ ト

ロ体が生成されると考えられる。今までルテインのように非対称構造をもつカロ

テノイドの反応生成物に関する報告は存在せず、ニトロ体の生成に関わる条件に

ついても不明な点が多い。そこで本研究では非対称の構造とニ トロ化に関する

ON00~反応の知見を得ることを目的とした。

ON00~は 、反応性の高い活性窒素種の一つで、生体内でスーパーオキシド (02~)

と一酸化窒素 (NO・ )の反応により生成する。ON00~は 強力な酸化剤で、生体内で

遊離のチロシンやタンパク質のチロシン残基をニ トロ化する、さらにLDLの酸化

や DNAの損傷など種々の酸化傷害を誘発する 0。 また、アルツハイマー病の脳で

は,神経原線維変化を呈した神経細胞に ON00~に よリチロシンがニ トロ化されて

できる 3-nitrotyrosineの 存在が証明されていることなどから5,171、 ONOσはアル

ツハイマー病の原因物質とも考えられている。その他にも、ONOσは細胞外マ トリ

ックスの改変において重要な役割を担っているMMPやプロスタグランディン合成

系の酵素であるCOXを活性化することにより、宿主の炎症反応を増強することが

17



指摘されている 20,2D。
従って、NOや ON00~は炎症反応のメディエーターとしても

機能している。これらの ONOσによる生体障害を除去できる可能性がカロテノイ

ド類に見られることから、生体防御に関する知見としても本研究は有意義である。

本研究では、左右非対称のカロテノイ ドとして、ルテインが ON00~と の反応に

よって得られる生成物を解明すると共に、さらに左右非対称のカロテノイドとし

て、カプサンチンおよびフコキサンチンについても検討する。つまり、左右の異

なる環状構造や活性基をもつカロテノイ ドについて(Fig.5)、 ON00~と の反応性に

ついて検討した。左右非対称のカロテノイドによる ON00~消去活性により、ONOσ

によるタンパク質のニトロ化反応によつて発生する細胞障害や神経障害の他、広

義の炎症反応に対する改善に、左右非対称のカロテノイドの果たす役割を明らか

にするとともに、構造の異なる物質の消去活性への影響とカロテノイドの ON00~

消去活性メカニズムについて分子軌道法による反応メカニズムについて議論し、

カロテノイ ドの反応性を分子レベルで明らかにすることと、新たな ON00~消 去物

質研究につながる成果を得ることも目的とした。
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Fig. 5. Asymmetric Structures of Lutein, Capsanthin and Fucoxanthin.
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本論

第 I章 ルテインとペルオキシナイ トライ トの反応について

ルテインは、ホウレン草やブロッコリーなどの緑黄色野菜に多く含ま

れているカロテノイ ドであ り、一般的に食品としては用いることがない。

マ リーゴール ドは非常に多 くのルテインを含み、サプリメン トとしての

利用が行われている。ルテイン は両端の環構造に水酸基を二つ持ち、

自然界では脂肪酸のエステル体 として存在する。ルテインは、両端の環

構造に二重結合の位置が異なる特異な構造を有 し、 β―カロテンと化学

的な性質が大きく異なる。その抗酸化作用は非常に優れた能力を持ち 7,8)、

抗脂質過酸化ではビタミン Eの約 300倍 の活性を示 したとの報告がある

9)。 ルテインは眼における酸化傷害に対する防御機構をゼアキサンチン

と共に担っている。またルテインはゼアキサンチンに変換 されるとい う

報告もあり 10)、 ルテインは特に目にとつて重要な存在である。サプリメ

ン トとして摂取す るルテインの加齢黄斑変性症 (AMD)と の関係が調べ ら

れてお り 44,45)、 AMDの リスク回避や改善にルテイン及びゼアキサンチン

が有効であり 46,47)自 内障改善の可能性 も指摘 されている 48)。
眼の水晶体

と黄斑部にはカ ロテノイ ドの中でもルテインとゼアキサンチンしか存

在 していないため、眼の AMDと いった疾患を予防する上で必要不可欠な

ものである。我々は、左右非対称構造を持つルテインについて、ON00~

との反応生成物に関する報告が存在 しないことから、ルテインの新たな

反応生成物を得るため、ON00~と の反応物を調査 した。

1.実験材料

持 田製薬株式会社 よ り提供 して頂いたマ リーゴール ド花弁のヘキサ

ン抽出物をアセ トンに溶解 させ、15%水酸化カ リウムメタノール溶液を

添加 し、恒温槽にて 37℃ で 1時 間反応 させた。その後反応液に飽和食塩
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水を加え、石油エーテルにて抽出 し、濃縮物を得た。この濃縮物をジク

ロロメタンに溶解 し、ヘキサン添加 により再結晶することでルテインを

精製 し、実験材料 とした。
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2.ペルオキシナイ トライ ト (perOXynitrite,ON00‐ )の合成

生体内において、一酸化窒素 (NO)は 細胞間情報伝達物質 として平滑

筋弛緩作用など多くの生理作用に関与 しているが、スーパーオキサィ ド

(02)と 反応するとペルオキシナイ トライ ト (peroxynitrite,ON00~)を 生

成する。NOと 02~の 両者はともに反応性の低いフリーラジカルであるが、

共存す る と非常 に早 く反応 し、ON00~を 生成す る。この反応 は、SOD

(SuperOxide dismutasc)に よる 02~消 去反応の 3倍 ほど早 く起こることが

知 られている。生体において,02が 産生 されている部位では,NOも 同様

に産生 されているため,ON00が 生成 している可能性は高い。ON00~の 生理

的条件下での半減期は 1秒以下であ り、様々な反応種を生成 し,酸化反

応を引き起こす ことが報告 されている。ON00~は 脂質過酸化、タンパク質

のニ トロ化、DNAの 開裂、LDLの 過酸化など様々な生体傷害を引き起こ

す と考えられている。

氷冷 した 0。 7 M H202を 含む 0.6 M HCl水溶液に、氷冷 した 0。 6 M NaN02

水溶液をそれぞれ三角フラスコに準備する。氷冷 した 1.5 M NaOH水 溶

液を吸引瓶に入れ、吸引 しなが ら漏斗上で準備 した 2液 を反応 させた。

反応後は黄色を呈 した。 この溶液を-20℃ で数時間凍 らせると上層に黄

色い ON00~の 薄い層が形成 される(Fig。 6)。 ON00~の 濃度は UV 302 nmで 測
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定 した (1.2 M NaOH中 で ε302nm=1670 mol‐
lcm‐ 1)。

3.ルテイ ン とペルオ キシナイ トライ トの反応

ル テイ ン(All― trans-lutein)400 mgを THF 50 mlに 溶解 させ 、TFA 800 μ

lを 添加 した。 この溶液 に対 し、 50 mM ON00~溶 液 3 mlを添加 し、速や

かに攪拌 し反応 した。
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A:酸化的開裂を起こしたと示唆される化合物

B,C:共 役系が減少していない化合物

D:異性化した化合物

A:!‐trans‐ lutein

10          20          30 60          70          80
Retentiontime (min)

cof umn: Develosil c30-uc-5 14.6x250 mm, Flow late: 1 ml/min,

Mobif e phase: MeCN: H20 = 90:10, Detector: 447 nm

Ftg.7. HPLC analysis of Peroxynitrite Reaction Products with Lutein.

Fraction L‐l  L‐2

Column:Develos:I C30‐ UG‐ 5

Mobile phase:MeOH:MttB丁 :

10

Retentionlme(min)

f4.6x250 rnrn, Flow late:1

H20〓 81:15:4, Detector:

mi/min,

420 nm

Fig.8.HPLC analysis of Fraction B.
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4。 反応生成物の単離 と構造決定

ルテインと ON00~の 反応後、反応液に飽和食塩水を加え、ジクロロメ

タンにて抽出 した。無水硫酸ナ トリウムにて脱水 し、減圧濃縮後、反応

生成物をシ リカゲルカラムクロマ トグラフィー、分取用逆相 HPLCに供

し、フラクション A、 B、 Cを 分取 した。次に、逆相 HPLCに 供 し、フラ

クション Bよ り、化合物 1(L-1)14… s―θノs‥ 15‥Nitirolutein(1)と 化合物

2(L-2)14'― s‐εJS‥ 15'‥Nitrolutein(2)を 単離 した。14-s…θノs‥ 15‐ nitrolutein

(L‐ 1)と 14'‐ s‐θお…15'‥nitrolutein(L-2)は 主要な ON00反応物 として 1:1

の割合で生成 した(Fig。 8)。 フラクシ ョン Cよ り化合物 3(L-3)Lutein

…6H中 1,2‐oxazine(3)を 単離 し、化合物 1～ 3を 各種機器分析に供 した。

反応物であるオール トランスルテインは ON00~に よリシスートランスの

異性化 とともに、ニ トロ化化合物の生成が考えられた(Fig。 9)。

25



HO

14■く卜cた 45[‐Nltrolutein 12)

14く卜clis13Nitrolutein(1)

20

L-3

ヽ

20`

Lutein‐ 6H■ ,2‐oxzazine(3)

Fig. 9. Structures of Nitrolutein.
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AII口fra,s―lutein 400 mg

dissolved in THF 50 mi

added ttFA 800 μ l

added 50 mM peЮ xynitttte 3 m!

reacted forl min。

added H20 300 mi

added CH2C12300 ml

Organic layer Aq ueous layer

dried o\er anhydrous NarSOo

concd.

[:lij[]IIilPLC①

Fr.A    sep:liedbyHPLC(D

|

NMR MS

s』[litedbyHPLC②

|

NMR MS

①

②

seperated by HPLC

(Develosil C30-UG-5Φ 20x250 mm MeCN:H2° =92:8)

seperated by HPLC

(Develosi!C30-UG-5Φ4.6x250 mm MeCN:H2°〓90:10)

Scheme 1. Procedure for Reaction of Lutein

with Peroxynitrite and Seperation.
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4-1.14-s‥θお-15‐Nitirolutein(1)

化合物 1(L-1)は 、UVス ペ ク トル に よる吸収極大 を 322 nmと 465 nm

に示 した。 ま た 、 この 化 合 物 の 分 子 量 は HRFAB―MSに よ って分 子 量

613.4139及 びその分子式 は C40H5504Nで あ ることが判 った。この こ とか ら、

ルテイ ンのニ トロ化合物 が得 られた と考 え られ た。
lH一NMRス ペ ク トル

,

13c_NMRス ペ ク トル を測定 し、解析 した。 15位のプ ロ トンのシ グナル が

確認 で きず 、 15'位 のプ ロ トン 8。 05 ppmカ ップ リング乗数 12.O Hz(ヘ

ル ツ)で ダブ レッ トにシグナル が確認 で きるこ とか ら 14'-15'結合 は

s― trans配位 で あ り、15位がニ トロ基 に置換 され、20位 のメチル プ ロ ト

ン と 14'位 プ ロ トンの相関がみ られ るこ とか ら 15-15'位 の二重結合 は

シス配位 で あるこ とが判 つた。 また、
13c_NMRに よ り 15位 のシグナルが

145。 8 ppmに 低磁場 にシフ トしてい る事や 14位、 14'位 が 118。 9ppmと

125.6ppmに 高磁場 にシフ トしてい る事、 14位 、 14'位 のプ ロ トンのシ

グナル が 6.19 ppmと 5.86ppmに 高磁 場 にシフ トしてい る事 な どか ら 15'

位 ニ トロ基 の付加 を支持 した。また、 これは他 のカ ロテ ノイ ドのケ ミカ

ル シフ トの変化 とも一致す るこ とか ら、L-1は 14“ s―θブs‐ 15-Nitroluteinで

ある と決定 した (Fig。 10)。

4-2.14'― s‐ βお…15'‥Nitrolutein(2)

化合物 2(L-2)は 、UVス ペ ク トル による吸収極大 を 343 nm,447nm

に示 した。 ま た 、 この 化 合 物 の 分 子 量 は HRFAB一MSに よ っ て分 子 量

613.4139及 びその分子式 は C40H55° 4Nで あることが判 った。この こ とか ら、

ルテイ ンのニ トロ化合物が得 られ た と考 え られ た。
lH―NMRス ペ ク トル

,

13c_NMRス ペ ク トル を測 定 し、解析 した。15'位 のプ ロ トンの シグナル が

確認 で きず 、 15位のプ ロ トン 8.06 ppmカ ップ リング乗数 12.O Hzで ダ

ブ レッ トにシグナル が確認 できるこ とか ら 14-15結 合 は s― trans配位 で

あ り、 15位 がニ トロ基 に置換 され、20'位のメチル プ ロ トン と 14位 プ

ロ トンの相 関がみ られ るこ とか ら 15-15'位 の二重結合 はシス配位 であ
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ることが判 つた。NOESY測 定では 16位 と 17位 のメチル プ ロ トン と 7位

プ ロ トンの相 関、 19位 メチル プ ロ トン と 7位プ ロ トン及び H位 プ ロ ト

ンの相 関、20位 メチル プ ロ トン と 11位 及び 15位 プ ロ トンの相 関、 16

`位 と 17'位の メチル プ ロ トン と 7'位 プ ロ トンの相 関、 19'位 メチル

プ ロ トン と 7'位及 び 11'位プ ロ トンの相 関、20'位 メチル プ ロ トン と

14位及 び 11'位 プ ロ トンの相 関が見 られ た。 また、
13c_NMRに

よ り 15'

位 のシグナル が 145。 8 ppmに 低磁場 にシフ トしてい る事や 14位、 14'

位 が 125.8 ppmと 119。 O ppmに 高磁 場 にシフ トしてい る事、 14位、 14'

位 のプ ロ トンの シグナルが 5。 96 ppmと 6.30 ppmに 高磁場 にシフ トして

い る事 な どか ら 15位 ニ トロ基 の付加 を支持 した。 また、 これ は他 のカ

ロテ ノイ ドのケ ミカル シフ トの変化 とも一致す る。以上の こ とか ら、L-2

は 14'― s‥

`JS‐
15'“ Nitroluteinで ある と決 定 した(Fig.10)。
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4-3.Lutein‥ 6H-1,2‥ oxazine(3)

化合物 3(L-3)は 、1.5mg得 られ、UVス ペク トルによる吸収極大を

430、 457お よび 486 nmを 示 した。 このことか ら、他のニ トロ化体 とは

異なる化合物が得 られたと考えられる。

L-3を ピリジン中で室温化、無水酢酸を用いてアセチル化 した。この

アセチル体のマススペク トル分析を行 うと、FAB MS〃2681を 示 した。

この化合物の分子量は HRFAB一MSに よつて分子量 597.4173及 びその分

子式は C40H5503Nで あることが判 り、分子量か ら NO付加化合物であると

考えられた。
13c_NMRス ペク トルでは、5位、6位、7位 と 8位炭素のシ

グナルはルテインと異なっていたことか ら、この領域に NOの 付加反応

が起こっていると考えられた。
lH―NMRス ペク トルデータより8位のプロ

トンのシグナルが確認できずニ トロ化が 8位に起こったと推察 した。 7

位のプロ トンは 6.24 ppmに シングレッ トのピークを示 し、ケミカルシ

フ トか ら二重結合プロ トンであり、8位 のプロ トンの消滅により 8位プ

ロ トンとのカップ リングが無 くなつていると考えられた。5位の炭素は

4級炭素 (デ カップ リングをしない場合にもシングルスペク トル)と な

り 80。 l ppmの ケミカルシフ ト値を示 し、何 らかの酸素基が結合 したと

考えられた。また、HMBCス ペク トルは 16位 と 17位のメチルプロ トンか

ら 6位炭素、18位 メチルプロ トンか ら 5位及び 6位炭素、19位 メチル

プロ トンか ら8位、9位及び 10位の炭素に crOss peaksを 示 したことか

ら、C5-C6=C7-C8構造をもつ六員環オキサジンと推察できた。一方、8

位の炭素も 4級炭素でありの 142.6 ppmに 低磁場にシフ トしていること

から、窒素が二重結合 していることを想像 させた。これ らのスペク トル

データか ら-0-C5-C6=C7-C8=N― の部分構造が考えられた。 ここまでの

事実 と、高分解能 MS(HRMS)デ ータか ら、酸素は単結合 (シ ングルボン

ド)に よって窒素 と結合 している計算 となり。オキサジン六員環構造を

有すると考えられる。残っている構造的特徴は 16位 と 17位 のメチルプ

ロ トンと 7位プロ トンの相関、19位 メチルプロ トンと 7位 プロ トン及び
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11位 プ ロ トンの相 関、 20位 メチル プ ロ トン と 11位及 び 15位 プ ロ トン

の相 関、16`位 と 17'位 の メチル プ ロ トン と 7`位プ ロ トンの相 関、 19'

位 メチル プ ロ トン と 7`位及 び H'位 プ ロ トンの相 関、20`位 メチル プ

ロ トン と 11'位及び 15'位 プ ロ トンの相関な ど NOESY相 互作用 に よ り

構造のつ なが りを立証 で きた(Fig.H)。 その他 のケ ミカル シフ トや カ ップ

リング乗数 な どの NMRデー タか ら、L-3は 、Lutein‐ 6H‐ 1,2-oxazineと 決 定

した (Fig。 10)。
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5.考察

ルテインと ON00~の 反応 において新規生成物であるオキサジン化合物

が得 られた (L-3:Lutein… 6H… 1,2-oxazine)。 このオキサジン化合物はルテ

インと ON00の 反応で得 られた初めての反応物である。本研究室におい

て、各種カロテノイ ドの ON00~と の反応生成物について研究を続けてき

たが、環状構造におけるニ トロ化生成物 (オ キサジン)は初めての化合

物である。 この反応は、ON00に よリルテインの 8位 にラジカルが生 じ、

この時発生する二酸化窒素ラジカル (O N02)が 8位の炭素にアタックす

ることでルテインの 8-ニ トロ体が生成する。しか し、8-ニ トロ体はより

安定な化合物へ変化 し、5位のメチ レン炭素にニ トロ基の酸素がアタッ

クし閉館、酸素脱離が起 こり、オキザジンールテインが生成 したと考え

られる。 このルテインーオキサジン化合物はルテインの 8位 にニ トロ化

した化合物の二次反応物 と考えられた。また、ルテインの ON00~に よる

ニ トロ化反応物 として 2成 分を検出 した。 L-1と L-2はルテインの主要

な ON00~反 応物 として 1:1の 割合で生成 している。 このニ トロ化体は

14… s‥θブs‐ 15-Nitrolutein(L-1)と 14'‥ s―θJS¨ 15'―Nitrolutein(L-2)で あり、隣

接の 20位 (20'位 )の メチル基 と立体的に異なる方向からニ トロ化反

応が起こったと考えられる化合物である。共役二重結合中央部を中心に

ON00~に よるニ トロ化ルテインが生成 した。このニ トロ化は、ニ トロ基の

大きさのため、主にポ リエン鎖への妨害が少ない位置で起こったと考え

られた。しか し、ニ トロ化の主要生成物である 14‥ s‥εJs… 15-Nitiroluteinと

14'‥ s‥εJS-15'‥ Nitroluteinは Table 3に 見 られるように生成物 として安定な

化合物が得 られていない。ルテインラジカル としては 15位 ラジカルで

は 14… s― cisで 15-15'の 二重結合がシス配位である場合 と 15'位 ラジカ

ルでは 14'‐ s‐ciS配位で 15-15'の 二重結合がシス配位である場合がエネ

ルギー的に安定であることから、Table 4に 示 した 2種 のコンフォメーシ

ョンのラジカルルテイ ン とニ トロラジカルが よ り多 く反応 した結果

14‐ s‐θブs… 15-Nitiroluteinと 14'‥ s…θブS… 15'‐Nitroluteinが 主要生成物 として得
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られたと考えられた。共役二重結合部分のラジカル化は位置による存在

率の違いはあるかもしれないが、ランダムに起こってお り、より安定な

ラジカル体を経て、ニ トロラジカル との反応物であるニ トロルテインを

生成する反応機構が考えられた(Fig.12)。 ルテインなどのカロテノイ ドの

ON00~消 去反応は、ルテインのラジカルカチオンの生成のために 1分 子の

ON00~が 消費され、さらに異性化エネルギーとして 1分子の ON00~が 消費

される。ニ トロラジカル発生のために 1分子の ON00が 消費され、この

ニ トロラジカルが安定なシス化 したルテインラジカル と反応す ると考

えられた(Fig。 12)。 Fig,12の 反応機構により、ルテインによる ON00消 去

メカニズムが解明できた。この反応機構の結果、ルテインなどのカロテ

ノイ ドは中央部の共役二重結合部分で ON00~に よるラジカル化を受け、

ON00~に より生成するニ トロラジカル (ON02)と ラジカル反応の結果、ON00~

消去活性を示 していることが判ってきた。ON00~は ルテインに対 してニ ト

ロ基のラジカル付加反応を起こすことが判明 した。
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丁able 3.Molecular Orbital Method of Nitrolutein.

14‥sclis-15-Nitrolutein 141-s―cliS-151‥NitЮ lutein

Nitro-lutein
cis doublebond

_トロ位 罹 014-C15:C15=C15':C15'-014

C15

trans      c:s     trans
O.0000kJ/mol

s-cis cis trans
1 4-s-cis- 1 5-N itrolutein

56.9620k J/mol
trans cis s-cis

72.7893kJ/mol

C15'

trans cis trans
1 3.6917kJ/mol

s-cls cis trans
81.3098kJ/mol

trans      cls      s― CIS

14'一 s―ciS~15'一 Nitrolutein

55.0512k」 /mol

trans doublebond
ニ トロ位 C14-C151C15=C15'IC15'-014

C15

trans    trans    trans
30.1 486kJ/mOI

S~CiS     tranS     trans

27.9356kJ/mol

trans     trans

86.7910kJ/mol
S~CiS

C15'

trans    trans    trans
30.2652kJ/mOi

s-cis trans trans
85.8617kJ/mol

trans trans s-cis

27.9887kJ/mol

14-s―rra″ s‥ 14'― s―rrans_1 5clis― Nitroluteinを規準とした相対エネルギー

計算条件   使用プログラム:非経験的
分子軌道法計算プログラムcausdan09

基底関数:6-31G(d)計算温度:絶対零度

OH OH
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丁able 4.Molecular Orbital Method of Lutein Radical,

14-s―cliS-15-clis― Lutein Radical 14'―scliS-15'― clis_Lutein Radical

Lutein Radical

14-s‐cliS-15-clis― Lutein Radicalを規準とした相対エネルギー

OH

cis doublebond
ラジカル位罹 C14-0151C15=C15'! C15'一 C14'

C15

trans cis trans
1 3.0068k J/mol

S~CiS      CIS       trans

14-s― cis-15-cis― lutein radical

O.0000k」 /mol

trans cis s-cis
25.3258k J/mol

C15'

trans cis trans
13.0317kJ/mol

s-cis cis trans
25.3671kJ/mol

trans      cls       s― CIS

14'一 s―ciS~15'一 cis― lutein radical

O.0508k」 /mOl

trans doublebond
うジカ Jし侍 檀 C14-C151C15=C15'IC15'一 C14'

C15

trans     trans     trans
7.2341kJ/mol

S~CiS    tranS     trans

16.7883k」 /mol

trans trans s-cis
20.1243kJ/mol

015'

trans trans trans
7.2803kJ /mol

S~CIS    tranS     trans
20.1 654kJ/mol

trans trans s-cis

16.8375kJ/mol
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この研究で、ルテインの ON00消 去活性がルテインのニ トロ化により

達成 されることが判つた。また、ルテインは、ON00~消 去の結果オキサジ

ン化合物 となり、安定な消去活性を示す物質であると考えられた。従っ

て、カロテノイ ドには活性窒素種によつて誘発 される疾患の リスクを低

下させるのではないか。この証明のためには、疾病の ON00~原 因説がよ

り確かに説明される結果を待たなければならない。今後、ON00~の 発生 と

疾病の関連に関する研究が進み、ON00~の 消去 と疾病 リスクの因果関係が

より明 らか とな り、ルテインなどのカロテノイ ドによる疾病 リスク回避

の機構が解明されることを期待 したい。

ON00~消 去活性成分の構築では、ニ トロ化によリオキサジンの様な生成

物を作る化合物の設計も可能であろ う。
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第 Ⅱ章 カ プ サ ンチ ン とペ ル オ キ シナ イ トライ トの反 応 につ い

て

カプサンチンは、パプ リカの他、赤 ピーマ ンや赤唐辛子 に含 まれて

いるカロテノイ ドで、キサン トフィル類の一種である赤色色素である。

両端の環状構造が六員環 と五員環で左右非対称であ り、ポ リエン構造の

途中にケ ト基を持つ とい うカロテノイ ドの中でも特異な構造を有する。

抗酸化能は非常に優れてお り、リコピンと同等の抗酸化力を持つとい う

報告もある。カプサンチンは発 ガ ン予防
49)ゃ HDL― コレステロールの血

中値を上昇 させる50)な どの効果 もある と言われてお り、食 品素材 の

成分 として広 く用い られてい る物質である。 また、予防医学の領域

においても注 目されている。我々は、左右非対称構造を持つカプサンチ

ンについてON00~と の反応生成物に関する報告は存在 しないことから、カ

プサンチンの新たな反応生成物を得るため、ON00~と の反応物を調査 した。

1.実験材料

本研究では、東京化成工業株式会社 より購入 したパプ リカ抽出物をア

セ トンに溶解 させ、15%水酸化カ リウムメタノール溶液を添加 し、恒温

槽にて 37℃ で 1時間反応 させた。その後反応液に飽和食塩水を加え、石

油エーテルにて抽出 した。この反応生成物をシリカゲルカラムクロマ ト

グラフィーに供 し、カプサンチンを単離 し、実験材料 とした。

Capsanthin(M口 W.=584)

二
一二
一１６

一
〓
〓
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2.カ プサ ンチ ン とペル オ キシナイ トライ トの反応

カプサ ンチ ン (All‐trans‐ capsanthin)20 mgを THF 5 mlに 溶解 させ 、

TFA 100μ lを 添加 した。 この溶 液 に対 し、50 mM ON00~溶液 3 mlを 添

加 し、速や かに攪拌 し反応 した。

3.ペルオキシナイ トライ ト反応物の単離 と構造決定

カプサンチンと ON00~の 反応後、反応液に飽和食塩水を加え、クロロ

ホルムにて抽出 した。有機層は無水硫酸ナ トリウムにて脱水 し、減圧濃

縮 し、HPLCで 分析 したのちシ リカゲルカラムクロマ トグラフィー、分取

用逆相 HPLCに供 し、ニ トロカプサンチンを含むフラクションを得た。

次に、逆相 HPLCに 供 し、化合物 4(C-1)14'‥ s-6JS‥ 15'‥Nitrocapsanthin(4)

と化合物 5(C-2)12‐Nitrocapsanthin(5)を 単離 し(Fig.13)、 各種機器分

析に供 した。
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Fig. 13. Structures of Nitrocapsanthin.
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Alltra ns-capsanth in 2 0 mg

dissolved in ttHF 5 rnl

added ttFA 1 00口 l

added 50 mAll peЮ xynitrite 3ml

reacted for3 minロ

added 100%NaClaq.10日 nl

added CHC1310 mi

Organic layer Aqueous layer

d ried over an hyd rous NarSOo

concd.

HPLlanalySiS

seperated by HPLC

|

seperated by HPLC

(DeviloSi:° DS Φ4.6x250nnm MeCN:H20〓 75:25)

NMR MS

Scheme 2. Procedure for Reaction of Capsanthin

with Peroxynitrite and Separation.
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3-1.14'ぃ s‐cお‥15'―Nitrocapsanthin(4)

化合物 4(C-1)は 、可視・紫外分光スペ ク トル による吸収極大 を 363

nmと 482 nmに 示 した。 また、 この化合物 の分子量は HRFAB一MSに よっ

て分子量 629.4099及 びそ の分子式 は C40H5505Nで あるこ とが判 った。分

子量か らカプサ ンチ ンのニ トロ化化合物 である と考 え られた。
lH―NMRス

ペ ク トル ,13c_NMRス ペ ク トル を測定 し、解析 した。
13c_NMRに

よ り 15'

位 のシグナル が 145。 l ppmに 低磁場 にシ フ トしてい る事や lH一NMRに よ り

15'位 のプ ロ トンの シグナル が確認 で きず、15位のプ ロ トンが 8。 09 ppm

に低磁場 シフ トし、 14位 のプ ロ トン 5.96 ppmと のカ ップ リングが見 ら

れ る。 14位 と 15位 のプ ロ トンが、カ ップ リング乗数 12.O Hzで それぞ

れ ダブ レッ トにシ グナル が確認 で きるこ とか ら 15'位 がニ トロ基 に置

換 され 、20'位のメチル プ ロ トン と 14位プ ロ トンの相 関がみ られ るこ

とか ら 15-15'位 の二重結合 はシス配位 であることが判 った。NOESY測

定では 16位 と 17位 のメチル プ ロ トン と 7位 プ ロ トンの相 関、19位 メチ

ル プ ロ トン と 7位 プ ロ トン及 び 11位 プ ロ トンの相 関、20位 メチル プ ロ

トン と 11位及 び 15位 プ ロ トンの相 関、 19'位 メチル プ ロ トン と 7`位

及 び 11'位 プ ロ トンの相 関、20'位 メチル プ ロ トン と 14位及び H'位

プ ロ トンの相 関が見 られ た。 ル テイ ンの結果 な どを総合 して、C-1は

14'‥ s‐θJS‐ 15'‥ Nitrocapsanthin(4)で ある と決定 した (Fig。 14)。

3-2.12-Nitrocapsanthin(5)

主生成物 C-2の 分子量 は HRFAB一MSに よつて分子量 629.4081及 びその

分子式 は C40H5505Nで あるこ とが判 つた。本物質 は C-1の ニ トロ基の位置

異性体 と考 え られ る。 また、Fig.14(化合物 5)に示 した よ うな NOE相

関 と 12位 のプ ロ トンが観 測 されず 、
13c_NMRに

よ り 12位の シグナル が

152.4 ppmに 低磁場 にシフ トしてい る事、
lH一NMRに よ り 11位 のプ ロ ト

ン の ケ ミ カ ル シ フ ト と 10位 プ ロ トン と の カ ッ プ リ ン グ か ら

12‥N■rocapsanthin(5)の 構 造 を決 定 した。
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4。 考察

ニ トロ化の生成物 として C-1及 び C-2が 主に得 られた。 このことは、

共役二重結合中央部を中心に ON00~に よるニ トロ化カプサンチンが生成

した。 このニ トロ化は、ニ トロ基の大きさのため、主にポリエン鎖への

妨害がない、12位 または 15位 で起こつたと考えられた。 このニ トロ化

は立体障害の少ない側 にニ トロ化 されたニ トロカロテノイ ドが得 られ

ている。このことは、分子の立体障害が少ない側に位置するニ トロラジ

カルがカプサンチンのラジカル炭素近傍に存在 し、ラジカル反応が起っ

ていると考えられた。また、ルテインでの結果から、二重結合がシス化

した状態で安定なラジカル体 となつた場合は、シス体に異性化 した位置

にニ トロ化 した化合物が得 られる。このようにラジカルカロテノイ ドに

ニ トロラジカルがアタックし、結果 としてニ トロ化カロテノイ ドを生成

したと考えられる。カプサンチンでは、 14'‐ s‐ ciS-15'―Nitrocapsanthin(4)

と 12-Nitrocapsanthin(5)が 得 られた。また、分子軌道法 (Table 5)に

よリニ トロ化体のエネルギー的に安定な構造物は、必ず しも優位に得 ら

れない。ニ トロカプサンチンの生成は、ニ トロカプサンチンの分子軌道

法結果からも、ラジカルカロテノイ ドとニ トロラジカルによる反応を支

持 している。共役二重結合部分のラジカル化状態は、存在率の違いはあ

るかもしれないが、ランダムに起 こつてお り、メチル基の立体障害がな

い側にニ トロラジカルが存在 した場合、ラジカルカプサンチンの立体障

害の少ない位置か らのニ トロ化アタック、カプサンチンのラジカル位置

の確率により、ニ トロ化カロテノイ ドが生成するのであろう。12位 にニ

トロ化 したカプサンチンでは、立体障害の少ない側か らそのままニ トロ

化された トランス体のままのニ トロカプサンチンが得 られている。
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丁able 5.Molecular C)rbital Method of Nitrocapsanthin.

rrars 0お

s-trans s-Ors s― Pans s-Ors

Nitro-15 21.98 16.10 6.54 1.18

N:tro-15' 22.06 16.10 6.35 0.00

Nitro-14 19.99 24.39 20.17 21.52

N三tro-14' 22.67 26.73 22.46 23.45

Nitro-12 : 18.94 16.16 2.00 1.62

Nitro-12' 24.66 23.39 8.59 8.53

Nitro-11 35.43 32.96 17.56/ 15.01

Nitro-11 38.12 37.23 21.42 19.26

Nitro-10 18.40 21.42 18.6,6 19.81

Nitro-10' 30。04 33.91 24.62 27.27

Nitro-8 5.21 18.27 17/14 11.64

Nitro-8' 9.97 42.80 35.60 35.61

Nitro-7 4.87 17.33 :.63 6.70

Nitro-7' 52.84 59.52 5s.sz 61.64

HO

14'‐s‐ciS‐15'‐Nttrocapsanthin〔 4)

1 2-N itrocapsanth in (5)

計算条件   使用プログラム:非経験的
分子軌道法計算プログラムGausdan09

基底関数:6-31G(d)計算温度 :絶対零度
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第 Ⅲ章 フ コキサ ンチ ン とペ ル オ キ シナ イ トライ トの反 応 につ

い て

フコキサンチンは、日本などで古 くから食べ られている昆布やワカメ、

ヒジキなどの褐藻類に含まれる赤褐色のカロテノイ ド色素である。 日本

は、生活習慣病の発生率が低 く、欧米に比ベワカメ、コンブ等の食習慣

が豊富である。この食習慣が健康や長寿に寄与 していると考えられ、世

界中の研究者によつて海藻中の有効成分の研究が行われている。その有

効性を示す一つの物質がフコキサンチンと考えられている。フコキサン

チンは Maedaら の研究で、褐色脂肪細胞に特異的に存在するタンパク質

である UCPl(uncOupling protein l)の 発現を自色脂肪細胞において促す

ことで、脂肪組織における脂肪の燃焼 を助ける作用が認 められている

51,52)。 フコキサンチンは、長寿やダイエ ッ トなどで注 目されている物質

である。生体障害に起因すると言われている ON00の 消去に対 して、フ

コキサンチンが どのような作用が認 め られるか確認す るためこの研究

を行った。我々は、左右非対称構造を持つフコキサンチンについて ON00~

との反応生成物に関する報告は存在 しないことから、フコキサンチンの

新たな反応生成物を得るため、ON00~と の反応物を調査 した。

1.実験材料

北海道大学、細川雅史准教授 より提供 して頂いたワカメの溶媒抽出物

を HPLCに て精製 したフコキサンチンを実験材料 とした。

OCOCH3

2019

11 15 L4' 13'll' 10′

禽 かヽ ヽ
9′

Yヽ
12 14   15′

20′

Focoxanthin(M口 W.〓658)

7
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2.フ コキサンチンとペルオキシナイ トライ トの反応

フコキサンチン (All‥ trans‐ fucoxanthin)68.4 mgを THF 6.84 mlに

溶解 させ、TFA 96 μlを 添加 した。 この溶液に対 し、50 mM ON00溶 液

965 μ lを 添加 し、速やかに攪拌 し反応 した。

3.反応 生成物 の単離 と構 造決 定

フコキサ ンチ ン と ON00~の 反応 後、反応液 に飽和食塩水 を加 え、ク ロロ

ホル ムにて抽 出 した。有機層 は無水硫 酸ナ トリウム にて脱水 し、減圧濃

縮 し、HPLCで 分析 したの ちシ リカゲル カ ラムク ロマ トグラフィー、分取

用逆相 HPLCに供 し、ニ トロフコキサ ンチ ンを含 む フラクシ ョンを得 た。

さ らに 、 分 取 用 逆 相 HPLCに 供 し、 化 合 物 6(F-1)14‥ s― cis‐ 15‥

NitrofucOxanthin(6)及 び化合物 7(F-2)H― cis‥ H― Nitrofucoxanthin(7)

を主成分 と して単離 し、各種機器分析 に供 した。

N02

F¨ 1

15

//14

1 4-cls-15-N itrofucoxanthi n (6 )

Fig" 15. Structures of Nitrofucoxanthin.
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All-tra ns-fucoxanthin 68.4 mg

dissolved in THF 6.84 ml

added TFA 96 tt I

added 50 mM peroxynitrite 965

reacted for 1 min.

added HrO 30 ml

added CHCI,30 ml

Organic layer Aqueous layer

dried o\er anhydrous NarSOo

corcd.

HPLC analysis

I

seperated by HPLC
(Develosil C30-UG-5 O20 x 250 mm MeCN:HrO=80:20)

llFr.A.B Fr.C

I

seperated by HPLC
(Develosil C30-UG-5 O20 x25O mm MeCN:HrO=80:20)

I

NMR MS

Scheme 3. Procedure for Reaction of Fucoxanthin

with Peroxynitrite and Separation.

μ l
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A:酸化的開裂を起こしたと示唆される化合物
B:共役系が減少していない化合物

All- tra ns-fu coxa n t h in

20         30

Retenlon lme(min)

Columni Develosil C30-UG-5f4.6κ250 mm Flow late:l mν min
Mobile phase:MeCN:H20=77:23 Detector 450 nm

Fig. 16. HPLC Analysis of Peroxynltrite Reaction Products

with Fucoxanthin.

50 60
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3-1.14‥ s… cis-15-Nitrofucoxanthin(6)

化合物 6(F-1)は 、UVス ペ ク トル に よる吸収極大 を 346 nmと 456 nm

にブ ロー ドな吸収 を示 した。 この化合物 の分子量は HRFAB一MSに よって

その分子式 は C42H58°8Nで あるこ とが判 った。 フコキサ ンチ ンは分子式

C42H5806で あ り分子量 658.91で あることか ら、 フコキサ ンチ ンのニ トロ

化合物 が得 られ た。15位のプ ロ トンのシグナル が確認 で きない ことか ら

15位のプ ロ トンがニ トロ基 に置換 されてい る と考 えた。ニ トロ基の置換

位置はカプサ ンチ ンの場合 と同様 メチ ンか ら 4級炭 素 に変 わった炭 素 シ

グナル を HMBCな どに よ り帰属す る事 に よ り 15位炭 素で あるこ とが明 ら

かにな った。 15'位 のプ ロ トン と 14'位 のプ ロ トンが 12.O Hzで カ ップ

リング してい ることか ら、 14'‐ sイ″α′sで ある。NOE相 関 において フコキ

サ ンチ ンと比較 して 20位 と 15位 の相 関以外 の違いが見 られ ない こ とか

ら 15位 の二重結合 がシス体 (15ィブs)で あ り 14-s― θJs構造で ある と推 定 し

た。 さ らに NOESYよ る NOE相 関か ら Fig.17に 示す 立体構 造 を決 定 した。

3-2.H―θJs-11‐Nitrofucoxanthin(7)

化合物 7(F-2)は、UVス ペ ク トル に よる吸収極大 を 346 nmと 456 nm

にブ ロー ドな吸収 を示 した。 しか し、 フ コキサ ンチ ンは 350-550 nmの

波長域 を吸収 し、448 nm付 近 に吸収極大 を示す た め、UVだ けではニ ト

ロ体 を予測 で きなか った。 この化合物 の分子量 は HRFAB一MSに よってそ

の分 子 式 は C42H5808Nで あ る こ とが判 った。 フ コキサ ンチ ンは分 子式

C42H58° 6で あ り分子 量 658。 91で あるこ とか ら、 フコキサ ンチ ンのニ トロ

化合物 が得 られ た と考 え られ た。11位のプ ロ トンの シグナル が確認 でき

ない こ とか ら 11位のプ ロ トンがニ トロ基 に置換 され てい る事が分 かっ

た。 UVス ペ ク トル 分析 において 334 nmに 特徴 的な吸収波長 を有す る事

か ら、ポ リエ ン構 造 のいずれかがシス化 してい る と考 え られ た。NOE相

関において 20位 と 10位 の相関が見 られ たために H‥θJs構 造 を推 定 した。

さらに NOESYよ る NOE相 関か ら Fig.17に 示す立体構 造 を決定 した。
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4.考察

フコキサ ンチ ンで は 、14‐ s‐ cis… 15-Nitrofucoxanthin(6)と 11_CiS‥ 11-

NitrofucOxanthin(7)が 得られた。共役二重結合部分のラジカル化は位置によ

る存在率の違いはあるかもしれないが、ランダムに起こっており、ラジカルの安定

構造とニトロラジカルのカロテノイドラジカルのラジカル位への接近が可能な場

合により多くの反応物を得ると考えられる。11位 のニトロ化は、H位の二重結合

がシス化した配位にラジカル存在したことで、メチル基の立体障害が少なくなり、

ニトロラジカルのアタックにより、シス体のニトロ化カロテノイドを生成したと考えら

れる。このニトロ化は、ニトロ基の大きさのため、主にポリエン鎖への妨害がない

か、異性かして立体障害が少なくなった H位または 15位 で起こったと考えら

れた。 11位 へのニ トロ化は、11位 の二重結合が異性化 ラジカル となつ

た後、ニ トロラジカルが 19位のメチル基側 より 11位のラジカルに結合

し、 11_シス体となったと考えられる。この結果、H位が異性化する前に、19位

側の H位へのニトロ基などの反応は考えにくく、カロテノイドラジカルが生成した

後、ニトロラジカルが反応することを支持している。このニトロ化フコキサンチンは、

立体配置的には必ずしも安定なコンフォメーションを持った化合物は得られな

い (Table 6)。
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rra/Ps crs

s-trans s-c/s s-trans s-crb

Nitro-15 21.35 :5_55 5。 71 26.77

Nitro-15' 23.79 18.96 8.44 32.35

Nitro-14 24_17 28.24 23.18 24.2〔

Nitro-14' :8.91 23.55 :9。 19 21.0ど

Nitro-12 28.48 29,04 13.88 13.61

Nitro-12' 17.47 :4.47 0.00 0_4(

Nitro-11 37^06 39_45 /21_76 103. 8

Nitro-11 34.04 30.ッジ 17.30 1907

Nitro-10 39^21 メだ‐メ 29.94 38.

Nitro-10' t5.s4/ /8 17.19 17. 2

:
o

lo
1 1 -crb-l 1 -N itrofucoxanthin (7 ) 14‐s‐cis‐15‐Nttrofucoxanthin(6)

Table 6.Molecu!ar Orbital l面 ethod of Nitrofucoxanthin.

計算条件   使用プログラム :J卜経験的
分子軌道法計算プログラムGausdan09

基底関数:6-31G(d)計算温度 :絶対零度
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第Ⅳ章 カ ロテ ノイ ドによる活性 窒素種 に起 因す る炎症予防に関す

る考察

活性窒素種であるペルオキシナイ トライ ト(ON00:活性窒素種)や一酸化空素

(・ NO)な どは強い酸化物質であり、生物学上のいくつかの障害を起こす可能性を

持つている。ONOσは、DNA切断を引き起こす物質として知られ、ニ トロ化による

タンパク質変性および LDL(low‐density lipoprotein:リ ポタンパク)の ヒドロキシル

化と脂質の過酸化を引き起こすことで知られている。また、全身性炎症反応症候

群 (SIRS:syttemic innammttory response syndrome)は ,外傷,手術,広範囲熱傷 ,

ショックなどで炎症性サイ トカインの産生が高まると出現する 5"。 このような

SIRS病態において,活性酸素種が過剰産生され,炎症やアポ トーシスが進行する

ことが確認されている 54-50。 重症な場合は、様々な臓器で抗酸化分子が低下して

いるばかりか,活性酸素種の産生自体が克進していることが検証されている 5750。

また、活性酸素は NF―趙 (タ ンパク複合体)や AP-1な どを活性化し,サイ トカ

イン産生や接着因子の発現を誘導する 6060。 血管平滑筋細胞で産生されたスーパ

ーオキサイドは 6め
、血管拡張のためのサイ トカインとして放出したNOを消費し、

ON00~と なって細胞毒性などを示すと考えられている。この NOの減少は、内皮依

存性血管反応を減弱させ,血圧上昇につながり,さ らに動脈硬化を促進する可能

性が示唆されている。また、NOを減少させる結果、NF‥18な どの転写因子を活性

化しサイ トカインの産生や接着因子の発現を誘導することにより血管の炎症を促

進する。その他にも、ON00~は細胞外マ トリックスの改変において重要な役割を担

つている matrix m∝alloproteinase o贔θ)やプロスタグランディン合成系の酵素で

ある cyclooxygenase(COD活性化することにより、宿主の炎症反応を増強するこ

とが指摘されている。従つて、NOや ONOσ は炎症反応のメディエータとして機能

しているといえる。ON00の直接の作用としては、数々の酵素やタンパク質のチロ

シン残基などをニ トロ化し、酵素活性や生理機能を弱めることによる炎症反応ヘ

の影響が考えられる。酵素やタンパク質のニトロ化をカロテノイド自身がニトロ

化されることで遮断し、生体内の炎症反応を抑制できると考えられる。炎症反応
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で重要なメディエータである NF―趙 は、広義の炎症反応で機能する転写因子 (サ

イ トカイン)である。その活J性は IKB(タ ンパク質)と の会合 と分解により制御

されている。NF―KBの活性化は IKK β (酵素)が IKB α (タ ンパク質)の N末端

をリン酸化 して分解を誘導する機構 と、IKK α (酵素)が p100(タ ンパク質)を

リン酸化 して分解を誘導する機構が知 られてお り、ユビキチンリガーゼ (酵素 )

であるβ‐TrCPが リン酸化された 110に直接に会合 してユビキチン化を引き起こ

すことにより分解を誘導 し、NF‐KBが活性化される。これ ら炎症発現のメカニズ

ムは多くのタンパク質や酵素により制御 されている。この炎症発現メカニズムの

中のタンパク質や酵素が ON00~に よリニ トロ化 されることで、炎症反応への様々

な影響が考えられる。実例 として、アスタキサンチンでは、カラゲニンによる炎

症反応の抑制
60ゃ

乳腺炎の治療への効果
60の

報告がある。また、アスタキサンチ

ンが NF{B活性化の抑制 と IKK活性抑制、Itt αI分解抑制することが報告され

ている 60。 これ らの研究が進み、炎症発現に対する ON00~影響が今後明らかとな

つてくると思われる。また、人を死に至らせるような全身性炎症反応症候群から

考察 しても、ON00に よる多臓器不全 (組織酵素利用障害)時のミトコン ドリアや

ペルオキシソームの酸素利用障害なども ON00~の 関与が考えられ、今後の生体内

での機構解明の進展で、ON00~消 去物 (カ ロテノイ ド)の大きな可能性が示される

ことが期待される。
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実験の部

1.試薬 と機器

本研究 に使用 した溶 媒 は、抽 出操作 は市販一級溶媒 、その他 は市販 特

級溶媒 を使用 した。HPLCに は大量分取 クロマ トグラム用 アセ トニ トリル

を用いた。ON00~(perOxynitrite)の 合成 は市販特級溶媒 を使用 した。 ON00~

の反応 において市販 有機合成用 THFを用いた。

実験 に使用 した機器 と器 具 は下記の通 りである。

NMR: 」EOL LAMBADA 500 NMR spectrometer

MS: 」EOL JMS―DX 303 MASS spectrometer

UV: 」ASCO U best-30

1R: 」ASCO FT/1R-400

シ リカゲル :和光純薬工業株式会社 、WakO C-300

ルテイ ン反応 生成物 の分析 条件

Pump: JASCO PU-980

3-Line degasser: 」ASCO DG-980-50

Column oven: Sugai U-620

Detector: JASCO MD-910

Column: Develosil C30-UG-5 φ4.6x250 mm

Mobile phase: MeCN: H2° = 90:10

Flow rate: l m1/min

Temp: 3013

Detector: 447nm
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ル テ イ ン反応 生 成 物 分 取 条 件

Pump: 」ASCO PU-986

3-Line degasser: 」ASCO DG-980-50

Column oven: 」ASCO CO-965

Detector: 」ASCO UV-970

Column: Develosil C30-UG-5 φ20x250 mm

Mobile phase: MeCN: H20 = 92:8

F10w rate: 10 m1/min

Temp: 3213

Detector: 447nm

カ プ サ ンチ ン反応 生成 物 の 分析 条 件

Pump: Waters 600 Pump

4-Line degasser: Waters ln― Line Degasser AF

Column oven: Waters Column Heater module

Detector: Waters 2996 PhotodiOde Array Detector

Column: Develosi1 0DS φ 4.6× 250 mm

Mobile phase: MeCN: H20 = 75:25

Flow rate: 1.O m1/min

Temp: 409C

Detector: 460nm

59



カ プ サ ンチ ン反 応 生成 物 分 取 条 件

Pump: 」ASCO PU-986

3-Line degasser: 」ASCO DG-980-50

Column oven: 」ASCO CO-965

Detector: 」ASCO UV-970

Column: Develosi1 0DS φ 20)く 250 mm

Mobile phase: MeCN: H20 = 75:25

Flow rate: 10.O m1/min

Temp: 401C

Detector: 460nm

フ コキサ ンチ ン反 応 生 成 物 分析 条 件

Pump: JASCO PU-980

3-Line degasser: 」ASCO DG-980-50

Column ovenI Sugai U-620

Detector: 」ASCO MD-910

Column: Develosil C30-UG-5 φ4.6x250

Mobile phase: MeCN: H20 = 77:23

Flow rate: l m1/min

Temp: 3013

Detector: 450nm

mm
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フ コキサ ンチ ン反 応 生 成 物 分 取 条 件

Pump: 」ASCO PU-986

3-Line degasser: 」ASCO DG-980-50

Column oven: 」ASCO CO-965

Detector: 」ASCO UV-970

Column: Develosil C30-UG-5 φ20x250 mm

Mobile phase: MeCN: H20 = 80:20

Flow rate: 10 m1/min

Temp: 3213

Detector: 450nm

7 = ++i vf Y/c*w,+l+

Pump: JASC0 PU-986

3-Line degasser: JASCO DG-980-50

Column oven: JASCO C0-965

Detector: JASC0 UV-970

Column: Develosil C3Q-UG-$ 6 20x250 mm

Mobile phase: MeCN: H20 = 90:10

Flow rate: 10 m1lmin

Temp : 32"C

Detector:450nm
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2.実験方法 と機器データ

2-1.ON00‐ の合成

氷冷 した 0,7 M H2° 2を含む 0.6 M HCl水 溶液 300 ml,氷冷 した 0。 6M

NaN02水溶液 300 mlを それぞれ三角フラスコに準備 した。氷冷 した 1.5

M NaOH水溶液 600 mlを 吸引瓶に入れ、吸引 しなが ら漏斗上で準備 し

た 2液 を反応 させた。 この溶液を-20℃ で数時間凍 らせると上層に黄色

い ON00~の 薄い層が形成 される。ON00~は 1.2 M NaOH水 溶液中、-20℃ で

保存 した。

ON00~の 濃度は UV 302 nmで測定 した。 (1.2 M NaOH中 で ε302nm=1670

mol~lcm~1)。

2-2.ル テイ ン

ルテイ ン(All… trans‐ lutein)400 mgを THF 50 mlに 溶解 させ (最終濃度

5。 7 mM)、 TFA 800 μ lを添力日した。 この溶液 に対 し、 50 mM ON00溶液 3

mlを 添加 し、速や か に撹拌 し、 1分間反応 させ た。ルテイ ン と ON00~の

反応物 に飽和食塩水 を加 え、ジク ロロメタンにて抽 出 した。減圧濃縮後 、

シ リカグル カ ラムク ロマ トグラフィー、分取用逆相 HPLCと 逆相 HPLCに

供 し、 フラクシ ョン化合物 1(L‐ 1)14‐ s‥θJs-15‐ Nitirolutein(1)、  化合

物 2(L‥ 2)14'― s―θJS‐ 15'‥Nitrolutein(2)、  化 合 物 3(L‥ 3)

Lutdn-6H‥ 1,2‥oxazine(3)を 単離 し、各種機器分析 に供 した。

L-1.(14-s― θJs‥ 15-Nitrolutein)(1)

UV一vis λmax(Et20)nm 322,465.

HR‐FAB MS 613.4139(M+,Calcd for C40H5504N,613.4131)。

lH NMR(CDC13,500 MHz)δ
O,85(H3~16',s),1.00(H3~17',s),1.09(H3‥ 16,

S),1.09(H3~17,s),1.37(H‥2'α,dd,J=14.0,7.0),1.48(H-2α ,dd,J=12.0,

11.0),1.62(H3‥ 18',s),1.75(H3‥ 18,s),1.77(H3… 20,s),1.77(H‥ 2β,ddd,J=
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12.0,4.0,1.5),1.84(H… 2'β,dd,J=14.0,6.0),1.95(H3‐ 19',s),1.99(H3‥ 19,

s),2.04(H‐ 4α,dd,J=18.0,10.0),2。 16(H3~20',s),2.40(H-4β ,ddd,J=18.0,

6.0,1.5),2。 43(H-6',d,J=10.0),4.00(H‐3,m),4.25(H-3',m),5.56(H‐ 4',

s),5.56(H… 7',dd,J=15。 0,10.0),5.86(H-14',d,J=11.0),6.08(H¨ 10,d,

11。 5),6.08(H-10',d,J=11.0),6。 10(H‐ 7,d,J=16.0),6.16(H-8,d,J=

16.0),6。 16(H‐ 8',d,J=15。 0),6。 19(H¨ 14,s),6.40(H‐ 12',d,J=15.0),6.50

(H‐ 12,d,J=15。 0),6.79(H‐ 11,dd,J=15。 0,11.5),6。 90(H‐ 11',dd,J=15.0,

H.0),8.05(H-15t d,J=12.0).

13c NMR(CDC13,125 MHz)δ
13.1(C‐ 19),13.3(C-19'),13.6(C‐ 20'),15。 3

(C‐ 20),20.5(C山 17),22.9(C-18,18'),24。 3(C‥ 17'),28。 7(C‐ 16),29。 5(C“ 16'),

34.0(C… 1'),37.1(C-1),42.6(C-4),44.6(C‥ 2'),48。 4(C‥ 2),54.9(C-6'),65.0

(C‐ 3),65。 9(C‐ 3'),118.9(C‥ 14),124.6(C…4'),125.6(C-14'),126.8(C‥ 5,7),

127.9(C‐ 11),130.0(C‐ 10'),130。 4(C… 11',15'),131.1(C-7'),131.2(C-10),

135。 7(C-12),136.1(C… 9',12'),137.6(C‐ 5',6,8'),138.1(C-9),138.2(C‐ 8),

142.8(C‐ 13),145.8(C-15),149。 1(C-13').

L-2.(14'… S… CiS… 15'‐Nitrolutein)(2)

UV一vis λmax(Et20)nm 343,447.

HR¨FAB MS 613.4139(M+,Calcd for C40H5504N,613.4131)。

lH NMR(CDC13,500 MHz)δ
O.86(H3‐ 16',s),1.10(H3‐ 16,s)1.08(H3~16

and 17,2s),1.37(H… 2'α,dd,J=14.0,7.0),1.48(H‥ 2α,dd,J=12.0,11.0),

1.64(H3‥ 18',s),1.74(H3¨ 18,s),1.76(H3‐20',s),1.77(H… 2β,ddd,J=12.0,

4.0,1.5),1.85(H…2'β ,dd,J=14.0,6.0),1。 93(H3‐ 19',s),2.01(H3~19,S),

2.04(H¨ 4α,dd,J=18.0,10.0),2.16(H3… 20,s),2.40(H… 4β,ddd,J=18,0,6。 0,

1.5),2.43(H‥ 6',d,J=10.0),4.00(H-3,m),4.25(H-3',m),5。 40(H-7ち dd,J

=15.0,10。 0),5.56(H-4',s),5。 96(H‐ 14,d,J=12.0),6.10(H‐ 10',d,J=

11.0),6.10(H‥ 7,d,J=16.0),6.16(H-8,d,J=16.0),6。 16(H‥ 10,d,J=11.5),

6.20(H-8ち d,J=15.0),6.30(H… 14',s),6.40(H-12,d,J=15.0),6,49(H-12',
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d,J=15.0),6.75(H-11'"dd,J=15,0,11.0),6.95(H-11,dd,J=15.0,11.5),

8.06(H… 15,d,J=12.0)。

13c NMR(CDC13,125 MHz)δ
13.2(C‥ 19,19'),13.6(C-20),15。 3(C‐ 20'),

20.5(C‐ 17),21,6(C-18),22.9(C‐ 18'),24.3(C… 17'),28.7(C‐ 16),29.5

(C口 16'),34.0(C口 1'),37.1(C… 1),42.6(C-4),44.6(C-2'),48.4(C-2),54.9

(C-6'),65.0(C… 3),65。 9(C‐ 3'),119.0(C‐ 14つ ),124.6(C-4'),125.8(C-14),

126.8(C-5,7),127。 8(C-11',12'),130.1(C‥ 7',10'),130.2(C-10),130.4

(C… 11,15),136.1(C‥ 9,12),137.6(C-5',6,8'),138。 0(C‥ 8),138.1(C‥ 9'),

142.8(C‥ 13'),145.8(C-15'),149。 1(C¨ 13)。

L-3.(Lutein-6H… 1,2-oxazine)(3)

UV一vis λmax(Et20)nm 430,457,486。

HR…FAB MS 597.4173(M十 ,calCd for C40H5503N,597.4182).

lH NMR(CDC13,500 MHz)δ
O.85(H3‥ 17t s),1.00(H3~16),s),1.23(H… 4α

,

dd,J=13.0,4.0),1.25(H‐ 2α,overlapped),1.26(H3‐ 17,s),1.31(H3‐ 16,s),

1.37(H-2'α
"dd,J=13.0,7.0),1.60(H3…

18,s),1.62(H3… 18',s),1.85(H-2'β
"

dd,J=13,0,6.0),1.91(H3‐ 19',s),1.98(H3¨ 20',s),1.99(H3‥ 20,s),2.02

(H-2β,ddd,J=13.0,4.0,2.0),2.17(H3‐ 19,S),2.41(H-6',d,J=10.0),2.53

(H-4β,ddd,J=13.0,4.0,2.0),4.22(H-3,m),4.25(H‐ 3ち m),5.44(H‐ 7',dd,

J=15。 5,10.0),5.55(H-4ち br s),6.14(H‥ 8ち d,J=15.5),6。 14(H-10',d,J=

11.0),6。 24(H-7,s),6。 24(H… 12,d,J=15.0),6.25(H‥ 14',d,J=11,0),6.31

(H… 14,d,J=11.0),6.36(H-12',d,J=15.0),6.62(H-11',dd,J=15.0,11.0),

6.64(H… 15,m),6。 64(H‥ 15',m),6.69(H‥ 11,dd,J=15.0,11.0),8。 30(H‐ 10,

d,J=11.0)。

13c NMR(CDC13,125 MHz)δ
12.7(C-20),12.8(C‥ 20'),13.1(C‐ 19'),15.1

(C‐ 19),22.9(C‐ 18'),23.4(C-18),24。 2(C… 17'),26.5(C-17),29.4(C-16),

29,5(C‐ 16'),34.0(C‥ 1'),34.8(C-1),44.6(C-2'),45。 9(C-4),51.4(C‥ 2),

54.9(C‥ 6'),65.6(C‐ 3),65。 9(C‥ 30),80.1(C‥ 5),116。 1(C¨ 7),124.5(C-4'),
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125。 1(C‥ 11'),128.3(C-9),128.8(C‐7'),129.8(C-15),129.9(C‥ 11),130。 7

(C… 15'),130。 8(C-10'),132.4(C-12),132.5(C‐ 13,13'),134.1(C‐ 10),134.5

(C-14),135.3(C‐ 9'),137.1(C‐ 12',14'),137,7(C‐ 8'),138.0(C‐ 5'),142.6

(C-8),156。 3(C-6):

ピリジン中で無水酢酸 と1時 間室温で反応 し、ジアセチル体を得た。 こ

の化合物の分子量はFAB MSで 〃ル 681を 示 した。
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2-3.カ プサンチン

カプサンチン (All―trans‐ capsanthin)20 mgを THF 5 mlに 溶解 させ、

TFA 100μ lを 添加 した。この溶液に対 し、50 mM ON00~溶液 3 mlを 添

加 し、速やかに撹拌 し 3分間反応 した。 この反応を 20回 行い、カプサ

ンチンを反応 させた。カプサンチンと ON00~の 反応物に飽和食塩水を加

え、ジクロロメタンにて抽出した。減圧濃縮後、シ リカグルカラムクロ

マ トグラフィー、分取用逆相 HPLCに 供 し、フラクション化合物 4(C_1)

14-s―θお‐15…Nitrocapsanthin(4)と 化合 4吻 5 (C‥ 2) 12‥ Nitrocapsanthin(5)

を単離 し、各種機器分析に供 した。

C-1.(14'‐ s…θブ∫-15'―Nitrocapsanthin)(4)

UV‐vis λ max(Et20)nm 346,456.

HR FAB MS calc for C40H5505N,629。 4081[M十 ]found 629。 4056.

lH NMR(CDC13,500 MHz)δ
O.85(H3‐ 16:,s),1.07(H3‐ 16,s),1.07(H3‐ 17,

s),1.22(H3‐ 17',s),1.38(H3‐ 18',s),1.48(H… 2β,dd,12.0,12.0),1.49(H‐ 4'β
,

over lapped),1.71(H… 2'β ,over lapped),1.73(H3‐ 18,s),1.77(H-2α ,over

lapped),1.77(H3… 20',s),1。 98(H3~19',s),2.00(H¨ 2'α,over lapped),2.02

(H3¨ 19,S),2.06(H‐ 4β,dd,チ=17.0,9.0),2.18(H3‐ 20,s),2.39(H-4α ,dd"

J=17.0,6,0),2.96(H… 4'α ,dd,ノ=15。 0,8.0),4.00(H-3,m),4.52(H-3',m)"

5。 96(H-14,d,ノ=12.0),6。 13(H‥7,d,J=16.0),6.16(H-10,d,」 =10.0),6.24

(H‥ 8,d,」=16.0),6。 41(H-12,d,チ〓15.0),6.41(H… 14',s),6.51(H‥ 7',d,

J=15。 0),6.57(H-10',d,J=11.0),6.65(H… 12',d,ノ=15.0),6.75(H‐ 11',dd,

ル 15.0,H.0),6.95(H‐ H,dd,ル 15.0,H.0),7.33(H-8',d,ル 15.0),8.09

(H… 15,d,ノ =12.0)。

13c NMR(CDC13,125MHz)δ
13.0(C‥ 19'),13.7(C… 19),14.1(C… 20),15。 2

(C‐ 20'),21.2(C‥ 18'),21。 6(C-18),25。 1(C‥ 16'),25。 8(C‐ 17'),28.7(C… 16),

30。 2(C-17),37.1(C‐ 1),42.5(C-4),44.0(C-1'),45.2(C¨ 4'),48.3(C‐ 2),50.8

(C‐ 2'),59.0(C-5'),64.9(C‐ 3),70。 3(C… 3'), 121.4(C‐ 14'),122.0(C-7'),

66



125。 4(C… 14),126.9(C-5,7),128。 1(C-8),130.3(C-15),130。 7(C-11),130.9

(C-10),136.0(C-12),137.5(C-6),138.0(C-11'),139.2(C‐ 9),139.8(C中 12'),

140.1(C-9'),142.1(C… 13'),145。 1(C-15'),146.4(C‥ 8'),149。 9(C‐ 13),203.0

(C-6').

NOESY correlations between CH3… 16/17 and H-7,CH3‐ 19 and H-7/11,

CH3~20 and H-11/15,H‐ 10 and H‥ 12,H‐ 12 and H‥ 14,CH3‐ 16'/17'and H‥ 7',

CH3¨ 19'and II‐ 7'/11',and CH3~20'and H‥ 14/11',II-8'and II-10'。

C-2.(12-Nitrocapsanthin)(5)

UV―vis λmax,346,456.

HR FAB MS calc for C40H5505N,629。 4081[M+]fOund 629.4056.

lH NMR(CDC13,500MHz)δ O.85(H3‐ 18:,s),1.08(H3~16,s),1.08(H3… 17,s),

1.21(H3口 17:,s),1.37(H3~16',s),1.48(H‥ 2β,dd,ル 12.0,12.0),1.49(H… 41β
,

over lapped),1.71(H… 2'β ,m),1.74(H3‐ 18,s),1.77(H3‐ 2α,over lapped),

1.97(H¨ 19',S),1.98(H-20',s),2.00(H3~20,s),2.00(H-2'α ,m),2.04(H‥ 4β
,

dd,チ〓17.0,9.0),2.96(H-4'α ,m),2.13(H3‐ 19,S),2.39(H‐ 4α,dd,」=17.0,

6.0),4.00(H… 3,m),4.51(H‥ 3',m),6。 15(H-10,d,ノ=11.0),6.20(H-8,d,

J=15.0),6.25(H‥ 14,d,J=11.0),6.36(H‐ 14',d,チ=11.0),6。 46(H‐ 7,d,

J=15,0),6.47(H‥ 7',d,チ=15.0),6。 53(H‐ 10',d,チ=11.0),6.55(H-121,d,

J=15。 0),6.65(H‐ 11',dd,J=15,0,11,0),6。 67(H-15,m),6.67(H-15',m),7.33

(H‐ 81,d,チ=15.0),7.99(H-11,d,ノ =10.0)。

13c NMR(CDC13,125MHz)δ
12.9(C… 19'),12.8(C‐ 201),13.5(C‐ 19),16。 4

(C‐ 20), 21.2(C-18'), 21.7(C… 18), 25.8(C‐ 16'), 25.1(C‐ 17'), 28.8(C‥ 16),

30。 2(C-17),37.1(C‐ 1),42.6(C‐ 4),44.0(C‥ 1:),45。 3(C‥ 4:),48.3(C-2),50。 8

(C‐ 21),59.0(C-5'),64.8(C-3),70.3(C-31),136.0(C‥ 14),121.3(C-7'), 127。 4

(C-5), 132.3(C‐ 7), 129.4(C‐ 11), 137.7(C‥ 8), 124.0(C‐ 10), 152.4(C… 12),

137.6(C-6), 148.6(C-9), 134。 3(C-9'), 141.4(C… 12'), 137.2(C-13'), 128.4

(C… 13),129.8(C… 15'),146.7(C‐ 8'),132.0(C… 15),202.9(C-6')。

67



2-4.フ コキサンチン

フコキサンチン (All‐ trans― fucoxanthin)68。 4 mgを THF 6.84 mlに

溶解 させ、TFA 96 μlを 添加 した。この溶液に対 し、50 mM ON00~溶 液

965 μ lを 添加 し、速やかに 1分間攪拌 し反応 させた。フコキサンチン

と ON00~の 反応液に飽和食塩水を加え、クロロホルムにて抽出 した。減

圧濃縮後、シリカグルカラムクロマ トグラフィー、分取用逆相 HPLCに

供 し、フラクション化合物 6(F-1)14‐ s― cis-15-Nitrofucoxanthin(6)及 び

化合物 7(F-2)H‥ cis‥ H‥Nitrofucoxanthin(7)を 主成分 として単離 し、各

種機器分析に供 した。

F-1.(14‥ s‥θJs… 15‥Nitrofucoxanthin)(6)

UV―宙 s λmax,451;MS([M+H]+)/704.
lH NMR(CDC13,500MHz)δ

O.97(H3‥ 16,s),1.05(H3‐ 17,s),1.07(H3‐ 17',

s),1.22(H3‥ 18,s),1.35(H3‥ 18',s), 1.39(H3‐ 16',s),1.80(H3~20,s),1。 86

(H3… 19',s),1.97(H3‥ 19,S),2.18(H3‥ 20',s),2.61(H… 7α,d,」=18.0),3.82

(H-3,m),3.67(H-7β ,s),5。 38(H-3',m),5。 93(H-14',d,J=12.0),6.05(H‥ 8',

s),6.13(H巾 10',d,」 =11.0),6。 38(H¨ 12',d,J=15,0),6.49(H‐ 14, s),6.74

(H… 11,dd,チ=15.0, 11.0),6.82(H‐ 12,d,ノ=15.0),6。 88(H-11',dd,J=15。 0,

11.0),7.16(H… 10,d,チ =11.0),8.12(H‐ 15',d,J=12.0)。

F-2.(H‐θお-11-Nitrofucoxanthin)(7)

UV―宙s λmax,451;MS([M+H]十 )/704
lH NMR(CDC13,500MHz)δ

O。 98(H3‐ 16,s),1.05(H3~17,s),1.07(H3~17',

s),1.22(H3~18,s),1.35(H3口 18',s),1.39(H3‥ 16',s),1.72(H3‥ 19,S),1.83

(H3‐ 19',s),1.86(H3~20,s),2.02(H3‐ 20',s),2.67(H‐ 7α,d,J=18.0),3。 73

(H-7β ,d,J=18.0),3.82(H… 3,m),5.38(H‥ 3',m),6.06(H中 8',s),6.14(H‐ 10',

d,ノ=11.0),6.28(H‥ 14',d,ノ=11.0),6。 36(H-12',d,ノ =15.0),6。 57(H-15,dd,

ル 14.0,H.0),6.69(H‐ H',dd,ル 15.0,11.0),6。 80(H… 14,d,井 H.0),6。 92
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(H‐ 15',dd,J=14.0,11.0),7.31(H‐ 10,S),7.91(H‥ 12,s).

69



要約

活性酸素種は、生体防御など生命維持に必要な生体物質であるが、生体内に過剰

に存在すると数々の障害を引き起こす。活性酸素としては一重項酸素 (102)ヽ スパ~オ

キサイ ド(°2~)ヽ ヒドロキシラジカル (・ OH)お よびヒドロペルオキシド (-00H)、

過酸化水素 H00Hな どの他、一酸化窒素 (。 NO)、 二酸化窒素 (N02)ヽ オゾン (03)ヽ

過酸化脂質などである。近年スパーオキサイドと一酸化窒素の反応生成物である

ペルオキシナイ トライ ト(ON00~:活性窒素種)の存在が生体内のニトロ化反応を経て

幅広く生命現象に関わりがあることが判ってきた。つまり、ON00~は、スパーオキサイドや

一酸化窒素などとともに強い酸化物質で、生物学上の障害を起こす。ON00は、マクロフ

ァージや好中球により産生される強力な酸化物質で、DNA切断を引き起こす物質とし

て知られ、ニトロ化によるタンパク質変性および LDL(low― density lipopЮteoのヒドロ

キシル化と脂質の過酸化を引き起こすことで酸化障害を起こすことが知られている。す

でに、β‥カロチンとアスタキサンチンが、ニトロカロチノイドを形成することで ON00~からの

二酸化窒素ラジカルを捕らえることができることを、当研究グループにより示している。

本研究では、ルテイン、カプサンチンおよびフコキサンチンと ON00~の反応について研

究 し、新 たな ON00反 応 物を得 た。ル テインと ON00~の 反応 において、

14… s‥cis-15-Nitrolutein(1)と 14'‥ s‥ ciS‥ 15'―Nitrolutein(2)お よび新 規 な構 造 の

Lutein…6H-1,2¨oxazine(3)が得られた。オキザジン化合物は、カロテノイドとON00~の反応

での生成は初めてである。オキサジン(3)の生成メカニズムは不明確であるが、8-ニトロ

ルテインを経て形成されると考えられた。反応は、環状構造に近い 8位の二重結合炭

素にラジカルを生じさせる、ここに二酸化窒素ラジカル (O N02)が反応し、ニトロ化ルテ

インとなった後、閉環しLutein‥6H-1,2-oxazine(3)が 生成したと考えられた。また、8位

のニトロ体は不安定であリオキザジン化合物となったため、8‥ニトロルテインは検出され

なかったと考えられる。

また、カプサンチンおよびフコキサンチンなど末端に環状構造をもつカロテノイドでも、

ポリエン構造中央部を中心に ONOσ によるニトロ化カロテノイドが生成した。このニトロ

化は、カロテノイドラジカルとニトロラジカルがラジカル反応で得られることが判つた。

70



ON00~により生成するカロテノイドラジカルは、ラジカルカチオン状態から二重結合の異

性化を伴って、カロテノイドラジカルを生じる。このときニトロ基の大きさのため、ニトロラ

ジカルは立体障害の少ない位置にラジカルが存在するカロテノイドラジカルと反応して

いると考えられた。ルテインとON00との反応により、ラジカルのエネルギーレベルの低

い 15位の二重結合がシス体であり、15位のラジカル体の場合と15'位ラジカル体の場

合が同程度の安定なルテインラジカルとなり、この二種のルテインラジカルとニトロラジ

カルとの反応生成物として、化合物(1)と (2)が得られた。この主要生成物が

14‐ s‥θか15-Nitrolutein(1)と 14'‐ s―θか15'‥Nitrohtein(2)で ある。この生成物である

14‐ s―θか15中Nitroluteinと 14'‐ s‐θお‐15'―Ni廿oluteinはエネルギー的に安定な生成物で

はなかった。このことから、ON00によるカロテノイドのニトロ化は、ラジカルを経由する反

応 系が支持 された。カプサンチンでは、14'‐ s― ciS‐ 15'―NLrocapsanthn(4)と

12-Nitrocapsanthin(5)が 得られ、フコキサンチンでは、14‐ s¨cis-15-Nitromcoxanthin(6)と

11‥ cis… H_Nitro icoxanthn(7)が得られた。共役二重結合部分のラジカル化は位置に

よる存在率の違いはあるかもしれないが、ランダムに起こつている。しかし、ラジカルの

エネルギー的に安定性の高い分子位置にラジカルの存在率が高まり、カロテノイドのラ

ジカル位置近傍に存在できるニトロラジカルがラジカル位置へ反応しニトロ化が成立し

ていると考えられた。

これまで、β―カロチンやアスタキサンチンなどの様に左右対称の化合物につい

て ONOσ反応物を示してきた。本研究では、左右非対称で様々な活性基をもつル

テインや、カプサンチンおよびフコキサンチンについてどのような消去活性を示

すか検討した。その結果、主要な生成物としては、カロテノイドの末端の構造に

関わらず、ポリエン構造に発生するラジカルにニトロラジカルが結合したニトロ

化合物が得られることが判明した。この結果、カロテノイド類のペルオキシナイト

ライ ト消去活性は、カロテノイド類が共通に持つ共役ポリエン部分に依存するこ

とが判明した。今後、これら共通の化合物が生体内で障害をもたらす活性窒素種

である ON00~の消去活性を示し、健康の維持のために役立つ生理活性や活性窒素

種の消去活性物の研究に役立つことが期待される。

今後の可能性としては、外傷,手術,広範囲熱傷,ショックなどで炎症性サイトカイン
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の産生が高まるとSIRSが見られる。このようなSIRS病態において,活性酸素種が過剰

産生され,炎症やアポトーシスが進行することが確認されている。重症な場合は、様々

な臓器で抗酸化分子が低下しているばかりか,活性酸素種の産生自体が克進している。

活性酸素の増加により、二酸化窒素と反応した ONOσの産生が高まり、より重症な障害

をもたらすと考えられる。このような場合に、カロテノイドによる ON00~消去活性が有効に

なるのではないか。生体内で数々の酵素やタンパク質のチロシン残基などをニトロ化し、

酵素活性や生理機能を弱めることで、炎症反応及び炎症抑制に対する悪影響が考え

られ、それをカロテノイド自身がニトロ化されることで ON00~を消去し、その結果、生体内

の過剰炎症の抑制と抗炎症反応の正常化を制御している可能性がある。今後の生体

内での機構の解明が期待される。

I章では、ルテインと ONOσの反応を行い、反応生成物をシリカゲルカラムクロマトグ

ラフィー、分取用逆相 HPLCによリルテインの酸化体を含むフラクションを分画した。そ

こから3つの化合物の構造を解析するため、化合物を精製、単離し、各種機器にて分

析した。そのスペクトル解析からルテインのニトロ体としてシス体配位の 15…Nitroluteinと

15'‥Nitroluteinを 得た。また、新たな消去構造体としてニトロ化後安定な反応物に反応

が進行した Lutein‐6H-1,2‥ oxazineを得た。ルテインの ONOσ消去機構は、ルテイン

ラジカルとニトロルテインの分子軌道法計算の比較により、ルテイン中央部の共

役二重結合部分で ON00~に よるラジカル化を受け、ルテインラジカルを経由し、

ON00~に より生成するニ トロラジカル (O N02)と ラジカル反応を起こす結果、ON00

消去活性を示していることが判つた。つまり、ON00~はルテインの共役二重結合部

分に対してニトロ基のラジカル付加反応を起こすことが判明した。
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14s‐ cJ,13NI廿 olutein(1)

HO

14.6口α崚45■‐N:廿olutein{2)

mtein‐ 6H‐ 1,2‐oxzazine 13)

Ⅱ章では、カプサンチンとON00~の反応を行い、反応生成物をシリカゲルカラムクロマ

トグラフィー、分取用逆相 HPLCによリカプサンチンの酸化体を含むフラクションを分画

した。そこから2つの化合物の構造を解析するため、両化合物を精製、単離し、各種機

器にて分析した。そのスペクトル解析からシス体配位の 15'‥Ni甘ocapsanthnとトランス体

配位の 12…Nhrocapsanthinを得た。

N02
15]

14:

12‐Nitrocapsanthin(5)

14口‐s口cFsE1 5ロロNttrocapsanthin(4)
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Ⅲ章では、フコキサンチンと ON00~の反応を行い、反応生成物をシリカゲルカラムクロ

マトグラフィー、分取用逆相 HPLCによリフコキサンチンの酸化体を含むフラクションを

分画した。そこから2つの化合物の構造を解析するため、両化合物を精製、単離し、各

種機器にて分析した。そのスペクトル解析からシス体配位の 15…Nitroicoxanthnと

H―Nitroicoxanthinを得た。

1 4-s-cis-l S-Nitrofucoxa nth in (6)

:
o\Fo

1 1 -cfs-l 1 -Nitrofucoxanthin (7)

これらの研究成果において、カロテノイドとON00~の反応でニトロ体を確認でき

たのは、我々の研究が最初であり、左右非対称カロテノイドにおけるニトロ化化合物を

示したのも本研究が最初である。カロテノイドにおけるONOσ の反応でオキザジン化合

物を確認したのは本研究が最初である。また、数々の活性基をもつカロテノイドの末端

構造にはONOσ との反応物が認められず、カロテノイドの末端構造による直接の影響

は見られなかった。つまり、ONOσ とカロテノイドの反応では、オキザジン化合物も含

めて、共役ポリエン構造中に発生するラジカルにニトロラジカルが結合した反応物が得

られる。このニトロ化反応物によりON00~の 消去が達成できていると考えられた。ルテ

イン、カプサンチン、フコキサンチンとON00~の反応生成物の解析から、全て共
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役二重結合部分にニ トロ化反応を起こした化合物が得られ、同様の消去機構を持

つことが明らかになった。ON00~に よるニトロ化に対しカロテノイドが反応性を示

すことを構造的に分子レベルで明らかにした。今回初めて単離したオキザジン化

合物は、ON00~に よるニトロ化の結果得られた化合物と考えられ、この新規化合物

もON00~を捕捉した結果生成し、ON00~に よるニトロ化に対しルテインが新たな反

応性を示すことを構造的に分子レベルで明らかにした。

Ⅳ章では、今後 ON00~に よる障害として多くの疾患や臓器不全などが考えられる

ことから、カロテノイ ドによる活J性空素種に起因する炎症の予防に関する考察を

行った。ONOσによるタンパク質や酵素のニ トロ化により、炎症反応の全ての過程

に関わるタンパク質や酵素への影響が考えられ、ON00~消去活性とそのメカニズム

解明は、今後の医療分野にもたらされる影響は極めて大きいと考えられる。本研

究によるメカニズムを利用した医療行為や研究が進展することを期待する。
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