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抗酸化物質エダラボンによる活性酸素除去
および DNA酸化損傷の化学的修復
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Reactivity of edaravone (3-methyl-1-phenyl-2-pyrazolin-
5-one), which is known to show high antioxidative
properties, with oxidative species, such as hydroxyl
radical (•OH) and azide radical (N•3), was investigated by
a pulse radiolysis experiment, and generation behavior of
edaravone radicals produced through these reactions were
observed. It was shown that OH-adducts are produced by
the reaction with •OH in contrast to the other oxidative
radicals, which react with edaravone by an electron
transfer reaction. Chemical repair properties of edaravone
against DNA lesions produced by reactions of DNA with
oxidative species were also investigated by a pulse radi-
olysis experiment with deoxyguanosine monophosphate
(dGMP) and a γ-radiolysis experiment with plasmid DNA
solutions. It was observed that edaravone reduced dGMP
radicals just after produced in a dilute aqueous solution.
As a result of the experiment with plasmid DNA solutions,
it was also found that edaravone inhibited some base
lesions more effectively than single strand breaks. These
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results show that edaravone may protect living system
from oxidative stress, such as radiation, by not only
scavenging oxidative species but also reducing precursors
of DNA leisons.
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1 背景

ほとんどの生物にとって酸素は生存に不可欠な物質
だが，生体内で酸素が変化して生じる活性酸素（ROS：
Reactive Oxygen Species）はその酸化力の高さから生
体に有害な影響を与えることが知られている．ROSは
O•−2 （スーパーオキシドアニオンラジカル），•OH（ヒ
ドロキシルラジカル），H2O2（過酸化水素），1O2（一
重項酸素）等に分類される．これらの物質は細胞内の
代謝の過程で絶えず発生しており，様々な疾患に関与
している．ROSは水の放射線分解でも発生し，放射線
による DNA損傷の間接作用の原因となっている．
抗酸化物質（antioxidant）は ROSが関与する様々な
影響を防ぐ目的で使用される物質の総称であり，様々
な産業で利用されている．ROSの毒性から生体を防御
する目的でも使用されており，食品の健康成分として
も知られている．代表的なものにフラボノイド等のポ
リフェノールやビタミン C として知られるアスコル
ビン酸等が挙げられる．これらの抗酸化物質は，ROS
を水素引抜反応又は電子移動反応によって還元するこ
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Figure 1. Chemical structures of edaravone in water6).

とで，ROSによる物質の酸化を抑制する．抗酸化物質
は，このように ROSを直接除去する働きを示す一方
で，ROS によって酸化された物質を還元する働きも
示す．よく知られたものとして，脂質過酸化ラジカル
の連鎖反応を阻害する働きがある1)．細胞膜などを構
成する脂質（LH）が ROSによって酸化された後に酸
素と結合し，生じた脂質過酸化ラジカル（LOO•）が
近隣の脂質を酸化することで脂質の過酸化が繰り返
される．抗酸化物質は脂質過酸化ラジカルと反応し，
これを還元することでその連鎖反応の進行を阻害す
る．また， DNAの酸化損傷に対する防護効果も期待
されており，酸化損傷の初期の段階で生じるDNA上
のラジカルを還元反応によって化学的に修復する働き
（chemical repairあるいは fast repairと呼ばれる）が注
目されている2, 3)．
筆者らはこれまでにエダラボン（3-methyl-1-phenyl-

2-pyrazolin-5-one）（Fig. 1）という抗酸化物質について，
その抗酸化作用の要である酸化性物質との反応性に関
する研究を行ってきた．エダラボンは急性脳梗塞にお
ける脳虚血時およびその後血流が再開通した時に発生
する ROSを除去する目的で使用される脳保護剤であ
る．ROSとの高い反応性から放射線防護効果について
も期待され，研究が行われている4, 5)．本稿では，筆者
らがこれまでに明らかにしてきたエダラボンと酸化性
ラジカルとの反応性について報告し，さらにエダラボ
ンの化学的修復作用について調べた研究成果について
述べる．これらの研究を通して明らかにされた，放射
線等の酸化ストレスに対するエダラボンの基本的な抗
酸化作用について紹介したい．

2 エダラボンと酸化性ラジカルとの反応

Figure 1に示したように，エダラボンは水に溶解し
てケト-エノール互変異性を示す．また，pKa は 7.0で
あるため，アルカリ性水溶液中ではアニオンの形をと

Figure 2. Transitent absorption spectra ob-
tained at 1.5 μs after irradiation of an elec-
tron pulse to N2O-saturated edaravone solu-
tions. Open symbols are the result of a solu-
tion containing 1 × 10−3 mol dm−3 edaravone,
and closed symbols are the result of a solu-
tion containing 1× 10−3 mol dm3 edaravone and
5 × 10−2 mol dm−3 NaN3. The pH of the solu-
tions is 9.28).

る．過酸化ラジカルとの反応を観測した既往の研究に
よって，エダラボンの抗酸化作用は主にアニオン型に
よる電子移動反応によるものであると考えられてき
た7)．本研究では，水の放射線分解によって発生する
主要なラジカルである •OH との反応について詳細に
調べるため，パルスラジオリシス法を用いて直接的な
観測を行った．
試料水溶液を満たした高純度石英セルにパルス幅

10 ns の電子線を照射し，発生するラジカルとエダラ
ボンとの反応を紫外可視分光法により観測した．パル
スラジオリシス法での詳細な測定体系および試料の条
件については参考文献6, 8) を参照されたい．測定の対
象とした酸化性ラジカルは •OH，N•3，SO•−4 ，Br•−2 であ
る．N•3 以下 3種類のラジカルは •OHとの比較のため
に用いており，いずれも強い酸化性を示す．•OHは水
溶液に N2O ガスを飽和させてから照射することで選
択的に得ることができる9)．一方，N•3，Br•−2 は，予め
NaN3 又は NaBrを水溶液に添加してから N2Oガスを
飽和することにより，•OHと N−3 又は Br− との反応か
ら得られる．SO•−4 を得るにはK2S2O8およびターシャ
リーブタノールを添加した水溶液を Ar ガスで飽和す
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Figure 3. Possible reactions of edaravone with oxidative radicals8).

る．これらのラジカルを発生させる詳細な化学反応に
ついては参考文献10) に整理されている．
•OHと N•3 の結果について，電子線照射後 1.5 μs経

過時の過渡吸収スペクトル（正確には非照射時の吸収
スペクトルとの差分）を Fig. 2に示す8)．いずれの実
験でも照射直後に短寿命（数十 μs）の物質の生成が
観測された．これらは酸化性ラジカルによってエダラ
ボンが酸化されることで発生したエダラボンラジカル
であると考えられた．•OH 以外の酸化性ラジカルと
の反応で生じたエダラボンラジカルの吸収スペクトル
はすべて同様の形状を示し，345 nm にピークを持ち
700–800 nmにも緩やかなピークを持つものであった．
また，N•3 との反応速度について pH依存性を調べたと
ころ，反応速度は高 pHのときほど高くなった．その
ため，これらの酸化性ラジカルとの反応は従来考えら
れてきたアニオン型による電子移動反応であると推測
された．一方，•OHとの反応では，他の酸化性ラジカ
ルとの反応で得られたエダラボンラジカルのスペクト
ルとは異なり，320 nmに強いピークを持つスペクトル
が得られた．さらに，•OHとの反応の速度定数は pH
によらず一定であった（(8.5±0.4)×109 dm3 mol−1 s−1）．
このことから，•OH との反応は他の酸化性ラジカル
との反応とは異った反応，つまりアニオン型による電
子移動反応以外の反応であると考えられた．置換基の
異なる数種類の誘導体を用いて同様の測定を行ったと
ころ，エダラボンのフェニル基をメチル基で置換した
1,3-dimethyl-2-pyrazolin-5-oneの結果からは •OHと N•3

とで同じ過渡吸収スペクトルが得られた．このことか
ら，エダラボンの •OH捕捉反応はフェニル基への付加
反応が主たるものであると推察された．想定されるエ
ダラボンのラジカル捕捉反応を Fig. 3に示す8)．

3 エダラボンの化学的修復作用

エダラボンの化学的修復作用について調べるため，
DNA モノマーの 1 つであるデオキシグアノシン一リ
ン酸（dGMP：deoxyguanosine monophosphate）の水溶
液を用いたパルスラジオリシス実験を実施した6)．パ
ルスラジオリシス法により，ROS による酸化で生じ
た dGMP ラジカル（dGMP•）と抗酸化物質との反応
を，過渡吸収スペクトルの変化として観測できる3)．
ここでは，•OH を選択的に発生させるため，照射前
に試料に N2O ガスを飽和させた．2 × 10−3 mol dm−3

の dGMPと 1 × 10−4 mol dm−3 のエダラボンの混合水
溶液に電子線を照射した時の 1 μs 後と 80 μs 後の過
渡吸収スペクトルを Fig. 4(a)に示す．比較のため，代
表的な抗酸化物質であるアスコルビン酸で同様の測
定を行った結果も示す（Fig. 4(b)）．いずれの場合も
1 μs 後に 300 nm 以下にピークを持つ dGMP ラジカ
ルのブロードな吸収が観測された．Figure 4 (b)では，
dGMPラジカルの減衰に伴い 360 nmにピークを持つ
アスコルビン酸ラジカルの吸収が観測された．一方，
エダラボンを用いた実験では，dGMPラジカルの減衰
が見られたものの，350 nm 付近の吸光度は測定した
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時間スケールでは変化しなかった．電子移動反応で
生じるエダラボンラジカルのモル吸光係数は 345 nm
で (2.60 ± 0.10) × 103 dm3 mol−1 cm−1 であり10)，これ
は dGMP ラジカルの 350 nm 付近のモル吸光係数と
ほぼ同じである．dGMPラジカルからエダラボンラジ
カルへの変化が起こっているため，見かけ上 350 nm
付近の吸光度が変化していないものと考えられた．
dGMP ラジカルの減衰挙動から測定されるエダラボ
ン，アスコルビン酸それぞれの dGMP ラジカルとの
反応速度定数はともに 4 × 108 dm3 mol−1 s−1 程度で
あった．ポリフェノールの一種であるルチンやケルセ
チンと dGMP ラジカルとの反応速度定数はそれぞれ
3.05× 108 dm3 mol−1 s−1，1.31× 108 dm3 mol−1 s−1 と報
告されている2)．エダラボンはこれら代表的な抗酸化
物質と同等以上の反応性を示すことがわかった．
モノマーではなく，実際の二本鎖 DNA を対象とし

た化学的修復作用の評価も行われている．Andersonら
は，フラボノイドを添加したプラスミドDNA水溶液
にガンマ線を照射し，照射によって生じる DNA 損傷
の収率を測定することで，フラボノイドによる化学的
修復作用を調べている11)．実験に用いられたプラスミ
ド DNAは環状の二本鎖DNAであり，スーパーコイル
と呼ばれるねじれ構造をとっている．この DNA は一
本鎖切断（SSB：Single Strand Break）を生じるとねじ
れが緩和され，さらに二本鎖切断（DSB：Double Strand
Break）を生じると直鎖状 DNAとなる．これらの形状
の違いは電気泳動法によって容易に分離することがで
きるため，DNAの損傷量の評価にしばしば利用されて
いる．Andersonらは，試料水溶液中のトリス塩酸バッ
ファの濃度をフラボノイドの量に応じて変化させるこ
とにより，全ての試料の •OH 捕捉能を一定としたう
えで，フラボノイド濃度を変化させて照射を行ってい
る．その結果，高いフラボノイド濃度の条件でより多
くの DNA損傷が抑制され，これはフラボノイドの化
学的修復作用によるものと推測された．
筆者らもエダラボンの化学的修復作用の可能性につ

いて検討するため，プラスミド DNA水溶液へのガン
マ線照射実験を実施した6)．Andersonらの手法は，照
射下でのトリス塩酸バッファと抗酸化物質の相互作用
等，十分に明らかになっていない点もあると考えられ
た．そこで，可能な限りシンプルな系で測定すること
を考え，精製した DNA を水分解ラジカルとの反応性
が低いリン酸バッファで回収し，それにエダラボンを
添加してガンマ線を照射した．詳細な実験条件につい
てはこれまでの報告を参照されたい6, 12)．照射によっ
て生じた SSB および各種塩基除去修復酵素によって

Figure 4. Transitent absorption spectra ob-
tained at 1 μs (closed symbols) and 80 μs (open
symbols) after irradiation of an electron pulse to
N2O-saturated aqueous solutions containing 2×
10−3 mol dm−3 dGMP and (a) 1×10−4 mol dm−3

edaravone and (b) 1 × 10−4 mol dm−3 ascorbic
acid6).

検出された塩基損傷の収率をエダラボン濃度毎に取得
した．この実験では 3 種類の塩基除去修復酵素を用
いている．塩基除去修復酵素は特定の塩基損傷を認識
して，その部分を切り離し鎖切断に変換する．それぞ
れの酵素に認識される塩基損傷の種類についての詳述
は割愛するが，大まかに分類すると Endonuclease III
（Nth）はピリミジン塩基（チミン，シトシン）の損傷等，
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Figure 5. Ratios of the chemical yields of
prompt SSBs and of Nth-, Fpg-, Nfo-sensitive
sites produced on the DNA in aqueous solution
containing edaravone at several concentrations
(G) to the chemical yields of the DNA break and
the base lesions obtained in the absence of edar-
avone (G0).6)

Formamidopyrimidine-DNA-glycosylase（Fpg）はプリン
塩基（アデニン，グアニン）の損傷等，Endonuclease
IV（Nfo）は脱塩基部位（APサイト）等に作用する．
検出されたすべての損傷は，エダラボン濃度の増加に
伴い抑制されたが，当然この抑制効果には化学的修復
作用だけでなく，エダラボンの •OH 捕捉作用による
ものも含まれている．そこで，エダラボンの化学的修
復作用について調べるため，エダラボン無添加時の結
果に対するエダラボン添加時の結果の比を損傷ごとに
求め比較した．結果を Fig. 5に示す6)．エダラボンが
•OH捕捉剤のみとして振る舞うならば，•OHと DNA
との反応によって引き起こされるこれらの損傷はエダ
ラボンの添加によって均一に抑制されるはずである．
ところが，10 μmol dm−3 添加の結果を見ると，エダラ
ボン添加による損傷の抑制効果は損傷の種類によって
異なっていることがわかった．とりわけ，Nfoに認識
される種類の損傷が SSBよりも効果的に抑制された．
前述のようにエダラボンは dGMP上のラジカルを化学
的に修復する．グアニン上の損傷は主に Fpgに認識さ
れると考えられるが，Fpgや Nthに認識される損傷の
実験結果は誤差が大きく，これらの損傷に対するエダ

ラボンの化学的修復効果を明らかにするためには，よ
り詳細な測定や分析を行う必要がある．いずれにして
も，このように損傷毎に異なる G/G0 の値を示すこと
は，塩基損傷の前駆体をエダラボンが選択的に還元し
ている可能性を示すものであり，エダラボンによる化
学的修復作用の存在を示唆している．

4 まとめ

本稿では，抗酸化作用の基礎となる酸化還元反応に
基づくエダラボンの化学的な振る舞いについて紹介し
た．これまでの研究で，エダラボンが •OH と付加反
応，それ以外のラジカルとは電子移動反応を示すこと
が示された．dGMPとも電子移動反応を示し，その反
応速度はポリフェノールやアスコルビン酸と同等であ
る．二本鎖 DNA に対する化学的修復作用の存在も示
唆された．
実際には抗酸化物質の生体内での振る舞いは複雑で
あり，たとえばエダラボンはがん抑制遺伝子の働きを
抑制する作用等も報告されているため5)，酸化性ラジ
カルとの反応性だけで生体への影響の大小を図ること
は難しい．しかし，抗酸化作用の基本は酸化還元反応
であり，反応性に関する基礎的なデータの取得，反応
機構の解明は，体内での振る舞いを推察するうえでも
極めて重要である．また，このような反応性に関する
研究データの蓄積により，より高効率の ROS 捕捉剤
の開発等への発展も期待される．
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