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A stable radical, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH•)
has been used as a reactivity model of reactive oxygen
species (ROS) to evaluate the activity of antioxidants.
However, the insolubility of DPPH• in water has precluded
its use in aqueous media, particularly in concentrated
buffer solutions. In this study, DPPH• was successfully
solubilized in water by complaxation of DPPH• with
β-cyclodextrin (β-CD). The water-soluble inclusion com-
plex of DPPH• with β-CD (DPPH•/β-CD), thus obtained,
could be efficiently scavenged by water-soluble antioxi-
dants, such as ascorbic acid and Trolox, a water-soluble
analog of α-tocopherol (vitamin E). The kinetic analysis
of the scavenging reaction of DPPH•/β-CD in buffer
solutions of various pH values provides fundamental and
valuable information about the reactivity of water-soluble
antioxidants in biological redox systems as well as a
strategy to develop pH-responsive antioxidants.

Keywords: antioxidant, reactive oxygen species, 2,2-
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1 はじめに

放射線がん治療は生活の質（quality of life，QOL）を
下げない治療法であり，米国では外科療法（手術）や
化学療法（抗がん剤）を上回る 66 %のがん患者が初回
治療として放射線治療を受けている．一方，日本では，
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新規患者での適用は 25 %にとどまっているが，放射
線治療を受けたがん患者数は 1995年に比べて 2012年
にはほぼ倍増している1)．しかし，がん組織に放射線
を照射すると，周囲の正常組織が炎症や線維化を起こ
すなどの副作用が現れる．そこで，放射線防護剤を用
いてこれらの副作用を軽減できれば，放射線がん治療
をさらに高度化できると考えられる．しかし，これま
で研究されてきたアミフォスチンやシステアミンなど
のアミノチオール系放射線防護剤は，吐き気や低血圧
症などの副作用が強いことから臨床現場ではほとんど
使用されていない．さらに，がん組織に対しては放射
線防護効果を示さず，正常組織のみ選択的に防護でき
る化合物は，ほとんど報告例がない．
放射線による生体障害の分子機構には，放射線が
直接 DNA などの生体分子を電離する直接作用と，水
の電離や励起によって生成するヒドロキシルラジカ
ル（•OH）などの活性酸素種（reactive oxygen species，
ROS）が生体分子を酸化する間接作用が知られている．
しかし，人体の約 60 %は水であることから，放射線
障害の 3分の 2は ROSによる間接作用が原因である
と言われている2)．
一方，ビタミン類やフラボノイド類などの抗酸化物
質は，ROSや関連するラジカル種に対して非常に優れ
た消去活性を示すため，放射線防護剤への応用が期待
されている．実際，我々は，ラット胸腺細胞に X 線
を照射することで誘導されるアポトーシスに対して天
然抗酸化物質である (+)-カテキンやカフェイン酸が顕
著な抑制効果を示すことを明らかにしている3)．しか
し，この放射線防護作用の分子機構が ROSの消去に
よるものであれば，正常組織のみならず，がん組織も
防護してしまい，放射線がん治療の効率が低下しかね
ない．そこで我々は，正常細胞内とがん細胞内におけ
る pHの違いに着目し，正常細胞に対してのみ強力な
ROS消去活性を示す抗酸化物質の探索を行っている．
すなわち，正常細胞内の pHは 7.4であるのに対し，が
ん細胞内の pH は 6.8–7.2とわずかに低いことが知ら
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Scheme 1. Reaction of DPPH• with antioxidants.

れている4)．そこで，pH 7.2以下では ROS消去活性が
低く，pH 7.4以上で ROS消去活性が顕著に向上する
ような pH応答性抗酸化物質があれば，放射線治療時
に正常細胞を選択的に防護できると考えられる．
抗酸化物質の ROS消去活性を評価する際，ROS自

身，特に •OHは極めて活性が高く不安定なため取り扱
いが困難である．そこで，古くから 2,2-ジフェニル-1-
ピクリルヒドラジル（DPPH）ラジカル（DPPH•）など
の ROSのモデルラジカルが頻用されている5)．DPPH•

は室温でも安定で，その溶液は 520 nm付近に吸収を
持ち，特徴的な紫色を呈している．この溶液に抗酸化
物質を加えると，抗酸化物質から DPPH• への水素原
子移動または電子-プロトン移動で DPPH-H が生成し
（Scheme 1），520 nm 付近の吸収が減少して溶液の色
が黄色に変化する．この変化量や吸光度の経時変化を
追跡することにより，抗酸化物質の活性評価が可能と
なる．しかし，DPPH• は水にまったく溶けないことか
ら，水溶液中で使用する場合にはエタノール（EtOH）
などの共溶媒が必要である．その際，溶液の pHを制
御するために高濃度の緩衝液を用いると，緩衝塩が析
出するという問題があった．そこで我々は DPPH• を
水溶液中，特に生理的環境に近い高濃度の緩衝液中
（> 0.1 M）での利用を可能とするために，DPPH• の水
溶化を試みた．本稿では，DPPH• の水溶化および得ら
れた水溶化 DPPH• を用いた水溶性抗酸化物質の速度
論的活性評価に関する我々の研究を紹介する6, 7)．

2 DPPHラジカルの水溶化

我々は以前，水に不溶な C60 フラーレンの水溶液中
での酸化還元挙動を調べる目的で，γ-シクロデキスト
リン（γ-CD）を用いて C60 フラーレンの水溶化を行っ
た8)．シクロデキストリン（CD）は，6または 7，8分
子のグルコースが環状に結合したもので，環のサイズ

によってそれぞれ α-CD，β-CD，γ-CDと呼ばれる．環
の内側が脂溶性で，外側が水溶性のため，水に不溶な
化合物を環の中に包接させることでこれを水溶化する
ことができる．そこで，CDを用いて DPPH• の水溶化
を試みた．

C60 フラーレンを水溶化する際には，C60 フラーレ
ンと γ-CDの固体混合物をボールミルで粉砕混合した
後，水を加えることで C60 フラーレンの γ-CD錯体が
溶け出してきた8)．そこで，DPPH• の場合にも同様に
して水溶化を試みた．その結果，β-CD を用いた場合
に DPPH• が水に溶け出した．しかし，その水溶液の
紫外可視吸収スペクトルを測定すると，DPPH• の吸収
に加え，その分解物と思われる吸収も観測された．こ
れは，ボールミルによる粉砕混合の際に発生する摩擦
熱により DPPH• が分解したと考えられる．
次に，DPPH• と β-CDの固体混合物に水を加え，超
音波照射を行った．その結果，超音波による水の温度
上昇に伴って，DPPH• が溶け出した．この水溶液の
紫外可視吸収スペクトルには，DPPH• の分解物は観
測されなかった．しかし，超音波照射時間を長くして
も，DPPH• の濃度を上げることができなかった．そ
こで，超音波よりも水温が重要であると考え，DPPH•

（0.17 mmol）と β-CD（0.75 mmol）の固体混合物に沸
騰水（Milli-Q）25 mLを加え，常温に戻るまで攪拌し

Scheme 2. Solubilization of DPPH• by β-CD.

16 放 射 線 化 学



水溶化 2,2-ジフェニル-1-ピクリルヒドラジル（DPPH）ラジカルによる水溶性抗酸化物質の速度論的活性評価

Figure 1. Optimized structure of the inclusion
complex of DPPH• with β-CD calculated using
DFT (camB3LYP/6-31G8(d)/Def2TZV:C-PCM
solvation model parameterized for water). Ele-
ment colors are: red, oxygen; light purple, ni-
trogen; gray, carbon; light gray, hydrogen.

た．得られた懸濁液を孔径 0.22 μmのメンブレンフィ
ルターでろ過すると，DPPH• に特徴的な比較的濃い
紫色の水溶液が得られ，β-CDにより DPPH• が水溶化
された（Scheme 2）．この水溶液は 527 nmに極大吸収
を示した．この吸収は，n-ヘキサン（509 nm）やメタ
ノール（MeOH）（516 nm），EtOH（517 nm），アセトニ
トリル（519 nm）などの有機溶媒中よりも顕著に長波
長シフトしていることから，DPPH• の >N–N•–部位は
β-CD の外側に出ており，水分子と強く相互作用して
いることが示唆された．実際，密度汎関数法（density
functional theory，DFT）により DPPH• の β-CD包接錯
体（DPPH•/β-CD）の最適化構造を計算すると，Fig. 1
に示すように，DPPH• のピクリル部位が β-CD内に包
接され，>N–N•–部位は β-CDの外側に出ている構造が
最も安定であることがわかった6, 7)．

DPPH•の濃度は，エタノール-緩衝液（1:1 v/v）中で報
告されているモル吸光係数の値（ε = 10700 M−1cm−1）
を用いて計算した9)．その結果，抗酸化物質の活性評
価には十分な濃度に達しているものの，1 % 未満の
DPPH• しか水溶化されていないことがわかった．こ
れは，β-CD 自体の水溶性が CD の中でも低いことに
加え，DPPH• との安定度定数が小さいためであると考

Figure 2. Cyclic voltammograms of DPPH•/β-
CD (7.4 × 10−5 M) in phosphate buffer (0.1 M,
pH 7.4) (solid line) and DPPH• (1.3×10−3 M) in
MeOH (0.1 M Bu4NClO4) (dashed line) at room
temperature at scan rate of 0.1 V s−1 with glassy
carbon working electrode.

Table 1. One-electron redox potentials (E1/2)
of DPPH• in MeOH (0.1 M Bu4NClO4) and
DPPH• solubilized by β-CD in phosphate buffer
(PB) (0.1 M, pH 7.4).

Solvent E1/2(DPPH+/DPPH•)/ E1/2(DPPH•/DPPH−)/

V vs. Ag/AgCl V vs. Ag/AgCl

MeOH +0.78 +0.27

PB +0.72 +0.32

えられる．このため，DPPH•/β-CD の単離は難しく，
今後の実験では，DPPH• を包接していないフリーの
β-CDを含む水溶液をそのまま用いた．

3 水溶化 DPPHラジカルの電気化学的挙動

DPPH• は MeOH などの有機溶媒中，可逆的に一電
子酸化還元反応を受けることが知られている10)．そこ
で，DPPH• が水溶液中でどのような酸化還元挙動を
示すかについて，電気化学的に検討した．リン酸緩衝
液（0.1 M，pH 7.4）中，水溶化 DPPH• のサイクリッ
クボルタモグラムを測定すると，Fig. 2 の実線で示す
酸化還元波が得られた．MeOH 中，DPPH• は可逆な
一電子酸化還元反応を受けるのに対し（Fig. 2破線），
リン酸緩衝液中では一電子酸化過程が準可逆的となっ
た（Fig. 2のピーク Iおよび VI）．これは，DPPH• が
一電子酸化されて生成したカチオン種 (DPPH+)（ピー
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ク VI）が，水分子と反応して消費されたことを示唆し
ている（ピーク I）11)．一方，一電子還元過程に対し
ては，リン酸緩衝液中でもMeOHと同様の可逆な酸化
還元波が得られた（ピーク IIおよび V）．ピーク IIIお
よび IVは，DPPH+ と水分子との反応生成物による酸
化還元波であると考えられる11)．また，Fig. 2から得
られた酸化還元電位（Table 1）から，DPPH• はMeOH
中よりもリン酸緩衝液中で一電子酸化還元反応を受け
やすいことがわかった．これは一電子酸化還元反応で
それぞれ生成するDPPH+ およびアニオン種（DPPH−）
が，水分子による溶媒和で安定化されるためであると
考えられる．

Figure 3. Spectral changes observed upon ad-
dition of (a) AscH2 (0–5.4 × 10−5 M) or (b)
Trolox (0–4.6 × 10−5 M) to DPPH•/β-CD (6.3×
10−5 M) in phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4).
Insets: plots of the absorbance at 527 nm vs. (a)
[AscH2]/[DPPH•] and (b) [Trolox]/[DPPH•]6).
Copyright (2015) The Royal Society of Chem-
istry.

4 水溶化 DPPHラジカルと水溶性抗酸化物質との
反応

リン酸緩衝液（0.1 M，pH 7.4）中，DPPH•/β-CDに
水溶性抗酸化物質であるアスコルビン酸（AscH2）を
加えると，DPPH• に由来する 527 nmの吸収が減少し
た（Fig. 3a）．AscH2 の pKa は 4.1 であることが知ら
れているので，pH 7.4 の緩衝液中では脱プロトン化
を受け，アスコルビン酸塩（AscH−）として存在して
いる．従って，観測されたスペクトル変化は，AscH−

が DPPH• を効率良く消去していることを示している
（Scheme 3a）．AscH2 の代わりにビタミン E（α-トコ
フェロール）の水溶性誘導体である Trolox を用いた
場合にも同様に DPPH• は Trolox によって効率良く
消去された（Fig. 3b，Scheme 3b）．スペクトル滴定か
ら，AscH2 または Troloxは 2分子の DPPH• を消去し
ていることがわかった（それぞれ Fig. 3aまたは 3bの
inset）．
次に，これらの抗酸化物質と DPPH• との反応にお
ける 527 nmの吸光度の経時変化をストップトフロー
法で追跡した（Fig. 4a）．AscH2 の濃度が DPPH• 濃度

Scheme 3. Reactions of DPPH•/β-CD with
(a) AscH− and (b) Trolox.
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Figure 4. Spectral changes (interval: 25 ms)
observed during reactions of (a) AscH2 (1.4 ×
10−3 M) with DPPH•/β-CD (2.6 × 10−5 M) and
(b) Trolox (6.3 × 10−4 M) with DPPH•/β-CD
(3.0 × 10−5 M) in phosphate buffer (0.1 M, pH
7.4) at 298 K. Insets: the first-order plots of the
absorbance at 527 nm6). Copyright (2015) The
Royal Society of Chemistry.

に対して 10倍以上の擬一次条件下では，527 nmの吸
光度は一次速度式に従って減衰した．527 nm の吸光
度変化の対数を時間に対してプロットすると直線が
得られ（Fig. 4aの inset），その傾きから擬一次速度定
数（kobs）を決定した．種々の抗酸化物質濃度に対し
て kobs 値をプロットすると Fig. 5a に示す原点を通る
直線が得られ，その傾きから二次反応速度定数（k）を
7.2 × 103 M−1s−1 と決定した．一方，リン酸緩衝液の
代わりにMeOH中で AscH2 と DPPH• との反応を行う
と，反応速度は顕著に遅く，kobs 値は AscH2 濃度の増
加に伴って増加し，やがて一定値に達した．このこと

Figure 5. Plots of kobs vs. (a) [AscH2]
and (b) [Trolox]6). Copyright (2015)
The Royal Society of Chemistry.

から，MeOH中では AscH2はほとんど脱プロトン化し
ていないため，リン酸緩衝液中に比べて DPPH• 消去
活性が顕著に低いことが明らかとなった．Troloxの場
合にも同様にしてリン酸緩衝液（0.1 M，pH 7.4）中に
おける DPPH• 消去反応の k値を 1.8× 104 M−1s−1 と決
定した（Fig. 4bと 5b）．この値はエタノール－緩衝液
（pH 7.4）（1:1 v/v）中で報告されている k 値とよく一
致することから9)，DPPH• の >N–N•–部位は β-CD の
外に出ており，β-CDは DPPH• の反応性を阻害しない
ことがわかった．一方，MeOH中における Troloxによ
る DPPH• 消去反応の k 値は 2.3 × 102 M−1s−1 であり，
Troloxの DPPH• 消去活性は，リン酸緩衝液（0.1 M，
pH 7.4）中ではMeOH中よりも約 80倍高いことが明
らかとなった．
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Figure 6. Plots of k vs. pH for AscH2 (closed
triangles) and Trolox (open circles). The num-
bers beside the chemical structures are pKa

values.

次に，種々の pHにおける k 値を決定した．結果を
Fig. 6 に示す．AscH2 および Trolox のいずれの場合
にも，pH の上昇に伴って k 値が増大した．AscH2 と
Troloxで同様の pH依存性を示すのは，両者の pKa 値
が非常に近いためであると考えられるが（Fig. 6），詳
細な反応機構については現在検討中である．Figure 6
の結果から，AscH2 および Troloxは，pH 7.2以下では
DPPH• 消去活性が低く，pH 7.4以上で DPPH• 消去活
性が顕著に向上しており，正常組織選択的放射線防護
剤として求められる条件を満たしているかのように見
える．しかし，pH 7.2以下でも効率良く DPPH• を消
去しているため，正常組織を選択的に防護するために
は，pH によってさらに大きな k 値の差を示すような
化合物の探索または分子設計が必要である．

5 β-CD誘導体による DPPHラジカルの水溶化

上述のように，β-CDはそれ自身の水溶性が他の CD
に比べて顕著に低い．このため，DPPH• の水溶化収率
は 1 %未満である．そこで β-CDの代わりに水溶性が
30倍ほど高い 2,6-ジ-O-メチル-β-CD（DM-β-CD）を用
いて DPPH• の水溶化を試みた7)．DM-β-CDの水溶性
は，温度が高くなるほど低くなることが知られている
ので，常温の水中でDPPH•と DM-β-CDを 2時間攪拌
した．その結果，Fig. 7に示すようにDM-β-CD濃度の

Figure 7. Plots of [DPPH•/β-CD] vs. [β-CD]
(open circles) and [DPPH•/DM-β-CD] vs. [DM-
β-CD] (closed circles) 2 h after the reaction of
DPPH• (3.1 × 10−3 M) in 5 mL water at room
temperature7). Copyright (2016) Wiley-VCH
Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.

増加に伴って水溶化されたDPPH•の濃度が増大し，や
がて一定値に達した．DPPH• の水溶化率は DM-β-CD
を用いることで β-CDの場合よりも顕著に改善した．
次に，リン酸緩衝液（0.05 M，pH 7.4）中，DPPH•/DM-
β-CDとAscH2または Troloxとの反応を行い，k値を決
定した．その結果，Table 2に示すように，DPPH•/DM-
β-CD を用いた場合の k 値は，同じ条件で決定した
DPPH•/β-CD の k 値の約 2 分の 1 となった．これは，
DM-β-CD分子中のメチル基が立体障害となって，水溶
性抗酸化物質との反応を阻害したためと考えられる．
以上の結果から，水溶性抗酸化物質の活性を正しく評
価するためには，DPPH•/DM-β-CD よりも DPPH•/β-
CDが適していることが明らかとなった．

Table 2. k values for the reactions between
water-soluble antioxidants and DPPH•/β-CD or
DPPH•/DM-β-CD in phosphate buffer (0.05 M,
pH 7.4) at 298 K.

CD k (AscH2) /M−1 s−1 k (Trolox)/M−1 s−1

DM-β-CD 3.7 × 103 1.0 × 104

β-CD 7.9 × 103 2.0 × 104
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6 おわりに

本研究により，水に不溶であったDPPH• に β-CDを
ふりかけてお湯を入れるだけで簡単に水溶化できるこ
とが明らかとなった．その結果，水溶液中，特に高濃度
の緩衝液中でも DPPH• を用いて抗酸化物質の活性評
価を行うことが可能となった．抗酸化物質によるラジ
カル消去反応は，溶媒や金属イオンの存在の有無など，
反応環境の影響を大きく受けるため12)，用いる溶媒に
よらず同一のプローブ DPPH• を用いて活性評価がで
きる意義は極めて大きい．実際，上述のように，AscH2

および Troloxのいずれの場合にも，これらの抗酸化物
質のラジカル消去活性は MeOH 中とリン酸緩衝液中
では大きく異なることが示された．また，抗酸化物質
は分子内にフェノール性水酸基を持つものが多く，反
応系の pHを精密に制御することでそれらの脱プロト
ン化による活性への影響を詳細に評価することができ
る．これは，冒頭で述べた正常細胞選択的放射線防護
剤の開発にもつながる可能性がある．一方，現時点で
は DPPH•の水溶化率が極めて低く，DPPH•/β-CDを単
離できておらず，反応系中に存在するフリーの β-CD
が抗酸化物質を包接することで，その活性を阻害する
可能性を否めない．我々は，DPPH• の •OHによる酸
化反応による色の変化にも注目し，DPPH•/β-CDの放
射線線量計への応用についても検討を行っている．し
かし，フリーの β-CDが先に •OHと反応するため，高
感度な検量線は得られていない．これらの問題点を解
消するため，DM-β-CD 以外の立体障害が少なく，水
溶性が高い β-CD 誘導体を用いて DPPH• の水溶化を
検討する必要がある．
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