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本論文では以下の略語を用いた 

 

ROS       Reactive Oxygen Species(活性酸素種) 

TPC              2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrroline-3-carboxamide(2,2,5,5-テトラメチル

-3-ピロリン) 

DMPO           5,5-dimethyl-1-pyrrorine-N-oxide(5,5-ジメチル-1-ピロリン-N-オキシ

ド) 

HepG2      ヒト肝癌由来細胞株 

FBS       Fetal Bovine Serum(ウシ胎児血清) 

DMEM       Dulbecco's Modified Eagle Medium(ダルベッコ改変イーグル培地) 

DMSO            Dimethyl sulfoxide(ジメチルスルホキシド) 

EPR              Electron Paramagnetic Resonance(電子スピン共鳴) 

DNPH            2,4-dinitrophenylhydrazine(2,4 ジニトロフェニルヒドラジン) 

HPLC            high performance liquid chromatography(高速液体クロマトグラフィ

ー) 

PBS              Phosphate buffered saline (リン酸緩衝生理食塩水) 

HEPES           4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
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緒言 

 

マラリアは、Plasmodium falciparum という原虫によって発症し 1、蚊によって媒介され

る感染症である。蚊の唾液腺から原虫が体内に入り込むと肝臓に取りこまれ、そこで数千

倍に増殖し、次いで原虫は肝細胞から血中に放出され、続いて赤血球に侵入し、赤血球の

破壊とそれに引き続いた貧血をもたらし、重症の場合は死に至る。現在マラリアは 100 カ

国余りで流行しており、世界保健機構（WHO）の推計によると、2 億人以上の罹患者(2015)

と 429,000 の死亡者があると報告されている 2。WHO は、熱帯寄生虫によって引き起こさ

れる合併症のないマラリアの治僚のためのアルテミシニンを中心とした組み合わせ療法

（ACTs）を推奨している 3。 

この ACT 治療では、アルテミシニン、例えばアルテスネートやアルテスネーターと、従

来からの抗マラリア薬であるメフロキン、ピペラキン、アモディアキン、ルメファントリ

ンの複合薬を組み合わせたもので、有用性と副作用の少なさから推奨されている。ここで

用いられるアルテミシニンは古くからマラリアの治療に用いられていた漢方薬の一種であ

るヨモギ属植物（Artemisia annua）から 1971 年に発見された化合物で、分子内に過酸化

構造を有し 4、その構造は抗マラリア活性に必須と言われている 5。これらアルテミシニン

誘導体のマラリア原虫に対する作用機序は明らかにされていないが、マラリア原虫細胞食

胞で生成されるヘムとアルテミシニン誘導体との反応で生じたフリーラジカルによるマラ

リア原虫の傷害が推定されている 6 -10。 

ところで最近ではアルテミシニン誘導体はマラリアの治療だけではなく、癌細胞に選択

的に抗腫瘍活性を発揮することが報告されるようになり 11-18、抗腫瘍薬剤の創薬シーズとし

て注目を集めるようになりつつある。アルテミシニン誘導体の抗腫瘍活性機序としては、

アポトーシスの誘導、血管新生抑制作用、活性酸素種生成増加による HIF-1α活性化の阻

害、直接的 DNA 損傷が報告されており、多くの場合、活性酸素種(Reactive Oxygen Species: 

ROS)生成が関与している 11。 
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しかしながら、アルテミシニン誘導体からの ROS 生成メカニズム、また、生成する ROS

の種類等はほとんど判っていない。そこで本研究では、水溶性のアルテミシニン誘導体で

あるアルテスネートを用い、ROS 生成と細胞毒性の関連について検討した。 

アルテスネートの抗腫瘍活性には鉄(Ⅱ)が必要という先行報告がある 11。また癌細胞は、

ワーグブルグ（Warburg）効果と呼ばれる特徴的な代謝現象を示すことが知られており 45、

豊富な酸素の存在下であってもグルコースから乳酸を産生するため、癌細胞周辺では pH が

低下することが報告されている。一般的な細胞条件下では酸素分圧 0.2 気圧だが、体内の正

常酸素分圧は 0.05 気圧、癌細胞周辺では酸素分圧 0.01 気圧ほどであると報告 22されてい

る。この時の酸素分圧は 1 気圧純酸素を 1.0 とした値である。これらの事を踏まえ、アルテ

スネートからの ROS 産生および細胞毒性メカニズムについて、主に水素イオン濃度、酸素

分圧の点からも検討を行った。 

  

 

アルテミシニン アルテスネート 
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実験方法 

 

1. 細胞培養実験と試薬添加 

アルテスネートは東京化成工業（東京）、 TPC はシグマ・アルドリッチ(ML,USA) 、

DMPO はラボテック社（東京）、HepG2 細胞は ATCC(VA、USA) より購入した。またエ

ダラボンは田辺三菱製薬株式会社(東京) から恵与された。その他のすべての試薬は、特に

記載のない限り、和光純薬 (大阪)、東京化学工業 (東京)、または関東化学 (東京) から分

析等級のものを購入した。 

細胞は 10% FBS、1%ペニシリンーストレプトマイシンを含む DMEM 培地で 5% CO2, 

95% air の条件で培養し、低酸素下の条件での培養はマルチガスインキュベーター

(MCO-5M、三洋、東京)を用い 5% CO2-95air(20% O2), 5% CO2-90% N2(5% O2)もしくは

5% CO2-94% N2 (1% O2)、37℃で 3 日間培養したのち、実験に用いた。低酸素下で細胞を

刺激する実験では、刺激する試薬類はそれぞれの低酸素下で 30 分以上インキュベートした

ものを用いた。アルテスネート､TPC、ビピリジン(BP)は DMSO に溶解し、DMSO の最終

濃度は 0.1% 以下になるようにした。また、対照群には同濃度の DMSO を添加した。鉄は

用時 0.2% 希塩酸に溶解して用いたほか、エダラボンは蒸留水で溶解し、細胞に添加する場

合は濾過滅菌を行った。 

 

２．酸素濃度変化時の細胞毒性の検討 

細胞生存率は MTT アッセイで評価した。HepG2 細胞は 96-well の培養プレート（Falcon, 

BD, Franklin Lakes, NJ）に、1×104 cells/well の割合で撒き、24 時間後に種々の濃度の

アルテスネートを添加し、72 時間、各酸素分圧下で培養した後試薬を添加し、同一の酸素

分圧下で更に 28 時間インキュベートした。その後 0.2 mg/mL（最終濃度）の MTT を添加

し、2 時間インキュベートした。この時 MTT は PBS 溶液で希釈したものを使用した。 
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生成したホルモザンを SDS(sodium dodecyl sulphate) (最終濃度 10% )と塩酸(最終濃度 

0.5 mM)で溶解しマイクロプレートリーダー（Thermo Scientific, Wilmington, DE, US)を

用い、波長 570/630 nm で測定した。細胞生存率はアルテスネートの濃度が 0 の生存率を

100% としたときの相対比で求めた。エダラボン存在下の細胞生存率の検討では、HepG2

細胞（1×10 4細胞/ mL）を 0.2 気圧 O2下で 24 ウェル組織培養プレート中で 48 時間イン

キュベートし、次いで細胞培養培地を交換後、示された濃度のエダラボンを添加し、その

30 分後にアルテスネート（最終濃度 250μM)と鉄(Ⅲ)－8 ヒドロキシキノリン(8HQ)錯体

（鉄の最終濃度 100μM）を添加し、4 時間インキュベートした。 その後、細胞生存率を

MTT アッセイによって評価した。鉄(Ⅲ)－8HQ 錯体は、Lehnen-Beyel らの方法に従って

調製した 19。この時用いた試薬のうち PBS と 8HQ 以外はすべて用事調製にて使用した。 

 

３．EPR 法による測定方法 

電子スピン共鳴装置(Electron Paramagnetic Resonance: EPR)を用いて、EPR-スピント

ラッピング法でアルテスネートからの ROS 生成を観察した。EPR の測定は室温下で実施し

た。試料は 3 本の 10μL ガラス製の毛細管（ドラモンド社、PA,USA）に充填し、それら

を石英チューブに移して測定を行った。すべての溶液を EPR 測定の前に混合して、図の説

明文に示す最終濃度とし、反応を鉄の添加によって開始した。嫌気下での試料の調製は、

反応液を予めアルゴンガスで脱気しておき、それらを窒素ガスを満たした嫌気バックの中

で混合と毛細管への充填を行い、両端をヘマトクリット毛細血管用ツール用粘土(Termo,東

京)を用いシールした。すべての EPR スペクトルを収集するために、ER4103 キャビティを

有する Bruker EMXPlus EPR 分光計（Bruker Biospin、Osaka Japan）を用いた。超微

細結合定数とラジカル濃度は、コンピュータプログラム Winsim を用いて得られた 20。他

の個々の条件は、図の脚注に示す。また、一部の実験には DMSO の代わりに 13C2-DMSO

を用いた。 
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＜測定条件＞ 

マイクロ波出力: 10 mW 

変調振幅: 2.0 gauss 

時定数: 0.08 sec 

スキャン時間: 120 sec 

スキャン範囲: 100 gauss 

 

４．アルテスネートによる鉄の還元の測定 

アルテスネートにより鉄(Ⅲ)から生成された鉄（II）の生成は、BP と鉄（II）との反応に

よって形成される鉄(II)-BP 錯体で確認した。アルゴンガスを 15 分通気することで脱気し

た試料を、アルゴンガスで置換した分光嫌気セル内で混合し、鉄(Ⅱ)-BP 錯体に基づく 522 

nm の吸光度を経時的に測定した。この時、最終濃度はアルテスネート 5 mM、FeCl3 0.1 mM、

BP 30 mM である。鉄を加えた直後を 0 分とし測定を行った。アルテスネートと BP は

DMSO に希釈し、また鉄(Ⅱ)及び鉄(Ⅲ)は希塩酸で希釈し用事調製にて作成し実験に用いた。

鉄(Ⅱ)の濃度は鉄(II)-BP のモル吸光度係数(8600  M-1・cm-1)から算出した。還元速度は経

時的な 522 nm の吸光度変化を記録したグラフの 0→2 分における線の傾きから算出した。 

 

<測定条件> 

測定機械： U-3900H 

可視領域(340-800nm)： ハロゲンランプ 

スキャン速度： 120nm/min 

スキャン間隔： 10min 

測定温度：室温 

測定範囲：400-750 nm 
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５．DMSO トラップ法によるヒドロキシルラジカル(hydroxyl radical: OH)の定量 

OH の生成を明らかにするために、我々は、Tai らの DMSO トラップ法を改変した方法

を用いた 21。 100 mM DMSO、1.6 mM FeSO4・7H2O、8 mM アルテスネート、および

0.24 mM DNPH を含む 10 mM リン酸緩衝液（pH 4.0）を室温で 150 分間静置し、その後

HPLC で測定を行った。HPLC は、100μl の抽入ループを備えた EiCOM EP-300 ポンプ

（Eicom Co.、Kyoto Japan）、および分離は、GL Sciences Inertsil ODS-SP（4.6×150 mm）

カラムで行った。 移動相は、30 mM クエン酸ナトリウムを含む 277 mM 酢酸緩衝液（pH 

4.75）：メタノール＝1：3 を用い、0.45 μm フィルター（Millipore、Bedford、MA、USA）

で濾過して用いた。HPLC 分析は、1.0 ml /min の流速のもと、アイソクラティック条件下

でカラムオーブン（EiCOM ATC-300）を用いて 40℃で実施し、検出は酸化電圧で+ 800 mV

に設定した ECL 検出器（EiCOM ECD-300）を、フルスケール 0.5nA AUFS の条件で使用

した。 

 

６．統計 

差の統計的有意性は、Dunnett または Turkey-Kramer の検定、Independent-Sample t

検定、Paired-Sample t 検定、または Wilcoxon のマッチドペア検定によって決定した。 p 

<0.05 は統計的に有意とした。  
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第二章 実験結果 

 

1.種々の酸素分圧におけるアルテスネート刺激細胞毒性 

 

アルテスネートは、鉄(Ⅱ)共存下で各種細胞に対して細胞毒性を示すことが報告されてい

る 11。アルテスネートをヒト培養肝癌細胞株である HepG2 細胞に酸素分圧 0.2 気圧 、0.05

気圧 、0.01 気圧で 28 時間接触させたところ、アルテスネートは濃度依存的に細胞毒性を

示すことが明らかとなった。(Fig. 1) ところで、多くの体組織では酸素分圧は 0.05 気圧 と

報告されており、また、癌細胞周辺の酸素分圧では 0.01-0.02 気圧 であると報告 22されて

いる。そこで、培養条件をこれらの酸素分圧を変えて同様の実験を行ったところ、低酸素

分圧（0.01 気圧 O2）では 0.05 気圧 O2 の培養条件と比べて、アルテスネートの濃度依存

的にアルテスネートによる細胞毒性が減弱した。(Fig. 1)   
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Figure 1：アルテスネート－鉄(Ⅱ)による細胞毒性におよぼす酸素分圧の影響 
HepG2 細胞（1×10 4細胞/ mL）を 0.2 気圧 O 2下で 96 ウェル組織培養プレート中で 24 時間インキュベ

ートし、次いで 0.2 気圧 O 2（白色カラム）、0.05 気圧 O 2（斜線カラム）および 0.01 気圧 O 2( 黒色カラ

ム）で 72 時間処理した。 細胞培養培地を交換し、示された濃度のアルテスネートを 0.1 mM の鉄(Ⅱ)と
共に添加し、次いで示された酸素分圧下でさらに 28 時間インキュベートした。その後、細胞生存率を MTT
アッセイによって評価した。MTT アッセイは実験項目の内容に従って行った。 
生存細胞の割合をパーセンテージで示し、各酸素分圧でアルテスネートなしでインキュベートした HepG2
細胞からのホルモザンのレベルを 100％とした。 値は平均±SE（n = 8）である。 *、**および***は、各

アルテスネート濃度の酸素分圧0.2気圧 における細胞生存率と比較して、p <0.05、p <0.01および p <0.001
を示す。#、##、###は群間における p<0.05, p<0.01 および p<0.001 を示す。 
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２．TPC の酸化によるニトロキシドラジカルの EPR 測定 

TPC はそれ自身では EPR シグナルを持たないが、TPC はOH および一重項酸素(1O2 )

によって酸化されるとニトロキシドラジカルとなり(Scheme 1)、特徴的な 3 本線からなる

EPR シグナルを示す。そこで TPC を用いて、アルテスネート由来のラジカルを測定した。

50 mM の TPC と、4 mM の銅、鉄(Ⅱ)、鉄(Ⅲ)を加え、直ちに EPR を測定したところ、好

気的条件下で TPC ラジカルは鉄(Ⅱ)単独で確認でき(Fig. 2G)、このシグナルは 4 mM のア

ルテスネート共存で増大した(Fig. 2H)。TPC ラジカルの生成に対し、銅イオンはアルテス

ネートの有無にかかわらず、影響を与えなかった（Fig. 2C,D)。また、鉄(Ⅲ)はアルテスネ

ートが共存することによってわずかに TPC ラジカルの増加が見られた（Fig. 2E,F)。一方、

嫌気的条件下では鉄(Ⅱ)単独および鉄(Ⅱ)－アルテスネート由来の TPC ラジカルは見られ

なかった（Fig. 2J,K)。 

 
 

 

Scheme 1: TPC 酸化による TPC ラジカルの生成  

1O2, OH 

・ 

TPC TPC ラジカル 
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Figure 2 : アルテスネートと各種金属による TPC ラジカルの EPR スペクトル 
A：TPC 単独、B:TPC +アルテネート、C：TPC + CuSO4、 D：TPC +アルテスネート+ CuSO4、 E：TPC 
+ FeCl 3・6H20、 F：TPC +アルテスネート+ FeCl3・6H20、 G：TPC + FeSO4・7H20、H：TPC +アル

テスネート+ FeSO4・7H20、 I：B と同じだが嫌気的条件、 J：G と同じだが嫌気的条件、 K：H と同じ

だが嫌気的条件。  
200 mM アルテスネート（DMF に溶解）、500 mM TPC（水で溶解）、および 200 mM の金属（FeCl3・6H20、
FeSO4・7H20、そして CuSO4を 0.2%HCl で溶解）を調製し、DMF を溶媒として、最終濃度をそれぞれ

20 mM、50 mM そして 4 mM とした。 次いで、EPR 分光法によって TPC ラジカルを測定した。 
EPR 分光器の設定は、10 mW のマイクロ波出力、2.0 gauss の変調振幅、100 kHz の変調周波数、0.08 sec
の時定数、120 sec のスキャン時間、1×10 4の受信機ゲイン、および 100 gauss のスキャン範囲で行った。 
  

A: TPC 単独 

B: TPC + アルテスネート 

C:TPC + CuSO4 

D: TPC + アルテスネート + CuSO4 

E: TPC + FeCl3・6H20 

I: B の嫌気的条件 

J: G の嫌気的条件 

K: H の嫌気的条件  

F: TPC + アルテスネート + FeCl3・6H20 

G: TPC + FeSO4・7H20 

H: TPC +アルテスネート + FeSO4・7H20 
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３．アルテスネートによる鉄(Ⅲ)の還元と TPC ラジカルの生成 

鉄(Ⅲ)単独(Fig. 2E)と比べ、鉄(Ⅲ)とアルテスネートによる TPC ラジカルの増大が確認

(Fig. 2F)できた。また、鉄(Ⅱ)単独(Fig. 2G)より、アルテスネート共存下(Fig. 2H)で鉄

(Ⅱ)の TPC ラジカルが増大したことから、アルテスネートには鉄(Ⅲ)の還元能がある事が

予測された。そこで、鉄(Ⅱ)の指示薬である BP を用い、嫌気的条件下でアルテスネートに

よる鉄(Ⅲ)の還元能を検討した。Fig. 3 に示す様に、嫌気的条件下でアルテスネートと鉄 

(Ⅲ) を反応させると鉄 (Ⅱ) －BP 由来の 522 nm に吸収極大を持つ吸光スペクトルが観察

され、このスペクトルは経時的に増加することが示された。アルテスネート単独および鉄

(Ⅲ)単独では、BP の吸光度の変化は起きなかった。(data not shown) 
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Figure 3: 嫌気性条件下でのアルテスネートの存在下での鉄(Ⅲ)の還元による鉄 BP 錯体の吸収スペクトル

の変化 
全ての試料溶液（200 mM アルテスネート(DMSO で溶解)、300 mM BP (DMSO で溶解)、50 mM FeCl 3・
6H2O (0.2% HCl で溶解)、50 mM FeSO4 (0.2% HCl で溶解) ）をアルゴンガスを通気し 15 分間脱気した。  
2.7 mL の蒸留水をセプタムシールキャップを備えた石英分光測定嫌気セルに入れ、アルゴンガスを 15 分

間バブリングすることによって脱気した。試薬（最終濃度はアルテスネート 5 mM、FeCl 3 0.1 mM、BP 30 
mM）を添加して 0（a）、30（b）、60（c）分後に、嫌気性条件下で測定した。 破線（d）は、FeCl 3の代

わりに 0.025 mM の FeSO 4を添加して得られる鉄(Ⅱ)-BP 錯体の真のスペクトルを表す。 
  

鉄(Ⅱ)-BP 

60 分 

30 分 

0 分 
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次に、アルテスネートによる鉄(Ⅲ)の還元に対する水素イオン濃度の影響について検討し

た。嫌気的条件下、アルテスネートと鉄(Ⅲ)を種々の pH 溶液中で反応させると、Fig. 4A

に示したように検討した全ての水素イオン濃度において経時的に鉄(Ⅲ)の還元が起き、また

鉄(Ⅱ)の生成は酸性側で促進されることが示された。このとき、水素イオン濃度と鉄(Ⅱ)還

元速度の間には良好な直線関係が見出された(Fig. 4B)(r2=0.9959)。 

ところで鉄(Ⅱ)は自動酸化によって酸化力の高い ferryl species、もしくはOH のような

酸化種を生成すると共に、鉄(Ⅲ)になることが知られている 24。Figs 3,4 の結果から、過剰

量のアルテスネートと鉄をインキュベーションすると、生成した鉄(Ⅲ)が鉄(Ⅱ)に還元を受

け、持続的に自動酸化によって酸化種を生成することが予想された。 
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(A) 

pH 6.0 

pH 6.2 

pH 6.5 

pH 7.0 

pH 7.5 
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Figure ４: 生理的水素イオン条件下でのアルテスネートより鉄(Ⅲ)から鉄(Ⅱ)への還元について。(A)水素

イオン濃度の違いによる鉄(Ⅱ)生成に与える影響、(B)水素イオン濃度と鉄(Ⅱ)生成速度の関係 
鉄(Ⅱ)濃度は、522 nm における鉄(II)-(BP)3のモル吸光係数(8600 M-1・cm-1)を用いて計算した。 すべて

の試料溶液（200 mM アルテスネート(DMSO で溶解)、300 mM BP(DMSO で溶解)、200 mM FeCl 3・6H2O 
(0.2% HCl で溶解)）をアルゴンガスを 15 分間通気し脱気した。 
(A) 2.7 mL の 1％HEPES(pH は 6.0-7.5)を、セプタムシールキャップ付き石英分光測定セルに入れ、アル

ゴンガスを 15 分間通気し脱気した。 嫌気的条件下で試薬（最終濃度は 5 mM のアルテスネート、0.2 mM
の FeCl 3、30 mM の BP）を添加し、混合後、指示された時間に 522 nm での吸光度を測定した。 （黒丸: 
pH 6.0, 白丸: pH 6.2, 黒三角: pH 6.5 ,白三角: pH 7.0 , 黒四角: pH7.5） 
実験は 3 回繰り返し、平均±S.E.で示す。*,**,***はそれぞれ、pH7.5 に対して p<0.05, p<0.01, p<0.001
で有意差があることを示している。 
(B) 縦軸は Fig. 4A から得られた各 pH 溶液中の鉄(Ⅱ)の形成速度を示し、横軸は各 pH における水素イオ

ン濃度を示す。 相関係数は 0.9959 であった。 

 

  

(B) 
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そこで、経時的な TPC ラジカル生成を EPR で測定したところ、Fig. 5 に示したように、

鉄(Ⅱ)は勿論、鉄(Ⅲ)でも持続的に TPC ラジカルが生成し続ける事が明らかとなった。一方

鉄(Ⅱ)、鉄(Ⅲ)単独ではアルテスネートが共存している場合のような TPC ラジカルの生成増

加が見られなかった。 

 

  
Figure 5: 鉄(Ⅱ)、鉄(Ⅲ)とアルテスネートによる TPC ラジカル生成の経時的変化 
50 mM TPC、4 mM 鉄、10 mM アルテスネートを含む DMF 溶液を調製し、混合直後(0min)、30、60、
120、240 分後に反応液を採取し生成される TPC ラジカルを EPR 装置で測定した。得られた TPC ラジカ

ル(図左上)のピーク高さを TPC ラジカル濃度と規定し、経時的な TPC ラジカル生成を検討した。白丸：

鉄(Ⅱ)+アルテスネート+TPC、黒丸：鉄(Ⅲ)+アルテスネート+TPC、白四角：鉄(Ⅱ)+TPC、黒四角：鉄

(Ⅲ)+TPC 
実験は 3 回行い、平均±SE で示す。  

鉄(Ⅱ) + アルテスネート 

 + TPC 

鉄(Ⅲ) + アルテスネート 

 + TPC 

鉄(Ⅱ)  + TPC 

鉄(Ⅲ) + TPC 
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４．アルテスネートと鉄により生成する酸化種の同定 

アルテミシニン誘導体と鉄(Ⅱ)で、OH の生成が熱力学的に推定されていることから 25、

DMSO トラッピング法 21,26による EPR 法と、HPLC によってOH の生成を確認する実験

を行った。溶媒として DMSO が含まれるとき、DMSO にOH が反応すると、拡散律速の

速度でメチルラジカル(CH3)が生成することが知られている 27。ここで、DMSO の２つの

炭素原子を 13C にした 13C2-DMSO を用いると13CH3が生成する。 

OH + (CH3)2SO --> CH3SO2H + CH3   (1) 

OH +(13CH3)2SO -->13C H3SO2H + 13CH3   (1)’ 

CH3 はラジカル体であるが、寿命が短いことから EPR では直接観察できないため、ラ

ジカルの寿命を延ばすスピントラップ剤を用いることでEPRを測定することが可能となる。

そこで、ラジカルトラップ剤として DMPO を用い、生成したCH3 の検出を行った。500  

mMの 13C2-DMSOと 5 mMのアルテスネート、2 mMの鉄(Ⅱ)を混合し、500 mMのDMPO

を加えて直ちにEPRを測定したところ、超微細結合定数aN=16.01とaH=22.64ガウス(Figs. 

6A,B 白丸)、と aN=14.81、aH=14.48 ガウス（Figs. 6A,B 黒丸）、aN=16.20 と aβ
H=23.70、

aβ
13C=7.50 ガウス((Fig.ure 6A,B 白三角)が観察され、それぞれ DMPO/アルテスネートラ

ジカル、DMPO/OH、DMPO/13CH3と同定された。これらのラジカルが観測されたメカニ

ズムは次のように考えられる。 

OH + DMPO --> DMPO/OH    (2) 

鉄(Ⅲ)+アルテスネート→鉄(Ⅱ)+アルテスネートラジカル (3) 

アルテスネートラジカル+DMPO→DMPO/アルテスネートラジカル (4) 

・13CH3+DMPO→DMPO/•13CH3 (5) 

ところで Fig. 6C で鉄(Ⅱ)と DMPO からは一般的には鉄(Ⅱ)の自動酸化によりOH が生

成し DMPO 共存下で、DMPO/OH が観察されるはずであるが、それが観察できなかった
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理由として鉄(Ⅱ)による DMPO/OH の分解が考えられた 40.41。 

Fe2+ + O2 --> Fe3+ + O2
  (6) 

2 O2
 + 2H+ --> H2O2 + O2   (7) 

Fe2+ + H2O2 --> Fe3+ + OH + OH   (8) 

Fig. 6B は上記超微細結合係数を用いて得られたコンピューターシミュレーションであ

る。一方で、生成したCH3は酸素分子と反応して CH3OOを生成し、更にホルムアルデヒ

ド と メ タ ノ ー ル に 分 解 さ れ る が 、 こ の と き 生 成 す る ホ ル ム ア ル デ ヒ ド は

2,4-dinitrophenylhydrazine(DNPH)と反応しヒドラゾンを生成することから 42.43、この反

応を利用してOH 生成を確定するため HPLC でヒドラゾンを測定した。 

CH3 + O2 --> CH3OO    (9) 

2CH3OO --> HCHO + CH3OH + O2   (10) 

HCHO + 2-(2,4-dinitrophenyl) hydrazine  Formaldehyde-2-(2,4-dinitrophenyl) 

hydrazone   (11) 

Fig. 7 に 示 す よ う に 、 鉄 ( Ⅱ ) だ け で も ヒ ド ラ ゾ ン 化 合 物 で あ る

formaldehyde-2-(2,4-dinitrophenyl)hydrazone が生成したが、アルテスネートが共存する

ことでその生成は有意に増加した。また、鉄(Ⅲ)においてアルテスネートが共存すると、そ

の生成が有意に増すことが示された。 

 



22 
 

 

 

 

 

 

 
Figure 6: スピントラップ剤 DMPO によって捕捉された、13C2-DMSO 溶液中のアルテスネートと鉄(Ⅱ)
由来のスピンアダクトの EPR スペクトル 
A：5 mM のアルテスネート、2 mM の鉄(Ⅱ)、および 1 M の DMSO を、500 mM の DMPO 水溶液に混

ぜた時の EPR スペクトル。  
B：スペクトル A から得られた超微細結合定数 aN = 16.01、aβ

H = 22.64 ガウスの DMPO /アルテスネート

ラジカル及び aN = 14.81、aH = 14.48 ガウスの DMPO / OH そして aN=16.20 と aβ
H=23.70、aβ

13C＝7.50
ガウスの DMPO/13CH3に基づくコンピューターシミュレーション。  
C：A の条件からアルテスネートを除いたときの EPR スペクトル 
D：A の条件から鉄(Ⅲ)を除いたときの EPR スペクトル  
全ての EPR 測定は、好気的条件下で行った。 
EPR 分光器の設定は、Fig. 2 と同じである。 

 

超微細結合定数aN=16.01とaH=22.64ガウス(白丸)⇨DMPO/アルテスネートラジカル 

aN=14.81、aH=14.48 ガウス（黒丸）⇨DMPO/OH 

aN=16.20 と aβ
H=23.70、aβ

13C=7.50 ガウス(白三角) ⇨DMPO13CH
3
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Figure 7: アルテスネートの有無が、DMSO 由来ホルムアルデヒド生成に与える影響の検討 
1.6 mMの鉄(Ⅱ)および8 mMアルテスネートのいずれか、または両方を、100 mMのDMSOおよび0.2 mM
の DNPH を含有する 10 mM リン酸緩衝液（pH4.0）に加え、室温で 150 分間インキュベートし、次いで、

実 験 方 法 に 記 載 さ れ て い る よ う に HPLC カ ラ ム に 導 入 し た 。

Formaldehyde,2-(2,4-dinitrophenyl)-hydrazone の生成は、標品との retention time で確認した。 
実験は 3 回繰り返し、平均±S.E.で表示している。***は p<0.001 で有意差があることを示している。 
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５．エダラボンによる、アルテスネートによる細胞死の抑制効果の検討 

エダラボンは、OH31と過酸化水素に対する強い消去活性、そして弱いスーパーオキサイ

ド消去活性を持つことが報告され、また最近一重項酸素に対しても消光活性を示すことが

明らかにされている。現在、エダラボンは、OH による細胞死を強力に抑制する薬剤とし

て、脳虚血性疾患の治療に臨床で用いられている。HepG2 細胞を 0.2 mM のアルテスネー

トおよび 0.1 mM の鉄(Ⅲ)と共にインキュベートすると、細胞生存率が 40% まで有意に低

下した。この培養液中にエダラボンを共存させると、細胞死がエダラボンの濃度依存的に

有意に細胞生存率が改善した(Fig. 8)。 

  

エダラボン 

エダラボンによるOH 消去機序 
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Figure 8: 鉄(Ⅲ)-アルテスネート鉄誘発細胞死に及ぼすエダラボンの影響 
MTT アッセイは実験項の内容に従って行った。 
図の縦軸は無処理の細胞と比較した生存細胞の割合を示し、アルテスネートなしでインキュベートした

HepG2 細胞からのホルモザンのレベルを 100％とした。実験は 8 回繰り返し、 値は平均±SE で示した。
⋇⋇はコントロール群と比べ p<0.01 であることを、また、##、###は鉄(Ⅲ)-アルテスネート群に対する有意差

を示す。(p<0.01、p<0.001) 
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第 3 章 考察・まとめ 

 

考察 

本研究では、アルテスネートによる細胞毒性は酸素分圧に依存すること、アルテスネー

トは鉄(Ⅲ)を鉄(Ⅱ)に還元する能力を有すること、そして還元能力は酸性条件下で促進され

ることを明らかにした。アルテスネート、アルテミシニン、およびそれらの誘導体は、抗

マラリア薬として現在広く用いられており、その作用機序として鉄(Ⅲ)によりアルテスネー

ト誘導体中の endo-peroxide が鉄(Ⅱ)により開裂して生じる炭素ラジカルが、マラリア原虫

に対するアルキル化種として抗マラリア活性を発揮するとされている 34。一方でこれとは別

にアルテスネートは、抗癌剤として応用が進められている 35。アルテスネートによる抗腫瘍

活性のメカニズムとしては、ROS 生成を介したアポトーシス 11、36、細胞周期の停止 37、p38

活性化と細胞内カルシウムの増加 38 が言われているが、メカニズムの詳細はわかっていな

いため臨床応用が遅れている。ところで興味深いことに、Fig. 1 で示したように、酸素分圧

が低いとアルテスネートの細胞毒性は有意に抑制された。このことは、酸素分子の存在が

アルテスネートの細胞毒性発揮に関与することを示唆している。Ohgami らは、高圧酸素療

法で用いられる高酸素濃度の条件で、アルテミシニンの Molt-4 ヒト白血病細胞に対する細

胞毒性が有意に高まることを見出し、高圧酸素療法とアルテミシニンの併用は、効果的な

抗癌化学療法戦略である可能性を報告している 39。さらに近年、アルテスネートの抗腫瘍活

性には ROS が関与していることが報告された 11.36。 

酸素分子からは、スーパーオキサイドアニオンラジカル、過酸化水素、OH、そして一重

項酸素などの ROS が作られるが、アルテスネートの場合、どの ROS が細胞毒性に関わっ

ているかは十分検討されていない。アルテスネートは endoperoxide bridge 構造を有し、こ

の構造は鉄と反応すると一重項酸素を生成することが報告されている 40。そこで、このこと

を確かめるため、まず初めに一重項酸素、OH によって一電子酸化され、TPC ラジカルを
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生成する TPC23を用いて EPR シグナルを観察したところ、Fig. 2H に見られるように、酸

素分子と鉄(Ⅱ)とアルテスネートが共存すると、アルテスネート単独(Fig. 2B)や鉄(Ⅱ)単独

(Fig. 2G)と比べて TPC ラジカルの増大が確認できた。好気的条件下では、鉄(Ⅱ)と TPC だ

けでも TPC ラジカルが生成したが(Fig. 2G)、これは鉄(Ⅱ)の自動酸化によって生成する

OH41もしくは同様の酸化力を持つ Ferryl(Fe(Ⅳ)=O) のようなOH 様物質 24.42によるため

と考えられる。 

Fe2+ + O2 --> Fe3+ + O2
  (6) 

2 O2
 + 2H+ --> H2O2 + O2   (7) 

Fe2+ + H2O2 --> Fe3+ + OH + OH   (8) 

ところで、嫌気的条件下ではアルテスネートと鉄(Ⅱ)からの TPC ラジカルが確認できな

かったことから(Fig. 2K)、TPC ラジカルの生成には酸素分子が関与しない endoperoxide 

bridge からの一重項酸素ではなく、溶存酸素が必要であることが示唆された。ところで、

この実験を通して、鉄(Ⅲ)（Fig. 2E）またはアルテスネート単独(Fig. 2B）と比較して、鉄

(Ⅲ)とアルテスネートが TPC ラジカルの生成をわずかに増加させることを見出した(Fig. 

2F)。鉄(Ⅲ)は、カルボン酸部位を有する化合物で還元されて鉄(Ⅱ)を生成することが知られ

ていること 43, 44また、アルテスネートがカルボキシル基を有することから、この TPC ラジ

カルの増大は鉄(Ⅲ)から鉄(Ⅱ)への還元が起きたのではないかと仮説を立て、鉄(Ⅱ)の指示

薬である BP を用い、アルテスネートによる鉄(Ⅲ)の還元活性を調べた。その結果、Fig. 3

に示す様に、鉄(Ⅲ)とアルテスネートを混合すると経時的に鉄(Ⅱ)-BP 錯体由来の 522nm の

吸収が出現したことから、アルテスネートによる鉄(Ⅲ)還元活性が見出された。さらに、こ

の還元活性は溶液の水素イオン濃度に依存しており、酸性側で促進されることが示され

（Fig. 4A)、さらに、水素イオン濃度と鉄(Ⅱ)の生成速度との間には良い直線関係があるこ

とが示された（r2=0.9959) (Fig. 4B)。そこで、好気的条件下で鉄(Ⅲ)とアルテスネートによ

る TPC ラジカルの生成を見たところ、混合直後、TPC ラジカルは極僅かしか観察されなか
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ったが、経時的に TPC ラジカルが増大することが示され(Fig. 5)、アルテスネートは鉄(Ⅱ)

だけで無く、鉄(Ⅲ)でも鉄(Ⅱ)への還元を通じて酸化能のある活性酸素種を生成している事

が示された。 

癌細胞は、ワールブルグ（Warburg）効果と呼ばれる特徴的な代謝現象を示すことが知

られており 45、豊富な酸素の存在下であってもグルコースから乳酸を産生するため、細胞外

アシドーシスは癌細胞の特徴として報告されている。これらのことを考え合わせると、癌

細胞周囲の低 pH 環境下ではアルテスネートによる鉄(Ⅲ)の還元を促進し、細胞毒性の高い

鉄(Ⅱ)が生成しやすいことが考えられる。Figs 2,5 の結果から、アルテスネートと鉄による

TPC ラジカル生成には酸素分子が関与すること、また TPC ラジカルは TPC が酸化される

ことによって生成することから、次にこの反応に関わる活性酸素種の同定を行った。まず

初めに酸素由来ラジカルを補足して特異的なEPRシグナルを与えるスピントラップ剤であ

る DMPO を用い、好気的条件下で鉄(Ⅱ)とアルテスネートからの活性酸素種を測定した。

アルテスネートと鉄(Ⅱ)を 1M 13C2-DMSO 水溶液に溶解して EPR を測定したところ、Fig.6

に示したように DMPO/13CH3付加体と DMPO/OH 付加体および DMPO/アルテスネート

ラジカルが確認できた。DMPO/13CH3 の出所は、13C2-DMSO である。一方、アルテスネ

ートが無いと、このDMPOスピンアダクトは極僅かしか観察されなかった(Fig. 6C)。また、

中間体として生成している O2
と DMPO の複合体である DMPO/ O2

由来の EPR シグナ

ルも観察されなかったが、これはOH やCH3 ラジカルと比較して、DMPO/ O2
付加体の

補足効率が悪いためと思われる 48。 

ところで、Butler らは、アルテシミニンと鉄(Ⅱ)で、peroxide 結合が開裂し、アルコキ

シルラジカルが生成することを報告しており、そのときの超微細結合定数として aN=15.7, 

aH=22.5 ガウスを報告している 7。この値は今回の実験で得られた aN=16.01,aH=22.64 ガウ

スとほぼ同じであることから DMPO/アルテスネートラジカルと同定した。Fig. 6 における

aN = 16.20 ガウス、aβ
H = 23.70 ガウスおよび aβ

13C=7.50 ガウスの EPR シグナル帰属を更
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に明確にするため、DMSO からOH によって生成するギ酸を HPLC で定量する、DMSO

トラッピング法を行った。その結果、DMSO がOH によって酸化されCH3ラジカルを経て

生 成 す る ホ ル ム ア ル デ ヒ ド と DNPH が 反 応 し て 生 じ る

formaldehyde-2-(2,4-dinitrophenyl)hydrazone の生成が鉄(Ⅱ)、鉄(Ⅲ)ともにアルテスネー

トの共存によって有意に増加したことから(Fig. 7)、鉄とアルテスネートによる、OH の生

成が更に確かめられた。結果として、アルテスネートは、 酸素の存在下で鉄(Ⅱ)の自己酸

化を促進してOH またはOH 様活性酸素種を生成し、鉄(Ⅲ)を鉄(Ⅱ)に還元することによっ

てこの反応を促進することを見出した。そしてこれらの反応は微酸性～酸性条件下(pH 

6.0~pH 4.0 )で促進される可能性が示唆された。 

Fig. 1 に示すアルテスネートおよび鉄による細胞毒性がOH によるものであれば、強力

なOH スカベンジャーであるエダラボンによって鉄とのアルテスネートによる細胞死が抑

制されることが予想された。実際、Fig. 8 に示すように、生存細胞の割合はエダラボンによ

って濃度依存的に回復していることが明らかとなった。 これは、少なくとも部分的に、鉄

とアルテスネートの場合にはOH またはOH 様活性酸素種が細胞毒性に寄与することを説

明している。 

 

 

まとめ 

以上の結果より、アルテスネートの細胞毒性は、鉄(Ⅱ)だけで無く鉄(Ⅲ)でも引き起こさ

れること、その機序としてアルテスネートが鉄(Ⅲ)を鉄(Ⅱ)に還元することまたこの反応は

酸性条件で促進することが示唆された。また生成している ROS は、酸化活性の高いOH も

しくはOH 様活性酸素種を生成していることが示された。Denison はエンタルピーの計算

によって、アルテシミニン誘導体と鉄(Ⅱ)からの反応によるOH の生成を予測し、その生成

量が生理活性と相関することを述べており 25、これは本論文の結果と一致する。さらに、ア
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ルテスネートの抗腫瘍活性には抗酸化剤である N-アセチルシステイン 68.11やアスコルビン

酸 10 により減弱することが報告されており、このことは酸化反応が抗腫瘍活性に関わって

いることを示している。また、OH またはOH 様化合物による細胞毒性は、細胞に対し物

理的な障害を引き起こすことから耐性が生じないことが推定され、これはアルテシミニン

およびその誘導体は癌及びマラリアのいずれにおいても耐性の発達が観察されないと言う

報告 16とも一致する。OH 生成の点から考えると、アルテスネートの細胞毒性は鉄（価数

に関係ない）、酸素分子、そして低 pH という条件が必要であることが明らかとなった。ア

ルテスネートは抗マラリア薬だけでなく抗腫瘍薬としても研究されているが、今回の知見

は薬効の増大と副作用低減の点から有用であると考えている。 
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