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NO を in vivo  ESR で検出したい

I はじめに

　NO は、反結合性軌道に一つの不対電子を有するラジカルで

あり、常磁性であるので、理論的には ESR 法で検出が可能で

ある。しかしながら、NO は非常に不安定な物質であるため、

これを感度良く捉えるためには、NO を一度安定な他のラジカ

ルに変換して、これを検出するテクニック ( スピントラッピン

グ法 ) が必要である。NO は、鉄イオンと非常に迅速かつ強固

に結合する性質があり、これを利用すれば NO のスピントラッ

ピングが可能である。すなわち、何らかの鉄錯体を用い、これ

と NO が結合して生じる安定な鉄 - ニトロシル錯体を ESR で

検出するものである。この様な鉄錯体として最も一般的なもの

はヘモグロビンである
1)
。しかし、ヘモグロビン法には幾つか

の欠点がある。鉄上に酸素が結合していないデオキシヘモグロ

ビンは NO を極めて迅速に捕捉するが、酸素が結合したオキシ

ヘモグロビンは、NO をそのまま酸化して NO3
−
としてしまう

2)
。また、血中の NO ヘモグロビンの全ての起源が NO にある

のではなく、NO2
−
も NO ヘモグロビンを形成し得るし、NO は、

メトヘモグロビンも形成してしまう
3)
。小坂らは、より安定な

CO ヘモグロビンを用いることで、NO2
−
の影響を軽減している

4)

が、調製法、使用法が容易でないことに加え、シグナルがシン

プルでないなど必ずしも満足のできるものではない。

　ジエチルジチオカルバメートは、鉄と 2：1 錯体を形成

し、NO を捕捉することで鉄 - ニトロシル錯体の ESR シグ

ナルを示す。しかしながら、ジエチルジチオカルバメート

- 鉄錯体は水溶性が低いため、投与法を工夫する必要があ

り、水溶性の高い鉄錯体を形成できる配位子としてこれまで

MGD(Code: M323) が用いられてきた。

　MGD はカドミウム中毒の解毒剤として用いられてきた水

溶性のジチオカルバメートであり、Lai らは、MGD の鉄錯体

を NO の検出に応用し、ニトロプルシッドを投与して体内で

発生する NO5)
や LPS 投与下のショック時に産生する NO を

in vivo  ESR で検出している
6)
。MGD- 鉄錯体は、高水溶性で

生理的条件下で NO を検出でき、溶存酸素が検出感度に影響

しないため、優れた NO 検出剤である。

　一方、DTCS(Code: D465) は従来 Zn の比色分析における、

Cu などのマスキング剤として用いられて来た物質である
7)

が、その鉄錯体 Fe-(DTCS)
2
が水溶性であり NO と錯体を

形成した NO-Fe-(DTCS)
2
も水溶性となるため、特に in vivo

で NO をトラップしようとする場合に、始めから鉄錯体 Fe-
(DTCS)

2
を投与することができるという長所を持つ。従来の

DTCS はアンモニウム塩であるために、LD50=765 mg/kg( マ
ウス ) と毒性が高いが、ナトリウム塩の DTCS(DTCS Na) は
LD50=1942 mg/kg8)

と毒性が低減されている。

　水溶性の NO-Fe-(DTCS)
2
錯体は通常の X-band (9 GHz) で

はもちろん、L-band ESR で 700 MHz に、DETC や MGD と

同様のニトロシル Fe 錯体の窒素の核スピンに基づく鋭い 3
本線を与える。DTCS は他のジチオカルバメートに比べて、

空気中、溶液中でかなり安定である
9)
ので、水溶性の Fe 錯体

は生化学的にも有効なスピントラップ剤である。

　吉村らはマウスの腹腔内で LPS 投与によって誘導され

た iNOS からの NO を Fe-(DTCS)
2
を用いて、トラップし

L-band ESR による in vivo イメージングを報告している。

　ここでは DTCS Na を用いた鉄 - ジチオカルバメート錯体

の調製法について述べる。in vivo  ESR によるイメージング

については文献
10)

を参照されたい。

II DTCS Na を用いた Fe-(DTCS)2 の調製例

1 試薬
・DTCS Na(Code: D465)
・硫酸第一鉄 (FeSO4・7H2O)
・蒸留水または pH7 以上の緩衝液

2 操作
1) 30 分以上窒素パージした蒸留水に硫酸第一鉄を溶解する。

2) DTCS Na を蒸留水または pH7 以上の緩衝液に溶解し、30
分以上窒素パージする。ここへ、(1) の溶液を DTCS Na と

鉄の比が 5：1 となるように加える ( 溶液は褐色になる )。
※ Fe2+-(DTCS)2 は水溶液中で不安定であるため、錯体溶液は用時

調製すること。

※ 錯体溶液は厳密な嫌気条件下では無色であるが、通常の窒素パー

ジでは褐色を呈する。この色は Fe3+
錯体によると考えられる

が、Fe 錯体でも NO 捕捉には問題無く使用できる。DTCS Na
は pH7.0 以下では徐々に分解して二硫化炭素を放出するので注

意が必要である。

III DTCS Na を用いた NO-Fe2+-(DTCS)2 錯体の
調製例

11)

1 試薬
・DTCS Na
・硫酸第一鉄 (FeSO4・7H2O)
・蒸留水または pH7 以上の緩衝液

・NO ガス

・窒素またはアルゴンガス

2 操作
1) 以下の操作は全て窒素またはアルゴン雰囲気下で、NO ガ

スの処理系を持ったラインを用いてドラフト中で行う。

必要な濃度になるよう硫酸第一鉄水溶液を調製する。こ

の溶液に NO ガスを 15 分通気したのち、NO ガスを通気

したまま鉄との比が 1：2 になるよう DTCS Na 水溶液 ( 要
ガス置換 ) を添加する。

2) DTCS Na 添加後さらに 5 分 NO ガスを通気したのち、窒

素またはアルゴンで過剰の NO ガスをパージする。

3) 試料を必要とするだけガスタイトシリンジで取り出す。

 ※ 本溶液は嫌気条件下では長期 ( 数ヶ月 ) に渡り安定で凍結保存

も可能だが、酸素があると徐々に酸化されていくため用時調製

し、窒素置換して使用していただきたい。
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