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第 1章 緒言 

 

フリーラジカルが脳虚血後の主な傷害因子のひとつであることは数多く報告されて

いる。エダラボン（3-methyl-1-phenyl-2-pyrazolin-5-one, 図 1－1）は脳血管や神経細

胞の傷害因子であるフリーラジカルを消去する世界初の脳保護薬として脳梗塞急性

期を適応に 2001 年に日本で承認された 1)2)。その後，難治性疾患である筋萎縮性側

索硬化症（ALS）の適応が 2015年に日本で 3)，2017年に米国で 4)5)承認された。 

 

 

 

図 1－1 エダラボンの構造式 

 

エダラボンのラジカル消去機構は，エダラボンアニオンがペルオキシルラジカルを

一電子還元することであることが解明されており 6)，中大脳動脈閉塞ラットの細胞傷害

による酸化ストレスをエダラボンが減弱することを示している 7)。さらにペルオキシナイト

ライト消去作用に言及がなされており 8)，ALSでの有効性の本態はペルオキシナイトラ

イト消去作用であることが示唆されている 9)。 

エダラボンの最初の適応症である脳梗塞急性期では，意識障害や嚥下障害を有す

る患者を対象とすること及び脳梗塞の急性期の短期間に限局した臨床使用であること

が考慮され，的確な投与が可能な注射薬として開発された。エダラボンは点滴静注で
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投与され，脳梗塞急性期及びALS両方の適応を有する先発品の注射剤には，1管20 

mLにエダラボン 30 mgが含有されるアンプル 10)と，1袋 100 mLにエダラボン 30 mg

が含有されるバッグ 11)が存在し，添加物の亜硫酸水素ナトリウムと L－システイン塩酸

塩水和物の添加量は 20 mg及び 10 mg と同一である。 

先行技術文献（特許文献）によると，エダラボンは水溶液中で酸化を受けるため，注

射剤の設計に際し抗酸化剤として亜硫酸塩を添加し検討がなされ，安定性が増すこと

が見出されたが効果は不充分であった。更に他の添加剤について検討がなされ，シ

ステイン類が単独では安定化効果を認めないが，亜硫酸塩とシステイン類を組み合せ

ることで安定性が向上したため，亜硫酸水素ナトリウムと L－システイン塩酸塩が添加

された。実施例では，溶液をアンプルに充填し，容器内の空気を窒素で置換した後熔

封して注射剤を得ている。また明細書には，調製に用いる水を予め脱気し，かつ分注

後容器内の空気を窒素ガスなどの不活性ガスで置換することにより安定性は更に向

上すると記載されている 12)。 

なお，当該製剤の安定性試験において，微量ながら発がん性が疑われているフェ

ニルヒドラジンの出現が認められたが，フェニルヒドラジンの暴露許容濃度を最も厳しく

設定している米国産業衛生専門家会議の許容暴露量を下回ることより，当該製剤によ

るフェニルヒドラジン摂取に伴う発がんリスクの増加はないものと判断されている 13)14)。 

また，近年，後発医薬品の上市に伴い，安定性向上を目的に用いられた添加物の

違いが，薬効の根幹であるラジカル消去能に影響を及ぼしているとの報告がなされて

いる 15)16)。 

さらに，米国FDAがALSの承認を公表した際，亜硫酸水素ナトリウムは亜硫酸塩に

鋭敏な人では生命を脅かしかねないアナフィラキシー症状の原因になるかもしれない

と指摘している 4)5)。 

上記の問題点を踏まえ，かつ ALS の承認により，より長期間に亘る反復投与がなさ
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れることから，エダラボン水溶液の安定性を確実に維持できる，より優れた添加物の開

発が必要と考える。 

エダラボンは固体ではとても安定だが，水溶液中ではエノール型とエダラボンアニ

オンとして存在するため極めて不安定である。pH7でのエダラボンの pKaは 7.0なので，

エノール型とエダラボンアニオンの濃度は同じである。エダラボンアニオンは分子上酸

素を含むフリーラジカルに電子を与えることができるため，抗酸化作用を有する活性の

高い分子である（図 1－2）。その結果生じる 3つの共鳴構造を有するエダラボンラジカ

ルは比較的安定である（図 1－2）。 

 

 

 

図 1－2 エダラボンの互変異性体，エダラボンアニオン及びエダラボンラジカルの構

造 

 

エダラボン水溶液の安定性改善には，低 pH と脱酸素が確立した方法であり，前者

はエダラボンアニオン濃度を下げ，後者はエダラボンアニオンから酸素への電子供与

を防ぐ。さらに，エダラボン注射剤の特許文献によると，水溶液中での酸化反応防止

手段として種々の抗酸化剤のうち亜硫酸塩の添加で安定性が増すことが見出された

が効果は不充分であり，単独では安定化効果を認めないシステイン類を組み合わせ
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て添加することにより安定性の優れた注射剤が得られることが見出され 12)，亜硫酸水

素ナトリウムとシステインが安定化剤として使われているが，明確なメカニズムは明らか

にされていない。本研究では，エダラボン水溶液の安定性に対する亜硫酸水素ナトリ

ウムの効果を検討した。その際，亜硫酸水素ナトリウム自体の効果を得るため，低 pH

と脱酸素をサンプルに施さなかった。そして，亜硫酸水素ナトリウムがエダラボン水溶

液の安定化に有効であることを観察したが，エダラボンの分解物の抑制は不完全であ

った。エダラボンの亜硫酸付加体の形成が 13C NMRとHPLCによる検討から示唆され

た。それは平衡を安定化に良い方向に動かし，エダラボンアニオンを減少させることが

できる。 

さらに，システインが現在安定化剤として用いられているが，その効果を改めて検討

すると共に，チオール基（SH 基）を有するグルタチオンに着目して，システインと対比

しながら安定化効果を検討し，より優れた効果を有することを見出した。 

加えて，米国 FDA が指摘する，アナフィラキシー症状や感受性の高い人に致命的

なアレルギー反応を引き起こす可能性のある亜硫酸水素ナトリウム使用回避の可能性

を見出した。 
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第 2章 エダラボン水溶液の安定化剤とその作用機序－亜硫酸水素ナトリウム 17) 

 

2－1 エダラボン安定化の標的 

エダラボンは水中でケト型，エノール型，アミン型の互変異性を取り，平衡状態に存

在する。そして，エノール型からプロトンが離れてエダラボンアニオンとなる。エダラボ

ンアニオンが電子を与えてエダラボンラジカルになると O，C，Nにラジカルが位置する

共鳴混成体を取り，安定なラジカルが故に電子を与え易い性質を持つ。（図 2－1） 

従って，エダラボンアニオンをケト型，アミン型の平衡状態に寄せることが安定化の

標的となる。 

本章では亜硫酸水素ナトリウムに焦点して行った検討結果を詳述する。 

 

 

 

図 2－1 エダラボンの互変異性体，エダラボンアニオン及びエダラボンラジカルの構

造 
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2－2 実験方法 

 

試薬 

エダラボン，亜硫酸水素ナトリウムは市販の特級品を用いた。 

エダラボン：MW 174.20，Lot CTK0084，Wako，Japan 

亜硫酸水素ナトリウム：MW 104.06，Lot PAR2104，Wako，Japan 

 

2－2－1 亜硫酸水素ナトリウム添加によるエダラボンの安定化効果の検討 

エダラボン 30 mg，亜硫酸水素ナトリウム 20 mg を各々水で溶解した。エダラボンの

溶解に際しては，飽和溶解度2 mg/mLの溶液を得るべく，1 N水酸化ナトリウム溶液を

滴下して溶解した後，1 N塩酸で pHを 5～6に調整した。エダラボン単独またはエダラ

ボンと亜硫酸水素ナトリウムを混和し，各々全量 20 mL に調製し，スクリュー管に充填

し，密栓しサンプルとした。サンプル容器内は空気雰囲気下のまま，60 ℃で保存し，

エダラボン濃度，着色，不溶性異物を経時的に観察した。エダラボン濃度は液体クロ

マトグラフ（High Performance Liquid Chromatography：HPLC）法により，サンプル調製

時（0週）のエダラボンのピーク面積値に対する 2，4週間後のピーク面積の比から濃度

を測定した。 

HPLCの機器と測定条件は次の如くである。 

UV detection: λ 295 nm, 875-UV, Japan spectroscopic, Japan 

Column: CAPCELL PAK ADME, 5 µm, 4.6 mm I.D. × 250 mm, Shiseido, Japan 

Mobile phase: 40 mM NaH2PO4/methanol = 40/60, v/v 

Flow rate: 0.5 mL/min，LC-20AD，Shimadzu，Japan 
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2－2－2 不溶性異物の分析 

2－2－2－1 TOFMSによる分析 

2－2－1 で調製したサンプルを 60 ℃，4 週間保存した時点の不溶性異物を，遠心

分離及びデカンテーションで抽出し，メタノールで溶解し，逆相HPLCと組み合わせた

TOFMS (Time Of Flight Mass Spectrometry) で分析した。測定条件は次の如くであ

る。 

TOFMS: JMS-T100LC, JEOL Ltd., Tokyo, Japan 

Mobile phase: 60% methanol containing formic acid (2.6 mM) 

Deliver rate: 1.0 mL/min 

Column for separation: ODS, 5 μm, 4.6 mm × 250 mm, Wako, Osaka, Japan 

UV detector tandemly connected to TOFMS: absorption at 210 nm 

1/4 of the eluent was induced into TOFMS 

Negative ionization potential: –2000 V 

Ring lens voltage: –5 V 

Outer orifice voltage: –10 V 

Inner orifice voltage: –5 V 

Ion guide voltage: –500 V 

Internal standard for m/z calibration: trifluoroacetic acid (TFA) 

 

2－2－2－2 過酸化水素の検出 

過酸化水素はイソルミノール検出による特異的 HPLC 法を用いて測定した 18)。

HPLCの条件は次の如くである。 

Column: SUPELCOSIL LC-NH2, 5µm, 4.6 mm I.D. × 250 mm, Supelco, USA 

Mobile phase: methanol/40 mM NaHPO4 = 90/10, v/v 
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Flow rate: 1.0 mL/min 

 

2－2－3 NMRによるエダラボンと亜硫酸水素ナトリウムの相互作用の検討 

NMR用サンプルをDMSO-d6とD2Oを用いて，2－2－2で調製したサンプルと同じ

モル濃度になるように，次の如く調製した。 

エダラボン 2.25 mgをDMSO-d6 0.15 mLに溶解し，D2O 1.35 mLを加えサンプルと

した。 

エダラボン 2.25 mgをDMSO-d6 0.15 mLに溶解し，亜硫酸水素ナトリウム 1.5 mgを

D2O 1.35 mLに溶解し，混和しサンプルとした。 

（エダラボン（M.W. 174．20）：8.61 mM，NaHSO3（M.W. 104.06）：9.61 mM） 

NMR（1H NMR，13C NMR）の条件は次の如くである。 

Reorder: Bruker Avance 600 spectrometer, Bruker Biospin, Rheinstetten, Germany 

Probe: BBO 600MHz S3 5 mm, Bruker Biospin, Rheinstetten, Germany 

Temperature: 25 °C 

Relaxation time: 1sec (1H NMR), 2sec (13C NMR) 

加えて，Heteronuclear Multiple Bond Coherence (HMBC) も測定した。 

また，NMRに供した DMSO-d6/D2O = 10/90に対応する DMSO/H2O = 10/90を溶

媒に用いた場合の安定性を確認すべく，2－2－1 に準じて，エダラボン 30 mg を

DMSOで，亜硫酸水素ナトリウム 20 mgを水で溶解し，エダラボン単独またはエダラボ

ンと亜硫酸水素ナトリウムを混和し，各々全量 20 mLに調製し，スクリュー管に充填し，

密栓しサンプルとした。サンプルの保存及びエダラボン濃度，着色，不溶性異物の観

察は 2－2－1 と同様に行った。 
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2－2－4 HPLCによるエダラボンと亜硫酸水素ナトリウムの相互作用の検討 

溶媒に水を用い，エダラボン 1 mM，亜硫酸水素ナトリウム 1 mMの溶液を調製し，

エダラボン単独の場合と，エダラボンと亜硫酸水素ナトリウムを混和した場合の，アミノ

カラムを用いた HPLC によるエダラボンと亜硫酸水素ナトリウムの相互作用を検討した。

HPLCの条件は次の如くである。 

UV detection: λ 240 nm, SPD-20A, Shimadzu, Japan 

Column: SUPELCOSIL LC-NH 2, 5 µm, 4.6 mm I.D. × 250 mm, Supelco, USA 

Mobile phase: 40 mM NaH2PO4/methanol/CH3CN = 5/45/50, v/v 

Flow rate: 1.0 mL/min，LC-20AD，Shimadzu，Japan 

 

2－3 実験結果及び考察 

 

2－3－1 亜硫酸水素ナトリウム添加によるエダラボンの安定化効果 

亜硫酸水素ナトリウムの添加効果は，溶媒が水の場合，エダラボン濃度で 4%上回

った（図 2－2A）。着色・不溶性異物は，エダラボン単独では黄土色の濁った液色で粒

状または雲状の黄色の不溶性異物が存在し，亜硫酸水素ナトリウム添加では微黄色

澄明な液色で粒状の黄色の不溶性異物が存在し，亜硫酸水素ナトリウム添加の着色・

不溶性異物は少なかったが出現を抑えることは出来なかった（図 2－3A）。 

また，NMR測定に供したサンプルに準じた，溶媒をDMSO/H2O ＝ 10/90とした場

合，エダラボン濃度で 8%上回った（図 2－2B）。着色・不溶性異物は，エダラボン単独

では黄色で濁りのある液色で粉状または雲状の浮遊型と沈殿型の不溶性異物が存在

し，亜硫酸水素ナトリウム添加では微黄色澄明な液色で粒状の浮遊型と沈殿型の不

溶性異物が存在し，亜硫酸水素ナトリウム添加の着色・不溶性異物は少なかったが出

現を抑えることは出来ず（図 2－3B），溶媒が水の場合と本質的に変わらなかった。 
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図 2－2 亜硫酸水素ナトリウム添加によるエダラボン濃度低下の抑制効果 

A：溶媒；水，B：溶媒；DMSO/水 = 10/90 

UV detection: λ 295 nm 

Column: CAPCELL PAK ADME, 5 µm, 4.6 mm I.D. × 250 mm 

Mobile phase: 40 mM NaH2PO4/methanol = 40/60, v/v 

Flow rate: 0.5 mL/min 
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図 2－3 不溶性異物生成に対する亜硫酸水素ナトリウム添加効果 

A：溶媒；水，B：溶媒；DMSO/水 ＝ 10/90 
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2－3－2 不溶性異物の分析 

2－3－2－1 TOFMSによる分析 

不溶性異物を抽出しメタノールで溶解し，λ 210 nmの逆相HPLCクロマトグラムで分

析した結果，2つの化合物の存在を示した（図 2－4A）。保持時間の短い compound A

の，TFAを内部標準に用いた m/z値は-173.10であり，この値はエダラボン（-173.10）と

一致した（図2－4B）。さらに，エダラボン標準品の保持時間は compound Aと一致した

ことからエダラボンと同定した。 

保持時間の長い compound B の m/z は-517.30 であり，エダラボントリマー

（ 4,4-bis-(3-methyl-5-oxo-1-phenyl-2-pyrazolin-4-yl)-3-methyl-1-phenyl-2-pyrazolin-5-

one, monoisotopic mass-1 = -517.20）と同定した（図 2－4B）。-344.19のフラグメントは

エダラボンダイマー（4,4’-bis(3-methyl-1-phenyl-2-pyrazolin-5-one)アニオンラジカルで

あり（monoisotopic mass-1 = -344.13），消失したフラグメント（-517.30 + 344.19 = 

-173.11）は，非アニオンエダラボンラジカルと推定された。上記フラグメントがネガティ

ブモードでは検出されないことは妥当である。これらの結果は compound Bがエダラボ

ントリマーであることを支持する。 
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図 2－4 不溶性異物の UV クロマトグラム（A）及び compound Bの TOFMS分析（B） 

 



15 

 

エダラボントリマーは，無酸素下ではDPPH19)または phenoxylラジカル 20)とエダラボ

ンが反応して生成され，これらの結果はエダラボンラジカル 2 がトリマーの前駆体であ

ることを示す。 

 

2－3－2－2 過酸化水素の検出 

本実験条件では，酸素はエダラボンアニオンにより消費され，エダラボンラジカルと

スーパーオキサイドを生成する。スーパーオキサイドは過酸化水素と酸素に不均化す

る。事実，過酸化水素を特異的に測定する HPLC/化学発光法で，少なくとも 6 µM の

過酸化水素の生成を確認した（図 2－5）。エダラボン溶出によるネガティブピークはエ

ダラボンがバックグラウンドの化学発光をクエンチしたためである（図 2－5）。 

 

 

図 2－5 過酸化水素の検出 

実線：8.61 mMエダラボン水溶液調製直後，点線：60 ℃，4週間保存後 
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2－3－2－3 エダラボントリマーの生成機序 

図 2－6 はエダラボンラジカル 2 からのエダラボントリマーの推定生成機序である。

無酸素下では，2 分子のエダラボンラジカル 2 が組み合わさりエダラボンダイマー1 

(Bis(3-methyl-1-phenyl-2-pyrazolin-5-one))となる。そして，エノール化で，より安定な

共役エダラボンダイマー2に転換する。ダイマー2は容易にダイマーラジカル 1に転換

する。ダイマーラジカル 1は 4つの二重結合を持つ共役結合体でとても安定なためで

ある。ダイマーラジカル 1はダイマーラジカル 2に転位し，エダラボンラジカル 2 と結合

してエダラボントリマーを形成する。エダラボンダイマーの生成量はエダラボントリマー

と比べるととても少ないことは注目すべき点であり（図 2－4A），このことは，エダラボン

ダイマーがエダラボンより反応性が高いことに起因する。 

 

 

 

図 2－6 不溶性異物中のエダラボントリマーの生成機序 
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2－3－3 NMRによるエダラボンと亜硫酸水素ナトリウムの相互作用の検討 

 

2－3－3－1 エダラボンの 13C NMRスペクトラム 

ケト型のエダラボンが非プロトン溶媒中では最も安定と考えられる。実際，CDCl3 中

のエダラボンの 13C NMR スペクトラムは 8 つのシングルピークを示し，図 2－7Aに示

すように帰属され，ケト型のエダラボンを支持する。 

溶媒を DMSO-d6/D2O = 10/90に変えると，スペクトラムは図 2－7Bに示すように劇

的に変化する。C3 と C4 のケミカルシフトは消失し，C1，C6，C7，C8 のケミカルシフト

は移動すると共に分割し，C2 のケミカルシフトは移動した。これらの結果は，エダラボ

ンは水中で少なくとも 2 つの異なる構造を有し，ケト型に加えてエノール型が最も考え

得る。 

興味深いことに，C1 のケミカルシフトは C3 の状態に影響される。そこで，C3 がメチ

レンの場合の C1を 1(3d) (d: double)と，C3がメチンの場合の C1を 1(3s) (s: single)と

名付けた。 

C1(3s)は C1(3d)よりピークの高さが高いことから，エノール型とエノールアニオン型

がケト型より支配的であった。10% DMSO-d6のD2Oはプロトン性溶媒であり，エノール

型のエダラボンを安定化する。そしてエノール型はプロトンとエダラボンアニオンを遊

離することから，この結果は整合する。さらに，HMBC (Heteronuclear Multiple Bond 

Coherence) による測定で，42 ppmのメチレン(3d)より 92 ppmのメチン(3s)に C3の存

在が優勢だった（図 2－8）。この結果は，上述のエノール型とエノールアニオン型が支

配的であることと一貫性がある。 

 

2－3－3－2 亜硫酸水素ナトリウム添加時の 13C NMRスペクトラム 

亜硫酸水素ナトリウムはカルボニルと反応して亜硫酸付加体を形成する（図 2－7）
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21)22)。エダラボンのケト型とアミン型はカルボニル基を有することから，2 種類の亜硫酸

付加体が考え得る。C1(3d)より C1(3s)のピークの高さが大きいことからケト型の亜硫酸

付加体 2よりもアミン型及び亜硫酸付加体 1が支配的であることを示している。亜硫酸

付加体 1 では 6 原子（H-N-N-C-S-O-）からなる分子内水素結合が想定され，これによ

る亜硫酸付加体 1の安定化が要因と考えられる。亜硫酸水素ナトリウム添加によりエダ

ラボンのケト型のカルボニルとは異なるC4のカルボニルケミカルシフトが再度出現した。

これもアミン型のカルボニルと考えられる。 

 

 

図 2－7 エダラボン単独（A，B）及び亜硫酸水素ナトリウム添加時（C）の 13C NMR ス

ペクトル 
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図 2－8 エダラボン単独（B）の Heteronuclear Multiple Bond Coherence (HMBC) 

NMRスペクトル 

 

2－3－4 HPLCによるエダラボンアニオンと亜硫酸水素ナトリウムの付加体の検出 

図 2－9 の実線はエダラボン水溶液を注入した際のクロマトグラムで 2 つのピークを

示している。aminopropylsilyl column (LCNH2)は表面にカチオンを保持するので，非

イオン型のエダラボンより，エダラボンアニオンとの相互作用が強い。そのため，保持

時間のより長い 3.9 分のピークがエダラボンアニオンであり，保持時間の短い 3.2 分の

ピークが非イオン型のエダラボンであると予想される。図 2－9 の点線は亜硫酸水素ナ

トリウム添加後のクロマトグラムであり，3.2分と 3.9分のピークは減少し，3.5分と 4.1分
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のピークが増加した。このことは，亜硫酸水素ナトリウムの添加により，非イオン型エダ

ラボンが減少し，2つのイオン型亜硫酸付加体が増加したことと合致する。3.5分ピーク

が 4.1分ピークより多いので，前者が亜硫酸付加体 1で後者が亜硫酸付加体 2 と考え

られる。亜硫酸付加体 1 は分子内水素結合により，亜硫酸付加体 2 より極性が低いと

想定されることと矛盾が無い。 

 

 

 

図 2－9 HPLC（アミノカラム）によるエダラボン及び亜硫酸水素ナトリウムの相互作用の

検討 

UV detection: λ 240 nm 

Column: SUPELCOSIL LC-NH2, 5 µm, 4.6 mm I.D. × 250 mm 

Mobile phase: 40 mM NaH2PO4/methanol/CH3CN = 5/45/50, v/v 

Flow rate: 1.0 mL/min 
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2－4 まとめ 

図 2－10 でエダラボンは水溶液中で，エダラボンアニオンとして存在し，電子供与

後にエダラボンラジカルとなる傾向にあることを要約した。エダラボンラジカルは分解

物の前駆体になる。エダラボンの安定性を改善するためには，エダラボンアニオンの

濃度を下げる必要がある。亜硫酸水素ナトリウムの添加は，図 2－10 での平衡を右側

に寄せること及び亜硫酸付加体を形成することから，エダラボンアニオン濃度を下げる

ことに有効である。しかしながら，この反応は平衡反応であること及びエダラボンアニオ

ンを完全に除くことは困難であることから，この方法には限界が有る。 

 

 

 

図 2－10 エダラボンに対する亜硫酸水素ナトリウムの安定化作用機序 
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第 3章 エダラボン水溶液の安定化剤とその作用機序－グルタチオン 23) 

 

3－1 エダラボンのさらなる安定化の標的 

第 2 章で，エダラボンは水溶液中でエダラボンアニオンとして存在し，安定性の改

善には，エダラボンアニオンの濃度を下げる必要があることを述べた。そして，亜硫酸

水素ナトリウムの添加が，平衡をケト型，アミン型に寄せること及び亜硫酸付加体を形

成することから，エダラボンアニオン濃度を下げることに有効ではあるが限界が有ること

を述べた。 

本章では，エダラボンアニオンを安定化してエダラボンラジカル生成を抑制する目

的で，市販製剤に亜硫酸水素ナトリウムと共に用いられているシステインを対照に，よ

り優れた安定化剤を見出すべく，チオール基を有するグルタチオンに焦点して検討し

た結果を述べる。 

加えて，米国 Food and Drug Administration（FDA）が指摘する，アナフィラキシー症

状や感受性の高い人に致命的なアレルギー反応を引き起こす可能性のある亜硫酸水

素ナトリウム 4)5)の使用を回避して，安定なエダラボン水溶液の開発を目指した。 
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図 3－1 エダラボン水溶液の安定化方法 

 

3－2 実験方法 

 

試薬 

エダラボン，グルタチオン，システイン，亜硫酸水素ナトリウム，フェニルヒドラジンは

市販の特級品を用いた。 

エダラボン：MW 174.20，Lot CTK0084，Wako，Japan 

グルタチオン（還元型）：MW 307.33，Lot SAH3222，Wako，Japan 

L-システイン：MW 121.16，Lot AWR0118，Wako，Japan 

亜硫酸水素ナトリウム：MW 104.06，Lot PAR2104，Wako，Japan 

塩化フェニルヒドラジニウム（フェニルヒドラジン塩酸塩）：MW 144.60，Lot ECK2025，

Wako，Japan 
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3－2－1 グルタチオン添加によるエダラボンの安定化効果の検討（1） 

エダラボン 30 mg，亜硫酸水素ナトリウム 20 mg，グルタチオン（還元型）25.4 mg，L

－システイン10 mgを各々水で溶解した。エダラボンの溶解に際しては，飽和溶解度 2 

mg/mLの溶液を得るべく，1 N水酸化ナトリウム溶液を滴下して溶解した後，1 N塩酸

で pHを 5～6に調整した。 

エダラボン単独 

エダラボン＋亜硫酸水素ナトリウム 

エダラボン＋グルタチオン 

エダラボン＋システイン 

エダラボン＋亜硫酸水素ナトリウム＋グルタチオン 

を各々全量 20 mLに調製し，スクリュー管に充填し，密栓しサンプルとした。 

この際のモル濃度は次の如くである。 

エダラボン：8.61 mM 

亜硫酸水素ナトリウム：9.61 mM 

グルタチオン：4.13 mM 

システイン：4.13 mM 

サンプル容器内は空気雰囲気下のまま，60 ℃で保存し，着色，不溶性異物，エダ

ラボン濃度を経時的に観察した。エダラボン濃度は液体クロマトグラフ（High 

Performance Liquid Chromatography：HPLC）法により，サンプル調製時（0週）のエダ

ラボンのピーク面積値に対する 2，4週間後のピーク面積の比から濃度を測定した。 

HPLCの機器と測定条件は次の如くである。 

UV detection: λ 295 nm, 875-UV, Japan spectroscopic, Japan 

Column: CAPCELL PAK ADME, 5 µm, 4.6 mm I.D. × 250 mm, Shiseido, Japan 

Mobile phase: 40 mM NaH2PO4/methanol = 40/60, v/v 
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Flow rate: 0.5 mL/min，LC-20AD，Shimadzu，Japan 

 

3－2－2 グルタチオン添加によるエダラボンの安定化効果の検討（2） 

市販されている先発品のエダラボン注射剤は，エダラボン 30 mg，亜硫酸水素ナトリ

ウム 20 mg，L－システイン 10 mgを成分に，アンプルは液量 20 mLで製剤化されてい

ることを踏まえ，次の如くサンプルを調製し，室温及び 60 ℃で保存し，3－2－1 と同

様の方法で着色，不溶性異物，エダラボン濃度を経時的に観察した。 

エダラボン 30 mg＋亜硫酸水素ナトリウム 20 mg（液量 20 mL） 

エダラボン 30 mg＋亜硫酸水素ナトリウム 20 mg＋システイン 10 mg（液量 20 mL） 

エダラボン 30 mg＋亜硫酸水素ナトリウム 20 mg＋グルタチオン 25.4 mg（液量 20 

mL） 

 

3－2－3 微量不純物フェニルヒドラジン生成に対するグルタチオン添加効果 

3－2－2で得られたサンプルを 60 ℃及び室温で保存し，フェニルヒドラジンの有無

を HPLC法により検討した。フェニルヒドラジン塩酸塩の 1，10，100 µMを標準品に用

い，その保持時間に該当するピークの存在の有無を観察すると共に，サンプルとフェ

ニルヒドラジンを等液量混和して（スパイク），当該ピークがフェニルヒドラジンであること

を確認した。HPLCの条件は次の如くである。 

UV detection: λ 280 nm, 875-UV, Japan spectroscopic, Japan 

Column: CAPCELL PAK ADME, 5 µm, 4.6 mm I.D. × 250 mm, Shiseido, Japan 

Mobile phase: 40 mM NaH2PO4/methanol = 40/60, v/v 

Flow rate: 0.5 mL/min，LC-20AD，Shimadzu，Japan 
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3－2－4 グルタチオン（GSH）及び酸化型グルタチオン（GSSG）の測定 

3－2－1 と同様に調製したエダラボン（8.61 mM）＋グルタチオン（4.13 mM）の水溶

液調製直後及び 60 ℃，4 週間保存後に，グルタチオン（GSH）及び酸化型グルタチ

オン（GSSG）の測定を行った。HPLCの条件は次の如くである。 

UV detection: λ 210 nm, SPD-20AV, Shimadzu，Japan 

Column: CAPCELL PAK C18 column, 5 µm, 4.6 mm I.D. × 250 mm, Shiseido, 

Tokyo, Japan 

Mobile phase: 3 % methanol aqueous solution containing 0.05% trifluoroacetic acid 

Flow rate: 1.0 mL/min，LC-20AD，Shimadzu，Japan 

 

3－2－5 グルタチオン添加及び脱酸素（窒素置換）によるエダラボンの安定化効果の

検討（1） 

3－2－1，3－2－2に準じて，液量 20mLのサンプルを次の如く調製した。 

エダラボン＋亜硫酸水素ナトリウム＋システイン（空気雰囲気下） 

エダラボン＋亜硫酸水素ナトリウム＋グルタチオン（空気雰囲気下） 

エダラボン＋グルタチオン（脱酸素） 

エダラボン＋グルタチオン（空気雰囲気下） 

各々のモル濃度は次の如くである。 

エダラボン：8.61 mM 

亜硫酸水素ナトリウム：9.61 mM 

システイン：4.13 mM 

グルタチオン：4.13 mM 

脱酸素サンプルは，スクリュー管に水溶液を充填し，窒素ガスを溶液内に吹き込み，

水溶液を脱気し，容器内の空気を窒素で置換した後，密栓しサンプルとした。 
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空気雰囲気下サンプルは，スクリュー管に水溶液を充填した後，密栓しサンプルと

した。 

サンプルは，60 ℃，4 週間保存し，着色，不溶性異物，エダラボン濃度を観察した。

エダラボン濃度は液体クロマトグラフ法により，エダラボン標準品 8.61 mM のピーク面

積値に対する 4週間後のピーク面積の比から測定した。 

また，3－2－3に準じて，フェニルヒドラジンの有無を HPLC法により確認した。 

 

3－2－6 グルタチオン添加及び脱酸素（窒素置換）によるエダラボンの安定化効果の

検討（2） 

3－2－1に準じて，次の如く水溶液を調製し，10mLの蓋付き耐熱ガラス管に充填し，

脱酸素サンプルは，窒素ガスを溶液内に吹き込み，水溶液を脱気し，容器内の空気

を窒素で置換した後，密栓しサンプルとし，空気雰囲気下サンプルは，密栓しサンプ

ルとした。 

エダラボン＋グルタチオン（脱酸素） 

エダラボン＋亜硫酸水素ナトリウム＋グルタチオン（空気雰囲気下） 

エダラボン＋グルタチオン（空気雰囲気下） 

各々のモル濃度は次の如くである。 

エダラボン：8.61 mM 

グルタチオン：4.13 mM 

亜硫酸水素ナトリウム：9.61 mM 

サンプルは各々n = 3調製し，60 ℃，4週間保存し，着色，不溶性異物，エダラボン

濃度を観察した。エダラボン濃度は液体クロマトグラフ法により，エダラボン標準品

8.61 mMのピーク面積値に対する 4週間後のピーク面積の比から測定し，3サンプル

について集計した。 
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3－2－7 グルタチオン添加及び脱酸素（窒素置換）によるエダラボンの安定化効果の

検討（3） 

3－2－1に準じて，次の如く水溶液を調製し，10mLの蓋付き耐熱ガラス管に充填し，

窒素ガスを溶液内に吹き込み，水溶液を脱気し，容器内の空気を窒素で置換した後，

密栓しサンプルとした。 

エダラボン（脱酸素） 

エダラボン＋グルタチオン（脱酸素） 

各々のモル濃度は次の如くである。 

エダラボン：8.61 mM 

グルタチオン：0.86 mM（エダラボンの1/10モル濃度）, 1.03 mM, 2.07 mM, 4.13 mM, 

8.61 mM（エダラボンと等モル濃度） 

サンプルは各々n = 3調製し，60 ℃，4週間保存し，着色，不溶性異物，エダラボン

濃度を観察した。エダラボン濃度は液体クロマトグラフ法により，エダラボン標準品

8.61 mMのピーク面積値に対する 4週間後のピーク面積の比から測定し，3サンプル

について集計した。 

 

3－3 実験結果及び考察 

 

3－3－1 グルタチオン添加によるエダラボンの安定化効果（1） 

図 3－2Aは 8.61 mMのエダラボン水溶液を 60 ℃，4週間で保存した際の黄土色

の着色及び黄色の不溶性異物であり，不溶性異物の大部分はエダラボントリマーであ

り，加えて少量のエダラボンから成ることを第 2章で述べた。9.61 mMの亜硫酸水素ナ

トリウム添加（図 3－2B）及び 4.13 mMのグルタチオン添加（図 3－2C）は部分的に不

溶性異物を抑制したが，4.13mMのシステイン添加（図 3－2D）では，黄土色の着色及
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び黄色の不溶性異物が図 3－2A と同程度であり安定化効果を示さなかった。9.61 

mM亜硫酸水素ナトリウムと 4.13 mMグルタチオンの添加では不溶性異物は生じなか

った（図 3－2E）。 

60 ℃，4 週間保存後の残存エダラボン濃度の高い順に添加物を記すと，亜硫

酸水素ナトリウム＋グルタチオン＞グルタチオン＞亜硫酸水素ナトリウム＞シ

ステイン≒無添加であった（図 3－3）。エダラボン水溶液の安定化剤として，シ

ステインは機能せず，一方，グルタチオンは有効であったことは驚くべきこと

であった。この明らかな差についての考察は後述する。 
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図 3－2 着色及び不溶性異物の推移（溶媒：水，60 ℃，4週間） 
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図 3－3 エダラボン濃度推移（溶媒：水，60 ℃，4週間） 

 

3－3－2 グルタチオン添加によるエダラボンの安定化効果（2） 

室温で 2 年間，空気雰囲気下で保存した際の，残存エダラボン濃度の高い順

に添加物を記すと，亜硫酸水素ナトリウム＋グルタチオン＞亜硫酸水素ナトリ

ウム＋システイン＞亜硫酸水素ナトリウムの順であった（図 3－4）。この結果は，

エダラボン水溶液の安定化剤として，システインよりグルタチオンが優れてい

ることを確認させるものであった。また，亜硫酸水素ナトリウムとグルタチオ

ンの組み合わせが，空気雰囲気下であるにも関わらず，エダラボンの分解を 1

年以上抑制することは注目すべきことであった。 
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図 3－4 エダラボン濃度推移（溶媒：水，20 mL，添加物基剤：亜硫酸水素ナトリウム，

室温，4－12－72－104週間） 

 

60 ℃で 4週間保存した場合は，＋亜硫酸水素ナトリウム，＋亜硫酸水素ナト

リウム＋システインの順に不溶性異物の出現（図 3－5）と残存エダラボン濃度

の低下（図 3－6）を認めた。 
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図 3－5 着色及び不溶性異物（溶媒：水，添加物基剤：亜硫酸水素ナトリウム，60 ℃，

4週間） 

 

 

 

図 3－6 エダラボン濃度推移（溶媒：水，添加物基剤：亜硫酸水素ナトリウム，60 ℃，4

週間） 
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3－3－3 微量不純物フェニルヒドラジン生成に対するグルタチオン添加効果 

エダラボンはフェニルヒドラジンとアセト酢酸エチルから合成される 24)。もしもエダラ

ボンが加水分解されると，潜在的に発癌性を有するフェニルヒドラジン 25)26)が生じる。

それ故に，保存中のフェニルヒドラジンの生成は抑制されるべきである。図 3－7 はエ

ダラボン水溶液を空気雰囲気下で 60 ℃，5週間保存後の，フェニルヒドラジン 10 µM

スパイクの前後のHPLCクロマトグラムである。亜硫酸水素ナトリウム添加（図 3－7A）と

亜硫酸水素ナトリウム＋システイン（図 3－7B）はフェニルヒドラジンの生成を抑制して

いない。しかしながら，亜硫酸水素ナトリウム＋グルタチオンをエダラボン水溶液に添

加した場合はフェニルヒドラジンの生成は認められなかった（図 3－7C）。 
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図 3－7 8.61 mMエダラボン水溶液を 60 ℃，5週間，空気雰囲気下で保存した場合

のフェニルヒドラジンの生成 

A：9.61 mM 亜硫酸水素ナトリウム 

B：9.61 mM 亜硫酸水素ナトリウム＋4.13 mM システイン 

C：9.61 mM 亜硫酸水素ナトリウム＋4.13 mM グルタチオン 
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3－3－4 エダラボン水溶液の安定化でのグルタチオンの役割 

上記結果は，グルタチオンはエダラボンアニオンを安定化することが出来るが，一

方，システインには出来ないことを示している。グルタチオンはエダラボンアニオンの

代わりに酸素に電子を与えている可能性がある。そのためには，グルタチオンとエダラ

ボンアニオンが図 3－8に示したように，分子間水素結合によってお互いに近付い

ている必要がある。グルタチオンからの電子供与は，グルタチオンラジカル（GS・）を与

え，その結果，酸化型グルタチオン（GSSG）を生じる。実際，60 ℃，4 週間保存後の

グルタチオンを添加したエダラボン水溶液で GSSGの生成を確認した（図 3－9）。しか

しながら，この考え方は，グルタチオンの他の分解物が検出されていることから，更に

慎重に検討されるべきである（図 3－9）。 

一方，システインは図 3－8 に示したように分子内水素結合を形作ることが出来

るので，エダラボンアニオンとの分子間水素結合の確率を減少させる。しかし，

グルタチオンは分子内水素結合を持つことは困難である。従って，水素結合の

違いが原因であろうと考えられる。 
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図 3－8 エダラボンアニオンとグルタチオンの分子間水素結合及びシステインの分子

内水素結合 
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図 3－9 8.61 mM エダラボンと 4.13 mM グルタチオンを 60 ℃，4週間，空気雰囲気

下で保存した場合のグルタチオンの減少及び酸化型グルタチオンの生成 

 

3－3－5 亜硫酸水素ナトリウムを用いないエダラボン水溶液－グルタチオン添加及び

脱酸素（窒素置換）による安定化効果の検討（1） 

上記の結果はグルタチオンと亜硫酸水素ナトリウムの組み合わせが空気雰囲気下

ですらエダラボン水溶液の安定化剤として最も効果的であることを示している。しかし

ながら，FDA による亜硫酸水素ナトリウムの使用についての最近の注意喚起は，亜硫

酸水素ナトリウムを用いない系の迅速な確立を求めている。グルタチオンはエダラボン

の安定性とフェニルヒドラジンの抑制の点から有用なので，グルタチオンと脱酸素を組

み合わせた。脱酸素は窒素ガスで脱気することで達成した。 

8.61 mM のエダラボン水溶液を，9.61 mM 亜硫酸水素ナトリウム＋4.13 mM シス
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テイン（図 3－10A），9.61 mM 亜硫酸水素ナトリウム＋4.13mM グルタチオン（図 3－

10B），4.13mM グルタチオン（図 3－10C 及び 10D）の存在下で，10C は窒素置換下

で，その他は空気雰囲気下で，60 ℃，4週間保存し，不溶性異物の比較を行った。

グルタチオン添加と脱酸素の結果は明確で，不溶性異物の生成は無く（図 3－10C），

エダラボン残存量は他と比べて最高値であった（図 3－11）。更に，フェニルヒドラジン

も生成しなかった（図 3－12）。 
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図 3－10 8.61 mMエダラボン水溶液を 60 ℃，4週間，保存した場合の不溶性異物の

生成 

A：＋9.61 mM 亜硫酸水素ナトリウム＋4.13 mM システイン（空気雰囲気下） 

B：＋9.61 mM 亜硫酸水素ナトリウム＋4.13 mM グルタチオン（空気雰囲気下） 

C：＋4.13 mM グルタチオン（窒素置換） 

D：＋4.13 mM グルタチオン（空気雰囲気下） 
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図 3－11 8.61 mM エダラボン水溶液を 60 ℃，4週間，保存した場合のエダラボン濃

度変化 

▲：＋9.61 mM 亜硫酸水素ナトリウム＋4.13 mM システイン（空気雰囲気下） 

●：＋9.61 mM 亜硫酸水素ナトリウム＋4.13 mM グルタチオン（空気雰囲気下） 

■：＋4.13 mM グルタチオン（窒素置換） 

▼：＋4.13 mM グルタチオン（空気雰囲気下） 
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図 3－12 8.61 mMエダラボン水溶液を 60 ℃，4週間，保存した場合のフェニルヒドラ

ジンの生成 

A：＋9.61 mM 亜硫酸水素ナトリウム＋4.13 mM システイン（空気雰囲気下） 

B：＋9.61 mM 亜硫酸水素ナトリウム＋4.13 mM グルタチオン（空気雰囲気下） 

C：＋4.13 mM グルタチオン（窒素置換） 

D：＋4.13 mM グルタチオン（空気雰囲気下） 
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3－3－6 亜硫酸水素ナトリウムを用いないエダラボン水溶液－グルタチオン添加及び

脱酸素（窒素置換）による安定化効果の検討（2） 

着色を表 3－1に，不溶性異物を表 3－2に，エダラボン濃度を図 3－13に示した。 

グルタチオン添加と脱酸素の結果は明確で，着色と不溶性異物の生成は無く，エダ

ラボン残存濃度は他と比べて最高値であった。 

 

表 3－1 着色（60 ℃，4週間後，液量 10 mL） 

サンプル 着色の程度 

エダラボン＋グルタチオン（窒素置換） － 

エダラボン＋グルタチオン＋亜硫酸水素ナトリウム（空気雰囲

気下） 

－ 

エダラボン＋グルタチオン（空気雰囲気下） ± 

－ 無色澄明 

± 極く僅かな着色 

+ 僅かな着色 

++ 薄い着色 

+++ 明らかな着色 
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表 3－2 不溶性異物（60 ℃，4週間後，液量 10 mL） 

サンプル 不溶性異物の程度 

エダラボン＋グルタチオン（窒素置換） － 

エダラボン＋グルタチオン＋亜硫酸水素ナトリウム（空気雰囲

気下） 

－ 

エダラボン＋グルタチオン（空気雰囲気下） ＋ 

－ 不溶性異物なし 

± 極く僅かな不溶性異物 

+ 僅かな細かい不溶性異物 

++ 細かい不溶性異物 

+++ 大きな塊または結晶状の不溶性異物 

 

 

 

図 3－13 エダラボン濃度（60 ℃，4週間後，液量 10 mL）平均値+SD，n=3 

一元配置分散分析：p = 0.0006 

Schffe型の多重比較：エダラボン＋グルタチオン（窒素置換）に対する群間差 

* p = 0.0122, *** p = 0.0006 
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3－3－7 亜硫酸水素ナトリウムを用いないエダラボン水溶液－グルタチオン添加及び

脱酸素（窒素置換）による安定化効果の検討（3） 

エダラボン単独の脱酸素（窒素置換）では，白色及び微黄色の雲状の沈殿型及び

浮遊型の不溶性異物の生成が認められたが，グルタチオン存在下の脱酸素（窒素置

換）では不溶性異物の生成は無かった。着色はいずれのサンプルにも無かった。 

図 3－14にエダラボン残存濃度を示した。グルタチオン濃度 0.86～8.61mMの範囲

でエダラボン残存濃度は 96.5～99.2%と高値であり，エダラボンのモル濃度 8.61mM

の 1/10 程度のグルタチオン添加と脱酸素（窒素置換）を組み合わせることで，安定な

エダラボン水溶液が得られることが明らかとなった。 

 

 

 

図 3－14 GSH添加濃度とエダラボン残存濃度の関係（60 ℃，4週間後，液量 10 mL）

平均値±SD，n=3 
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3－4 まとめ 

 

表 3－3に，エダラボン水溶液の安定化方法の効果を要約した。 

グルタチオンの添加はエダラボン水溶液の安定化に有効であったが，システインは

無効であった。このことは，グルタチオンとエダラボンアニオンの間の分子間水素結合

によるものと考えられた。一方，システインは分子内の水素結合がより有利であるため，

システインとエダラボンアニオンの水素結合は起こりにくい。さらに，これらの違いが，

グルタチオン添加がフェニルヒドラジンを抑制し，システイン添加が抑制しなかったこと

にも影響しているものと考えられる。グルタチオンと亜硫酸水素ナトリウムの組み合わ

せは，空気雰囲気下にも関わらず，室温で 1 年間以上，エダラボン水溶液を安定化し

た。 

FDA の指摘を踏まえると，安定化剤に亜硫酸水素ナトリウムを使うことは好ましくな

い。そこで，グルタチオンと脱酸素を組み合わせることで，グルタチオンと亜硫酸水素

ナトリウムの組み合わせ以上にエダラボン水溶液を安定化すること見出した。 
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表 3－3 エダラボン水溶液の安定化方法の効果 
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第 4章 結語 

 

エダラボン水溶液の安定化剤として亜硫酸水素ナトリウム及びグルタチオンをとりあ

げ，さらにその作用機序について検討した。 

亜硫酸水素ナトリウムのエダラボン水溶液の安定化効果を検討した結果，安定化に

有効であることは示したが，エダラボン分解物の抑制は不完全であった。13C NMR と

HPLC の検討からエダラボンの亜硫酸付加体の形成が示され，そのことは平衡を安定

側に動かすと共に，エダラボンアニオンを減少させることを示した。 

次に，チオール（SH）基を有するグルタチオンに着目して，システインと対比し安定

化効果を検討した。空気下ではシステインの単独添加はエダラボンの安定化作用を

示さず，一方，グルタチオン（GSH）がシステインを凌駕する性能を有することを見出す

と共に，その作用はエダラボンアニオンと SH基が関与した分子間水素結合に基づくも

のであることを考察した。すなわち，グルタチオンはエダラボンアニオンと分子間で SH

基が関与した水素結合を作り，7 員環を形成し安定化することが予想された。加えて，

電子供与の際は，エダラボンアニオンから電子を与えるのではなく，GSH から電子を

与えるので，GS・となり，さらに GSSG（酸化型グルタチオン）となることが予測される。

実際に GSSG の生成を確認した。一方，システインは分子内水素結合が優勢なため

に，エダラボンの安定化に寄与しないと考察された。 

グルタチオンは亜硫酸水素ナトリウムと共存させた場合に強力なエダラボン安定化

作用を示し，その組み合わせはエダラボン水溶液を空気雰囲気下にも関わらず，室

温で 1年間以上安定化した。また，グルタチオンはエダラボン水溶液の 60 ℃，4週間

保存での安定性を維持し，潜在的発癌性物質であるフェニルヒドラジンの生成を抑制

したが，一方，システインにはその作用は無かった。 

米国 FDA は最近，亜硫酸水素ナトリウムはこれに鋭敏な人では生命を脅かしかね
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ないアナフィラキシー症状を引き起こす可能性があると指摘している。そこで，グルタ

チオン単独添加でも，亜硫酸水素ナトリウムと共存させた場合に近い安定化作用を示

したことから，脱酸素の組み合わせを鋭意検討し，グルタチオンと亜硫酸水素ナトリウ

ムの組み合わせ以上に，エダラボン水溶液を安定化することを見出した。 

以上，本論文はエダラボン水溶液を安定化させる機構について分子レベルで考察

し，亜硫酸水素ナトリウムとグルタチオンの作用機構の特徴を初めて明らかにした。そ

して実用的に有用なグルタチオンと脱酸素による安定化法を確立した。これらの知見

はエダラボン製剤のさらなる安定化に貢献できるものと期待される。 
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