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研究成果の概要（和文）：本研究では、HPLCと流通型ESR装置を融合したHPLC-ESR装置を開発し、カラム溶出物
質のスーパーオキシドラジカル（以下、SOR）消去化活性をESRクロマトグラムとして観測した。ESRクロマトグ
ラムの定量的な解析からカラム溶出物のSOR消去活性評価するために基準物質としてコーヒー酸(CA)を選択し
た。本研究ではESRクロマトグラムをCA換算濃度([CAeq.])に変換し、その面積強度から各成分のSOR消去活性を
数値化する手法を確立した。HPLC-ESR法を青果物、果汁および飲料に応用することで、主要なSOR消去活性物質
の寄与を定量的な評価が実現した。

研究成果の概要（英文）：The flow-spin-trapping ESR system combined with the HPLC apparatus 
(HPLC-ESR) enabled the observation of the ESR chromatograms of column eluates by post-column on-line
 ST-ESR detection of the DMPO/O2 radical. The current study demonstrates that the intensity and line
 shape of ESR chromatograms are dominated by SOR scavenging ability and concentration of 
antioxidants. Furthermore, the total SOR radical scavenging activities of the column-eluted 
fractions are accurately quantified using the equivalent concentration of caffeic acid ([CAeq.]). 
HPLC-ESR systems that allow visualization of SOR scavenging functions of column eluates are 
advantageous for exploring potential SOR scavengers contained in plant-derived water extracts. For 
example, HPLC-ESR analyses clarified that the most useful SOR scavenging active substances involved 
in coffee were chlorogenic acid derivatives and these contribution to the total SOR scavenging 
activity of coffee brew reached about 75%.

研究分野：食品物理化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
最近、優れたスパーオキシドラジカル（以下、SOR）消去活性を備えた青果物、果汁および飲料の積極的な摂取
が健康維持に寄与することが広く認知され、SOR消去活性を指標とする青果物および関連食品の開発が続けられ
ている。従来のSOR消去活性評価法では、青果物水溶性成分のSOR消去活性を混合物の状態で計測しているため、
主要成分の濃度と活性については不明であった。本研究で確立したHPLC-ESR分析法では、青果物に含まれる主要
成分をカラム分離し、それらのSOR消去活性のオンライン分析が可能であり、我が国の食品機能評価の分野への
貢献が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



1． 研究開始当初の背景 
本研究は、HPLC と流通型 ESR 装置を融合した HPLC-ESR 装置を使⽤して、カラム溶出

成分のスーパーオキシドラジカル（以下、SOR）消去化活性をオンライン分析する定量解析
法の確⽴を⽬指した。HPLC-ESR 装置では、SOR と DMPO のスピントラッピング反応で
⽣じる DMPO/O2 ラジカル濃度の時間変化を ESR クロマトグラムとして記録する。
DMPO/O2 ラジカルの濃度は SOR に対する DMPO と抗酸化物質の競争反応によって減少
するため、その線形解析からカラム溶出成分の SOR 消去活性の評価が可能である。研究開
始当初は、既知物質の ESR クロマトグラムの⾯積強度と SOR 消去活性に⼗分な相関性が
認められた。その後の研究で、ESR クロマトグラムの⾯積強度はカラム溶出成分の活性と
濃度だけでなく、溶出時間の増加に依存して拡⼤する特性を有することが判明した。この予
期しない問題を解決するために、本研究では、ESR クロマトグラムを基準物質の濃度変化
曲線に換算し、その⾯積強度を評価する新規解析法の妥当性を検討した。研究期間内に、
SOR 消去活性に適切な基準物質を選定するだけでなく、HPLC-ESR 分析法をコーヒーに応
⽤し、その定量的な解析から主要な SOR 消去活性物質の同定と活性を評価する。 
 
2．研究の⽬的 
 近年、優れた SOR 消去活性を備えた⻘果物、果汁および飲料の積極的な摂取が健康維持
に寄与することが広く認知されてきた。そのため、SOR 消去活性を指標とする⻘果物の改
良および関連⾷品の開発が続けられている。これまで、既存の SOR 消去活性法によって⻘
果物⽔溶性成分の総 SOR 消去活性が計測され、活性の⽐較との序列化が研究されてきた。
⼀般に、⻘果物の⽔溶性成分には遷移⾦属イオン、低分⼦量および⾼分⼦量有機物など少な
くとも数百種の成分が含まれている。特に、銅、鉄およびマンガンイオンは素早く SOR を
消去するため、総 SOR 消去化活性に顕著な影響を及ぼす。したがって、⻘果物の SOR 消
去活性を解釈するには、遷移⾦属イオンと有機成分を分離して活性を評価する必要がある。 

本研究で取り扱う HPLC-ESR 法は、⻘果物⽔溶性成分に含まれる低分⼦量有機成分の
SOR 消去活性を遷移⾦属イオンと分離して計測できる唯⼀の分析法である。本研究の⽬的
は、ESR クロマトグラムからカラム溶出成分の SOR 消去活性を基準物質の換算濃度として
数値化法の確⽴である。さらに、本研究では HPLC-ESR 法をコーヒーに含まれる SOR 消
去活性物質の同定と活性評価に応⽤する。 
 
3. 研究の⼿法 
 HPLC-ESR で観測する ESR クロマトグラムの線形を反応速度論に基づいて再現するた
めに、等濃度のコーヒー酸(CA)とクロロゲン酸(CGA)の⽔溶液を基準試料として HPLC-
ESR 測定を実施した。HPLC カラムから溶出する CA および CGA の吸光度を両者のモル
吸光係数から濃度の時間変化曲線([CA]t および[CGA]t)に換算した。次に、式 1 および 2
によって、CA および CGA の ESR クロマトグラム(CAYt および CGAYt)の速度論的なシミュ



レーションを試みた。両者の ID50値を最適化(CAID50=3.1 ± 0.1 µM および CGAID50=4.0 ± 
0.2 µM)して得た計算結果は、実測の SER クロマトグラムと良好に⼀致した。また、ID50値
の逆数の⽐較から、CAの SOR 消去活性は CGAの 1.2倍上回ることが判明した。 
 

CAYt = 1 ‒ 1 / (1 + [CA]t / CAID50)  式 1   
CGAYt = 1 ‒ 1/ (1 + [CGA]t / CGAID50) 式 2 
 

次に、CAおよび CGAの ESR クロマトグラムの⾯積強度(CAS および CGAS)を区分求積法
によって解析したところ、CGAの⾯積強度が CAを約 1.4 倍上回る(CAS＜CGAS)結果が得ら
れた。これは ESR クロマトグラムの⾯積強度は必ずしも SOR 消去活性と⼀致しないこと
を⽰唆している。そこで、CAを SOR の基準物質として ESR クロマトグラムを CA換算濃
度の時間変化([CAeq.]t)への変換し た(式 3)。次に、ガウス関数を仮定して[CAeq.]t をシ
ミュレーションし、その⾯積強度をカラム溶出成分の SOR 消去活性として評価した
(CA[CAeq.]total および CGA[CAeq.]total)。両者の⽐率(CA[CAeq.]total/CGA[CAeq.]total = 1.2)は ID50

の⽐率(CAID50/CGAID50=1.2)とほぼ⼀致した。この結果かから、CA を基準物質とする ESR
クロマトグラムの⾯積強度解析法はカラム溶出成分の SOR 消去活性を正確に数値化できる
⼿法であることが⽀持された。 

 

[CAeq.]t = (1 / Yt ‒ 1) CAID50   式 3 
 
4. 研究成果 
(1) HPLC-ESR の構成と動作原理と測定試料； Figure 1-aに⽰したように、HPLC-ESR1)

システムではカラムの下流においてリボフラビン(Rf)の光還元反応による SOR ラジカルの
⽣成と DMPO によるスピントラッピング ESR 検出を実現する。2) DMPO/O2 ラジカルの
ESR 信号(Figure 1-b)は窒素核および 2 個の⾮等価なプロトンによる微細分裂を⽰す。3) 
Figure 1-cのシミュレーション結果は実測のスペクトルを良好に再現しており、その⾯積強
度から本システムで定常的に⽣成する DMPO/O2 ラジカルの濃度を 1.3± 0.2 µM と評価し
た。DMPO/O2 ラジカルのピーク位置に ESR の外部磁場を固定した時間掃引 ESR 測定によ
って DMPO/O2 ラジカルの濃度変化を ESR クロマトグラムとして記録した。1) 本研究の
HPLC-ESR 測定では DMPO、Rfおよび EDTAの最終濃度を 19.2 mM, 2.3 µM, and 5.8 mM

に設定し、標準試料(CAおよび CGA)の濃度を 250 µM とした。1)コーヒーはコロンビア産
アラビカ種の粉末をペーパーフィルターで抽出し、限外濾過で⾼分⼦量成分(HMW > 10000)

と低分⼦量成分(LMW)に分離し、それぞれを凍結乾燥して粉末試料を調製した。 
 
(2) 基準物質(CAおよび CGA)の ESR クロマトグラム解析結果； HPLC-ESR の流通系に
CAおよび CGAの等濃度混合溶液(250 µM)のリン酸緩衝溶(pH7.4、20 µL)を注⼊し、UV



クロマトグラム(275 および 311 nm)を観測した(Figure 2-
a)。4) CAおよび CGAはそれぞれ 20.4および 23.4 minに
溶出し、両試料のモル吸光係数から吸光度を濃度([CA]t、
[CGA]t)に換算した(Figure 2-a)。5) [CA]tおよび[CGA]tの
⾯積強度から算出した両者の総モル数はカラムに注⼊した
試料溶液と⼀致した(250 µM, 20 µL)。CAと CGAの混合
溶液の ESR クロマトグラム(Yt)には、それぞれの溶出ピー
クが観測された(Figure 2-b)。式 1 および 2 を使⽤してシ
ミュレーションした ESR クロマトグラムの線形は実測結
果と良好に⼀致し、CA と CGA の ID50 をそれぞれ 3.1 ± 
0.1 µM および 4.0 ± 0.2 µM と評価した。次に、CAを基
準物質として、その CAID50(3.1 µM)を⽤いて ESR クロマト
グラム(CAYt および CGAYt)を CA 換算濃度の時間変化 
([CAeq.]t)に換算した(Figure 2-c)。 6) さらに、両者の
[CAeq.]tをガウス線形でシミュレーション後に⾯積強度を
算出し、流通系に注⼊した試料溶液の体積(20 µL)で濃度に
換算した(CA[CAeq.]total=249.2 µM、CGA[CAeq.]total = 211.3 
µM)。両者の⽐率(CA[CAeq.]total /CGA[CAeq.]total = 1.2)は
ID50 の⽐率(CAID50/CGAID50=1.2)とほぼ⼀致した。ESR クロ
マトグラムから求めた [CAeq.]total はカラム溶出物質の
SOR 消去活性を反映する解析値であることが⽀持された。 
(3) コーヒーの ESR クロマトグラムの CA換算濃度； 

コーヒーの低分⼦量成分(LMW, 重量⽐ 96％)と⾼分⼦
量成分(HMW、重量⽐ 4％)の ESR クロマトグラムを測定
した(Figure 4-a)。HMWには 7.4 minに弱いピークが認
められ、その後は緩やかに減衰した。LMWには多数のピ
ークが観測され、なかでも強い 16.3および 19.6 minのピ
ークが特徴的である。ESR クロマトグラムの溶出時間と
330 nmの UVクロマトグラムに類似性が認められ、16.3
および 19.6 minの溶出ピークは、溶出時間からクロロゲ
ン酸の構造異性体(5-および 3-クロロゲン酸)と帰属した。
他⽅、275 nmで観測した UVクロマトグラムの 24 minの
ピークには対応する ESR クロマトグラムのピークは認め
られない。溶出時間からこの強いピーク（24 min）をコー
ヒーに含まれるカフェインとして帰属した。 
Figure 4-b に⽰したように、LMW の ESR クロマトグ



ラムから式 3 を⽤いて換算した[CAeq.]t にはピ
ーク①〜⑧が認められた。すべてのピークをガウ
ス線形で近似し、重ね合わせることで実測の
[CAeq.]tが良好に再現できた(Figure 4-b)。次に、
各ピークの⾯積強度を算出し、それらの総和とし
て LMWの SOR 消去活性([CAeq.]total)を 693 µM
と解析した。他⽅、HMW の ESR クロマトグラ
ム を [CAeq.]t に 換 算 し 、 そ の ⾯ 積 強 度 か ら
[CAeq.]total を 36 µM と評価した。コーヒーの総
SOR 消去活性を HMW と LMW 成分の SOR 消
去活性の和として、CA換算濃度で 729 µM と評
価した。 

コーヒーの総 SOR 消去活性に対する HMWおよび成分①〜⑧の寄与を⽐抗酸化活性(%)
として円グラフに⽰した(Figure 4)。まず、コーヒーに含まれる主要な SOR 消去活性成分
はピーク⑤と⑧のクロロゲン酸異性体であり、両者の寄与の合計は約 70％に達する。その
他の成分①〜④および⑥〜⑦の詳細な構造は不明であるが、330 nmに吸光度を有すること
から、コーヒー酸のエステル誘導体として推定している。他⽅、HMWはコーヒー⾖の焙煎
過程で⽣じる褐⾊のメイラード反応⽣成物として予想され、その⽐ SOR 消去活性は僅か
5％であった。以上の結果から、HPLC-ESR 分析法は、コーヒーの SOR 消去活性に寄与す
る主要成分の探索とそれらの⽐ SOR 消去活性について詳細な知⾒を提供する分析法として
結論した。今後は、HPLC-ESR 分析法を⻘果物、果汁および飲料に応⽤し、SOR 消去活性
を指標とする⾼機能⾷品の開発に資する知⾒を蓄積したい。 
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