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研究成果の概要（和文）：　青果物の水溶性成分（Ws）にはタンパク質、核酸、糖質、脂質、アミノ酸、遷移金属およ
び代謝物が含まれ、それらが個々の2次反応速度定数[ki]と濃度[Aoxi]で活性酸素種(ROS)と並列的に反応する。本研究
では、O2-&#8226;の測定対象とするHPLC-ESR法で青果物Wsに含まれる抗酸化活性物質を詳細に検討し、主要な抗酸化活
性成分の帰属およびそれらの総活性に対する寄与（比抗酸化活性）の解析し、20種類の青果物に含まれる抗酸化物質の
比活性を申請者が開発したHPLC-ESR法によって数値化することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Recently, flow-injection ESR systems for the quantitative spin-trapping ESR measur
ements have been developed to estimate the second order rate constants (ks) of the reaction between hydrox
yl radical and scavengers. The flow-ESR technique is employed for development of a new HPLC-ESR system for
 the post-column screening of superoxide radical scavengers. This system was composed of a flow UV-irradia
tion cell for photo-excitation of riboflavin (Rf) to generate superoxide radical in the presence of an app
ropriate electron donor such as EDTA,. The HPLC- ESR analysis was performed for water soluble components d
erived from 20 vegetables, such as onion, spinach, cabbage, root radish, etc.  
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１．	
 研究開始当初の背景	
 
	
 
	
 食品機能として活性酸素ラジカル（ROS）
を無毒化する抗酸化活性が注目されている。
食品の ROS 抗酸化活性とはスーパーオキシド
およびヒドロキシルラジカルを、それぞれ過
酸化水素(-OOH)および水に還元する反応速度
定数に相当する。短寿命化学種である ROS は
分光学的な検出が困難なために、現在でも食
品成分との反応解析は立ち後れている。さら
に、多数の抗酸化成分が混在する食品の抗酸
化活性を評価するには、少なくとも主要な食
品成分を分離した後に、それらの抗酸化活性
を解析する計測技術が必要である。本研究で
は新規開発した ROS を測定対象とする流通型
電子スピン共鳴（ESR）を既存の HPLC 装置と
融合した HPLC-ESR システムを開発し、カラ
ムから溶出する食品成分ごとの ROS 抗酸化活
性をポストカラム－オンライン評価する。本
研究の当初の目的は、HPLC-ESR システムで食
品成分の ROS 消去活性を計測、解析および評
価する方法論を確立し、食品の由来、製造法
あるいは保存条件が食品の抗酸化活性に及
ぼす影響を明らかにすることである。さらに、
本システムの信頼性が向上した時点で、青果
物の水溶性成分などを実試料としてスーパ
ーオキシドラジカル消去活性物質の探索を
行う。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 
	
 生体系で普遍的に生成する ROS（O2

-･、･OOH、
H2O2、･OH）はタンパク質、核酸および脂質な
どを無秩序に酸化する。これは、ガンや炎症
などの様々な疾病を誘発することから、ROS
の生成と消失反応の機構が化学、生化学およ
び医学の領域で精力的に研究されている。た
とえば、酸素分子の 1 電子還元体である O2

-･
は、呼吸鎖の電子伝達系から副産するだけで
無く、NADPH 酸化酵素、キサンチン酸化酵素
などの反応過程でも生成する。他方、O2

-･の
消失反応には Cu(Ⅱ)イオンを反応中心に有
するスーパーオキシドラジカル不均化酵素
（SOD）が寄与し、O2

-･は過酸化水素と酸素分
子に不均化される。この反応で生成する過酸
化水素は、フェントン反応と総称される遷移
金属イオンとの酸化還元反応で･OH を生成す
るため、過酸化水素は生体系における主要
な･OH の生成源として考えられている。･OH
は有機分子と 106	
 〜	
 1010	
 M-1	
 s-1の拡散律速に
近い反応速度で反応するため、生体系に･OH
を選択的に消去する物質は存在しない。しか
し、生体系には･OH の生成源である過酸化水
素を素早く消去する酵素群が存在している。
活性中心にヘムを有するカタラーゼは高原
子価鉄錯体を経て過酸化水素を酸素分子と
水に代謝する。このように、生体系で生成し
た ROS が速やかに代謝、分解する反応は抗酸
化反応と総称される。	
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 これまでに、ROS と生体関連物質の抗酸化
反応の機構は分光学的な手法によって反応
速度論的に研究されてきた。特に基本的な生
体関連物質と･OH の 2 次反応速度定数は 1960
年以降にパルスラジオリシス法（PR 法）によ
って精力的に研究されている。電子スピン共
鳴法（ESR）は常磁性である O2

-･を選択的かつ
高感度検出できる唯一の分光法である。室温
で O2

-･を検出する方法としてスピントラッピ
ング ESR 法（spin-trapping	
 ESR、ST-ESR）
がある。ST-ESR 法は短寿命ラジカル（X･）が
ニ ト ロ ソ （ R-N=O ） あ る い は ニ ト ロ ン
（R-C=N-O）基を有するスピントラッピング
試薬（ST 試薬）の窒素あるいは炭素原子に付
加して生じるニトロキシドラジカル（N-O･）
の ESR 信号を検出する手法である（式 1-3 お
よび-4）。ST 反応で生成する N-O･はスピンア
ダクトと呼ばれ、その寿命は室温で数十秒か
ら数十分程度に達するために高分解な ESR 信
号の観測が可能である。スピンアダクトの
ESR スペクトルから得られた電子－核微細結
合定数（hyperfine	
 coupling	
 constant;	
 hfcc）
から ST 試薬に付加した短寿命ラジカル種が
帰属できる。	
 
	
 O2

-･の ESR検出に最も多用されている ST試
薬が 5 員環ニトロン化合物の DMPO（5,5-	
 
dimethyl-1-pyrroline	
 N-oxide）である（図
1-2）。DMPO が O2

-･を捕捉して得られるスピン
アダクト（DMPO/O2）は等強度の 12 本線（aN	
 =	
 
1.41	
 mT、	
 aHb	
 =	
 1.14	
 mT、	
 aHg	
 =	
 0.123	
 mT）
を与える。他方、DMPO と･OH の反応で生成す
るスピンアダクト（DMPO/OH）の ESR スペク
トルは強度比 1	
 :	
 2	
 :	
 2	
 :	
 1（aN	
 =	
 aH	
 =	
 1.49	
 
mT）の 4 本線であり、DMPO/O2と完全に区別し
て観測できる（図 1-2）。いずれのスピンアダ
クトも市販の標準的な ESR 装置によって検出
できるため、DMPO は化学反応系や細胞系など
で生成する ROS の検出と同定に多用されてい
る。その後、O2

-･と DMPO	
 の 2 次反応速度定数
（式 1-3）が O2k1	
 =	
 2.4	
 M

-1	
 s-1と評価された。
1995 年以降、ST-ESR 法は･OH および O2

-･と抗
酸化物質（Aox）の反応速度定数の評価法と
して注目された。	
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 本研究では、青果物や食品に含まれる O2

-･
に対する優れた抗酸化活性物質を探索する
ために、HPLC カラムの下流で O2

-･を ST-ESR
検出する HPLC-ESR 装置を開発し、O2

-･との反
応速度定数が既知のフェノール性物質（没食
子酸;	
 gallic	
 acid、コーヒー酸;	
 caffeic	
 
acid お よ び 4	
 ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 ;	
 
4-hydroxycinnamic	
 acid）を等しい濃度で混
合した試料溶液の ESR-クロマトグラムを記
録した。さらに、得られた ESR クロマトグラ
ムのガウス線形によるフィッティングを試
みた。その結果、ESR-クロマトグラムのピー
ク高さおよび面積は、溶出成分の反応速度定
数と濃度に依存することを明らかにした。こ
れらの結果は HPLC-ESR 装置が食品や飲料あ
るいは青果物の水溶性成分に含まれる O2

-･消
去活性物質の探索に適した機能を有するこ
とが支持された。	
 
 
３．研究の方法 
	
 
	
 図 2-7 は HPLC-ESR 装置の構成図である。
この装置は HPLC カラムの下流で O2

-･の生成
に必要な試薬（Rf と EDTA）および DMPO を混
合するためのミキサーと送液ポンプで構成
されている。HPLC 分析システムは、送液ポン
プ 1（TOSOH、DP-8020）、インジェクションバ
ルブ、カラムオーブン（TOSOH、CO-8020）、
カラム（TOSOH、TSK-gel	
 G3000	
 PW）、HPLC 紫
外可視吸光検出器（TOSOH、UV-8020）で構成
されている。このポンプ 1 は 1.0	
 mL/min で
PB 溶液（pH	
 7.4、	
 50	
 mM）を連続的に送液し
ている。カラムの下流に接続した流通型 3 液
混合撹拌型ミキサー（資生堂、inner	
 volume、
100µL）には 2 台のシリンジ駆動ポンプ
（HARVARD、HPD3000）にセットされた 2 本の
ガスタイトシリンジ（Hamilton、gastight	
 
syringe、1010TLL）A および B が接続されて
いる。シリンジ A は DMPO（1.05	
 M）と EDTA
（52.5	
 mM）の PB 溶液（pH	
 7.4	
 50	
 mM）を、
シリンジBは Rf（125.0	
 µM）の PB溶液（pH	
 7.4、	
 
50	
 mM）をそれぞれ 0.01	
 mL/min および 0.04	
 
mL/min の流速でミキサーに供給し、その下流
における送液量の総和は 1.05	
 mL/min である。
この装置では、流通型光照射セルにおける
DMPO、EDTA および Rf の終濃度はそれぞれ
10.0	
 mM、0.5	
 µM および 4.8	
 µM である。光照
射セルを混合溶液が通過する時間、つまり、
ST 反応の反応時間は約 2.3 秒である。また、
光照射装置から ESR 扁平セルに溶液が到達す
るために要する時間は 0.7 秒である。	
 
	
 

	
 
４．研究成果	
 
	
 
①	
 HPLC-ESR 装置の基本的な性質と特性	
 
	
 HPLC-ESR装置はカラム溶出成分のO2

-･消去
活性を DMPO/O2 の濃度変化として記録し、得
られた ESR-クロマトグラムの強度から高活
性成分を探索する。HPLC-ESR 装置のゼロレベ
ル補正を実例として、本装置の動作原理およ
び安定性について述べる。上図の HPLC-ESR
装置の 3系統の送液ポンプを連続的に運転し
た状態で ESR 装置の磁場を掃引すると、	
 
	
 

 
図 4-1-a に示す DMPO/O2の ESR 信号が検出で
きる。TEMPOL を標準試料とする ESR 強度の定
量的解析から、DMPO/O2の濃度は約 1.3	
 µM と
解析された。次に、DMPO/O2の ESR スペクトル
のピーク位置（↓）に ESR 装置の外部磁場を
固定し、先の O2FI-ESR 法と同様の条件で時間
掃引 ESR 測定を行った（図 2-8-a）。ここで、
DMPO/O2 の濃度がゼロになる水準を規定する
ために、流通型光照射セルへの可視光照射を
約 60 秒間停止した。すると、DMPO/O2の濃度
は急速に低下し、ゼロレベルに到達した。再
び、可視光照射を再開すると DMPO/O2 の濃度
は急速に上昇し、光照射停止前の水準に到達
した。さらに、ESR-クロマトグラムを記録開
始後約 30 分後に可視光照射の停止と再開を
行うと、先の結果と同様の DMPO/O2 の濃度の
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急速な低下と増加が観測された。これらの結
果から、可視光照射を停止して達する水準は
DMPO/O2の濃度がゼロ、つまりゼロレベル（＊）
であることを支持している。また、約 30 分
後に同様の信号が得られたことは、この間に
ESR 装置の感度あるいは DMPO/O2 の生成条件
がほぼ一定に保たれたことを支持している。
ここで、約 30 分間の測定時間内に認められ
た ESR-クロマトグラムのシグナルノイズ比
（S/N）は 12、変動幅は±7.5	
 %である。ESR-
クロマトグラムの信号強度は、DMPO/O2の濃度
あるいは消去率（Y	
 %）で表記した。	
 
	
 
②	
 既知物質の混合溶液の HPLC-ESR 分析	
 
	
 図 5-1 は、GA、CA および 4CA の等濃度（25	
 
µM）の混合溶液（20	
 µL）をインジェクショ
ンバルブから注入して得た UV-クロマトグラ
ム（275	
 nm の吸光度）および ESR-クロマト
グラム（DMPO/O2の濃度）である。EUV-クロマ
トグラムに観測された 3 本の溶出ピークは、
それぞれの溶出時間（RT）から GA（11.4	
 min）、
CA（17.3min）および 4CA（18.5	
 min）と帰属
できた。	
 
	
 

 
	
 このように、低分子量フェノール誘導体を
分離できることが本カラムの特性である。溶
出曲線を積分することで、カラムから溶出し
た GA、CA および 4CA のモル数を 4.0	
 ×	
 10-10	
 
mol、4.6	
 ×	
 10-10	
 mol および 4.7	
 ×	
 10-10	
 mol
として評価した。溶出成分のモル数はカラム
に注入した各成分のモル数（5.0	
 ×	
 10-10	
 mol）
と 20	
 %以内で一致した。また、GA、CA およ
び 4CA の溶出曲線におけるピークの濃度（Pc）

は、それぞれ 0.6、0.6 および 1.1	
 µM と解析
した。ここで、ピーク濃度が一致しないのは
GA、CA および 4CA 溶出曲線の線幅が異なるか
らである。同様の測定と解析を異なる濃度の
混合試料溶液（50	
 µM、150	
 µM）について行
い、いずれの場合にも良好な一致を認めた。	
 
	
 
③クロマトグラムのガウス線形近似解析法	
 
	
 HPLC-ESR 装置は未知のカラム溶出成分の
ESR-クロマトグラムを観測し、その成分の
O2

-･消去活性を評価することを目的としてい
る。未知成分の ESR-クロマトグラムから、そ
の O2

-･消去活性と濃度に関する情報を獲得す
る試みとして、CA を標準試料とする溶出曲線
のガウス線形（G(t)、式 5-1）近似による解
析を試みた。ここで、CA を標準試料に採用し
たのは、CA と O2

-･の 2 次反応速度定数（O2ks）
が既知であるからである。たとえば、GA の濃
度が 25	
 µM で得られた ESR-クロマトグラム
（図 4-1-a）のピーク消去率（GAYp）は 67	
 %
であり、この GAYpに等しい消去率を達成する
CA 濃度（CA 換算ピーク濃度、PCAEq）は先に述
べた CA の O2ID50値（O2ID50

CA	
 =	
 1.8	
 µM）を用い
て式（5-3）から 0.93	
 µMと求められる。	
 
 
	
 G(t)	
 =	
 Yp	
 ×	
 exp	
 {-ln2	
 ×(t	
 -tp)

2/(dE/2)
2}	
 	
 (5-2)	
 

	
 	
 t	
 ;	
 retention	
 time	
 	
 

	
 	
 tp	
 ;	
 ESR-クロマトグラムのピーク時間	
 

	
 	
 dE	
 ;	
 ESR-クロマトグラムの半値幅	
 

	
 GAYp	
 =	
 100	
 ×	
 1/{1+PCAEq	
 /	
 
O2ID50

CA} 	
 (5-3) 
	
 

	
 次に、GA の ESR-クロマトグラム線形を PCAEq

の時間変化曲線と見なして、その線形をガウ
ス関数（式 5-2、Yp	
 =	
 PCAEq）で近似した。実
際に、GA の ESR-クロマトグラムは、PCAEq を
0.93	
 µM とするガウス関数（半値幅（dE）が
31 秒）による近似曲線と線と良好な一致が認
められた（図 5-3）。	
 
	
 ガウス関数近似で得た ESR-クロマトグラ
ムを時間 tで積分すると、溶出曲線に含まれ
る CA 換算モル数（CAEq）が求められる。実際
に、GA の ESR-クロマトグラムの面積強度か
ら CAEqは 4.5	
 ×	
 10-10	
 mol として解析された。
同様にして、CA の ESR-クロマトグラムは PCAEq

を 0.64	
 µM とするガウス曲線（半値幅（dE）
が 40	
 秒）と良好に一致し、面積強度から CA
換算モル数は4.2	
 ×	
 10-10	
 molと求められた。
この値はCAのUV-クロマトグラムから求めた
この CA の物質量（4.6	
 ×	
 10-10	
 mol）と良く
一致している。同様の解析法で、50 および
150	
 µM の GA、CA および 4CA 含む混合試料の
ESR-クロマトグラムをガウス線形近似する
と、実測の線形と良好に一致するシミュレー
ション結果が得られた（図 5-3-b、-c）。	
 
	
 このようなガウス線形による解析法では
溶出成分の濃度が不明であっても、CA 換算
モル数（CAEq）として表現することが可能で
ある。ここで、2 つの溶出曲線の CAEq の和
を混合溶液が有する総抗酸化活性（CAEqtotal）
と仮定し、その比率として各溶出成分の比抗
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酸化活性（RAox = CAEq / CAEqtotal）を定義し
た。これまでに、混合系試料の各成分の比抗
酸化活性（RAox）を評価した研究例は無く、
HPLC-ESR 分析法は食品や飲料等の抗酸化
活性を詳細に研究する上で有用な分析手法
であると結論できる。 
	
 

	
 
④	
 結論	
 

	
 
	
 混合系試料に含まれる優れた O2-･消去活
性物質を探索する方法論として、HPLC カラ
ムの下流でO2-･のST-ESR信号をオンライン
検出する HPLC-ESR 装置を開発した。得ら
れた ESR-クロマトグラフの溶出曲線の線形
はカラム溶出成分の O2-･消去活性および濃
度に依存して変化することを明らかにした。
濃 度 既 知 の 標 準 試 料 溶 液 に 対 す る
HPLC-ESR 分析の結果から、本法は多成分
系の混合試料である食品や飲料の抗酸化活
性を理解するだけでなく、それらに含まれる
優れた O2-･消去活性物質を探索するために
も有用な分析手法であることを明らかにし
た。 
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