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研究成果の概要（和文）：ESRスピントラップ法を活用した複数活性酸素種に対する食品の抗酸化能評価法の開発を行
った。ヒドロキシラジカル、スーパーオキシドラジカル、アルコキシルラジカル、ペルオキシラジカル、アルキルラジ
カル、一重項酸素について、ラジカル生成に光分解を用いた、最適な測定条件を決定した。開発した手法により54種の
野菜抽出液を測定し、標準物質当量として再現性高く抗酸化能を評価することができた。同一抽出液をORAC法で測定し
た結果、ヒドロキシラジカルに対する抗酸化能力はORAC法と相関はなかった。しかし、スーパーオキシドラジカルとア
ルコキシラジカルに対する抗酸化能はORAC法と高い相関が認められた。

研究成果の概要（英文）：We have developed an electron spin resonance (ESR) spin trapping method for analys
is of the scavenging capacities of food samples for multiple ROS, utilizing the same photolysis procedure 
for generating each type of radical. The optimal measuring conditions of hydroxyl, superoxide, alkoxyl, pe
roxyl, alkyl radical, and singlet oxygen scavenging capacity were determined. Quantification of radical ad
ducts was found to be highly reproducible, with variations of less than 4%. The optimized EPR spin trappin
g method was used to analyze the scavenging capacities of 54 different vegetable extracts for multiple rad
icals, and the results were compared with oxygen radical absorption capacity values. Good correlations bet
ween the two methods were observed for superoxide and alkoxyl radicals, but not for hydroxyl.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 活性酸素種には様々な種類があり、生活
習慣病の発症に深く関わっていることが明
らかになっている。生体はこれらの活性酸素
種に対して個別の抗酸化機能を有している。
現在、国内・国外での抗酸化能評価は ORAC 
法が広く利用されている(Sanchez-Moreno 
C., Food Sci. Tech. Int., 8,121-137, 20
02)。しかし、ORAC 法は AAPH からアルコキ
シラジカルを発生させて抗酸化能を評価す
る手法であるため、他の活性酸素種に対する
抗酸化能力を評価することはできない。 
 
(2) ESR スピントラップ法は、短寿命の活性
酸素種を捕捉して直接的に測定する唯一の
手法で、多くの活性酸素種を対象としている。
しかし、ESR スピントラップ法には統一化さ
れた測定プロトコールがなく、複数の異なる
活性酸素種に対する抗酸化能を求めて総合
的に評価する方法もまとめられていない。さ
らに、食品を対象とした ESR スピントラップ
法についての報告はほとんどない。これは、
従来の ESR スピントラップ法がスーパーオ
キシドラジカル発生系に酵素、スピントラッ
プ剤に遮光冷凍保存の DMPO を用いるなど、
使用する試薬の取り扱いや活性を保つ管理
が困難で再現性に乏しいこと、従来のスピン
トラップ剤によるアダクト(活性酸素をトラ
ップした化合物)の半減期は 1 分程度と非常
に短く、ESR 計測するためには安定に欠ける
ことが理由としてある。 
 
(3) 近年開発されたスピントラップ剤 CYPMP
O (2-(5,5-Dimethyl-2-oxo-2λ5-[1,3,2]di
oxaphosphinan-2-yl)-2-methyl-3,4-dihydr
o-2H-pyrrole 1-oxide)は安定な粉末試薬で、
アダクトの半減期は 15 分以上と長い。種々
の活性酸素種とアダクトを形成することが
可能で、その ESR スペクトルは理論解析によ
り個々の活性酸素種に特徴的であることが
報告されている(Kamibayashi M.etal., Fre
e Radical Res., 40, 1166-1172, 2006)。CY
PMPO は優れたスピントラップ剤であるが非
常に高価な新規スピントラップ剤であるた
め、これを用いた研究の報告は少ない。医療
分野では、CYPMPO を用いた紫外線照射によ
る新しいヒドロキシラジカル発生系(Endo N.
 et al., J. Clin. Biochem. Nutr., 45(2),
 193–201, 2009)、アルコキシラジカル発生
系(Khori S., Analytical Biochem., 386, 
167-171, 2009)の報告がある。しかし、食品
分野でCYPMPOを用いた研究報告はなかった。 
 
２．研究の目的 
(1) これまで報告者は、食品の酸化ストレス
の影響解析には食品が持つ「抗酸化能力の変
化」の追跡が有用と考え、食品に適した ESR 
スピントラップ法の開発に取り組んできた。
その過程で従来の測定法の問題点を体感し、
ESR スピントラップ法による食品の抗酸化

能力の統一的な測定プロトコール確立の重
要性を認識した。そこで、安定な活性酸素発
生試薬の導入と、ESR 測定条件の精密化によ
り、従来の問題点を解決した ESR スピントラ
ップ法の開発を着想した。 
 
(2) 本研究では、スーパーオキシドラジカル、
アルコキシラジカル、ヒドロキシラジカルに
加え、一重項酸素、過酸化ラジカルの安定な
発生系を開発し、これら 5 種の活性酸素種に
対する抗酸化能評価の統一的な測定法を確
立し、食品の新たな品質評価法に発展させる
ことを目的とした。 
 
(3) 本研究により、抗酸化能力を個々の活
性酸素種に対する能力として評価すること
が可能となる。これまでの抗酸化能評価法
では得られなかった食品の新たな能力を明
らかにすることができ、食品の新たな品質
評価法の確立に役立てることができる。さ
らに、これまで統一の測定手法がなかった
ESRスピントラップ法のマニュアル化を行
うことで、ESR スピントラップ法が汎用性
を持ち、食品分野のみならず医療分野での
ESRスピントラップ法の適用が期待される。 
 
３．研究の方法 
報告者は ESR スピントラップ法を用いた

食品の抗酸化能評価法を報告している。この
手法についてアルコキシラジカル(RO･)を例
に説明する。 
(1) 発生試薬(AAPH)に紫外線を5秒間照射し
て活性酸素(RO･)を発生させる。 
(2) RO ･をスピントラップ剤(CYPMPO)で捕
捉してアダクトとして計測する(ブランク)。 
(3) (1)と同様に発生させた RO･に食品を加
える。 
(4) RO・は食品中のタンパク質やアミノ酸な
どの生体分子、ビタミンなどの内在性抗酸化
物質と反応して消去される。 
(5) 残った RO･を CYPMPO で捕捉してアダク
トとして ESR で測定し、ブランクからの信号
減衰率から食品の抗酸化力を算出する。 
 
本研究では、上記(1)から(5)による手法を

発展させて、スーパーオキシドラジカル、ア
ルコキシラジカル、ヒドロキシラジカル、一
重項酸素、過酸化ラジカルへの食品が有する
個別の抗酸化能評価法を確立した。 
 
(1) 活性酸素種の発生系および ESR 測定条
件の確立 
① 活性酸素種の発生系の検討 
本研究では、報告者の基礎研究をもとに表

1 に示した活性酸素に対して右側に示した
発生試薬の組み合わせにおける発生系を検
討した。これらの発生系については、すでに
報告されているものも含まれるが、例えば、
ヒドロキシラジカルについても一般的に使
用されている 1%過酸化水素が最適濃度であ



るか検討された結果は報告されていない。そ
こで、全ての発生系について、発生試薬の濃
度、紫外線照射時間を詳細に検討して、観測
されるアダクトの量が最大とな条件を確立
し、活性酸素種発生のための条件を最適化し
た。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
② ESR 測定条件の検討 
アダクトは活性酸素種により観測される

スペクトルが異なる。そこで最もアダクトの
スペクトルが明瞭に観測される数値を求め、
ESR 機器の磁場範囲、マイクロ波強度、磁場
変調の測定パラメーターの最適化をはかっ
た。 
 
(2) 標準評価物質の選定と ORAC 法との比較 
複数の活性酸素種に対する食品の抗酸化

能力評価 ESR スピントラップ法で求めた抗
酸化能力は、スーパーオキシドラジカルを S
OD ユニットとして評価するように、標準物
質当量として表される。標準物質には他に T
rolox、GSH などがあり、それぞれ消去する
ことができる活性酸素種が異なる。ESR スピ
ントラップ法では基準となる標準物質が明
確に定められていない。そこで、各活性酸素
種を特異的に消去する物質を検討し、個々の
活性酸素種ごとに標準物質を選択した。 
開発した ESR スピントラップ法を用いて

食品が有する抗酸化能力を複数の活性酸素
種に対する能力として評価した。さらに、同
じ食品を ORAC 法で測定し、開発した手法か
ら得られた各抗酸化力との相関を求めた。相
関関係が得られない場合、食品成分から要因
を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 活性酸素種の発生系および ESR 測定条
件の確立 
各活性酸素種の発生系は次のようになっ

た。スーパーオキシドラジカルはリボフラビ
ンに波長 500～600 nm の可視光を 60 秒照射
して発生させた。アルコキシラジカルは AAP
H に、ヒドロキシラジカルは過酸化水素に、
一重項酸素は Pterine に、過酸化ラジカルは
tert-ブチルヒドロペルオキシドに、アルキ
ルラジカルは DMSO を含む過酸化水素に、そ
れぞれ波長 300～400 nm の紫外線を 5秒照射
して発生させた。全ての発生系について、発
生試薬の濃度、光照射時間から最も観測され
るアダクト量が多い条件を求めた。当初の計
画では5種の活性酸素種について検討する計

画だったが、新たにアルキルラジカルを加え
た6種の活性酸素種について検討することが
できた。これら研究結果より、6 種の活性酸
素種全てについて、簡易で再現性の高い光照
射発生系を開発することができた。 
 また、検討に用いた Bruker BioSpin 株式
会社製の EMX-plus X-band では、磁場範囲 3
520±100 G、マイクロ波強度 6 mW、磁場変調
1.00 G のとき、スピントラップ剤と活性酸素
種によって生成されるアダクトが最適に観
測された。 
 以上、6 種の活性酸素種について、同一計
測機器を用い、光反応によって活性酸素種を
発生、同一測定パラメーターによって観測可
能にした。 
 
(2) 標準評価物質の選定 
 ESR スピントラップ法で求めた抗酸化能力
は、スーパーオキシドラジカルを SOD ユニッ
トとして評価するように、標準物質当量とし
て表される。標準物質には他に Trolox、GSH
などがあり、それぞれ消去することができる
活性酸素種が異なる。また、確立した本計測
法は活性酸素種発生系に紫外線(UV)を用い
ているため、UV によって分解することがない
標準物質を選択する必要がある。スーパーオ
キシドラジカルと一重項酸素は GSH (Glutat
hione)、アルコキシラジカルは Trolox (6-H
ydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-car
boxylic acid)、ヒドロキシラジカルはマン
ニトール(mannitol)、過酸化ラジカルはα-
リポ酸(α-lipoic acid)、アルキルラジカル
は CYPMPO が本計測法に適していることを確
認し、6 種の活性酸素種について、抗酸化能
力を表す標準物質を選択することができた。 
 以上、抗酸化能を評価するために不可欠で
ある標準物質について、全ての活性酸素種に
適した物質を選択し、実際に食品の抗酸化能
計測及び評価を可能にした。 
 
(3) 食品の抗酸化能評価と ORAC 法との比較 
 本研究で開発したESRスピントラップ法に
より 54 の異なる野菜の抽出液が有する抗酸
化能を測定し、標準物質当量として評価する
ことができた。本手法の抗酸化能評価法は、
ラジカルアダクトの信号強度をアダクト量
として定量、アダクト量を活性酸素種ごとに
適切な標準物質当量として算出し、抗酸化量
として評価した。同一試料等を複数回計測し
た結果、標準偏差は 4%未満であり、非常に再
現性の高い評価法であると結論した。開発し
たESRスピントラップ法で計測した野菜の抽
出液は、ORAC 法で定められた手法によって抽
出された溶液を使用した。同一抽出液を測定
し、抗酸化能を評価することで、その結果を
正当に比較検討することができた。その結果、
ヒドロキシラジカルに対する抗酸化能力は O
RAC 法と相関はなかった。しかし、スーパー
オキシドラジカルとアルコキシラジカルに
対する抗酸化能は ORAC 法と高い相関が認め

表 1 発生試薬 



られた。 
 以上、ESR スピントラップ法により複数の
活性酸素種に対する食品の抗酸化能評価法
を確立したことは、食品の抗酸化能を総合的
な活性産消去能として評価するために不可
欠のことであり、非常に重要な成果であると
いえる。 
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