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研究成果の概要（和文）：ESRスピントラップ法により、加熱植物油中の過酸化物由来のフリーラジカルを定
性、定量した。従来の研究で行なわれたような自動的なラジカル発生法は再現性が乏しくまた微弱な信号しか得
られなかったのでPBNをスピントラップ剤として用い、紫外線照射によって生じるラジカルのアダクトを検出し
た。その結果、ラジカル濃度が植物油の酸化の進度に比例して増加することを見出した。ESR信号の解析によ
り、植物油中でESR信号を示すラジカル種はPBNの･OORアダクトと･ORアダクトであると結論した。本研究によ
り、ESRスピントラップ法を用いた食用油の酸化評価法を確立することができた。

研究成果の概要（英文）：We performed a qualitative analysis and assay of free radicals derived from 
peroxides within heated vegetable oil, using the ESR spin trapping method.  The spontaneous radical 
generation method that has been used in previous studies exhibited poor reproducibility and provided
 only weak ESR signals.  We applied UV-light illumination to forcefully generate free radicals from 
the oxidized oil.  The spin trap PBN was adopted as a free-radical trapping agent to detect 
free-radical adducts.  With a strictly controlled UV-illumination procedure, we discovered that the 
free radical concentration increased as the heat-treatment time of the vegetable oil was extended, 
i.e., in proportion to the progress of oxidation.  The analysis of ESR spectra led to the conclusion
 that the free radicals showing ESR signals in vegetable oils were alkyl peroxyl and  alkoxyl 
radical.  We included that we established the method to evaluate oxidation levels for vegetable oil 
using ESR spin trap method. 

研究分野： 食品化学
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１．研究開始当初の背景 
食用油は揚げ物や炒め物に利用されるだ

けでなく加工品にも用いられており、食用油
が食品分野で使用される範囲は極めて広い。
これらの食用油あるいは油含有食品は、調理
による加熱や製造後消費されるまでの保存
中に酸化を主体にした種々の反応が進行し、
外観上、実用上および栄養上の変化、いわゆ
る「油脂の劣化」もしくは「油脂の酸化」が
起こる。食用油は酸化過程で主にペルオキシ
ラジカル(ROO･)とアルコキシラジカル(RO･)
を生成する①。ペルオキシラジカルは不安定
状態なため即座に食品成分と反応して二次
的な酸化反応を引き起こし、一部有害な物質
となることが報告されている(図 1)②。 

保存・加工調理による食用油の酸化は、食
生活にかかわる重要な評価項目の一つであ
る。油脂の酸化評価は一般的に、過酸化物価
(PV)、酸価(AV)、カルボニル価(CV)、TBA 価
など多種多様な指標がある。しかし、食用油
を用いた調理、例えば揚げ調理では素揚げで
30～40 秒、天ぷらでは 1～2 分と非常に短時
間のため、食用油の酸化程度はごくわずかで
あり、初期的な酸化を PV、AV などで評価す
ることは不可能とされている③。 
 
ESR は含水量の少ない食物試料中のラジカ

ルを感度良く直接検知同定するのに有用な
測定方法である。油脂を含む乾燥食品では、
保存期間中に生成したラジカルが組織やタ
ンパク質に捕捉安定化され直接ESRにより計
測可能であり、そのラジカル量(ESR で計測さ
れる信号強度)が食品鮮度の損失に従って増
加するという報告がある④。しかし、液状油
の酸化過程で生成されるラジカルは構造の
不安定性および定常状態におけるラジカル
濃度が検出限界より低いことからESR法で直
接計測することは困難とされてきた。 
 
ESR には ESR スピントラップ法という計測

法がある。これは液体試料中のラジカルをト
ラップして直接的に検出する。報告者らは
ESR スピントラップ法を用いた食品の抗酸化
能力評価を報告している。近年、この ESR ス
ピントラップ法を用いた液状油中のラジカ
ル計測について報告されている⑤が、再現性
が低く、一般的な油の品質評価法(PV、AV)と
の比較検討も行われていない。 
 
２．研究の目的 
報告者はこれまで、食品に含まれる微量な

ラジカルの検出、ESR スピントラップ法によ
る食品の抗酸化能力評価を行ってきた。また、

平成 22 年より食品総合研究所で「食品のフ
ードチェーンを通じて発生する新たなリス
クに対する多面的な安全性確保技術の開発
のため、加工調理段階の酸化ストレスにより
生成する食品中の有害物質成分の検出と生
成メカニズムの解析」に関する研究を開始し
た。これまでの研究成果から、ESR を用いる
ことにより加工調理段階で生成する食品中
のラジカルを解析できると考えた。特に、保
存や加熱による食品の酸化はラジカルが関
わることが知られていることから①、食生活
にかかわる重要な評価項目の一つである「油
の酸化評価」にESRを用いることを着想した。 
 
報告者は、ESR スピントラップ法による食

品の水溶性成分における抗酸化能評価につ
いて光照射ラジカル発生系を構築してきた。
そこで、この研究で培った、ラジカルをトラ
ップして ESR により測定する技術、数十種類
あるトラップ剤やそのアダクト(付加物)信
号の知識を応用して食用油の酸化評価法に
発展させる。そのための基礎研究として、ESR
スピントラップ法を用いて加熱したナタネ
油を計測したところ、加熱時間とともに信号
強度が増加するラジカルを再現性良く検出
することに成功し、ESR スピントラップ法に
より油の酸化が評価できる可能性を見出し
た。以上から、本研究では基礎研究の成果を
ふまえ、ESR スピントラップ法を用いた食用
油の酸化評価法確立を目的とした。 

 

本研究の特色・独創的な点は、ESR スピン
トラップ法を用いて食用油の酸化評価、すな
わち品質評価を行うことである。本研究によ
り、これまでの手法では得られなかった食品
の情報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
きると予想される。 
 
３．研究の方法 
研究期間内に次の3つの項目について検討

を行う。 
 
(1)食用油から再現性良く ESR 信号を検出す
る測定方法について、詳細な条件を明らかに
する。 
 
(2)食用油を試料として ESR スピントラップ
法による計測を行う。 
①加熱による酸化・劣化処理を行い、ESR ス
ペクトルの信号変化を解析する。 
②酸化・劣化程度と相関し、酸化評価法に利
用可能な ESR パラメータ(信号強度、積分値
など)を明らかにする。 

 
(3)同一の試料を本研究の手法と現在一般的
に使用されている PV、AV、CV 法などで計測
する。 
①本研究により開発した酸化評価法の結果
と比較する。 

図 1 食用油の加工調理段階で 

生成する有害物質 



②ESR スピントラップ法による食用油の酸化
評価の有用性を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1)ESR 測定条件の検討 
 本研究では調理で広く利用されている液
状の植物油を対象とした。しかし、液状油は
酸化反応過程で生成されるペルオキシラジ
カル(ROO･)とアルコキシラジカル(RO･)の構
造が不安定および定常状態におけるラジカ
ル濃度が検出限界より低いことから、一般的
なESRの測定法で直接計測することは困難で
あった。実際、ナタネ油に脂溶性の高いスピ
ン ト ラ ッ プ 剤 PBN (Phenyl-tert-butyl- 
nitrone)を溶解させて ESR で計測したが、ス
ピントラップ剤 PBNを加えただけでは ESR信
号は検出できないことを確認した。そこで、
ESR スピントラップ法による抗酸化能評価で
利用する手法、サンプルへの光照射を導入し
た。スピントラップ剤 PBN を加えたナタネ油
に短時間の紫外線照射を行うことで、再現性
の高いスペクトルが検出されることを確認
した。計測に適した条件として、スピントラ
ップ剤 PBN の濃度は 100 mM、紫外線照射時間
は 10 秒であった。 
 
(2)食用油の計測 
①加熱油の ESR スペクトル 
 基礎研究の結果から得られた測定法より、
ナタネ油を120 ℃で1時間加熱してESR計測
した場合、全体的な信号の強度が増えること
を確認した。この信号強度の増加量は加熱時
間に依存性があったため、ナタネ油の酸化・
劣化程度と相関している可能性があると考
えた。そこで、酸化を促進する要因のひとつ
である加熱処理を行い、酸化した食用油(オ
リーブオイル、ナタネ油、綿実油)から得ら
れる ESR スペクトル信号変化を解析した。 
 具体的な計測方法は、3 種の食用油を 200 
L 採取して、スピントラップ剤 PBN を溶解、
食用油を入れたディスポセルをESRにセット
した。紫外線照射直後に 1分間計測したとこ
ろ、加熱油、非加熱油、両者へ紫外線照射し
て発生するラジカルを捕捉し、アダクトスペ
クトルとして ESR で観測した(図 2)。 

 
一般的に酸化した油には過酸化ラジカル

(ペルオキシラジカル(ROO･)とアルコキシラ
ジカル(RO･))が生成される。そこで、過酸化
ラジカルの標準スペクトルを利用して、2 種
のラジカルを同時観測した場合のシミュレ
ーションスペクトルを作成した(図 3)。この
シミュレーションスペクトル(図 3)と、食用
油で観測された ESR スペクトル(図 2)を比較
すると、両者のスペクトルパラメータはすべ
て一致した。このことから、食用油で観測し
たラジカルは、2 種の過酸化ラジカルである
と同定できた。2 種の過酸化ラジカルは、非
加熱の油でも観測できたが、加熱履歴がある
食用油では明らかに信号強度、すなわちラジ
カル発生量が増加した。 

 
②ESR測定に用いたBruker BioSpin株式会社
製の EMX-plus X-band では、磁場範囲 3520
±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食用油中の
過酸化ラジカルによって生成されるアダク
トが最適に観測された。 
 
(3)従来の酸化評価法との比較 
①加熱した食用油の一部を ESR 測定に供し、
残りを用いて過酸化物価と酸価を求め、ESR
スピントラップ法の結果と比較した。 
 その結果、食用油の加熱時間の増加によっ
て ESR スピントラップ法での評価値、過酸化
物価、酸価のいずれも増大した。また、その
増加には非常に高い相関関係が見られた。 
 
ESR スピントラップ法により、食用油に紫

外線照射して発生させたラジカルを同定定
量することにより、現在一般的に使用されて
いる基準油脂分析試験法である過酸化物価
と酸価と同様に、油の加熱酸化を評価できる
可能性が示された。 
 
②以上の研究結果から、ESR スピントラップ
法を用いた食用油の酸化評価法を確立する
ことができ、過酸化物価、酸価をよりも簡便
で短時間で測定可能な簡易酸化評価法の開
発につながる有益な成果を得ることができ
た。 
 図 2 食用油の ESR スペクトル 

図 3 過酸化ラジカルを合成した 

シミュレーションスペクトル 
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