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研究成果の概要（和文）：　代表的な活性酸素である一重項酸素は酸素分子の電子励起状態であり，種々の疾患関連因
子として，また光線力学療法のがん細胞壊死の主役として注目されている。近年，種々の一重項酸素検出法が考案され
検出装置の高感度化が進行しているが，一重項酸素を定量することが困難な状況が続いている。
　本研究では基底状態の酸素分子と一重項酸素が共に常磁性であり，電子スピン共鳴装置と呼ばれる装置で電子常磁性
共鳴信号として同時に検出可能であることに着目し，基底状態の酸素分子を濃度標準とした一重項酸素の新しい絶対濃
度測定法を開発した。さらに，一重項酸素からの近赤外発光と電子常磁性共鳴信号の同時検出装置を試作した。

研究成果の概要（英文）：Singlet oxygen, the lowest excited state of molecular oxygen, is a representative 
of reactive oxygen species and is of much interest because of its importance in many photosensitized oxida
tions, in photocarcinogenisis, and in the photodynamic therapy of cancer. Recently, many kinds of techniqu
es have been employed to improve the sensitivity of the detector. However, the currently used technology h
as important limitations of quantitative information about singlet oxygen concentration which need to be o
vercome. 
 It is notable that singlet oxygen is paramagnetic owing to its angular momentum and ground-state oxygen i
s also paramagnetic. In the present work, we observed the electron paramagnetic resonance (EPR) spectra of
 singlet oxygen. We have succeeded in determining the absolute concentration of singlet oxygen by using gr
ound-state oxygen as a quantitative standard. We made an experimental equipment to observe the EPR and nea
r-IR emission spectra of singlet oxygen at the same time. 
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１．研究開始当初の背景 
 一重項酸素とは最低電子励起状態（1Δg 状
態）の酸素分子であり，光酸化反応におけ
る主役として合成化学的・生化学的に興味
がもたれている。近年は，種々の疾患の関
連因子として，また，光線力学的療法にお
けるがん細胞壊死の主役として注目されて
いる。電子励起状態である一重項酸素は基
底状態である三重項酸素に緩和する際に約
1270 nm の近赤外領域に固有のりん光を発
する。この近赤外発光を検出する方法が，
現在の国内・国外における主たる一重項酸
素の直接検出方法となっている（1）。しか
し，一重項酸素の放射速度定数が不明のた
め，発光法により定量を行うことは困難で
ある。近年，近赤外発光検出法の他に種々
の一重項酸素検出法が考案され，検出装置
の高感度化が進行しているが，一重項酸素
を定量することが困難である状況が続いて
いる。 
 基底状態の酸素分子は三重項状態であり，
常磁性を示す極めて珍しい分子である。三
重項酸素と通常は一重項状態である有機化
合物との酸化反応はあまり速く進行しない
ため，反応を促進するためには一重項酸素
などの活性酸素と総称される酸素に変換す
る必要がある。 
 一重項酸素は角運動量が死滅せずに残っ
ているため，スピン角運動量がゼロの“一
重項状態”であるにもかかわらず常磁性で
あり，電子スピン共鳴（ESR）と呼ばれる装置
で観測可能である。ESR よりも EPR（Electron 
Paramagnetic Resonance）をより一般性のある
学術用語とすべきであるという議論において，
必ず引用されるのがこの一重項酸素である。
本研究では，三重項酸素と一重項酸素が同時
に観測される EPR法の特性に着目した。 
 基底状態の酸素濃度は正確に測定可能で
あるため，三重項酸素を濃度標準物質とするこ
とにより，一重項酸素の絶対濃度を決定できる。
しかし，EPR 法は装置が高価であり，携帯性に
乏しく野外観測には適さない。一方，赤外発光
検出器は比較的安価であり，携帯性に優れて
いるが定量性に乏しい。EPR と赤外発光を同
時観測し，赤外発光検出器を較正することが
できれば，EPR 装置から分離独立したのちの
赤外発光検出器自体が携帯性，簡便性，経済
性に優れた一重項酸素絶対濃度測定器とな
る。 
 ESR を用いた研究に長年従事してきた本
研究代表者等は一重項酸素の常磁性に着目
し，気相において EPR スペクトル測定に成
功し，EPR 法が定量性に優れた一重項酸素
の検出法であることを示した（2, 3）。また，
本研究代表者は大学院生時代およびカリフ
ォルニア大学客員研究員として光検出磁気
共鳴法を用いた励起分子の研究に従事して
おり，分子の光学的性質と磁気的性質を組
合せた分光法に関する十分な経験を有して
いる。 
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２．研究の目的 
 本研究では，一重項酸素の絶対濃度を決定
する信頼性の高い測定法である EPR 法によ
り予め較正された赤外光検出器を用い，携帯
性，簡便性，経済性に優れた「一重項酸素の
新しい絶対濃度測定法の開発」を第一の目的
とした。また，EPR 信号を赤外発光強度の変
化として検出する新しい原理に基づいた一
重項酸素の高感度検出装置（赤外発光検出
EPR）を試作することを第二の目的とした。 

 
３．研究の方法 
3.1. 概要 
 発光検出用の窓を備えた光透過型空洞共
振器を用いて，赤外発光－EPR 同時検出装置
を試作し，種々の濃度の一重項酸素を発生さ
せ EPR 信号強度と赤外発光強度を同じ条件
で観測することを試みた。前述のように，一
重項酸素濃度は EPR 信号から正確に決定さ
れるため，一重項酸素濃度と赤外発光強度の
関係が求められる。すなわち赤外発光検出器
の較正が可能であることを確認することを
計画した。 
 通常のESR装置はマイクロ波検出器と S/N
比向上のための磁場変調を外部磁場に加え
て信号を検出しているが，装置の時間分解能
決定因子の一つであるである磁場変調周波
数には制限があるため，短寿命化学種や磁場
変調幅より広い線幅を有する化学種の検出
は困難という原理的な問題を抱えている。本
研究ではこの問題を克服するために，新しい
原理に基づいた一重項酸素検出装置を試作
した。 
 EPR 信号が観測される共鳴磁場の前後で
赤外発光強度の変化を観測する。変化が観測
されれば磁場変調をかけずに磁場を掃引し，
EPR 信号を赤外発光強度の変化として観測
する。すなわち「赤外発光検出 EPR 法」を用
いた一重項酸素の新しい検出装置を試作し
た。 
 
3.2. 一重項酸素の赤外発光－EPR 同時検出
装置の試作 
 一重項酸素の赤外発光と EPR 信号を同時
に観測するためには，一重項酸素の効果的お
よび安定的な発生方法を考える必要がある。
本研究では，有機化合物を水銀灯やレーザー
を用いて励起一重項状態に光励起し，項間交
差により生成した励起三重項状態から基底
三重項状態の酸素分子へのエネルギー移動
により一重項酸素を生成させた。すなわち，



光増感法を選択した。 
 増感剤の選択は極めて重要で，適切な増感
剤を選択しないと EPR 信号が全く得られな
いことが判明している。現在のところ最も
S/N 比が良好なスペクトルが得られる三重項
増感剤はオクタフルオロナフタレンである
が，さらに効率よく一重項酸素を発生させる
ために，より適切な増感剤を検索した。 
 一重項酸素は最低の回転状態では|g| ~ 2/3
となり，通常の X バンド（～9 GHz）EPR ス
ペクトロメーターでは約 1.0 T が共鳴磁場と
なる。したがって，EPR 装置本体は現有の
JEOL JES-FA200 電子スピン共鳴装置（最大磁
場 1.35 T）を使用した。通常の空洞共振器は
光照射用の窓はあるが，発光を取り出すため
の窓はない。本研究では，観測用窓がある光
透過型空洞共振器を用いることにより，EPR
信号と発光の同時検出を試みた。 
 
3.3. 一重項酸素の絶対濃度測定法の確立 
 EPR 測定と同時に空洞共振器から赤外発
光を取り出し検出するために，赤外発光検出
には，冷却水・液体窒素不要の近赤外光電子
増倍管モジュールを用いた。光増感で生じる
一重項酸素の濃度は励起光強度により容易
に変えられるので，種々の濃度で EPR と赤外
発光強度を同時測定し，赤外発光検出器の較
正を行うことを計画した。較正された赤外発
光検出器を二次標準とすることにより，携帯
性，簡便性，経済性の面で困難な EPR 測定が
行えない環境においても，絶対濃度が決定可
能となる。 
 本研究で試作した装置の一重項酸素発生
ユニットは，濃度が保証された「一重項酸素
発生器（Singlet Oxygen Generator)」の試作品
とみなすことができる。 
 
3.4. 一重項酸素の新しい原理に基づいた分
光学的検出装置の試作 
 一重項酸素は全角運動量 J = 2 をもち磁場
下では MJ = 2, 1, 0, ‒1, ‒2 の五つの副準位に
分裂する。一方，三重項酸素はスピン角運動
量 S = 1をもち MS = 1, 0, ‒1 の三つの副準位
に分裂する。各副準位からの放射遷移確率が
異なる場合，例えば EPR 遷移により放射遷移
確率の大きい副準位の占有数が増加すると
赤外発光強度は増加する。すなわち，EPR 遷
移を赤外発光強度の変化として検出可能で
あると考えられる。 
 通常の EPR 測定は磁場変調法により行わ
れるため，EPR スペクトルは磁場についての
微分形として得られる。酸素分圧が高くなる
と EPR スペクトルの線幅が増大し信号強度
が低下する。磁場変調幅は最大でも 2 mT 程
度と限界があり，高い酸素分圧下での測定を
著しく困難にしている。発光検出法では磁場
変調を用いないため，この問題点が克服され
ることが期待される。また放射遷移確率の増
大により寿命が短くなると一重項酸素の定
常濃度が減少するため磁場変調法では信号

が弱くなるが，発光検出法では単位時間当た
りのフォトン数が増加するため短寿命でも
信号が観測可能となる特徴がある。 
 
４．研究成果 
 平成 24 年度に本研究経費により近赤外光
電子増倍管モジュール（浜松ホトニクス，電
子冷却型，H10330A-45，950～1400 nm）を購
入し，現有のパルスレーザー（Nd:YAG レー
ザー，266nm，355 nm，532 nm），小型分光器
（島津製作所，SPG-120IR，700～2500 nm）
およびアンプユニット（浜松ホトニクス，
C9999，DC～10 MHz）と組合せて近赤外領域
における時間分解りん光測定装置を立ち上
げ，一重項酸素の 1270 nm 近赤外発光を時間
分解能約 100 ns で測定可能とした。溶液中で
光増感生成した一重項酸素を検出し，装置の
作動確認を行った。 
 平成 25 年度は現有の光透過型空洞共振器
（日本電子，ES-MCX3B，X バンド）を用い
て気相における一重項酸素の赤外発光－EPR
同時検出装置を試作し，種々の圧力条件下で
測定を行った。 
 溶液中の実験からはサンスクリーン剤と
して使用されているアントラニル酸メンチ
ル，ショウノウ誘導体，ベンゾフェノン誘導
体などの紫外線吸収剤から一重項酸素が光
増感生成することが判明した。時間分解りん
光測定装置を用いて，一重項酸素の寿命およ
び生成量子収量を求めた。さらに，ある種の
紫外線吸収剤は一重項酸素の消光剤として
の機能を有することが判明した。 
 気相における一重項酸素の最適な増感剤
を選定するために，種々の有機化合物を用い
て実験した。しかし，オクタフルオロナフタ
レンを超える増感剤を見出すことができな
かったため，気相における以後の実験はすべ
て増感剤としてオクタフルオロナフタレン
を用いて行った。 
 大気圧下における一重項酸素の近赤外発
光検出に成功し，一重項酸素の大気圧下の寿
命を求めることができた。しかし，EPR 信号
は線幅の広がりのために検出されなかった。
一方，線幅が狭くなる低圧においては EPR 信
号が検出可能であったが，近赤外発光を観測
することは困難であった。この原因は低圧下
では一重項酸素の濃度が低いためと考えら
れ，検出装置をさらに高感度化することが必
要である。試作装置の高感度化が今後の課題
となった。 
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