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研究成果の概要（和文）：食品等に含まれている抗酸化物質は，活性種を消去する物質として知られている。抗酸化物
質が共存する場合，抗酸化能は，相乗効果，逆に，相殺効果を示すことがしばしば観測されている。本研究では，抗酸
化能評価法として，様々な活性種消去能の定量化法（多重活性種消去能決定法）を提案し，抗酸化物質の評価法を確立
すると同時に，抗酸化能の特異的効果（相加・相乗・相殺効果）の解明をおこなう。

研究成果の概要（英文）：In foods, antioxidants exist independently. Judging from the evaluation of the 
antioxidant’s activities in the presence of two antioxidants, the synergistic effect between 
antioxidants is operative. However, the mechanism of the synergistic effects has not been established 
yet. In this study, by using ESR spin trapping method, various active species scavenging abilities of 
antioxidants (drug and food) were measured. Based on the results, the mechanism of the synergistic 
effects for antioxidant abilities was discussed.

研究分野： 食品科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
食品にどの程度の抗酸化能力があるのか

分からない場合が殆どである。近年，アメリ
カを中心に話題になっている測定法が ORAC 
(Oxygen Radical Absorbance Capacity（酸素ラ
ジカル吸収能力（アルコキシラジカルの消去
能を測定）)である。米国では，ORAC 値を表
記した食品が多く販売されており，消費者に
その食品がどの程度の抗酸化力があるかを
具体的な数値で表している[1]。今後，健康志
向が高まっている日本においても，ORAC に
関する関心が高まるものと思われる。天然物
中に，抗酸化物質が単独で存在することは稀
であり，多くは複合系である。抗酸化物質が
共存した場合，抗酸化物質の作用が相加的に
働くだけでなく，共存によって作用が強めら
れたり（相乗効果），逆に弱められたりする
（相殺効果）ことが，しばしば観測されてい
る[2]。 
 我々は最近，これまでの抗酸化能評価法の
欠点を克服し，正確，迅速，簡便な ORAC 決
定法として，スピントラップ法により抗酸化
物質と活性ラジカル種との反応を直接追跡
した評価法（ORAC-ESR 法）を提案した。し
かしながら，様々な活性種と抗酸化物質の反
応性の違いから，酸素中心ラジカルだけでな
く，抗酸化物質による様々な活性種の消去能
（多重活性種消去能の測定）について調べる
ことが必要であると考えている。抗酸化物質
の抗酸化能の統一的な定量化法が確立して
おらず，抗酸化物質の相乗・相殺効果に関す
る議論が不十分であることは言うまでもな
い。本研究では，様々な活性種に対する正確
な抗酸化能の評価（定量化）法の構築をいち
はやくおこない，複合系での総合的抗酸化能
を決定した結果に基づき，相乗・相殺効果の
解明をおこなうことが，医薬，食品分野の緊
急課題である。 
 
２．研究の目的 
活性種の違いにより，抗酸化物質との反応

性が異なるため，一種類の酸素中心ラジカル
だけでなく，様々な活性種（例えば，活性酸
素種，過酸化ラジカルなど）に対する様々な
活性種消去能の評価法を構築する。 
食品等に含まれている抗酸化物質は，活性

種を消去する物質として知られている。天然
物中の抗酸化物質が単独で存在することは
稀であり，多くは複合系である。抗酸化物質
が共存する場合，抗酸化能は，相乗効果，逆
に，相殺効果を示すことがしばしば観測され
ている。本研究では，我々が開発した抗酸化
能を評価する ESR 法を用い，抗酸化能の特異
的効果の解明を目指す。具体的には，期間内
に以下の点について検討する。 
（1) ２種の抗酸化物質共存下（複合系）で，
通常用いられる酸素中心ラジカル（アルコキ
シル）を用い，正確な抗酸化能の評価法を構
築する。 
（2）活性種の違いにより，抗酸化物質との

反応性が異なるため，酸素中心ラジカルだけ
でなく，様々な活性種（例えば，活性酸素種
など）に対する多重活性種消去能の評価法を
構築し，新たな医薬・食品の抗酸化能評価法
を提案する。 
（3）様々な活性種と抗酸化物質との反応性
の違いが，生じた抗酸化物質間の反応の違い
を招くであろう。様々な活性種の消去に対し，
どのような抗酸化物質間に相乗・相殺効果が
作用するかを明らかにする。 
（4）得られた結果を総合的に判断し，相乗・
相殺効果の機構を解明すると同時に，添加物
として抗酸化物質を含んだ新規機能性食品
の開発のための情報を得る。 
 
３．研究の方法 
研究計画の概要は次のとおりである。 
（1）ESR トラップ法を用い，様々な活性種
の抗酸化物質による正確な消去能の定量化
法の構築をおこなう。 
（2）複合系での正確な抗酸化能を決定し，
抗酸化能が示す相加・相乗・相殺効果を明ら
かにする。 
（3）多重活性種消去能決定法を食品サンプ
ルの分析・応用（実用化）に役だてる。 
【平成２５年度】 
２５年度には，下記の計画に従い，測定装置
の組み立て等，本申請研究の前段階の研究を
進める。 
（1）種々の活性ラジカル種発生装置の組み
立て。（2）トラップ法による抗酸化物質の多
重活性種消去能の評価法の構築。（3）複合系
での抗酸化物質の多重活性種消去能の測定。 
（4）従来の抗酸化能評価法による評価値と
の比較。 
【平成２６年度以降の計画】 
さらに研究を進め，抗酸化物質の多重活性種
消去能の評価法を構築し，医薬品，食品の抗
酸化能評価法の構築をおこなう。 
（1）複合系での多重活性種消去能の評価法
の構築（食品の抗酸化能力の新たな評価法を
構築）をおこなう。 
（2）抗酸化能に及ぼす相乗・相殺効果の機
構解明をおこなう。 
（3）抗酸化能の総合的評価法の構築（食品
への応用）ESR トラップ法による抗酸化能の
総合的評価法を食品サンプルに応用（実用
化）するよう検討する。食品による活性種の
消去能の測定に際しては，下記の検討が必要
である。 
① 食品からの有効成分の抽出方法の検討な
ど，サンプル作成の検討をおこなう。 
②  ESR トラップ法を用いた多重活性種消
去能の活用方法について検討する。 
 
食品化学分野の第一人者である鵜飼（研究協
力者）らと議論を重ね，得られた結果に基づ
き，食品中の抗酸化物質が持つ総合的抗酸化
能評価をおこない，食品の正確な抗酸化能力
の評価法を社会に提案する。さらに，古武，



大和田らと議論を重ねながら，生体内での抗
酸化物質の反応性（メカニズム等）を明らか
にし，疾患発生等，医療に役立てる方法につ
いて検討する。 
 
４．研究成果 
本研究における重要な成果は，次の４つの項
目に分けて報告する。 
（1） 新規活性種捕捉剤の開発および活性種
捕捉能の解明 [論文業績 1，3]： 我々が，
ここで用いた抗酸化能評価法は，短寿命活性
種の濃度をスピントッラピングにより直接
追跡した迅速・正確な抗酸化物質の活性種消
去能の定量化法である。従って，様々なニト
ロン系捕捉剤の活性種捕捉能の解明と有効
な捕捉剤の開発も必要な研究である。特に，
様々な活性種の捕捉に有効なトラップ剤の
開発として，5-位に脂溶性の置換基を導入し
た 2 種類の CYPMPO (5-(2,2-dimethyl-1,3- 
propoxyl cyclophosphoryl)-5-methyl-1-pyrroline 
𝑁𝑁-oxide)を合成し(PhCYP and DBCYP(図.1))，
それらの捕捉能を調べた。その結果，5-位に
フェニル基を導入した CYPMPO（PhCYP）が
通常の CYPMPO に比べて，スーパーオキサ
イドの捕捉能が約 1.4 倍優れていることがわ
かった。スーパーオキサイドの捕捉能は,いず
れのトラップ剤も捕捉能が低いため，PhCYP
の今後の利用に大いに期待が持てる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）医薬品の抗酸化能評価への応用 [論文業
績 2,4,5]： 活性種の違いにより，抗酸化物
質との反応性が異なるため，一種類の酸素中
心ラジカルだけでなく，６種類の活性種（ヒ
ドロキシラジカル，スーパーオキサイド，一
重項酸素，過酸化ラジカル，アルコキシラジ
カル，メチルラジカル）に対する様々な活性
種消去能の評価法を構築する。これまでの研
究経験に基づき，様々な活性種を発生させ，
ESR スピントラップ法により活性種の濃度
を追跡した。抗酸化物質が添加されたときと，
添加されていないときの ESR スペクトルの
強度比の解析より，速度論的な抗酸化能評価
がおこなえることがわかった。このスピント
ラップ法による抗酸化能評価法を我々は
MULTIS 法（multiple free radical scavenging）
と名付けた。 
 医薬品の中でも抗酸化能を利用した薬品
が多数ある。脳の損傷の治療に用いられるエ
ダラボン，アルツハイマー病に用いられるド
ーパも典型的な抗酸化物であるが[3]，その抗
酸化能は，詳細に調べられていないまま治療

に使用されているのが現状である。我々は本
研究において，エダラボン，ドーパ，チロシ
ンの様々な活性種の消去能を正確に測定し，
これらの薬品の抗酸化能を評価すると同時
に，様々な活性種との反応速度定数を決定し，
活性種との反応機構を議論した。 
 ドーパ，チロシンの抗酸化能評価において
は，L-エナンチオマーと DL-混合物との間で，
様々な活性種に対する消去能が異なるとい
う興味深い結果を得た。例えば，ヒドロキシ
ラジカルの消去においては，反応速度定数が
拡散速度定数に近い非常に速い速度を示し
ながらも，DL-混合物の方が L-体よりも消去
効率が良いことがわかった。また，ドーパ，
チロシンの酸化還元電位からの考察より，ス
ーパーオキサイドとの反応は，ビタミン E 等
の抗酸化物質と同様に，抗酸化物質の還元反
応により反応が進行するのに対し，一重項酸
素は電荷移動型の錯体を経由したエネルギ
ー移動により進行することがわかった。その
他の活性種とは水素引き抜き反応により反
応が進行するものと思われる。 
 エダラボンの抗酸化能評価においても興
味深い結果を得た。エダラボンの様々な活性
種の消去能を尿酸，グルタチオン等の抗酸化
能と比較したところ，尿酸はスーパーオキサ
イドとアルコキシラジカル，グルタチオンは，
一重項酸素の消去能が非常に高いけれども，
ここでの６種類の活性種すべてに高い消去
能を持ってはいない。それに対し，エダラボ
ンは，ここでの６種類のすべての活性種に高
い消去能をもっており，非常に効果的な活性
種消去剤であることを示し，有効な医薬品で
あることがわかった。 
 本研究において，抗酸化能評価法として構
築したMULTIS法の有効性を充分に示したも
のと思われる。MULTIS 法の今後の利用が望
まれる。 
 
（3）相乗・相殺効果の発現に対する考察：  
食品中や生体内で抗酸化物質が単独で存在
していることは稀であり，その多くは複含系
で存在している．そのため，見かけ上抗酸化
活性が共存する抗酸化物質間の相互作用に
よって変化することがある。しかし，抗酸化
物質間の相互作用について十分な反応機構
の解明はなされていない。本研究では，様々
な活性種(RO･，1O2，O2

－･)を個別に発生させ，
活性種の消去に対する抗酸化物質間の共存
効果を，安定ラジカルとの反応性で測定する
DPPH 法，不安定ラジカルを直接追跡する
ESR 法の 2 種類の方法を用いて調べ，ラジカ
ル消去反応に対する 2 種類の水溶性抗酸化物
質の共存効果について考察した。 
 抗酸化物質の共存効果は，個々の抗酸化物
質の抗酸化能に基づき（測定値），DPPH 法で
は，吸光度の測定から，Shi ら[4]の解析式に
従い，30 分後の抗酸化能との比較として表し
た。ESR 法では，光照射により活性種を発生
させたのち，5 分後に再び照射し，抗酸化能
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図 1.  5-置換 CYPMPO の構造 



を測定し，共存効果を検討した。表 1 の値は，
個々の抗酸化物質の抗酸化能との比較値で
あり，1 より大きいものは相乗効果，1 より
小さいものは相殺効果を表している 
 
表 1. 様々な活性種の消去に対する共存効果 
           DPPH   RO⋅    O2

-⋅   1O2    
Caf-Glu     1.50    0.78   0.71   1.06   
Caf-Ru      1.21    1.46   1.59   0.96 
Glu-NAC    0.72    0.95   0.71   1.07 
Chl-NAC    1.18    1.69   0.80   0.49 
  Caf: Caffeic acid, Glu: Glutathione 
  NAC: N-acetylcysteine, Ru: Rutin 
 
表 1 は興味深い結果を示している。例えば，
Caf-Glu 系において，DPPH 法により相乗効
果として示されているが，RO⋅および O2

-⋅に対
しては，相殺効果である。1O2 の消去におい
ては，Chl-NAC を除き，相加効果（共存効果
無）である。DPPH 法での抗酸化能評価が，
様々な活性種との反応の抗酸化物質の共存
効果を正確に表していないことがわかる 
 本研究業績⑤において報告したように，
RO⋅は水素引き抜き反応，O2

-⋅は酸化還元反応，
1O2 は錯形成を通じてのエネルギー移動反応
によって進行するものと思われる。一方，抗
酸化物質の共存効果は，抗酸化物質の再生反
応の関与によって説明されている[4]。水素引
き抜き反応によって生じたふたつのラジカ
ル種からの再生機構においては，抗酸化物質
の反応点の結合解離エネルギー(BDE)の低
い抗酸化物質が高い抗酸化物質を再生する
と考えられる。従って，BDE の高い抗酸化物
質の消去速度定数が大きければ，相乗効果に
なると考えられる。実際，カフェイン酸(BDE 
78.7 kcal mol-1)とルチン(BDE 72.4 kcal mol-1)
においては，BDE の高い方がカフェイン酸で
あるから，ルチンがカフェイン酸を再生させ
ていることになる。また，RO･消去速度定数
を見るとカフェイン酸(7.5×106 M-1s-1)の方が
ルチン(6.8×106 M-1s-1)より大きい値となって
いる。つまり，反応性の高いカフェイン酸を
再生しているため相乗効果が現れると考え
られる。逆に，カフェイン酸/グルタチオン
(BDE 87.4 kcal mol-1, k = 2.7×106 M-1s-1)系では，
反応性の低いグルタチオンを再生するので，
相殺効果が予想され，実験結果をうまく説明
している。O2

-⋅との反応においては，抗酸化
物質の還元電位と消去速度定数に注目した
い。還元電位(Ered)の小さい方が大きい方の
抗酸化物質を再生するものと思われる。Caf 
(Ered = 3.48 eV, k = 0.23×106 M-1s-1), Glu (Ered 
= 5.86 eV, k = 0.0011×106 M-1s-1), Ru (Ered = 
2.99 eV, k = 0.015×106 M-1s-1) に注目すると，
同様に共存効果をうまく説明できる。また，
1O2 消去においては，エネルギー移動である
から，抗酸化物質の量に変化はなく，予想通
り，相加効果である。Chl-NAC 系では特異な
共存効果が観測されている。この系では，二
つの抗酸化物質間での赤外吸収スペクトル

のシフトを観測しており，何らかの錯形成が
推測され，特異な共存効果の原因と思われる。
以上のように，抗酸化物質の共存効果は，消
去される活性種および抗酸化物質により異
なり，消去反応機構と密接に関係しているこ
とを示している。 
 
（4）食品の抗酸化能評価への応用：  
食品の抗酸化能評価に際しては，現在，主に
アルコキシラジカル（発生源は AAPH）また
は測定の手軽さから安定ラジカルである
DPPH の消去能を調べ，様々な活性種の消去
能と考えている。しかしながら，活性酸素（ヒ
ドロキシラジカル，スーパーオキサイド，一
重項酸素）の消去においても，それぞれ違っ
た反応機構により進行するため，明らかに，
一つの活性種の消去能を調べ，その他の活性
種の消去能とみなすことは困難である。特に，
安定ラジカルである DPPH と不安定な活性ラ
ジカルの反応性が同じとみなすことはでき
ない。食品の抗酸化能評価においても，様々
な活性種の消去能を調べた総合的な抗酸化
能評価法が必要である。ここでは，抗酸化能
評価法として構築したMULTIS法を食品の抗
酸化能評価法に応用するため，抗酸化能が高
いと言われているローズマリー，シソ，バジ
ルの抗酸化能評価をおこなった。 
 ローズマリーを粉砕し，抗酸化物質として
の有効成分の抽出のための温度・時間を様々
な条件下で検討した結果，80℃で１時間での
抽出が最も有効であることがわかった。抽出
は，ローズマリーの葉（約 5ｇ）からリン酸
緩衝液（50mL）での抽出をおこなった。ロー
ズマリー(rosmarinus officinalis (Majorca Pink) 
(RM))を 2013 年 11 月から 2015 年 11 月まで
２カ月おきに採取し，その抽出液の抗酸化能
を MULTIS 法により測定し，ローズマリーの
抗酸化能の 2 年間の変化を追跡した。図 2 に
は，2013.11.の抽出液の抗酸化能（活性種消
去速度）を基準にした２カ月おきのローズマ
リーの相対的抗酸化能（相対消去速度比）を
表したところ，1～3 月の気温の低い時期の抗
酸化能が高いことがわかった。 
 水溶媒によるローズマリー抽出液中の抗
酸化物質の主要成分は，Rosmarinic acid(ロズ
マリン酸 (3.4％))およびルチン(0.56%)であ
ると報告されている[5]。また，ロズマリン酸
は，加熱により caffeic acid と 3,4-dihydroxy- 
phenyllactic acidに分解することが報告されて
いる[6]。本研究において，80℃に加熱して抽
出をおこなっているため，加熱後の混合物，
およびローズマリー中の成分である caffeic 
acid, rutin, chlorogenic acid, rosmarinic acid 化
合物の抗酸化能を測定し，比較した（図 3）。
ロズマリン酸加熱後にスーパーオキサイド
と一重項酸素の消去能が著しく増加するこ
とがわかった。この抗酸化能の変化は，図 3
からもわかるように，コーヒー酸の抗酸化能
が重要な寄与をしているものと考えられる。
さらに，ローズマリー抽出液と上記主要成分 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 2. ローズマリーの抗酸化能評価 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 3. ローズマリー中の主要成分の抗酸化
能の比較（Rosmarinic acid (heat): Rosmarinic 
acid を１時間，80℃に加熱後の混合物） 
 
 
との抗酸化能を比較すると，気温が高い７月
に採取したローズマリーの抽出液の抗酸化
能は，概ね，ロズマリン酸の抗酸化能である
ことがわかった。気温の低い時期に採取した
ローズマリーには，ロズマリン酸以外の何ら
かの抗酸化能が高い物質が含まれているも
のと考えられる。 
 シソ科の抗酸化物質として知られている
シソ，バジルからの抽出物の抗酸化能（6～
10 月の 4 か月間）をローズマリー抽出液と比
較した。6～8 月のシソ，バジルともに，ロー
ズマリーの約 2 割程度の抗酸化能しか有しな
いことがわかった。しかしながら，10 月に採
取したシソ，バジルからは興味深い結果を得
た。一重項酸素以外の活性種に対しては，先
と同様，ローズマリーの約 2 割程度の消去能
を示したが，10 月に採取したものからの抽出
物は，ローズマリー抽出液と同程度の一重項

酸素消去能を持っていることがわかった。全
般的には，シソ，バジルはローズマリーに比
べて，抗酸化能は低く，シソに含まれる主要
成分[7]であるロズマリン酸の含有量は少な
いものと思われる。このようにMULTIS法は，
食品の抗酸化能評価に際しても，非常に有効
な方法として今後の展開・応用が望まれる。 
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