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研究成果の概要（和文）：各種機能性食品の抗酸化能評価法として、ESR-スピントラッピング法および脂質過酸化評価
法の２つについて基礎的な検討をおこなった。フェントン反応によるヒドロキシルラジカル発生系については２価鉄イ
オン濃度がシグナル強度に複雑な影響を与えることがわかり、測定対象の各種機能性食品が発生系の２価鉄イオン濃度
に影響を与えないことを確認する必要があることが明らかになった。脂質過酸化評価法の１つとして赤血球の溶血を用
いる方法の改良法を見いだし、特に脂溶性化合物の抗酸化化成評価に使える可能性が示された。また、脂質過酸化にお
ける鉄イオンの役割が系によって異なることを示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：ESR-spin trapping and methods for the measurement of lipid peroxidation were 
examined for the application to evaluate antioxidant activities of various functional foods. Biphasic 
dependency of the generation of hydroxyl radical on the Fe2+ concentration was observed when Fenton 
reaction was used. This finding suggests that effects of functional foods on the concentration of Fe2+ 
should be considered when Fenton reaction is used to generate hydroxyl radical for the evaluation of 
hydroxyl radical scavenging activity of the samples. As one of evaluation methods for lipid peroxidation, 
a technique using hemolysis of red blood cells was examined. The method was improved and various 
antioxidants were examined by this technique. This method may be useful for the evaluation of lipophilic 
antioxidants. Results suggesting different roles of Fe2+ on lipid peroxidation were also obtained.

研究分野： 生物物理化学
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１．研究開始当初の背景 
 申請者はこれまで放射線等により発生す
る活性酸素・フリーラジカルが生体障害をも
たらす機構について、分子レベルから丸ごと
の動物のレベルまでの様々なレベルで研究
してきた。また、そのような活性酸素・フリ
ーラジカルによる障害を防御する化合物に
ついて研究してきた。これらの研究を通じて、
活性酸素・フリーラジカルによる障害を考え
る上では一口に活性酸素・フリーラジカルと
いってもそれがどのような種類のものであ
るかを明らかにするが重要であることを明
らかにした。また、抗酸化物質を投与した後
の生体への効果も単純ではないことも抗酸
化物質による放射線防護の研究から実感し
た。本研究は、機能性食品等の抗酸化能評価
法に関するいくつかの問題点について、将来
の実用を見据えた基盤的検討を行おうと sita
ものである。 
 機能性食品の抗酸化能評価には ORAC
（Oxygen Radical Absorbance Capacity）法
がよく用いられている。ORAC 法は、
fluorescein のような蛍光物質の蛍光が活性
酸素の作用により低下することをビタミン E
誘 導 体 で 抗 酸 化 活 性 を 有 す る Trolox 
(6-Hydroxy-2,5,7,8- tetrametylchroman- 
2-carboxylic acid)を基準に測定する方法で
あり、比較的簡便である点では優れている。
しかしながら、ORAC 法では測定している抗
酸化活性が１種類の活性酸素種に対してだ
けであることが第１の問題点である。ORAC
法における蛍光強度の低下は、活性酸素によ
る fruoreseine 分子の構造変化によると考え
られる。一般に活性酸素種には、ヒドロキシ
ルラジカル（•OH）、スーパーオキシドラジ
カル（•O2–）、過酸化ラジカル（ROO•）、
一酸化窒素（NO•）、一重項酸素（1O2）等
の様々なものがあるが、ORAC 法で測定して
いる活性酸素種としては過酸化ラジカル
（ROO•）と考えられている。すなわち、
ORAC 法による評価では、過酸化ラジカル以
外の活性酸素消去活性については評価して
いないことになる。抗酸化活性を有する機能
性食品等が生体に有効に作用する時には、過
酸化ラジカル以外の活性酸素種の消去能も
関与していると予想されることから、過酸化
ラジカル以外の活性酸素種に対する抗酸化
能も調べて総合的に評価する必要がある。こ
のような目的のためには ESR スピントラッ
ピング法が最も適している。ESR スピントラ
ッピング法は、発生させる活性酸素種を変え、
又、スピントラッピング剤を変えることによ
り様々な活性酸素種の消去能の測定に使用
できる。そこで、抗酸化物質において ORAC
法で測定される抗酸化能と、ESR スピントラ
ッピング法で測定される活性酸素種ごとに
対する抗酸化能を比較検討することが重要
になってくる。 
 
２．研究の目的 

 機能性食品は、現代社会では健康維持のた
めの重要な手段として認識され、一般大衆か
らの需要も大きくなっている。中でも抗酸化
能を有するものについては、活性酸素・フリ
ーラジカルが様々な疾患や病態の原因なる
と考えられることから、大きな関心が寄せら
れている。しかしながら、機能性食品の抗酸
化能の評価については、２つの問題がある。
１つは、機能性食品そのものの抗酸化活性を
きちんと評価する方法がまだ十分に確立さ
れていないことであり、２つめは、物質とし
ての抗酸化活性と、それを摂取した後の生体
が受ける効果との関係についての理解が不
十分であるということである。本研究では、
まず１つめの課題を克服するために、抗酸化
物質そのものの抗酸化活性の評価法を改善
することにより、抗酸化活性を有する機能性
食品の評価のための基礎的知見を得ること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ESR スピントラッピング法を用いたヒ

ドロキシルラジカル測定法の検討 
 X-band ESR 装置(JEOL)を使用し、石英製
扁平セルを用いて測定を行った。H2O2 濃度
を 0.5 mmol/L に固定し、FeSO4濃度を 0～
2.5 mmol/L の範囲で変化させ、DMPO（2.5 
mmol/L ）と 1 分間の反応で生成する
DMPO-OH アダクトを測定した。DMPO-OH
アダクト（ニトロキシルラジカル）に対する
鉄の影響を検討するため、0.01 mmol/L の
4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-
oxyl（4-hydroxy-TEMPO）に種々の濃度の
FeSO4を添加し、経時的にシグナル強度を測
定した。 
（２）赤血球の溶血を用いた抗酸化活性評価

法の検討 
 赤血球の溶血が起こると、赤血球膜が破れ
ヘモグロビン（Hb）が漏出する。すなわち、
その Hb を測定することで溶血の指標とする
ことができる。馬血液を室温の条件にて遠心
分離法により生食で三回洗浄し、沈殿を生理
食塩水で5倍希釈することにより20%赤血球
液を調製した。20%赤血球液5 mLに100 mM 
AAPHを5 mL加え37℃にて放置して経時的
に 1 mL ずつサンプリングした。遠心分離を
行い、上清 0.4 mL を試験管に採取し、水を
2.6 mＬ加えて分光光度計（SHIMADZU の
UV-2550）の試料とした。100％（完全）溶
血の試料は、20%赤血球液を水で 7.5 倍に希
釈して調製した。 
 
４．研究成果 
（１）ESR スピントラッピング法を用いたヒ

ドロキシルラジカル測定法の検討 
①  DMPO-OH シグナル強度に対する
FeSO4の濃度の影響 
 DMPO-OH アダクトのシグナル強度
（Mn2+に対する相対強度）は FeSO4 の濃度
の増加に伴い減少し、FeSO4 を 2.5 mmol/L



まで増加させると、DMPO-OH アダクトのシ
グナルはほとんど検出されなかった。 
 しかし、低濃度領域について、より細かく
濃度を変化させたところ、FeSO4 の濃度が
0.06 mmol/L まではシグナル強度は濃度の増
加に伴い増加していることが確認された。す
なわち、FeSO4 の濃度がある一定量までは、
Fenton 反応により産生した・OH が DMPO
とアダクトを形成し、ESR で測定可能である
が、FeSO4 が高濃度になると DMPO-OH ア
ダクトが消失、もしくはアダクトが形成され
ていないことが確認された。これにより、
DMPO-OH アダクトの寿命あるいは形成に
鉄が影響していることが示唆された。 
 この原因として、Fenton 反応で産生され
る・OH 量そのものへの影響、DMPO と・
OH アダクト形成過程への鉄の影響、形成さ
れた DMPO-OH アダクトへの鉄の影響
（DMPO-OH アダクトの還元）が考えられる。 
 Fenton 反応において産生される・OH 量に
ついて、FeSO4濃度変化による影響を検討す
るため、デオキシリボースの・OH による分
解物をチオバルビツール酸法により測定し
たところ、FeSO4濃度 1 mM まではデオキシ
リボースの分解物の上昇が認められた。この
ことから、FeSO4濃度 1 mM までは FeSO4

濃度の増加に伴う・OH の増加が示唆された。
従って、FeSO4 濃度増加に伴い DMPO-OH
アダクトが検出されなくなる原因に、・OH 産
生量の減少は関与していないといえる 
 また、低濃度と高濃度の FeSO4で Fenton
反応を行い DMPO-OH アダクトのシグナル
強度を経時的に測定したところ、時間ととも
にシグナル強度が減少し、高濃度の FeSO4

を用いた方が速い減少を示すことから、
DMPO-OH アダクト形成時ではなく、アダク
ト形成後に対して FeSO4 が影響を与えてい
ることが示された。 
 DMPO-OH アダクトが鉄による還元を受
け る 可 能 性 を 検 討 す る た め 、
4-hydroxy-TEMPO に FeSO4を添加し、シグ
ナル強度を比較したところ、FeSO4濃度の増
加によりシグナル強度は減少した。また、
FeSO4 を添加後の時間とともにシグナルは
小さくなることが確認された。 
 以上の結果より、Fenton 反応で鉄濃度を
過剰に増大させると、DMPO-OH アダクトの
シグナルが検出されなくなった原因として、
鉄による DMPO-OH アダクトの還元が関与
している可能性が示唆された。従って、
Fenton 反応により・ OH を発生さ せ
DMPO-OH アダクトを ESR で検出する際、
鉄の濃度に注意する必要があることが示さ
れた。 
 
② DMPO-OH シグナル強度に対する pH の
影響 
 リン酸緩衝液を用いた場合、ただの H2O
の系に比べて DMPO-OH アダクトのシグナ
ル強度の減少は遅くなった。最初のシグナル

強度を 100％とした時の経時変化をグラフに
し比べると、リン酸バッファーなしの方は時
間が経つにつれ大きくシグナル強度が減少
し、シグナル強度の半減期が約 30 分後であ
り、60 分後には約 22％残っていたのに対し、
リン酸バッファーありの方は、シグナル強度
の減少が非常に遅く 60 分後でも約 84％残っ
ていた。 
 緩衝液の pH を変化させたところ、
DMPO-OH アダクトのシグナル強度が変化
したことから、pH も重要な条件のひとつで
あることが示唆された。 
 
（２）赤血球の溶血を用いた抗酸化活性評価

法の検討 
 赤血球の溶血により漏出した Hb は、ラジ
カル発生剤として使用した AAPH と反応し
て Hb のスペクトルに別の吸収帯が現れるこ
とがわかった。すなわち、Hb スペクトルの
ピーク（540 nm、570 nm）では溶血の正し
い定量ができない事が明らかになった。あら
かじめ調製したHbにAAPHの濃度を変えて
加えてスペクトルを測定したところ 2つの等
吸収点（523 nm、590 nm）が存在する事が
わかった。 
 すなわち溶血の定量には等吸収点を使用す
ればよく、吸光度の大きい 523 nm を用いる
ことにした。 
 赤血球の溶血はAAPH 添加後60分くら
いで起こったが、水溶性抗酸化剤（アスコ
ルビン酸，尿酸，Epi-カテキン，エダラボ
ン）を加えることで溶血までの時間が延長
した。Epi-カテキン，エダラボンは用量依
存的な抗酸化作用を示さなかった。脂溶性
抗酸化剤（ α-Tocopherol、 α-Tocopherol 
acetate ， α-Tocopherol succinate ， γ- 
Tocopherol dimethylglycine）では溶血反
応を頭打ちにするという現象が見られた。 
この結果より、本手法は脂溶性抗酸化剤の
評価に使用可能であることがわかった。今
後、実験方法を更に検討し改良していくこ
とが必要である。 
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