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研究成果の概要（和文）：　近赤外光の時間分解計測を基盤として、食品・飲料・工業製品など広範囲なターゲ
ットに適用できる高精度かつ高速の抗酸化活性評価手法の開発を実施した。ファイバースポット計測とマルチチ
ャンネル光子計数法の導入により、内径1 mm のキャピラリー中の微量の試料での短時間（30 - 60秒）の計測に
より一重項酸素消去速度定数を精確に決定する技術を確立した。また、活性酸素との反応により発光体に変換す
る活性酸素検出プローブ分子の開発に取り組み、２種の化合物を得ることができたが、それぞれ合成収率や活性
酸素との反応性に難点があった。実用性を得るためには発光の長波化を含めさらなる検討が必要である。

研究成果の概要（英文）： Based on time-resolved emission (or absorption) measuring technique in 
near-infrared region, we have developed a highly-efficient method for evaluating antioxidant 
activities that can be applied to a wide range of targets such as food, beverages, and industrial 
products. By introducing the fiber-spot detection technique and a multichannel photon-counting 
method, we established a technology to determine the singlet-oxygen quenching rate constants 
accurately in short accumulation time (30 - 60 sec) with a small amount of sample in a capillary 
having 1 mm inner-diameter. In addition, we tried to develop some molecular probes detecting 
reactive-oxygen species (ROS). The probes having no fluorescence can be converted to near-infrared 
luminescent molecules by antioxidant reactions with ROS. We were able to obtain two types of probes,
 but each has drawbacks in the synthesis yield and reactivity with ROS. Further studies are needed 
to achieve the practical application.

研究分野： 反応物理化学

キーワード： 食品機能　抗酸化　一重項酸素　近赤外光　時間分解計測　微量試料　スポット　キャピラリー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　近赤外光の時間分解計測技術は、飲料・食品や天然物試料でしばしば生じる着色や懸濁などの妨害･擾乱を回
避し、活性種の経時変化を直接とらえることによる定量的な物性評価が可能である。開発した計測技術により、
野菜，果実，食品，牛乳，飲料，生体抽出物，インク・塗料，泳動ゲル・キャピラリーに展開した希少成分など
の一重項酸素消去能をわずかなサンプルで短時間に同一の基準で評価して結果を提示できる。また、本課題で開
発に取り組んだ活性酸素検出プローブの改良で実用性が得られれば、フリーラジカル消去能評価も可能な高効率
の標準評価法の一つとして学界・産業界での大きなニーズが期待できる。
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１．研究開始当初の背景 

近年の検出機器の高性能化により、近赤外領域（800 – 1700 nm）の発光や光吸収の計測技術
は急速に進歩し、様々な分野への応用が可能となった。種々の産業のサンプリング・オンライン
で実施される評価において、試料の紫外・可視部での強い光吸収や白濁による散乱が妨害となる
ケースは多く、比較的透明度の高い近赤外領域での光計測評価技術は利用価値が高い。 
本課題の研究代表者は、単一光子計数型高感度近赤外発光寿命測定装置による一重項酸素（1O2）

発光（1274 nm）の時間分解計測に基づく 1O2動態の研究を平成 16 年より開始し、平成 16-17, 
19-20 年度基盤研究(C)課題では光学的透明性が低い油滴・微細粒子分散系の天然抗酸化剤によ
る活性酸素種消去過程について、ns ~ ms 領域の時間分解吸収／発光計測による研究を実施し
た。研究成果の例として、油滴形成による 1O2寿命の増大という動的過程や、薬剤のミセル溶解
に伴う 1O2寿命の特異な変化の観測に成功した。また、近赤外域に吸収・発光を持つ新カテゴリ
ーの有機色素の物性評価やイリジウム錯体複層化 LB 膜の開発に協力し、機能性素材の近赤外域
の光物性研究を進めてきた。 

活性酸素・フリーラジカル（LOO･, LO･, HO･, 1O2, O2
･）は生体組織に傷害を与え、機能障

害や疾病を引き起こすとされ、細胞や微小器官を構成する脂質膜中や体液中に含有される抗酸
化性物質が、活性酸素種による傷害を抑制し、生体維持に寄与している。このような天然の機能
成分が含有される食品・飲料が消費者の興味の対象となり、食品機能性を科学的根拠に基づき定
量的に表示することが広く望まれている。そのため、医薬学・農学・食品化学などの分野では、
基準となる信頼性の高い活性酸素消去パラメーターと迅速で再現性・汎用性の高い抗酸化活性
評価法の大きなニーズがある 1)。申請者は、平成 23 年度科学技術振興機構研究成果最適展開支
援プログラムの支援により、「飲料・食品のための簡便・短時間で計測可能な抗酸化力評価法の
開発」を実施し、1O2発光寿命計測を基盤として飲料の 1O2消去活性を複雑な前処理無しで決定
できる方法を開発した（図 1）。その手法の基盤となる技術的特徴は、1O2 発生に mW 以下の低
エネルギーパルス光を用いると同時に高感度・高精度の単一光子計数法を発光時間変化計測に
適用したことにあり、高エネルギーパルスレーザーを使う従来法に比べ、取扱が格段に容易で試
料の適用範囲が広い。さらに、平成 22-25 年度基盤研究(C)課題において、希少な天然物試料の
評価を微量試料で行うことを目標に、反射ファイバープローブによる近赤外発光寿命スポット
計測法を開発し、φ0.4 mm のスポットで 100 μ
L の液状試料やゲル・固形試料の計測を可能にし
た。しかし、単一光子計数法では 1 測定に 10 分
以上を要するため、ルーチン測定の障害となる
だけでなく、微量試料ではやはり評価対象物質
や増感剤の計測中のダメージが避けられず、評
価の信頼性と精度が低下する。この近赤外発光
計測による 1O2 消去活性評価法を広く利用でき
る評価法とするためには、測定時間を大幅に短
縮して試料ダメージを低減する必要がある。 
近赤外光による計測技術は、飲料・食品や天然物試料でしばしば生じる着色や懸濁などの妨

害･擾乱を回避した物性評価への道を開く。例えば、野菜や果実など食品粉砕物･抽出物，牛乳や
野菜ジュース等の飲料や生体抽出物・血液などの液状試料，インク・塗料など工業製品などの評
価に、同一の基準で広く適用可能な評価法を学界･産業界に提示できる。また、活性種の経時変
化を直接とらえる時間分解計測法は、不均一系や複数の過程を含む場合に特に有用である 2,3)。
すでに、近赤外発光寿命計測に基づく 1O2消去速度定数は、最も信頼できる抗酸化パラメーター
の一つとして認められているが、さらに加えて、フリーラジカル消去の水素原子移動モデルや電
子移動モデルに基づくモデル抗酸化反応系を構築し、その計測に近赤外領域の吸収・発光を利用
する抗酸化評価技術が確立できれば、これまで困難であった着色･懸濁試料の評価が可能になる
上、新しい標準評価法の一つとして学界・産業界での大きなニーズが期待できる。申請者が協力
研究で取り扱ってきたような近赤外域に吸収･発光を示す既知の分子群の中から、励起状態で反
応活性を持つ適切なモデル抗酸化系を構築することで、それは実現可能である。 

 
1) L.K. MacDonald-Wicks, et al. J. Sci. Food Agric. 2006, 86, 2046-2056, and references cited therein. 
2) A. Boullier, et al. Biochem. 2007, 46, 5226-5237, and references cited therein. 
3) S. Oelckers, et al. J. Photochem. Photobiol. B 1999, 53, 121-127, and references cited therein. 

 
２．研究の目的 

本研究課題では、近赤外領域に吸収・発光を示す分子の励起状態や中間体ラジカル種を用いた

図 1 市販ジュース試料の
1
O2 減衰速度 kd / 103 s-1 



時間分解計測を基盤とすることで紫外・可視部の光吸収や白濁による散乱の影響を回避し食品･
飲料や工業製品など広範囲なターゲットに適用できる汎用性の高い新しい抗酸化活性評価法を
構築し、同時に短時間・高精度の計測技術を導入することで微量試料計測へ応用することを目的
とする。この技術開発により、稀少な天然物質の 1O2消去速度定数やフリーラジカル消去活性を
微量試料で短時間に効率よく計測できようになり、極微量試料や泳動ゲル・TLC 上に展開した
単離困難な微量生体成分の構造活性相関の検討が可能となる。 
 
３．研究の方法 

(1) マルチチャンネルゲーテッド光子計数法の導入による近赤外発光寿命計測の高効率化 

短時間（5 - 60 秒）で高感度に近赤外発光寿命を計測できるマルチチャンネルゲーテッド光子
計数法を導入する。従来の単一光子計数測定では、励起光 1 パルスに対し最大 1 光子を検出す
る条件で、長時間の積算（15 kHz で 10 分以上）をする。一方、マルチチャンネルゲーテッド光
子計数では、マルチチャンネルスケーラ／アベレージャが 1 パルスの光励起後に様々な遅延時
間で離散的に放出される複数の光子を 1024 - 4084 個の時間軸上ゲート（時間幅 5 ns – 100 µs
で可変）で並列に捉え、繰り返し積算で各ゲートの検出光子数を同時計数することにより短時間
（10 Hz ～ 1 kHz で 5 – 60 秒）で発光の時間変化曲線を得る（図 2）。この方法は、放射線シ
ンチレーションカウンティングや燐光寿命計測などで多くの実績があり、単一光子計数法に比
して時間分解能が劣るものの、μs 領域以降の微弱光の時間変化を高感度・高効率に計測できる
ため、本研究目標に最適である。組み立てた発光寿命測定装置で速度定数が既知の標準抗酸化剤
（ビタミン E・コーヒー酸類（ダメージ小）, カロテノイド（ダメージ大））の計測を行い、条件
の最適化と手法の評価を行う。光源・光電子増倍管・ファイバープローブ検出系等は開発済みの
ものを流用、光学部品も汎用品を採用し可能な限り低コストで実現する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 極微量試料計測を目指したマイクロフロー-スポット計測法の構築 

微量試料の評価をダメージの影響なく行うため、マイクロフロー-スポット計測法（図 3）を構
築する。マイクロ流路は、医学・薬学・生化学などの分野で微量試料のリアクター・泳動・光計
測などに応用されており、様々なパターンのプレートが比較的安価に入手できる。検出スポット
容量を 10 µL 程度に設計し低速フローすることで、計測中の試料ダメージを回避し正確な評価
ができると考えられる。φ0.1 - 0.4 mm
のファイバーでプレート上下透過方向
の発光・吸収計測の他、懸濁試料や着
色試料向けに反射計測もできる。2 液
混合流路を使用すれば、試料溶液と
1O2 増感剤溶液を独立に保持し、測定
直前にマイクロ流路上で混合すること
で、計測前の試料ダメージを最小にで
きる。検出系には、現有のマルチチャ
ンネル分光光度計・近赤外発光寿命測
定装置･過渡吸収測定装置を流用する。 
 
(3) 活性酸素をリアルタイムに検出する近赤外発光プローブの開発 

近赤外に吸収・発光を持ち抗酸化評価のプローブとなる化合物を探索し、1O2消去，フリーラ
ジカル消去，電子移動に対応する新しい評価系の構築を試みる。具体的には、500 nm より長波
の吸収・発光を持つ高発光性の有機化合物をベースに、活性酸素との反応で発光が ON-OFF す

図 3 微量試料のマイクロフロー-1O2 発光寿命スポット計測 
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ング近赤外発光寿命測定装置の構成 



る分子プローブを設計・合成する。特に、食品・飲料や生物ベースの評価を可能とするために、
水溶性のプローブ開発を試みる。プローブ特性のカギとなる発光 ON-OFF 機構は、励起状態に
おいて分子内電子移動型消光を生じさせる置換基を導入することで無蛍光の分子とし、活性酸
素が置換基を攻撃することで、分子内消光ルートが失われ発光体となる機構を応用する。 
 
４．研究成果 

(1) マルチチャンネルゲーテッド光子計数法の導入による近赤外発光寿命計測の高効率化 

既存の近赤外発光寿命測定装置（浜松ホトニクス C7990-01）にマルチチャンネルスケーラ／
アベレージャ（Stanford Research SR430, 本課題研究経費で購入）を接続、データ集積ソフト
ウエアは VB.NET を用いて自作し、マルチチャンネルゲーテッド光子計数計測を可能とした。
1O2消去速度 kQが既知の標準抗酸化剤（Tocopherol モデル，Zingerone など）・標準溶媒（エタ
ノール）において、1O2発光（1274 nm）の減衰を計測する条件の最適化とデータ評価を実施し
た。その結果、従来の単一光子計数計測では、15 kHz, 10 -20 分の積算計測時間を要したのに対
し、マルチチャンネル光子計数法では、1.2 kHz, 30 -60 秒の積算時間で十分なクォリティの時
間減衰曲線を得ることができた。総合的に、励起光パルス周波数が 1/10，積算時間が 1/10 以下
となり、サンプルの光ダメージを大幅に軽減することができた。また、光励起周波数を 1 kHz 程
度にできたことで、1O2寿命が長い有機溶媒（アセトニトリル，クロロホルムなど）の計測時間
窓を 100 µs オーダー以上に広くとることで、精度良い結果を得られるようになった。さらに、
これまで 1O2発光検出が難しかった水溶液試料でも比較的短時間で計測できるようになった。以
上のように、短時間で幅広い計測条件に適用できる実用的な近赤外発光計測法を確立できた。 
 
(2) 極微量試料計測を目指したマイクロフロー-スポット計測法の構築 

マルチチャンネル光子計数が可能となった近赤外発光寿命測定装置にファイバースポット検
出機構をセットし、マイクロフロー-スポット計測による 1O2 発光の減衰曲線からの 1O2 消去速
度定数の評価を試みた。図 3 のマイクロ流路（流路幅 0.1 mm）にファイバープローブ検出端を
セットし、光増感剤（ローズベンガル，RB）溶液をシリンジポンプ（本課題経費で購入）で注
入してレーザー照射して 1O2発生させ、1O2発光の減衰曲線の測定を行った。計測条件の最適化
を試みたが、十分な成果が得られなかった。ファイバーの光スポット径に対し流路幅が小さく、
検出領域の溶液量も少ないことで、検出される発光が少ないと考えられる。 

そこで、内径 1 mm のキャピラリーに試料溶液を注入してファイバー計測を試みた（図 4）。
キャピラリー内の試料溶液を
シリンジポンプでプッシュし
て移動させ観測スポットの液
をリフレッシュする方法で、20 
µL の試料で十分なクォリティ
のデータが安定して得られ、モ
デル抗酸化剤の一重項酸素消
去速度定数を精確に決定する
ことができた。キャピラリーな
らば、油滴測定で起こる形状の
変化や溶媒の蒸散の影響がな
く安定した測定が可能である。 
マルチチャンネル光子計数とスポット計測の組み合わせで RB をドープしたアガロースヒド

ロゲル中の 1O2発光の減衰，抗酸化剤の 1O2消去速度定数について検討した。1O2発光が微弱で
1O2消去速度定数を決定することは困難であったが、これはヒドロゲル製作過程の加熱により溶
存酸素量が低下することが原因で、ゲル製作後に酸素をパージして 1 日置くことによって 1O2発
光強度がある程度回復する。マルチチャンネル光子計数による積算時間の短縮化で、試料ダメー
ジの影響は防ぐことができた。 
 
(3) 活性酸素をリアルタイムに検出する近赤外発光プローブの開発 

500 nm に sharp な吸収（ε ~ 105 M-1cm-1）を持ち強い蛍光を示す BODIPY（図 5a）を分子
コアブロックとし、電子移動型消光が確認されているマレイミド（MI）をメソ位（図 5b）また
は橋頭位（図 5c）に直接接続することで無蛍光性となる分子を設計した。MI は二重結合部で
ROS を効率よく補足することが分かっており、設計した分子が MI 置換基で ROS を補足して構
造変化すると消光が解消され、蛍光性分子に変換されるはずである。単純な合成ルート（省略）
にもかかわらずかなり難航し、結果としてメソ置換体 5b は得られず、図 5c の化合物を少量（11 
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図 4 マルチフォトン光子計数計測による 1O2 発光減衰曲線（1274 nm，
左）とキャピラリー・ファイバースポット検出による微量計測（右） 



mg）単離することに成功した。
5c は、吸収極大 514 nm，無蛍光
であった。過酸化水素等の化学
酸化で、524 nm の蛍光を発す
ることから、設計通りの分子性
能が実現されている。 
さらに、一重項酸素を特異的

に検出できるプローブ（図 6）の
合成を試みた。BODIPY にアン
トラセン（AN）置換基が付加す
ると分子内電子移動により蛍光
が消失する。AN は 1O2をエンド
付加体として補足することがで
きるので、BODIPY-3 は 1O2 存
在下では蛍光が回復すると予測できる。合成着手後に、（スルホ置換基のない非水溶性の）同様
の分子が報告されたが、本研究のターゲットである食品・飲料の抗酸化評価に適した水溶性を付
加することで新規性を目指した。試行錯誤の結果、スルホ置換基導
入前の前駆体の合成ルートを確立し、生成物 100 mg を得ることが
でた。この前駆体プローブは、コアブロックの BODIPY に対して、
蛍光量子収量がエタノール中で 1/10 以下となり、分子内電子移動に
よる蛍光消光機構を持つ活性酸素プローブとしての設計性能を有し
ていた。一方で、溶媒極性により蛍光量子収量が大きく変化するこ
とから、プローブとして使用可能な溶媒が限定されることもわかっ
た。一方、1O2添加試験においては、必要とする反応効率が得られず、アントラセン置換基周辺
の立体障害の制御が分子設計に必要であることが示唆された。この前駆体にスルホン酸ナトリ
ウム置換基を付加することで高い水溶性を有するプローブ化合物の合成を試み、最終生成物を
得ることができた。この水溶性プローブは、精製が困難ではあるが、予備検討の結果、前駆体が
有機溶媒中で示す光物性挙動と同様の性質を水溶液中で示し、水系溶媒でプローブとして機能
すると考えられる。以上のように、一定の成果が得られたものの、本課題の目標に到達するには、
置換位置の制御，吸収・発光の長波化などの検討をさらに進める必要がある。 
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