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研究成果の概要（和文）：食品などの混合成分の抗酸化活性を分析するためにHPLC-ESRシステムを構築した。このシス
テムはHPLCカラムで分離した成分の濃度に関する情報を光吸収スペクトルで得るとともにESRシステムにより溶出成分
の抗酸化活性をオンライン分析で評価することができる。また、ESRクロマトグラムのピーク強度と面積強度は、カラ
ム溶出成分のスーパーオキシドアニオンラジカル消去活性および濃度に依存することから、青果物および食品などの混
合系試料の抗酸化活性評価とそれに含まれる高活性成分の探索が可能となる。この装置を用いて測定したESRクロマト
グラムの線形シミュレーションにより抗酸化活性の定量評価法の確立を行った。

研究成果の概要（英文）：Recently, we have developed flow-injection-ESR and HPLC-ESR systems special for 
quantitative spin-trapping ESR detection of the superoxide radical by using DMPO, as a spin-trapping 
reagent. The flow-ESR techniques were employed to explore potent superoxide radical scavengers involved 
in foods. In the present study, HPLC-ESR measurements were made for water-soluble components of foods. 
The determination of antioxidant activity was calculated using ESR line simulation.

研究分野： 分析化学

キーワード： 流通系ESR　HPLC-ESR　抗酸化活性　スーパーオキシドアニオンラジカル　コーヒー酸換算値　FI-ESR　
青果物　ガウス線形シミュレーション
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１．研究開始当初の背景 

近年、食品中の ROS 消去活性を系統的に

数値化する研究が行われている 1)。ROS消去

活性の数値化は、ROSモデルラジカルとして

安定ラジカルとして観測するDPPH法 2)とス

ーパーオキシドアニオンラジカル(O2-・)とヒ

ドロキシルラジカル(・OH)を測定対象とする

ESR法による方法がある。ESR法では、・OH

と O2-・を区別して検出できるスピントラピ

ング法が応用されている。しかし、ESR法は

乏しい定量性と再現性が原因で、食品の ROS

消去活性法として認識されていない。 

ROSのスピントラッピング ESR法に特化

した流通型 ESR 法が開発されたことで、食

品成分の ROS 消去活性成分の評価法として

確立されつつある。食品成分は混合成分であ

るために、成分を分離し各成分の抗酸化活性

の評価が必要である。我々は青果物中の抗酸

化活性を評価するために HPLC 分析装置と

ESR装置を融合したHPLC-ESR装置を新規

に開発した 3)。 

２．研究の目的 

HPLC 分析装置と ESR 装置を融合した

HPLC-ESR 装置を開発し、この装置を用い

て、青果物に含まれる水溶性および脂溶性成

分の抗酸化活性成分を探索し、高活性成分の

分子構造を NMRおよび質量分析を用いて明

らかにする。また、得られた ESR クロマト

グラムの線形、ピーク強度および面積強度を

速度論的に解析する。 

３．研究の方法 

菜の花の可食部を 3 倍量の超純水と共にミキ

サーで粉砕した。酵素を失活するために 80℃で

30 分間加温処理後に残渣を濾別して菜の花の

水溶性成分を調製した。他の青果物についても

同様の方法で水溶性成分を得た。この水溶性

成分を凍結乾燥後、リン酸緩衝液(pH 7.4)を加

えて測定に用いた。HPLC-ESR の測定サンプ

ルには、1ml (50 mM PB, pH 7.4)になるよう

に調製した。HPLC 分析には GPC カラム 

(TOSOH, G3000PW) を使用し、カラム溶出

液の光吸収スペクトルを PDA 分光器で記録

した。HPLC-および FI-ESR システムは

X-band ESR 分光器  (TE-30, JEOL) と

HPLCシステム (Shimazu LC-10AT)で構成

され、流通系における O2-•の生成反応にはリ

ボフラビン(Rf)の光還元反応を採用した 4)。 

４．研究成果 
我々は青果物などの水溶性成分の抗酸化

活性を評価するために、スーパーオキシドラ
ジカルの定量的な検出に適した流通型 ESR

法を研究してきました。HPLCカラムの溶出
成分の O2-・消去活性をオンライン分析する
HPLC-ESRシステムを構築した。Fig.1に示
すように本システムは、HPLCカラムで分離
した成分の濃度に関する情報を光吸収スペ
クトルで得るとともに、ESRシステムにより

溶出成分の抗酸化活性をオンライン分析を
行うことが可能である。 

Fig.1, HPLC-ESRシステム図 

 

Fig. 2, DMPO/O2の ESRスペクトル 

 

HPLC ポンプは、FI システムのキャリア

ー溶液であるリン酸緩衝溶液 (50 mM PB, 

pH 7.4)を供給する。HPLC のカラムは、GPC

カラム(東ソー，TskG3000PW)であり、ポリ

フェノール類に関して親和力が高く、植物由

来のフェノール系物質の分離に適している 5)。

カラム溶出液は、紫外・可視吸収セルを経由

して、ST (スピントラッピング)のミキサーに

流入する。他のポンプから、DMPO および

EDTA の混合溶液をミキサーに供給した。カ

ラム成分と ST 試薬の混合液は、流通系光照

射セルを通過する間にDMPO/O2ラジカルを

生成し、ESRユニットに到達する。このセル

の流路を反応溶液が通過する 2秒間で生成し

た O2-・ラジカルは DMPO に補足されて、0.7

秒以内にESR扁平セルに到達する。Fig.2は、

DMPO/O2 ラジカルの ESR スペクトルであ

る。窒素核 (I=1) による 3本分裂がさらに 2

個の水素核で分裂した等強度の 12 本線の微

細分裂が観測された 6)。このピーク位置に外

部磁場を固定して、時間変化 ESR を記録す

るとカラム溶出成分の活性と濃度を反映す

る ESR クロマトグラムが得られる。

HPLC-ESR システムのカラムと光吸収モニ

ターをバイパスすると FI-ESR 装置となり、

インジェクションバルブから注入した試料

の抗酸化活性に応じてDMPO/O2の濃度が減

少し、その減少率が 50 %に達する抗酸化物

質の濃度 (ID50)が評価できる。本研究では

HPLC-ESR 分析を青果物の成分の抗酸化活

性評価に応用するために、その基礎研究とし

て ESRクロマトグラムの線形、 ピーク強度

および面積強度等を速度論的に解析し、その

結果を基に実試料の ESR クロマトグラムの

解析を試みた。 

aN = 1.41 mT
aHa = 1.14 mT
aHb = 0.12 mT
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今回の研究では、O2-・の 2次反応速度定数 

(ks)3) および、ID50 値等が既知であるコーヒ
ー酸(CA)とクロロゲン酸 (CGA)を基準物質
とした。 

Fig.3, 2種類の標準試料 

 

CA および CGA を 0.25 mM ずつ混合した
試料を mixture1とし, 0.13 mMずつ混合し
た溶液を mixture2とした。 

mixture1と 2の総抗酸化活性は、CAおよ
び CGAの ID50値から、式 1 より算出した。 

 

[CA]eq.MIX=[CA]0+[CGA]0xID50mM(CA)/ID5

0 mM (CGA)・・・(1) 

 

Mixture 1の加成則から得られた値は 460 

mM, FI-ESR から求めた値は 421 mM, 

mixture 2はそれぞれ 229 mM, 210 mMとな
り、加成則から求めた CA 換算値と FI-ESR

から求めた混合溶液の CA 換算値は 10 %の
誤差範囲で一致した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4, 競争反応に基づくシミュレーション 

(CA 0.25 mM) 

 

Fig. 4は CAを 0.25mMに調製した溶液を
カラムにロードして得られた HPLC-ESR ク
ロマトグラムである。上に凸の曲線が CAの
濃度に換算した溶出曲線である。CA の溶出
曲線のピーク濃度とCAの ID50値から式 2よ
り、ESRクロマトグラムのピーク消去率の計
算値 (calYp)は、61 %と算出され、これは実測
の obsYp (61 %)と良好に一致しました。 
CalYt = 100-[100/(1+[Ct]/ID50)]・・・(2) 

ESRクロマトグラムの線形は、スーパーオ
キシドラジカルに対する DMPO と抗酸化物
質の競争反応を反映していることが確かめ
られました。 

次に、この ESR クロマトグラフを濃度と
ID50値が未知の溶出成分と見立てて、その定
量的な解析を試みた。まず、CA を基準物質

として、式 3 より、その ID50値と ESRクロ
マトグラフのピーク消去率 obsYp から、ピー
クにおける CA換算濃度（pCAeq）を求めま
す。 

calYp=100-[100/(1+[CA]p eq./ID50)]・・・
(3) 

cal Yp =obsYp x exp (-In (2) (t-tr)2/2)・・・
(4) 

Fig. 5,ガウス線形シミュレーション(CA 0.25 

mM) 

 

次に、式 4より()を適化してガウス線形と
して ESR クロマトグラフを再現すると、赤
色破線のように良い一致が得られた。さらに
ガウス曲線を積分すると、ESRクロマトグラ
ムに寄与した抗酸化物質の総量を CA換算濃
度として数値できる。この解析方法であれば、
ESR クロマトグラムのピーク強度と面積強
度から、カラム溶出成分の抗酸化活性を CA

換算濃度として数値化できることが分かっ
た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6, ガウス線形シミュレーション (CA, 

CGA 0.25 mM) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7, ガウス線形シミュレーション (CA, 

CGA 0.13 mM) 
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菜の花

チンゲン菜花

ほうれん草

ブロッコリ

Amino acids
Nucleic acids

Asc

Cinnamic acid
derivative Metals (Cu (II))

Flavonoids

Total CAeq. (mM)
HPLC-ESR

290

289

212

173
Mixture1 Mixture 2

Compound CA CGA CA CGA
Concentration (mM) 0.25 0.25 0.13 0.13

PeakobsYp (%) 61±4.2 53±4.2 48±4.0 36±4.0
Peak [CA]peq. (mM) 4.8 3.2 2.2 1.7

[CA]eq. (mM) 228 190 98 101
Total [CA]eq. (mM)

418 199
HPLC-ESR

Total [CA]eq. (mM)
421 210

FI-ESR

Peak No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Total Total 

RT (min) 8.7 9.8 10.7 11.4 13.5 16.6 19.4 21.3 23.2
[CA]eq. (mM) [CA]eq.(mM)

HPLC-ESR FI-ESR 
Yp (%) 79 21 49 47 47 16 23 15 3 --- ---

[CA]eq. (mM) 164 8 26 27 29 8 21 6 2 290 298

比活性 (%) 57 3 9 9 10 2 7 2 1 --- ---

次に混合系試料でのガウス線形シミュレ
ーションを行った。Fig. 6および Fig. 7より、
CAと CGAの等モル混合試料 Mixture1と 2

の ESRクロマトグラムには溶出時間 20.4お
よび 23.8 分に CA と CGA の ESR クロマト
グラムが観測され、CGA に比べて抗酸化活
性が高い CAの方が、ESRクロマトグラムの
ピーク強度 Yp が高いことが明らかになった。
CA と CGA のピーク強度から、それぞれの
CA換算濃度を 4.8、3.2 mMと求め、ガウス
線形でフッティングすると、これらの破線の
シミュレーション線形が得られ、その積分強
度から、CA 換算濃度を求めた。さらに、そ
れらの和として、mixture1 および 2 の抗酸
化活性の総和を CA換算濃度として、それぞ
れ 418 および 199 mM と算出しました。
mixture1 と 2 の抗酸化活性を FI-ESR で評
価して求めた CA換算濃度は、それぞれ、412

および 210 mMであり、ESRクロマトの実験
値と良い一致が認められた。この結果は、
ESR クロマトグラムの強度解析から未知試
料の抗酸化活性を CA換算濃度として評価で
きることを支持している。 

 

Table 1. 混合系試料の ESRクロマトグラ
ムのガウス線形シミュレーション結果 

 

菜の花の水溶性成分の HPLC-ESR 測定結
果を Fig. 8示した。菜の花の UV クロマトグラ
ムには 10.7, 13.5, 16.6, 21.3分に主要なピーク
が観測された。ESRクロマトグラムには8.7, 10.7, 

11.4, 13.5, 19.4分に主要な抗酸化活性が認め
られた。 

Fig. 8, 菜の花の水溶性成分のHPLC-ESRク
ロマトグラム 

 

これは、ESR クロマトグラムのピークと
UV クロマトグラムが一致しないのは O2-・
を消去する物質は限定的であることを意味
している。ESR クロマトグラムの面積強度をコ
ーヒー酸換算値 (CAeq.)として数値化したとこ
ろ、各ピークの CAeq.はそれぞれ 164, 26, 

27,29,21 mMであり、8.7分および 13.5分に溶
出する成分が菜の花の抗酸化活性に大きく寄
与していることがわかった。抗酸化活性成分を
分取後にNMRを測定したところ、10.7分はアス
コルビン酸 (ACS)、13.4 分は Tyr などのアミノ

酸、19.7分はフラボノイド誘導体が含まれている
ことが明らかになった。ピーク 1 は分取後に
77-K ESRを測定した結果、遷移金属イオン
が含有していることが分かった。ESR線形シ
ミュレーションの総和を求めたところ 290 

mM となり、FI-ESR 法で求めた混合試料の
抗酸化活性と良好に一致しました。また、総
抗酸化活性と各ピークの活性の比から、各成
分の比抗酸化活性がこのように解析できた。 

 

Table 2. 菜の花の水抽出溶液に含まれる 

主要な抗酸化活性成分の O2-・消去活性評価 

 

次に他の青果物についても HPLC-ESR を測
定し、ESRクロマトグラムをガウス線形でシ
ミュレーションし、CAeq.としてまとめた 

(Fig. 9)。 

 

Fig. 9, 青果物水溶性成分に含まれる抗酸化
活性成分の内訳  

 

菜の花の HPLC-ESR 測定結果から、metal

の活性が大きく、チンゲン菜花は metalより
も桂皮酸骨格を有する成分の関与が大きい
ことが判明した。ほうれん草には、フラボノ
イド類が含まれていることが明らかになっ
ており 7)、それら活性が大部分をしめている
ことが分かった。ブロッコリはフラボノイド
でも桂皮酸でもなくmetalが活性に寄与して
いることが明らかになった。HPLC-ESR よ
り求めた CAeq.と FI-ESR からもとめた
CAeq.が良好に一致していることが明らかに
なった。ESRクロマトグラムをガウス線形で
シミュレーションをすることで、未知試料の
抗酸化活性物質の定量的評価が可能になり
ました。  

これまでに、青果物等の水溶性成分の抗酸
化活性について、主要な抗酸化活性成分の寄
与を定量的に評価した研究例は無く、
HPLC-ESR法の応用研究が期待できる。 
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