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研究成果の概要（和文）：本研究では、抗酸化能の強さを画像として捉え、さらには抗酸化物質の局在を可視化できる
化学発光イメージング技術の開発を行った。本法は、抗酸化物質と電子伝達体であるキノンとの間の酸化還元反応に伴
って生じる化学発光を CCD カメラにより撮影するという原理に基づいている。マイクロプレートのウェル中の試料に
、キノン及びルミノールを添加してから生じる発光を画像撮影して解析することで、多数の試料の抗酸化能を一斉に評
価することが可能であった。さらに、食品の切片試料について化学発光イメージングを行ったところ、特徴的な化学発
光強度の偏りが観察され、強い発光を与えた部位に抗酸化物質が集積していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：A chemiluminescence imaging system for the evaluation of antioxidative capacity 
was developed. This chemiluminescence imaging system is based on the generation of reactive oxygen 
species through the redox reaction between quinone and antioxidant, followed by detection of the 
generated reactive oxygen by luminol. Intense chemiluminescence was observed by mixing of quinone and 
antioxidants such as L-ascorbic acid in the presence of luminol, and the chemiluminescence intensity was 
proportional to the concentration of the antioxidant. This chemiluminescence imaging system could be used 
for the simultaneous evaluation of antioxidative capacities of various food samples. Additionally, the 
proposed imaging system allowed the visualization of localization of antioxidant on the food slice.

研究分野：分析化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 アスコルビン酸をはじめとする抗酸化物
質は、活性酸素による酸化ストレスから生体
を防御する機能を有することから、生体にと
って有用な化合物である。近年では抗酸化効
果を標榜する機能性食品が数多く市販され
ているほか、実際に様々な食品について抗酸
化作用による健康維持効果が認められてい
る。このようなことから、効率的な抗酸化食
品の有効性評価や食品等の天然資源からの
有用な抗酸化物質の探索に応用可能な抗酸
化能の測定法が必要とされている。しかしな
がら、現在用いられている抗酸化能測定法の
多くは、感度と選択性に劣る吸光光度法に基
づく方法であり、１検体の測定に比較的時間
と労力を要することが問題となっている。さ
らに、測定の際には試料を粉砕しそのホモジ
ネートを用いるため、試料中のどの部位に抗
酸化物質が多く存在しているかの分布情報
が消失してしまう問題があった。そのため、
たとえ高い抗酸化能を有する物質が存在し
ても、その含有量が微量の場合、従来の測定
方法では検出されない欠点があった。敢えて
抗酸化物質の組織局在を調べる際には、予め
試料を細かく分割し、その後にそれぞれの部
位について抗酸化能を測定する必要がある
ことから、食品からの抗酸化物質の効率的な
探索は非常に困難であった。  
 
２．研究の目的 
 
 そこで本研究では上記の問題を克服する
べく、多数の試料の抗酸化能を画像として一
斉に撮影後、画像解析を行うことで抗酸化能
を迅速かつ高感度に評価する手法の開発を
行うとともに、試料を直接イメージングして
抗酸化物質の組織分布を可視化することに
より試料中で抗酸化能が高い部位を検出す
る手法の開発を行った。 
 我々はこれまでに、抗酸化能に由来する化
学発光を画像として検出するイメージング
技術へと応用可能な反応を確立してきた。そ
の内容とは、図１に示すように、キノンに還
元剤（抗酸化物質）及び化学発光試薬ルミノ
ールを添加することで、長時間持続する強い
発光が生じるというキノンの酸化還元サイ
クルを利用する化学発光反応である。 

 

 
 

 この反応において、強い還元力を有する化
合物ほど強い発光を与え、また還元剤濃度と
発光強度との間に定量性があることを見出
した。還元力を有する化合物は活性酸素によ
る酸化を抑制することから優れた抗酸化能
を示す。したがって、本発光反応を利用する
ことで、抗酸化能を効率的に測定可能である。
本化学発光反応は、抗酸化能の効率的な測定
を可能とし、かつ、安定した発光を与えると
いう特徴を有するため、長時間持続する発光
が必要とされる化学発光イメージングに特
に適している。本研究では、本化学発光反応
技術と高感度 CCD カメラを装備した撮影装
置による化学発光イメージング技術とを組
み合わせることにより、マイクロプレートア
レイによる試料の抗酸化能の一斉測定と抗
酸化物質の分布や動態を高精度に可視化計
測し得る技術の開発を試み、以下の２点を軸
として研究を展開した。 
 
（1）多数の試料が有する抗酸化能を一斉・
迅速に評価できる発光画像解析測定法を開
発する。さらに、開発した測定法を食品の抗
酸化能スクリーニングへと応用することで、
強い発光を示した食品（≒優れた抗酸化能を
有する食品）を明らかにする。  
（2）抗酸化物質の組織学的位置情報を検出
する組織画像測定法を開発する。（1）で強い
発光を示した食品について、試薬を添加した
スライス切片を直接イメージングし、強く発
光する部分（≒効果的な抗酸化物質を多く含
む部分）を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 多数の試料の抗酸化能の迅速評価法 
 マイクロプレートのウェル中の抗酸化物
質溶液に、ルミノール及びキノン溶液を順次
添加後、冷却 CCD カメラを搭載した化学発
光画像撮影装置内部にプレートを設置し、各
ウェルから生じる化学発光を画像として撮
影する。次に、食品試料についてフードプロ
セッサーを用いて破砕後、その上清を水で希
釈してからプレートのウェルに入れ、ルミノ
ール及びキノン溶液を添加することで生じ
る発光を同様に画像測定する。得られた画像
を解析して各ウェルの発光強度を抗酸化能
の強さとして評価を行う。 
 
(2) イメージングによる抗酸化能の分布解析 
 食品試料について、厚さ数 mm 程度の切
片を作製し、これをルミノール溶液に数分間
浸す。その後、取り出した切片にメナジオン
溶液を添加した後で、そのまま画像撮影装置
内部にセットし、食品切片から生じる発光を
撮影する。得られた画像について強い発光が
観察される部位を解析することで、強い抗酸
化能を有する化合物が多量に存在している
食品中の部位の特定を行う。 
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図１．キノンの酸化還元サイクルによる化学発光 



４．研究成果 
 
(1) 多数の試料の抗酸化能の迅速評価法 
 典型的な抗酸化物質であるアスコルビン
酸標準溶液を入れたマイクロプレートのウ
ェルに、ルミノール及びキノンの１種である
メナジオンを順次添加した後で生じる発光
を CCD カメラにより撮影した。その結果、
ウェル中で生じた発光を画像として撮影可
能であり、その発光強度もアスコルビン酸の
濃度の増加とともに増大することが確認さ
れた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 そこで、より効率よく発光を取得できるよ
う各種測定条件の最適化を行った。最初に、
最低冷却温度の異なる２種類の CCD カメ
ラ (-30 ºC及び -60 ºC) を比較した結果、よ
り冷却能力の高い CCD カメラほど高い発
光が得られ、微量の抗酸化物質でも検出する
ことが可能であった。次に、添加するキノン
の種類の検討を行ったところ、メナジオンや 
9,10-フェナンスレンキノンといった酸化還
元活性が高いとされているキノンを用いる
ことで強い発光が得られることが明らかと
なった。また、測定時間についても検討を行
ったところ、画像撮影時間を長くすることで
得られる発光強度は強くなる傾向にあった
が、同時にバックグラウンド発光も上昇する
ことから感度は低下し、結果として 5 分間と
いう比較的短い測定時間の方が高感度であ
るという結果となった。反応条件の検討後の
アスコルビン酸標準溶液の検出下限 (blank + 
3SD) はおよそ 2 µM であった。 
 次に、果実や魚介類といった食品試料のホ
モジネートについて、本法により発光測定を
行った。その結果、いずれの食品試料につい
てもルミノール及びキノンを添加後に発光
が観察され、これらの食品が抗酸化物質を含
んでいるという結果が得られた。本研究で検
討を行った果実試料の中では、ミカンやイチ
ゴが比較的強い発光を示すという結果が得
られた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 本研究で開発した手法は 96 ウェルマイク
ロプレートを用いる場合、最大で 96 個の試
料の抗酸化能を一斉に測定可能であること
から、迅速に多数の試料の抗酸化能を評価す
る手法として適していると考えられる。 
 
(2) イメージングによる抗酸化能の分布解析      
 (1) の実験で強い発光を与えた食品試料の
スライス切片をルミノール溶液に数分間浸
した後、メナジオン溶液を添加してから画像
撮影装置にセットし、切片から生じる発光を
撮影した。その結果、いずれの食品試料につ
いても切片上から発光が観察され、さらに特
徴的な化学発光強度の偏りが生じているこ
とも明らかにされた。例えば、イチゴの可食
部の縦断面試料においては中心部の髄と呼
ばれる白色の領域において強い発光が観察
された（図４矢印の部位）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また、ニンジンの輪切り切片については維
管束と考えられる部位の内部領域で強い発
光が観察された（図５矢印）。さらに、ニン
ジンの縦断面切片より得られた化学発光画
像を解析したところ、肩部と比較して先端部
付近でより強い発光が観察されるという結
果となった（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．アスコルビン酸標準溶液の化
学発光画像 

図３．食品ホモジネート希釈水溶液の化学発
光画像 

図４．イチゴ可食部の縦断面切片の自然光画
像及び化学発光画像 

 

図６．ニンジンの縦断面切片の化学発光画像 
 

図５．ニンジンの輪切り切片の自然光画像及
び化学発光画像 

 



 したがって、本法により得られる化学発光
強度の偏りは植物の成長・変化に伴う抗酸化
成分の局在を反映して可視化していること
が示唆された。また、植物由来の食品に加え
て魚類であるキビナゴを背開きした試料に
ついて化学発光イメージングへと応用した
ところ、頭部近辺が他の部位よりも強い発光
を与えるという結果となった。本法により強
い発光が観察された部位に抗酸化物質が集
積していると考えられることから、発光した
部位を採取し、その内在成分を質量分析装置
等により解析することにより、食品からの有
用な新規抗酸化物質を発見できると期待さ
れる。 
 以上のように、本イメージング手法は比較
的試料の形状を維持したままでの抗酸化能
の測定が可能であり、食品中に含まれる新た
な抗酸化物質の探索や抗酸化物質が植物の
成長・変化に与える役割を明らかにするため
に有用な手法であると考えられる。 
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