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1. はじめに 

生体内では，代謝の過程や紫外線の暴露等により，OHラ
ジカル・一重項酸素・酸素アニオンなどの活性酸素種が生

成する。これらの活性酸素種は，酸化ストレスとなり発ガ

ンを引き起こすことが知られている。このため，活性酸素

種を除去する機能を持つ抗酸化物質を含んだ食品が付加価

値の高い食品として注目され，抗酸化作用の評価に関する

需要が高まっている。活性酸素除去能の測定法としては，

DPPH（2,2-ジフェニル-1-ピクリルヒドラジル・ラジカル）
の除去能を分光測定する方法(1)，フルオレセイン等の蛍光物

質の酸化度を測定する方法（ORAC法）(2)，活性酸素由来の

ラジカルを電子スピン共鳴（ESR）で測定する方法(3)(4)など

がある。 
ESR 法では，一定量のラジカルが生成できる溶液に，抗

酸化物質を含む試料を加え，発生するラジカル量が減少す

れば，抗酸化性があると評価できる。一定量のラジカルが

生成できる溶液には，活性酸素種を発生させる物質（たと

えば過酸化水素）と，活性酸素種を安定で長寿命のラジカ

ルに変換するためのスピントラップ剤を含んだ溶液を用い

る。また，ESR 法は活性酸素を発生させる物質を選択する
ことによって，特定の活性酸素種を生成させて測定できる

こと，実際の生体内での反応系に近いことなどの理由によ

り正確な評価法として期待されている。 
ESR 法において，活性酸素種である OH ラジカル生成の

ために，水銀ランプからの紫外線を過酸化水素水に直接照

射する手法が用いられている(3)(4)。しかし，抗酸化物質の一

種であるフェノール類の中には，300 nm以下の紫外線を吸
収し電子を放出するものがある(5)。放出された電子は，過酸

化水素と反応し，OHラジカルを再生するため，正確な評価
ができない。そこで，抗酸化物質の吸収がない波長領域の

紫外線を過酸化水素水に照射し，OHラジカルの消去能を評
価するためのシステムを検討した。 

2. 実験方法 

予備実験において，水銀ランプの光を分光器で選択し光

ファイバーで照射したが，光量が弱く，過酸化水素を分解

できる波長が限られており，適当な波長の光を効率よく照

射できなかった。このため，紫外線領域でも連続した波長

域の光を得られるキセノンランプに光学フィルターで透過

した光を使用することとした。 
ポリフェノール類などの抗酸化物質の 300 nm以下の紫外

線の吸収を抑制するためには，300 nm以上の波長の光を照
射する必要がある。そこで，ESR 装置の紫外線照射システ
ム用のフィルターのうち，U360もしくは B370（ともに，透
過波長：300 ~ 400 nm）を使用することとした。 
図 1に，OHラジカル消去能測定システムの概略図を示す。

活性酸素種を発生させるための過酸化水素と，スピントラ

ップ剤 DMPO（5,5-ジメチル-1-ピロリン-N-オキシド）の水
溶液と抗酸化物質（例えば，ヒドロキノン）の水溶液を試

料混合装置により，ESR キャビティー内にセットしたフラ
ットセルに導入した。このセルにキセノンランプからの紫

外線を照射して，OHラジカルを発生させた。抗酸化物質に
よる紫外線の吸収を避けるため，フィルターU360もしくは
B370を使用し，300 ~ 400 nmの UV光を選択的に照射した。
生成した OH ラジカルは DMPO でスピントラップし，
DMPO-OHラジカルとして ESR（日本電子製：JES-FA2）で
観測した。DMPO-OHの生成量は，抗酸化物質の添加により
減少する。過酸化水素と DMPOの濃度を変化させて，ヒド
ロキノンの添加量の増加に伴って DMPO-OH の生成量が減
少する条件を検討した。 
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3. 結果及び考察

 過酸化水素 : 2.5 mM, DMPO:200μMでのヒドロキノン添
加による DMPO-OH の生成量の変化を図 2に示す。横軸に
ヒドロキノン濃度，縦軸にヒドロキノンを添加しない場合

の DMPO-OHの ESRスペクトルの強度（［DMPO-OH］0）に

対するヒドロキノン添加後の DMPO-OHの ESRスペクトル
の強度（［DMPO-OH］ｔ）の比をとり，生成量の変化とした。 
 ヒドロキノンの添加量が 1~5μMでは，ヒドロキノンの
添加量の増加によりむしろDMPO-OHの生成量が増加した。
この条件では，OH ラジカルの生成量が DMPO の濃度に比
べて高すぎるため，ヒドロキノンがない状態で DMPO-OH
が OHラジカルと反応して減少していた，と考えられる（反
応式２）。ヒドロキノンを少量添加すると，DMPO-OHと反
応していた OH ラジカルの分だけがヒドロキノン(HQ)と反
応して，見かけ上 DMPO-OHが増加した，と推測される。 
＜OHラジカルの反応＞ 
OH + DMPO    → DMPO-OH ....................................... (１) 
OH + DMPO-OH → Product ............................................ (２) 
OH + HQ       → HQ-OH ............................................. (３) 

過酸化水素 : 1 mM, DMPO : 200μM 及び過酸化水素 : 1.25
mM, DMPO:500 μM でのヒドロキノン添加による

DMPO-OHの生成量の変化を図 3に示す。いずれも，ヒドロ
キノンの添加量の増加に伴い，DMPO-OHの生成量が減少し
ている。また，DMPOの濃度が高い方が DMPO-OHの減少
効率が低下する。 
以上の結果から，U360フィルターで波長選択した場合，

過酸化水素:1~1.25 mM, DMPO:200~500 μMで，ほぼ正確な
抗酸化能の評価が可能と考えられる。今後は，この条件を

用いて，他のポリフェノール類や食品抽出物に対して抗酸

化能の評価を検討する。 
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図 2.  過酸化水素:2.5 mM, DMPO:200 μM, Filter:U360での 
ヒドロキノン添加による DMPO-OHの生成量の変化 

図 3.  過酸化水素:1-1.5 mM, DMPO:200-500 μM, Filter:U360での 
ヒドロキノン添加による DMPO-OHの生成量の変化 

図 1.  OHラジカル消去能測定システムの概略図 
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