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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・酸素分子アニオンなどの活性酸素

種が生成する事が知られている。これらの活性酸素種は，

酸化ストレスとなり発ガンや疾病の原因になる事から，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，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），活性酸素由来のラジカルを電子スピン共鳴

（ESR）で測定する方法などがある。

　ESR法は，活性酸素種の発生源とラジカルを捕獲するス

ピントラップ剤を含んだ溶液に試料の水溶液を添加し，光

照射等で生成した活性酸素種のESRスペクトルを測定する。

試料の添加により，生成する活性酸素種由来のラジカル量

が減少すれば，抗酸化性があると評価される。この様に，

ESR法は特定の活性酸素種を生成させて測定できる，実際

の生体内での反応系に近い等，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，OHラジカル生成のために，ほとんど

の研究例では，水銀ランプの紫外線を過酸化水素水に直接

照射している。しかし，抗酸化物質の一種であるフェノー

ル類は，水銀ランプの紫外線を吸収し，電子を放出する事

がわかっている(1)。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可能

性がある。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

価するための条件を検討した。昨年度の研究で，過酸化水

素：1〜1.25 mM，DMPO（5，5-ジメチル -1-ピロリン -N-オ
キシド，スピントラップ剤）：200〜500 μMの系に300〜400 
nmの紫外線を選択的に照射すると，ヒドロキノンの添加に

伴いDMPO-OHラジカルが減少する事がわかった(2)。そこで，

この条件で，数種のポリフェノール類のOHラジカル消去

能の評価を行ったので，報告する。

2.	 実験方法

　実験装置の外観を図1に示す。過酸化水素：1〜1.25 mM，

DMPO：200〜500 μMに調整した水溶液にポリフェノール類

（カテコール，レソルシノール，ヒドロキノン，ピロガロー

ル）やチミジンの水溶液を試料混合装置を用いて添加し，

B370フィルターで分光した300〜400 nmの紫外線を10分間

照射した。照射後，速やかにESRスペクトルを測定し，生

成したDMPO-OHラジカルを定量した。ポリフェノール類

の添加によるDMPO-OH生成量の減少割合から，ポリフェ

ノール類とOHラジカルの反応速度比を見積もった。
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3.	 結果及び考察

　ヒドロキノンを添加した時のESRスペクトル変化を図

2に示す。すべての抗酸化物質で，添加量が増加すると

DMPO-OHが減少した。

　DMPOとOHラジカルの反応速度をk1，抗酸化物質とOH
ラジカルの反応速度を k2，抗酸化物質無添加及び濃度［S］
で添加した時のDMPO-OHの生成濃度をそれぞれ［DMPO-
OH］0，［DMPO-OH］tとすると，

　　［DMPO-OH］0 /［DMPO-OH］t＝1＋k2［S］/ k1［DMPO］

と表される。

　図3に，［DMPO-OH］0 /［DMPO-OH］tを抗酸化物質とDMPO
の濃度比に対してプロットした。図3の傾きから抗酸化物

質のOHラジカルとの反応速度係数が得られた（表1）。ヒ

ドロキノンのOHラジカルとの反応速度係数を1.0とした時

の反応速度比の傾向は，パルス電子線を照射してラジカル

の吸収を直接測定したパルスラジオリシス法での測定値の

比とよく一致している。この結果から，ポリフェノール類

の吸収帯を避けた波長の紫外線を照射する事により，精度

の高いOHラジカル消去能の評価ができる事がわかった。

　今後，光照射以外の手法とESRを用いた抗酸化能評価シ

ステムについても検討する予定である。また，これらの成

果を食品の抗酸化能評価や化粧品の紫外線除去能評価の試

験に繋げていく。
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図2.　ヒドロキノンの添加によるDMPO-OHラジカルの減少

表1.　OHラジカルとポリフェノール類の相対反応速度比

図3.　OHラジカルに対するポリフェノール類とDMPOの反応速度比




