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ESR と放射線照射を利用した OH ラジカル消去能評価法  
 

 ○中川  清子 *1)、関口  正之 *1) 
 
1．目的・背景  
 生体内では、代謝の過程や紫外線の暴露などにより、OH ラジカルなどの活性酸素種が

生成され、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。DMPO（5,5-ジメチル -1-ピロリン -N-オキシド）などのス

ピントラップ剤で活性酸素種をトラップし、抗酸化物質の添加によるラジカル量の減少を

ESR（電子スピン共鳴）で測定する手法は、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期待されている。

ESR による抗酸化能評価では、一般的に過酸化水素水を水銀ランプなどの紫外線で光分解

して OH ラジカルを生成させる。しかし、ポリフェノール類などの抗酸化物質が 300 nm 以

下の紫外線を吸収すると正確な評価ができない。そこで、水の放射線分解を利用して OH ラジ

カルを生成する手法を検討した。  
 
2．研究内容  
（１）実験方法  
 DMPO 水溶液及び抗酸化物質を溶解した水溶

液を亜酸化窒素でバブリングした後、液体クロ

マトグラフのポンプで混合してフローし、直径

1 cm の照射野で X 線照射した。X 線は 450 kV、

10 mA とし、照射時間と線量は送液の速度で制

御した。照射した試料は、扁平セルに導入後 ESR
測定し、生成した DMPO-OH ラジカルを定量し

た。  
 

（２）結果及び考察  
 送液速度 :4 mL/min（照射線量 :0.5 Gy 程度）、  DMPO 濃度 :50 uM の条件で、抗酸化物質

として p-クマリン酸・チミジン・マンニトールを添加したところ、添加量の増加に伴って

DMPO-OH の生成量が減少した。  
 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 1 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 1 の

傾きから抗酸化物質の OH ラジカルとの反応速度比が得られ、パルスラジオリシス法で得

られた反応速度定数の比とほぼ同様の傾向が認められた。  
 
3．今後の展開  

水の放射線分解と組み合わせたスピントラッピング ESR 法において、パルスラジオリシ

ス法と同等な精度で OH ラジカル消去能の評価が可能であることが分かった。今後、さら

に照射系を改良し、活性酸素消去能測定が可能な試験の実施につなげていく予定である。  
 

*1)バイオ応用技術グループ  
H25.4～H26.3【基盤研究】ESR と放射線照射を利用した活性酸素消去能の評価法  

 
 
 

図 1. 抗酸化物質添加による DMPO-OH
生成の競争反応プロット 
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シクロデキストリン包接によるピレン骨格蛍光色素の光退色挙動  
 

 ○紋川  亮 *1)、中川  朋恵 *2) 
 
1．目的・背景  

イメージングやセンシング技術は、複雑な生体物質の機能を解明するバイオテクノロジー

の分野において重要な技術である。特に、蛍光色素は、バイオ関連研究において不可欠な

ツールとして用いられている。蛍光色素の問題点は、蛍光顕微鏡による経時的観察や、共

焦点レーザー顕微鏡による 3 次元立体観察のような同一視野を何度も励起する必要がある

観察において、照射する励起光により、分子構造が破壊され、蛍光強度が劣化する点にあ

る。このため、長時間試料を観測し続けることは困難であり、その改善策が求められてい

た。本研究では、分子の包接現象を利用して蛍光部位の破壊を防ぐことで、長期間安定な

蛍光強度を保つことができる蛍光色素の開発を目指す。  
 

2．研究内容  
（１）実験方法  

本研究では、ピレン骨格蛍光色素として、ジアミノピレン

を用いた。ジアミノピレンを DMSO 中に溶解させ、1mM の

ジアミノピレン溶液を作製した。ジアミノピレン溶液に、

β -シクロデキストリン（CD）を 0.5 当量加え、超音波処理に

より溶解後、蛍光分光光度計を用いて蛍光スペクトルを測定

した。この操作をシクロデキストリンがジアミノピレンに対

して 15 当量に達するまで繰り返し、蛍光スペクトルの変化を

観察した。ジアミノピレンの光退色挙動は、励起光 345 nm
の光を照射による波長 350-550 nm の蛍光スペクトル変化の

観察から明らかにした。光照射には、キセノン光源を用い、

サンプルと光源の距離は 20 cm に固定した。  
 

（２）結果及び考察  
 図 1 にシクロデキストリン当量と蛍光強度の相関関係を示

す。この結果、 4.5 当量付近を極大として蛍光強度が減少す

る。蛍光強度の減少は、過剰なシクロデキストリンにより、

蛍光発光が妨害されたことを示唆している。一方、 2.5 当量

付近に変曲点が存在する。これは、変曲点付近で会合形態が

1：1 から 1：2 へと変化していることを示している。  
蛍光スペクトル観察により、シクロデキストリン添加によ

るジアミノピレンの退色挙動に与える影響を明らかにした。

図 2 に照射時間と蛍光ピーク強度間の相関関係を示す。シク

ロデキストリンを添加した蛍光強度は、照射を初めて 20 分間、

徐々に減少していくが、それ以降、蛍光強度に変化は見られ

なかった。一方、ジアミノピレンのみでは、照射から 20 分で

蛍光強度がほぼ 0 になった。この結果から、シクロデキスト

リンによる退色防止効果が明らかとなった。  
 

3．今後の展開  
今後は、シクロデキストリン包接現象をピレン骨格だけでなく、ローダミンや FITC

などのフルオラン骨格に適用させる予定である。これにより、本技術を幅広い蛍光波長

を有する蛍光物質に適応させることができ、バイオセンサー及びバイオモニタリングの

認識物質としての利用が期待される。  
 

*1)バイオ応用技術グループ、 *2)交流連携室  
H22.4～H24.3【基盤研究】包接現象を利用した蛍光色素の開発  

図 1. CD 濃度と蛍光強度の相関

図 2. ジアミノピレンの退色挙動
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