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　Rea α ive　oxygen 　species （ROSs ）and 　various 　free　radicals 　are 　known 　to　cause 　serious 　diseases
，

such 　as 　cancer 　and 　arteriosclcrosis ，　and 　to　accelcrate 　aging ．　In　order 　to　protect　our 　health
from 　oxidativc 　stress，　activc 　research ．has　bccn　carried 　out 　on 　screcning 　antioxidants 　that 　can

quench　or　scavenge 　ROSs 　and 　free　radicals 　fbrmed　in　our 　bod ア．　 In　the 　prcscnt　paper，　several
・ ・ vcl 且・w4njccti ・n ・na1ア・i・ （FIA ）・y・t・m ・ a・e　di・c ・ib・ d・f・ ・ c ・tim・ ti・9　th・　・nti・ xid ・tive　acti 啣
rapidly 　and 　conveniently ，　as 　fbllows： （1）spectrophotometric 　and 　chemiluminometric 　F】A 　f｛）r

・・tim ・ti・ g 血 ・ ・uper ・ xid ・ di・mut ・・c （SOD ）・nd ・up … xide 　aniQn −
・cavenging 　a面 ty（SOSA ），

（2）・ mp … m ・t・i・ FIA　f・・ m ・ nit ・「ing　th・　cata1・・e　a ・tiVity，・whi ・h ・an 　dec・mp ・・e　hyd・・ 9・ n 　p・卜

oxide ，（3）FIA　fbr　1，1−diphcnyl−2−picrylhydrazyl（DPPH ）radical −scavenging 　activity 　using 　electron

spin 　resonance （ESR）as 　a　dctector，　and （4）spectrophtometric 　FIA 　for　2，2
’・azino −bis（3・benzthia−

・・ line−6 ・ulf ・ ni ・ acid ）（ABTS ）・・di・a1 −s・avenging ・・iti・ity．　 ApPlicati・ n ・ t・ P・a・ti・・1 ・ampl ・・，
such 　as 　biochemical　materials 　and 　fbods，　arc 　also 　described．

Kayω orzts ： flow・i切ection 　analysis ；f（）od 　analysis ；rcactive 　ox アgcn　species ；free　radica1 ；immobi−

　　　　　 lizcd　enzymc ； chemilumincscence ；electron −spin 　resonancc ；superoxide 　dismutase；
　　　　　 CatalaSe ；reVieW ．

1　緒 言

　好気性生物の エ ネ ル ギーは主 に 酸化的 リ ン 酸化 に 依存 し

て お り，そ の 生 命 の 維持 に は 膨大 な量 の 酸素 を 必 要 とす

る．ちな み に ，
ヒ ト成人で は 日常生活 の 維持に 1 日約 500

リ ッ トル の 酸素を 消費して い る．酸素消費量 は臓 器，細 胞

及 び 個体 の 状 態 に よ り著 し く異なる．例 えば，脳 は 体重の

2％ に も満 た な い 臓器 で ある が，その 酸素要求量 は全 身の

約 20％ に も達す る．生 体内 に取 り込まれた酸素 の 数 ％ は，

常 に種 々 の 酵 素代 謝系 に よ り，ス
ーパ ーオ キ シ ドア ニ オ ン

（02
−
），過酸化水素 （H20 ，），ヒ ドロ キ シ ル ラ ジ カ ル

（OH ・
），次亜 塩素酸 （ClO

−
），あ る い は一

重項酸素 （
102

）

な どの 活性酸素 に 変化 して い る．こ れ らの 分子種の 多 くは

反 応 性 が 高 く，生 体内で 脂質 ， タ ン パ ク質，核酸，糖質な

どを攻 撃 し，そ の 機能を低下 させ る．この 反 応 が 過度 に 進

L
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行す れ ば ， 各種疾 病 の 発症や 老化の 促進が 見 られ る よ うに

なる．一
方，

一
重項酸素が 不 飽和脂肪酸 に付 加 す る と，ヒ

ド ロ ペ ル オ キ シ ドが 生 成 する ．こ れ が 引 き金 とな りラ ジ カ

ル 連鎖反 応が 進行して ，様 々 な過酸化脂質 ラ ジ カル が 生 成

す る．ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ドは ，活性酸素 の 作 用 の み な ら

ず，酵素 （リポ キ シ ゲ ナーゼ） や 金属 イ オ ン の 触媒作用で

も生成す る．高 脂肪食が 発 が ん の リス ク フ ァ ク ター
で ある

理由 は，こ の 過 酸化脂質 ラ ジ カ ル が 原 因 で あ る と考 え られ

て い る
1）2〕．

　 こ の よ うな酸化 ス トレ ス に 対 して ，生物 は無 防備 で は な

く，優れた 防御 シ ス テ ム に よ っ て 自 ら を守 っ て い る．そ れ

らの 役割 を担 うもの を総 称 して 抗 酸 化物 （antioxidant ）

とい い ，その 活性を抗酸化能 と呼 ん で い る．我 々 は 多種多

様な抗 酸化物 を体内で 産生 した り，食物 か ら と り入 れ て い

る．そ れ らの あ る もの は 酵素，タ ン パ ク質 な どの 高分子化

合物 で あ り，ある もの は 低分子量化合物 で あ る．こ れ らを

機能 の 面 か ら次の よ うに 分類す る こ とが で きる
3〕．
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　  活性酸素種，フ リ
ー

ラ ジ カ ル の 発 生 を未 然 に 防 ぐ抗

　　 酸化物質 （ス
ーパ ーオ キ シ ドジ ス ム ターゼ ，カ タ ラ

　　
ーゼ や ペ ル オ キ シ ダーゼ な ど〉．

　  フ リ
ー

ラ ジ カ ル を捕 そ く，安定化 す る抗酸化物 （ア

　　 ス コ ル ビ ン 酸，トコ フ ェ ロ ール ，カ ロ テ ノ イ ドな

　　 ど），

　  傷害 を 引 き起 こ す酸化物 の 無 毒 化，排 除，損傷 の 修

　　 復，損失 の 再 生 を 行う抗酸化物 1ホ ス ホ リパ ーゼ
，

　　 プ ロ テ ア
ーゼ ，デ オ キ シ リ ボ核 酸 （DNA ）修復酵素

　　 な ど ｝．

　生体が持つ こ の 防御能 を上 回 る量 の 活性 酸素 や フ リーラ

ジ カ ル が 生 じ る と，重 篤 な病 態 を 誘起 し得 る．した が っ

て ，生 体の 有す る 抗 酸化 能 を評 価す る こ とは，臨床化学的

に は個人の 酸化 ス トレ ス に対す る抵 抗 性 を把 握 す る 上 で 重

要な指針 と な る．ま た，日常 の 食生 活に お い て摂取 され る

食品の 抗酸化能 の 計測 は，各食品 の 有する健康の 維持 ・増

進作用 （生 体調節機能） を評価する 上 で も重 要 で あ る．

　抗酸化能 を評価する 方法は，反応 液中 で 発生 させ た 活性

酸素や フ リ
ー

ラ ジ カ ル を 直接 分 光学 的 に モ ニ ターす る直接

法 と，それ ら と反応 し得 る各種 プ ロ ーブ を試料 と 競合 させ

る競合法 とに分け られ る．活性酸素や フ リーラ ジ カ ル は
一

般 に 反応 性 が 高 く，寿命が 短い こ とか ら，正確な反応の 制

御 が 再現性 の 高い 結果 を得 る た め に 強 く必 要 と さ れ て い

る．著者 らは この 要 求に 対 して，フ ロ ーイ ン ジ ェ ク シ ョ ン

分析 （FIA）法の 有す る特性が 極 め て 理想的で ある と考え，

様 々 な抗酸化能評価 シ ス テ ム の 開 発 に 取 り組 ん で きた．本

論 文 で は，著 者 が これ まで に開 発 した吸光光度法，化学発

光法，電 流 計測 法，電子ス ピ ン 共鳴 （ESR ）法 に 基づ く抗

酸化能評価の た め の FIA シ ス テ ム に つ い て 概説する ．

2　SOD 及 び SOSA の FIA

　酸素呼吸 に 必 須 の 三 重項酸素が 1電子 還 元 を受け る と

0 ゼ に 変わ る．こ の 02
一

は キサ ン チ ン酸化酵素 （XO ）な

どの 酵素反 応や 還元性物質 の 自動酸化 で 生 成 し，動脈硬化

症，肺気 し ゅ な ど の 発症 に か か わ っ て い る
t）．一

方，生 体

は 0 ゼ の 無毒化機構 とし て ス
ーパ ー

オキ シ ドジス ム ター

ゼ （SOD ） を備えて い る．こ の 酵素 は 2 分子 の O1
一

を不

均 化 して 酸素 と 過 酸化水素 に 変換す る 反応 を触 媒 し，02
一

の 反応性を低下 さ せ る．こ れまで の 研究 か ら SOD は 酸 素

呼吸をす る 生 物 の 寿命 を決定する 因子 の
一

つ で あ る こ と
5｝

や ，SOD の 糖化反 応 が 糖 尿 病 合 併 症 の 誘 発 に 深 く関 与 し

て い る こ とが 示唆 さ れ て い る
fi〕．そ こ で

，
生 合成 さ れ る

SOD に加 えて，　 SOD と同 様に 02
一

を不 均化 し た り，ある

い は消 去 し得 る成 分 を食品 か ら積極 的 に と り入れ ，老化や

生 活習 慣病を抑えよ うとす る 考 えが に わか に 高 ま りを見 せ

て い る ．こ れ に 伴 い ，食品工 業で は，SOD 活 性 ， 並 び に

O ジ 消 去 活 性 （superoxide 　anion −scavenging 　activity ，

ll2　02

li2　H202

SOD −

H
＋ ∋

uric　acid

xanthine 　or

hypoxa 髄Ibi皿 e

岑

（｛　 尊
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Fig．1Principle 　ofWST −1　method
’
2一

SOSA ） を 有す る 成 分 の 簡便 な ス ク リーニ ン グ法 の 開 発 が

必要 とされ て い る．

　 2・1　 テ トラ ゾ リウ ム塩 WST −1法

　SOD 活性並 び に SOSA の 測 定原 理 は 基本 的 に 同 じ で あ

る．そ の 測定法 と して は，酵素反 応 で 発生 させ た 0 ゼ の

捕 そ く能 力を 発 色 プ ロ ーブ と競 合 させ る間 接 法 が
一

般 的 に

利用 され て い る．発色 プ ロ ーブ と して は ん 用 され て い る の

は，ニ トロ ブ ル ーテ トラ ゾ リ ウ ム 塩 （NBT ） で あ る．こ

の 発 色 プ ロ ーブ NBT を 用 い た NBT 還 元 法 は ，　 NBT が

0 ジ に よ り還 元 され 水不 溶性の ブ ル ーホ ル マ ザ ン （吸収極

大 560nm ）を 生 じ る こ とを利用 したもの で ある ．水不溶

性 で あ るた め，長 時 問の 分 析で は 溶液が 不 均
一

に な り測定

の 再現性 に影響 が 出 て くる．分光光度計 の セ ル に も，こ の

ホ ル マ ザ ン が 吸着す る の で 取扱 い 難 い．更に NBT は様 々

な還 元 性 の 物 質で 還 元 を受 け る．こ の 性質が 糖尿病 の マ
ー

カーで あ る メ イ ラード反 応中間体 の ケ トア ミ ン の 定量 に 利

用 さ れ て い る
7）．NBT 法 の 最も大 きな欠点 は SOD の 阻害

曲線 に お い て SOD 濃度を高 くし て も 100％ の 阻害が 得 ら

れ な い こ と で あ る ．こ れ は NBT と O ！

一
の 発 生 に 用 い る

XO との 問の 直接的な相 互作用 に よ る もの と考 え られ て い

る
S，．発色 プ ロ

ーブ は 簡便 な分 光 光 度計 を用 い た検出を可

能 とす る こ とか ら，NBT の 欠 点 を克 服 す る発 色 プ ロ ーブ

が 開発 され れ ば，そ の 利 用価 値 は 高い と考えられ た．

　そ こ で 著 者 らは，新 し く合成 され た様 々 な水溶性の テ ト

ラ ゾ リ ウ ム 塩 を SOD の 活性測 定 に 応 用 し た 結果
9）le）

，　 Fig．

1 に 示 し た 4−19．一（4−iodophenyl ）−2−（4．nitrophenyl ）−2H ．5−

tetrazolioI −1β一benzene 　disulfonate　sodium 　salt （WST −1）
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が NBT の 問題点 を完全 に 克服 した 理 想 的 な SOD 活 性 測

定用の 発色 プ ロ ー
ブで あ る こ とを明 らか に した．す なわ ち

WST −1 は，水 に 対 して 数十 mM オー
ダ
ー

の 高 い 溶解性 を

有 し て お り，還 元 型 ホ ル マ ザ ン も水可溶性 で あ る こ と，

O ？

一
の 発生 系 で あ る XO と相互 作用 せ ず，　 SOD の 阻害曲

線が 100％ に到達 す る こ と，ま た IC5。 （コ ン トロ
ー

ル に 対

して 5‘）％ の 阻 害 を示す試 料濃度） を示す SOD 濃度が ア

ッ セ イ pH に 大 き く依存せ ず，一
定 の 値 を示す こ と などの

特徴 を有す る．この 理 想 的 な発 色 プ ロ ーブ を用い る WST −

1 ア ッ セ イ の 測 定 原 理 を Fig，1 に示 す ．本 測 定原 理 に 基 づ

い て マ イ ク ロ プ レートで の 多検体測定 を可能 と した SOD

assay 　kit−WST （同 仁化 学 研 究 所製）が既 に市販 され る に至

っ て い る．な お，本 キ ッ トの ア ッ セ イ pH は 10．2 で あ る ．

試料 の 代 わ りに 水 を添 加 した 際の 吸光度変化 を A 、（マ ニ

ュ ア ル で は Abl。。k1），試料添加 で の 吸 光 度 変化 を A 、（同 じ

く A 、amp1 。） と して，通 常 は 阻 害 率 1 （％ ） を

75

　
　

0

　
　

5

帆
qO

嘱
⇔唱
』刷
潤
ロ

一

25
一4　 　 　 　 　

・3　 　 　 　 　
・2 ．

　　　10言（1’d且ution 　ratio ）

Fig ．2　 1nhibition 　 curves 　 obtained 　 by　 WST −1　 me −

thod24
〕

The 　food 　samples 　used 　were 　green　tea （○ ），red 　wine

（［］），coffee （△ ）and 　cecoa （●）．

1≡1（Art− A ，）／Ac｝× 100

で 計算 で きる ．50％ 阻 害 を与 え る試 料の 希釈倍率 を 正 確

に 求め ，そ の 希釈倍率 に お け る試料溶液が IC5。値 を 示す

SOD 標品 の 濃度 と 等価 で あ る と考 え て，試 料 原 液 ，又 は

試料 固体重量当た りの SOSA を算 出 す る．

　通常 の 生化学試料 で は，こ の式 に 基づ い て SOD の 活性

測定が 可 能 で あ るが，食 品試 料 の 場 合 に は，試 料 成 分 に よ

る 直接 的な WST −1 の 還 元 が どの 程 度 起 こ っ て い る か を常

に 知 っ て お く必要 が あ る．そ の 評 価 は，XO 溶 液 の 代わ り

に 緩衝液 （キ ッ トで は dilution　bufferに 相 当 ） を添 加 した

系 に つ い て 吸光度変化 （ム，： マ ニ ュ ア ル で は Abl。。k2）を測

定 し，A 、と比較す る こ とで 可能で あ る．

　各種 し好性飲料 に 対す る 本法 の 適用 性 を調 べ る た め に，

まず各 試 料 の 示す Ab の 値 を測定 した ．予 想 ど お り ， 希釈

し て い な い 各種 し好性飲料 を WST −1 と共存 さ せ る と，

02
一

の 関与 し な い ，食品試料 に よ る 直接 的 な WST −1 の 還

元 が 起 こ る こ とが 観察 され た．こ の 非特異的な 妨害反 応 を

抑 え る た め に ，各 試料 の 複数 の 希釈系列 を調 製 し て ，

WST −1 に 対す る 非特異的な還元 の 程度 を調 べ た．コ ン ト

ロ ール の 吸 光 度 変 化 に 対 して ，妨害物質で ある WST −1 還

元 性 物質 に 由 来す る 吸光度変化 が 10％ 以下 （Ab が A ，の

10％ 以 下 ）で あ れ ば，そ の 妨害が 無視で きる レ ベ ル で あ

る と考 え る と，そ の 希 釈 倍 率 は赤 ワ イ ン で 20 倍，緑茶で

100 倍，コ コ ア で 30倍 ， イ ン ス タ ン トコ ー
ヒ
ー

で 30 倍で

あ っ た．

　本 キ ッ ト を用 い て 各食品 の sOSA を測 定 した （Fig．2），

各試料が 50％ 阻害 を示すときの 希釈倍率 は ， 赤 ワ イ ン で

180 〜230 倍，緑茶 で 3000 倍，コ コ ア で 230 倍，イ ン ス

タ ン トコ ーヒ ー
で 210 倍 で あ っ た．こ れ ら の 希釈倍率 で

　 　 　 　 　 　 W 　　XO ＋ Catalase
・・ni ・唖 ト（1］）− zzrZK1D． wasb ・

　　　　　　　↑
R 伽 「

　WST −1 ＋ Hypox 跚 th血 e ＋ （SOD 　or 　Water）

Fig．3　FIA 　Tnanitbld 　for　SOD 　assay12
）

P ： pump ；IV ： injection　valve ；D ： detectQr

は，各試料 で 認め られた WST −1 還元 性物質の 影響 は，　 Ac

に 対する Ab の 比 率 で 3 ％ 以 下 で あ り， そ の 妨 害 は全 く問

題 に な らない レベ ル で ある こ とが 明 らか に な っ た．また 既

報
II）
で 示 した よ うに，こ れ らの 希釈倍率 で は 各 し好飲料の

XO 阻 害 活 性 は 観察 さ れ な い ．本測定 キ ッ トを 用 い て

SOD 標 品の IC5。 を 求 め る と 2．0　units ／ml 以下 で あ っ た．

こ の 濃度か ら考 え て ，本測定キ ッ トは標準 SOD に対 して

ESR 法 の 2 倍 以 上 の 検 出能 を有す る こ とが 判 明 した．

　 バ ッ チ 系 で 得 られ た 以上 の 結果に 基づ き，本測定原 理 を

FIA へ 展開 した
12｝．用 い た FIA シ ス テ ム を Fig．3 に 示す．

FIA シ ス テ ム で は 測定 に 必 要 と さ れ る 02
一

の 発 生 の た め

の XO を Sepharose に 固定化 し，迅速性 の 向上 とと もに ，

経済 性 の 賦 与 も図 っ た．更 に XO の 安定性を向上 させ る

ため に カ タ ラ
ーゼ を 同 時 に 固 定化 した．試料溶液 を ヒ ボ キ

サ ン チ ン と WST −1 を含 む 反応 液 と 9 ； 1 の 体積比 で 混合 し

た後，そ の 混合液 20 μ1を 六 方バ ル ブ で キ ャ リヤー
溶液中

に 注入 した．ヒ ポ キ サ ン チ ン を 基 質 と して 用 い た の は，キ

サ ン チ ン よ りも溶解度が 高 い こ と と
， 化 学 量 論的 に 2 倍

の 02
一

を発 生 し得 る と い う理由で ある．注入 さ れ た 試 料

と反 応 液 は xO リ ア ク タ
ー

内で Fig．1 に 示 した ス キーム

に従 い 反 応 す る．そ こ で 各試料 の 阻 害率 を次 の よ うに 定義
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した．

阻害率 （％ ）＝100x （H 。

− Hl）／H 。

　 こ こ で ， H 。 と Hl は ， そ れ ぞ れ 水 を試 料 と した 際 の ピ

ーク高と実際の 試料 で 観測 さ れ る ピーク 高 で あ る．は じめ

に H 。 を比 較 す る こ とで 各種 条 件 の 最 適 化 を行 っ た．そ の

結果 ， wST −1 及 び ヒ ポ キ サ ン チ ン の 濃度 と し て ， そ れ ぞ

れ 2mM と 3mM を，また キ ャ リ ヤー溶液 の 流 量 を O．4

ml ／min と した ．これ らの 最 適条件で SOD 標 品 の 測 定 を

行 っ た （Fig．4）．　 sOD 濃度が 高 く な る につ れ て ，
ピーク

高 は低 くなり，50％ の 阻害を与える SOD 濃度，すな わ ち

IC／，。 は 2，7 μg／ml で あ っ た．本 条 件で は 1 時 間 当 た り 30

検体以一ヒの 分析 が 可 能で あ り， 1試料 を平 均 2 分 で分 析 で

きる こ とか ら，従来の バ ッ チ 法 の 分析時間 を 10 倍以 上 短

縮 す る こ と が で き た．ま た 1か 月 に わ た り分 析 を 繰 り返

して も，ホ ル マ ザ ン の 流 路へ の 吸 着 は全 く認 め られ ず ， 水

可溶性 WST −1 は FIA に 十分適用 で きる こ とが 明 らか とな

っ た ．本条件 で は ，XO リア ク タ ーは 200 回 の 繰 り返 し測

定 に よ っ て もほ ぼ
一

定 の ピーク 高を示 し ， 高い 操作安定性

を有 して い る こ とが示された．本 FIA シ ス テ ム を用 い て

ラ ッ ト赤血 球 の SOD 活性 を測定 し，　 NBT 法 で 得 られ る 結

果 と 比 較 した （Fig．5）．両者 の 問 に は 高い 直線的相 関 が

認め られ，迅速分析 で ある に もかかわ らず，その 分析結果

は 従来法の 結果 と よ く
一

致す る こ とが 明 ら か とな っ た ．以

上 の 結 果 か ら，WST −1 法 に 基 づ く SOD ア ッ セ イ用 の FIA

シス テ ム はバ ッ チ 系 の 特徴 に加 え て ，分析時問 とコ ス トの

面 で 従 来 法 よ りも優 れ て い る こ とが 示 さ れ た．

　2・2　化学発光一F】A 法 （CLFIA 法）

　自動 化 に 適 した フ ォ
ー

マ ッ トで ，かつ 高 い 検 出感度を有

す る SOSA 測 定 法 の 開 発 を 目的 と して ，化学 発 光 プ ロ ー

ブ と して ル シ ゲ ニ ン を 用 い た SOSA 測定用 の FIA シ ス テ

ム の 開 発 を行 っ た （Fig．6）
1呂〕．キ ャ リ ヤー

溶液 と して 100

mM ピ ロ リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （pH 　9，0） をペ リス タ型 マ

イ ク ロ チ ュ
ーブ ポ ン プ に よ り流 量 1、O　ml ／min で 送液す

る．希釈 した試料 9 体積 を 1mM ル シ ゲ ニ ン と 250 μM ヒ

ポ キ サ ン チ ン か ら成 る 試 薬 溶 液 1体 積 と あ らか じめ 混 合

　 0．158

馬　O・12
‘
00

．098

器O．06
£
80．03
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＜ 　 0
　 　 　 010 　　　20　　　30　　　40 　　　50
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Fig・4　Typical　 response 　 curve 　of 　SOD 　preparation
obtained 　by　the　present　FIA　method 　based　on 　the　use

ofWST −112｝

A ： 0；B ： 1；C ： 2．5；D ： 5；E ： 10 ；F ： 25 ；G ： ttO；H ：

100；1： 250 ；J： 500 μ9／ml

（ 60009

晝 5…

も
剛　4000

章
巳 30009

‘ 　 20005

日
　 1000
←

磐　 。

0　　 1000 　 2000　 3eOO 　 4000　 5000 　 6000
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Fig・5　 Relationship　between　SOD 　 activity 　in　 rabbit

erythrocytes 　obtained 　by　NBT 　method 　and 　the　present
FIA　method 　based　on 　the　use 　ofWST −1

  gen魑 ＋ Sample

　　　2e　pl
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Fig．6　Chemiluminometric 　FIA 　system 　fbr　SODI
呂）

Detector： chemiluminescence 　detector
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して ，そ の 20 μ1を オートサ ン プ ラ
ー

で ラ イン 中に 注入す

る．試料 は XO を 固定化 した 酵素 リ ァ ク ター
内へ 運 ば れ

る．な お，本 リ ア ク タ
ー内 に は，固定化 XO の 安定性 を

高め る た め に，カ タ ラ
ーゼ も同時固定化 され て い る．こ こ

で ヒ ポ キ サ ン チ ン の 尿酸 へ の 酸化 に伴 い 発生 す る 02
一

に

対 して ル シ ゲ ニ ン と試料 中 の 02
一
消去物質の 問で 競合反

応 が 起 こ る．試料 の 代 わ りに水 を注入 した 際 に観測 され る

発光 ピーク 高 を H 。， ま た 試 料 で 観 測 され る 発 光 の ピーク

高 を H1 とす る と，試料 中 の SOSA が 高 くな る に つ れ て

Hl は 小 さ くな る．試料 の 阻 害率 1 （％）は 次 式 で 求め ら

れ る．

∬ ＝100 × （Ho
− Hl）／Ho

　他 の 方法 と同様 に 50％ 阻 害を与 える試料 の 希釈倍率を

正 確 に 求め
， そ の 希釈倍率 にお け る試 料 溶 液 が ， IC50値 を

示す SOD 標品の 濃度 と等価 で あ る と考えて ， 試料原 液 ，

又 は試料固体重量当たりの SOSA を算出す る．

　本法 は 連続流れ 分析法 で あ る こ と か ら ，
こ れ ま で に 開発

され た SOD 活性測定法 の 中で 最 も迅速 な分析法 で ある．

sOD に 対す る 実際の 応答曲線を Fig．7 に 示す．流量 1．o

m1 ／min の 条件で は 1 時間 当た り60 検体の 分 析 が 可 能 で

あ る．

　 は じめ に 各種希釈系列の 食品試料を，ヒ ポキサ ン チ ン を

含 まない ル シ ゲ ニ ン の み を含む 試薬溶液 と混合 して ， 食品

由来 の 非特異的な化学発光が 見 られ るか どうか を調べ た．

そ の 結果，赤 ワ イ ン，緑茶，イン ス タ ン トコ
ー

ヒ
ー，コ コ

ア の すべ て で ，100 倍希釈液 に お い て も非特異的 な化学発

光 は 見 られ ない こ とが明 らか とな っ た．SOD 標品 に対す

る IC．．o は 0．69　units ／ml で ，従来法 と比 較 して 最も高い 検

出 感度 を 示 し た．こ の SOD 溶液 と等価 な活性 を示す各食

品試料 の 希釈倍率 を求め た．その 結果，IC50を示 した希釈

倍 率 は 赤 ワ イ ン で 9．　SOO 　
一

　S800 倍，緑 茶 で 120000 〜

150000 倍 ，イ ン ス タ ン トコ
ー

ヒ
ー

で 4100 倍，コ コ ア で

4300 倍 で あ っ た．した が っ て ，こ の IC50を示す希釈倍率

で は，非特異的な 化学発光 は関与 して い ない こ とが 明示さ

れ た．本 測 定 法 で 得 ら れ た SOSA と ESR で 得 られ た 結果

と の 問に は相関係 tw　O．908 の 良好 な 直線関係 が 成 立 した

（n ＝7）．しか しな が ら，CL −FIA で 得 ら れ た 測定結果 は

ESR 法 で 得 られ た 結 果 と比 較 して ，3〜10倍 の 範囲で 高

くな る こ と が 明 らか と な っ た．同様 の 傾向が WST −1 法 と

の 比較 に お い て も認め られ た．こ の 理 由 と して ，ESR 法

並 び に WST −1 法 と比 較 して ，　 CL．FIA 法 で は 02
一

の 発 生 に

使用 し て い る XO を多孔性 ビーズ で あ る Sepharose に 固

定化 して い る こ とが 原因で は ない か と考えられ た．すなわ

ち，基 準物 質 と して 用 い た SOD は 分子 量 約 32000 の 高分

子 物 質 で あ る こ とか ら，高 い 流 量 の 流 れ の 中 で は，多 孔 性
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Fig・7　 Tアpical　response 　curve 　 of 　SOD 　preparation
obtained 　by　the　present　CL −FIA　methodis

，

A ： 0 ；B ： 25 ； G ； 50 ； D ： 100 ； E ： 250； F ： 500 ；G ：

1000 ；H ： 2000　ng ／ml

ポ リマ ー
の ボ ア 内部 に対 して 拡散の 制約 を受けて い る と考

え られ る
14〕．した が っ て ，SOD の 示す ICt．。 値 は 実際の 固

定 化 XO 近 傍の SOD 濃度 よ りも極端 に高 くな っ て い る も

の と予 想 さ れ る．一
方 ， 食品 試 料中 に存在す る SOSA 物

質は ポ リフ ェ ノ ール 類 な どの 物質 で 分 子 量 的 に は SOD よ

り も小 さ く， 拡散の 制 約 を受ける程度が 小 さ い と考 え られ

る．そ の 結 果 ， 分 子 量 の 違 い に よ る 固定化 XO 近 傍で の

存在 比 率，す なわ ち分 配 率 に違 い が 生 じ，拡散の 制 約 を受

け な い ESR 法 や WST −1 法 と比 較 し て ，見掛け上 高い 活性

が 現 れ た も の と推 察 さ れ た ．こ れ を 確認す る た め に，

SOD と比較 して 分 子 量 の 小 さい SOSA 物質 と して Tiron

（分 子 量 252） の ICs。 を WST −1 法 と本 FIA 法で 求め，　 SOD

で 得 られ る 両 者 の 値 と比 較 した．SOD に 対 す る ICso値 は

1．8　 units ／ml （WST −1 法） と O．69　 units ／ml （CL −FIA 法）

で あ っ た の に対 して
， Tiron の ICf，。 は 1．4mM （WST −1 法）

と 0．0030mM （CL −FIA 法） と な り， 予 想 どお り SOD と

比べ て 分子量 の 小 さ い SOSA 物質で は FIA 法が 高い 検 出

能を示 す こ と が 明 らか と な っ た．した が っ て，FIA 法 が他

の 均
一

測定系 と比 べ て 高 い SOSA 値 を 示 した こ とは ，逆

に 言えば，今 回 使用 し た 食品試料中の SOSA 物質が SOD

に 比 べ て 低分子量物質で あ っ た こ と を示 唆 して い る．

　CL −FIA シ ス テ ム を用 い て 食品試料を 250 回 に わ た り分

析 し て も，コ ン トロ
ー

ル の ピー
ク 高が減少して い く傾向は

認 め ら れ な か っ た．し た が っ て ，本 FIA シ ス テ ム は 実 際

の 食品試料 の 分析 に おい て も高い 安定性 を備えて い る こ と

が 明 らか とな っ た．

　本 法 は従 来法 に 比 べ て 検 出 感度 が 高 く，更 に 迅 速 な方法

で あ る．更 に 本法 で 得 られ た 食品試料 の SOSA は ESR 法

の 結果 と高い 直線 的 な 相 関 を示 した こ とか ら，食 品 素材の

ス ク リ
ー

ニ ン グ 法 と して 高 い 実 用性 を有 して い る も の と考

え ら れ た，
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　 2・3 有用 地域資源の 検索へ の応 用

　九 州の 地域農産物で あ る紫サ ツ マ イモ の ように ， 抗 酸 化

物質の 検索が地域産業の 活性化 に結 び 付 く場合 が あ る
1！’）．

そ こ で ，上 述 の SOSA 測 定法 を 駆 使 して 高 知 県 産 食 品 の

新規機能性素材 と して の 有用性 を調べ て み た
1ti〕．

　試料 と して は，高知県内で 栽培 ・市販 され て い るギ ャ バ

ロ ン 茶，碁石茶，桑茶，シ シ ト ウ ，イ ン ゲ ン豆 ，紫 峰 栗 ，

オ ク ラ ，デ ラ ウ ェ ア ，キュ ウ リ，ミ ニ トマ ト，乾燥 ア ロ エ
，

ビ ワ 及び ス モ モ を用 い た．シ シ トウ とオ ク ラは 総生産額が

全 国 順 位 1 位 の 特産品 で あ り，碁石茶 は 数少 な い 凵本の

後発酵茶 の ひ とつ で あ る ．ビ ワ と ス モ モ に つ い て は，果

肉，果皮，そ して 種子部位 に 区分 して 測定した．水抽出物

の 調 製 は次 の よ うに 行っ た．茶葉試料 10g に 蒸留水 400

ml を加えて ホ モ ジ ナ イズ処理 し，5℃ で 48 時 間静置 して

抽 出 し，炉過 した 後，更 に メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ
ー

で 処理

し，実 験 に 供 した．茶葉以 外 の 試料 を調製する 場合 は ，試

料 10g に 40・rnl の 蒸留水を加え，以下同様の 操作 で 抽出

を行 っ た．

　測 定結 果 を Table　 1 に 示す．　 ESR 法 と CL −FIA 法 の 相 関

を求め る と，ア ッ セ イ pH が 異な る に もかか わ らず両者の

測 定結果の 間に は 相関係数 0，997 の 良好な直線的相関が認

め られ た．こ の 結果 は，し好性飲料以 外 の 様 々 な種類 の 食

品試料に 対 して も，新規 SOSA 測定法 で ある CL−FIA 法が，

ESR 法 と相関の 高 い 測定結果 を与 え る こ と を 示す デ
ー

タ

で あ り，様々 な 食 品 素材の ス ク リ
ー

ニ ン グ に 対 し て 幅広 い

適 用性 が あ る こ とが 証明 され た こ と に なる．

　
一

方 ， 測 定 結 果 に注 目す る と，高知県産食品の 水抽出物

の 中 で ，2 つ の 茶葉 ，す な わ ち ギ ャ バ ロ ン茶 と碁石茶 の

SOSA が 特 に 高い こ とが 明 らか と なっ た．　 Noda ら は ESR

法 に よ る 測 定 の 結果，緑茶抽 出 物 の SOSA が 173100 〜

206300　units ／g で あ っ た と報 告 して い る
17｝．他方 で ，　 Cし

FIA 法 に よ る碁石茶 とギ ャ バ ロ ン 茶 の SOSA を試料重量当

た りに 換 算す る と，そ れ ぞ れ 571000 　unitsfg と 452000

units ／g と な る．　 CL −FIA 法 を用 い て 市販 品 の 緑茶 を測定 し

た と こ ろ ， 520000units／g と 637000　units ／g の 値が 得 られ

た．2つ の 方法 に よ る比 較 の 結 果 ， ギ ャ バ ロ ン 茶 と碁石茶

の 両茶葉の SOSA は，緑茶と同 等ある い は そ れ 以 上 で あ

る こ と が判 明 した．

　碁石 茶 とギ ャ バ ロ ン茶 は そ れ ぞ れ 後 発 酵 ， 又 は 嫌 気 処 理

に よ っ て 製造 された もの で ある．こ うした 製造方法が 茶葉

の 抗酸化能に 与 え る 影響 に つ い て
， 更に 調 べ て い く価値が

ある と考 え られ た．本測定で ，高知県の 特徴的な茶葉の 活

性 を明 らか に す る こ とが で きた こ と に 加え，茶葉以外 に

も，ス モ モ 種 子 な どの 高い 活 性 を示 す 興味深い 試料が 見い

だ され た ．こ れ らの 結 果 は本 CL −FIA 法が 有 用 機能 性食品

素材 の 検索 に 実用的 に利用 可 能で ある こ とを明 示 して い

る．

Table　 l　SOSA 　of 　bioresources　produced 　in　Kochi

　　　　 Prefecture　obtained 　by　ESR 　method 　and 　CL
　 　 　 　 FIA　rnethod

Sample 　namc
　 ESR 　　　　　 CL−FIA
（units ／gdrア）　　（units ／g　dry）

Anaerobically　treated 　tea

（Gabaroncha ）

Post−heating　fermented 　tea

（Goishicha＞

Mulberry 　tea　leai
’

Smal］swect 　green　pepPer
Kidney 　bean

Chestnut

OkraDeiawareGucumber

Cher 【yt。 mat ・

Dehydrated 　aloe 　perrye
Loquat 〔Pulp ）

Loquat（peφ）

Loquat （seed ）

Plum （pulp＞
Plum （peeD
PIum （seed ）

192000216000117002530278010600450U

　 70028903810

〔｝

11001060374

｛〕

770010801070081900

1770000223000e32700396002690eo171

  Oll200

　 258

　 392e2470012400

　 298030600

　 9390

　 1670Ll
　790e

　 7370

3　カ タ ラ
ーゼ 活性 の FIA

　 カ タ ラーゼ は 過 酸化水素 を水 と酸 素 に分 解 す る酵 素 で あ

る．過酸化水素は ヒ ドロ キ シ ル ラ ジ カ ル の 前駆体で ある た

め ，その 分解に 関 与す る カ タ ラ
ーゼ は生体防 御 に お い て 重

要 な役割を担 っ て い る．カ タ ラーゼ 活 性 は通 常，過 酸 化 水

素 の 吸光度変化 をモ ニ ターす る こ とで ， また 過 酸 化水素の

分解 で 生 じる 酸素を ク ラ
ー

ク型酸素電極で モ ニ ターす る こ

とで 測定 され て い る が
1ti），操作が 煩 雑 で あ る た め，よ り簡

易 で 迅速な活性測定法の 開 発が 必 要 と され て い る，そ こで

著者 らは，カ タ ラ
ーゼ の 基質で ある 過酸化水素を，固 定化

酵素 を 用い て 連続的に 発 生 させ ，そ の 分 解 に伴 い 生 成 す る

酸素をフ ロ
ー

ス ル
ー

タイプの ク ラーク型酸素電 極 で モ ニ タ

ー
す る 新 しい タ イプ の カ タ ラ

ー
ゼ 活性計測用 FIA シ ス テ

ム の 開発 を試 み た ．

　臭化 シ ア ン 活性化 Sepharoseに 下 記の 酸化酵素を各 々 固

定化 し，カ ラ ム （2mm φ x6cm ） に 充填 して 酵素 リア ク

ターと した，2 流 路 系 の フ ロ ー
シ ス テ ム に お い て ，一

方の

ラ イ ン か ら基質 を含 む キ ャ リヤ
ー

溶液をペ リス タ 型マ イ ク

ロ チ ュ
ーブ ポ ン プ に よ りリア ク ター

内に 送液し，過酸化水

素を発 生 させ る と と もに，キャ リヤー
溶液の 酸素濃度 を低

下 さ せ た．も う
一

方 の ラ イ ン に カ タ ラ
ーゼ 溶液 （20　pl）

を注入 し， 過 酸化水素 の 分 解 に よ り生 じる酸素 を フ ロ ーセ

ル に 設置 し た ク ラ
ー

ク 型酸素電極 に よ りモ ニ ターし た

（Fig．8）．ベ ー
ス ラ イ ン電流 値 を基準 に した ピーク高 か ら

カ タ ラ
ーゼ の 検量 線 を作成 し，試料 の 活性を求め た．酸化

酵 素 と して，グ ル コ ー
ス オ キ シ ダーゼ （EC 　l．1．3．4；fro  

As少ergillus 　niger ），　 XO （EG 　n ．3．22 ；from　Butter　milk ），

N 工工
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A

B

P IV

国
OE

FC waste

　　　　↑
脚 e 跏 「

catalase 　or 　sample

Fig．8　Schematic　diagram　of 　
’FIA 　system 　for　catalase 　activity

’

P ： pump ；IV ： injection　valve ；FC ： flow　cell ；OE ： oxygen 　electrode ；R ： recorder

ア ル コ ール オ キ シ ダーゼ （EG 　1．1．3．13；from　Candida　boi−

dinii），ウ リカーゼ （EC 　I，7，3，3；from　yeast） を用 い て シ

ス テ ム の 最適化 を行 っ た．

　 まず，過酸化水素 の オ ン ラ イ ン 発生 系 と して 用い る 酸化

酵 素 の 比較 を行 っ た ．0，25g の 臭化 シ ア ン 活性 化

Sepharose に 対 し て ，そ れ ぞ れ グ ル コ
ー

ス オ キ シ ダーゼ

：3000　 units ，　 XO 　1．9　 units ，ア ル コ
ー

ル オ キ シ ダ
ー

ゼ 55

units ，ウ リ カ
ーゼ 48・ units を 固定化 に 供 し酵素 リ ア ク タ

ーを調製 した．各 リア ク ターに 1．0　 mM グ ル コ
ー

ス ，0．2

mM ヒ ポ キ サ ン チ ン，0．5　mM エ タ ノ
ー

ル ，　 O、4　mM 尿酸

を 送液 して ，ベ ー
ス ラ イ ン 電流値 の 変化 を調べ た．500 分

間の 連続送液 に対 して ，ウ リ カーゼ は他の 酸化酵素 と比 較

して 顕 著 に 高 い 安定性 を示 した．こ の 結果か ら，ウ リ カ
ー

ゼ が 過酸化水素 の オ ン ラ イ ン 発生 酵素 と して 最適 で ある と

判断 した．ウ リカーゼ リ ア ク ターを用 い て 最適化 を 行い ，

キ ャ リ ヤー
溶液 を 0．4mM 尿酸 を含 む 100　mM リ ン酸塩 緩

衝液 （pH 　8，0），流 量 を 0，5　ml ／min3 測定温度を 30℃ に

設定 した．本最適 条件で 標品 カ タ ラ
ーゼ の 活性測定を 行っ

た と こ ろ ，O〜210unitS／ml の 範囲で ，酵素活性 と ピー
ク

電流 値 との 問に 直線関係 が 認 め られ た．ま た 検出限界 は

21units／ml （∫／N ＝4）で あ っ た，210　units ／ml カ タ ラ
ー

ゼ を繰 り返 し測 定 し た 結 果，1 時間当 た り 15検体の 分析

が 可 能 で ，ピーク電 流 値の 変動係数は 1．5％ （n ニ 5）で あ

っ た．

　カ タ ラ
ーゼ は 生体内 に存在す る カ ル ボ ニ ル 化合 物 の 修飾

を受 け る こ とで 急 速 に失 活する こ とが 知 られ て い る
19｝．そ

こ で 本 FIA シ ス テ ム の 実 用 的 な利 用 を 目 的 と して，最 適

化 した シ ス テ ム を グ リセ ル ア ル デ ヒ ドに よる カ タ ラ
ーゼ の

失活反応 の モ ニ タ リ ン グ に 応用 した ．210units／ml の カ タ

ラ
ーゼ を 37℃，pH 　7．4 の 生 理的な条件 に お い て 10　mM

又 は 25mM の グ リ セ ル ア ル デ ヒ ドと イ ン キ ュ ベ ー
トす る

こ と で カ タ ラ
ーゼ の 修飾 を行 っ た．イ ン キ ュ ベ ー

ト して か

ら 4 分 ご と に 試 料 を採取 し，そ の カ タ ラ
ーゼ 活性 を測定

．
智
〉馴
蕊
。

〉州
莖
o
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Fig・9　Time 　course 　 of 　catalase 　 activity 　during　the

incubation 　with 　glyceraldehydes（0 ： ● ；10mM ： ○ ；

25mM ： △ ）

Catalase（210units／ml ）in　50　mM 　phospha 匸e　buffer

（pH 　7．4） containing 　l50　mM 　NaCI 　was 　incubated　at

37 ℃． The 　actiVity 　was 　expressed 　as 　the　relative 　one

against 　the　initjal　activity ．

した と こ ろ （Fig．9），イ ン キ ュ ベ ー
ト直後 か らの 急速な

グ リセ ル ァ ル デ ヒ ドに よる失活が連続的に モ ニ タ
ー

で きる

こ とが 明 らか とな っ た．こ の 結果か ら本 カ タ ラーゼ 活性測

定用 FIA シ ス テ ム は ，生 化学領域 や 臨床検査 の 分野で 実

用的な利用が 可能で ある こ とが 示唆 され た．

4　ラ ジ カ ル消去活性 の FIA

　不飽 和脂肪酸 の 自動酸化 に 対す る 抗酸化能の 測定に は，

リノ ール 酸の 自動酸化 で 生 じた ヒ ドロ ペ ル オキ シ ドを ロ ダ

ン 鉄 法で 吸 光 光 度 分 析す る方法 が ， 多 くの 研究者か ら信頼

され てお り， 現 在で も多用 され て い る．しか しなが ら， 本

測定 に は数時間か ら数 日 を要す る こ とか ら，こ れ に替 わ る

簡便性 と迅 速性 に 優 れ た 様 々 な抗酸化活性 評価法が 開発 さ

れ て い る ，そ の うち，1，1−diphenyl −2−picrylhydrazyl

N 工工
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Fig．10　Structure　of （a ）1）PPH 　radical 　and （b）ABTS

radical

（DPPH ）や 2，2Lazino−bis（3−benzthiazoline−6−sulfonic 　acid ）

（ABTS ） な どの 発 色 性 の 安定 ラ ジ カ ル に 対す る 消去作 用 を

利用す る方法 が抗酸化剤の
一

次 ス ク リ
ー

ニ ン グ に は ん用 さ

れ て い る （Fig．　 lo）．本項 で は，こ れ らの ラ ジ カ ル に対す

る 消去 活性 を 簡易 ・迅 速 に 評価す る た め の FIA シ ス テ ム

につ い て 述べ る ．

　 4・1DPPH ラ ジ カル 消去活性の FIA

　食品成分 の ラ ジ カル 消去能を評価す る際 に は ん 用 さ れ て

い る DPPH ラ ジ カ ル は特徴的な色を有 して い る こ とか ら，

吸 光 度 の 低
’．
ドに よっ て そ の ラ ジ カ ル の 消去活性 を評価 で き

る．しか し なが ら，食品成分 に は 着色物質も含 まれ て お

り，試料 に よ っ て は深刻な妨害 を受け る 可能性 もあ る．一

般 に ラ ジ カ ル の 定性的 ・定 量 的な情報 を 得 る に は ，ESR

を用い るの が 特異性 の 面か ら見て 最善の 方法 で あ る．しか

しな が ら，ESR は測定操作 が 煩雑 で ，多検体の 分析 に は

不向 きで あ る とい う欠 点 を有 して い る ．そ こ で ，著者 ら は

ESR 法 の 欠点 を克服す る た め に，検出端 に ESR を用 い た

新 しい FIA シ ス テ ム の 試作 を行 い ，フ リ
ー

ラ ジ カ ル の 消

去 活 性 を簡易
・迅 速 か つ 特異的 に 評価す る 方法 の 確 立 を行

っ た．こ こ で は その 最初の 例 と して ，DPPH ラジ カ ル の 消

去 活性評価 シス テ ム の 開発 につ いて 述べ る
2n〕．

　 著 者 らの 知 る 限 りで は，ESR を FIA の 検出端 に 利用 し

た研 究 は 報告例 が な か っ た．そ こ で 本研究 を始 め る に 当た

り，ま ず ESR −F［A （著 者 ら は こ の 方法 を fiow　injection

spin 　analysis ： FISA と呼 ん で い る） に よる フ リー
ラ ジ カル

の 定量的なモ ニ ターの 可 能性 に つ い て 検討 した．本 実 験 で

は，シ ン グル ラ イ ン シ ス テ ム を用 い て，キ ャ リヤー溶 液 と

し て 50％ の エ タ ノ
ー

ル を流 量 0．．92　 ml ／min で 送 液 した．

こ こ に試 料 溶 液 20 μ1を注 入 した．注入 さ れ た 試料 は ミ キ

シ ン グ コ イ ル を通 り ， フ ロ ー
ス ル

L タ イ プ の へ ん 平 セ ル

（Fig．11） に 移送 さ れ た．　 ESR 装置 と して は 日本 電 子 製 の

口

〔〕一
・

団
匚 コ

丶

　outlet

　　
inle

　　

Fig．　l　l　Schemadc 　diagram　of 　flow・through 　ceH2
 

The 　Hat　cell　was 　inserted　into　the　cavity （left　side ＞and

fixed　w 童th　the 　TeHon 　holder．　 A ： cavity 　of 　the　ESR
instrument ；B ： Tenon 　holder ；C ： flow−through 　flat
cell ；D ： stain 艮ess　union ；E ： conne α or

フ リーラ ジ カ ル モ ニ ターFR30 を用 い た．初 め に ，75 μM

の DPPH をキ ャ ．．リヤー溶 液 と して 流 しなが ら そ の ESR ス　　　　　　　‘
ペ ク トル を測定 した ，得 られ た DPPH ラ ジ カ ル の シ グ ナ

ル は ， 送 液 をせ ず に得 られ る シ グナ ル と全 く変化 は ない こ

とが 明 らか とな っ た．そ こ で ，DPPH ラ ジ カ ル の ス ペ ク ト

ル に お い て 最 も 大 き な シ グ ナ ル 変化 を示 した 334．8〜

335．6mT の 範 囲 で ， 注 入 した DPPH ラ ジ カ ル 溶液 に 対 し

て 得 られ る ピーク高 を 比 較 した．そ の 結果，335，3mT で

最 大 の ピーク高 が 認 め られ た こ とか ら，こ の 値 を設定磁場

と した．本条件 に お い て ， 異 な る濃度の DPPH を 注入 し

た ときの 濃度 とピーク高 との 間に は，良好 な直線関係 が 成

立 した．一
般 に ESR ス ペ ク トル は微分型 で 表現 され る が，

磁場 を固 定 して ， 時 間 当た りで シグ ナ ル 変化 を モ ニ ター
し

た際 に は，得 られ る ピーク高 は濃度 との 間 に 直線的な相関

を 示す こ と が 明 ら か と な っ た，した が っ て ，ESR は FIA

の 検出端 とし て 実用 的に 利 用 可 能 で あ る こ とが 明示 さ れ

た．

　 こ れ らの 結果に 基 づ い て ，次 に ダ ブ ル ラ イ ン シ ス テ ム を

用 い て DPPH ラ ジ カ ル 消去活性 の FIA シ ス テ ム の 開 発 を

試 み た （Fig．12＞．　 A 液 に は 50 ％ エ タ ノ
ー

ル を，　 B 液 に は

DPPH を連 続 的 に シ ス テ ム に 送 液 す る と，ベ ー
ス ラ イ ン と

して
一

定 の 大 き さの ESR シ グ ナ ル が 観測 され た．そ こ に

オ
ー

トサ ン プ ラ
ー

を使 っ て ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ
ーを注 入

す る と，そ の 消去活性 に 従い ，ラ ジ カ ル シ グ ナ ル が 低 下 し
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°）

FC ： flow−through 　cell

Waste

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ミ

て，ネガ テ ィ ブ ピークが 観測 さ れ た．本 シ ス テ ム に 用 い る

DPPH ラ ジ カル の 濃度 を 0．2　mM と して ，本 シ ス テ ム に典

型 的 な DPPH ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ
ーで あ る ア ス コ ル ビ

ン 酸 を 注入 した と こ ろ，濃度 に依存した ネ ガテ ィ ブ ピー
ク

が 観測 さ れ た （Fig．13）．ア ス コ ル ビ ン 酸濃度 と ピー
ク 高

との 問に は 極め て 高 い 直線的相関が 認め られ た．更 に ビ タ

ミ ン E 誘導体の Trolox，並 び に シ ス テ イ ン に つ い て 各物

質 の 濃度 と観測 され た ピ ーク高 と の 関係 を調べ た と こ ろ ，

こ れ らの 物質 に関 して も，両者 の 問に 高い 直線的相関が 認

め られ た （Fig．13）．こ れ ら 3 つ の DPPH ラ ジ カ ル ス カ ベ

ン ジ ャ
ーの 示 した 傾 きに は差 が 認め られ た．ア ス コ ル ビ ン

酸 の 傾 き を 100 と す る と，Trolox，シ ス テ イ ン の 傾 きは

そ れ ぞ れ 90 と 42 で あ り，従 来 の 分 光 学的 方法で 得 られ

た 文献値
21 ）

と よ く
一

致 した．なお，0．32　ml ／min の 流量 で

は ， 1 時間当た り約 13検体 の 分析 が 可能で あ っ た．

　本法の 実 用 的 利 用 を 目的 に ，様々 な し好飲 料 に 対 して 本

法 を 適 用 し，従来法 で ある 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（HPLC ＞で 得 られ る DPPH ラ ジ カ ル 消去能 と の 比 較 を行

っ た．HPLC を用 い る従来 法 と比 較 した とこ ろ，両 者 の 方

法で 得 られ た各試料 の ラ ジ カル 消去能 は，比 較的高 い 一
致

性 を示 し， 本 ESR −FIA 法は 1検体 ， 3 分 程度の 迅 速 な分析

法で あ る に もか か わ らず，実試料へ の 適用 性 を有 して い る

こ とが 明 らか に な っ た （Table　2＞．
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Table 　2　DPPH 　radical
−scavenging 　actiVity 　of 　beverages

Bcvel’ages
　　 Radical−scavenging 　actiVity

（pm ・ IT ・ ・1・ ・ eq ・i・al・ntp … 100ml）
：）

FISA   ethod （ESR ）　　 HPL （：（⊂ olorimetry ）
　 　 　 　 　 　 　 　 4

GreeII　tea

Oolong 　tea

CoffeeRed
　wine

784310967752 971351965943

　4・2ABTS ラ ジカル 消去 活性 の FIA

　最 近 ， 食品 や 血 清 の 総抗酸化活性が 注 目 され，そ の 評価

に ABTS が 用 い られ る こ とが多い ．一般 に DPPH ラ ジ カ

ル の 消去活性 に は 50％ エ タ ノ ール 溶液 が 用 い られ る が，

ABTS は 水溶性 で あ る た め ， 水 溶 液 中古の 分析 も可能 で あ

る．こ れ まで に ABTS ラ ジ カル カチ オ ン 消 去 活 性 測 定 の た

め に 開発 され た FIA シ ス テ ム は ，あ らか じめ 過硫酸 カ リ

ウ ム と の 12〜16 時間の 反応 で ラ ジ カ ル を生 成 させ る 必 要

が あ っ た
22）．また，ラ ジ カ ル 発生 に 用い られ る試薬 が測定

の 際 に も残存す る た め，測定に 影響 を与 え る可能性 が 考え

ら れ た ．そ こ で 本 研 究 で は，こ れ ら の 欠 点．を 解消 し た

ABTS ラ ジ カ ル 消 去活 性測 定 法 と し て ，
ペ ル オ キ シ ダーゼ

a ）Data　are 　expressed 　as 　pmol　Trolox 　equivalen しper　100　ml
ofeachsample 　and 　as 　the 　mean 　of 　triplicate．

（POD ）を固定化 した リ ア ク ターを ラ イ ン 中に組 み 込ん だ

FIA シ ス テ ム の 開発を行 っ た
L’s｝．

　本法 で 用 い た FIA シ ス テ ム を Fig ．14 に 示 した ．　 POD

を固定化 した リア ク タ
ー

に ABTS 溶液 と過酸化水素を流 し

反応 させ る こ とで ，ABTS ラ ジ カ ル を発生 させ た，もう
一

方の 流 路 か ら は 試料 を注入 し，ラ ジ カ ル 溶液 と合流 させ ，

ミキ シ ン グ を経て ，フ ロ
ー

ス ルータ イ プの 分光光度計へ 送

液した．

　本法で は，ABTS ラ ジ カ ル を発生 させ る た め，臭化 シ ア

ン 活性化 Sepharose に 固 定化 した POD を用 い た．　 POD

は，そ の 表面 が糖質 で 覆わ れて い る ため，まず POD を過

ヨ ウ 素酸ナ トリ ヴム で 酸化 し た後，過剰 の 1，〔シジ ア ミ ノヘ

キ サ ン と反応させ，更 に 水素化 ホ ウ素 ナ トリウ ム で 還元 処

理 し，ア ミ ノ化 POD を調製 した．次 に 臭化 シ ア ン 活性化

Sepharose を 1mM 　HCI で 膨 潤 させ ，洗浄後，4℃ に て 固

定化 し た．固 定化 し た ゲ ル を カ ラ ム （内径 2mmX 長 さ

35mm ＞ に充填 し， リア ク ターと した．

　本法で 使用す る測定波長を設定す る た め，ABTS ラ ジ カ

ル の 400 〜900 　nm の ス ペ ク トル を ア ス コ ル ビ ン 酸 の 共存

下 で バ ッ チ 法 を用 い て 測定 し た と こ ろ ，734　 nm と 417
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ABTS ＋ H20z

B 皿 n℃r
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MC D Waste

20 μ1　of 　Samp 且e

Fig，14　FIA 　sys 紀 m 　for　ABTS 　radica 卜scavenging 　activity

P ： pu．rnp ；IV ： injectio 盲1　valve ；R ： peroxidase　 reactor ；MG ：

dctcdor
mixing 　coil ；D ：

nm に 極大 吸 収が 認め られ た．また，ア ス コ ル ビ ン酸 の 濃

度 に応 じた直線的 な吸光度変化が それ ぞれの 波長で 認め ら

れ たが ，417nm の ほ うが 吸光度変化が 大 きく，よ り高感

度 な分析 が 期待 で きる こ とから，以後 の 測定 に は 417nm

を 用い た．

　最適 条件 を．設定す る ため に，流量 と過酸化水索濃度の 影

響 を調 べ た．流量 を 0．2〜1．O　ml ／min の 範囲で 変化 させ

た と こ ろ，流 量 が 大 きくなる に つ れ て よ り吸光度 が 高 くな

っ た こ とか ら，以 後 の 実験 で は 流量 を 1，0ml ／min と し

た．

　ABTS の 濃度 を 過酸化水素 に 対 して 過剰量 で あ る L8

mM に 固 定 し，過酸化水素の 終濃度を 0．02 〜
 ，12mM ま

で 変化 させ た と こ ろ ，過酸化水素濃度が 大 きくな る に従 っ

て 吸光度 も増加 した，過酸化水素濃度 を 0．12mM と した

と き，ピー
ク 高 と水溶性 ビ タ ミ ン E 誘導体 Trolox 濃 度 と

の 問 に は 0．O］　− O．25　mM の 範 囲 で 直線的な 相 関 が 認 め ら

れ た．また，過酸化水素濃度を O．02　mM と した とこ ろ，

Trolox に 対す る 検出限 界 は 0 ．004 　mM （∫／N ＝4） で あ っ

た．ど ちらの 条件 にお い て も，リア ク ターは 2 日 以 上 安

定 だ っ た．また，こ の 条件で は 1 時間 に最大 60 サ ン プ ル

の 測定が 可能で あっ た．

　本法 の 実試料へ の 適用性 を検討す るた め，種 々 の 抗酸化

物質 の ABTS ラ ジ カ ル 消去活性 を測定 し た．　 Trolox は，

エ タ ノ
ー

ル に 溶解 し，ア ス コ ル ビ ン 酸 は 超純 水 に溶 解 した．

試料 の 溶媒 と して 用い た エ タ ノ
ー

ル と超純水の 影響 を検討

し た と こ ろ，どち らの 溶媒で も差は 見られ なか っ た．ア ス

コ ル ビ ン 酸 を含 め 7 種類 の 標準 DPPH ラ ジ カ ル 消去物質

の Trolox 等価活性 （TEAC ） は 従来法 の 値 と よ く
一

致 し

た．ま た種 々 の し好性飲料 に つ い て も従来法 との 比較を行

っ た 結 果，両 者 の 間 に は 良 好 な一
致 が 認 め ら れ くn ＝8 ，

r ・＝・O．998），本法 が 実試料 に 対 して も高い 適用性 を 有 して

い る こ とが 明 らか とな っ た．

5　結 語

　本論文 で は，多 くの 病気 の 成因 と して ，また 老化の 促進

因 子 と して 知 られ る活性酸索や フ リー
ラ ジ カ ル の 消去能，

い わ ゆ る抗 酸 化 能 を 評 価 す る た め の FIA シ ス テ ム に つ い

て紹介 して きた．こ れ らの シス テ ム は 酸化ス トレ ス に 対抗

す る生体 の 防御能を 評価 す る 上 で ，あ る い は 生 体調節機能

を有 す る 食 品 の 開発 に 実 用 的 な利用 が 期待 され る ．

　活性酸素を含 め た フ リー
ラ ジ カ ル は，一

般的に 不安定で

寿命 の 短 い 化 学 種 で あ る ．こ れ らを 対象 とする 抗酸化能の

評価 系 にお い て，再 現 性 の 高 い 結 果 を 得る た め に は ，正確

な反 応 の 制御が 強 く必 要 とさ れ る．本論文で 紹介した よ う

に，FIA 法 で は反 応 性 の 高 い 活性酸素や フ リ
ー

ラ ジ カ ル

と，試 料 との 反 応 を再 現 性 よ くモ ニ タ
ー

で きる だ けで な

く， そ れ らの ラ ジ カ ル を ラ イ ン 中で 発生 させ る こ と も可能

で あ り，不 安定 な ラ ジ カ ル の 取 り扱 い が一
般的なバ ッ チ 法

と比 べ て ，格 段 に容 易 に な る とい う大 き な特徴 を有す る．

今後 も更 に 他の 活性酸素種や フ リー
ラ ジ カ ル を対象 に し

た，簡易 ・迅 速 な抗 酸化能評価 シ ス テ ム を 開発 して い きた

い と考 えて い る．
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要 旨

　 生 体内で 生 じる活性酸素種 や 種 々 の フ リー
ラ ジ カ ル が ，生 活習慣病 や 老化 の 成因で あ る こ とが最近の 多 く

の 研究で 明 らか に され た．そ こ で ，老化や 生 活習慣病 の 予防の 観点か ら，それらの 高い 反応性を有す る化学

種 を消去，又 は 捕 そ くする 活性，い わ ゆ る 抗酸化能 を有す る 薬剤 の 開発 や 食品成分の 検索が 活発 に 研 究 され

て い る．本論文 で は，従来の 抗酸化活性評価法 に 代 わ る 簡易 ・迅速分析法 と し て 著者 ら が 開発 し た 新 し い フ

ロ ーイ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分析 シ ス テ ム ，すな わ ち （1）吸光光度法，並 び に 化学発光法 に 基 づ く酵素ス
ーパ ー

オ キ シ ドジ ス ム タ
ーゼ活 性 ，及 び ス

ーパ ーオ キ シ ドア ニ オ ン 消去活性測定 シ ス テ ム ，（2）過酸化水素 を分

解す る酵素 カ タ ラ
ーゼ の 活性評価 シ ス テ ム ，（3）電子 ス ピ ン 共鳴を検出端 に 用 い た 1

，
1−diphenyl−2−picrylhy−

drazylラ ジ カ ル 消去活性評価 シ ス テ ム ，及び （4）吸光光度法 に よ る 2，2卩一azino −bis（3−benzthiazoline−frsulfon−

ic　acid ） ラ ジ カ ル 消去活性測定 シ ス テ ム につ い て 紹介 し，その 旛用例に つ い て も触れ る．
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