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フ ロ ー イ ン ジェ ク シ ョ ンール ミノ ー ル 化学発光検出

に よ る ブ ドウ種子 抽 出物 及び ポ リフ ェ ノ ー ル 類の

活性酸素種消去能 評価
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　 フ ロ ーイ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分 析 （FIA）一ル ミ ノ
ー

ル 化学発光検出に よる 簡便
・
迅速な活性酸素種 （ROS ） に

対す る消去能の 評価 法 を開発 し，これ を市販の ブ ドウ 種子抽出物及 びそ れ らに 含まれ る こ とが 知 られ て い る

ポ リフ ェ ノール 類 に適 用 した．ヒ ドロ キ シ ラ ジ カ ル （
’
OII ），　 ・

重項酸素 （
102

），パ ー
オ キ シ ナ イ トラ イ ト

（ONC ）0
−
） 及 び ス ーパ ーオ キ シ ドア ニ オ ン （（，ジ ） 等 の RoS とル ミ ノ

ー
ル との 反 応 に よ っ て 牛 じる 化 学 発

光 に対 して ，抗酸化 物質含 有 試 料 の 添 加 に よる 減 少 率 を RoS 消去能 と し た ．本 FIA シ ス テ ム は ，1 検体 を

⊥分 以 内 に 測 定 11亅
’
能 で あ り，各 ROS に お け る ，抗酸化物質含有試料 を 未添加時 の ブ ラ ン ク 発 光 の 精度 も良

好 で あ っ た （相 対 標 準 偏 差 ≦ 4，5％ ，11．　＝5）．用 量 一反応 山線 か ら算出 し た シ ア ニ ジ ン の EG5
。 値 （n ＝3）は

そ れ ぞ れ 50 ± 4ngfassay （
’
OI　I），　 t48 ± 8 （

102

），36 ± 4 （（，NOO ） 及び 9．・5 ± 8 （O ？

一
） で あ っ た．カル

コ ン を 除 くペ ラ ル ゴ ニ ジ ン ，デ ル フ ィニ ジ ン 及 び レ ス ベ ラ トロ ー
ル 等の ポ リフ ェ ノ

ー
ル 類 もROS に対する

強 い 消去 能 を示 し た，ま た，ブ ドウ種子抽川物 で も同様な ROS 消去能が観察 され た．

1 緒
二、一

　近年，国民 の 健康へ の 関心 が 高まりをみ せ ，健康補助食

品や 機能性食品の 摂取 に よ り疾病 を予防 しよ うと い う試 み

が 盛 ん に なされて きて い る．そ の 中で も抗酸化能 あ る い は

活性酸素種 （reactive 　oxygcn 　species ，　 ROS ）消去能 を有

す る 食晶あ る い は 添加物 が 注 冂 を集 め て お り，こ れ に伴

い ，その 効果 を標榜す る もの が 数多 く市販 され て い る．例

え ば以 前か ら抗酸化作川 を有す る こ とが 知られ て い る ブ ド

ウ 種子抽 出物等 の 天然抗酸化物 は，食品添加物や い わ ゆ る

健康食品 と し て 多 く市場 に 出回 っ て い る
璃 ．よ っ て こ れ

らの 品質評価及 び管理 の た め の 簡便かつ 迅速な抗酸化能測

定 法 の 開発 が 望 まれ て い る．

　 こ れ まで に 食品の 抽出物あ る い は そ の 成分 の 抗酸化能を

評価す る方法 は 数多 く報告 され て い る
S｝．竃子 ス ピ ン 共鳴

法 は 5，5−dimethy量一1−pyrroline−N −exide 等 の ス ピ ン トラ ッ プ

剤 を用 い る こ とに よ り，ラ ジ カ ル 種 を選択的 に測定す る こ

とが で きる．こ れ に よ り生 体中で の ポ リ フ ェ ノ
ー

ル類 の ラ
　 　 　 　 t く

ジ カ ル 捕捉能 を 評仙す る こ とが 可能 で あ る
蜩 ．ま た ブ リ
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一
ラ ジ カ ル 発 牛 試 薬 と して 2，2−diphenyl−1−pici｝

’lh
｝
・drazyl

hydrate を用 い る ブ ドウ種子抽 出物 の ラ ジカ ル 捕提能測定

法
b回 〕

や チ オ バ ル ビ ッ
ール 酸 法に よ る ポ リ フ ェ ノ

ー
ル

1／］1
及

び ブ ドウ 種 子 抽 出物
ll ）

の 抗 酸 化 能 測 定 法 が 報告 さ れ て い

る．一
方，ル ミノー

ル や 2−mcthyl −6−（p−me1hoxypheIlyl ）
−

t3，7−dihydroimidaxo［L2−a．　lpyrazin−g−｛〕lle を川 い る 化学発光

法 も報 告 さ れ て い る．こ れ に よ り，プ ロ ブ コ ール 等 の フ ェ

ノール 性抗酸化 物
1三〕
，フ ラ ボ ノ

ール 類
13｝
，漢方製剤中の 有

効成分
レUyi2

び メ ラ トニ ン
1／t〕

の 抗 酸 化能 が 測 定 され て い る ．

著 者 らは こ れ ま で に ル ミ ノ ール 化 学 発光 法 を 用 い た バ ッ チ

法 に よ る RC）S 消 去 能 測 定 法 を 開発 し，医薬品 とそ の 代謝

物
lf’1，食品添加物 で あ る水溶性 あ る い は非 水溶 性 ロ ーズマ

リー抽 出 物
防

及 び 天 然 着 色 料
凶

に 適 用 して きた．しか し，
バ ッ チ法 は簡 便 か つ 高 感 度 な測 定法 で あ るが ，一

検体測定

の た め に比 較的多量の 試薬 と測 定時 問 を必 要 と し，精 度 が

十 分 で な い な どの 問 題 点 を有 して い る．最 近 ，シ
ーケ ン シ

ャ ル イ ン ジ ェ ク シ ョ ン
ー
ル ミ ノー

ル 化学 発 光 分析法 に よ る

ROS 消去能 の 測 定法 が 開 発 され
1／）1
，こ れ を マ ル チ ビ タ ミ

ン サ プ リメ ン トの
一
重項 酸 素 消 去 能 の 評 価 に適 用 す る こ と

が で き た
20 ）．しか し こ れ らの 方法 は簡便，迅 速 で はあ るが ，

測定 に比 較的高価 で 複雑 な 装 置 を必 要 とす る な どの 問題 点

を有 して い る．

　本研 究で は．測 定精 度 及 び 迅 速 性 に優 れ た フ ロ ーイ ン ジ
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エ ク シ ョ ン 分 析 （FIA ）
一

ル ミ ノ
ー

ル 化学発光検 出 に よ る

ROS 消去能 の 測定法を確立 し，こ れ を食品添加物あ る い

は サ プ リ メ ン トに適用 す る こ と を 目的 と し て い る ．対象 と

な る ROS に は ヒ ドロ キ シ ラ ジ カ ル （
’
OII ），一．重 項酸素

（
IO

！），パ ーオ キ シ ナ イ 1・ラ イ ト （ONOO
−
）及び ス

ーパ

ーオ キ シ ドア ニ オ ン （（：）v
−
）を川 い た ．今同 は 抗酸化試料

と して ，
Ii∫販 の ブ ドウ種子 抽出物 とそ れ ら に 含 まれ る カ ル

コ ン 及 びポ リ フ ェ ノ ール 類 （ペ ラ ル ゴニ ジ ン，シ ア ニ ジ ン，

デ ル フ ィ ニ ジ ン 及 び レ ス ベ ラ ト ロ
ー

ル ） を用 い て ，各

ROS に対 す る消去能を測定 した ．

2 実 験

　2・1 試 薬

　 キ サ ン チ ン オ キ シ ダ
ー

ゼ （XOD ，バ タ
ー

ミル ク 由来），

HgOv （30％ ），　 FeC 】2，　 NaN （
．
）2 は 和光純薬製 を 用 い た ．カ

ル コ ン
，

ペ ラル ゴ ニ ジ ン，シ ア ニ ジ ン 及び デ ル フ ィ ニ ジ ン

は フ ナ コ シ 製を用 い た．ル ミ ノ
ー

ル ，ヒ ポ キサ ン チ ン

（HX ），　 NaBr ，ジ エ チ レ ン トリ ア ミ ンペ ン タ 酢酸 （DETA −

PAC ＞ ラ ク トペ ル オ キ シ ダーゼ （LPO ）及 び ト ラ ン ス
ー

レ

ス ベ ラ トロ ール は SigIna （St　L 〔，uls ，　MO ，　USA ）製を川 い

た．そ の 他 の 試 薬 はい ずれ も特級 を川 い た ．水 は AqUitriug．

GSR −500 自動 蒸 留装 置 〔ア ドバ ン テ ッ ク 製） に て 蒸留 した

もの を実 験 に使用 した．

Injection　volume ，　100　pl

P 硅

Carrier　selution Reagent 　solution

Fig．　 l　Diagram 　 of 〔11e　FIA 　s
｝
・s電cm 　ibr　IIIeasUI

’
elIle 匸1し

ofqucnching 　cH ℃ ct

P ： Pump ： 1： illiect｛〕r ； M ： T
：i（，in1　mixing ；RC ： rcac −

tioll　coil ；D ： CI．、　deleck》r ；RE ： recordcr

　実 験 に 用 い た
．
市 販 の ブ ドウ 種 子 抽 出 物 （grape　 seed

extract ，　 GSE ）A 及 び B は 三 菱 化 学 か ら入 手 した．こ れ ら

の 抽出物 あ る い は ポ リ フ ェ ノ ール 類 は適当 な濃度に なる よ

うジ メ チ ル ス ル ポ キ シ ド （DMSO ） で 溶 解 し 1’（，H の 場

合 は ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド （DMF ）｝．分 析 まで
一10℃ で

保存 した，

　2・2　フ ロ
ーイ ン ジ ェ ク シ ョ ン分 析 シ ステ ム

　化学 発 光 測 定 に 用 い た FIA シ ス テ ム の ダ イ ア グ ラ ム を

Fig，1 に 示 す．本 シ ス テ ム は キ ャ リ ア
ー溶 液及 び Ros 発

生 の 引 き金 と な る 試薬溶 液 を 送 液 す る 2 台 の LG −6A 型

HPLG 川 ポ ン プ （島津 製 作所製），レ オ ダ イ ン 製 7125 型

イ ン ジ ェ ク ター （（
．
］otati ，　GA ，　USA ），825−GL 型化 学発 光検

出器 （日本分光製）及 び R−61 型 記 録 計 （理 化 電 器 製） か

ら 成 る．キ ャ リ ア
ー溶 液 と試 薬 溶液 を混和後，検出セ ル に

至 る まで の 反 応 コ イ ル に は，2SO　mm （
Lo2

，0NOO
一
及 び

02 ） 及 び 120mm （
’
OH ）の テ フ ロ ン 製 コ イ ル （φ0．25

mm ） を 川 い た．試 料 注 入料 は IOO μ1 と した．各 Ros 消

去 能測 定に 用 い た キ ャ リア
ー溶 液 及 び試 薬 溶 液 の 組 成及 び

そ れ らの 流 量 を Table　 1 に示す．

　2・3　試料溶液 の調 製

　各 ROS 消去能 を測定す る た め の 試 料溶 液 は以 下 に示 す

刊 1頁に よ り調製 した．［
’
OH ］抗 酸 化試料〆DMF 溶液 5 μ1，

1．2mM ル ミ ノ
ール ／リ ン 酸 塩 緩 衝 液 （100　mM ，　 pH 　8，3）

及 び O．1％ H20u ／リ ン 酸 塩 緩 衝液，各 500 μ1 を 試 験管

（φ 12 × 75mln ） に 加 え，混和 し，　 S7℃，10分 閊 イ ン キ ュ

ベ ート し た も の を 試 料 溶 液 と し た ．［
10

思］抗 酸 化 試

料 ！DMSO 溶液 6 μ1に O」％ H202 ／酢酸 塩 緩 衝 液 （100

mM ，　 pH 　4 ．5），8〔l　mM 　NaBr ／酢 酸 塩 緩 衝 液 及 び O，1　mM

ル ミ ノ
ー

ル ／酢酸塩 緩衝液 をそ れ ぞ れ 400 μ1加 え，混 和 後

37℃，10分間イ ン キ ュ ベ ートし，こ れ を試料溶液 と した．

［ONoo
−
1抗酸化試料／DMSo 溶液 5 μ1，1．2　mM ル ミ ノ

ー
ル f リ ン 酸 塩 緩 衝液 （100mM ，　 pII 　8．3） 及 び 0．1％

H202 ／リ ン酸塩 緩衝液 t 各 5（）Op1 を 混和 し，S7℃，10分

間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た もの を 試料溶液 と した．［02 ］抗酸

Tablc　1FIA 　condiUons 　fQr　carrier 　and 　rcagent 　solutions 　Qf 　the 　pl
’
oposcd 　mcthod

ROS G とU
．
1
．ic「 S〔）ttlLic，n Reagem 　sc，lution

’
OII

IC
）！

⊂）．NOO

02

100mNI 　phosphate 　bu11をr （pll7 ．4 ＞
　 　 　 　 　 　 　 　

．
　L

FIow 　rate ： 0．5　m 且1nin

100mM ヒ亀cc 〔atC　buffer　q，H 　4．5）
　 　 　 　 　 　 　 　

−l
FbW 　ra しC ： 0．5　ml 　min

100mM 　ph ・ sphate 　bu丘ヒr （pll8・3）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 1
Flow 　ra 匸e ： 0．4　ml 　min

100111M　ph【：，s．phute　buffbr（pH　8．3）
　 　 　 　 　 　 　 　

−l
I噌10wra1．c ：0．5mlmi11

10〔，μMFeCl2 　and 　4 【nM 　l〕ETAPAC ／ph 〔｝sphate 　bullヒr

　 　 　 　 　 　 　 　 　 I
FIow　rate ； 〔♪．3　ml 　Inill

1〔；F9／mlI ・PO 〆acetate 　bu正王br
　 　 　 　 　 　 　 　 −I
Fbw 　ra 吐e ： O、1ml 　mh1

2mM 　NaNOo ／ph 〔，sphatc 　buffcr
　 　 　 　 　 　 　 　

−L
FI｛｝w　rate ； 0．4n1L　Inil1

1111M　HX 〆phosphate 　1）u 丘1ヒr

　 　 　 　 　 　 　 　 　 l
Flow　ra 匸e ： 0．lIIII　IIIiIl
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、
ぢ

疆
。

。o
⊆嘱
も
55
α

12010080604020

→ −GSEA
＋ GSEB
十 chalcone

“ pe正argonidin

．◎．cyanidin
一つ・delphinidin
−▲−resveratrol

　 0

　 0　　0．2　　0．4　　0．6　　0．8　　　1　　1．2

120　
’ll604020

　 　0
　 0　　　0．2　　0r4　　0．6　　0．8　　　1　　　1．2

Sample
， μ91assay

Fig．2　Qucnching　cD 陀 cts 　of 　GSEs 　and 　polyp止lelloli ⊂ s

against
’
OH （A ）aIld 　

lO2

（B）

Sample 　 conceIltrations ： （A ）0，〔［31 〜0．50　pg／assay ；

（B ）0，〔｝31〜1，0 μg／assay ．　FIA 　c ｛mditions 　were 　showll

in　ExperiIneIltals・

化試料／DMso 溶液 5 μ1，0．05 　unit ／n ］l　xC ）D ／リ ン酸塩 緩

衝液 （10（lmM ，　 pH　8．3）及 び 1、2　mM ル ミ ノ
ール ／リ ン 酸

塩緩衝液，各 500 μ1を混和後 37℃，10分間 イ ン キ ュ ベ ー

ト した もの を試料溶液 と した．

　2・4　ROS 消去能の 測定

　ROS 消去能 は，抗酸化 試料 を含 ま な い （DMSO ，　 DMF

の み 添加）場合の 化学発 光 強度 （ピ
ー

ク 高，Glo） に 対す

る，Clo か ら抗酸化試料添加時の 化学発光強度 （ピーク 高，

GI） を差 し引 い た 値の 割合 と して 算出 して い る．ま た GI。

を 50％ 消去す る 場合の 基 質濃度 を用 量 一反 応 曲線 か ら算

出 し，ECso 値 と した Cn≡8）．

3　結果及び考察

　3・lFIA 条件

　各 ROS 消去能測定の た め，キ ャ リ ア
ー

溶液，試 薬 溶 液

の 流量 ，反 応 コ イ ル 長 及 び ル ミ ノ
ール 濃 度 の FIA 条 件 の

最適化 を行 っ た．

　 まず，
’
OII に 対 す る消去能測定法 にお い て，キ ャ リア

ー
溶液 の 流 量 が CI 。 に

’j’え る 影響 に つ い て 検 討 を 行 っ た．

O　 3〜1．2ml ／min の 範囲 で 測 定 した と こ ろ ，0．4 −− O．7

1n レ min で ほ ぼ一
定の Clo を示 し，0．8　m レ min 以 上 で 減少

し た．そ こ で 以 後 の 検討 に は o，5ml ／Inin を用 い る こ とに

した，次 に ，試薬溶液の 流量 が 発光強度 に与 え る 影響 に つ

い て 検討 を 行っ た．O．1〜O．5　m レmin の 範囲で 測 定 した と

こ ろ，0、3ml ／min まで は流 量 の 上 昇 に伴 い
，
　 CI。

の 増 加 が

観察 さ れ た．こ こ で は，最 大 の CI。 を 示 した 0．3　m レ Mill

を選 択 した．次 に 反 応 コ イ ル 長 さの 検 討 を行 っ た．反 応 コ

イ ル は，内径 0．25mm の ス テ ン レ ス ス チ ール 製 の もの を

用 い た．そ の 結 果 ，長 さ L20　mm （混 和 後 0．4 秒 で の 測 定

に 相 当 ）で 最 大 の CI 。 を示 し，そ の 後，反 応 コ イル の 延 長

と共に （．］luは減 少 した，最後 にル ミ ノ ール 濃 度 の 化学発 光

強度 に 与 え る 影響 に つ い て検討 を 行 っ た．0，lmM か ら

21nM の 範 囲 で 測 定 した と こ ろ ，濃 度 の 上 昇 と共 に Clo も

ヒ昇 し，lmM 以 上 で 最 大 か つ
・
定 の CI。 を示 した．そ こ

で 1．2　mM ル ミノー
ル 溶液 を用 い て以 後 の 検討 を行 っ た．

　
10 ・2，0NOO

一
及 び （）L，に つ い て も同 様 の 検 討 を行 い ，

得 られ た 最適 条件 を Table　 l に 示 した．こ れ らの ROS に

対 す る消去 能測定系で は，2301nIn （混 和 後 0．9 あ る い は

Ll 秒 で の 測 定 に 相 当） の 反 応 コ イ ル を用 い た 場 合 に 最 大

の Cloが 得 られ た．

　本 FIA 法 は，1検体 の 測 定時 問 が L分 以 内 と短 く，か つ

GI ｛1 の 繰 り返 し測 定 に お け る 精 度 は 相 対 標 準 偏 差 （RSD ）

で そ れ ぞ れ 4，5％ COH ，71
＝5），2．5％ CO2，　 n

≡5），

1、8％ （ONOO
−
，　 n

≡5）及 び 2，0％ （02
−
，　 n

＝5） で あ

り，迅 速 かつ 高 精 度 な 測 定 が 叮能 で あ っ た．こ れ らを著 者

らが 以 前報告 した化学発 光 法 を利用 す るバ ッ チ 法 と比 較 す

る と，そ の 測 定 時 間 （約 2 分 ／試料 ）及 び 精 度 （約 10％ ）

は それ ぞ れ改 善 され て い た
IH ］，更 に 1 検 体 の 測 定 に必 要 な

総試薬 量 を約 lf10 に抑 え る こ とが で き，経済性 に も優 れ

て い た．Ghoi らは FIA 一ル ミ ノール 化 学 発 光 法 を用 い て フ

ラ ボ ノ イ ド類 の 抗 酸 化 能 を評 仙 し，B 環 の 水 酸 基 の 数 が抗

酸化能 に 強く影響 して い る こ と を報告 した
14｝．しか し こ れ

は H20e に対す る抗 酸 化 能 の み を 評 価 で き る だ け で あ り，

本 法で は生 体 に 関 連 す る 4 種 の Ros の 消 去 能 評 価 が 可 能

で あ っ た．シーケ ン シ ャ ル イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 に つ い て も

次 亜 塩 素 酸 イ オ ン 及 び O ！ の 消 去 能 測 定法 を報告 して い る

の み で あ る
lv〕？°，．　 Sariahmetoglu らは FIA 一ル ミ ノール 化 学

発 光法 に よ る メ ラ トニ ン の 5 種類 の ROS 消 去 能 を報 告 し

て い る
IS｝．しか しキ ャ リアー溶液及 び試薬溶液 の 総 流 量が

5，0　 ml ／min と多 く，多 量 の 試 薬 が 必 要 で あ る．

　3・2　ブ ドウ種 子 抽 出物 及 びポ リ フ ェ ノ ール 類の 活性酸

素 種 消去 能 の 測 定

　次 に本 FIA シ ス テ ム を 市販 の ブ ドウ 種子 拙 出 物及 び 代

表的 な ポ リ フ ェ ノール 類 の RoS 消去能測 定 に 適用 し た，

ポ リフ ェ ノ ール 類 は 0．02〜2mg ／ml と な る よ う調 製 し，

実 験 に 供 した．

　まず，
’
OH 消 去 能 を測 定 した と こ ろ，　 GSE 及 び ポ リ フ

ェ ノ
ール 類 の 発 光 強 度 は試 料 濃 度 の 増加 に 伴 い ，減 少 して

い っ た （Fig．2−A）．2 種 の GSE は い ず れ も検 討 した 試料

の 内 で，中 程 度 の 抗酸化作 用 を示 した，ポ リ フ ェ ノ ール 類

N 工工
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Fig・3　（l　ucnching 　cffects 　of 　GSEs 　a1Nl 　Polyphelu
．
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againSt 　ONOO 　（A ）とmd 　OLi （B）

Sample 　concel 〕trations ； 0，031 〜1，0 μg／assa
ア
．　FIA

conditionswcrc 　shown 　ln　Experimeluals ．

Blank

−
4min
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Fig．4 　Recorder 　resp 〔）nses 　of 　cyanidin 　agains ピ OH

（A ）and 　ONOO 　 （B ＞

The 　numbers 　above 　peaks　showcd 　the 　samp ］e 　conccn −

tt
’
ations （μg／assa ｝

．
）．　 FIA　conditions 　were 　 shown 　in

Experimentals ・

Table　 2　E（：淑 〕 ofGSEs ，　chalcone ，　flavonoids　and 　trans−rcsverarrol 　againsc 　ROS

EC5u，　mean ± SD 　ng 〆assay （π
＝3＞

Sこunple 鹽
OH

　 　 　
　 （）・2

　 ＊

2］U ± 】0
　 ＊

263 ± 14148
± 892
± 664
± 5

（
．
）NO （

．
） （，2

GSEAGSEBchalc

〔mepelttrgonidin

〔
’
〉
「
anidindelphinidin

tra・ns−resveralrol

140 ± 3071
± 4

　 ＊

140 ± 145

〔，± 436
± 453
± 3

285 ± 3487
± ll

　 ＊

49 ± 836
± 43S
± 449
± 4

365 ± 24164
± 10

　 ＊

179 ± 1695
± 836
± 412s
± 14

＊ ＞ 1（1帆 ；n9 〆assa ｝
・

中 で は デ ル フ ィ ニ ジ ン で 最 も強 い 消 去 能 が み られ た が，カ

ル コ ン で は，1 μg／assay を用 い た 場 合 で も 2〔1％ 以 下 の 消

去 能 し か 示 さ な か っ た ，次 に
10v

消 去 能 を 測定 し た

（Fig．2−B）．そ の 結果，　 GSE 　A は B に 比 べ る とそ の 抗 酸 化

作 用 は低 か っ た，また レ ス ベ ラ トロ ール で 最 も強 い
102

消

去 能 が み られ た．ONOO
一
消去 能 （Fig．3−A） は，デ ル フ

ィ ニ ジ ン で 最 も強 い ONOO
一
消 去 能 が み られ た．2 種類

の GSE は こ こ で も抗 酸 化 作 用 を示 した が ，そ の 順 序 は

GSE 　A 〈 GSE 　B で あ っ た．　 Fig、3−B は （，2

一
消去能 の 測定

結 果 を 示 し て お り，GSE は 中 程 度 の 抗 酸 化作 川 を 示 し，

そ の 順 序 は GSE 　A ＜ GSE 　B で あ っ た．ポ リ フ ェ ノ
ール 類

で は デ ル フ ィ ニ ジ ン が 最大 グ）消去能 を 示 し た，Fig．4

は，
’
OH 及 び ONOO

一
に対す る シ ア ニ ジ ン の 消去能 を測

定 した際 の レ コ ーダー
レ ス ポ ン ス を示 して い る．こ れ らの

用 量 一反応 曲 線 を 基 に，ブ ラ ン ク発 光 を 50％ に減少 させ

る の に 必 要 な 基 質量 を ECs 。 値 と して そ れ ぞ れ 算 出 した

（Table　 2）．　 GSE 　A の
10

ビ 消去能及 び カ ル コ ン の 4 種の

Ros 消 去 能 は，今 回測 定 した サ ン プ ル 濃 度 に お い て 消去

能が 低 く ECf，［〕値 を算出す る こ とが で きなか っ た．　 GSE 　A

の EC5i，　f直は 140〜365　ng ／assay で あ り，　 GSE 　B は 71〜

210n9 ／assa ｝
．とそ の 値 は 広 範 囲 に 及 ん だ．ポ リ フ ェ ノ ール

類 に 関 して は
1
　（）　

，，で は，レ ス ベ ラ トロ ール が 最 も強 く，
’
OH ，　 ONOO

一
及 び OL，

一
で は，デ ル フ ィ ニ ジ ン が最 も強

か っ た．先 に 報告 した バ ッ チ 法の 結果
IS｝

と今回 の 結果 を比

較す る と，ア ン ト シ ア ニ ジ ン 系化合物 に よ る
’
OH 及 び

0 ジの 消去能 は，い ず れ も，デ ル フ ィ ニ ジ ン 〉 シ ア ニ ジ

ン 〉 ペ ラ ル ゴ ニ ジ ン の 川頁に 強 い 消去能 を 示 し一致 して い

た．バ ッ チ 法 で の O ！

一
に 対す る EC5D 値 は ＞ 12 μg／assay

〔ペ ラ ル ゴ ニ ジ ン ），2，9 μg／assay （シ ア ニ ジ ン）及 び 0，6

μg／assay （デ ル フ ィ ニ ジ ン ） で あ り，　 FIA 法の 結果 と異 な

っ て い た．こ れ は測定系内で の ROS 量 の 違い に よ る と考

え られ た．一
方，W     d らは ブ ドウ 種子及 び 果皮抽出物の

N 工工
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一

ル ミノ ール 化 学発光検 川に よ る活性酸素種消去能 の 評価 9S5

抗 酸 化 作 用 に 対 す る pH の 影 響 を 02
一

消 去能 を指標 に 検

討 を行 い
21 ｝

，フ ラ ボ ノ イ ド類 の 抗酸化能の 強 さ は酸 i生溶液

（pH 　2．5）〈 水 く ア ル カ リ溶 液 （pH 　8，0） と な る傾 向を示 す

と報告 して い る．今回 得 られ た 結．果 は 必 ず し もそ の 順序が

一
致 して お らず，基質と ROS との 反応性の 違 い が 影響す

る もの と推 察 され た．

4 結
… ．．
口

　FIA 一
ル ミノール 化 学 発

．
光 検 出法 に よ る ブ ドウ種 子 抽 出

物 とそ れ に 含 まれ る カ ル コ ン
，

ペ ラ ル ゴ ニ ジ ン
，

シ ア ニ ジ

ン ，デ ル フ ィ ニ ジ ン 及 び レ ス ベ ラ トロ ール に よ る ROS 消

去 能 を 測 定 した．今 同 開 発 した FIA 法 は 簡 便 ，迅 速 か つ

安価 に ROS 消 去 能 測 定が 可 能で あ り ， 実 際 の 機 能性食品

や 食品 添加物 等の 品 質評価 に 有用 で あ っ た．ブ ドウ 種子 抽

出物 （GSE 　A の
102

を 除 く） の ROS 消 去 能 は，そ れ に含

ま れ る ポ リ フ ェ ノール 類 と共 にそ れ ぞ れ EG5
。値 を算 出 し ，

評 価 す る こ とが で きた，ま た，各 ROS 消去能測定 に 関 す

る 基礎 デ
ータは，複 数 の シ ス テ ム を 組 み 合 わせ る こ とで ，

1 回 の 試料注 人 に よ り複 数 の ROS 消 去 能 を測 定可 能 な シ

ス テ ム の 構築 に役 立 つ もの と考える．
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Flow  Irjection Analysis with  Luminol  Chemiluminescence  Detection  for

     Evaluation of  Quenching Effects of  Grape  Seed Extracts and

           Polyphenolics  against  Reactivc Oxygen  Species

MitsuhiroNV,xDAi, Masayuki  KAToHi,  Hirotsugu  KJDo?, Mihoko  N. N.uasHIMAi,

 Naotaka  KuRoDAi  and  Kenichiro  N.ucAsHiNtAi
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                         (Received 12.July 2006,  Accepted  27 October  2006)

 A  simple  and  rapid  Fza  method  fbr measuretnent  of  quenching efft]cts  of  grape  seed  extracts

and  polyphenolics against  reactive  oxygen  species  (ROS) was  developed. This method  is based
on  the  determination of  luminol  chemiluminescence  generated with  ROS  such  as  hydroxyl radi-
cal  ('OH), singlet  oxygen  (t02), peroxynitrite (ONOO')  and  superoxide  anion  (O?'). Moi'e
than  1 sample/min  could  be  measured  with  satisfacter}r  precision, The  total reagent  amount  in
this method  could  be reduced  to one  tenth  of  that fbr our  previous batch method.  The  grape
seed  extracts  A  and  B  were  successfully  evaluated  by the  proposed method.  The  ECso of  cyani-

din as  a  representative  polyphenolic against  
'OH,

 
i02,

 ONOO'  and  Op' were  50 ± 4, 148 ± 8,
S6 ± 4, and  95  ±  8 ng/assay  (n =:

 8), respectively,  Except  fbr chalcone,  the  ethcr  polyphenolics
such  as  pelargonidin, delphinidin  and  trans-resveratrol also  showed  the  high quenching  effects

against  ROS,
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