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I.は じめに

　多 くの生活習慣病の発症は、活性酸素による生体の酸

化障害が遠因であることが明 らかになりつつあ り、抗酸

化作用を有する食品や食資源は酸化障害や生活習慣病の

予防効果 を備えている可能性が高いと考えられる。その

ため、研究者のみならず食や健康に携わる産業界からは、

食素材や加工食品等の抗酸化活性 を簡便に評価 し得る方

法が求められている。

　我 々が新規抗酸化活性評価 法 として開発 したXYZ-

dish法1，2)の 最大の特徴 は、微弱発光(CL)の 測定に

より食品自体の抗酸化活性を評価で きることであり、3

成分(活 性酸素種=X,活 性酸素消去物質=Yお よび受

容種=Z)の 存在でCLが 生成する原理3)を 応用 してい

る。実際に、一次スクリーニングとして本法で県内食資

源 を多数評価 した結果、ガマズ ミ,大 豆,根 菜類等 に抗

酸化活性お よび有益な生理作用を見出してきた4，5)。

　その一方で、既知の抗酸化物質でありながらXYZ-dish

法による活性が認め られない化合物の存在も明らかとな

りつつある。これは、XYZ-dish法 があらゆる物質を評価

しきれないことを示 してお り、これを改善 し有用性を高

めることが必要となっている。

Ⅱ.目 的

　そこで本研究は、XYZ系CL発 光原理を検証すると

ともに、CL生 成メカニズムの解明を目的 とした。さら

に、スクリーニ ング法 としての有用性を高め、体系化す

るために、CL生 成に必須の成分、寄与する成分、増強

成分お よび阻害成分 を検討 した。

Ⅲ.研 究 方 法

1.XYZ系CLに お け る各 因 子 の 変 化 の検 討

過 酸 化 水 素(H2O2,X)、 エ ピ ガ ロ カ テ キ ン ガ レ ー ト

(EGCg,　 Y)お よび ア セ トア ル デ ヒ ド　 (CH3CHO,　 Z)

を使 用 し、Y,　Y+X,　 Y+Zお よ びY+X+Z溶 液 を室 温 で イ

ン キ ュ ベ ー ト後 にLC/MSに て 分 析 す る と と も に、 ス ピ

ン トラ ッ プ法 で ラ ジ カ ル消 去 活 性5)を 測 定 した 。

2.XYZ系CLに お け る抗 酸 化 活 性 お よ び ラ ジ カ ル消

　去 活 性 の 関 連 の検 討
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表1　 GA,　 AsA,　 Troloxお よ び α－TocのXYZ-dish法,β －

　　 　 Carotene法 に よ る 抗 酸 化 活 性

TocTroloxAsAGA

0.016±0.002

0.008±0,003

　　 2.492

0.014±0.001

0.007±0.000

　　1.937

0012±0.001

　　　　0

　　 0.504

1.000±0.071

2.280±0.156

　　 1.000

(H2O2)

(OH)

XYZ-dish*

β-Carotene**

★XYZ-dish法 で はH202に 対す るGAのCL量 を1.0と して各 化合 物 のCL量 を換算 した.

★★β－Carotene法 で はGAの 活 性値 を1,0と し て各 化合 物 の活 性 を示 した.

ためにCLが 生成 しない ものと考えられた。

3.XYZ系CLの 波長特性の検討

　 ガレー ト類、アントシアニン類およびカテキン類のC

Lス ペク トルで波長極大領域の差が認められ、活性酸素

種 による波長極大のシフトは認められなかった(図2)。

この結果は、CLの スペク トル特性 は活性酸素種ではな

く化合物の骨格により異なることを示唆 している。

没 食 子 酸(GA),ア ス コ ル ビ ン酸(AsA),　 Troloxお よ

び α-Tocopherol(Toc)をY試 料 と し、　CLA-110(東 北

電 子 産 業)を 用 い たXYZ-dish法1，2)に よ るCLお よ び β-

Carotene法6)に よ る抗 酸 化 活 性 を測 定 した 。　XYZ-dish

法 で は 、H2O2(X)お よびCH3CHO(Z)含 有 リ ン酸 緩

衝 液(pH7.0)とMeOHの1:1混 合 液(XYZ反 応 液)

をY試 料 へ 注 入 してCL生 成 量 を 測 定 し、標 準 物 質 と し

たlmMGAのCLをlunitと して 試 料 の 活 性 値 に算 出 し

た 。

3.XYZ系CLの 波 長特 性 の検 討

　 CLA-SP2(東 北 電 子 産 業)を 使 用 し、 ガ レー ト類 、 ア

ン トシ ア ニ ン類 お よ び カ テ キ ン類 にXYZ反 応 液 を注 入

し、 生 成 す るCLス ペ ク トル を測 定 した 。

Ⅳ.結 果および考察

1.XYZ系CLに おける各因子の変化の検討

　 Yと したEGCgの 変化 を表すLC/MSク ロマ トグラム

を図1に 示 した。Y+X,Y+Zで は新 たなピークは見 られ

図2　 ガ レー ト類,ア ン トシアニ ン類,カ テキ ン類のX

　　　YZ系CLス ペク トル

Y60’

Y+X+Z20'

Y+X+Z40'

Y+X+Z60’

Y+X60’

Y+Z60'

Ⅴ.ま とめ

　本研究では、1)XYZ系 における抗酸化物質の物質

的変化 と活性の変動、2)CLを 生成 しないビタミン類、

3)化 合物の基本骨格によるCLス ペ クトルの違いが明

らかとなった。以上より、CL生 成におけるYの 役割が

明 らかになりつつある。今後、Yの 物質的変化 とCL変

化を検討することで生成メカニズムを解明する。

図1　 EGCg(Y),　 H202(X),　 CH3CHO(Z)の 組 合 せ と イ ン

　　　 キ ュ ベ ー ト時 間 によ るLC/MSク ロマ トグ ラ ム
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なか っ た が 、Y+X+Zで は8.5(M-1),9.5(M-2)

お よ び15.1(M-3)分 の ピー クが 時 間 と と もに増 大 し、
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の 関与 が 推 察 さ れ た 。今 後 、M-1～M-3の 構 造 解 析 、

これ らの 変 化 と活 性 との 関 連 の解 明 が 課 題 で あ る。

2.XYZ系CLに お け る抗 酸 化 活 性 お よ び ラ ジ カ ル消

　 去 活 性 の 関 連 の検 討

　 AsA,　 Troloxお よ びTocのXYZdish法 に よ る活 性(C

L)は 殆 どな か った が 、 β－Carotene法 で はTroloxお よ

びTocがGAの2倍 の 活 性 を示 した(表1)。 また 、　G
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られ た。XYZ系 で のYの 働 きはXの エ ネ ル ギ ー をZへ

遷 移 させ る作 用 で あ り、AsAに は そ の 遷 移 作 用 が な い
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