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化学発光を用いた活性酸素／抗酸化能測定

活性酸素の功罪

酸素を利用して生命活動をしている生物の多くは、膨大なエネルギーによって活発な生命活動ができ

るという メリットがある反面、酸素傷害の危険性というリスクを取り除くことはできません。例えば、

臓器移植を行う 場合、取り出した臓器は一時的な低酸素状態と なり、移植後再び正常に機能をし始

める際に、高 酸素状態になります。この高酸

素状態となるこ とで酸素ラジカルが生成し、

障害が起こるとい われています（虚血／再灌

流）。一方、免疫細胞 によるウィルスや病原性

菌の除去、酸化還元に よる生体内でのシグナ

ル伝達など、プラスの機 能もあります。この

様に、活性酸素には 2つの 面があります。こ

れらの性質を理解し、様々な 分野で有効活用

されています(table1)．

活性酸素の種類と生体内抗酸化システム

活性酸素とは、狭義ではスーパーオキシド(O
2
-)、一重項酸素(1O

2
)、ヒドロキシルラジカル(・OH)、過酸

化水素 (H
2
O
2
)といった、酸素ラジカルのことをさします。広義では、これらに脂質ヒドロペルオキシド

(LOOH)や脂質 ペルオキシルラジカル(LOO・)などの脂質過酸化物や、一酸化窒素(NO)、ペルオキシナイ

トライト(ONOO-)、次 亜塩素酸(HOCl)なども含めます。

生体内での活性酸素生成は、O
2
-は核膜や形質膜などの生体膜やミトコンドリアで発生します。またH

2
O
2

は、O
2
- を抗酸化酵素が処理する際に発生します。・OHは、H

2
O
2
と遊離の金属とが反応することで発生し

ます．1O
2
は、 生体内色素に UVがあてられることで発生します。過剰に発生した活性酸素は、生体内

の抗酸化システムが消 去することでバランスを保っています。抗酸化システムには、O
2
-に対してはSu-

peroxide Dismutase、H
2
O
2
に 対しては Catalaseと、それぞれ抗酸化酵素があります。1O

2
と・OHに対し

ては、抗酸化酵素はなく、βカロチ ンなどの抗酸化物質により消去します。

活性酸素／抗酸化能測定法

活性酸素は、その反応性の高さから直接検出することはで

き ません。よって検出には、発色試薬や発光試薬などと反

応さ せ、試薬の変化により検出します。また抗酸化能は、

任意の 方法で活性酸素を発生させ、活性酸素、抗酸化剤、

検出試薬 の競合反応により得ます。

活性酸素の検出方法には、電子スピン共鳴法(ESR法)、発

色 法、発光法などがあります(table2)．発光法は、Luminol

や MCLA、MPECを用いる方法です．発光試薬と活性酸素との

反応 による発光反応を捉えて、相対量で判断します。多検

体処理 が可能な点や、反応時間が短いなどがメリットで

す。

発光を用いた活性酸素／抗酸化能測定

発光を用いて活性酸素の検出を行う場合、前述のようないくつかの発光試薬から、目的の活性酸素種

との反応 性が高い試薬を選択して使用します。また、抗酸化能測定を行う場合は、活性酸素発生系に

対して抗酸化物質 を添加し、抗酸化物質のある／なしによる発光により評価します。

以下に、酵素などによる活性酸素発生系を用いて、発光を用いた活性酸素および抗酸化能を測定した

例をご紹 介します。

table.1 産業界での利用

分野 用途

農業 除草剤 雑草を除去する．

建築業 酸化チタン 素材表面の正常を保つ．

ラジカル発生剤 汚染土壌など環境の清浄化．

食品 抗酸化物質 添加することで商品価値を高める．

医薬品 抗酸化物質 疾病状態からの回復．

香粧品 抗酸化物質 UVにより発生した活性酸素の防御．

table.2 主な活性酸素／抗酸化能測定法

チトクロームC還元法 O2
-

NBT還元法 O2
-

ESR法 O2
-/・OH

化学発光法 O2
-/・OH/1O2/LOOH

DPPHラジカル法 DPPHラジカル



実験条件
試薬

酵素 Xanthine Oxidase
Sigma社の酵素を0.1M リン酸カリウム溶液(pH7.5)で各濃度の溶液とした．

基質 Hypoxanthine
0.1Mリン酸カリウム溶液(pH7.5)で0.72mM溶液とした．

発光試薬 MPEC
300uM溶液を作製した．

抗酸化酵素 Superoxide dismutase
酵素を0.1M リン酸カリウム溶液(pH7.5)で各unit数の溶液とした．

測定
黒色マイクロプレートに各溶液をそれぞれ以下の容量で分注．

Superoxideの検出 Superoxide消去活性
300uM MPEC 10uL 300uM MPEC 10uL
XOD(各濃度) 60uL XOD(0.1units/mL) 60uL
SOD - SOD(各濃度) 10uL
緩衝液 180uL 緩衝液 170uL

装置にマイクロプレートをセットし、0.72mM HXを50uL分注．
分注と同時に1分間積算．

測定例 1）

Superoxi de の検出および Superoxi de di smuta se による Superoxi de 消去活性測定

Superoxideは、Xanthine oxidaseを用いることで発生させることができます。よってこの条件下

に発光試 薬を添加することでSuperoxideの検出を試みました。また、この発生系を用いてSuper-

oxide dismutaseに よるSuperoxideの消去活性測定を行いました。
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測定例 3）・O H ラジカルの測定およびクロロゲン酸による・O H ラジカル消去能測定

・OHラジカルは、生体内において過酸化水素とFe2+やCu+といった金属イオンとの反応(Fenton反応)

により 発生するラジカルで、酸素ラジカルの中でも反応性が最も高く、かつ寿命が短いラジカルで

す。また、脂質の 過酸化や遺伝子の損傷などに直接関与していると考えられています。・OHラジカ

ルはFenton反応により、実 験レベルで発生させることができます。また・OHラジカルは、Luminol

を用いて検出できることが知られてい ます。よって、この発生系を用いてLuminolによる・OHラジ

カルの発光検出と、クロロゲン酸を用いた消去 活性測定を行いました。
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Fenton反応による・OHラジカルの発生
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実験条件
試薬
過酸化水素溶液 25mMイミダゾール－硝酸溶液(pH7.0)を用いて希釈．
硫酸鉄溶液 蒸留水にて1mMに調整
キレート剤 DTPAを蒸留水にて1mMに調整
抗酸化剤 クロロゲン酸を蒸留水にて各濃度に調製．
発光試薬 1mM Luminolを0.2M ホウ酸溶液pH9.5で溶解

硫酸鉄溶液：キレート剤：発光試薬 = 1:1:1として・OH発生／検出試薬に使用した．

測定
黒色マイクロプレートに各溶液を以下の容量で分注．
・OHラジカルの検出 クロロゲン酸による・OHラジカル消去活性測定

過酸化水素(各濃度) 100uL 過酸化水素(10-4M) 50uL
クロロゲン酸 - クロロゲン酸 50uL

装置にマイクロプレートをセットし、・OH発生／検出試薬を100uL分注．
分注と同時に10秒間積算．

発光を用いた・OH ラジカルの検出およびクロロゲン酸による消去活性

測定
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測定例 2）過酸化水素の検出および C a t al a s e による過酸化水素消去活性

過酸化水素は生体内では、SuperoxideがSODにより分解された際に発生することで知られています。

比較的 安定な活性酸素なため、生体内では長く、広範囲に拡散します。過酸化水素それ自体は反応

性の低いものです が、金属イオンと反応することで反応性の高い・OHラジカルになります。

ここでは、Luminol-HRP(Horse Radish Peroxidase)を用いての検出および消去酵素による消去活

性測定を 行いました。
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実験条件
試薬

過酸化水素溶液 25mMイミダゾール－硝酸溶液(pH7.0)を用いて希釈．
発光試薬 Luminol 10mg + HRP 100 unit/100mL 0.2M ホウ酸溶液pH9.5
抗酸化酵素 catalase

酵素を25mMイミダゾール－硝酸溶液(pH7.0)で各unitの溶液に調製した．

測定
黒色マイクロプレートに各溶液を以下の容量で分注．
過酸化水素の検出 Catalase活性測定

過酸化水素(各濃度) 100uL 過酸化水素(10-5M) 50uL
Catalase - Catalase(各濃度) 50uL

装置にマイクロプレートをセットし、発光試薬を100uL分注．
分注と同時に10秒間積算．

発光を用いた過酸化水素の検出および Catalase 活性

測定
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