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1.d.1 はじめに

C3光合成を行う葉での典型的な活性酸素生成フラッ

クス（HO 換算）は，試算によると葉緑体で4,000nmol
 

m s，ペルオキシソームで10,000nmol m s，ミト

コンドリアで200nmol m s 程度である ．ペルオキシ

ソームのHO 生成はほとんどグリコール酸オキシダー

ゼ反応によるが，葉緑体では主要な活性酸素反応は２つ

ある（図1) ．ひとつはいわゆるMehler反応で，光化

学系I（PSI）でO が一電子還元されスーパーオキシド

（O ）が生成し，O の不均化反応でHO が生成す

る ．もう一つは光化学系II（PSII）での一重項酸素

（ O）生成である ．この他にもPSII還元側でのO 生

成 ，それに由来するHO，ヒドロキシルラジカル

（HO）の生成 ，HO酸化酵素が機能しないときのPSII

酸化側での酸化力による活性種の生成 ，プラストセミ

キノンによるO 生成 ，亜硝酸，アスパラギンからの一

酸化窒素（NO）生成 などの可能性が指摘されている．

活性酸素には化学的特性の異なる複数の分子種があ

り，検出法はそれぞれに特異的である．また，研究目的

と材料に応じて最適な測定手法は異なる．例えば活性酸

素生成機構解明にはチラコイド膜などを材料としたin
 

vitro測定，酸化的損傷・ストレス耐性の評価には過酸化

物やアルデヒドなどの組織からの抽出・定量，活性酸素

のシグナル作用解明には蛍光プローブなどを用いた組織

のin situ観察が行われる．各手法の原理と限界を理解す

ることが，結果の正しい解釈には不可欠である．本節で

はまず活性酸素測定法を研究目的と検出法の特徴によっ

て分類し，研究目的に応じた測定手段選択のガイドライ

ンを提供する．その後in vitro測定，in situ測定の具体

例をいくつか紹介する．

なお，NO，ペルオキシ亜硝酸（ONOO）など活性窒

素種の植物試料での測定については最近の文献

を参照されたい．より広範な活性酸素，酸化ストレスマー

カーの測定法の成書もある ．測定の限界やアーテ

ファクトの原因は活性酸素種の化学的性質と密接に関連

している．基礎的理解のため総説，成書 を一読され

ることをお薦めする．

1.d.2 活性酸素種の特性と検出法の選択

活性酸素とは酸素分子（O）に由来する反応性の高い

分子種の総称で，「活性酸素種」という表現がより正確で
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光合成に伴い生成する活性酸素種は，細胞のレドックスシグナルとして作用すると同時に環境ストレ

ス障害の要因ともなる．活性酸素には化学的特性の異なるいくつかの分子種があり，それぞれ特異的

な検出法がある．活性酸素種およびそれを消去するアスコルビン酸やグルタチオンなどの還元剤は，

寿命が短い，相互の酸化還元反応が容易に進行する，といった特性をもつため，定量的な抽出・測定

に注意を要する．この節では，チラコイド膜を用いる活性酸素生成機構解析，組織抽出液の過酸化物，

酸化タンパク質，抗酸化物の定量法を中心に解説する．
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ある．本節の活性酸素種の表記はIUPAC Recommenda-

tions 2000 およびその簡略版 に従う（表1）．ここに

含まれる分子種の性質は，それぞれの酸化力（酸化還元

電位）および，ターゲットとの反応性（二次反応速度定

数）により異なる ．

表２に活性酸素測定法を目的および分子種ごとに整理

した．葉緑体やチラコイド膜を用いると，光照射時の活

性酸素種生成をリアルタイムで検出できる．これは活性

酸素の生成速度または定常濃度測定である．組織からの

過酸化物，酸化生成物抽出では，含量が得られる．これ

活性酸素，抗酸化物の測定法

表1：活性酸素種の種類と性質

活性酸素種 表記

スーパーオキシド
（アニオン）ラジカル

O 酸化力は中程度で，還元剤としても働く．プロトン化（pK a＝5.5）したスーパーオキシド
ラジカルHO は，アニオン型より酸化力が強く，中性分子なので膜にも溶け込む．

過酸化水素 HO 酸化力は中程度で，還元剤としても働く．中性分子で生体膜を通過する．金属触媒が存在し
なければきわめて安定．ラジカルではない．

ヒドロキシルラジカル HO 酸化力，反応性ともに極めて大きく，ほとんどの有機，無機分子と拡散律速で反応し酸化す
る．

一重項酸素 O 酸化力，反応性ともに大きい．励起電子のエネルギー準位により Σ 状態と Δ 状態に区別
される．本稿で O の表記は後者の意．Σ は寿命が極めて短く生化学的に重要でない．Δ
の寿命はHO中で3.8μs，DO中で62μs．

過酸化脂質（有機ペル
オキシド）

LOOH
(ROOH)

酸化力，安定性はHO と似ている．ラジカルではない．

脂質（有機）ペルオキ
シルラジカル

LOO
(ROO)

ラジカル連鎖反応の中間体で定常濃度は低い．

アルコキシルラジカル LO
(RO)

HO と似た性質を持つ．酸化力が強く，寿命が短い．

一酸化窒素 NO 酸化力は中程度で，還元剤としても働く．中性分子で生体膜を通過する．

ペルオキシ亜硝酸 ONOO NO とO の結合で生成する．きわめて反応性が高い．ラジカルではない．

図1：葉緑体電子伝達に伴う活性酸素生成．点線は電子伝達経路を表す．
① PSIストロマ側でのO 還元によるO 生成．触媒としてグルタチオンレダクターゼ，モノデヒドロアスコルビン酸レダク
ターゼ（MDAR）などストロマのフラビンタンパク（SF)，フェレドキシン（Fd）が考えられる．

② PSI還元側の鉄硫黄センターF，F，F の自動酸化によるO 生成．
③ PSII反応中心での O 生成．

段階１：プラストキノンプールが過還元状態となり，Q/Q の還元レベルが上昇すると，P680とQ の電荷再結合の確率が
高まりP680の励起三重項状態 P680が形成される．

P680＋Q → P680＋Q
段階２： P680から基底状態酸素分子（ O）へのエネルギー移動で O（励起一重項状態）が生成．

P680＋ O →P680＋ O
④ アンテナクロロフィルでの O 生成（ Chl， O の消去剤であるカロテノイドが欠損すると起こりうる）．
⑤ PSII還元側でのO 還元によるO 生成 ．
⑥ PSII酸化側でのP680，Chl，Y などによる周辺分子の酸化により生成する有機ラジカル（R）がO と反応し，ペルオキ
シルラジカル，有機ペルオキシド，さらにアルコキシルラジカルを生成する ．

⑦ プラストセミキノンラジカル（PQH ）のO 還元によるO 生成 ．
PQH ＋O →PQ＋O ＋H

いったんO が生成すると，プラストキノールPQH を酸化しPQH を再生する．
O ＋PQH →PQH ＋HO
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らの測定ではすぐれた定量性が得られる．一方，蛍光プ

ロープなどを用いるin situ測定では生成の積算量を見

積もるが，定量性は高くない．このように測定法によっ

て得られるパラメータが異なることに注意が必要であ

る．また検出法（試薬）の活性酸素種に対する特異性に

も注意を払う必要がある．表２にはさらに，個々の活性

酸素種の特異的消去剤を記載した．検出されたシグナル

が特異的消去剤によって低下すれば，その活性酸素種が

検出された証拠のひとつとなる．

1.d.3 葉緑体，チラコイド膜を用いた

in vitro活性酸素測定

1.d.3.1 電子スピン共鳴

電子スピン共鳴（ESR，同じものを電子常磁性共鳴

EPRともいう）測定は分光法であり，不対電子をもつ分

子すなわちラジカルを直接検出する唯一の方法である．

ESRでは試料を強い磁場の中におき，ラジカル分子がも

つ不対電子のスピンエネルギー準位（磁場のない状態で

は縮退している）を分裂させ，マイクロ波（数cm波長の

電磁波）を照射し，共鳴により電子スピンが遷移すると

きの吸収を測定する．この共鳴エネルギーの大きさは不

対電子の微環境（分子内の隣接原子など）によって決ま

るため，ラジカル分子種ごとに特徴的なスペクトルが得

られる．紫外・可視領域の分光法とは異なり，マイクロ

波の波長は固定したまま，磁場強度を変え（「掃引する」

という）ラジカル分子の共鳴エネルギーレベルを変化さ

せることでスペクトルを得る．マイクロ波吸収は微弱で

あり，S/N比改善のために磁場変調という一種の微分測

定（これを高周波数で行い平均化してノイズをキャンセ

ルする）を行う．通常ESRスペクトルとして示されるの

はこの一次微分シグナルである．測定原理の詳細は成書

を参照されたい ．

生物試料のラジカル測定に最もよく用いられるＸバン

ドESRのマイクロ波領域はHOの分子振動と共鳴す

る．この不都合な水の影響を抑えるため，水系・常温で

表2：試料の種類と活性酸素種に応じた分析法

O O HO HO LOOH その他

生組織，細胞 DanePy
蛍光減少

SOSG蛍光

NBT染色
蛍光プローブ

DCF蛍光

DAB染色

DCF蛍光
DCF蛍光
※

化学発光

DCF蛍光
ESR（Asc)

DCF蛍光

組織抽出液 LOOH 分析
（LC/MS/MS)

※※ FOX吸光
ルミノール
発光

※※ Spy-LHP蛍光

TBARS（MDA)
酸化タンパク質

ASA/DHA
 

GSH/GSSG

葉緑体 DanePy
蛍光減少

O 測定
（カタラーゼ法)

Spy-LHP蛍光

TBARS

チラコイド膜 DanePy
蛍光減少

His/RNO法

Cyt c 還元
スピントラップ

ESR
 

O 測定
（カタラーゼ法)

スピントラップ

ESR
 

Spy-LHP蛍光

TBARS

スピントラップ

ESR

特異的消去剤 N イ オ ン (水
系)

β-カロテン (膜
系)

SOD カタラーゼ (マンニトール，

Hepesなど）
※※※

その他 重水（DO）中で
は寿命が20倍長
いため，検出レベ
ルが上がる．

Fenton反応によ
る生成はキレー
ト剤（DTPAな
ど）で抑えられ
る．

ジクロロジヒドロフルオレセイン（DCFH；非蛍光）はHO などによって非酵素的に酸化され蛍光性のジクロロフルオレセイン（DCF）
となる．過酸化物（HO，ROOH）によるDCFH 酸化はペルオキシダーゼに依存する．すなわち細胞でのDCF蛍光増大は非特異的な活
性酸素種増大の指標である．DCFH は光でも酸化されるため，光照射する試料には適さない．光酸化を受けにくいhydroxyphenyl fluor-
esein,aminophenyl fluoresein（Alexis Biochemicals）が販売されているが，植物試料への適用例はまだない．
※ 細胞内HO の特異的検出法は確立されていない．

※※ 組織抽出液ではASA等の還元剤が遊離金属イオンの触媒により自動酸化され，O が生じる．O は不均化してHO を生じ，Haber-
Weiss反応（金属イオン触媒によるHO の還元的分解）でHO が生成する．すなわち，抽出液で検出されるO ，HO は，遊離金
属イオンと還元剤の存在を示しているにすぎない．

※※※ HO はほとんどの化合物と非選択的に反応するため，どんな物質も濃度に応じてHO を「消去」する効果をもつ．すなわちHO に「特
異的な」消去剤があるわけではなく，ターゲットの濃度より過剰に（100mM程度）添加しても測定系，反応系に影響を与えない化合
物（Hepesなど）が消去剤として利用されるのである．

1812009 低 温 科 学 vol.67



の測定には，扁平な石英セルを用いる（注：凍結状態で

の測定には通常の石英管を使用する）．扁平セルは厚さ

0.4mmであり光照射を行う場合の光路長が短いため，

試料のクロロフィル濃度を高くできる．

O やHO などは寿命が短く常温での定常濃度がき

わめて低い．これらの測定には，ラジカル種と付加反応

して寿命の長い有機ラジカルをつくる化合物（スピント

ラップ剤）を加え，生成したラジカル付加物（spin ad-

duct）を検出する．スピントラップ剤なしで直接測定で

きるアスコルビン酸ラジカル（Asc）は，スピントラッ

プ剤の使用が難しい細胞や組織でのラジカル生成の指標

として有用である（1d.4.1に記載）．（Ascラジカルはモ

ノデヒドロアスコルビン酸，セミデヒドロアスコルビン

酸，アスコルビン酸フリーラジカルとも標記される）し

かし，アスコルビン酸（AsA）酸化によるAsc生成は活

性酸素に対する特異性がなく，in vitroでの特異的活性

酸素検出には不適当である．

1.d.3.1.1 PSII膜への光照射で生じるO ，HO

のスピントラップ検出

スピントラップ剤自体はESRサイレントであり，ラ

ジカル付加物となってESRシグナルを生じる．付加す

るラジカルの種類により，ラジカル付加物の超微細結合

定数が異なり特異的なスペクトルがあらわれる．水溶性

スピントラップ剤でO ，HO 検出に比較的よく使われ

るのは N-tert-butyl-α-phenylnitrone(PBN），α-(4-

pyridyl 1-oxide)-N-tert-butylnitrone(POBN），5,5-

dimethyl-1-pyrroline N-oxide(DMPO）である．PBN

やPOBNの場合は，O 付加物とHO 付加物はいずれ

も６本線のよく似たシグナルを生じ，両者を一目で判別

することは難しい．これに対しDMPOのO 付加物

（DMPO-OOH）とHO 付加物（DMPO-OH）のスペクト

ルは明確に区別できる（図2）．DMPO-OOHシグナルの

検出はO 生成の証拠となる．これに対し，DMPO-OH

シグナルの検出からHO 生成を立証する際は注意を要

する．DMPO-OHシグナルはさまざまな酸化系で容易に

検出されるが，DMPO-OHはDMPOの直接酸化反応で

も生じる．またDMPO-OOHも１分程度でDMPO-OH

に変化する（図２の実験例でも，DMPO-OOHからの

DMPO-OH生成が観測された）．HO 生成の検証には，

HO によらないDMPO-OH生成の可能性を排除する実

験，すなわち（i）Fenton反応を抑制するカタラーゼやキ

レート剤によりDMPO-OHシグナルが低下する，（ii）

SODでDMPO-OH生成が抑制されない，（iii）ジメチル

スルホキシド添加によりDMPO-OHシグナルが

DMPO-CH シグナルに変化する，などの確認が必要で

ある．最近，DMPO-OOHより寿命の長いO 付加物を

つくる5-(diethyloxyphosphoryl)-5-methyl-1-pyrroline
 

N-oxide（DEPMPO）およびその類縁体の使用例が増え

てきている ．

光合成反応系での使用に際してはスピントラップ剤が

還元剤的性格をもち電子供与体または阻害剤となりうる

ことに注意しなければならない．とくにO の検出には

比較的高濃度（50-100mM）のスピントラップ剤が必要

であり，その影響を別の実験で評価する必要がある．

また，複数のラジカル種が同時に生成すると，それぞ

れの付加物シグナルが重なり複雑なスペクトルが得られ

ることがある．この場合は，予測される個別のスペクト

ルを，主要なラジカル付加物の超微細結合定数（文献値）

からシミュレーションし，それらを線形結合させ，観測

したスペクトルを近似する．これにより，もとのスペク

トルを構成する成分とそれらの存在比率（※）を推定す

図2：DMPOスピントラップ法によるO ，HO の検出．Ａ)
DMPOの構造とDMPO-OOH，DMPO-OHの生成反応．
DMPO-OHはこの他にもDMPOの直接酸化反応によっても
生じる．Ｂ)PSII膜標品への光照射によるO 生成の検出．
光照射により，DMPO-OOHに特有の２，４，４，２本に分
裂したシグナル（◆）が観測される．光照射停止後約１分で，
DMPO-OOHシグナルは消失し，DMPO-OH（○）が生成す
る．

182 活性酸素，抗酸化物の測定法



る．この機能はESR装置のデータ解析システムに備え

られている．（※スピン濃度の比であり，ラジカル付加物

の定常濃度比を示す．ただしラジカル付加物ごとに寿命

が違うので，付加物の濃度比がもとのラジカルの濃度比

を示すわけではない）

［実験方法］

１．用意するもの

⑴ キレックス処理水．重金属イオンはラジカル反応

を触媒するため，ラジカル測定に用いる水は，重金

属の混入を最小限にする必要がある．キレックス

100樹脂（バイオ・ラッド，142-2832）はキレート剤

を表面に結合した樹脂である．樹脂30gを適当なカ

ラムに充塡し，ここに蒸留水（ミリQ水など，でき

るだけ精製した水）１リットルを通し，集める．使

用するガラス器具もキレックス水でゆすいでおく．

⑵ DMPO500mM．DMPOは自動酸化によりラジ

カルとなることがある．試料を加えずDMPOだけ

でESR測定を行い，ラジカルが検出されないこと

を確認する．ラジカル種が混入している場合は以下

の要領で精製する．

① 器具・容器はなるべくガラスを避け，プラスチッ

ク製のものを用いる．

② DMPO1gを9mlのキレックス水に溶解し，約

1.8gの活性炭を加え，よく撹拌する．

③ ガラスフィルターろ過により活性炭を除く．（ガ

ラスフィルターがない場合，遠心し，上清を0.45

μmメンブレンフィルターでろ過する）

④ 濃度測定のため，10μl程度を95％エタノール

で10,000倍希釈し，232nmの吸光度（ε＝7,700

M cm ）から希釈前の濃度を計算する．

⑤ キレックス水で500mMに希釈し，プラスチッ

ク製マイクロチューブ中，－80℃冷凍保存する．こ

の状態で数ヶ月間は安定である．

⑶ ホウレンソウチラコイド膜から調製したPSII

膜 ．

⑷ スーパーオキシドジスムターゼ（SOD）例えば

Bacillus sp.由来Mn-SOD（和光純薬195-10291）

⑸ 光照射用の窓を備えたESRキャビティ．

⑹ 熱カットフィルターを備えた光源．

２．PSII膜（0.5mg Chl ml）を20mM MES-NaOH，

pH6.5，10mM CaCl，100mM DMPOに懸濁し，

石英フラットセル（４×45mm，厚さ0.4mm）に入

れ（セルの上端にプラスチックの注射器（1ml）を接

続し，下端からゆっくり吸引する．気泡を残さない

ようにする），下端をキャップで閉じる．

３．フラットセルの平たい面が照射光に対し正面となる

ようESRキャビティ内に固定し，チューニングを

行う．

４．以下の測定条件で磁場の掃引を行う．暗所ではラジ

カル付加物は検出されない（図2）．

マイクロ波出力 5mW

磁場変調周波数 100kHz

磁場変調幅 0.079mT

時定数 0.3s

５．試料はそのままで，再度低磁場側から磁場掃引し，

白色光（1,500W m ，熱カットフィルター使用）を

キャビティの窓から照射する．DMPO-OOHのシグ

ナルが観測される．

６．光照射を止め，再度スペクトルを記録する．DMPO-

OOHがDMPO-OHに変化するため，異なるスペク

トルが得られる．

７．新たにSOD（10units ml）を添加した試料を調製

し，上の４～６と同様の測定を行う．光照射時のシ

グナルが観測されなくなることから，O 付加物で

あったことが確認できる．

８．Fenton反応によるHO 生成を阻害するカタラーゼ

（60,000units ml），キレート剤（0.5mM DTPA）

を添加しても，光照射によるDMPO-OOHシグナル

生成および光照射後のDMPO-OHシグナル生成は

影響を受けない．このことからDMPO-OHは

DMPO-OOHから変化して生じたもので，HO と

DMPOの付加反応によるものではないと考えられ

る．すなわちこの系では検出可能なレベルのHO は

生成しなかったといえる．

1.d.3.1.2 アスコルビン酸ラジカル（Asc）の測定

in vitroでのAscラジカル測定は，活性酸素生成の指

標より，むしろチラコイド膜や葉緑体でのAsAやAsc

ラジカルそのものの代謝を解析するために行う．Ascラ

ジカルがPSIの電子受容体であること ，また，AsAが

チラコイド内腔でPSII，PSIの電子供与体となりAsc

ラジカルに変換されること の証明に用いられた．

1.d.3.2 チラコイド膜への光照射によるO 生成の

測定（Cyt

 

O

還元法)

酸化型シトクロム c (Cyt c III）がO により還元さ

れると550nmに強い吸収をもつ還元型（Cyt c II）にな

る（（還元型)－(酸化型）の分子吸光係数差：ε ＝

19,600M cm ）．

Cyt c III＋ →Cyt c II＋O )(1

c
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チラコイド膜に酸化型Cyt c を加え，光照射しながら

550nmの吸光度増大によりO を検出する．吸光度増大

がSOD添加により阻害されればO 生成の証拠とな

る．O によるCyt c 還元反応の２次反応速度定数

1.4×10M s（pH＜7.4）に基づき，Cyt c 還元速度

からO の定常濃度が求められる．なおO がCyt c で

100％捕捉されるなら，（Cyt c 還元速度）＝（O 生成速

度）となるが，実際の捕捉率は100％ではなく，この方法

でのO 生成速度見積もりは過小になる．測定にはクロ

スイルミネーションのできる分光光度計が必要で，検出

器には干渉フィルターで550nmの光のみを透過させ，

試料の照射には550nmより長波長側の光（650nm以下

をカットする赤色フィルターなど使用）を用いる．

1.d.3.3 チラコイド膜，葉緑体でのH O 生成速度

(O 測定/カタラーゼ法）

光化学系 （PSI）でのO の光還元で生成するO は

HO とO に不均化する．この反応は酸素電極で酸素消

費として測定できる．

2O＋2e→2O (2)

2O ＋2H →HO＋O (3)

O＋2e＋2H →HO (4)

カタラーゼを充分量加えると，HO がO とHOに不

均化される．

HO→HO＋1/2O (5)

カタラーゼを加えたときと加えないときのO 消費速度

の差ΔO (μM min ）を求め，これを２倍することで，

HO 生成速度v (μM min ）を求める．

v ＝2×ΔO (6)

このカタラーゼ有無の差をとる方法は，光合成の電子

供与体がHOでO が発生する場合でも，それ以外の場

合でも同じように適用できる．インタクト葉緑体では，

酸化的ストレスによってアスコルビン酸ペルオキシダー

ゼが失活したとき，葉緑体外にHO が放出される速度

を測定することができる ．

1.d.3.4 PSII反応中心標品での O 生成

(His/RNO法）

O が生成し，His（またはイミダゾール）が存在する

と，両者はペルオキシド中間体［HisO］を形成し，最終

的に安定な酸素付加物HisO となる．すなわちHis依存

O 消費は O 生成の指標となる．

O＋His→［HisO］→HisO (7)

また，［HisO］は p-nitrosodimethylaniline（RNO）

を酸化し，脱色する（λ ：440nm）．これを分光学的に

追跡することができる．

［HisO］＋RNO→RNO＋生成物 (8)

測定にはクロスイルミネーションのできる分光光度計

を用い，検出器には干渉フィルターで440nmの光のみ

を透過させ，試料の照射には440nmより長波長側の光

を用いる．

O の寿命はアジ化物イオン（N ）で短くなり，重水

（DO）中で長くなる（つまり O の定常濃度が高くなる）

ことを利用し，コントロール実験として，上の２つの反

応が，（i）アジ化物イオンにより抑制され，（ii）DO溶

媒中で促進されることを確認する．この検出法により，

Telferらは，エンドウマメPSII反応中心に光照射した

とき O が生成することを示した ．

1.d.3.5 PSII膜標品での過酸化脂質生成

感度の高い過酸化脂質検出試薬として，ペリレン環に

トリフェニルホスフィンを結合させたジフェニル-1-ピ

レニルホスフィン（DPPP）が用いられてきた．ホスフィ

ンが過酸化物と反応して生成するホスフィンオキシドが

強い蛍光をもつ．最近開発されたSpy-LHPは，DPPPに

長鎖アルキルを結合させ親油性を高めており，HO お

よび他の活性酸素種との反応性が極めて低く，過酸化脂

質にほぼ特異的である ．励起・発光波長域が500～550

nmであること，nMレベルの検出感度をもち少量の試料

で測定できることからクロロフィルによる消光を低く抑

えることができ，植物試料に適している．検量線作成の

標準過酸化物にはm-chloroperbenzoic acidを用いる．

水溶性の過酸化脂質標準物としてよく用いられる tert-

butyl hydroperoxideやcumene hydroperoxideはSpy-

LHPとの反応性が低く，本法の標準物としては不適で

ある．

［実験方法］

１．用意するもの

⑴ Spy-LHPストック溶液．Spy-LHP（同仁化学，

S343）をアセトンに溶解し，1mM溶液とする．ガ

ラス容器中，窒素雰囲気下，－20℃で保存できる．酸

素存在下では次第に酸化される ．

⑵ Spy-LHP測定溶液（用時調製）．上記ストック溶

液をエタノールで希釈し，2.7μMとする．一測定あ

たり2.7ml使用する．

⑶ 標準LOOH．m-chloroperbenzoic acidのエタ

ノール溶液（25nM～250nM）を調製する．

184 活性酸素，抗酸化物の測定法



２．PSII膜標品を50mM Mes-NaOH，pH6.0，35mM
 

NaClに懸濁し（50μg Chl/ml），光照射する．経時

的に0.3mlを取り，Spy-LHP測定溶液2.7mlと混

合する．（Chl終濃度5μg/mlとなる．25μg/mlまで

上げてもよい）

３．暗所で30分間静置した後，膜画分を遠心（18,000×

g，５分）により除き，上清を得る．上清中の蛍光体

は暗所で数時間安定である．

４．励起光524nmでの535～537nmの蛍光を測定す

る．

５．検量線および消光補正は次のように得る．標準

LOOH（各濃度）に，PSII膜標品を加えたもの（＋

PSII）と加えないもの（－PSII）を調製する．光照

射せず，Spy-LHP測定溶液と混合，静置，遠心し，

上清を得る．＋PSII，－PSII試料それぞれの標準

LOOH濃度ゼロでの蛍光強度をa，a，それぞれの

検量線の傾きをb，bとする．クエンチング係数は

b/bであり，光照射後の試料の蛍光強度xが得ら

れたなら，それに対応する過酸化脂質濃度は

x－a ×b/bとなる．また光照射前のPSII膜に

含まれるLOOH濃度は， a－a ×b/bとなる．

1.d.4 組織抽出液の過酸化物・酸化生成物

測定

1.d.4.1 組織からの抽出に関する諸注意

組織から抽出して測定できるのは，比較的安定な物質

であり，活性酸素としてはHO やLOOHなどの過酸化

物に限られる．また，細胞内活性酸素生成の間接的な指

標として，過酸化脂質が分解して生じるアルデヒドや，

酸化タンパク質など，活性酸素による酸化生成物の増大，

および抗酸化物であるAsAやGSHの酸化，減少も測定

できる．これらの物質も充分安定ではなく，また酸化還

元を受けやすいため，組織からの抽出に際してはつぎの

ような注意が必要である．

⑴ 分析物の安定性．過酸化物は－80℃で保存してい

てもしだいに分解する．試料調製後はなるべく早く

抽出し測定する必要がある．アルデヒドは比較的安

定だが，過酸化脂質の分解で次第に生成するため，

植物材料を長期間凍結保存することは望ましくな

い．AsA，グルタチオン測定の試料は凍結保存せず，

フレッシュな植物材料から測定試料を当日抽出し，

測定する．

⑵ 抽出操作に伴うアーテファクト．組織の磨砕によ

り鉄イオン等が結合タンパク質から遊離すると，還

元剤が鉄イオン等で容易に酸化され減少すると同時

に，還元された鉄イオンがO を還元しO を生成

することでHO，HO，有機ラジカル生成の原因と

なる．キレート剤の添加が不可欠である．アルデヒ

ド抽出の際は，過酸化脂質の生成を防ぐため還元剤

を加える．

⑶ 検量線の作成．試料からの分析物の回収率を見積

もるため，量の異なる標準化合物を試料に加え，検

量線を作成する．

1.d.4.2 過酸化水素，有機ペルオキシドの測定

HO と二価鉄イオンにより生成したHO とキシレ

ノールオレンジによる発色を定量するFOXアッセイ，

ペルオキシダーゼ反応による酸化生成物の蛍光（ホモバ

ニリン酸）や発光（ルミノール）を測定する方法がある．

いずれの測定でもHO だけでなく有機ペルオキシド

（LOOH，ROOH）も検出される．有機ペルオキシド由来

のシグナルを見積もるために，カタラーゼを加えHO

のみを消去した試料で同じ測定を行う．Quevalらは

HO の抽出・検出条件を詳細に検討し，次のような注意

事項を挙げている ．

⑴ 抽出：酸で抽出，中和し塩を除く．低温ですばや

く行う．試料量と抽出液量の比を一定にする．

⑵ 抽出後の処理：AsAをアスコルビン酸酸化酵素

（AOX）で酸化し除去する（AsA除去はCheeseman

の推奨する脱気処理 に代わるもので，より優れて

いる）．イオン交換樹脂でフェノール類を除く．カタ

ラーゼ処理したネガティブコントロールを作る．

⑶ アッセイ法と定量：蛍光またはルミネセンス測定

が高感度である．内部標準を加えたコントロール試

料を作成する．

⑷ その他コントロール実験：抽出液の体積と測定値

の直線的相関性を確認．抽出および試料調製時の

HO 収率を確認．

ここでは，シロイヌナズナ葉からのHO 抽出と測定

例 を紹介する．ルミノール化学発光法の方がFOX

法より感度が高いが，分光光度計で測定する後者の方が

汎用性が高いため，FOX法を例示した．

［実験方法］

１．用意する試薬

⑴ 0.2M塩酸．

⑵ 0.2M NaOH．

⑶ AOX．

⑷ カタラーゼ．

⑸ FOX指示薬（X2）．0.5mM硫酸アンモニウム第
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一鉄，0.2mMキシレノールオレンジ，0.2mMソル

ビトール，２％(v/v）エタノール，50mM硫酸

⑹ HO 標準液（1.0，2.0，5.0μM）．240nmでの

分子吸光係数ε＝43.6M s を用いる．

２．葉100mgを液体窒素凍結下で磨砕し，さらに0.2

M塩酸20mlを加え磨砕する．

３．遠心上清5mlをとり，50mM NaHPO 水溶液40

mlを加え，0.2M NaOHでpH5に調整し，体積を

50mlにする．

４．0.5mlをとり，AOXを2U ml となるよう加え，

５分間インキュベートする．

５．AOX処理後の試料を２つに分け，一方にカタラー

ゼを25U ml となるよう加え，５分間インキュ

ベートする．

６．試料液（(＋）カタラーゼまたは（－）カタラーゼ）

100μl，FOX指示薬（X2）0.5ml，蒸留水0.4mlを

混合する．

７．５分以上おいてから，A －A を測定する．

８．検量線は，各濃度のHO 標準液100μlにFOX指

示薬（X2）0.5ml，蒸留水0.4mlを加え，作成する．

９．検量線から試料の過酸化物濃度を求める．カタラー

ゼ添加試料で得られる値はLOOHに由来すると見

なせるので，試料のHO 含量は（カタラーゼ不添

加）－（カタラーゼ添加）の値から求める．

1.d.4.3 過酸化脂質分解物（チオバルビツール酸反応

物TBARS）測定

過酸化脂質の非酵素的分解産物であるマロンジアルデ

ヒドHOCCHCHO（MDA）などのアルデヒドとチオバ

ルビツール酸（TBA）を酸性条件で反応させ，生成する

赤色の色素（チオバルビツール酸反応物；TBARS）を分

光学的に定量する．過酸化脂質生成の指標として広く用

いられている．アルデヒドは比較的安定であり，抽出前

の植物試料は－80℃で数日間保存できる．一測定に試料

0.5g程度を用いる．試料に含まれるアントシアニンな

ど色素の影響を除くために，TBAを含まない溶液で同

じ処理を行った試料との差をとる．TBARSにはMDA

以外のアルデヒド反応物も含まれるため，MDAを用い

た検量線から計算した値を「MDA当量」と表わす．

［実験方法］

１．用意するもの

⑴ 抽出溶液．エタノール：水，80：20(v/v）

⑵ TBA－ 液．20％ トリクロロ酢酸，0.01％ ブ

チルヒドロキシトルエン（BHT）

⑶ TBA＋ 液．上のTBA－ 液にチオバルビツー

ル酸を0.65％(w/v）溶解する．

２．試料0.5gを乳鉢に入れ，抽出溶液10mlと海砂を

加えよく磨砕する．

３．室温で20分静置した後，遠心分離（3,000×g，10分）

する．

４．ふた付遠心管２本を用意し，一方には上清1mlと

TBA－ 液1mlを混合する．もう一方には上清1

mlとTBA＋ 液1mlを混合する．どちらも激しく

振とうし，沸騰湯浴中で25分間加熱する．

５．試料を冷まし（室温で５分，氷中で５分），遠心分離

（3,000×g，10分）し，上清を得る．

440nm，532nm，600nmの吸光度を測定し（TBA(－)

は440mmの測定不要），以下の計算式からMDA当量

を求める．

A TBA＋ －A TBA＋ －

A TBA－ －A TBA－ ＝X
(9)

A TBA＋ －A TBA＋ ×0.0571＝Y (10)

MDA当量 nmol ml ＝ X－Y/157,000×10 (11)

1.d.4.4 酸化タンパク質（カルボニル化タンパク質）

測定

タンパク質のアミノ酸残基のうち，Cys，Met，His，

Trp，Tyr，Lys，Arg，Proは活性酸素によって酸化さ

れやすい．このうちLys，Arg，Proの酸化でカルボニル

基が生じる ．また，LysへのMDA付加やCys，Hisへ

のアクロレイン（脂質由来アルデヒドのひとつ）付加に

よってもカルボニル基が生じる ．こ れ に 2,4-

dinitrophenylhydrazine（DNPH）を反応させ（DNP化），

発色させて定量する．一測定に試料1g程度が必要で，試

料調製から１日以内で終了する．実験例を下に紹介する．

このDNP化タンパク試料の電気泳動を行い，抗DNP

モノクローナル抗体を一次抗体としたイムノブロッティ

ングによって修飾タンパクのバンドを特定すれば，ペプ

チドシークエンシングからカルボニル化タンパク質が同

定できる．また，MDAなどアルデヒド修飾タンパク質に

対する抗体がいくつか市販されている（日油㈱，東京）．

Yamauchiら は，抗MDA修飾タンパク抗体を用い，

高温ストレス処理を行ったシロイヌナズナ，ホウレンソ

ウでは，それぞれOEC33およびLHCIIが優先的に

MDA修飾を受けることを明らかにしている．

［実験方法］

１．用意する試薬

⑴ 抽出メディウム．10mMリン酸ナトリウムバッ

ファー，pH7.4，1mM EDTA，2mM DTT，0.2％
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（v/v）Triton X-100，1mM phenylmethane sulfonyl
 

fluoride（PMSF）

⑵ 10mM DNPH溶液（2M塩酸中）

２．洗った葉1gを乳鉢に入れ，4mlの抽出メディウム

と少量の海砂を加え，磨砕し，ミラクロス（Calbio-

chem）一層でろ過後，遠心分離し（27,000×g，20

分），上清を得る．これを試料とする．

３．タンパク濃度を測定しておく．一測定あたり少なく

とも0.5mgタンパク質を用いる．

４．核酸を除くため，試料に１％（w/v）硫酸ストレプト

マイシンを加え，20分間静置し，遠心分離する

（2,000×g，5分）．

５．上清（200μL）に10mM DNPH溶液300μLを加

え，混合する．ブランク試料には2M塩酸を同量加

える．室温で１時間静置する．

６．トリクロロ酢酸を10％となるよう加え，遠心し，沈

殿したタンパク質を500μLエタノール／酢酸エチ

ル（1：1）で３回洗浄する．

７．沈殿を6Mグアニジン塩酸，20mMリン酸カリウ

ムバッファー，pH2.3に溶解する．

８．A からカルボニル含量を求め（ε＝22.0mM

cm ），mgタンパク質あたりのカルボニル含量を計

算する．

1.d.4.5 O により特異的に生成する過酸化脂質の

検出

リノール酸やリノレン酸など多価不飽和脂肪酸は酸化

を受け，過酸化脂質となる．不飽和脂肪酸のペンタジエ

ニル構造（－CH＝CH－CH－CH＝CH－）に対し， O

は不飽和結合をつくる２つのＣ原子にエンドペルオキシ

ドの形で付加し，結果として４種のヒドロペルオキシド

（R-OOH）が生じる．一方，HO などラジカルによる酸

化では，中央のC原子の水素引き抜きが優先的に起こ

り，ペンタジエニル構造の両端のC原子にしかO は付

加しないため，２種類のヒドロペルオキシドしか生成し

ない．中央のＣ原子の隣のＣ原子に-OOHをもつ過酸化

脂質は O 付加反応でのみ生成するので O マーカーと

なる（図3) ．リノレン酸の過酸化物では，10-

hydroperoxy-8,12,15(E,Z,Z)octadecatrienoic acid,

15-hydroperoxy-9,12,16(Z,Z,E)octadecatrienoic
 

acidの２つである．組織から脂質画分を抽出し，過酸化

物をアルコールに還元し安定化させてから，LC/MS/

MSで分離・定量する．このとき，ラジカル反応で生成す

る他のLOOHアイソマーも定量し，O 付加反応とラジ

カル酸化反応の比を求める．Triantaphylidesら はこ

の方法で，さまざまな酸化的ストレスを与えたとき葉

で O が生成することを示した．

1.d.4.6 アスコルビン酸(AsA)，グルタチオンの含

量および酸化還元レベルの測定

AsAとグルタチオンは植物における主要な抗酸化物

であり，組織中にmMレベルで含まれる．生細胞ではほ

ぼ９割が還元型，１割が酸化型であり，これらの中間の

酸化状態にあるラジカル分子（微量）との三者間で化学

図3：多価不飽和脂肪酸と活性酸素の反応で生成する過酸化脂質．左の経路はHO，HO などラジカルによる酸化，右の経路は O
の直接付加反応．枠で囲んだ分子種が O 付加反応のマーカーとなる．
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平衡が成立している．還元型・酸化型の比率，および両

者の合計量は，植物が受ける酸化ストレスの種類・程度

によってダイナミックに変化するだけでなく，抗酸化物

の生合成・分解速度にも影響される．組織中の抗酸化物

の酸化還元比率を変化させず，かつ高効率で抽出し，測

定するには，いくつか注意が必要である．(1）抗酸化物

は，溶存酸素による酸化（自動酸化）を受ける．例えば

AsAはFe /Fe など遷移金属イオンの共存下で容易

にデヒドロアスコルビン酸（DHA）に酸化される．DHA

は不安定で分解しやすい．(2）共存する抗酸化物どうし

の酸化還元反応が起こる．たとえばDHAは還元型グル

タチオン（GSH）と酵素的または非酵素的に反応し，AsA

と酸化型グルタチオン（GSSG）を生じる．これらの反応

は特にpHが高い領域で速いため，動・植物・微生物材料

を問わず，抗酸化物の抽出には通常氷冷した強酸性溶液

（トリクロロ酢酸，メタリン酸，過塩素酸，スルホサリチ

ル酸等）を用いる．試料等の制約で中性付近のpHでの抽

出が必要なときは，自動酸化を防ぐため1～5mM程度

のEDTAを添加する．また，試料は抽出したその日のう

ちに全て測定する．

一般に抗酸化物の測定では酸化型・還元型のいずれか

一方を検出する．抽出液中の酸化型と還元型の総量を求

めるには，全てを酸化または還元した後に測定を行って

総量を求め，別に同じ試料を用いて酸化型・還元型の片

方を化学的にマスクし，残った一方のみを測定する．両

者の差から酸化型と還元型の量を求める．これらの前処

理に用いるジチオスレイトール（DTT）や N－エチルマ

レイミド（NEM）は，測定前に除去する必要があり，操

作の煩雑さ，工程の多さから微量定量ではしばしば誤差

の要因となる．近年，測定に影響しない新規試薬の使用

（例えばDHAの還元剤としてのトリス［2-カルボキシエ

チル］フォスフィン) ，総量からではなく還元体・酸化

体をそれぞれ直接測定する方法などが開発され，これら

の問題は徐々に解消されつつある．

1.d.4.6.1 アスコルビン酸（AsA）とデヒドロアス

コルビン酸（DHA）

活性酸素によりAsAがAscラジカルに酸化され，不

均化反応でDHAが生じる（後述1.d.5.1）．DHAは酵素

によりAsAへ還元再生されるが，AsA酸化速度が

DHA還元速度を上回ればAsA/DHA比が低下する．ま

た，DHAは分解しやすいため，DHAの蓄積は［AsA＋

DHA］プール全体の量の低下につながる．

従来，AsAの測定は，ジクロロインドフェノールや活

性炭でAsAを酸化させ，生成したDHAをスズ・メタリ

ン酸存在下でジニトロフェニルヒドラジンと反応させて

オサゾンに変換しHPLCで分析する方法が行われてき

た．この方法は感度および特異性に優れており，食品成

分表に記載のビタミンC含量は基本的にこの方法に

依っているが，操作が煩雑で時間がかかる．ここでは最

近適用例が増えてきた，α，α′-ジピリジルを用いる方

法 と，DHAを直接測定する酵素法 を紹介する．一

測定あたり1g程度の試料が必要である．AsAは凍結試

料中でも酸化されるため，試料を採取したその日のうち

に抽出・定量する必要がある．

1.d.4.6.1.1 ジピリジル法

α，α′-ジピリジルはFe と反応して525nm付近に

ピークを持つ赤色の化合物を生成する．AsAは酸性条件

下でもFe をよく還元することから，この性質を用い

てAsAが測定できる．本法は他の抗酸化物の影響を若

干受けるものの，比較的短時間に測定を完了できる．

［実験方法］

１．用意する試薬

⑴ ６％トリクロロ酢酸（抽出用）．冷蔵保存可

⑵ 10％トリクロロ酢酸．冷蔵保存可

⑶ 0.2Mリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.4）．常温保

存可

⑷ 10mM DTT（⑵に溶解させる）．用時調製

⑸ 0.5％NEM．用時調製

⑹ 42％(w/w）リン酸．常温保存可

⑺ 4％α，α′-ジピリジル（和光純薬）．70％エタノー

ルに溶解させる．冷蔵保存可

⑻ ３％FeCl．冷蔵保存可

⑼ AsA標準液（検量線用，0～1.0mM）．６％トリク

ロロ酢酸に溶解させる．用時調製

２．植物組織からの抽出

⑴ 切り取った組織0.4～1.2g（洗った場合は表面の

水をペーパータオルなどでよく拭き取る）を計量（g

新鮮重あたりでAsA量を求める場合）し，液体窒素

で予め冷却した乳鉢に入れる．

⑵ 液体窒素を加え，乳棒で粉末になるまですり潰す．

液体窒素が完全に気化する前に，氷冷した６％

TCA0.8mlを加え，溶解と同時にTCAが試料に

浸潤するように，乳棒で擦ってこれを溶かす（液体

窒素が蒸発してしまうと，粉砕した試料のAsAが

空気に触れ，低温でも酸化されてしまう．その前に

酸性にしてしまうことが重要である．TCAを加え

たとき，凍るくらいの方がよい）．乳鉢・乳棒の表面

を６％ TCAで洗いながら抽出液を集め，全容を2

mlに調整する．多検体の抽出を行うときは，一検体
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の抽出が終わってから次の試料の採取を行う．フェ

オフィチンあたりのアスコルビン酸量を求める場合

は，この抽出液から一部を取ってフェオフィチン定

量に用いる．

⑶ 抽出液を10,000×g，4℃，10分間遠心し，上清を

新たな試験管に移す．これを測定試料とする．

３．表３に従い，新たな試験管に，試料，試薬を１）～10）

の順に混合していく．

４．すべてを加えた後，42℃恒温漕で40分間加温する．

５．A を測定し，（本試験)－(盲検）の値から検量線に

よりAsA濃度を求める．

1.d.4.6.1.2 アスコルビン酸オキシダーゼ（AOX）･

デヒドロアスコルビン酸レダクターゼ法

AsAの紫外吸収は，DHAに酸化されると消失する．

AsAのO による酸化を触媒するアスコルビン酸オキシ

ダーゼ（AOX）を加えAsAをDHAに酸化し，吸光度減

少からAsA濃度を測定することができる．

2AsA＋O →2DHA＋2HO A ↓ (12)

DHAは，GSHによるDHAからAsAへの還元を触

媒するDHAレダクターゼを用い，AsA生成として定量

する方法を筆者らが最近開発した ．

DHA＋2GSH→AsA＋GSSG A ↑ (13)

AsAとDHAの測定値から，酸化型と還元型の比を求

める．この方法は酵素を用いるため特異性が高い．また，

DHAレダクターゼ法は，従来のDHA定量法（DTTで

DHAをAsAに還元，総アスコルビン酸量を求め，（総ア

スコルビン酸)－(AsA）をDHA量とする）に比べ，精

度が改善されている．

［実験方法］

１．用意する試薬

⑴ ６％ トリクロロ酢酸（TCA）（抽出用）．

⑵ 0.2M リン酸カリウム緩衝液（pH7.4），1mM
 

EDTA．

⑶ 0.1M リン酸カリウム緩衝液（pH6.0），1mM
 

EDTA．

⑷ 200mM GSH．

⑸ AOX（東洋紡，0.1U/μl）．

0.5mM AsA，0.5mM EDTA，5mMリン酸ナトリ

ウム（pH5.6）混合液中でA の減少（ε＝14.0

mM cm ）から求め，１分間に1μmolのAsAを

酸化する酵素量を1Uとする．

⑹ DHAレダクターゼ（組換え体，イネ由来，0.2U/

μl) ．

0.1mM DHA，2mM GSH，50mMリン酸カリウム

（pH7.8）混合液中でA の増大から求め，１分間

に1μmolのAsAを生成する酵素量を1Uとする．

この酵素量検定に用いるDHAはAsAから以下の

ように用時調製する（ドラフト内で行う）．ミリQ水

に溶解させた100mM AsA水溶液に等容の臭素水

（３％w/v）を加えて混合した後，窒素ガスを２分程

度吹き込み過剰な臭素を追い出す．これを６％

TCAで希釈し10mMとする．市販のDHA標品は

純度が低く，正確な濃度が決められない．

AOXおよびDHAレダクターゼは，1mg/ml以上

の濃度で0.1Mリン酸カリウム緩衝液（pH6.0），

1mM EDTAに溶解させたものを100μl程度ずつマ

イクロチューブに入れ，－20℃で保存する．AsA測定

時に活性を検定する．数回の凍結融解は実用上問題な

表3：ジピリジル法の測定液調製法．「－」は，加えないことを示す．単位はml．

AsA（還元型）量 総アスコルビン酸量

本試験 盲検 本試験 盲検

１）測定試料／標準液 0.2 － 0.2 －
２）10mM DTT － － 0.2 0.2
３）６％TCA － 0.2 － 0.2
４）0.2Mリン酸緩衝液 0.6 0.6 0.4 0.4

混合後，42℃恒温漕で15分加温する．
５）0.5％NEM － － 0.2 0.2
混合後，１分間室温におく．

６）ミリQ水 0.2 0.2 － －
７）10％TCA 1.0 1.0 1.0 1.0
８）42％ リン酸 0.8 0.8 0.8 0.8
９)４％α，α′-ジピリジル 0.8 0.8 0.8 0.8
10)３％FeCl 0.4 0.4 0.4 0.4

FeClを加えたら速やかにボルテックスミキサーで混合する．

合計 4.0 4.0 4.0 4.0
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い．

２．組織からの抽出．1d.4.6.1.1の2.と同じ．

３．AsAの測定．

⑴ 10～100μlの粗抽出液をキュベットに入れ，３倍

体積の0.2Mリン酸カリウム緩衝液（pH7.4），１

mM EDTAを加え，中和する．

⑵ ここに，全容が999μlになるよう0.1Mリン酸カ

リウム緩衝液（pH6.0），1mM EDTAを加え，A

を測定する．

⑶ 1μlのAOXを加えて，５分放置後，A を測定

する．

⑷ AOX添加による吸光度減少から，測定溶液中の

AsA濃度を求める（ε ＝14.0mM cm ）．

４．DHAの測定（※）．

⑴ 上の3.⑴と同様の操作によりキュベット内で粗

抽出液を中和する．

⑵ ここに，全容が989μlになるように0.1Mリン酸

カリウム緩衝液（pH6.0），1mM EDTAを加え，

A を測定する．

⑶ 1μlのDHAレダクターゼ，次いで10μlの200

mM GSHを加え，５分後，A を測定する．

⑷ DHAレダクターゼ反応により増大した吸光度に

対応するAsA濃度が，測定溶液中に存在していた

DHAの濃度である．

※DHAは試料中のGSHによって非酵素的に還元さ

れ減少する可能性がある．非酵素的反応の速度定数

はpHが低いほど小さいので，本法ではDHAレダ

クターゼの至適pHであるpH7.8～8ではなく

pH6の緩衝液を用いる．pH8とpH6では，GSH

とDHAの非酵素的反応の速度定数は２桁以上小さ

くなるのに対し，DHAレダクターゼ活性は約半分

の低下にとどまる．これにより非酵素的DHA還元

を実質的に抑えることができる．DHAレダクター

ゼは，至適pHで校正した酵素量から計算される必

要量の２倍を用いている．

1.d.4.6.2 グルタチオン還元型（GSH），酸化型

(GSSG）

GSHはAsAとほぼ同じ安定性，測定感度であり，同

様の制約がある．グルタチオンレダクターゼ（GR）とジ

チオビスニトロ安息香酸（DTNB）を用いた酵素リサイ

クリング法が第一選択であり，この方法を紹介する．試

料調製から測定終了まで半日以内である．

本法では，GSSGがGRによってGSHに還元される

反応と，GSHによるDTNBの還元反応をカップルさ

せ，DTNBの還元生成物である5-メルカプト-2-安息香

酸の吸収増大（λ ＝412nm）を計測する（図4）．充分

量のNADPHとDTNBが存在し，かつ，反応液中の

GSSG濃度がGRのGSSGに対するKm値に対して低

い条件では，GRのGSSG還元反応が全過程の律速段階

となり，吸光度は添加したグルタチオン濃度，および反

応時間に比例して増加する．

GSHとGSSGを分別するには，チオール基と不可逆

的に結合する試薬を試料に加えGSHをマスクし，過剰

量のマスキング剤を除去してから，試料中に残るGSSG

を上の測定で求める．紹介する方法 は，抽出にスルホ

サリチル酸，チオールのマスキングに2-ビニルピジリン

を用いるもので，従来法（トリクロロ酢酸抽出，NEMに

よるマスキングの後，エーテル抽出を繰返す）に比べ簡

略で，回収率のばらつきとスループットが改善されてい

る．なお，本法は試料中の他のチオールの影響を受ける

が，組織内の代謝物濃度や酵素の基質特異性を考慮する

と，おおよそ問題のないレベルで測定が可能であり，筆

者らはこの方法で植物・酵母の抽出液中のグルタチオン

量を良好に測定している．GSHをそれ以外のチオール

図4：グルタチオンの酵素リサイクリング反応の原理．
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化合物と分別して精密定量するHPLC分析法も確立さ

れている ．

［実験方法］

１．用意する試薬

⑴ ４％スルホサリチル酸（抽出用）．

⑵ 0.1Mリン酸カリウム緩衝液（pH7.5），1mM
 

EDTA．

⑶ 50mM GSSG．４％スルホサリチル酸，0.1M

リン酸カリウム緩衝液（pH7.5），1mM EDTAに

溶解させる．

⑷ 50mM NADPH．４％スルホサリチル酸，0.1M

リン酸カリウム緩衝液（pH7.5），1mM EDTAに溶

解させる．用時調製．

⑸ 1mM DTNB（10mM溶液は－20℃で少なくとも

１ヶ月は安定に保存できる．実験当日に10倍希釈し

使用する）

⑹ 97％2-ビニルピリジン．

⑺ 20％トリエタノールアミン．

⑻ グルタチオンレダクターゼ（GR：オリエンタル酵

母，1U/μlの液状品）．

２．組織から抽出液を調製する．操作は1f.3.4.1.1の

2.～4.に準じる．ただし抽出液には４％スルホサリ

チル酸を用いる．

３．50mM GSSG6μlを４％スルホサリチル酸994μl

と混合する（終濃度300μM）．さらにこれを４％ス

ルホサリチル酸で段階的に希釈し，150，75，37.5，

18.8，9.38，4.68μMおよび０のGSSG標準液を調

製する．

総グルタチオン濃度（GSH＋1/2×GSSG）の測定>

４．2.で調製した抽出液または3.で調製したGSSG標

準液4μlをマイクロタイタープレートのウェルに

入れる．

５．196μlの0.1M リン酸カリウム緩衝液（pH7.5），

1mM EDTAを4.のウェルに加えて混合する．

６．5.の混合液を50μl×３連とって，別のウェルに移

す．

７．別の容器で2.8mlの1mM DTNB，3.75mlの1

mM NADPH，5.85mlの0.1Mリン酸カリウム緩

衝液（pH7.5），1mM EDTA，および4UのGRを

混合し，リザーバーに移す．これをマルチチャンネ

ルピペッターで100μlずつ，6.のウェルに加える．

記載した量で96穴プレート１枚分のウェルに試料

を添加できる．

８．プレートミキサーでウェル内の溶液を混合し，マイ

クロプレートリーダーでA を測定する．

９．10～30分後にもう一度A を測定する．インター

バル時間は試料の呈色程度に応じて任意に決定して

よい．

10．9.と8.の吸光度の差を，GSSG標準液の濃度に対し

てプロットし，比例関係が保持されている濃度範囲

を用いて検量線を作成する．複数時間で測定するこ

とにより，試料測定に適した濃度の検量線が得られ

る．

1/2×GSSG濃度の決定>

11．2.で調製した抽出液，および3.で調製したGSSG

標準液を260μlずつ別々のマイクロチューブにと

る．それぞれに2-ビニルピリジン10μlを加え，30

秒間ボルテックスミキサーの最高速で撹拌する．次

いで20％トリエタノールアミンを80μl加え，同様

に撹拌する．

12．室温で10,000rpm，1分間遠心分離する．

13．下層を50μl×３連とって，マイクロタイタープレー

トのウェルに分注する．このとき2-ビニルピリジン

の油滴を取らないように注意する．

14． 総グルタチオン濃度（GSH＋1/2×GSSG）の決定>

の7.～10.と同様，グルタチオン濃度を求める．

15．(総グルタチオン濃度）－(1/2×GSSG濃度）から，

もとの試料のGSH濃度を求める．

1.d.5 活性酸素のin situ（in vivo）測定

生きた組織や植物体では恒常的に活性酸素種が生成し

ているが，そのほとんどは，細胞の抗酸化成分によって

消去されており，細胞での活性酸素種の定常濃度は数

μM以下（分子種による）である．in situ測定では抗酸

化物やプローブ試薬が活性酸素種と反応して生じる酸化

生成物を検出する．

1.d.5.1 葉切片のアスコルビン酸ラジカル測定

AsAは植物細胞に数十mM含まれ，アスコルビン酸

ペルオキシダーゼの電子供与体としてHO を還元し，

自身はAscに酸化される．

HO＋2AsA→2HO＋2Asc (14)

またAsAは非酵素的に水溶性のラジカル種（R）を一

電子還元・消去し，この反応でもAscラジカルが生成す

る．

R＋AsA→RH＋Asc (15)

すなわちAscは活性酸素種の包括的マーカーと見な
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すことができる．

細胞にはAscラジカルを特異的に還元する酵素系が

ある．ストロマではAscラジカルは還元型フェレドキ

シン（Fd ）によって速やかに還元される ．NAD(P)H

を電子供与体とするモノデヒドロアスコルビン酸レダク

ターゼ（MDAR）もストロマ，ミトコンドリア，ペルオ

キシソームに存在する．

Asc＋e＋H →AsA (16)

これらによって還元されない場合，Ascラジカルは，

自己不均化でAsAとDHAになる．

Asc＋Asc＋2H →AsA＋DHA (17)

活性酸素種が生成する条件で細胞内コンパートメント

のAscラジカルの定常濃度 Asc は，上記の反応のバ

ランスによって決まる．AsA酸化によるAscラジカル

生成速度を v ，Ascラジカルの還元速度と不均化速度

をそれぞれ v ，v とすると，定常状態では

v ＝v ＋v (18)

となり，v ＝k Asc ，v ＝k Asc （反応速度定数

k はFd 濃度，MDAR濃度，NADPH濃度に依存．k

はpHに依存）である．すなわち，活性酸素種によるAsA

酸化が増大すると（k ，k が一定として）Ascラジカル

の定常濃度が増大する．また酵素の失活などによりAsc

ラジカル還元速度が低下しても Asc は増大する．葉

の切片をESRキャビティ内にセットし，Ascラジカル

を測定することで，細胞内のこうした状況を観測するこ

とができる．Ascラジカルの細胞内での寿命はミリ秒レ

ベル以下であり，ESRで検出するシグナル強度はAsc

ラジカルの定常濃度に対応する．ただし，肉厚の葉，毛

状突起のある葉，平らにできない葉（シロイヌナズナ，

タバコ，セントポーリアなど）は本法には不向きである．

これは水によってマイクロ波が吸収されたり，不規則な

形状によってESRキャビティ内のマイクロ波共鳴が乱

されるためである．

［実験方法］

１．用意するもの

⑴ 石英製ティシュセル

⑵ メチルビオローゲン0.1mM

２．植物の生葉を4mm×2.5cm大に切り取り，ティ

シュセルにシリコングリースで貼り付ける．これを

ESRのキャビティに差し込み，ラジカル測定を行

う．ＸバンドESR（JES-RE2X,JEOL）での測定条

件例を示す．

⑴ マイクロ波周波数 9.40GHz

⑵ マイクロ波出力 3mW

⑶ 磁場変調 幅0.1mT，周波数100kHz

⑷ 応答時間 0.3s

⑸ 磁場（中央） 337.5mT

⑹ 磁場掃引速度 1.25mT/min

３．ポジティブコントロールとして，葉切片に0.1mM

メチルビオローゲンを減圧吸引によって与え，暗所

で30分置いた後，ESRキャビティ内で光照射する．

Ascラジカルが超微細結合定数0.23mTのダブ

レットシグナルとして観測できる．

４．一次微分シグナルの一方のピークの山と谷との差を

シグナル強度として評価する．これはAscラジカ

ルの定常濃度に対応する（絶対値は求められない）．

1.d.5.2 プローブ試薬を用いた活性酸素のin situ

検出

生組織に蛍光プローブや発色試薬を与え，活性酸素を

検出する方法は，活性酸素生成部位の空間的な分布を知

ることができ，シグナル作用研究などに最近よく用いら

れている ．プローブ試薬は活性酸素種と反応して比較

的安定な化学形に変化し，この蓄積量を評価する．すな

わちこれらの方法では，活性酸素生成量の積算値に相当

するパラメータが得られる．細胞内の反応であり，検量

線を得ることは困難で，測定試料に対する適切なコント

ロール試料と比較しシグナル強度の大小を判定する．

in situ測定では２つの注意点がある．(1）プローブ試

薬の活性酸素種に対する特異性．ほとんどの場合，活性

酸素種の検出はプローブ試薬との酸化還元反応を利用し

ている．例えばニトロブルーテトラゾリウム（NBT）に

よるO 検出はNBTの還元で生成するホルマザンの発

色をO の指標とするが，この還元反応はAsAによっ

ても進行する．検出されたシグナルがAsAによらない

ことを確認するコントロール実験が必要である．また，

プローブ試薬の細胞内代謝や葉緑体チラコイド電子伝達

系での直接酸化還元の可能性を検証する実験が必要であ

る．(2）プローブ試薬の組織内，細胞内分布の均一性．

例えば葉の組織にプローブ試薬を与える場合，葉脈から

蒸散流によって吸引させると維管束に沿って試薬が分布

する．より均一に分布させるには気孔からの減圧吸引や，

葉面にピンホールを作り，針のないシリンジで加圧注入

するといった方法がある ．ただし組織に強制的に溶液

を注入した直後は細胞間𨻶が水で満たされておりガス交

換が制限されるため，暗所では酸素不足，光照射下では

CO 不足となることに留意する必要がある．
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なお，動物細胞での活性酸素プローブ使用に関する総

説 も参照されたい．

1.d.5.2.1 ニトロブルーテトラゾリウム（NBT）に

よるO のin situ検出

NBTはO により還元され，青色で不溶性のホルマ

ザンとなり，組織に沈着する．NBT水溶液6mMを減圧

吸引によりシロイヌナズナ葉に浸透させ，葉の半分を遮

光し，強光（600μmol m s）を60分間照射する．クロ

ロフィルを脱色するため，乳酸：グリセロール：エタ

ノール（1：1：4（v/v））混液中で５分間煮沸した後，ホ

ルマザンの青色を観察する．光照射部と遮光部を比較す

ることで，光照射によるO 生成を見積もることができ

る．上述のようにNBTはAsAによる非酵素的還元を受

ける．また，アルコールデヒドロゲナーゼの存在下で

NAD(P)Hにより還元される．上記の実験で観測した

NBT還元がO によるという結論は，光照射ではAsA

やNAD(P)Hは増大しないとの仮定に基づいている．

1.d.5.2.2 3,3′-ジアミノベンジディン（DAB）によ

るH O のin situ検出

細胞外から与えたDABは細胞内にも浸透し，ペルオ

キシダーゼの存在下でHO により酸化されポリマーを

形成し，細胞に沈着する ．植物細胞内外の各コンパート

メントにはペルオキシダーゼが存在するため，DABの

酸化はHO の生成に対応する．DABは酸性条件

（pH3.8）で水溶性となるので，DAB塩酸塩（たとえば

同仁化学，D006）を用いればよい．5mM溶液を調製し，

減圧吸引によりシロイヌナズナ葉に浸透させる．あるい

はDAB溶液に0.1％ TritonX-100を加え，この液に８

時間浸しておく．この葉を1d.5.2.1と同様に一部遮光

し，強光照射後，クロロフィルの脱色を行う．光照射を

受けた部位は赤褐色の色素が形成されており，HO の

生成を示す ．DABは直接光を吸収し着色する．生成し

たHO が光合成電子伝達反応に由来することを検証す

るコントロール実験として，30μM DCMUなど光合成

電子伝達阻害剤を与え光照射する．また，カタラーゼを

組織に与えてDABの酸化が抑制されれば，細胞外で

HO が生成したことが確認できる．

1.d.5.2.3 蛍光プローブを用いた O とO の

in situ検出

dansyl-2,2,5,5-tetramethyl-2,5-dehydro-1H-pyrrole

（DanePy）は蛍光物質であり O と反応し酸化されると

蛍光を失う．O に選択性が高いが，O ，HO によって

も酸化される ．DanePyを葉に与え，強光照射などで

O を生成させたときに消失する蛍光を蛍光顕微鏡や蛍

光イメージアナライザーで評価する．励起波長330-345

nmでの発光は溶液中で550nm，葉の組織中では532

nmに極大をもつ．葉には減圧吸引あるいはピンホール

からの加圧によって与える．葉に与えたDanePyは代謝

され次第に蛍光を失うため，光照射と同じ時間だけ暗所

においたときの蛍光低下を測定し，これを差し引くこと

で光照射による O を評価する ．もう一つの蛍光物質

HO-1889NH（励起330nm，発光540nm）は O，O ど

ちらでも酸化され，蛍光を失う ．これらのプローブを与

えたインゲンマメ葉にUV-B照射すると，HO-1889NH

の蛍光が消光しDanePyの蛍光が消光しなかった．これ

はUV-B照射によって葉でO が生成することを示

す ．

Singlet Oxygen Sensor Green（SOSG；モレキュラー

プローブ社）は非蛍光性であり， O と反応して蛍光性

（励起480nm，発光532nm）となる ．使用に際しては

光化学系 活性を10％程度阻害することを考慮する必

要がある ．

1.d.6 おわりに

冒頭で述べたように細胞内での活性酸素種の生成フ

ラックスはかなり大きい．しかし，細胞には大量の抗酸

化物・抗酸化酵素が存在するため，活性酸素種の定常濃

度はきわめて低いレベルに保たれている．おおまかに

言って，活性酸素消去能が一定であれば，活性酸素定常

濃度は生成フラックスに比例して増大する．一方，生成

フラックスが一定でも消去能が低下すれば定常濃度は容

易に一桁以上上昇する．生体内の活性酸素の動態をでき

るだけ正確に把握するには，生成速度の変動だけでなく

消去活性の変化も常に意識しなければならない．実際，

活性酸素消去酵素の中には活性酸素によって失活しやす

いものがあり，また環境ストレス条件下で特定の酵素だ

けが失活する例もある ．本節では述べなかったが，活

性酸素消去酵素の活性評価も細胞の酸化的ストレス状態

を知る上で重要であることを指摘しておきたい．

活性酸素種の「分かりにくさ」は，その寿命の短さに

負うところが大きいが，時間と空間のスケールを日常感

覚の1000～100万倍ほど拡大して考えてみれば，これら

の分子がそれほど特別な性質をもつわけではないことが

理解できるとおもう．化学，とくに反応速度論的理解に

基づき，活性酸素と抗酸化物質，標的分子の細胞内での

ふるまいを正しくイメージできるようになれば，実験結

果の解釈において大きな間違いは防げるはずである．
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