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標記 のモデル としては、ヒ ドロキシルラジカル(OH)の 濃度 をス ピン トラ ップ試薬 を用いてESR

信 号強度か ら求める方法が適 当であろ う。活性酸素種 の1つ として のヒ ドロキシルラジカルは寿

命 が短 いため、通常のESR測 定では信号を与 えない。 そ こで、ス ピン トラップ試 薬 との反応 に

よ り寿命 の長い準安定 ラジカルに変換 して測定す る。溶液内 に存在す る ヒ ドロキシル ラジカル は

ス ピン トラッピング試薬に速やかに結合 して、寿命の長い付 加体 ラジカル にな り通常のESRで

測 定できるよ うになる。そ こに抗酸化物質(SOD)が 共存す ると、それはス ピン トラ ップ試薬 と

競合 して ヒ ドロキシル ラジカル と反応す る。 もし抗酸化物質 とヒ ドロキシル ラジカル との反応 で

ラジカルが生 じないか、または生 じたラジカルがESR信 号を与えなければ、結果 として付加体

ラジカル のESR信 号強度は減少す る。この減少の度合いは物質 の抗酸化能 の]つ の表現であ る。

抗酸化能が高い物質は付加体 ラジカルのESR信 号強度の大巾な減少 を引 き起 こす。

この直感 的な抗酸化能 の定義を定量的に検討 しよう。 ヒ ドロキシル ラジカルは過酸化水素の銅

錯体触媒 による分解(Fenton反 応)や 紫外線照射 による分解 によ り得 られ る。いずれの反応 も

極めて速 いので、スピン トラップ試薬や抗酸化物質 との反応開始時(6ニ0)に 既 に一定濃度で存

在す ると仮定す る。ス ピン トラップ試薬 としてはDMPOを 仮定す る。実験は次の2段 階で行 わ

れ る。

(1)初 めに抗酸化物質が加え られていない場合を考 える。 ヒ ドロキシル ラジカル とDMPO

との単純な2体 反応 を仮定す る。反応式は

OH+DMPO→DMPO-OH:反 応速度定数 を 瓦

ここで付加体 ラジカルをDMPO-OHと 表 した。それ はESR信 号 を与 え、その強度か らDMPO-

OHの 濃度、あるいはOHの 濃度が求め られ る。反応速度式は

d(DMPO-OH] =kl[OH][DMPO]
dt

反 応 開始 時(t=0)に お いて 、[OH]=amoUl、[DMPO]=bmol〃 で あ る と し、あ る時 点で の

PMPO-OHI=xmoUlと す る と

ぬ
at'

この方程式は解けて、Xが 時間の関数 として得 られ る。 しか し、ここでは十分長 い時間がたち、

反応 が完結 した状態でのXが 知れれば十分である。X=aま たはXニbと な ることは 自明であ ろ

う(aとbの うち、小 さい方 の式が成 り立っ)。 ヒ ドロキシル ラジカル濃度を求め るにはa≦b(実

験条件1)で なければな らない。

(2)抗 酸化物質(仮 にSODと 標記)が 共存す る場合 は、 ヒ ドロキシル ラジカルに対 して競
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合的 に反応 して、反応式は

OH+DMPO→DMPO-OH;反 応速度定数 をkl

OH+SOD→SOD-OH;反 応速度定数 を 」を2

ここでOHとSODの 反応物を仮にSOD-OHと 表 したが、必ず しも付加 体である必要はない。

反応 速度式は

d[DMPO-OH] =k,[OH][DMPOJ
dt

d[SOD-OH]
_k2[OH][SOD]

dt

(1)と 同様 に反 応 開 始時(t=o)に お い て、[OH]=amoUl、pMPO】=bmoUl、ISOD)=cmoUl

と し、 あ る時 刻 に お け る[DMPO-OH)=xmolll、[SOD-OH]=ymoUlす る と

ぬ

dt=k,(a-x-YXb-x)

dy
=k

dt2(a-x-Y)(り)

この 方程 式 を解 か な くて も、十 分長 い時 間 がた っ た時 のxとyの 関係 が 知れ れ ば よい 。 上式 か ら

この 式 か ら速 度 定数 の 比 が求 め られ る。

1ぬ1φ ・

k,(b-x)dtk2(c-y)dt

kln(1-y)ln(1-a-x)2cc

k'l
n(1-x)ln(1-x)b

b

実 験(1)か らaを(2)か らb、c、xを 求 めれ ば 、 この式 を用 いて反 応 速 度 定数 の比 が 求 め ら

れ る。

抗 酸 化 能 とい う直感 的 には 有用 な 量 が化 学反 応 速度 の比 と して表 現 され た わ けで あ る。 もち ろ

ん 比 の値 が 大 きい ほ ど抗 酸 化能 は高 い と言 うこ とにな る。速 度 定数 は反 応 温度 の 関数 で あ るの で、

特 に生 体 系 へ の応 用 で は温度依 存性 を検 討 す る必 要 が あ ろ う。 瓦 の値 は ヒ ドロキ シル ラ ジカル と

エ タ ノー ル の反 応 の速 度 を基 準 に して求 め られ て い て 、kl=2.1×10911(mo1・s)ま た は3,4x1091

1(mol・8)と され て い る(1)。
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