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光励起リボフラビンによるアスコルビン酸からのH2O2の生成機構

要　　約

光励起リボフラビン（Rib）存在下でのアス
コルビン酸（Asc）の光酸化における H2O2 生
成機構について，Asc，H2O2，O2 間の化学量論
関係をもちいて検討した。1.25 µM� または
12.5 µM�Ribの存在下，Ascの光酸化によるO2

吸収速度は光強度に比例した。O2 吸収量に対
するH2O2 生成量のモル比は，光強度の増大と

ともに増加し，高光強度で約0.5の一定値にな
った。ローズベンガル（RB）を光増感剤とし
た場合は，0.125 µM�Rb存在下では，H2O2/O2

比は光強度に依存せず約0.5であった。1.25 µM�
RBでは，Ribの場合と同様の傾向を示し，比
は最終的に約0.6であった。Asc 光酸化におけ
るO2

－が関与するType�Iおよび 1O2 が関与する
Type�II反応の寄与の割合を検討するために，
SODや 1O2 消光剤の影響を調べた結果，Type�
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II反応と伴にType�I反応も関与していること
が示された。空気開放系でAscを完全に酸化さ
せた場合，Ascと生じたH2O2 の化学量論関係
は 1 : 2 であった。 以上の結果から得られた
H2O2/O2 比とH2O2/Asc比を満足させる反応機
構を考察した。

緒　　言

近年の健康志向の高まりの中で，スポーツを
積極的に生活に取り入れる人々が年々増加して
いる 1 ）。それに伴い，スポーツドリンク，ゼリ
ー飲料，ドリンク栄養食品などスポーツ関連製
品も大きな伸びを示しており 2 ），ドリンク等に
対する人々の意識度が高いことが示されている。
一方，インターネット上では自家製スポーツド
リンクの作り方が数多く公開されているが，安
易なドリンクの自作には危険を伴うこともある
ことはあまり認識されていない。リボフラビン

（ビタミンB2 ,�Rib）含有飲料とアスコルビン酸
（ビタミンC，Asc）を含む他の飲料水や食品成
分を混合した自作の健康・スポーツ飲料をジム
や太陽光の下で飲用する際，身体に有害なH2O2

が生成・蓄積する可能性があり，特に注意が必
要である。

Ribは，主にFADやFNMの補酵素の成分と
してフラボタンパク質に含まれ，生体内の酸化
還元反応で重要な役割を演じている 3 ）。Ribは
熱に対しては比較的安定であるが，光には不安
定である。Rib（1Rib）は基底状態が一重項状
態であり,光照射によって励起されると励起一
重項状態（1Rib＊）になり，直ちに系間交差（ISC）
によって準安定な励起三重項状態（3Rib＊）に
変換される。この 3Rib＊は高い反応性をもち，
Type�IおよびType�IIの 2 つの異なる反応をお
こなうことが知られている 4 ， 5 ）。Type�I反応
では，3Rib＊が反応物との間で，水素原子また
は電子転移をおこなう。分子状酸素（三重項酸
素，3O2）が存在する場合，3Rib＊からの 1 電子
転移により，スーパーオキシド（O2

－）が生成
される。その結果，O2

－の不均化反応により

H2O2 が蓄積する。 一方，Type�II 反応では，
3Rib＊から 3O2 へエネルギー転移が生じ，反応性
の高い一重項酸素（1O2）が生じる。

アスコルビン酸は生体内では還元剤として
種々の酸化還元反応に関与している 6 ）。また，
食品製造においては，抗酸化剤として広く用い
られている。Ascは溶液状態では光に不安定で
ある。Ribの光増感反応によるAscの光酸化に
ついては，これまでに多くの報告があるが，大
部分は励起RibとAscの初期反応の速度論を扱
ったものであり，Type�I� またはType�II反応
によって生じるH2O2 の生成機構については副
次的反応を含む可能性があることから，報告は
少ない。その中でKramarenkoらはType�II反
応で生じる 1O2 が Asc の光酸化を生じさせ，
H2O2 が生成することを報告している 7 ）。

H2O2 は，食品加工においては漂白剤，殺菌剤
として用いられるが，釜揚げしらす，しらす干
しを除き，分解または除去することによって最
終食品には存在しないように定められている 8 ）。
これはH2O2 に発がん作用が疑われるからであ
る 9 ，10）。自家製スポーツドリンクでRibとAsc
が混合された場合は，H2O2 が生成される可能
性があることから，H2O2 の生成機構を明らか
にすることは重要である。そこで，ここでは
3Rib＊によるAscの光酸化におけるH2O2 の生成
機構を検討した。その結果，As光酸化による
H2O2 生成反応にはType�II反応によるAsc分子
の多重酸化（合計 4 電子の酸化）が含まれるこ
とが示唆された。

材料と方法

試薬および材料
リボフラビン，ローズベンガル（RB），テト

ラメチルエチレンジアミン（TEMED），� アジ
化ナトリウムはナカライテックより，アスコル
ビン酸は和光純薬工業より，1,4-ジアザビシク
ロ［2.2.2］オクタン（DABCO）は東京化成工業
より購入した。超純水はミリポア製の超純水製
造装置を用いて製造した。試薬類は全て超純水
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で調整した。Cu/Zn-スーパーオキシドジスム
ターゼ（S0D）はホウレンソウから精製したも
のを用いた11）。ウシ肝臓カタラーゼはシグマア
ルドリッチより購入した。

O2吸収速度と吸収量の測定
O2吸収の速度と量はクラークタイプの酸素

電極（ハンザ社）で測定した。20 mMリン酸
カリウム緩衝液，pH 7.8，光増感剤（Rib, RB）
および反応物（Asc, TEMED）より成る 1 ml
の反応混液（溶存O2量は253 nmol）を用いた。
光増感剤の励起はスライドプロジェクター
（CABIN-III，キャビン工業製）からの白色光を，
水の入った丸底フラスコで集光し，酸素電極の
反応槽に照射した。光照射後，しばらく継続す
るO2吸収は，暗黒下で測定した。

H2O2量の測定
光照射で生じるH2O2量は，カタラーゼ（100 
units）添加で生じるO2量を 2 倍することによ
り算出した（図 1）。

結　　果

Rib存在下でのAscの光酸化による光依存性お
よび光非依存性O2吸収
光増感剤Rib存在下，Ascの光酸化によるO2

吸収をO2電極を用いて測定した結果の 1つを
図 1 に示した。O2吸収は光照射開始後，直ち
に始まり，一定速度で進行したが，照射を止め
てもO2吸収はしばらく続き，やがて停止した。
そこで，光照射中のO2吸収を光依存性O2吸収，
光照射後のO2吸収を光非依存性O2吸収として
区別し，両者を合わせた量を全O2吸収量とし
た。生成したH2O2量は，光照射を止めてO2吸
収が停止した後，カタラーゼを添加して求めた。

Asc光酸化の光増感剤濃度依存性
12.5 µMまでの種々の濃度のRib存在下，
15,000 lxの光照射で，0.5 mM Ascの光依存性
O2吸収の速度を調べた。その結果，O2吸収速

度はRib濃度に比例して増加したが，10 µM以
上のRib濃度でほぼ一定になった。（図 2 A）。
なお，酸素電極の 1 ml反応槽内には，光照射
前に253 nmol O2（25℃）が存在していたこと
から，O2吸収速度が一定になったのは反応槽
内の酸素不足の為ではなく，反応性が高く不安
定な3Rib＊と反応するO2の拡散が律速になるた
めであると考えられる。なお，光増感剤が存在
しない場合は，光照射によるAscのO2吸収は
生じなかった（図 2 A）。

Asc光酸化のAsc濃度依存性
Asc光酸化のAsc濃度依存性を光依存性O2

吸収速度で検討した（図 2 B）。Ribの濃度を
12.5 µMに固定し，Asc濃度を 0 から 1 mMま
でに変化させ，15,000 lxで光照射した。Ascの
濃度を増加させると，O2吸収速度は増加した
が，その度合は徐々に減少し， 1 mM以上でほ
ぼ一定になった。Ascが存在しないと，O2吸

図1　光増感剤存在下でのAscの光酸化によるO2吸収
酸素電極をもちいてAscの酸化によるO2吸収を測定
した典型的な例を示す。 1 mlの反応混液は，253 nmol 
O2，20 mMリン酸緩衝液，pH 7.8，Asc，増感剤とし
てRibを含む。H2O2量は100 unitsカタラーゼ添加で
生ずるO2量を 2倍して算出した。
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収が生じなかったことから，Rib存在下でのO2

吸収にはAscが必要であることが示された。光
照射量が6,000 lxの場合，O2 吸収速度は0.5 mM�
Asc で飽和し，光強度が異なると，飽和する
Asc濃度も異なることが示された。このことは
生成する短寿命の 3Rib＊の存在量が光強度に比
例することで説明できる。

Rib存在下でのAsc光酸化におけるH2O2 生成
およびO2 吸収に対する光強度の影響

Ascの光酸化によるO2 吸収速度およびH2O2

生成の光強度依存性を調べた（図 3 ）。低濃度
（1.25 µM）のRib存在下で，0.5 mM�Ascの光依
存性O2 吸収速度は，調べた光強度範囲で直線
的に増加した（図 3 A）。一方，光非依存性O2

吸収は僅かしか認められず，光強度30,000 lxで，
全O2 吸収量に対する光非依存性O2 吸収量の比
は約0.1であった。H2O2 生成量は，低光強度で
は光強度に比例したが，10,000 lx以上になると
ほぼ一定になり，全O2 吸収量に対する生成し
たH2O2 の比は，最大0.5であった（図 3 B）。

次に，高濃度（12.5 µM）のRibを用いて同
様に測定した。1.25 mM�AscのO2 吸収速度は
光強度に依存して増加した（図 3 C）。低濃度

Ribの場合と異なり，全O2 吸収量に対する光非
依存性O2 吸収量の比は光強度に比例して増加
し，�30,000 lx では全 O2 吸収量の約40％が光非
依存性のO2 吸収であった（図 3 D）。これらの
ことから，増感剤の濃度が高く，光強度が強い
と光非依存性O2 吸収が増加すことが示された。
一方，全O2 吸収量に対する生成したH2O2 の比
は，低濃度のRib存在下の場合と同様な傾向を
示し，高濃度Rib存在下でも低濃度Rib存在下
の値とほぼ同じ0.5であった（図 3 D）。高濃度
Rib存在下では光非依存性O2 吸収の割合が増加
することから，光依存性O2 吸収量に対する生
成したH2O2 の比は 1 に近づくことが示された。

ローズベンガル存在下でのAsc光酸化における
H2O2 生成およびO2 吸収に対する光強度の影響

RibはType�IとType�II反応の両方をおこな
う光増感剤であるが，ローズベンガル（RB）
は主にType�II反応をおこなう光増感剤である。
そこで，比較のためにRBを用いてRibの場合
と同様の測定をおこなった。0.125 µM�RB存在
下で，0.5 mM�Ascの光依存性O2 吸収速度は調
べた光強度範囲で直線的に増加した（図 4 A）。
全O2 吸収量に対する光非依存性O2 吸収量の比

図 2　Asc光酸化のRib濃度依存性およびAsc濃度依存性
反応混液は図 1 と同様。（A）Rib濃度依存性。［Asc］＝0.5 mM;�光強度，15,000 lx　（B）Asc濃度依存性。［Rib］
＝12.5 µM
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は，30,000 lxで約20％であった。しかしながら，
全O2 吸収量に対する生成したH2O2 の比は，光
強度依存性がなく，0.45とほぼ一定であった（図
4 B）。この結果は，低濃度のRBでは吸収され
たO2 は全て 1O2 に変換され，次にAscと反応し
てH2O2 を生じることを示している。したがっ
て，3RB＊とO2 のエネルギー移動反応は効率的
であり，1O2 とAscの反応も速やかにおこなわ
れると推測される。

1.25 µM�RB存在下でも，0.5 mM�Ascによる
光依存性O2 吸収速度は光強度に依存して直線
的に増加した（図 4 C）。全O2 吸収量に対する
光非依存性O2 吸収量の割合は，光強度ととも

に増加し，30,000 lx で全 O2 吸収量の約70％が
光非依存性のO2 吸収であった（図 4 D）。一方，
全O2 吸収量に対する生成したH2O2 の割合は，
光強度に比例して増加し，その後，60％と一定
になった（図 4 D）。この時，全O2 吸収量の半
分以上が光非依存性O2 吸収量であることから，
光依存性O2 吸収量に対するH2O2 の比は約 1 と
なる。この結果は，高光強度での高濃度Ribの
結果（図 3 D）と一致する。�

Asc光酸化に対する 1O2 消光剤とSODの影響
Ascの光酸化におけるType�II反応の関与の

度合いを検討するために，O2 吸収に対する 1O2

図 3　Rib存在下でのAsc光酸化におけるH2O2 生成およびO2 吸収に対する光強度の影響
反応混液は図 1 と同様。（A）O2 吸収速度の光強度依存性。［Rib］＝1.25 µM,［Asc］＝0.5 mM　（B）H2O2 生成量/
全O2 吸収量のモル比，および光非依存性酸素吸収量/全O2 吸収量のモル比の光強度依存性。RibとAscの濃度は（A）
と同様。　（C）O2 吸収速度の光強度依存性。［Rib］＝12.5 µM,［Asc］＝1.25 mM　（D）H2O2 生成量/全O2 吸収量
のモル比，および光非依存性O2 吸収量/全O2 吸収量のモル比の光強度依存性。RibとAscの濃度は（C）と同様。
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の消光剤であるN3
－とDABCOの影響を検討し

た（図 5 ）。予想されたように， 1 mM�N3
－は

O2 吸収速度を約80％阻害した。一方，10 mM�
DABCOはほとんど阻害しなかった。Ascの代
わりにTEMEDを用いたところ， 1 mM�N3

－と
10 mM�DABCOはO2 吸収速度を90－95％阻害
した（図 5 ）。�

Ascの光酸化は主にType�II反応であること
が示唆されたが，Type�I反応の関与の可能性
をSODを用いて検討した（表 1 ）。Rib存在下，
0.5 mMおよび1.0 mM�Asc光酸化のO2 吸収速
度は，SODを加えることによって，それぞれ
半分になった。一方，O2 吸収量とH2O2 生成量
は SOD 有無に関わらず同じであり，H2O2/O2

比は0.5であった（表 1 ）。

Ascの完全酸化で生じたH2O2 の化学量論関係
Asc と，Asc の光酸化で生じた H2O2 との化

学量論関係を明らかにするために，酸素電極の
反応槽の蓋を開放し，スターラバーで攪拌する
ことによって酸素を供給しながら，Rib存在下
で光照射を10分間，20分間，および30分間おこ
なった。照射終了後，反応槽の蓋を閉じ，生じ
たH2O2 量をカタラーゼを加えて発生するO2 量
を測定することで算出した。 1 mlの反応液中
に100 nmol�Asc を用いた結果を表 2 に示す。
12.5 µM�Rib存在下，20分間の15,000 lx光照射
で，約200 nmol の H2O2 生成が認められれた。

図 4　RB存在下でのAsc光酸化におけるH2O2 生成およびO2 吸収に対する光強度の影響
反応混液は図 1 と同様。（A）O2 吸収速度の光強度依存性。［RB］＝0.125 µM,�［Asc］＝0.5 mM　（B）H2O2 生成量/
全O2 吸収量のモル比，および光非依存性O2 吸収量/全O2 吸収量のモル比の光強度依存性。RibとAscの濃度は（A）
と同様。　（C）O2 吸収速度の光強度依存性。［RB］＝1.25 µM,［Asc］＝0.5 mM　（D）H2O2 生成量/全O2 吸収量の
モル比，および光非依存性O2 吸収量/全O2 吸収量のモル比の光強度依存性。RBとAscの濃度は（C）と同様。
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これらの結果より，Ascに対すH2O2 の化学量
論比 2 が得られた。照射時間が10分間または30
分間ではH2O2 /Ascの比が小さくなったことか
ら，最大値は約 2 であることが示された（表 2 ）。

考　　察

光依存性および光非依存性O2 吸収
光増感RibによるAscの光酸化で，Type�II

反応によって生じた 1O2 がAscを直接酸化し，
1 : 1 の化学量論比でH2O2 を生成することが報
告されている 7 ）。�図 1 において，光依存性O2

吸収量と生成したH2O2 量との間には 1 : 1 の化
学量論関係が認められ，報告された結果と一致
した。一方，光照射後も光非依存性O2 吸収が
認められた（図 1 ）。全 O2 吸収量と H2O2 生成
量間でのモル比が約 2 : 1 であることから，光
非依存性O2 吸収はH2O2 生成を伴わないことが
示唆される。吸収されたO2 はO2 複合体を形成
したと考えられるが，その分子種は不明である。

1O2 消光剤とSODの影響
1O2 の消光剤であるN3

－がAsc光酸化による
O2 吸収速度を80％阻害したことから，O2 吸収
の大部分はType�II反応によることが示された

図 5　�Asc光酸化のO2 吸収速度に対する 1O2 消光剤の
影響

1 mlの反応混液は，20 mMリン酸緩衝液，pH 7.8，0.5�
mMのAscまたはTEMED，12.5 uM�Ribを含む。光
強度は15,000 lx。光依存性O2 吸収の速度を測定した。

表 1　Asc光酸化に対するSODの影響

表 2　Ascと光酸化で生じたH2O2 の化学量論関係
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（図 5 A）。しかしながら，1O2 の消光剤として
知られているDABCOはO2 吸収を阻害しなか
った。そこで，Ascの代わりにTEMEDを反応
物として用いると O2 吸収速度は N3

－と同様，
DABCOにより90％阻害された（図 5 B）。

TEMEDは励起Ribへの良好な電子供与体と
なるアミンであることが知られおり，Rib＋
TEMED＋光の系はSOD活性測定系のO2

－生成
系12）として，また，ポリアクリルアミドゲル
の重合開始剤13）として用いられる。したがって，
ここで用いたRib＋Asc＋光の系でもO2

－の生
成が考えられる。実際，この系にO2

－の検出系
としてNBTを用いてSODによるNBT還元の
阻害の有無を検討したところ，O2

－の生成が検
出できた（データ未掲載）。また，SODがAsc
光酸化でのO2 吸収に対してO2 吸収速度を半減
させたことから，Type�I反応も関与している
ことが示唆された（表 1 ）。しかしながら，N3

－

がRib＋TEMED＋光の系でのO2 吸収をほぼ完
全に阻害したことから（図 5 B），Asc の光酸
化には主にType�II反応で生じる 1O2 が関与し
ていることが示唆された。なお，Ascの光酸化
の場合，DABCOの阻害が見られなかった理由
として，1O2 と Asc の反応が1O2 と TEMED の
反応より速く，N3

－に比較して分子サイズの大
きい DABCO は短寿命（10－5秒）6 ） の 1O2 に十
分接近できなかったためであると考えられる。

光増感反応の化学量論とH2O2 の生成機構
Ascの光酸化におけるH2O2 生成の化学量論関

係を明らかにするために，まず，一般的な光増
感反応の化学量論関係を次式に示す 4 ， 5 ）。光増
感剤（1sens）は基底状態が一重項状態であるが，
光照射によって励起されると励起一重項増感剤

（1sens＊）になり（式 1 ），直ちに系間交差（ISC）
によって準安定な励起三重項増感剤（3sens＊）
に変換される（式 2 ）。この3sens＊は三重項状
態の化合物に対して高い反応性をもち，Type�
Iおよび/またはType�IIの 2 つの異なる反応を
おこなう。Type�I反応では，3sens＊が反応物（R）

との間で水素原子または電子転移をおこない，
増感剤のアニオンラジカル（sens・－）が生じる

（式 3 ）。分子状酸素（三重項酸素，3O2）が存
在すると，sens・－からの 1 電子転移により，ス
ーパーオキシド�（O2

－）が生成する（式 4 ）。そ
の結果，O2

－の自発的不均化反応によりH2O2 が
蓄積する（式 5 ）。 一方，Type�II 反応では，
3sens＊から 3O2 へのエネルギ転移により，反応
性が高い一重項酸素（1O2）が生じる（式 6 ）。
一般に，量子収率はType�IよりType�IIの方が
高い。

1sens＋hν　→　1sens＊� 式 1

1sens＊　→　3sens＊� 式 2

Type�I反応の場合，

3sens＊＋R（red）　→　sens・－＋R（ox）� 式 3

sens・－＋3O2　→　1sens＋O2
－� 式 4

O2
－＋O2

－＋2H＋　→　H2O2＋O2� 式 5

Type�II反応の場合，

3sens＊＋3O2　→　1sens＋1O2� 式 6

次にRがAscである場合の化学量論関係を示
す。Type� 1 反応では式 3 が

3sens＊＋Asc　→　sens・－＋MDA・� 式 3 ′

となり，生じたsens・－は3O2 を還元してO2
－を

生じる（式 4 ）。Asc存在下では，O2
－の自発的

不均化反応の二次速度定数（105 M－1sec－1，
pH 7.8）14）よりも，O2

－によるAscの酸化反応の
二次速度定数（8.2×107 M－1sec－1）15）の方が大
きいことから，次の反応でモノデヒドロアスコ
ルビン酸ラジカル（MDA・）が生じる（式 7 ）。

O2
－＋Asc　→　H2O2＋MDA・� 式 7

式 3 ′と式 7 のMDA・ラジカルは自発的不均
化反応をおこない，Ascとデヒドロアスコルビ
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ン酸（DHA）が生じる16）（式 8 ）。

MDA・＋MDA・　→　Asc＋DHA� 式 8

また，Type�II反応では，次式が加わる 6 ）。

1O2＋Asc　→　H2O2＋DHA� 式 9

図 6 にAscの光酸化の反応スキームを示した�
（黒文字部分）。このスキームより求めたType�I
とType�IIにおけるH2O2/O2 モル比とH2O2/Asc
モル比はType�IではH2O2/O2＝ 1 ，H2O2/Asc
＝ 1 であり，Type�IIでもH2O2/O2＝ 1 ，H2O2/
Asc＝ 1 であった。

一方，我々が得た値はH2O2/O2＝0.5（図 3 ，
図 4 ），H2O2/Asc＝ 2 （表 2 ）であり，図 6 の
スキームで得られた値とは一致しなかった。そ
こで，今回の結果を満足するスキームを検討し
た。Type�I 反応では，H2O2，O2，Asc 間の比
を満足させるスキームを見出せなかった。なお，
1O2 消光剤の効果から，Asc光酸化は主にType�
II反応が関与していると考えられることから，

Type�I反応の化学量論関係への寄与は無視で
きると思われる。一方，Type�II反応では， 2
分子の 1O2 が 1 分子のAscから連続して 4 電子
を引き抜くことで 2 分子のH2O2 が生成すると
仮定すると，H2O2/Asc ＝ 2 （表 2 ）になる。
この場合，最初のAscの酸化の結果，DHAが
生じ，次に，DHAが再度酸化されることになる。
さらに，過度に酸化されたDHAが 2 分子のO2

と複合体を生成するとすれば，H2O2/O2＝0.5（図
3 B）も満足させることができる（図 6 赤文字
部分）。Ascの光酸化反応では，光照射後に光
非依存性のO2 吸収があり，取り込まれたO2 分
子はカタラーゼでO2 に変換できないことから，
H2O2 の生成を伴わないことが示され，したが
ってO2 との複合体形成が示唆される。しかし
ながら，現在のところ，Ascの酸化・分解産物
については明らかでないことから，今後，検討
する必要がある。

今回の研究で，Ascは光励起RibのType�II
反応によって，H2O2 を生成することが示され

図 6　Type�I�およびType�II光増感反応の化学量論関係とH2O2 の生成機構
（黒文字）；Asc存在下でのType�IおよびType�II反応を表している。この反応スキームから得られるType�Iお
よびType�IIの化学量論値を黒括弧内に示す。（赤文字）；新たに副次的な反応を加えると，今回得られた化学量
論関係（赤括弧）を満足する。
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た。H2O2 は生体にとって有毒であるが，食品
中でも食品成分である光増感剤と電子供与体の
意図しない混合でH2O2 の生成が起こる可能性
がある。したがって，H2O2 を生じさせる食品
中の光増感作用を有する成分と電子供与が可能
な成分を調べることは重要である。
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