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研究成果の概要（和文）：酸化ストレスは、各種代謝疾患をはじめ多彩な病態メカニズムとの関連が示唆されて
いる。本研究では、活性酸素の消去を行う Superoxide dismutase 1 (SOD1)と抗酸化物質アスコルビン酸合成に
関与する酵素 Akr1a を二重に欠損したマウスを用いて、酸化ストレスの生体影響を解析した。SOD1/Akr1a二重
欠損マウスは、アスコルビン酸の投与を休止すると、週齢や性別に関わらず、約2週間以内に死亡した。アスコ
ルビン酸投与休止により、血漿中ALT値の増加および肝細胞の腫大や軽度の炎症を認めた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the physiological role of superoxide and ascorbic acid in vivo,
 we have established the SOD1/Akr1a double knockout (DKO) mice.The DKO mice had serious phenotype 
with heightened oxidative stress. After AsA withdrawal, all DKO mice died within two weeks. The AsA 
withdrawal for a week significantly increased plasma ALT levels but had no effect on cardiac 
function in the DKO mice.

研究分野： 生化学・分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 申請者の所属する研究室では、活性酸素と
して最初に生じるスーパーオキシドの消去
を担う酵素の一つ Superoxide dismutase 1 
(SOD1)の欠損マウスを用いて、スーパーオキ
シドと各種疾患に関する研究を中心に進め
てきた。例えば、SOD1 欠損マウスでは、赤血
球中に活性酸素が増加し、さまざまな分子が
酸化され赤血球の寿命が約6割に短縮する結
果、貧血となることを明らかにしている
(Iuchi et al, 2009)。最近申請者は、SOD1
欠損マウスの赤血球ではプロテアソーム分
解系の障害により酸化ストレスによって分
解されないタンパク質が蓄積し、赤血球の機
能障害に関わることを報告した(Homma et al, 
2015)。 
 肝臓はコレステロール、脂肪酸、中性脂肪
(TG)などの脂質を合成、貯蔵、分泌する脂質
代謝の中心臓器である。内臓脂肪蓄積を背景
とするメタボリックシンドロームでは、TG に
富むリポ蛋白質の増加と肝臓に TG が蓄積し
た非アルコール性脂肪性肝疾患(NAFLD)や非
アルコール性脂肪肝炎(NASH)を合併するこ
とが多い。脂質代謝異常の発症機構に酸化ス
トレスや小胞体ストレスが密接に関与して
いる。SOD1 欠損マウスは、野生型マウスと比
較して内臓脂肪が少ないが、通常食飼育でも
肝臓に脂肪滴が蓄積する(Uhiyama et al, 
2006)。さらに肝臓からの VLDL 分泌障害とと
もに、腸管からの脂質吸収異常に起因するこ
とが当研究室の成果から明らかになった
(Kurahashi et al, 2012)。酸化ストレスは、
小胞体におけるリポ蛋白質の酸化的折畳み
とそれに続く分泌を抑制するため小胞体ス
トレスをもたらす。酸化ストレスに加えて小
胞体ストレスは肝臓に脂肪滴の蓄積を引き
起こす。また、小胞体ストレスにより、細胞
の防御系として分子シャペロンなどの防御
遺伝子の発現が誘導されるほか、小胞体膜に
存在するステロール制御性の転写調節因子
であるSREBPを活性化して脂肪合成が促進さ
れる。最近、我々は SOD1 欠損マウスから初
代培養した肝細胞では小胞体ストレスが起
こり、その下流にある脂肪合成遺伝子の発現
亢進により、脂肪滴の蓄積が起こることを明
らかにした(Lee et al, 2015)。また、栄養
欠乏状態では主要エネルギー源は脂肪組織
から供給される脂肪酸であるが、SOD1 欠損マ
ウスは体脂肪が少ないにも関わらず、飢餓に
よって野生型よりも顕著に肝臓での脂肪滴
の形成が促進されることを明らかにした
(Kurahashi et al, 2016)。 
 Aldo-keto reductase 1a(Akr1a)はビタミ
ン C 合成反応を触媒し、Akr1a 欠損マウスは
ビタミンC合成能が著しく低下することから、
その生合成に関わることが分かっている
(Takahashi et al, 2012)。これまで、SOD1
と Akr1aを両方とも欠損したマウスは酸化ス
トレスが増大することにより非常に病的な
症状(脂肪肝など)を呈し、その多くが生後間

もなく死亡するという結果を得た。 
 
２．研究の目的 
SOD1 と Akr1a の二重欠損マウスはビタミン C
の給水投与により、その致死的な表現型に改
善が認められ、ビタミン C投与を止めること
で 2週間以内に死亡する。これまでの知見を
ふまえると、SOD1/Akr1a 二重欠損マウスでは
心臓や肝臓における酸化ストレスおよび小
胞体ストレスの増加が、臓器障害の増悪化を
引き起こし、個体死につながる可能性が示唆
される。 
 そこで、この SOD1/Akr1a 二重欠損マウス
の表現型を詳細に解析し、ビタミン Cを投与
した場合と投与しない場合での酸化ストレ
スによる組織障害に着目してその分子機構
の解明を行う。SOD1/Akr1a 二重欠損マウスは、
ビタミン Cを体内で合成できず、酸化ストレ
スの亢進によるアポトーシスや老化を惹起
することから、その分子基盤の解明は老化防
止や各種疾患の予防ならびに治療法の開発
につながり、社会的に重要な意義が期待され
る。また、NASH をはじめとする各種代謝疾患
には活性酸素が深く関与することため、活性
酸素を消去するビタミンCやその安定誘導体
を摂取することにより、その予防・治療に有
効な可能性を示すことができる。 
 
３．研究の方法 
授乳期よりビタミンCを投与して成獣まで育
てた SOD1/Akr1a 二重欠損マウスを給水継続
群および給水停止群に分け、心機能および肝
障害への影響を中心に以下の項目を検討し
た。 
 
【心機能への影響の検討】 
(1) 心臓重量脛骨長比を測定し、心肥大を評

価した。 
(2) 心エコーにて心臓壁厚・左室径・左室収

縮能を評価した。 
(3) カスパーゼ 3 活性化をウェスタンブロッ

ト法により検出した。 
 
【肝障害への影響の検討】 
肝障害の程度を組織学的解析(H&E 染色)およ
び血漿中 ALT 値の測定により比較した。 
 
４．研究成果 
(1) ビタミン C 給水停止に伴い、二重欠損マ

ウスの体重は顕著に低下した。 
(2) ビタミン C 給水停止 2 週間以内に、二重

欠損マウスはすべて死亡した。マウスの
週齢および性別は死亡するまでの日数に
影響しなかった。 

(3) 心エコー検査の結果、ビタミン C 給水停
止に伴う心機能の低下は認められなかっ
た。心臓重量脛骨長比、血圧および心拍
数は正常の範囲内であった。 

(4) ビタミン C 給水停止に伴う心臓でのカス
パーゼ 3活性化は認められなかった。 



(5) ビタミン C 給水停止に伴う血漿中 ALT 値
の増加が認められた。 

(6) H&E 染色の結果から、給水停止群で肝細
胞の腫大や軽度の炎症を認めた。肝細胞
の核腫大や核封入体が著明であった。 

以上の結果から、ビタミン Cは、SOD1/Akr1a
二重欠損マウスの生存にとって必須であり、
生体内で酸化ストレスからの組織障害にビ
タミンCが保護的に働いていることが示唆さ
れた。 
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