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研究成果の概要（和文）：病気やストレス等で増加する酸化ストレスに対して、我々は様々な抗酸化機構で対処
している。しかし、過剰な酸化ストレスや抗酸化機構の破綻により、身体に傷害が生じてしまう。原始紅藻シゾ
ンは高温強酸環境下に生息しており強い抗酸化能を持っている。本研究では、動物細胞の抗酸化能を増強するこ
とを目的として、シゾン由来のアスコルビン酸ペルオキシダーゼ (cAPX)を動物細胞に導入しその有効性を検討
した。活性酸素種を産生する各種刺激後の細胞生存率は、コントロールに比べてｃAPX発現マウス線維芽細胞で
増加した。よって、植物由来の抗酸化酵素は動物細胞においても機能し、抗酸化能を相加的に増強させることが
明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Ascorbate peroxidase (APX) derived from Cyanidioschyzon merolae, which is a 
primitive red alga living in high-temperature and acidic environment, has been reported greater 
anti-oxidative capacity than those in other plants. In the present study, we examined a possibility 
to increase anti-oxidative capacity in mammalian cells by the expression of Cyanidioschyzon 
merolae-drived APX (cAPX). cAPX gene was introduced into the mice fibroblast-like cell line 
C3H10T1/2. Production of reactive oxygen species (ROS) and/or cell viability after heat, H2O2 and 
acid stimulations were assessed. Heat and H2O2 stimulations caused ROS production. cAPX-expressed 
cells were more tolerant to oxidative stress induced by heat, H2O2 and acid stimulations than 
control cells. From these results, introduction of cAPX increases antioxidative capacity in 
mammalian cells. 

研究分野：口腔生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果は、動物細胞におけるAPXの機能解明に役立つだけではなく、がん治療を原因として局所に産生され
る過剰な活性酸素種（ROS）の除去に応用できる可能性がある。がんの放射線治療や化学療法では、がん細胞に
対する ROSの傷害作用を抑制することなく、がん細胞以外の“局所”でROSを調節することが望ましい。今後、
cAPX発現細胞を用いた細胞シートなどによる粘膜保護が可能になれば、粘膜細胞が酸化ストレスに強い抵抗性を
獲得し、酸化ストレスを原因とした粘膜潰瘍や疼痛の抑制に役立つ可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



１．研究開始当初の背景 

がん治療により発症する潰瘍性口内炎は激痛を伴うため食事や会話が困難になりQOLが大

きく低下する。このような潰瘍性口内炎の発症は、放射線照射や抗がん薬によるがん抑制作用

の影響が正常な口腔粘膜にも及んでしまうことで引き起こされる (Volpato et al. 2007)。放射線

による染色体破壊および抗がん薬による転写阻害は活性酸素種 (reactive oxygen species; ROS) 

を生成し、DNA 傷害や細胞死を連鎖的に引き起こす (Park et al. 2005; Yamamori et al. 2012; 

Bhattacharyya et al., 2014)。これはがん細胞の成長抑制に有効であるが、ROSは正常口腔粘膜細

胞に対しても細胞傷害作用を発揮し口腔粘膜潰瘍を引き起こす。潰瘍形成は他にも食事中の

軽い咬傷、酸刺激、熱刺激などによっても誘引され、これらの刺激も同様に ROSを発生させ、

口腔粘膜バリアの連鎖的破壊に関与する。 

さらに、ROS は疼痛発生にも関与する。以前、頭頸部がん化学療法で多用される抗がん薬

の一つシスプラチンをラットに投与した際の口腔粘膜および口内炎部における接触痛は、抗

酸化作用を持つαリポ酸 (α-LA) の局所塗布により抑制された (論文作成中)。同様の効果が、

もう一つの代表的抗がん薬 5-フルオロウラシルの投与による増悪口内炎モデルでも得られて

いる（未発表）。つまり、がん治療に伴う ROS発生は口内炎の発症に加え、口内炎に伴う疼痛

発症にも関連する。 

そこで、我々は粘膜細胞が酸化ストレスに強い抵抗性を獲得することが粘膜潰瘍や疼痛の

抑制に役立つのではないかと考え、高温強酸性環境に生息する原始紅藻 Cyanidioschyzon 

merolae（C. merolae, シゾン）の高い抗酸化能を持つシゾンのアスコルビン酸ペルオキシター

ゼ (cAPX) に着目した (Hirooka et al. 2009)。 

 

２．研究の目的 

  cAPX を導入した動物細胞が高い抗酸化能を獲得するかどうかを検討することで、cAPX の

有用性を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）cAPX発現細胞の作製 

cAPX発現用ベクターは、C. merolaeの genome DNAから得た cAPX遺伝子を、真核細胞用

ベクター (pcDNA3.1 D/V5-His-TOPO)に挿入することにより作製した。マウス線維芽細胞

C3H10T1/2細胞 (ATCC, Manassas, VA, USA) は、10% fetal bovine serum (FBS)、100 U/ml ペニ

シリン (WAKO)、100μg/ml ストレプトマイシン(WAKO) 含有 Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (D-MEM)で培養した。C3H10T1/2細胞に pcDNA3.1 empty vectorまたは pcDNA3.1 cAPX 

vectorを Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) を用いて遺伝子導入した。遺伝子導入後、

G418硫酸塩 (WAKO) で処理し、ペニシリンカップを用いてシングルクローンを採取した。 

 

（２）熱刺激による ROS産生の解析 

96ウェルプレートに 10000個の正常 C3H10T1/2細胞を播種し、1日後に 37℃または 44℃に

設定したインキュベーターに 2 時間留置した。その後、ROS detection Cell-Based Assay kit 

(Cayman Chemical) を用いてウェル内の蛍光強度を測定することで ROS の産生程度を評価し

た。 

 

 



（３）細胞生存率の測定 

cAPX 導入 C3H10T1/2 細胞とコントロール細胞を 96 ウェルプレートに各 10000 個播種し、

一晩培養した。その後、それぞれ (２) と同様の手順で熱刺激を加えた後、Cell counting kit-8 

(同仁堂) を用いて細胞生存率を測定した。 

 

４．研究成果 

正常 C3H10T1/2 細胞に 44℃の熱刺激を加えると、37℃の刺激と比べて有意に ROS 産生が

増加した (図 A)。次に、C3H10T1/2 細胞に cAPX ベクターを導入したところ、シゾン由来の

cAPX 遺伝子は細胞形態を変化させ

ることなく発現した。そこで、cAPX導

入 C3H10T1/2 細胞とコントロール細

胞に対して、37℃および 44℃の刺激を

加えたところ、37℃の刺激では、両細

胞の細胞生存率に変化は認められな

かったが、44℃刺激に対しては、コン

トロール細胞では有意に細胞生存率

が低下したものの、cAPX発現細胞で

は細胞生存率の低下は認められなかった (図 B)。 

 

以上の結果より、シゾン APXを動物細胞に発現させることで、相加的に抗酸化能を向上さ

せることが明らかになった。将来、口腔粘膜細胞にこの cAPXを発現させることができれば、

その高い抗酸化能によりがん治療による組織傷害を予防できるかもしれない。 
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