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研究成果の概要（和文）：ビタミンCであるアスコルビン酸（AsA）の欠乏時には肝臓のヘムタンパク質であるシトクロ
ムP-450（CYP）が減少し、薬物代謝能が低下する。しかし、このAsAの作用機構は明らかではなかった。本研究の結果
、AsA生合成不能のODSラットのAsA欠乏時には肝臓のヘム分解の律速酵素であるヘムオキシゲナーゼ-1(HO-1)の発現上
昇が起こることを見出し、それに続いてCYP量の減少することを証明された。そして、AsA摂取下でもHO-1誘導剤投与が
肝CYP量の減少させることを見出した。本研究により、AsA欠乏によりヘム分解が亢進して肝CYP量の減少をもたらすと
いうAsAの新規な生理機能を提唱できた。

研究成果の概要（英文）：The mechanisms underlying the decrease in hepatic cytochrome P-450 (CYP) content 
in ascorbic acid deficiency was investigated in scurvy-prone ODS rats. Firstly, ascorbic acid deficiency 
decreased hepatic microsomal total CYP content, CYP2B1/2B2 protein, and mitochondrial cytochrome oxidase 
(COX) complex IV subunit I protein, and simultaneously increased heme oxygenase-1 protein in microsomes 
and mitochondria. Nextly, heme oxygenase-1 inducers, that is lipopolysaccharide and hemin, were 
administered to phenobaribital-treated ODS rats fed sufficient ascorbic acid. The administration of these 
inducers decreased hepatic microsomal total CYP content, CYP2B1/2B2 protein, and mitochondrial COX 
complex IV subunit I protein. These results suggested that the stimulation of hepatic heme oxygenase-1 
expression by ascorbic acid deficiency caused the decrease in CYP content in liver.

研究分野： 栄養生化学
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１．研究開始当初の背景 
1970 年代から、ビタミン C であるアスコ

ルビン酸（AsA）生合成不能のサル、モルモ
ット、ODS ラットで AsA 欠乏時には肝臓の
シトクロム P-450（CYP）量の減少により薬
物代謝能が低下するという、極めて重要なビ
タミン Cの生理作用が見出された。CYP はヘ
ム分子がアポタンパク質に結合したヘムタ
ンパク質であるが、アポタンパク質の種類は
極めて多く、すなわち CYP には極めて多く
種類が存在する。CYP は酵素でありその機能
は高等動物の生命の維持に必要なものから、
生体には存在しない生体異物・薬物の代謝に
いたるまで多岐にわたる。前者に含まれる機
能としては、性ホルモン(男性ホルモン、女
性ホルモン)の生合成、その他のステロイド
ホルモンの生合成、胆汁酸合成などが含まれ、
後者には薬物代謝の第Ⅰ相反応(酸化反応)
が含まれる。それぞれの酵素反応を行う CYP
が存在し、それらの発現の組織特異性もそれ
ぞれの種類で異なる。AsA 欠乏時には少なく
とも、薬物代謝の第Ⅰ相反応を触媒する肝臓
の CYP が減少すると考えられた。そして実
際に ODS ラットにおいて、薬物代謝酵素で
ある CYP の中で、特定の分子種の CYP が
AsA 欠乏によって減少することが報告され
た。（Carcinogenesis, 14,2471(1993)）。こ
の報告に加えて、我々は AsA 生合成不能の
ODS ラットにおいて AsA 欠乏により薬物代
謝酵素である CYP2B1/2B2 の減少すること
を見出している。この AsA 欠乏による肝臓の
CYP の減少機構については、モルモットを用
いて、1975 年から 1985 年にかけてヘムの生
合成の低下の可能性、ヘム分解の亢進の可能
性について検討がなされている。しかし、当
時のヘム代謝に関する情報と解析技術にお
いては、この減少機構を説明できる結果は得
られていない。我々はこの減少機構を説明す
るために、仮説を立て実証しようと考えた。  
この仮説を立てるために背景となった実

験結果を以下に示す。我々は、ODS ラットの
AsA 欠乏の肝臓では炎症様変化と酸化的ス
トレスとが起こることを報告し（J.Nutr., 
128,832(1998)）、酸化的ストレスにより活性
化される転写因子(Nrf2、NFκB)も AsA 欠乏
により活性化されている結果を得た。この
Nrf2 と NFκB の応答配列を持つヘムオキシ
ゲナーゼ-1（HO-1）の発現が肝臓で上昇す
ることも見出した（ビタミン,86,247(2012)）。
HO-1 は、肝臓のヘム分解の律速酵素である。
よって、AsA 欠乏により肝臓でのヘム分解が
亢進する可能性が考えられる。一方、肝臓で
の HO-1 発現の誘導が特定のヘムタンパク質
(cytochrome c oxidase complex Ⅳ subunitⅠ,略
号 :COX）を減少させる結果が報告され
（FASEB J.,20,E482(2006)）、さらに我々は、
AsA 欠乏でも肝臓の COX が減少することを
最近、確認した。これらの背景から、本研究
の仮説である、AsA 欠乏時には①肝臓の
HO-1 の発現上昇が起こり、②ヘム分解が亢

進し、③特定の CYP(CYP2B1/2B2)とその他
のヘムタンパク質の減少が起こるという仮
説を提唱するに至った。本研究では、今まで
に実証されていないこの仮説の実証に挑戦
し、AsA の新規な生理作用の発信に繋げるこ
とを目指した。 
 
 

２．研究の目的 
抗酸化能を持つビタミンである AsA の欠

乏時には肝臓のヘムタンパク質である CYP
量が減少し、薬物代謝能が低下する。この機
能は AsA の抗酸化能以外の注目すべき機能
として知られている。しかし、この CYP 減
少の機構は明らかにされていない。本研究で
はこの機構解明のために新規な仮説の証明
に挑戦し、AsA の生理機能研究にブレークス
ルーをもたらすことを目的とした。  
具体的には、遺伝的に AsA 生合成不能の

ODS ラットを用いて、第一に、AsA 欠乏に
より肝臓のどのタイプの CYP が減少するか
を明らかにする。そして、その CYP の減少
に先立ってヘム分解の律速酵素であるヘム
オキシゲナーゼ-1（HO-1）の発現上昇が起
こることを証明し、それによるヘム分解亢進
がもたらす細胞内遊離ヘムの減少が CYP
（CYP2B1 など）レベルを低下させるという
仮説を証明する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)AsA 欠乏の進行に従って、肝臓で ①
HO-1 発現上昇、②細胞内遊離ヘムの減少、
③ヘムタンパク質であるCYPとCOXの減少、
が連続して起こることの証明 
6 週齢、雄の ODS ラットに AsA 無添加飼

料を与える欠乏群においては 10 日目では
AsA 欠乏症状も肝臓 CYP の低下も見られな
いが、14 日目には肝臓 CYP 量が明確に減少
する。この 10 日目から 14 日目までの 5日間
において、毎日（計 5 点）、欠乏群と対照群
のラットの肝臓を採取した。 
そして、肝臓の HO-1 mRNA レベルおよび

タンパク質レベル、小胞体画分およびミトコ
ンドリア画分の遊離ヘム量、小胞体の総 CYP
量と CYP2B1 タンパク質レベル、CYP2C11 タ
ンパク質レベル、ミトコンドリアの COX タ
ンパク質レベルを測定した。 
対照群には AsA 添加（300 mg/kg）飼料を

与えて、飼料摂取量は欠乏群の摂取量と同一
になるように合わせた。CYP2B1 は生体異物
であるフェノバルビタール（略号:PB）の投
与で誘導される CYP であることから、上記
と同じ実験を PB 添加（300 mg/kg）飼料を
摂取させる条件下でも行った。  
(2)HO-1誘導剤をAsA摂取ODSラットに投
与した場合に、肝臓の総 CYP 量と AsA 欠乏
で減少する種類の CYP 量とが減少すること
を証明し、同時に COX が減少することを証
明する。 



6 週齢、雄の ODS ラットに AsA 添加（300 
mg/kg）飼料を与えて 10 日間飼育し、HO-1
誘導剤であるヘミン（50 mg/kg 体重）ある
いはリポ多糖（LPS、2 mg/kg 体重）を腹腔
内注射した。 
それぞれの対照群には、誘導剤を溶かした

溶媒のみを腹腔内注射した。注射後 48 時間
で肝臓を採取し、HO-1 mRNA レベルおよび
タンパク質レベルの上昇を確認し、小胞体画
分およびミトコンドリア画分の遊離ヘム量、
小胞体の総 CYP量と CYP2B1/2B2 タンパク
質レベル、ミトコンドリアの COX タンパク
質レベルを測定した。 
  
 
４．研究成果 
(1)AsA 欠乏の進行に従って、肝臓で ①
HO-1 発現上昇、②細胞内遊離ヘムの減少、
③ヘムタンパク質であるCYPとCOXの減少、
が連続して起こることの証明 
 PB を摂取しない場合および摂取した場合
の両方において、以下に示す肝臓における時
間的に連続した結果が得られた。12 日目以降
の欠乏群では、HO-1 mRNA レベルとタンパ
ク質レベルの有意な上昇が観察された。14 日
目の欠乏群において初めて、肝臓のミトコン
ドリアと小胞体画分の遊離ヘム量の低下が
起 こ り 、 小 胞 体 画 分 の 総 CYP 量 と
CYP2B1/2B2 タンパク質量およびミトコン
ドリアの COX タンパク質量の減少が見られ
た。これらの各パラメータの AsA 欠乏群での
経時的変化は、我々の仮説に合致するもので
あった。なお、AsA 欠乏 14 日目においても
肝臓の CYP2C11 タンパク質レベルは対照群
に比べて変化が観察されず、AsA 欠乏により
減少するタイプの CYP と影響を受けない
CYP があることが明らかとなった。 
(2)HO-1誘導剤をAsA摂取ODSラットに投
与した場合に、肝臓の総 CYP 量と AsA 欠乏
で減少する種類の CYP 量とが減少すること
を証明し、同時に COX が減少することを証
明する。 
HO-1 誘導剤であるヘミン投与実験 

6 週齢の ODS ラットに AsA 添加（300 
mg/kg）飼料を与えて 10 日間飼育し、この健
常な ODSラットに HO-1 誘導剤であるヘミン
（50 mg/kg 体重）を腹腔内注射した。ヘミン
の注射後 48 時間で肝臓の HO-1 mRNA レベ
ルおよびタンパク質レベルの上昇を確認し
た。小胞体画分における CYP 総量と
CYP2B1/2B2 タンパク質量がヘミン投与に
よって AsA 欠乏時と同様に減少した。さらに、
ミトコンドリアの COX タンパク質レベルも
ヘミン投与によって減少した。一方、小胞体
の CYP2C11 タンパク質レベルはヘミン投与
によって変化がなかった。ヘミン投与により
引き起こされたこれらの変化は、AsA 欠乏時
に見られる変化と一致していた。 
HO-1 誘導剤である LPS 投与実験 

6 週齢の ODS ラットに AsA 添加（300 

mg/kg）飼料を与えて 10 日間飼育し、この健
常なODSラットにHO-1誘導剤である LPS（2 
mg/kg 体重）を腹腔内注射した。LPS の注射
後 24 時間および 48 時間において、肝臓の
HO-1 mRNA レベルおよびタンパク質レベ
ルの上昇を確認した。小胞体画分における
CYP 総量と CYP2B1/2B2 タンパク質量が
LPS投与によってAsA欠乏時と同様に減少し
た。さらに、ミトコンドリアの COX タンパ
ク質レベルも LPS 投与によって減少した。
一方、小胞体の CYP2C11 タンパク質レベル
は LPS 投与によって変化がなかった。LPS
投与により引き起こされたこれらの変化は、
AsA 欠乏時に見られる変化と一致していた。 
 構造的に全く関連性のない HO-1 誘導剤で
あるヘミンと LPS が共通して肝臓の HO-1
発現を誘導し、遊離ヘム量を減少させ、CYP
の中でも選択的に CYP2B1/2B2 量を選択的
に減少させることが明らかとなった。
CYP2B1/2B2 は遊離ヘムの減少に対して感
受性高くその量を減少させる CYP であると
考えられた。AsA 欠乏時と、ヘミンあるいは
LPS 投与時の両方において、CYP2B1/2B2 
mRNA レベルは低下していたことから、肝臓
の遊離ヘム量の低下は CYP2B1/2B2 の
mRNA レベルを低下させることによりこの
CYP タンパク質の産生量を低下させている
ものと推定された。 
 
 
(結論) 
本研究では、今まで不明であった AsA 欠乏
時の肝臓の CYP の減少機構を明らかにする
ことを目的とした。そこで、①AsA 欠乏時に
は肝臓での HO-1 の誘導によりヘム分解が亢
進して、②ヘムプールの減少をもたらし、③
このヘムの減少に対して感受性の高い CYP
量の減少が起こるという新規な仮説を立て、
その証明に挑戦した。 
本研究の結果、ODS ラットにおいて、AsA

欠乏の初期から、肝臓ではこの①～③の現象
が順番に起こることが証明された。また、全
ての CYP ではなく、CYP2B1/2B2 を含む数
種の CYP が選択的に AsA 欠乏により減少す
ることも明らかとなった。そして、CYP2C11
のように AsA 欠乏により量的変化を示さな
い CYP が存在することも明らかとなった。
また、CYP は小胞体に存在するが、CYP 以
外のヘムタンパク質であるミトコンドリア
に存在する COX も AsA 欠乏により減少する
ことを本研究により初めて示すことができ
た。この COX は HO-1 誘導剤投与によるヘ
ムプールの減少により低下するタンパク質
であることが報告されている（FASEB J.,20, 
E482(2006)）。そこで我々は、HO-1 誘導剤を
充分量の AsA を摂取している ODS ラットに
投与したところ、AsA 欠乏時と同様の分子種
のCYPが減少することとCOXの減少が起こ
ることを初めて見出すことができた。 
1980 年代において、AsA 欠乏による肝臓の



CYP 量の減少が AsA 生合成不能のモルモッ
トにおいて報告され、AsA の代表的な生理作
用の一つとして注目された。そして、CYP が
ヘムタンパク質であることから、AsA 欠乏が
肝臓内の遊離ヘム量の低下をもたらして
CYP 量を減少させるという仮説が考えられ、
実験的証明が試みられた。我々も当時、その
証明に挑戦した。当時は、モルモットでの
様々なタイプの CYP に対する特異的抗体が
存在しなかったことや、それら CYP の遺伝
子情報も皆無であった。ヘムオキシゲナーゼ
についても総活性が測定できるのみで、この
酵素に複数のタイプがあることも明らかで
はなかった。これらの限られた研究情報の中
で、AsA 欠乏による肝臓の CYP 減少機構の解
析は中断していた。その後、ゲノム情報や
CYP 関連の生化学的ツールの極めて豊富な
実験動物であるラットにおいて、突然変異に
より AsA 生合成不能の ODS ラットが 1985
年に確立されたことはAsA生理機能研究に新
たな道を開いた。また、1990 年代にはヘムオ
キシゲナーゼには構成型(HO-2)と誘導型
(HO-1)の複数のタイプが存在し、それぞれ
の遺伝子情報も明らかとなった。我々は、AsA
摂取と HO-1 および HO-2 の発現の関係につ
いて解析を進めてきた。そして、長く中断さ
れていた AsA 欠乏による肝臓 CYP 減少機構
について、長く考えられていた仕組みを現在
のツールを活用して解析することに挑戦し
た。 
 
本研究の結果は、我々の立てた仮説を強く

支持するものであり、AsA の肝臓 CYP 量な
らびに薬物代謝能の維持作用の機構解明に
に新たな情報を与えるものである。そして、
AsA の新規な生理機能の一面を提唱できた
と考えられる。 
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