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研究成果の概要（和文）： 
 
 本研究は、体内で最も濃度が高い(20mM) 副腎でのアスコルビン酸（Asc）の役割を副腎皮質
の層別機能との関連から解明することを目的とした。遺伝的にAsc合成不能なラットを用い、

Asc は球状層（zG）におけるアルドステロン生成に必須である通常の還元系に加えて補助的に

電子を供与する因子となることを示唆する結果を得た。酸化されたAscを還元型に戻す系に関

与するOMbがzGに多いこともAscがzGにおいてより重要であることを裏付けると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：  
 
  The level of near to 20mM ascorbic acid (Asc) in the adrenal gland is the highest in 
a body. The purpose of this study was to investigate the possible participation of Asc 
in the zone-specific steroidogenesis. By employing rat mutants unable to synthesize Asc, 
Asc was shown to be a reducing factor supporting the classical reducing system 
specifically in aldosterone synthesis in the zona glomerulosa (zG). One of the components 
in the regeneration system of Asc, OMb, was abundant in zG, which seems to support above 
results. 
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１．研究開始当初の背景 
（１） ラットへのACTH 投与に伴う、副腎
からのアスコルビン酸 (Asc) の急激な減少
とそれに続くステロイドホルモン前駆体で

あるコレステロールの減少は、ステロイドホ
ルモン産生と Asc との関わりを示唆した
（1946年、Venning EHら） 
（２） 1980年～1990年代、Harding BWら、
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及び Yanagibashi Kらにより、Ascのステロ
イド産生系における電子供与体としての役
割が示唆された。 
（３） 他方、Hornsby P らは、1980 年代、
Asc は抗酸化剤として特にアルドステロン合
成に関与する酵素を保護すると主張した。 
 
２．研究の目的 
  副腎皮質は球状層、束状層、網状層の三
層からなり、各々鉱質コルチコイド（アルド
ステロン：Aldo）、糖質コルチコイド（コル
チゾール、ラットの場合はコルチコステロ
ン：Cor）及び副腎性アンドロゲンを産生す
る（これを副腎の層別機能という）。これら
皮質三層のうち、Asc が特異的に関与する酵
素系を検討し、その作用の分子機構を解明す
る。分子矯正医学（Orthomolecular Medicine）
の一翼を担うAsc に新しい知見を加える。 
 
３．研究の方法 
（１） 生体内のAsc量とステロイドホルモ
ン動態との関係の検討：ラットはAscを体内
で合成する。よって、遺伝的にAscを合成で
きない骨形成不能ラット（ODS ラット）を用
いた。ODS ラットは、飲料水に添加する Asc
量により体内のAsc量を調整することが可能
である。In vivo でのAsc量とステロイドホ
ルモン量を HPLC 又は RIA-assay にて測定し
た。 
（２） 生体内のAsc量と副腎皮質の層特異
的ステロイドホルモン合成酵素の発現量及
び活性との関係の検討：申請者らが開発した
ラット副腎皮質層特異的ステロイドホルモ
ン合成酵素（アルドステロン合成酵素：
P450aldo 及び糖質コルチコイド合成酵素：
P45011E）の特異抗体を用いて、体内の Asc
量に伴うこれら酵素の発現量を免疫組織化
学的およびタンパク化学的に検討した。 
（３） ステロイドホルモン合成の再構成
系におけるAscの作用機序の解明：ステロイ
ドホルモン産生系は各反応を触媒する特異
酵素のみならず、その酵素を還元する還元系
も必要な複雑な系である。還元系を構成する
因子も各々精製して in vitroの再構成系に
て反応を詳細に検討した。特に P450aldo に
より３段階を経て進行するアルドステロン
合成に関しては、そのどの段階にAscが関与
するかについても検討した。 
（４） ステロイドホルモン合成酵素の大
腸菌における大量発現と精製：酵素の反応機
構を検討するには精製した酵素が大量に必
要となる。よって、P450aldo およびP45011E 
の大腸菌での大量発現及び精製を試みた。酵

素発現にはタンパク質のfoldingが重要であ
ることからシャペロニンを同時に発現する
系を用いた。 
（５） ヒト副腎における Asc の関与の検
討：ヒト副腎における層別機能局在について
は明確な報告が無い。申請者らはヒト副腎の
P450aldo 及び P45011Eの抗体の開発を試み、
これを用いて免疫組織化学的手法により詳
細にヒト副腎における層別機能局在を検討
した。ヒト P450aldo の大腸菌における大量
発現及び精製にも着手した。 
 
４．研究成果 
（１） 副腎皮質のステロイドホルモン合
成と体内Asc量との関係： 
ODS ラットは前述のごとく飲料水に添加する
Asc 量により体内のAsc 量を調整することが
可能であった。飲料水を通常の 0.1% Asc 液
から0.009% Asc液にすることにより、plasma、
副腎、及び肝臓内の Asc 量は約 1/10 となっ
た。 
Na-欠乏食で飼育すると、0.1% Asc 群では
plasma Aldoは正常Na食群に比べ１３倍も上
昇するが、0.009% Asc群は８倍程度の上昇に
留まった。一方、Cor 濃度には変化は見られ
なかった（Fig.1 参照）。Immunoblot により
P450aldo および P45011Eの発現量を検討した。
どちらの群においても両 P450 の発現量に差
は見られなかった（Fig.1 & 2参照）。このこ

とは、Asc量を通常の約1/10程度に抑えても、
P450aldo自体には影響はないが、生合成され
るAldo量に影響があることを示している。 
 
Fig.1  
体内Asc量のステロイド及びステロイド合成
酵素への影響 
1/1’: 0.01% Asc飲料水、 
2/2’: 0.009% Asc飲料水、 
3/3’: 0%Asc飲料水 



 
Fig.2 
体内 Asc 量と P450aldo の副腎皮質における
発現（免疫組織化学的検討） 
1, 2, 3: 正常Na-食群、 
1’,2’,3’:Na-欠乏食群 
(1/1’,2/2’,3/3’: 各々Asc 飲料水に違い
あり。Fig.1を参照)、P450aldo: 茶色に染色、 
zG:球状層、zF: 束状層 
 
（２） ステロイドホルモン再構成系にお
けるAscの効果： 
Na-欠乏食のもと 0.009%Asc 飲料水で飼育し
たODSラットの副腎球状層のミトコンドリア
画分をP450aldo源とし、精製したP450還元
系成分（アドレノドキシン及びアドレノドキ
シン還元酵素）を添加して in vitroで Aldo
合成反応及びCor合成反応に対するAscの効
果を検討した。還元系のアドレノドキシン還
元酵素量を減少させたとき、Aldo 合成反応
における３段階のうち特に最後の 18-水酸化
にAscの添加効果が現れることを見いだした
（Fig.3 参照）。Corの生成には影響しなかっ
た。 
 

 
Fig.3 
部分再構成系における Aldo 合成反応に対す
るAscの効果  

 
尚、Asc の酸化型を還元型にする特異的還元
酵素系の一成分と考えられている OMb が副
腎では球状層に多く発現していることを見
いだしたが、この事実はAscが皮質では３層
のうちより球状層において作用しているこ
とを裏付けている（Fig.4参照） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig.4  
副腎におけるOMbの局在： 
zG:球状層、zF: 束状層、zR: 網状層 
OMb：茶色に染色 
 
（３） P450aldoの大腸菌における大量発現
と精製： 
Asc の Aldo 合成への関与を分子レベルでよ
り詳細に検討する為に、P450aldoを大腸菌に
大量に発現することを試みた。種々の発現ベ
クターを模索したが、結局、pET-22b(+) に
CYP11B2 遺伝子をNde1 とEcoR1 サイトで挿
入し、分子シャペロンであるGroES-GroEL複
合体の共発現のもとに、BL21(DE3)pLysS に
P450aldoを発現させることに成功した。現在、
活性の高い P450aldo を効率よく精製するこ
とに着手している。 
 
（４） ヒト副腎におけるP450aldoの検討： 
ヒト P450aldo 及びヒト P45011E特異的抗体
の作製に初めて成功した。これらの抗体を用
いてヒト副腎におけるステロイドホルモン
合成酵素の局在を検討した。ヒト副腎では、
ラットと異なり、誘導的CYP11B2を発現する
球状層細胞の他に、CYP11B2 を恒常的に発現
している CYP11B2-cell cluster が存在する
ことを免疫組織化学的に見いだした（J Clin 
Endocrinol Metab, 2010）（Fig.5 参照）。ヒ
トCYP11B2へのAscの関与も分子レベルで検
討すべく、大腸菌での大量発現を試みた。
BL21(DE3)を、pET-22b(+)/human CYP11B2 と
pGro12 （GroES-GroEL発現プラスミド）の共
存のもとに形質転換し、ヒトCYP11B2の大量
発現に成功した。現在、高度な精製を試みて
いる。 
 



 
Fig.5. 
ヒト正常副腎におけるP450aldoとP45011Eの
局在 
P450aldo：紫青色、P45011E：茶色に染色 
 
（５） 副腎皮質のステロイドホルモン合成
におけるAscの作用機序（仮説）： 
Asc は副腎皮質においても抗酸化剤としての
重要な役割を担う。しかし、副腎はステロイ
ドホルモン産生という特殊機能を持つ。これ
まで得られた結果をもとに、Asc の副腎皮質
固有の作用についてその仮説をFig.6に記す。
Aldo 合成反応における３段階のうち特に最
後の18-水酸化に、従来のP450還元系に加え
Asc が補助的電子供与因子として作用してい
ると考える。高度に精製した P450aldo を用
いて更なる検討が必要である。 
 
 

Fig.6  
副腎皮質のステロイドホルモン合成におけ
るAscの作用（仮説） 
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