
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２２年 ６月 ９日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：若手研究（スタートアップ） 

研究期間：2008～2009 

課題番号：２０８８００４４ 

研究課題名（和文） ビタミンＣ合成不全マウスを用いた機能性食品の抗酸化能評価システム

の開発 

研究課題名（英文）  Evaluation of antioxidant capability in functional foods by using 

vitamin C-depleted mice. 

研究代表者 

近藤 嘉高（KONDO YOSHITAKA） 
地方独立行政法人東京都健康長寿医療センター（東京都健康長寿医療センター研究所）・東京都健康長寿医療センター研究所・研究員 

 研究者番号：20507397 

 
 
 
研究成果の概要：ビタミン C を合成できない SMP30/GNL ノックアウトマウスは、活性酸素種 

(ROS)の産生が亢進するかどうか、機能性食品の抗酸化能を評価できるかどうかを検討した。

VC 欠乏マウスの全身組織における ROS 産生は、顕著に増加した。また、ROS 消去能を

もつ水素水の投与は、VC 欠乏マウスの脳における ROS 産生を抑制した。本研究から、

VC 欠乏マウスを用いた機能性食品の抗酸化能評価システムが確立された。 
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１．研究開始当初の背景 

SMP30 (加齢指標タンパク質30)/ グルコノ

ラクトナーゼ (GNL)は、私たちの研究グルー

プが発見し遺伝子をクローニングした加齢

に伴い減少するタンパク質である。私たちは

2006 年に、SMP30 がビタミン C (VC)生合成経

路に必須の酵素グルコノラクトナーゼであ

ることを明らかにした。ヒトはビタミン C生

合成の最終酵素 L-グロノラクトン酸化酵素

に多数の変異が入っているため、VC を体内で

作れない。しかし、マウスやラット等多くの

動物は、正常に合成できる。一方、私たちが

開発した SMP30/GNLノックアウト(KO)マウス

は、VC を合成できず、骨形成不全などの VC

欠乏症状（壊血病）を呈する。また、壊血病

にはならない少量の VC を与えて飼育した

SMP30/GNL-KO マウスは、体重の増加率が低く

平均寿命は短縮した。死亡時の解剖所見から

は、炎症やガンといった疾患は認められず、

臓器の委縮などヒトの老衰に似た症状を呈

した。 

VC は、水溶性の強力な抗酸化物質である。

最近私たちは、ラットにおいて肝臓および腎

臓の VC 濃度が加齢に伴い減少することを見



出した。ヒトにおいても血中 VC 濃度は加齢

で減少する。現在、老化の主因は、活性酸素

種 (ROS)であると考えられている。加齢に伴

う VC の減少は ROS 産生を亢進させ、老化お

よび寿命短縮をもたらすと考えられる。 

 

２．研究の目的 

巷にはサプリメントや機能性食品があふ

れており、抗酸化物質を含むものが多い。In 
vitro で抗酸化能を持つという報告は多いが、

in vivo で抗酸化能を発揮するという科学的

な証拠は乏しい。従って、簡便かつ有用な機

能性食品の抗酸化能評価システムの確立が

待 ち 望 ま れ て い る 。 VC が 不 足 し た

SMP30/GNL-KO マウスは、ROS 産生が亢進する

ことが期待されることから、機能性食品の抗

酸化能評価に利用できると考えられる。しか

し、実際に VC 不足マウスにおける ROS 産生

が亢進しているかどうかは、不明である。 

私たちが所属する東京都健康長寿医療セ

ンター研究所で開発されたリアルタイムバ

イオグラフィー法は、脳における ROS 産生を

リアルタイムに捉える新規のシステムであ

る。本研究ではまず、(1)リアルタイムバイ

オグラフィー法および SMP30/GNL-KO マウス

を用いて、VC欠乏マウスは ROS 産生が亢進す

るかどうかを検討した。  

水素ガスは、弱い還元力を有しており、選

択的に ROS、特に毒性の強いヒドロキシラジ

カルヒドロキシルラジカルを消去すること

が報告されている。そこで、(2) リアルタイ

ムバイオグラフィー法を用いて、水素水を投

与して飼育した V C 欠乏マウスの脳における

ROS 産生は、減少するかどうかを検討した。 

機能性食品に含まれる有効成分は、必ずし

も脳に移行するとは限らない。従って、全身

組織における抗酸化能の簡便な評価系が求

められる。(3) VC 欠乏マウスの各組織 (胃、

十二指腸、精巣、脳、膵臓、心臓、足底筋、

平目筋、腎臓)における ROS 産生能を解析し

た。 

 

３．研究の方法 

(1) 4 週齢の SMP30/GNL-KO マウスと野生型

マウスを VC 欠乏飼料にて飼育し、飲料水か

らマウスが 1日に必要とする VC 量（VC, 約

7 mg）を与える群と与えない群の 4 群（各

群 5 匹）に分けた。VC 投与、非投与 4 週間

後、8週間後、マウス脳を摘出した後、すぐ

に脳スライスを作製した。ROS の一種である

スーパーオキシドアニオンと反応し化学発

光する試薬 Lucigenin を含む培地中に脳ス

ライスを置き、酸素ガスバブリング下、O2
-

依存性 Lucigenin 化学発光を高感度 CCD カ

メラでリアルタイムに撮影した。インキュ

ベーション中にいわゆる”虚血-再灌流”

に似た操作を行い、ROS 産生を誘導した。

即ち、窒素ガスで培地中の酸素を追い出し

た後、再び酸素ガスでバブリングした。還

元型および酸化型 VC 濃度は、HPLC-電気化

学検出器法により定量した。また、スーパ

ーオキシドジスムターゼ（SOD）活性、ウエ

スタン法により Mn-SOD, Cu,Zn-SOD, カタ

ラーゼの各タンパク質量を測定した。 

 

(2) SMP30/GNL-KOマウスを4週齢で離乳後、

水素水を与えた群（水素水投与群）、 VC 水

を与えた群（VC 投与群）、水のみを与えた群

（水投与群）の 3 群 (各群 5匹)に分けて飼

育した。水素ガスは揮発性が高いため、飲

料水は 1 日 2 回交換した。飼育 4 週間後、

マウスの脳を薄切して脳スライスを作成し

た。前述の方法と同様に、脳スライスの VC

濃度および ROS 産生を測定した。 

 

(3) 4 週齢の SMP30/GNL-KO マウスと野生型

マウスを VC 欠乏飼料にて飼育し、飲料水か

らマウスが 1 日に必要とする VC 量 (7 mg)

を与える群と与えない群の4群 (各群5匹)

に分けた。VC 投与、非投与 7週間後、14 週

間後に各マウスを解剖し、全身の組織を摘

出した。各組織 (胃、十二指腸、精巣、脳、

膵臓、心臓、足底筋、平目筋、腎臓)におけ

る ROS 産生能は、組織破砕液を ROS 検出試

薬 carboxy-H2DCFDA と混合した後、蛍光強度

を 37℃で 60 分間測定して算出した。 

 

４．研究成果 

(1) VC 非 投 与 4 週 間 後 、 8 週 間 後 の

SMP30/GNL-KOマウス脳における総VC濃

度は、VC投与群に比べてそれぞれ6％、2

％にまで低下していた。SMP30/GNL-KOマ

ウスの脳におけるLucigenin 化学発光量 

(ROS産生量)は、VC非投与4週間、8週間

後において、VC投与群に比べて2.5倍、

2.1倍にそれぞれ有意に増加した。また、

VC非投与4週間、8週間後のSMP30/GNL-KO

マウスの脳における総SOD活性、Mn-SOD, 

Cu,Zn-SOD, カタラーゼの各タンパク質

量は、VC投与群比べて有意な差が認めら

れなかった。以上の結果から、VC欠乏マ

ウスの脳におけるROS産生は、増加する

ことが明らかとなった。 

 

(2) 水素水および水投与群の脳における VC 

濃度は、VC 投与群に比べて 6%以下であった。



水素水投与群マウスの脳における Lucigenin 

化学発光量は、水投与群に比べて有意に 27% 

減少した。これらの結果は、水素水の飲用は

ROS 産生を抑制することを示している。VC 欠

乏マウスは、機能性食品の抗酸化能評価に有

用である。 
 

(3) VC 非投与 7 週間および 14 週間後におい

て、SMP30/GNL-KO マウスの各組織中総 VC 濃

度は、VC 投与群に比べて 1-9%の低値を示し

た。SMP30/GNL-KO マウス VC 非投与群の膵臓

および腎臓における ROS 産生能は、VC 非投与

14週間後において VC投与群に比べて 31-34%

有意に増加した。また、7週間および 14 週間

後において、SMP30/GNL-KO マウス VC 非投与

群の胃、十二指腸、精巣 脳、心臓、足底筋、

平目筋における ROS 産生能は、VC 投与群に比

べて 27-108%の有意な増加が認められた。本

研究から、VC が欠乏した SMP30/GNL-KO マウ

スの様々な組織において、ROS 産生は増加す

ることが示された。同試験系を用いることに

より、全身の各組織における機能性食品の抗

酸化能は、より簡便に評価できると期待され

る。 
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