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研究成果の概要（和文）：新生児ラット表皮角化細胞を用い，ビタミンC添加による遺伝子発現変化をTetノック
ダウンの有無により網羅的に解析した．その結果，コーニファイドエンベロープ（CE, cornified envelope）形
成に関与する遺伝子群に顕著なmRNA発現の違いが認められた．CE形成は，皮膚バリア機能に重要である．本研究
により，ビタミンCはエピジェネティクスを介したCE形成に関与する可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：We comprehensively analyzed gene expression changes induced by vitamin C in 
neonatal rat epidermal keratinocytes under Tet knockdown. We found significant differences in mRNA 
expression of genes involved in cornified envelope (CE) formation, which is important for skin 
barrier function. This study suggests that vitamin C may be involved in CE formation through 
epigenetics.

研究分野： 食品機能学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は，皮膚疾患の予防・治療や肌の老化防止に向けたビタミンCの表皮への新たな作用機構を明らかに
した．また，将来的に表皮角化エピジェネティクスの理解を基にした皮膚疾患の診断や表皮再生医療の進展など
の応用も期待できる．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年，ビタミン C は DNA 脱メチル化酵素 Ten-eleven translocation（TET）の補因子であり，

哺乳動物の発生や幹細胞の分化における遺伝子発現を制御することが報告された（DiTroia ら, 
Nature, 2019）．DNA メチル化は、塩基配列中のシトシンの炭素 5 位にメチル基が付加される
反応である．DNA の転写活性領域においてシトシンが高メチル化されると，転写因子が結合で
きず遺伝子発現が抑制される．しかし，ビタミン C 存在下，TET による脱メチル化により転写
が可能となり，遺伝子が発現される．この DNA メチル化と脱メチル化による遺伝子制御機構は，
細胞の分化や初期化，癌の発症などに重要な役割を果たす．DNA メチル化のように，DNA 塩基
配列の変化を伴わない遺伝子発現制御機構は’エピジェネティクス’と呼ばれ，突然変異と違っ
て可逆的であることから，近年，新たな疾病予防・治療戦略の標的として期待されている． 
表皮を構成する細胞の 95%を占める角化細胞は，基底細胞層で増殖し，基底層から遊離する

と増殖から分化に転じる．基底層から分化した角化細胞は，有棘層，顆粒層，角層へと移行する．
この過程を‘角化’と呼び，最終分化までの角化を経た後，表皮表面から脱落する．このように，
表皮は分化段階の異なる細胞が層状に配列した構造をもつ，ユニークかつ高次に制御された器
官である．代表的な角化マーカーとして，角化細胞は基底層でケラチン K5/K14 を高発現してい
る．分化に伴い有棘層ではケラチン K1/K10 を発現する．また，顆粒層ではロリクリンやフィラ
グリンが発現する．これらは，角化の段階を知る指標に用いられる．このように表皮では，遺伝
子発現および分化が高度に制御されている．そのため，正常表皮の恒常性維持におけるエピジェ
ネティクスの役割は大きいと考えられる．最近，皮膚疾患の一種である乾癬では，病変部のゲノ
ム全体に DNA 高メチル化がみられることが報告された（Li ら, J Invest Dermatol., 2020）．ま
た，加齢による罹患率の増加が大きい皮膚がんにおいて，エピジェネティクス異常が関係するこ
とが複数報告されている（Nobeyama ら, PLoS One, 2016; Sang Y ら, Dermatol Ther., 2019）．
故に，皮膚疾患の発症には，DNA メチル化異常のようなエピジェネティクス制御の破綻が密接
に関与すると考えられる．一方，正常な表皮角化における各分子のエピジェネティクスに注目し
た研究は極めて少ない．表皮角化はエピジェネティクスによりどのように制御されているのか，
また，ビタミン C は TET の補因子として角化細胞の分化に必須なのかについては明らかではな
い．本研究では、研究期間内にこれらの点を重点的に明らかにすることを目的とした． 
 
２．研究の目的 
本研究では，表皮角化のエピジェネティクス制御機構におけるビタミン C の意義を解明する

ことを目的とした． 
 
３．研究の方法 
本研究では，新生児ラット表皮角化細胞 (NRK, newborn rat keratinocyte)を用いた．ビタミ

ン C の添加条件の検討として，WST-8 および LDH アッセイによる細胞毒性試験と HPLC による細
胞内ビタミン C 定量解析を行った．また，ビタミン C 添加の有無によるゲノム全体の 5-メチル
シトシン（5-mC）および 5-ヒドロキシメチルシトシン（5-hmC）レベルを DNA ドットブロット法
にて調べた．さらに，ビタミン C 添加による遺伝子発現変化を Tet ノックダウンの有無により
DNA マイクロアレイにより網羅的に解析した．また，複数のタイムポイントとして，培養時間 24, 
96, 168, 264 hの4点でビタミンC添加と非添加による遺伝子発現の違いを網羅的に解析した．
角化関連遺伝子や DNA メチル化関連遺伝子の mRNA 発現は qPCR により解析した．同定された遺
伝子群のタンパク質発現は Western blot 法により解析した． 
 
４．研究成果 
 ビタミン Cの添加は，グローバル DNA の 5-hmC を有意に増加した．また，siRNA を用いた Tet
ノックダウンにより，ビタミン C添加による 5-hmC の増加は消失した．よって，表皮角化細胞に
おいて，ビタミン Cは Tet を介した DNA 脱メチル化作用をもつことが示された．また，ビタミン
Cが Tet を介して発現を制御する遺伝子群として，Loricrin や Cornifelin などのコーニファイ
ドエンベロープ（CE, cornified envelope）形成に関与する遺伝子群を同定した．CE 形成は，
水分保湿や微生物や細菌などの異物の侵入を防ぐ皮膚バリア機能に重要である．実際に，ビタミ
ン C を添加した条件で培養を続けると，非添加群よりもそれらのタンパク質発現の増加が認め
られた．以上より，ビタミン Cはエピジェネティクスを介した CE 形成に関与する可能性が示唆
された． 
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