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研究成果の概要（和文）：抗酸化酵素SOD1を欠損する細胞（SOD1 KO MEF）を用いて、抗酸化物質の新規評価法の確率
を試みた。まずSOD1 KO MEFが死滅する20 %酸素濃度下で細胞増殖するか否かを指標に、既知のモデル化合物を用いて
検討した。その結果、アスコルビン酸添加により細胞増殖が観察され酸化ストレスに脆弱なSOD1 KO MEFの維持増殖が
可能な抗酸化物質が存在することがわかった。さらに、従来の評価法と今回確立した新評価法をカテキンを用いて比較
検討した結果、新評価法が、より鋭敏にカテキンの抗酸化能を検出可能であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aim to establish a new antioxidant-screening system using SOD1-d
eficient MEFs. At first, we tested some model compounds known as the antioxidant and observed whether the 
SOD1-deficient MEFs can live under the 20 % O2.  As a result, SOD1-deficient MEFs in ascorbic acid-contain
ing medium exhibited marked cell proliferation.  Glutathione, Coenzyme Q10 and Catechin were also effectiv
e and suppressed cell death. At the same time any compounds promoted cell death in high concentrations.The
se results suggest the possibility that SOD1-deficient MEFs may be applicable for the screening of the unk
nown antioxidants.
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１．研究開始当初の背景 
 食品中の機能性物質あるいは有害性物質
の評価には、動物実験が最も信頼できる。し
かし動物実験にはコストがかかり、投与する
物質も大量に必要とする事、結果が得られる
までに時間がかかる事などから、多種類の物
質の評価には適さない。したがって動物実験
の前の段階として、培養細胞を用いるバイオ
アッセイ系が用いられるが、一般に行われて
いる通常の細胞培養では 5％ CO2を除く 95％
を空気で賄っているにも関わらず、空気中の
酸素が有害な影響を及ぼす事には注意が払わ
れてこなかった。すなわち、通常培養ではこ
のような酸素濃度（20％）を正常酸素濃度と
呼び、それよりも低い酸素濃度、例えば1〜2％
酸素濃度を低酸素と呼ぶ。しかし、皮膚や肺
胞上皮など以外の臓器や末梢血中では 2％酸
素濃度以下が通常値である。これは、生体内
環境に比べて通常培養は極端な高酸素状態
に当たり、酸素毒性の高い状態で培養して
いる事を意味している。その結果、通常培
養を行った細胞では、抗酸化酵素の発現が
上昇しているなど、体内とは異なる発現様
式が見られる。20％の通常酸素濃度で生育
可能な細胞は酸化ストレスに強い抵抗性を
有する事を意味しており、このような細胞
に人為的に酸化ストレスを与えた後に投与
する事で選別されてきた抗酸化物質は必要
以上に強い抗酸化活性を持つと考えられる。
近年、細胞は自ら微弱な活性酸素を産生し、
細胞シグナルとして利用していることが明
らかになってきている。強すぎる抗酸化活
性はこのような活性酸素の持つ有効性をも
打ち消してしまい、生体に副作用を及ぼす
可能性も考えられる。これは、生体内環境に
比べて通常培養は極端な高酸素状態に当たり、
酸素毒性の高い状態で培養している事を意味
している。よって、より生体内に近い条件で
かつ微量な活性酸素種を鋭敏に検出するア
ッセイ系を開発する必要がある。 
 
２．研究の目的 
 我々は近年、抗酸化酵素スーパーオキシド
ディスムターゼ（SOD）1欠損マウスから単離
した細胞がこの目的に有効な事を発見した。
SOD1 欠損細胞は空気中の酸素濃度（20％）を
酸化ストレスとして感知し生育できない。こ
の性質を利用して天然あるいは人工の化合
物が有する有効な抗酸化活性に関して、今ま
でではできなかった鋭敏な検出系を確立で
きるのではないかと考えた。すなわち、SOD1
欠損細胞が死滅する 20％酸素濃度下で細胞
を生存増殖させられるかどうかを指標にす
ることによって有効な抗酸化物質のスクリ
ーニングに適用できる。SOD1 欠損線維芽細胞

を用いて天然成分の抗酸化活性と酸素毒性
の新しい評価法を確立することを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
 培養条件を確立した SOD1 欠損細胞の通常
酸素培養と低酸素培養を用いて、抗酸化活性
と活性酸素産生に関わる毒性の検出系を確立
する。その際、モデル化合物を用いて検出系
の精度と再現性などに関して多面的な検証を
行う。 
 最初に、既知の抗酸化物質としてケルセチ
ン、アスコルビン酸、グルタチオン、トロロ
ックス、システイン、メルカプトエタノール、
カテキン、コエンザイム Q10、N-アセチルシ
ステインを準備し、正常細胞と SOD1 KO MEF
に対して濃度を割り振って添加し細胞の増殖
能を評価する。その時、SOD1 KO MEF 細胞の
増殖に関して効果的な化合物についてそれぞ
れ従来の方法と比較して、新法の検出感度を
評価する。 
 
４．研究成果 
 まず SOD1 KO MEF が死滅する 20 %酸素濃度
下で細胞増殖するか否かを指標に、既知のモ
デル化合物を用いて検討した。その結果、ア
スコルビン酸添加により細胞増殖が観察さ
れた。グルタチオン、カテキン、コエンザイ
ム Q の添加群でも細胞死の抑制が見られた。
このことから、酸化ストレスに脆弱なSOD1 KO 
MEF の維持増殖が可能な抗酸化物質が存在す
ることがわかり、今後未知な化合物の抗酸化
能評価に応用可能であることがわかった（図
1）。 

 
 

 
 さらに、WT MEF に酸化剤と抗酸化物質を添
加する従来の評価法と、今回確立したSOD1 KO 
MEF に抗酸化物質を加える評価法を、代表的
な抗酸化物質であるカテキンを用いて比較
検討した。その結果、SOD1 KO MEF を用いる
本法が、より鋭敏にカテキンの抗酸化能を検
出可能であることが明らかになった。 
 本研究により、SOD1 KO MEF を用いた抗酸
化物質の新たな評価法が確立でき、その鳳法
が既知の抗酸化物質の再評価ならびに未知
の抗酸化物質の評価に応用可能であること
がわかった（図 2）。 
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