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Figure 1-1. Chemical structure  
of L-ascorbic acid (1). 

1�

2�3�

4�
5�

6�

��� ���

	���A 
850~ 

900 µg 
RAE 

650~ 
700 µg 
RAE�

	���B1 1.4 mg 1.1 mg�

	���B2 1.6 mg 1.2 mg�

	���C 100 mg 100 mg�

	���D 5.5 µg 5.5 µg�

	���E 6.5 mg 6.0 mg�

	���K 150 µg 150 µg�

��� ������ ���

Table 1-1. 16 48
1

 



	 2	

取が有効的であることを提唱した(Bartholomew, 2002)。しかし、この時点では壊血病に

明確に効果のある因子は特定されず、その後、20世紀までAAに関する研究はほとんど

進展しなかった。停滞したAAの研究に転機をもたらしたのはA. Holstによる発見である。

HolstはモルモットがAAを体内で合成できないため、壊血病モデルとして利用可能であ

る事を見出した。この発見により、動物を用いてAAの作用を調べることが可能となっ

た。その後、1920年にJ. Drummondがオレンジの果汁において還元性のある抗壊血病因

子を発見し(Willimott, 1928)、ビタミンCと命名した。1927年にA. Szent-Györgyiはウシの

副腎からヘキソースに類似した強力な還元性物質を結晶状で単離し、ヘキスロン酸と命

名した (Svirbely and Szent-Györgyi, 1932)。1932年にC. G. Kingがレモン果汁から単離

した結晶はSzent-Györgyiが単離したものと同一であり、同時期にSzent-Györgyiはヘキス

ロン酸がモルモットに対して抗壊血病作用を示すことを報告した。これらの研究により、

ヘキスロン酸はビタミンCである事が明らかになり、抗壊血病(anti-scurvy)の酸(acid)よ

りascorbic acidと命名された。その後、AAの化学構造の決定は1933年にW. H. Haworthに

より、また全合成は同年にT. Reichsteinにより行われた。AAの研究に関わった研究者の

うち、Szent-Györgyiはノーベル医学生理学賞、Haworthはノーベル化学賞をそれぞれ1973

年に受賞している。 

 

第２節		 アスコルビン酸と生理作用メカニズム  

 

	 1節で述べたように、AAは歴史的に著名な低分子化合物であるが、その作用点や生理

作用メカニズムは想像以上に未解明な点が多い。AAの作用点や生理作用メカニズムが

未解明な原因の一つとしてAAの不安定性が挙げられる。AAは熱や光などに対して非常

に不安定な性質を有し、in vitro系において速やかに酸化されて活性を失う。しかし、生

体内において酸化されたAAは還元酵素により再生され、血中や組織中においてAA濃度

は維持されているため、in vitro系における速やかなAAの酸化は生体内におけるAAの状

態を反映しているとは言い難い。このようなAAの不安定さから、ヒトやマウスのin vivo
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Figure 1-2. (a) Chemical structure of 2-O-�-D-glucopyranosyl-L-ascorbic acid 
(AA-2G) and (b) effect of AA and AA-2G on antibody production in the 
presence of IL-1� (modification of a part of figure by Mitsuzumi et al, 
1998). 
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由来のB細胞培養系でAAがIL-4及びIL-5を介したIgM抗体産生を増強することを明らか

にしている(Ichiyama et al., 2009)。以上の報告はAA-2Gをin vitro系におけるAAの有用な

供給源として使用することがAA自身の生理作用メカニズムの解明に繋がることを示唆

している。このように、AAの作用メカニズムを明らかにするためには、AAの代わりに

安定化なAA誘導体をin vitroの評価系に使用することが必要な有効な場合もある。 

	 また、AAは高い還元性を有することから、抗酸化作用を示す分子として知られてい

る。抗酸化作用は紫外線、喫煙、ストレスなどの外的要因により過剰に誘発され、疾病

や老化に関与するとされる活性酸素種(reactive oxygen species, ROS)やフリーラジカルを

消去する作用であり、AA以外の抗酸化作用を示す物質としてはquercetinなどのポリフ

ェノール類(Pulido et al., 2000)や還元型グルタチオン (Mar´i et al., 2009)などが著名であ

る。水溶性分子であるAAは細胞質に存在するため、生体膜の脂質過酸化反応をビタミ

ンEが抑制した際に、酸化されたビタミンEを再生すると言われている(Niki et al., 1984; 

Scarpa et al., 1984)。また、AAはヒト血清中において酸化ストレス誘導剤である

2,2'-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH)により生じる脂質ヒドロペル

オキシドをビタミンEなどの他の血中の抗酸化物質よりも速やかに消去する(Frei et al., 

1988) (Fig. 1-3)。このように、AAは生体内において高効率的に作用する有用な抗酸化物

質であることが知られており、これまでに明らかとなっているAAの生理作用メカニズ

ムの大部分に抗酸化作用が寄与していると考えられている。しかしながら、AAの生理

作用の中には抗酸化作用では説明が困難なAAの特徴的な化学構造に特異的な生理作用

も存在する。 

	  

 

 

 

 



   

AA AA

AA

prolyl hydroxylase 

(PHase) AA

PHase Fe3+ Fe2+

(Tschank et al., 1994) PHase

AA

PHase AA

AA 5 D-erythorbic acid (EA, Fig. 1-5)

Figure 1-3. Antioxidant defenses and lipid peroxidation in human plasma 
exposed to the water-soluble radical initiator AAPH. (modification of a part of 
figure by Frei et al., 1988) 
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はAAと同等にPHaseの反応を促進する(Kurata et al., 1973)。AAやEAが有するエンジ

オールラクトン構造は炭素-炭素二重結合を介して隣接した2位及び3位水酸基からなる

エンジオール基を含む五員環ラクトン構造であり、この構造の平面性によりAAやEAは

PHaseの活性中心のFeイオンへ近接しやすいとされる。このことはPHaseの活性化におい

て、AAのエンジオールラクトン構造が重要であることを示す。 

	 一方で、PHaseに対する反応においてEAのコラーゲン合成促進作用はAAと同等であ

るにも関わらず、モルモットを用いたin vivo系でのEAの抗壊血病作用はAAの約1/20で

ある(Goldman et al., 1981)。また、トリ腱細胞を用いた in vitro系でのEAのコラーゲン

合成促進作用はAAの約1/4である(Kipp et al., 1990)。このようなEAの低活性はい

ずれもPHaseが存在する細胞内へのEAの輸送量がAAよりも低いことが原因され

る。細胞内へのAAの特異的輸送体として、Naイオンに依存して能動輸送を行う、

ナトリウム依存性ビタミンC輸送体 (SVCT)が報告されている (Tsukaguchi et al., 

1999; Savini et al., 2008)。SVCTは体内での分布やAAに対する親和性の異なる2つ

のアイソフォーム (SVCT1及びSVCT2)が存在し、小腸、腎臓、肝臓に主に分布す

るSVCT1へのEAの親和性はAAの約25%程度であることが明らかとなっている。

これらの報告から、コラーゲン合成の場である細胞内へのAAの輸送にはAAの5

位の水酸基の立体配置が重要であることが示唆される。すなわち、AAが生体内で

抗壊血病作用を示すためには細胞内への輸送においてAAのS配置の5位水酸基

(Fig. 1-5a)、細胞内へ輸送された後のPHaseの活性中心の鉄イオンの還元において

AAのエンジオールラクトン構造が重要であることを示唆している(Fig. 1-5b)。ま

た、多種多様なAAの生理作用を考慮すれば、SVCT、PHaseのようなAAの特徴的

な化学構造を特異的に認識し、生理作用に関与するAA標的タンパク質は他にも存

在する可能性が高い。従って、in vitro系でAAの標的タンパク質を探索、同定する

ことは未知なるAAの作用点や作用メカニズム解明に繋がるものと考えられる。  

 

 



 

 

AA in vitro

AA in vitro

AA

(Fig. 
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Figure 1-4. Collagen synthesis by L-ascorbic acid (AA).  
(a) Incorporation of AA into cell. (b) Reduction of PHase by AA.  
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Figure 1-5. Protein purification by using an affinity gel.  
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入した。Vivaspin 500 (MWCO 5000 Da)はSartorius (Germany)より購入した。12.5% 

e-PAGELはアトー株式会社 (東京 )より購入した。合成した全ての化合物の

1H-NMR(600 MHz)及び13C-NMR (150 MHz)の測定はVarian NMR system 600 MHzを

使用した。また、HRMS測定にはBruker Daltonics MicrOTOF II instrumentもしくは

Waters SYNAPT G2を使用し、イオン化はエレクトロスプレー(ESI)法にて行った。 

 

2-2. アフィニティーゲルへ固定化するAA誘導体の合成  

 

Synthesis of 2-phenylhydrazono-dehydroascorbic acid (2).  

2はKurataらの方法を一部改変した方法により合成した (Kurata et al., 1973)。

L-Ascorbic acid (AA; 1, 30.00 g, 170.3 mmol)とp-ベンゾキノン(18.42 g, 170.4 mmol)

を25% MeOH(750 ml)中で混合し、室温で30分間撹拌した。撹拌後、反応液をジエ

チルエーテル (2 x 700 ml)で洗浄し、続けてフェニルヒドラジン塩酸塩 (24.91 g, 

172.3 mmol)を加え、50°Cで30分間撹拌した。反応液を一晩4°Cで静置し、析出し

た沈殿物を濾取して水洗後、減圧下で乾燥した。得られた固体をEtOAc/MeOH混

液で再結晶し、2 (12.28 g, 27.3%)を得た。1H-NMR (600 MHz, CD3OD): δ 7.67 (m, 2H), 

7.52 (m, 2H), 7.36 (m, 1H), 4.96 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 4.15 (m, 1H), 3.72 (m, 2H); 

13C-NMR (150 MHz, CD3OD): δ 193.9, 192.6, 167.5, 140.7, 129.4, 127.3, 120.7, 116.8, 

83.6, 80.7, 70.6, 61.5; HRMS (m/z): [M-H]- calcd. For C12H11N2O5, 263.0673; found, 

263.0674.  

 

Synthesis of 2-amino-2-deoxy-L-ascorbic acid (3).  

3はKurataらの方法を一部改変した方法により合成した (Kurata et al., 1973)。2 

(12.28 g, 46.47 mmol)を70% EtOH (250 ml)中に混合し、Pd-C (123.0 mg)を加え、室

温、水素雰囲気下で4時間撹拌した。4時間後、反応液を濾過して濾液を濃縮後、

EtOH/窒素置換したH2O混液に懸濁し、氷上で30分静置した。析出した沈殿物を濾
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取し、減圧下で乾燥し、3 (5.46 g, 70.4%)を得た。1H-NMR (600 MHz, D2O): δ 4.64 (d, 

J = 1.8 Hz, 1H), 4.06 (dt, J = 1.8, 7.2 Hz, 1H), 3.75 (d, J = 7.2 Hz, 2H); 13C-NMR (150 

MHz, D2OD): δ 184.0, 175.9, 88.3, 81.3, 70.7, 63.3; HRMS (m/z): [M-H]- calcd. for 

C6H8NO5, 174.0408; found, 174.0415.  

 

Synthesis of 2-O-methyl-L-ascorbic acid (5).  

5はKatoらの方法を一部改変した方法により合成した(Kato et al., 1988)。すりつぶ

した1 (35.60 g, 202.1 mmol)をアセトン(405 ml)中に懸濁し、塩化アセチル(3.1 ml, 

43.8 mmol)を加え、40°Cで2時間撹拌した。反応により析出した沈殿物を濾取し、

ヘキサン /アセトン (8:2)混液で洗浄し、乾燥した。乾燥後の固体をDMF (25.0 

ml)/THF (76.0 ml)混液に懸濁し、すりつぶしたK2CO3 (17.78 g, 128.6 mmol)、MOMCl 

(9.7 ml, 128.9 mmol)を加え、室温で3時間撹拌した。反応液をH2O (120 ml)で希釈し、濃

HClで中和し、EtOAc (250 ml)にて反応生成物を抽出した。EtOAc層はH2O (100 ml)で2

回洗浄し、Na2SO4を加え、一晩脱水した。脱水したEtOAc層を濾過し、濾液の濃縮によ

り得られたオイル状の濃縮残渣をDMSO (41.0ml)/THF (38.0 ml)混液に混和し、すりつぶ

したK2CO3 (6.04 g, 43.7 mmol)、MeI (3.0 ml, 48.2 mmol)を加え、60°Cで1.5時間撹拌した。

反応液をH2O (100 ml)で希釈し、濃HClで中和し、EtOAc (200 ml)にて反応生成物を抽出

した。EtOAc層をH2O (100 ml)で2回洗浄し、Na2SO4を加え、一晩脱水した。脱水した

EtOAc層を濾過し、濾液の濃縮により得られたオイル状の濃縮残渣をEtOH (30.0 ml)/2 

M HCl水溶液(9.8 ml)混液に混和し、還流下、80°Cで1時間撹拌した。反応液を濃縮し、

得られた濃縮残渣を Diaion HP20 (H2O/ギ酸 (99.5:0.5, v/v))、Wakogel C-200 

(EtOAc/MeOH/ギ酸(90:9.5:0.5, v/v/v))で精製し、更にEtOAc/EtOH混液で再結晶し、

5 (465.3 mg, 1.2%)を得た。1H-NMR (600 MHz, CD3OD): δ 4.88 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 

3.95 (dt, J = 1.8, 6.6 Hz, 1H), 3.71 (d, J = 6.6 Hz, 2H); 13C-NMR (150 MHz, CD3OD): δ 

172.8, 161.2, 123.2, 76.8, 70.5, 63.4, 60.2; HRMS (m/z): [M-H]- calcd. for C7H9O6, 

189.0405; found, 189.0393.  
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Synthesis of 6-bromo-6-deoxy-2-O-methyl-L-ascorbic acid (6).  

6はBockらの方法を参考に合成した(Bock et al., 1979)。出発原料に用いた誘導体5

は最終精製を行わずに上記の合成法に従って合成した。1 (60.00 g, 340.7 mmol)よ

り合成した5 (7.89 g)をCH3COOH (10.8 ml)に溶解し、HBr (16.3 ml, ca. 83.1 mmol)

を加え、30°Cで19時間撹拌した。反応液を濃縮し、EtOH (18.0 ml)/2 M HCl水溶液

(18.0 ml)混液を加え、60°Cで2時間撹拌した。反応液を濃縮し、EtOAc (400 ml)に

溶解し、EtOAc溶液をH2O (200 ml)で洗浄した。EtOAc層にNa2SO4を加え、一晩脱

水した。脱水したEtOAc層を濾過し、濾液の濃縮により得られたオイル状の濃縮残渣を

Wakogel C-200 (トルエン /アセトン /ギ酸  (80:19.5:0.5, v/v/v))で精製、濃縮し、減圧

乾燥により6 (4.65 g, 5.3%, 1からの収率 )を得た。 1H-NMR (600 MHz, CD3OD): 

δ 5.00 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 4.11 (ddd, J = 1.8, 6.6, 7.2 Hz, 1H), 3.80 (s, 3H), 3.63 (dd, J 

= 7.2, 10.2 Hz, 1H), 3.55 (dd, J = 6.6, 13.2 Hz, 1H); 13C-NMR (150 MHz, CD3OD): δ 

172.3, 160.7, 123.3, 77.1, 70.3, 60.2, 33.1; HRMS (m/z): [M-H]- calcd. for C7H8BrO5, 

250.9561; found, 250.9571.  

 

Synthesis of 6-amino-6-deoxy-2-O-methyl-L-ascorbic acid (7).  

7はAndrewsらの方法を一部改変した方法により合成した(Andrews et al., 1984)。6 

(4.55 g, 18.0 mmol)、 NaN3 (1.76 g, 27.1 mmol)及びNa2CO3 (3.82 g, 36.0 mmol)をH2O 

(73.0 ml)に溶解し、室温で14時間撹拌した。反応を停止するため、濃HClを加えpH

を約4に調整した。反応停止後の反応液をそのままDiaion HP20 (H2O, 20%, 40%, 

60% MeOH水溶液(いずれも0.5%ギ酸を含む))で精製し、目的化合物の溶出画分を

濃縮乾固した。得られた濃縮物をH2O (49.0 ml)に溶解し、Pd-C (123.0 mg)を加え、

室温、水素雰囲気下で4時間撹拌した。反応液を濾過し、濾液を活性炭(H2O/ギ酸

(99.5:0.5, v/v)で精製した。目的化合物の溶出画分を濃縮乾固し、加熱したMeOH

で洗浄、減圧乾燥により7 (1.58 g, 46.4%)を得た。1H-NMR (600 MHz, D2O): δ 4.49 (d, 

J = 1.8 Hz, 1H), 4.24 (ddd, J = 1.8, 9.0, 9.6 Hz, 1H), 3.68 (s, 3H), 3.37 (dd, J = 9.6, 13.2 
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Hz, 1H), 3.25 (dd, J = 9.0, 13.2 Hz, 1H); 13C-NMR (150 MHz, D2O): δ 177.0 (x 2), 

118.6, 79.1, 65.8, 60.1, 42.1; HRMS (m/z): [M-H]- calcd. for C7H10NO5, 188.0564; 

found, 188.0567.  

 

Synthesis of 2-acetylamino-2-deoxy-L-ascorbic acid (9).  

3 (0.30 g, 1.71 mmol)をピリジン(54.0 ml)/H2O (6.0 ml)に溶解し、無水酢酸(0.33 ml, 3.49 

mmol)を加え、室温で30分撹拌した。反応液を濃縮し、Diaion HP20 (H2O, 10% MeOH

水溶液(いずれも0.5%ギ酸を含む))で精製した。目的化合物の溶出画分を濃縮乾固

し、EtOHで再結晶し、9 (194.5 mg, 52.4%)を得た。1H-NMR (600 MHz, CD3OD): δ 

4.99 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 3.99 (ddd, J = 1.8, 6.0, 7.2 Hz, 1H), 3.72 (dd, J = 6.0, 10.8 Hz, 

1H), 3.70 (dd, J = 7.2, 10.8 Hz, 1H), 2.17 (s, 3H); 13C-NMR (150 MHz, CD3OD): δ 

172.6, 169.7, 161.5, 101.3, 76.7, 69.1, 62.0, 20.4; HRMS (m/z): [M-H]- calcd. for 

C8H10NO6, 216.0514; found, 216.0510. 

 

Synthesis of 6-acetylamino-6-deoxy-2-O-methyl-L-ascorbic acid (10).  

7 (0.30 g, 1.59 mmol)をピリジン(54.0 ml)/H2O (6.0 ml)に溶解し、無水酢酸(0.24 ml, 2.54 

mmol)を加え、室温で1時間撹拌した。反応液を濃縮乾固し、MeOHで再結晶し、10 

(242.5 mg, 66.0%)を得た。1H-NMR (600 MHz, CD3OD): δ 4.75 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 

4.03 (ddd, J = 1.8, 5.4, 7.2 Hz, 1H), 3.75 (s, 1H), 3.48 (dd, J = 5.4, 13.8 Hz, 1H), 3.41 

(dd, J = 7.8, 13.8 Hz, 1H), 2.02 (s, 3H); 13C-NMR (150 MHz, CD3OD): δ 172.5, 171.1, 

159.3, 121.8, 76.3, 67.2, 58.7, 42.0, 21.1; HRMS (m/z): [M-H]- calcd. for C9H12NO6, 

230.0670; found, 230.0668. 
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2-3. AA誘導体を用いたAA-ゲルの作製  

 

	 Affigel-10を10 mlずつ3つのエコノパックカラムに充填し、それぞれ氷冷した10 mM 

acetate buffer (pH 4.5)を3 bed (3 x 10 ml)通液した。アフィニティーゲルへの固定化に使用

するリガンド溶液として1M NaHCO3水溶液(10 ml)に溶解したAA誘導体3 (522.1 mg, 3.0 

mmol)溶液及びAA誘導体7 (281.0 mg, 1.5 mmol)溶液をそれぞれ調製し、またcontrolゲル

のリガンド溶液として1Mエタノールアミン水溶液(pH 8.3)を調製した。各溶液を

Affigel-10に供し、FINEPCR (Korea)のシーソシェイカー(compact rocker, CR 300)により

室温で2時間振とうした。各リガンド溶液を排出した後、未反応の活性化基をブロッキ

ングするため、各ゲルに10 mlの1Mエタノールアミン水溶液(pH 8.3)を供し、更に室温で

1時間振とうした。ブロッキング後、各ゲルに結合buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 100 

mM NaCl) を5 bed (5 x 10 ml)以上通液し、平衡化を行った。これら一連の操作により得

られた、AAの2位から固定化したAA-ゲル4 (AA誘導体3を固定化)、AAの6位から固定化

したAA-ゲル8 (AA誘導体7を固定化)及びエタノールアミンを固定化したcontrolゲルを

UVスペクトルの測定に使用した。各ゲルは使用直前まで4°C、0.02% (w/v) NaN3を含

む結合buffer中で保存した。  

 

2-4. モデル化合物を用いたAA-ゲルのリガンドの固定化及び  

	   安定性の確認  

 

	 項目2-3で作製したAA-ゲル4及び8とcontrolゲルの一部をそれぞれ懸濁採取し、1 ml

のスペクトル測定buffer (結合buffer /glycerol (1:1, v/v))中においてUVスペクトルを測定

した。この時、同時にスタンダードとして1 mlのスペクトル測定buffer中において、AA

誘導体9及び10 (終濃度50 µM)のUVスペクトルも測定した。測定は株式会社日立ハイテ

クノロジーズ(東京)のU-1900 spectrophotometer を用いて波長200〜400 nmの幅で行った。

また、固定化リガンドの安定性評価を行うため、AA、AA誘導体9及び10をそれぞれ100 
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mM sodium phosphate buffer (pH 7.4)に溶解し、1 mMの溶液を調整した。各1 mMの溶液

を室温で24時間静置し、3、6、12、24時間後に50 µlずつサンプリングし、分析直前まで

-30°Cで冷凍保存した。各保存サンプルはアセトニトリル :50 mM酢酸アンモニウム

(8:2)混液で用事希釈してHPLC分析を行い、得られたArea値に対し、スタンダード

のArea値を100%とした時の残存率を算出した。HPLC分析は株式会社日立ハイテク

ノロジーズのL-2130 pump、L-2420 UV-Vis detector、L-2300 column oven、D-2500 

chromtato-integratorから構成されたシステムを使用し、分析カラムにはジーエルサイエ

ンス株式会社(東京)のInertsil amide (4.6 mm i.d. x 150 mm, 5 µm)を使用した。分析条件は

溶離液にアセトニトリル :50 mM酢酸アンモニウム(8:2)混液、流速0.7 ml/min、検出

波長260 nm、カラム温度40°C、注入量10 µlとした。  

 

2-5. アスコルビン酸オキシダーゼ(AO)を用いたAA-ゲルの  

	 	 親和性の評価  

 

	 本実験の操作は電気泳動を除き、すべて4°Cで行った。作製したAA-ゲル4及び8と

controlゲルを1.0 mlずつポリプレップカラムに充填し、結合buffer (10 mM Tris-HCl (pH 

7.4), 100 mM NaCl) を3 bed (3 x 1.0 ml)以上通液し、平衡化を行った。平衡化後、0.1 mM

及び1.0 mM AA誘導体5溶液を添加もしくは無添加の結合bufferで調製した600 µg/mlの

AO溶液を50 µlずつ各ゲルに添加した(タンパク量各30 µg)。添加後、結合bufferを3 bed (3 

x 1.0 ml)通液し、非吸着タンパク質を洗浄した。次に、吸着したタンパク質を溶出させ

るため、0.1 mM AA誘導体5溶液を2 bed (2 x 1.0 ml)通液後、続けて1.0 mM AA誘導体5

溶液を2 bed (2 x 1.0 ml)通液した。各AA誘導体5溶液の画分はVivaspin 500を用いた限外

濾過により、2.0 mlを25 µlまで濃縮した(80倍濃縮)。結合bufferの洗浄画分及び濃縮した

各AA誘導体5溶液の画分をSDS sample buffer (62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% (w/v) SDS, 

10% (v/v) glycerol, 6% (v/v)メルカプトエタノール, 0.8% (w/v) BPB)で2倍希釈し、100°C、

5分加熱後、12.5% e-PAGELにてポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)を行った。
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泳動後、シルベストステイン ワンにより銀染色し、タンパク質のバンドを確認した。 

 

2-6. アスコルビン酸オキシダーゼ(AO)を用いたAA-ゲルの  

	 	 再利用性の評価  

 

	 本実験の操作は電気泳動を除き、すべて4°Cで行った。作製したAA-ゲル4及び8と

controlゲルを1.0 mlずつポリプレップカラムに充填し、結合buffer (10 mM Tris-HCl (pH 

7.4), 100 mM NaCl) を3 bed (3 x 1.0 ml)以上通液し、平衡化を行った。平衡化後、結合

bufferで調製した600 µg/mlのAO溶液を50 µlずつ各ゲルに添加した(タンパク量各30 µg)。

添加後、結合bufferを3 bed (3 x 1.0 ml)通液し、非吸着タンパク質を洗浄した。次に、吸

着したタンパク質を溶出させるため、0.1 mM AA誘導体5溶液を2 bed (2 x 1.0 ml)通液後、

続けて1.0 mM AA誘導体5溶液を2 bed (2 x 1.0 ml)通液した。各AA誘導体5画分はVivaspin 

500を用いた限外濾過により、2.0 mlを25 µlまで濃縮した(80倍濃縮)。結合bufferの洗浄

画分及び濃縮した各AA誘導体5画分をSDS sample buffer (62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% 

(w/v) SDS, 10% (v/v) glycerol, 6% (v/v)メルカプトエタノール, 0.8% (w/v) BPB)で2倍希釈

し、100°C、5分加熱後、12.5% e-PAGELにてポリアクリルアミドゲル電気泳動

(SDS-PAGE)を行った。泳動後、シルベストステイン ワンにより銀染色し、タンパク質

のバンドを確認した。実験後、結合buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 100 mM NaCl) を3 

bed (3 x 1.0 ml)以上通液し、再平衡化を行った後、同様の実験を更に2回繰り返した(計3

回)。 
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第３節		 結果及び考察  

 

3-1. AA-ゲルの設計   

 

	 AAの特徴的な化学構造として、S配置の5位水酸基、エンジオールラクトン構造及び

解離した3位水酸基が考えられる(Fig. 2-1)。まず、S配置の5位水酸基及び解離した3位水

酸基をタンパク質から認識させるため、AAの2位からのアフィニティーゲルへの固定化

が必要であると考えた。この際、AAの分子内には複数の水酸基が存在する。そこで、

選択的にAAの2位からの固定化を行うべく、AAの2位水酸基をアミノ化した誘導体(AA

誘導体3)を合成し、アミド結合を介してアフィニティーゲルに固定化することで、AA

の2位から固定化したアフィニティーゲル(AA-ゲル4)の作製を試みた(Fig. 2-2, 赤矢印)。

AAの2位水酸基は自身の不安定さの原因となるが、AAの2位よりアフィニティーゲルへ

の固定化を行うことで、固定化したAAの安定性が向上すると考えた。次に、AAの解離

した3位水酸基を含むエンジオールラクトン構造をタンパク質から認識させるため、AA

の6位からアフィニティーゲルへの固定化を考えた。しかし、AAの6位からの固定化の

場合、2位からの固定化と異なり、AAの不安定さの原因となる2位水酸基はフリーとな

り、固定化したAAが不安定となることが考えられた。そこで、AAの2位水酸基を比較

的立体障害性の低いメチル基で修飾した後、6位水酸基をアミノ化した誘導体(AA誘導

体7)を合成し、2位の場合と同様にアミド結合でアフィニティーゲルに固定化すること

で、6位からAAを固定化したアフィニティーゲル(AA-ゲル8)の作製を試みた(Fig. 2-2, 

青矢印)。次項ではAA-ゲルの作製に使用する2種のAA誘導体の合成に関して詳細を述べ

る。 
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3-2. アフィニティーゲルへ固定化するAA誘導体の合成  

 

	 AA誘導体の固定化には市販のアフィニティーゲルであるAffigel-10を用いた。

Affigel-10は親水性のアガロースを担体とした汎用性の高いアフィニティーゲルであり

(Rehm and Lazdunski, 1988; Kimura et al, 2009)、1級アミノ基を有するリガンドの選択

的な固定化が可能である。この性質を利用し、AAの2位及び6位水酸基を選択的にアミ

ノ化し、アミド結合を介したアフィニティーゲルへの位置選択的な固定化を試みる。そ

こで、AAの2位からアフィニティーゲルへ固定化したAA-ゲル4を作製するため、まず、

AAの2位水酸基をアミノ化した誘導体であるAA誘導体3を合成した(Scheme 2-1)。AA誘

導体3は以前、Kurataら(1973)により合成されているため、その方法を一部改変して行っ

た。まず、AA誘導体3の合成前駆体である酸化型AAの2位フェニルヒドラジン化体(AA

誘導体2)を合成した。AAと酸化剤であるp-ベンゾキノンを25%MeOH中に混合し、

室温で30分間撹拌し、AAを酸化した。30分撹拌後、反応液にジエチルエーテルを

加え、p-ベンゾキノンを分液により除去し、酸化されたAAが含まれる水層にフェ

ニルヒドラジン塩酸塩(24.91 g, 172.3 mmol)を加え、50°Cで30分間撹拌し、酸化型

AAの2位をフェニルヒドラジン化した。反応液を一晩4°Cで静置し、析出した沈殿物

を濾取して水洗後、減圧下で乾燥した。乾燥により得られた固体をEtOAc/MeOH

混液で再結晶し、AA誘導体2を収率27.3% (2工程収率)で得た。次に、得られたAA

誘導体2を70% EtOH中に混合し、Pd-C (123.0 mg)を加え、室温、水素雰囲気下で4

時間還元した。反応液を濾過し、濾液を濃縮後、直ちにEtOH/窒素置換したH2O混

液に懸濁し、氷上で30分静置した。析出した沈殿物を濾取し、減圧下で乾燥し、

AA誘導体3を収率70.4%で得た。  

 



 

Scheme 2-1. Synthesis of AA derivative 3 
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Scheme 2-2. Synthesis of AA derivative 5 
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Scheme 2-3. Synthesis of AA derivative 7 
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3-3. AA誘導体を用いたAA-ゲルの作製  

 

	 前項より合成したAA誘導体3及び7を用いて、AA-ゲルの作製を行った。またこの際、

ネガティブコントロールとしてエタノールアミンを固定化したアフィニティーゲル

(controlゲル)も作製した(Scheme 2-4)。まず、10 mlのAffigel-10を3本のエコノパックカラ

ムにそれぞれ充填した。次に、充填したAffigel-10に対し、それぞれ氷冷した10 mM 

acetate buffer (pH 4.5)を3 bed (3 x 10 ml)通液し、ゲル表面のNHS基を活性化した。通液後、

直ぐに、1M NaHCO3水溶液に溶解したAA誘導体3及び7溶液、また1Mエタノールアミン

水溶液(pH 8.3)をAffigel-10に供し、シーソーシェイカー(compact rocker, CR 300)により室

温で2時間振とうし、ゲル表面へのリガンドの固定化を行った。効率的なリガンドの固

定化を行うため、Affigel-10表面のNHS基1モルに対して、AA誘導体3を30モル当量、AA

誘導体7を15モル当量と過剰量供した。この時、AA誘導体3はゲルへの固定化により安

定化すると考えられるが、固定化前のAA誘導体3自身は不安定であり、本固定化条件で

は酸化してしまう。そこで、酸化によるAA誘導体3の減少を考慮して、安定なAA誘導

体7よりも2倍量多くのAA誘導体3をAffigel-10に供した。固定化反応後、各リガンド溶

液を排出し、未反応のNHS基をブロッキングするため、各ゲルに10 mlの1Mエタノール

アミン水溶液(pH 8.3)を供し、更に室温で1時間振とうした。ブロッキング後、各ゲルに

結合buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 100 mM NaCl)を5 bed (5 x 10 ml)以上通液し、平衡化

した。これら一連の操作により、AA-ゲル4 (AA誘導体3を固定化)、AA-ゲル8 (AA誘導

体7を固定化)及びcontrolゲル(エタノールアミンを固定化)の3種類のゲルを得た。 

 



 

Scheme 2-4. Preparation of AA-gel 4 and 8 and control gel. 
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Scheme 2-5. Synthesis of AA derivative 9 and 10 
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3-5. AA-ゲルのリガンドの固定化及び安定性の確認  

 

作製したAA-ゲル4及び8及びcontrolゲルの各ゲルの一部を懸濁採取し、1 mlのスペク

トル測定buffer (結合buffer/glycerol (1:1))中に加え、懸濁状態で直ちにUVスペクトル測定

を行った。この時、同時にスタンダードとして1 mlのスペクトル測定buffer溶液中にお

けるAA誘導体9及び10 (各終濃度50 µM)のUVスペクトルも測定した。AA誘導体9及び10

は各AA-ゲルにおけるスペーサーとリガンドの結合様式と同様のアミド結合によりそ

れぞれ2位または6位にアセチル基を導入した可溶性の誘導体であるため、各AA-ゲルの

モデル化合物として適当であると考えた。UVスペクトル測定の結果、AA-ゲル4 (λmax: 

254.0 nm)とAA誘導体9 (λmax: 251.0 nm)、また、AA-ゲル8 (λmax: 265.0 nm)とAA誘導体

10 (λmax: 261.5 nm)のUVスペクトルはそれぞれ極大吸収波長の値とスペクトルパター

ンがほとんど一致していた(Fig. 2-3)。一方でcontrolゲルは各AA-ゲルとは全く異なるス

ペクトルパターンを示した。また、各AA-ゲルはそれぞれのモデル化合物と異なり、前

述の特徴的な極大吸収波長とは異なる波長範囲においてもわずかにUV吸収が確認され

た。このようなUV吸収はcontrolゲルにおいても確認されたことから、モデル化合物に

は見られない、AA-ゲルに特有のUV吸収は固定化したリガンド特有のものではなく、

固定化に使用した元のアフィニティーゲルに由来することが明らかとなった。以上の結

果から、アフィニティーゲルへの各AA誘導体の固定化を確認した。 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figure 2-3. Comparison of UV spectra of AA-gel 4 with AA derivative 9 and 
control gel or AA-gel 8 with AA derivative 10 and control gel in binding 
buffer/glycerol (1:1, v/v). (a) AA-gel 4 (solid line), 50 µM AA derivative 9 
(dotted line) and control gel (dot-dashed line). (b) AA-gel 8 (solid line), 50 µM 
AA derivative 10 (dotted line) and control gel (dot-dashed line).  
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Figure 2-4. Stability of AA and AA derivatives 9 and 10 in aqueous solution. AA 
(closed circle), and AA derivative 9 (open square) and 10 (closed square) were 
each dissolved in 100 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4) to give 1 mM 
solutions. The solutions were stored at room temperature for 24 h. Each value is 
the mean ± SD of three-independent experiments. 
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3-6. アスコルビン酸オキシダーゼ(AO)を用いたAA-ゲルの  

	 	 親和性の評価  

 

	 AOはAA及びAA類似体を特異的に酸化する酵素として知られる。本研究では作製し

たAA-ゲル4及び8とcontrolゲルを用いて、まず、カボチャ由来のAOのアフィニティーク

ロマトグラフィーを行い、得られた溶出画分をSDS-PAGEに供し、バンドの濃さをゲル

間で比較することで、その親和性を検討した。その結果、AA-ゲル8に対してAA-ゲル4

及びcontrolゲルよりもAOのバンドが濃く検出され、多く吸着していることが示された

(Fig. 2-5、赤矢印)。また、あらかじめAA誘導体5を競合剤として添加し、各ゲルに対す

るAOの吸着性を検討した。本来、競合剤としてAAを使用するべきであるが、AOはAA

を速やかに酸化してしまう。そのため、AAの代わりにAOにより酸化されないAA誘導

体5を競合剤として使用した。その結果、AO溶液に対してあらかじめ0.1 mMのAA誘導

体5を添加した場合、各ゲル間でAOのバンドの濃さに差は見られなかったが、10倍濃度

の1.0 mMのAA誘導体5を添加した場合、AA-ゲル8に吸着するAOのバンドが薄くなった

(Fig. 2-5、青矢印)。また一方で、AA-ゲル4及びcontrolゲルに吸着するAOのバンドの濃

さは変化しなかった。これらの結果から、AA-ゲル4及びcontrolゲルへのAOの吸着は非

特異的であり、AOはAA-ゲル8に対して特異的な親和性を示すことが明らかとなった。

AOはAA及びAA類似体のエンジオールラクトン構造を認識し、酸化する。従って、AA

のエンジオールラクトン構造を認識するタンパク質の探索を目指して設計したAA-ゲ

ル8に対し、AOが特異的に親和性を示す本結果はAOのAAに対する認識の特異性と一致

している。以上から、AAの化学構造を認識するタンパク質の探索において、本研究で

作製したAA-ゲルに固定化されたAA誘導体をタンパク質がAAとして認識することが

示唆された。 

  



 

Figure 2-5. Specificity of AA-gel for ascorbate oxidase (AO). Affinity 
chromatography of AO for AA-affinity gels 4 and 8 and control gel were carried 
out without or with 0.1 mM and 1.0 mM AA derivative 5 as a competitor. Lane 1, 
molecular weight marker; lane 2, AO standard; lanes 3, 6, and 9, wash fractions; 
lanes 4, 7 and 10, 0.1 mM AA derivative 5 elution fractions; lanes 5, 8 and 11, 1.0 
mM AA derivative 5 elution fractions. 

 

60�

80�
(kDa) �

50�

60�

80�

50�

60�

80�

50�

(kDa) �

(kDa) �

1 � 2 � 3 � 4 � 5� 6 � 7 � 8 � 9� 10 �11 �

Control gel AA-gel 4 AA-gel 8 

��� 
��	�

0.1 mM  
AA derivative 5�

1.0 mM  
AA derivative 5�



3-7. (AO) AA-  

     

AA- 4 8 AO

AA- 8 AO AA-

4 8 control 3

AA- AA- 8 AA- 4

control AO 3

(Fig. 2-6) AA- 4 8 3

 

 

 
Figure 2-6. Recyclability of AA-gel for ascorbate oxidase (AO). Affinity 
chromatography of AO for AA-affinity gels 4 and 8 and control gel were carried 
out without or with 0.1 mM and 1.0 mM AA derivative 5 as a competitor. Lane 1, 
molecular weight marker; lane 2, AO standard; lanes 3, 6, and 9, wash fractions; 
lanes 4, 7 and 10, 0.1 mM AA derivative 5 elution fractions; lanes 5, 8 and 11, 1.0 
mM AA derivative 5 elution fractions. 
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第４節	 本章の結論  

 

	 本章では多種多様な生理作用を有するAAの作用メカニズムの解明への手がかりを得

るため、AA標的タンパク質を探索する新たなツールとして、不安定なAAを2位もしく

は6位より安定的にアフィニティーゲルに固定化したAA-ゲルの作製を新たに試みた。

作製した2種類のAA-ゲルのUVスペクトル測定及び各AA-ゲルのモデル化合物の水溶液

中での安定性試験により、合成した2種類のAA誘導体が安定的にアフィニティーゲルに

対して固定化されていることを確認した。次にエンジオールラクトン構造を認識して

AAやAA類似体を酸化するアスコルビン酸オキシダーゼ(AO)をモデルタンパク質とし

て用い、2種のAA-ゲルへの親和性及び再利用性を評価した。その結果、タンパク質か

らAAのエンジオールラクトン構造の認識を目指して作製したAA-ゲル8に対してAOは

特異的な親和性を示し、この結果はAOのAAに対する構造認識性と一致した。また、AO

がAA-ゲル8に対して特異的な親和性を示す結果は3回の独立した繰り返し実験によっ

ても再現良く得られたことから、作製したAA-ゲルは少なくとも3回の実験を通じて再

利用可能であることが明らかとなった。以上より、AAを安定な状態でアフィニティー

ゲルへ固定化し、かつ固定化したリガンドをタンパク質がAAとして認識しうる2種類の

AA-ゲルの作製に成功した。次章では本章で作製した2種のAA-ゲルを用いた、AA標的

タンパク質の探索と同定に関して述べる。 
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第3章	 AA-ゲルを用いたマウス組織中のAA標的  
タンパク質の探索と同定   

 

第１節		 緒言  

 

	 AAと関連深い生体組織として脳、肝臓、腎臓、精巣、脾臓、また、血清が挙げられ

る。脳は副腎を除く他の組織よりもAAを高濃度含有する組織であり(Harrison and May, 

2009)、また、AAが脳の神経細胞の代謝系に関与していること(Castro et al., 2009)、肝臓

は哺乳類においてAAを生合成する組織であること(Grollman and Lehninger, 1957)、腎臓

は内分泌機能を持つ組織であり、AAが内分泌に関与すると言われていること、精巣に

おいてAAが欠乏する事により精子発生が異常になること(Yazama et al., 2006)、脾臓は

多くの免疫細胞を有し、AAは免疫に関与することが言われていること(Wu et al., 2000)、

血清ではAAが血液中で一定濃度維持されていることなどの理由から、これら生体組織

や血清とAAは関連深いとされる。また、これらの組織においてAA特異的輸送体である

SVCTが発現している(Tsukaguchi et al., 1999)。以上を踏まえると、上記の組織と血

清に含まれるタンパク質からAAを標的とするタンパク質を探索、同定することにより

AAの作用点や生理作用メカニズムに関する手がかりを得る可能性が高い。本章では第2

章において作製した2種類のAA-ゲルを用いて、上記のマウス組織のホモジネートおよ

び血清中より、AA-ゲルに親和性を示すタンパク質の探索と同定を試みた。 
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第２節		 実験方法  

 

2-1. 試薬、使用機器及び一般測定法など  

 

	 AA-ゲル4及び8とcontrolゲル及びAA誘導体5は第2章で合成したものを用いた。ICRマ

ウス(雄、9週齢)は日本エスエルシー(静岡)より購入した。イソフルラン、トリクロロ酢

酸(TCA)、炭酸水素アンモニウム (NH4HCO3)、尿素、 tris(2-carboxyethyl)phosphine 

hydrochloride (TCEP) ドデシル硫酸ナトリウム(SDS)、glycerol及びメルカプトエタ

ノールは和光純薬株式会社(大阪)より購入した。ジチオスレイトール(DTT)、フッ

化フェニルメチルスルホニル (PMSF)、ウシ血清アルブミン (fraction V, pH 5.2, 

BSA) 及びブロモフェノールブルー(BPB)及びシルベストステイン ワンはナカライテ

スク株式会社 (京都 )より購入した。Vivaspin 500 (MWCO 5000 Da)はSartorius 

(Germany)より購入した。Sequencing grade modified trypsin (Trypsin)はPromega 

(USA)より購入した。ヨードアセトアミド (Bio Ultra grade, IAA)はSigma-Aldrich 

(USA)より購入した。バイオ・ラッドプロテインアッセイはBio-Rad (USA)より購

入した。GL-tip SDBはジーエルサイエンス(東京)より購入した。12.5% e-PAGELは

アトー株式会社(東京)より購入した。タンパク質のホモジネートの調製には IKA 

Labortechnik (Germany)のUltra-Turrax T25 basic disperserを使用した。  
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2-2. マウス組織のホモジネート及び血清サンプルの調製  

 

	 32匹のICRマウス(雄、9週齢)をエサと水を自由摂取させて1週間飼育し、馴化させ(10

週齢)、24時間絶食後、イソフルラン麻酔下、心臓採血により全血を採取した。採

取した血液を37°Cで2時間インキュベートした後、遠心(2,000 g, 4°C, 15分)により得

られた遠心上清を血清として回収した。得られた血清は個体差を無視するため、

等量ずつ混合した。血液を採取後、脳、肝臓、腎臓、精巣、脾臓を摘出し、各組織

の重量を測定した。測定した組織の重量に対し、10倍容量の抽出buffer (10 mM Tris-HCl 

(pH 7.4), 100 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 1 mM DTT, 1 mM PMSF)を加え、氷上

でUltra-Turrax T25 basic disperserを用いてホモジネートした。血清は全液量に対し、

10倍希釈になるように抽出bufferを加えた。各組織のホモジネート後、不溶成分を除

去するため、遠心(12,000 g, 4°C, 30分)し、遠心上清を回収した。回収した遠心上清

と希釈した血清を透析buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 100 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1 

mM CaCl2)中にて4°Cで終夜透析を行い、内在性のAAなどを除去した。透析後、バイオ・

ラッドプロテインアッセイを用いて、各組織のホモジネート及び血清のタンパク濃

度をBSAより作製した検量線から定量した。タンパク質定量後、全ての調製液を

使用直前まで-80 °Cで冷凍保存した。これらの調製液を使用直前に解凍し、組織

ホモジネートは遠心(12,000 g, 4°C, 30分)を行い、遠心上清をアフィニティー精製用

サンプルとして使用した。また、血清サンプルは遠心を行わずにそのまま使用し

た。なお、本項の動物実験はすべて県立広島大学動物実験委員会の承認を得て行

った(承認番号 :14SA001)。  

 

2-3. AA-ゲルを用いたマウス組織ホモジネートの  

アフィニティー精製とSDS-PAGE分析  

 

	 本実験の操作はすべて4 °Cで行った。作製したAA-ゲル4及び8とcontrolゲルを2.0 ml
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ずつポリプレップカラムに充填し、結合buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 100 mM NaCl) 

を3 bed (3 x 1.0 ml)以上通液し、平衡化を行った。平衡化後、項目2-2で調製したマウス

の組織ホモジネート及び血清サンプルを各ゲルに対して、タンパク質量が10 mgになる

よう添加した。添加後、シーソーシェイカー(compact rocker, CR 300)を用いて、14時間

振とうし、各ゲルにタンパク質を吸着させた。14時間後、ホモジネート及び血清をカラ

ムから排出、結合bufferを3 bed (3 x 1.0 ml)通液して非吸着タンパク質を洗浄した。次に、

吸着したタンパク質を各ゲルより溶出させるため、0.1 mM AA誘導体5溶液を2 bed (2 x 

2.0 ml)通液後、続けて1.0 mM AA誘導体5溶液を2 bed (2 x 2.0 ml)通液した。各AA誘導体

5画分はVivaspin 500を用いた限外濾過により、4.0 mlを25 µlまで濃縮した(160倍濃縮)。

結合bufferの洗浄画分及び濃縮した各AA誘導体5画分をSDS sample buffer (62.5 mM 

Tris-HCl (pH 6.8), 2% (w/v) SDS, 10% (v/v) glycerol, 6% (v/v)メルカプトエタノール, 

0.002% (w/v) BPB)で2倍希釈し、100°C、5分加熱後、12.5% e-PAGELにレーンごとに10 µl

ずつアプライし、SDS-PAGEを行った。泳動後、シルベストステイン ワンにより銀染

色し、タンパク質のバンドを確認した。 

 

2-4. NanoLC-MS/MS分析用のサンプル調製  

 

	 マウス組織の内、脳のホモジネートを項目2-3の方法に従って、別途アフィニティー

精製して得られた25 µlの0.1 mMのAA誘導体5画分の160倍濃縮液に対し、2% (w/v) SDS

水溶液を25 µl加え希釈し、全量50 µlの内、40 µlを別のチューブに移した。移した希釈

液に対して460 µlのH2O及び100 µlの100% (w/v) TCA水溶液を加え、氷中で1時間静置す

る事により溶液中のタンパク質を沈殿させた。1時間後、遠心(13,000 g, 4°C, 4分)し、

遠心上清を除去した。タンパク質の沈殿に対して、1 mlのアセトンを添加して更

に遠心(13,000 g, 4°C, 4分)し、上清を除去する事で沈殿したタンパク質を洗浄した。

タンパク質のアセトンによる洗浄は同様の操作でもう一度繰り返した。アセトン

洗浄後のタンパク質の沈殿に対して50 mM NH4HCO3水溶液で調製した8 M尿素溶
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液を50 µl加え、沈殿を再溶解させた。再溶解後のタンパク質溶液に対して50 mM 

NH4HCO3水溶液で調製した50 mM TCEP溶液を5.5 µl加え(終濃度5 mM)、室温で30

分、タンパク質の還元を行った。還元処理後、50 mM NH4HCO3水溶液で調製した

100 mM IAA溶液を6.2 µl加え(終濃度10 mM)、室温、遮光下で30分、タンパク質の

アルキル化を行った。アルキル化処理後、各タンパク溶液を 450 µlの 50 mM 

NH4HCO3水溶液で希釈し、1 µg/mlのTrypsinを加えて37°Cで18時間、タンパク質の

Trypsin消化を行った。タンパク質のTrypsin消化により生成したペプチド溶液に含

まれる塩はGL-tip SDBを用いて除去した。塩を除去したペプチド溶液を遠心濃縮

により乾燥させた後、アセトニトリル :H2O:ギ酸  (5:94.5:0.5, v/v/v)混液で再溶解さ

せたものをnanoLC-MS/MS用のサンプル溶液とした。  

 

2-5. マウス脳のアフィニティー精製サンプルの    

    nanoLC-MS/MS分析  

 

	 項目2-4で調製した脳のアフィニティー精製サンプルを下記の分析条件に従って分析

した。また、分析システム、カラム、解析プログラムはすべてWaters (USA)のものを

使用した。UPLCシステムにはnanoACQUITY UPLCシステムを使用し、トラップカ

ラムにはC18 Trap Column (180 µm i.d. x 20 mm, 5 µm)、分析カラムにはHSS-T3 

nanoAcquity analytical column (75 µm i.d. × 150 mm, 1.8 µm)を使用した。ペプチドの

分離はグラジエント溶出により行い、溶離液AにH2O/ギ酸(99.9:0.1, v/v)混液、溶離

液Bにアセトニトリル /ギ酸(99.9:0.1, v/v)混液を用いて以下のプログラムで溶出し

た、0~1分(溶離液B:1.0%)、1~100分(溶離液B:1.0~45%)、100~101分(溶離液B:45~90%)、

101~110分(溶離液B:90%)、111~112分(溶離液B:90~1.0%)、112~130分(溶離液B:1.0%)。

また、流速0.3 µl/min、カラム温度35°C、注入量2 µlとした。分離ペプチドのMS

測定にはWaters SYNAPT G2を使用し、イオン化はエレクトロスプレー法、イオン

の分析は四重極飛行時間質量分析にて行った。MSスペクトルの測定モードはポジ
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ティブイオンモード、スキャン質量範囲はm/z 50〜2,000、またスペクトルデータ

はデータ非依存性解析により取得した。取得したスペクトルデータの解析は

Progenesis QI for Proteomics を 用 い 、 UniProt Knowledgebase (UniProtKB; 

http://www.uniprot.org/)よりタンパク質を検索した。  
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第3節	 	 結果及び考察  

 

3-1. AA-ゲルを用いたマウス組織ホモジネート及び血清の  

   アフィニティー精製とSDS-PAGE分析  

 

	 本実験では、AAゲル4及び8とcontrolゲルに対し、マウスの組織ホモジネート及び血

清を添加し、各ゲル間での吸着タンパク質の差をSDS-PAGEにより比較した。また、各

ゲルに吸着したタンパク質の溶出にはAAに特異的な親和性を示すタンパク質の選択的

な溶出を狙い、AAの2位をメチル化した安定なAA誘導体であるAA誘導体5を用いた競

合溶出を試みた。SDS-PAGEの結果、0.1 mMのAA誘導体5溶液を供した画分において各

ゲルともタンパク質のバンドが確認されたが、バンドのパターンに差は見られなかった

(data not shown)。また、1.0 mMのAA誘導体5溶液を供した画分ではタンパク質のバンド

を確認することは出来なかった。 

 

3-2. マウス脳のアフィニティー精製サンプルの          

    nanoLC-MS/MS分析  

 

	 項目3-1の結果からSDS-PAGE後の銀染色では各ゲル間における吸着タンパク質の差

を確認することが出来なかった。しかし、銀染色では検出不可能なレベルの微量タンパ

ク質に着目して解析を行えば、各ゲル間でのわずかなタンパク質の吸着量の差を見いだ

せる可能性があると考えた。そこで、銀染色よりも高感度でタンパク質の比較解析を行

うため、溶出させたタンパク質を溶液内でトリプシン消化したサンプルを用いて、

nanoLC-MS/MSによるショットガンプロテオミクス解析を行った。また、本実験はマウ

スの組織の内、脳にしぼって解析を行った。脳を選択した理由として、脳は副腎を除く

他のどの組織よりも高濃度のAAが存在するなど、本研究で使用している生体試料の中

では特にAAと関連深い組織であると考えたためである。項目3-1と同様の方法で脳のホ
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モジネートをそれぞれAA-ゲル4及び8とcontrolゲルに供し、0.1 mMのAA誘導体5溶液で

タンパク質を溶出した画分をnanoLC-MS/MSで分析した。得られたMSスペクトルを

Progenesis QI for Proteomicsを用いて、比較解析を行い、UniProtKBデータベースか

らタンパク質の検索を行った。解析の結果、controlゲルよりもAA-ゲル4及び8に多く

吸着したタンパク質として、シトクロムc (cyt c)を検出した(Fig. 3-1)。この時、control

ゲルよりもAA-ゲル4は2.8倍、AA-ゲル8は1.7倍それぞれ多く検出され、この結果は再現

性良く得られた。Cyt c以外にも2種のAA-ゲルにcontrolゲルよりも多く吸着するタンパ

ク質は検出されたが、いずれも再現良い結果を得ることができなかった(data not shown)。 

 

GDVEKGKKIF VQKCAQCHTV EKGGKHKTGP NLHGLFGRKT 40 

GQAAGFSYTD ANKNKGITWG EDTLMEYLEN PKKYIPGTKM 80 

IFAGIKKKGE RADLIAYLKK ATNE 104 

 
Figure 3-1. Identification of mouse cytochrome c by nanoLC-MS/MS. The 
peptides obtained by trypsin digestion are indicated in red. 
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第４節	 本章の結論  

 

	 本章では2章で作製した2種類のAA-ゲルを使用して、AAと関連深い組織と考えられ

る脳、肝臓、腎臓、精巣、脾臓のホモジネート及び血清中よりAAを標的とするタンパ

ク質の探索を行った。0.1 mMのAA誘導体5溶液の画分をSDS-PAGE後の銀染色により、

タンパク質のバンドを確認したところ、いずれの組織ホモジネートおよび血清において

も2種類のAA-ゲルとcontrolゲルの間で吸着タンパク質の差は確認出来なかった。そこで、

特にAAの組織内濃度が高い脳に着目し、より高感度で微量のタンパク質の比較解析が

可能なnanoLC-MS/MSによるショットガンプロテオミクス解析を行った。その結果、2

種類のAA-ゲルに対して、controlゲルよりも多く吸着したタンパク質として、cyt cを検

出し、この結果は再現性良く得られた。次章は同定したcyt cに対するAAの親和性など

に関して検討した結果を述べる。 
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第4章	 シトクロムcとAAの関連性  

 

第１節		 緒言  

 
	 第3章よりマウスの脳からAA-ゲルに対して親和性を示すタンパク質としてシトクロ

ムc (cyt c)を同定した。分子量約12,000の低分子量タンパク質であるcyt cは細胞内におい

てエネルギー産生を行う細胞小器官であるミトコンドリアに存在する。Cyt cはミトコ

ンドリア内膜に弱く結合しており、エネルギー産生系の一つであるミトコンドリア内膜

の電子伝達系において、複合体IIIから複合体IVに電子の授受への関与する(Sarewicz 

and Osyczka, 2015)。また、cyt cは細胞死の一種であるアポトーシスのシグナルとして

働き、アポトーシス関連酵素であるカスパーゼなどを活性化することも知られている

(Cai et al., 1998)。Cyt cの構造上の特徴として、活性中心に2つのシステイン残基に結合

したヘムcを有し、ヘムcに配位したFeイオンの酸化還元状態により、酸化型cyt c (oxd-cyt 

c、Fe3+)と還元型cyt c (red-cyt c、Fe2+)の2種が存在する(Bowman and Bren, 2008)。これら

2種のcyt cは電子伝達系における電子の授受と密接に関係する。まず、複合体IIIより

oxd-cyt cが電子を受け取ることで、red-cyt cへと還元され、次にこのred-cyt cがミトコン

ドリア内膜上を移動して、複合体IVへ電子を渡す。この一連の電子の流れにより、電子

伝達系を活性化し、細胞内におけるエネルギー産生を促す。また、ミトコンドリアにお

いてAAはエネルギー産生の際に過剰に発生した活性酸素種(ROS)からの酸化ストレス

を軽減する報告がある(Sagun et al., 2005; Mandl et al., 2009; Lee et al., 2010)。しかし、

AAのミトコンドリアへの関与は未だ不明な点が多い。そこで、酸化還元状態の異なる2

種のcyt cとAAの関係に着目することで、新たにcyt cに対するAAの関与が明らかになる

可能性がある。本章ではcyt cとAAの関係を明らかにするため、AA-ゲルを用いて、AA

の2種のcyt cに対する親和性の検討などを行った。 
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第２節		 実験方法  

 

2-1. 試薬、使用機器及び一般測定法など  

 

	 AA-ゲ ル 4及 び 8と controlゲ ル は 第 2章 で 作 製 し た も の を 使 用 し た 。

6-deoxy-6-amino-L-ascorbic acid (6-Amino-AA)はAndrewsらの方法を一部改変した

方法により合成した(Andrews et al., 1984)。AA、ドデシル硫酸ナトリウム(SDS)、

glycerol、メルカプトエタノール及び還元型グルタチオン(GSH)は和光純薬株式会社(大

阪 ) よ り 購 入 し た 。 ウ シ 心 筋 由 来 cyt c 及 び

6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox) は Sigma-Aldrich 

(USA)より購入した。PD-10カラムはGE Healthcare (USA)より購入した。ジチオス

レイトール(DTT)、ブロモフェノールブルー(BPB)及びシルベストステイン ワンはナ

カライテスク株式会社 (京都 )より購入した。バイオ・ラッドプロテインアッセイ

及びポリプレップカラムはBio-Rad (USA)より購入した。Vivaspin 500 (MWCO 5000 

Da)はSartorius (Germany)より購入した。12.5% e-PAGELはアトー株式会社(東京)より購

入した。2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5,triazine (TPTZ)は株式会社同人化学研究所(熊本)より購

入した。 Iron(III)chloride hexahydrate (FeCl3・6H2O)は関東化学株式会社(東京)より購入

した。ヒト由来oxd-cyt cとAAのドッキングシミュレーションはChemical Computing 

Group (Canada)のMOE 2016.08により実行した。UVスペクトルや吸光度の測定は株式会

社日立ハイテクノロジーズ(東京)のU-1900 spectrophotometer を用いて行った。 
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2-2. 還元型シトクロムc (red-cyt c)の調製  

 

	 購入したウシ心筋由来cyt cは酸化型cyt c (oxd-cyt c)である。そこで、ウシ心筋由来の

red-cyt cを調製するため、まず、80 µlの10 mg/mlウシ心筋由来oxd-cyt c水溶液に対して、

結合buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 100 mM NaCl)に溶解し、調製した2 mM DTT溶液を

80 µl加え(終濃度1 mM)、室温で還元した。Red-cyt cに特徴的な極大吸収波長である550 

nmにおける吸光度を経時的に測定したところ、1.5時間後には吸光度がプラトーに達し

たため、この時点を還元の終了点とみなした。次に、cyt cの溶液中に残存したDTTを除

去するため、結合bufferで平衡化したPD-10カラムに対し、還元したcyt c溶液の全液量の

内80 µlを供し、精製を行った。Red-cyt c特有の赤色を示す画分を回収し、U-1900 

spectrophotometer を用いて波長200〜700 nmの幅でスペクトルの測定を行うことで、

red-cyt cの極大吸収波長である550 nmの波長における吸収を持つことを確認した。また、

精製後のred-cyt cのタンパク濃度はバイオ・ラッドプロテインアッセイを用いて、

濃度の異なるoxd-cyt c溶液より作製した検量線から定量した。Red-cyt cの調製は

項目2-3の実験の直前に行った。  

 

2-3. Oxd-cyt c及びred-cyt cのアフィニティークロマトグラフィー  

 

	 本実験の操作はすべて4°Cで行った。AA-ゲル4及び8とcontrolゲルを1.0 mlずつポリプ

レップカラムに充填し、結合buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 100 mM NaCl) を3 bed (3 x 

1.0 ml)以上通液し、平衡化を行った。平衡化後、結合bufferで調製した400 µg/mlのoxd-cyt 

c溶液及び項目2-2で調製したred-cyt c溶液を各々50 µlずつ各ゲルに添加した(タンパク

質の量は各20 µg)。添加後、結合bufferを3 bed (3 x 1.0 ml)通液し、非吸着タンパク質を

洗浄した。次に吸着したタンパク質を溶出させるため、0.1 mM AA誘導体5溶液を2 bed 

(2 x 1.0 ml)通液後、続けて1.0 mM AA誘導体5溶液を2 bed (2 x 1.0 ml)通液した。各AA誘

導体5画分はVivaspin 500を用いた限外濾過により、2.0 mlを25 µlまで濃縮した(80倍濃
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縮)。結合bufferの洗浄画分及び濃縮した各AA誘導体5画分をSDS sample buffer (62.5 mM 

Tris-HCl (pH 6.8), 2% (w/v) SDS, 10% (v/v) glycerol, 6% (v/v)メルカプトエタノール, 

0.002% (w/v) BPB)で2倍希釈し、100°C、5分加熱後、12.5% e-PAGELにてポリアクリル

アミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)を行った。泳動後、シルベストステイン ワンにより銀

染色し、タンパク質のバンドを確認した。 

 

2-4. AA及びAA誘導体添加によるoxd-cyt cのAA-ゲルに対する  

親和性の影響  

 

	 本実験の操作はすべて4°Cで行った。作製したAA-ゲル4及び8とcontrolゲルを1.0 ml

ずつポリプレップカラムに充填し、結合buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 100 mM NaCl) 

を3 bed (3 x 1.0 ml)以上通液し、平衡化を行った。平衡化後、0.1 mM及び1.0 mM AA誘

導体5溶液を添加もしくは無添加の結合bufferで調製した400 µg/mlのoxd-cyt c溶液を

50 µlずつ各ゲルに添加した(タンパク量各20 µg)。添加後、結合bufferを3 bed (3 x 1.0 ml)

通液し、非吸着タンパク質を洗浄した。次に吸着したタンパク質を溶出させるため、0.1 

mM AA誘導体5溶液を2 bed (2 x 1.0 ml)通液後、続けて1.0 mM AA誘導体5溶液を2 bed (2 

x 1.0 ml)通液した。各AA誘導体5画分はVivaspin 500を用いた限外濾過により、2.0 mlを

25 µlまで濃縮した(80倍濃縮)。結合bufferの洗浄画分及び濃縮した各AA誘導体5画分を

SDS sample buffer (62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% (w/v) SDS, 10% (v/v) glycerol, 6% (v/v)

メルカプトエタノール, 0.002% (w/v) BPB)で2倍希釈し、100°C、5分加熱後、12.5% 

e-PAGELにてポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)を行った。泳動後、シルベ

ストステイン ワンにより銀染色し、タンパク質のバンドを確認した。 

 

2-5. ヒト由来oxd-cyt cとAAのドッキングシミュレーション   

 

	 ドッキングシミュレーションは統合計算化学システムであるMOE 2016.08により行
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った。Protein Data Bank (PDB)のデータベースより検索したヒト由来oxd-cyt c (PDB 

accession code: 2N9J)とAAのシミュレーションを行い、エネルギーが最小となるAAのコ

ンホメーションを決定した。 

 

2-6. Oxd-cyt cに対するAAと他の還元剤の還元速度の比較  

 

	 1.0 mg/mlのウシ心筋由来oxd-cyt溶液を結合buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 100 mM 

NaCl)で調製した。次に還元剤溶液として各600 µMのAA、6-Amino-AA、Trolox、DTT、

GSH溶液を結合bufferで調製した。200 µlの1.0 mg/mlのウシ心筋由来oxd-cyt溶液(終濃度

200 µg/ml)と800 µlの62.5 µMの各還元剤溶液(終濃度50 µM)を混合し、室温、180秒間反

応させた。反応開始から終了まで10秒ごとにU-1900 spectrophotometer を用いてoxd-cyt c

に特徴的な極大吸収波長である550 nmにおいて、吸光度の変化をモニターした。 

 

2-7. Ferric reducing antioxidant power (FRAP) assayによるAAとその他	 	  

	  還元剤の還元力の比較  

 

	 FRAP assayはBenzieらの方法に従って行った(Benzie et al., 1996)。FRAP試薬は40 mlの

300 mM citrate buffer (pH 3.6)、4.0 mlの10 mM TPTZ溶液(31.2 mgのTPTZを10 mlの40 mM 

HCl水溶液に溶解し、調製)、4.0 mlの20 mM FeCl3・6H2O溶液(54.1 mgのFeCl3・6H2Oを

10 mlのH2Oに溶解し、調製)を混合し、調製した。AA、6-Amino-AA、Trolox、DTT、GSH

をH2Oで溶解し、600 µMの各還元剤溶液を調製した。2.9 mlのFRAP試薬と0.1 mlの

600 µMの各還元剤溶液(還元剤の終濃度20 µM)を混合し、室温、遮光下で30分静置し

て反応させた。30分後、U-1900 spectrophotometer を用いて593 nmにおける吸光度を測

定した。 
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3-1. Oxd-cyt c red-cyt c  

Cyt c oxd-cyt c red-cyt c 2

2 AA- oxd-cyt c red-cyt c

cyt c AA-

cyt c

cyt c

(Fig. 4-1) cyt c

 

 

Figure 4-1. Homology of cytochrome c (cyt c) among various species. Amino acid 
sequence alignment of cyt c between mouse (UniprotKB accession number P62897), 
bovine (UniprotKB accession number P62894) and human (UniprotKB accession 
number P99999). The conserved amino acid residues are highlighted in yellow. 
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GDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKT 
GDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKT
GDVEKGKKIFIMKCSQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKT 40
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	 Oxd-cyt cのアフィニティークロマトグラフィーを行った結果、AA-ゲル4及び8を用い

た場合、0.1 mM AA誘導体5の画分においてoxd-cyt cのバンドが検出されたことから溶出

が確認されたが、controlゲルでは溶出を確認することはできなかった(Fig. 4-2a)。また、

洗浄画分において、AA-ゲル4及び8ではcontrolゲルよりもoxd-cyt cの溶出が遅れていた。

一方で、red-cyt cのアフィニティークロマトグラフィーを行った結果、いずれのゲルを

用いた場合においても、0.1 mM及び1.0 mMのAA誘導体5の画分でred-cyt cの溶出を確認

することはできなかった(Fig. 4-2b)。また、洗浄画分において、AA-ゲル4及び8ではcontrol

ゲルよりもred-cyt cの溶出が遅れていた。これらの結果から、AA-ゲル4及び8に対して、

red-cyt cよりもoxd-cyt cの方が高い親和性を示すことが明らかとなった。また、cyt cは

oxd-cyt cとred-cyt cの間でわずかに立体構造が異なることが言われている(Banci et al., 

1997; Imai et al., 2016) (Fig. 4-3)。驚くべきことに、本研究で作製した2種のAA-ゲルは活

性中心の鉄イオンの還元状態によりわずかに異なる2種のcyt cの立体構造の差異を認識

し、oxd-cyt cに対して特異的な親和性を示すことが示唆された。しかし、本結果はAA-

ゲルに固定化したAA誘導体に対するoxd-cyt cの特異的な親和性を示したものであり、

AA分子に対するoxd-cyt cの親和性を必ずしも示したものではない。従って、次項では

oxd-cyt cに対してAAが特異的な親和性を示すことを明らかにするため、AA及びAA類似

体を競合剤として添加した場合の2種のAA-ゲルに対するoxd-cyt cの親和性の影響を検

討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figure 4-2. Affinity chromatography of oxd-cyt c (a) and red-cyt c (b) with AA-affinity 
gels 4 and 8 and the control gel. Lane 1, molecular weight marker; lane 2, oxd-cyt c or 
red-cyt c standard; lanes 3-5 and 8-10, wash fractions; lanes 6 and 11, 0.1 mM AA 
derivative 5 elution fractions; lanes 7 and 12, 1.0 mM AA derivative 5 elution fractions.  
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Figure 4-3. Solution structure of human oxd-cyt c (PDB accession code 2N9J) and 
human red-cyt c (PDB accession code 2N9I).  
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Figure 4-4. Competitive inhibition assay of oxd-cyt c without or with AA and AA 
derivative 5 for AA-gel 4 (a), AA-gel 8 (b) and control gel (c). Lane 1, molecular 
weight marker; lane 2, oxd-cyt c standard; lanes 3, 7, and 11, wash fractions (No. 1); 
lanes 4, 8 and 12, wash fractions (No. 3); lanes 5, 9 and 13, 0.1 mM AA derivative 5 
elution fractions; lanes 6, 10 and 14, 1.0 mM AA derivative 5 elution fractions. 



3-3. oxd-cyt c AA   

3-1 3-2 oxd-cyt c AA

MOE 2016.08 oxd-cyt c (PDB 

accession code 2N9J) AA AA

oxd-cyt c Lys22 His26 Arg38 (Fig. 4-5a)

(Fig. 4-5b) AA oxd-cyt c

3

(Fig.4-1) oxd-cyt c AA

 

 

 
Figure 4-5. Docking models of AA to oxd-cyt c. (a) AA (stick representation), oxd-cyt 
c (ribbon and stick representation), (b) AA (stick representation), oxd-cyt c (surface 
representation). 
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3-4. AAと他の還元剤を用いたoxd-cyt c及び遊離のFe3+に対する  

	  還元性の比較  

 

	 これまでの結果から、oxd-cyt cはAAに対して特異的な親和性を示す可能性が示唆さ

れた。また、これまでにAAを含む種々の還元剤がoxd-cyt cの活性中心に配位したFe3+

を還元することは知られているが(Williams and Yandell, 1985; Akesue et al., 2017)、異

なる種類の還元剤間における還元効率の比較は行われていない。従って、oxd-cyt cに対

するAAの特異的な親和性とoxd-cyt cに対するAAの還元性の関係を明らかにするため、

AAとその他の還元剤のoxd-cyt cに対する還元速度を測定し、比較した。本実験ではAA

と化学構造が類似した還元剤としてAAの6位水酸基をアミノ基で置換した6-Amino-AA、

また、AAと化学構造が大きく異なる還元剤として水溶性のビタミンE類似体である

Trolox、タンパク質などの還元に利用されるDTT、生体内の還元剤としても知られる

GSHをそれぞれ使用し、AAとその還元性を比較した(Fig. 4-6)。Oxd-cyt cに対する還元

速度を比較したところ、その還元速度はAA>6-Amino-AA>>Trolox、DTT、GSHの順に

なった(Fig. 4-7a)。6-Amino-AAはAAと同じエンジオールラクトン構造を有し、還元力は

ほぼ同等であると考えられたが、AAよりも低い還元速度を示した。これは、本評価系

のpHが中性であることにより、6-Amino-AAの6位アミノ基が正電荷を帯びていることが

oxd-cyt cに対する6-Amino-AAの親和性に影響を与えているものと考えられる。 

	 次に、cyt cに配位したFe3+とは無関係な遊離のFe3+に対する還元力を比較するために

FRAP assayを行った。FRAP assayは遊離のFe3+の還元力を測定する方法の一つであり、

食品中に含まれる抗酸化物質の還元力の測定などに使用されている(Benzie et al., 1996)。

FRAP assayの結果から、GSH以外の還元剤はGSHよりも高い還元力を示し、その還元力

はほぼ同等であった(Fig. 4-7b)。以上の結果から、AAのoxd-cyt cに対する効率的な還元

は単純な遊離のFe3+に対する還元力でなく、oxd-cyt cに対するAAの特異的な親和性が影

響することが示唆された。 

 



  
Figure 4-6. Chemical structure of reducing agents used in oxd-cyt c redcution assay and 
FRAP assay.   

 

 

6-Amino-AA � Trolox�
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Figure 4-7. Reduction specificity of AA for oxd-cyt c. (a) FRAP assay of AA and other 
reducing agents. (b) Reduction rates of AA and other reducing agents for oxd-cyt c.  
Each value is the mean ± SD of three independent experiments. 
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第４節	 本章の結論  

 

	 本章では第3章より同定したcyt cに対するAAの親和性に関する検討を行った。Cyt c

は活性中心のFeイオンの酸化還元状態によって、oxd-cyt c (Fe3+)とred-cyt c (Fe2+)の2種が

存在する。まず、2種のAA-ゲルを用いてoxd-cyt c及びred-cyt cのアフィニティークロマ

トグラフィーを行い、その親和性を検討した。その結果、oxd-cyt cに対して2種のAA-

ゲルは特異的な親和性を示すことが明らかとなった。また、AA及びAA類体5を競合阻

害剤として用いた、2種のAA-ゲルに対するoxd-cyt cの親和性の結果及びAAとヒト由来

oxd-cyt cのドッキングシミュレーションの結果からoxd-cyt cはAAに対して特異的な親

和性を示すことが示唆された。また、AAはoxd-cyt cに配位するFe3+を還元することが知

られている。そこで、oxd-cyt cに対するAAの親和性はAAのoxd-cyt cに対する還元性に

影響を与えるか検討するため、AAとその他の還元剤を用いて、oxd-cyt cに対する還元

速度の測定とFRAP assayを行い、その結果を還元剤間で比較した。その結果、FRAP assay

による遊離のFe3+に対する還元性はGSHを除いてほぼ同等であったが、oxd-cyt cに対す

る還元速度はAAが最も大きかった。これらの結果からAAのoxd-cyt cの活性中心のFe3+

の効率的な還元には単なるAAの還元力でなく、oxd-cyt cに対するAAの特異的な親和性

が関与していることが示唆された。 

	 これまでに、AAの抗酸化作用によるミトコンドリア内においてエネルギー産生によ

り過剰に発生したROSなどの消去がAAのミトコンドリア内における機能であると報告

されている(Fig. 4-8a)。まず、AAの酸化体であるdehydro-L-ascorbic acid (DHA)がミトコ

ンドリア表面に発現しているグルコーストランスポーター(GLUT)を介してミトコンド

リアに輸送される。その後、輸送されたDHAは還元酵素によりAAへと還元され、ROS

などの消去に関与する(Sagun et al., 2005; Lee et al., 2010; Mandl et al., 2009)。しかしな

がら、AAのミトコンドリアへの関与は未だ不明な部分が多い。近年、ミトコンドリア

表面にAA特異的輸送体である SVCTが発現していることが報告されており

(Muñoz-Montesino et al., 2014)、このことはAAがミトコンドリア内において、抗酸化
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作用以外の機能を示す可能性を示唆している。本章の結果から、著者は抗酸化作用以外

の新たなAAのミトコンドリア内での機能として、ミトコンドリア内に輸送されたAAが

電子伝達系において複合体IIIから複合体IVへ電子を渡すことで酸化されたred-cyt cを還

元して再生することにより、細胞内のエネルギー産生の効率化に寄与しているのではな

いかと考える(Fig. 4-8b)。また、cyt cのアミノ酸配列は生物種間で非常に高度に保存さ

れており、このことは多くの生物にとってcyt cが重要なタンパク質であることを示唆し

ている(Zaidi et al., 2014)。今後、AAとcyt cの関係を更に研究することにより、ミトコン

ドリア内での未知のAAの生理作用、また多くの生物種におけるAAの重要性を紐解くこ

とが可能かもしれない。 

  



 

 

Figure 4-8. Functions of AA in mitochondria. (a) Antioxidant function of AA in 
mitochondria. (b) non-antioxidant function of AA in mitochondrial electron 
transfer chain. 
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第５章	 結論  

 

	 水溶性ビタミンの一種、ビタミンCとして知られるL-ascorbic acid (AA)は生合成

が不可能なヒトを含む一部の生物にとって日々の摂取が必要不可欠な物質であり、

その生理作用は抗壊血病作用、抗酸化作用、免疫賦活作用など多種多様である。

しかしながら、意外にもAAの生理作用の作用点や作用メカニズムは未解明な部分

が多い。その理由として、AAは熱や光などに対して非常に不安定な性質を有するこ

とが考えられる。不安定なAAはin vitro系では速やかに酸化されて活性を失うため、ヒ

トやマウスのin vivo系で明らかとなっているAAの生理作用をメカニズム解明に有効な

in vitro系で再現することが困難である。従って、このようなAAの欠点を改善すべく、

数種類のAAの安定型誘導体が開発されている。安定型AA誘導体の一つである

2-O-α-D-glucopyranosyl-L-ascorbic acid (AA-2G)はAAよりも安定であり、かつ代謝により

AAを遊離する性質を有する。このような性質からAA-2Gを使用することで、AAの生理

作用メカニズムが明らかとなる場合もある。従って、安定型AA誘導体はin vitro系にお

ける、AAの生理作用のメカニズムの解明に有効な場合もある。また、AAの生理作用の

一つである抗壊血病作用は生体内のコラーゲン合成を促進することにより示す作用で

ある。この作用において、AAはAA特異的輸送体であるSVCTを介した細胞内への輸送

の後、コラーゲン合成に関与するprolyl-hydroxylae (PHase)の活性中心の還元を行う必要

がある。この際、SVCTを介した細胞内へのAAの輸送にはS配置の5位水酸基、輸送され

たAAのPHaseの還元にはエンジオールラクトン構造が重要となる。この事実からAAの

抗壊血病作用はSVCT、PHaseというAA標的タンパク質が関与していることを示し、多

種多様なAAの生理作用を考慮すれば、その他にもAA標的タンパク質が存在する可能性

は高い。また、このようなAA標的タンパク質を探索、同定することにより、未知なる

AAの作用点、作用メカニズムの手がかりを得る可能性が高い。従って、本研究ではAA

のような低分子化合物の標的タンパク質を探索する生化学的手法の一つであるアフィ
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ニティークロマトグラフィーに着目した。この手法では低子化合物をリガンドとして固

定化したアフィニティーゲルを用いて、リガンドと親和性を示すタンパク質の精製が可

能である。しかし、不安定な分子であるためか、AAをリガンドとして固定化したアフ

ィニティーゲル(AA-ゲル)はこれまでに報告されていない。従って、本研究ではAAの生

理作用メカニズム解明の手がかりを得るため、AAをリガンドとして固定化したAA-ゲ

ルを作製し、このゲルを用いてAA標的タンパク質の探索、同定を行った。また、同定

したタンパク質とAAの親和性などについても検討した。 

	 第2章ではAAの固定化位置が異なる2種のAA-ゲルの設計、作製を行った。次に、作

製したAA-ゲルのリガンドの固定化及び安定性の確認、またモデルタンパク質を用いた

親和性や再利用性の評価を行った。AAの特徴的な化学構造としてAAのS配置の5位水酸

基、エンジオールラクトン構造、生理条件下で解離した3位水酸基があり、これらの特

徴的な化学構造をタンパク質から認識させる必要がある。また、不安定なAAをアフィ

ニティーゲルへの固定化と同時に安定化する必要もある。これらを考慮した場合、AA

の2位もしくは6位よりアフィニティーゲルに固定化することが望ましいと考えた。そこ

で、AAのアフィニティーゲルへの固定化を行うべく、まずAAを出発物質として、AA

の2位アミノ化した誘導体(AA誘導体3)とAAの2位をメチル化し、6位をアミノ化した誘

導体(AA誘導体7)を合成した。次に、これらAA誘導体3及び7をアミド結合により、アフ

ィニティーゲルに固定化し、AAの2位から固定化したアフィニティーゲル(AA-ゲル4)

及びAAの6位から固定化したアフィニティーゲル(AA-ゲル8)を作製した。作製したAA-

ゲルの固定化及び安定性を確認するため、AA-ゲル4及び8のモデル化合物をそれぞれ合

成した。その結果、合成したモデル化合物とAA-ゲル4及び8のUVスペクトルパターン

がほぼ一致したことから、リガンドの固定化を確認した。また、モデル化合物の水溶液

中の安定性試験の結果より、作製したAA-ゲルに固定化されたリガンドは安定であるこ

とが示唆された。更に、AAやAA類似体を特異的に酸化する酵素であるアスコルビン酸

オキシダーゼ(AO)を用いて、AA-ゲル4及び8に対する親和性を検討したところ、AA-ゲ

ル8に特異的な親和性を示した上、この結果はAOの性質と一致する結果となった。また、
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この結果は3回の繰り返し実験を通じて同様の結果が得られた。以上より、作製した2

種のAA-ゲルはAA標的タンパク質の探索に利用可能であり、少なくとも3回は再利用可

能であることが明らかとなった。 

	 第3章では第2章で作製、評価した2種類のAA-ゲルを用いて、マウスの組織中からAA

標的タンパク質を探索した。タンパク質の探索を行うマウスの組織はAAと関連する可

能性のある、脳、肝臓、腎臓、精巣、脾臓及び血清とした。10週齢の雄性マウスより摘

出した各組織のホモジネートをカラムに充填したAA-ゲルに供し、吸着タンパク質を溶

出した。吸着タンパク質をSDS-PAGE、銀染色により確認したが、AA-ゲルに特異的に

吸着するタンパク質を見出すことができなかった。そこで、AA濃度が高い組織である

脳に着目して、銀染色よりも微量のタンパク質を比較解析が可能なnanoLC-MS/MSによ

るショットガンプロテオミクスで解析した。その結果、脳よりAA-ゲルに親和性を示す

タンパク質として、シトクロム c (cyt c) を検出した。 

	 第4章では第3章で同定したcyt cに対するAAの親和性と機能性の検討を行った。Cyt c

は活性中心の鉄イオンの酸化還元状態により酸化型cyt c (oxd-cyt c、Fe3+)及び還元型cyt 

c (red-cyt c、Fe2+)の2種類がある。そこで、2種のAA-ゲルに対するウシ心筋由来のoxd-cyt 

c及びred-cyt cの親和性を検討したところ、oxd-cyt cに対して2種のAA-ゲルが特異的な親

和性を示すことが明らかとなった。また、oxd-cyt cは酸化型と還元型でわずかに立体構

造が異なることが報告されている。驚くべきことに本研究で作製した2種のAA-ゲルは

還元状態の違いによるわずかな立体構造の差を認識していることが示唆された。一方で、

2種のAA-ゲルに対するoxd-cyt cの特異的な親和性は必ずしもAAに対するoxd-cyt cの親

和性を示すものではない。そこで、AAに対するoxd-cyt cの親和性を検討するため、AA

及びAAの2位メチル化誘導体(AA誘導体5)を競合剤として添加した時の2種のAA-ゲル

に対するoxd-cyt cの親和性を検討した。また、AAとヒト由来oxd-cyt cのドッキングシミ

ュレーションも実施した。AA及びAA誘導体5を競合剤として添加した結果、2種のAA-

ゲルに対するoxd-cyt cの親和性は低下した。またAAとヒト由来oxd-cyt cのドッキングシ

ミュレーションの結果、oxd-cyt cの表面上でLys22、His26、Arg38と水素結合している
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可能性が示された。これらの結果から、AAに対してoxd-cyt cは特異的な親和性を示す

ことが示唆された。また、oxd-cyt cに対して、AAを含む種々の還元剤が還元すること

は知られているが、その還元効率の比較はこれまでに行われていない。そこで、oxd-cyt 

cに対するAAの特異的な親和性と還元性の関係を明らかにするため、AAとその他還元

剤(6-Amino-AA、Trolox、DTT及びGSH)を用いて、oxd-cyt cの活性中心のFe3+に対する

還元速度を比較した。その結果、AAは他の還元剤よりも高い還元速度を示した。また、

FRAP assayによりoxd-cyt cに配位していない遊離のFe3+に対するAAとその還元剤の還

元力を比較した。その結果、GSHを除くほとんどの還元剤がAAとほぼ同等の還元力を

示した。これらの結果からAAのoxd-cyt cに対する効率的な還元は単なるFe3+に対する還

元力でなく、oxd-cyt cに対するAAの特異的な親和性が関与していることが示唆された。 

	 本研究より、AAの未知の作用点、作用メカニズムの解明の手がかりを得るべく、AA

の標的タンパク質を探索するツールとして新たに2種のAA-ゲルを作製した。作製した2

種のAA-ゲルを使用することでマウス脳よりAAの標的タンパク質候補としてcyt cを同

定し、また、AAはoxd-cyt cを他の還元剤よりも効率的に還元することが明らかとなっ

た。Cyt cはミトコンドリアでエネルギー産生に関与する。従って、本研究の結果から

AAがミトコンドリア内でoxd-cyt cを還元し、エネルギー産生に影響を与えている可能

性が示唆された。将来的に本研究で作製した2種のAA-ゲルを用いて、細胞などの様々

な生体試料からAAの標的タンパク質を探索、同定することで、更なるAAの生理作用メ

カニズムの解明に繋がることを期待している。 
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	本文データ
	博士論文（全文）.pdf
	博士論文(表紙).pdf

	白紙.pdf
	博士論文（全文）
	博士論文(第1章序論).pdf
	博士論文(第2章アフィニティーゲル作製と評価).pdf
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