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略号一覧 

 

VC: vitamin C 

QOL: quality of life 

NIH: National Institutes of Health 

ROS: reactive oxygen species 

CPT-11: irinotecan 

MM: melanoma 

VEGF: vascular endothelial growth factor 

UV: ultraviolet 

DSS: dextran sulfate sodium 

gp91phox-/-: glycoprotein 91phox knockout 

PBS: phosphate buffered salts 

DOPA: dihydroxyphenylalanine 

TUNEL: terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate 

nick end labeling 

TdT: terminal deoxynucleotidyl transferase 

DNA: deoxyribonucleic acid 

BCA: bicinchoninic acid 

LDS: lithium dodecyl sulfate 

gp100: glycoprotein 100 

MIP-2: macrophage inflammatory protein-2 

H2O2: hydrogen peroxide 

SD: standard deviation 

NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

HIF: hypoxia inducible factor 

PHD: prolyl 4-hydroxylase 

Colon 26: murine colon carcinoma cell line 

SN-38: 7-Ethyl-10-hydroxycamptothecin 

Glu: glucuronic acid 

TEWL: Transepidermal water loss 

HE: hematoxylin and eosin 

BAX: Bcl-2-associated X protein 
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緒論 

 

本邦の死因別における死亡率のトップは、悪性新生物であり、年々増加している。がんと

診断された多くの患者は、がん治療を行うが、がんの病期に応じた治療が展開されており、

手術療法、薬物療法、放射線療法、免疫療法などがある。その中でも薬物有害事象のないが

ん治療法としてビタミン C (VC) 療法が注目されている。 

1970 年代、ライナス・ポーリング博士が、キャメロン博士らと共に、高用量 VC が末期

がん患者の生活の質 (QOL) と生存期間に有益であると示唆している 1,2)。一時期、VC に抗

がん作用はないとポーリング博士の学説が否定されていたものの、投与経路の違いによる

ことが示唆され、米国・公的機関／国立衛生研究所 (NIH) のマークレビンらによって、が

ん治療に対する高用量 VC の有用性が改めて見直された 3-5)。以後、諸外国の一部の医師た

ちによって高用量 VC が実践され、それらの有用性に関する報告が増えてきている 6)。本邦

における高用量 VC 点滴療法は、現在自由診療で行われており 7,8)、一度に数十グラムの VC

が投与されている。 

一方、VC はアスコルビン酸とも言われ、抗酸化性を有する水溶性ビタミンとして広く知

られており、ヒトでは VC を内因的に合成することが出来ないため必須の食物成分 

(essential dietary components) となっている 9)。VC は、コラーゲン生成作用、抗貧血作

用、メラニン生成の阻害作用など多くの生理機能が知られている。VC の体内動態は、小腸

から吸収され血漿中へ移行し、グルコーストランスポーターやナトリウム依存性 VC トラ

ンスポーターによって細胞内に取り込まれ、各臓器に分布する 10)。また一部は、腎臓から

も再吸収される。in vitro における VC の抗腫瘍効果は、血漿中に 10 mM 以上の濃度が必

要とすることが示唆されている 11)。VC の経口投与は、許容範囲が制御されていることが示

唆されているが 3)、一部の文献では、5 g の VC を経口摂取することで、約 1.1 g が吸収さ

れることが示唆されている 12)。 
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VC は、活性酸素種 (ROS) を除去する抗酸化作用を示し、また、2 価鉄などの存在下で

ROS を発生させプロオキシダントとして作用することも知られている 9,13)。高用量 VC に

おける抗腫瘍効果は、ROS の関与が示唆されている 5,14)。先行研究においても、大腸がん

モデルマウスにおけるイリノテカン塩酸塩水和物 (CPT-11) と高用量 VC の併用により抗

腫瘍効果を示した際に ROS や好中球の関与が示唆されたが 15)、各組織やがん細胞の増殖に

おける ROS に対する VC のメカニズムについては明らかではない。さらに、CPT-11 と高

用量 VC を併用した際、薬物有害事象に対する高用量 VC の効果は不明であった。そこで本

論文では、がん治療における ROS に対する高用量 VC の抗腫瘍効果と薬物有害事象軽減効

果について確認し、そのメカニズムを検討することにした。 

第 1 章では、VC が 2 価鉄の存在下で ROS を発生させプロオキシダント作用によって、

がん細胞への抗腫瘍効果を確認するため、メラノーマ誘発マウスにおける高用量 VC の効

果を検討した。皮膚における VC の効果は、コラーゲン形成やメラニン生成の阻害に関与し

ているが、メラニン生成に関与するメラノサイトの悪性腫瘍 (メラノーマ: MM) に対して

高用量 VC が及ぼす効果は不明である。メラノサイトは皮膚以外の部位にも分布している

ため、さまざまな組織における MM に対する高用量 VC の効果について調べた。さらに、

卵巣の MM における高用量 VC の抗腫瘍効果に対する ROS の関与についても検討した。

さらに、がん細胞の増殖に血管新生が重要な役割を果たしているが、血管新生における高用

量 VC の効果は不明である。VC は、コラーゲン生合成に不可欠だが、血管内皮細胞増殖因

子 (VEGF) を阻害する可能性がある XVIII 型コラーゲンの C 末端フラグメントのエンド

スタチンに対する影響は不明である。そこで第 2 章では、がん細胞の増殖における血管新

生に対する高用量 VC の抗腫瘍効果について検討した。 

先行研究において、高用量 VC と CPT-11 の併用投与により大腸がんが奏効した際、VC

による ROS の減少および I 型コラーゲンの増加がみられた 15)。I 型コラーゲンは皮膚の支

持組織おいて重要な役割を果たすことから、第 3 章では、CPT-11 投与で誘発される皮膚障
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害に対して、高用量 VC の薬物有害事象軽減効果について検討した。 
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第 1 章 

メラノーマ誘発マウスにおける高用量ビタミン C の効果 

－臓器特異的効果と活性酸素種の関与－ 

 

第 1 節 緒言 

 ビタミン C (VC) は、皮膚の真皮層、血管、骨や腱などの結合タンパク質であるコラーゲ

ン生成に必須の化合物である。皮膚における VC の効果は、真皮に存在するコラーゲンや線

維芽細胞以外でも、真皮に近い表皮の基底層におけるメラノサイトでのメラニン合成の阻

害に関与することが知られている 16)。 

メラニンは、チロシナーゼによりチロシンから生合成される。チロシンはチロシナーゼに

よりドーパとなり、さらに酸化されドーパキノンとなる。ドーパキノンは酸化によりインド

ール化合物に変化し、それらが互いに結合することで黒色～黒褐色のユーメラニンが産生

される。またシステインの存在下では、ドーパキノンがシステインと結合し赤褐色～黄色の

フェオメラニンが産生され、さまざまな割合で混じった混合型メラニンが形成される 17)。

またメラニンは、皮膚色のほかに生体に有害なフリーラジカルを吸収する役割も担ってい

る。さらにメラニンの最も重要な役割は、皮膚を紫外線 (UV) から保護することであり 18)、

メラニン色素の少ない白色人種では、皮膚がんの発生率が高いことが示唆されている 19)。

メラノサイトの発がんによって引き起こされたものがメラノーマ (MM) である 20)。ほとん

どの MM は、皮膚で生じるが、メラノサイトの分布により口、腸および目にも見られる 21)。

本邦における MM の罹患率は、10 万人あたり 1～2 人であるが、近年、増加傾向にあると

されている 22)。MM が発症する科学的根拠は明らかではなく、遺伝的素因と環境素因によ

って引き起こされると考えられている 23)。環境素因の一例をあげると、高 UV 強度の地域

に住む白人の MM 発生率は、UV 強度の低い地域に住む白人よりも高く、病因に UV が関
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与することが示唆されている 24)。本邦の MM 統計データでは、体幹や近位肢など、UV に

曝されにくい部位で MM が発生することも記されている 25)。さらに、まれに卵巣にも MM

が見られる 26-28)。MM の標準的な治療法には、手術療法、化学療法、放射線療法などが含

まれる 29)。しかし、婦人科分野における MM の予後は悪く、手術療法による MM の効果的

切除に依存する 30)。 

VC は、メラノサイトで生成されたメラニン色素を還元し、黒色を淡色化することが知ら

れている 31)。さらに、VC は 2 価鉄などの存在下で、活性酸素種 (ROS) であるヒドロキシ

ラジカルや過酸化水素を発生させプロオキシダントとして作用することも知られている

9,13)。このプロオキシダントの作用を利用したがん治療における VC 注入療法は、薬物有害

事象を示さないことが示唆されているため 5,6,32)、近年、注目を集めており、米国では既に

臨床試験が行われている。この治療法は、体内における VC の血中濃度が高まると血管外に

VC が移行し ROS を大量に発生させる。正常細胞は、カタラーゼによって ROS を中和する

が、がん細胞は、カタラーゼなどの抗酸化酵素活性のレベルが低いため、VC により発生し

た ROS が、がん細胞へ選択的に作用し、アポトーシスを引き起こすと考えられている 33)。

さらに、自然免疫応答における ROS は、好中球より放出され、がん細胞の抑制に関与する

ことが知られている 34)。先行研究においても、アゾキシメタンとデキストラン硫酸ナトリ

ウム (DSS) により誘発された結腸直腸がんマウスにおける高用量 VC の効果に対して、

ROS と好中球の関与が示唆されている 15)。 

VC は、メラニン生成の阻害に関与しているが 16)、高用量 VC がメラニン生成に関与する

メラノサイトの MM に対する効果は不明である。さらに MM は各臓器にも発症することか

ら、本章では、各臓器における MM に対する高用量 VC の効果について検討した。さらに、

先行研究 15) により、高用量 VC の抗腫瘍効果において、ROS や好中球の関与が示唆された

ことから、本研究においても、ROS や好中球の関与も検討した。 
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第 2 節 実験方法 

1. 実験動物 

本研究は、雌性のマウス (C57BL/6 J ; 7 週齢) を日本エスエルシー株式会社 (Shizuoka, 

Japan) から購入して行った。マウスに、B16-メラノーマを移植し、がんを誘発させた。さ

らに、好中球の効果を検証するために、glycoprotein 91phoxノックアウト (gp91phox-/-) マウ

ス (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA) を用いた。購入したマウスは、温度

23±1°C、湿度 50±10%、12 時間の明暗サイクル (light: 8:00~20:00) の環境下、固形飼料お

よび水を自由に摂取させた。1 週間の馴化後、マウスの体重が均等になるように分け、対照

群、高用量 VC 投与群、MM 投与群、高用量 VC + MM 併用群の 4 グループに割り当てた 

(n = 6 / グループ) 。すべての動物実験は、鈴鹿医療科学大学動物実験指針 (承認番号:第 66

号) に従って実施した。 

 

2. MM および VC 試薬の投与 

 B16-メラノーマ細胞株は、東北大学加齢医学研究所附属医用細胞資源センター (Miyagi, 

Japan) から購入した。MM 細胞を次のように培養した 35)。B16-メラノーマの細胞株は、5 

~ 15 継代し使用した。すべての細胞は、10%の総ウシ血清と L-グルタミンを添加した

EMEM (Eagle's minimal essential medium) で増殖した。その後、細胞は定期的にテスト

され、マイコプラズマやウイルスが存在しないことを確認した。マウスに静脈内注射を行う

ため、0.25%トリプシン-0.02%EDTA (Ethylenediamine- tetraacetic acid) で 1 分間処理し

た後、サブコンフルエントな単層を採取した。トリプシン処理した細胞を洗浄し、Phosphate 

buffered salts (PBS) に再懸濁した。培養した MM は、MM を誘発させるためにマウスの

尾に静脈内注射 (1 × 106 細胞 / 100 μL) した。 

VC (Fuso Pharmaceutical Industries Ltd., Osaka, Japan) の用量を決定するために 1、4、

8、または 12 g/kg の VC 溶液の効果を調べた。その結果、4 g/kg 以上の用量で高い同等の
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有効性を確認したため、本研究では、VC 溶液の投与量を 4 g/kg とし、14 日間経口投与し

た。さらに対照動物には蒸留水を投与した 15)。 

 

3. 血液サンプルの採取と各組織の採取 

 細胞株及び試薬の投与開始から 15 日目にペントバルビタール (5 mg/mL) (Naclai tesque, 

Kyoto, Japan) を 50 mg/kg となるように腹腔内投与してマウスに麻酔した後、マウスの心

臓から 1 mL の血液を採取したサンプルを 4°C、3,000 × g で 10 分間遠心分離し、上清部分 

(血漿) を測定に用いた。血液採取後に肺、肝臓、小腸、卵巣の組織サンプルを採取した。 

 

4. 組織染色 

 採取した組織を縦 1.5 cm × 横 0.8 cm 四方の各組織サンプルとし、パラホルムアルデヒ

ド溶液 (4%, Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan) にて固定した。固定し

た組織は Tissue-Tek® optimum cutting temperature Compound (Sakura Finetek, Tokyo, 

Japan) を用いて凍結包埋し、5 μm の厚さでミクロトーム (Leica Biosystems, Nussioch, 

Germany) にて薄切を行った。ジヒドロキシフェニルアラニン (DOPA) 陽性細胞は、各組

織のチロシナーゼを豊富に含むメラノサイトのマーカーであり、次のように染色した。0.1% 

L-Dopa (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) を PBS に溶解させ、37°C にて 3 時

間反応させた。その後、PBS で 3 回 × 5 分洗浄し、70%のエタノールで脱水させキシレン

で透徹したあと、エンテランニューで封入したのち光学顕微鏡で観察した 36)。さらに、各

組織切片は、1 次抗体として、好中球特異的抗原 Ly-6C (1:100; Bio-Rad laboratories Inc., 

Hercules, CA, USA) に対する抗体で免疫染色したのち 37)、2 次抗体として fluorescein 

isothiocyanate-conjugated anti-rabbit (1:30; Dako Cytomation, Glstrup, Denmark) を約

25°C にて 2 時間反応させた。アポトーシスは、アポトーシス検出キット  (Takara 

Biomedicals, Tokyo, Japan) を用いて評価した。アポトーシス検出は、組織学的な局在や



 

8 
 

個々の細胞の検出を可能にする TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) 法を用

いて行った。TUNEL 法は、ターミナルトランスフェラーゼ (TdT) でアポトーシスをおこ

した細胞のデオキシリボ核酸 (DNA)断片化 (3’-OH DAN 末端) を検出するために使用さ

れる方法であり、標識後に蛍光顕微鏡で観察ができる。DOPA 陽性細胞、好中球、および

TUNEL 陽性細胞の数は、画像処理ソフトウェア Image J (National Institutes of Health、

Bethesda, MD, USA) を用いて計測し、無作為に 5 か所のエリアを抽出し、単位面積 (mm2) 

あたりの各細胞数の平均値を算出した。 

 

5. ウエスタンブロッティングによる検出 

 各組織部分 100 mg を氷上にて剪刀で細かく刻んだのち、組織用懸濁試薬 (KURABO, 

Osaka, Japan) に浸漬し、ハンドミキサー (POLYTRON PT 1200 CL; Kinematica AG, 

Littau, Switzerland) を用いてホモジナイズ (20,000 × g, 60 秒) した後、懸濁液を 8000 × 

g で 10 分間遠心分離した。次に上清を取り出し、 Bicinchoninic Acid (BCA) 法により蛋

白量を測定し、蛋白含量を一定 (5 mg/mL) 調整したサンプルは、lithium dodecyl sulfate 

(LDS) sample buffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) および sample 

reducing agent (Thermo Fisher Scientific) に懸濁させて調整し、70°C で 10 分間加熱し

て、ウエスタン用のサンプルとした。その後、サンプルは 4∼12% BIS-TRIS Bolt gel (Thermo 

Fisher Scientific) を用いて 200V の定電圧で 18 分間電気泳動を行った。電気泳動されたタ

ンパク質は iBlot 2 Dry blotting system (Thermo Fisher Scientific) を用いて、25V の定電

圧を 6 分間かけてニトロセルロース膜に転写し、5%スキムミルクでブロッキングを行った。

ブロッキング後、洗浄し 25°C で 1時間、1次抗体としてMMのマーカーである glycoprotein 

100 (gp100) (1:1000; Abcam, Cambridge, U.K.) およびマクロファージ炎症性タンパク質-

2 (MIP-2) (1:1000; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) 、ローディングコントロール

としての β-アクチン (1:5000; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) をそれぞれ反応
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させたのち、horseradish peroxidase で標識された 2 次抗体 (1:1000; Novex, Frederick, 

MD, USA) で処理を行った。免疫複合体は、化学発光試薬であるイムノスターゼータ 

(Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan) で処理したのち、膜の画像をMulti-

Gauge Software Program ver3.0 (FUJIFILM, Greenwood, SC, USA) で取得した。 

 

6. 各組織中の好中球数測定 

 各組織のホモジネートした上清は、組織中の好中球を調べるために、好中球分離キット 

(Neutrophil isolation kit; Cayman, AnnArbor, MI, USA) を使用して分離した。好中球数

は、血球計算盤 (Sunlead Glass Corp., Koshigaya, Japan) を使用して 1 mm2 の数を計算

した。 

 

7. 卵巣および分離した好中球における VC 濃度 

 卵巣上清および分離した好中球の VC 濃度は、市販の VC 測定キット (Ascorbate assay 

kit; Cayman) を使用し測定した。好中球の VC 濃度は、上記のように計算された細胞数に

基づいて、固定数の細胞当たりの濃度として計算した。 

 

8. 卵巣中の過酸化水素 (H2O2) と鉄の測定 

 卵巣中の H2O2と鉄の濃度は、市販の OxyselectTM in vitro ROS / RNS 測定キット (STA-

347; Cell biolabs, Inc., San Diego, CA, USA) およびメタロアッセイキット (Metallogenics, 

Chiba, Japan) をそれぞれ使用し測定した。 

 

9. 統計分析 

 全てのデータは平均値±標準偏差 (SD) 値で示した。結果は、Microsoft Excel 2010 ソフ

トウェア (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) を使用し分析した。各群間の統計的有意
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性は、Tukey-Kramer test によって測定した。危険率が 5%未満の場合を統計学的に有意と

判断した。統計解析は SPSS version 20 software (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) にて実

施した。 

 

第 3 節 結果 

1. 卵巣における DOPA 陽性細胞、gp100 陽性 MM 細胞、好中球および MIP-2 の発現に対

する高用量 VC の効果 

 卵巣における DOPA 陽性細胞、gp100 陽性 MM 細胞の数は、MM 投与群で有意に増加し

たが、高用量 VC + MM 併用群と比較して有意に減少した(Fig. 1A, B) 。さらに、卵巣にお

ける好中球の数とMIP-2レベルは、高用量VC + MM併用群で高い値を示した(Fig. 1C, D)。 
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Fig 1.  Effect of high-dose vitamin C on the invasion and proliferation of melanoma cells 

in the ovary.  

The number of DOPA-positive cells (indicated by arrows indicate in the images) (A), the 

expression of gp100-positive melanoma cells (B), MIP-2 levels (C), and the number of 

neutrophils (D) in the experimental and control groups. The date are represented as 

mean ± standard deviation (S.D.) (n = 6 / group). Tukey’s post-hoc test was used to 

compare the differences between the groups. * p < 0.05. Scale bar = 100 μm. FC: fold 

change. 

 

2. 肺、肝臓、小腸における好中球の数と MM の浸潤と増殖に対する高用量 VC の影響 

 肺、肝臓、小腸における DOPA 陽性細胞、gp100 陽性 MM 細胞、および好中球の数は、

MM 投与群で有意に増加したが、高用量 VC + MM 併用群と比較して有意差はなかったた

め(Fig. 2, 3, 4) 、卵巣に焦点を当てて、高用量 VC の効果を検討した。 
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Fig 2.  Effect of high-dose vitamin C on the invasion and proliferation of melanoma cells 

in the lungs. 

 The number of DOPA-positive cells, gp100-positive melanoma cells, and neutrophils in 

the experimental and control groups. The data are represented as mean ± S.D. (n = 6 / 

group). Tukey’s post-hoc test was used to compare the differences between the groups. * 

p < 0.05. Scale bar = 100 μm. FC: fold change. 

 

Fig 3.  Effect of high-dose vitamin C on the invasion and proliferation of melanoma cells 

in the liver. 

 The number of DOPA-positive cells, gp100-positive melanoma cells, and neutrophils in 

the experimental and control groups. The data are represented as mean ± S.D. (n = 6 / 

group). Tukey’s post-hoc test was used to compare the differences between the groups. * 

p < 0.05. Scale bar = 100 μm. FC: fold change. 
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Fig 4.  Effect of high-dose vitamin C on the invasion and proliferation of melanoma cells 

in the jejunum. 

 The number of DOPA-positive cells, gp100-positive melanoma cells, and neutrophils in 

the experimental and control groups. The data are represented as mean ± S.D. (n = 6 / 

group). Tukey’s post-hoc test was used to compare the differences between the groups. * 

p < 0.05. Scale bar = 100 μm. FC: fold change. 

 

3. 卵巣および分離した卵巣中の好中球における VC 濃度 

 卵巣ホモジネートおよび分離された好中球の VC 濃度は、MM 投与群の方が高用量 VC 投

与群よりも低かったが、高用量 VC + MM 併用群では高い値を示した(Fig. 5A, B) 。 
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Fig 5.  Effects of high-dose vitamin C administration on the VC concentration in the 

ovary homogenate (A) and in the neutrophils (B) in the ovary samples of the 

experimental and control groups. 

 The data are represented as mean ± S.D. (n = 6 / group). Tukey’s post-hoc test was used 

to compare the differences between the groups. * p < 0.05.  

 

4. 卵巣における MM のアポトーシス対する高用量 VC の影響 

 VC の抗腫瘍効果には、ROS の一つである H2O2や鉄剤が密接に関連している。卵巣内の

H2O2と鉄の濃度は、MM 投与群より高用量 VC + MM 併用群で増加した(Fig. 6A, B) 。さ

らに、卵巣における TUNEL 陽性細胞の数は、H2O2と同様に MM 投与群より高用量 VC + 

MM 併用群で増加した(Fig. 6C) 。 

 

 

 

Fig 6.  Effect of high dose VC administration on the concentrations of H2O2 (A) and iron 

(B), and number of TUNEL-positive cells (C) in the ovary samples of the experimental 

and control groups. 

 The data are represented as mean ± S.D. (n = 6 / group). Tukey’s post-hoc test was used 

to compare the differences between the groups. * p < 0.05. Scale bar = 100 μm.  
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5. メラノーマ誘発 gp91phox-/-マウスの卵巣における好中球の数および MM の浸潤および増

殖に対する高用量 VC の効果 

 メラノーマ誘発 gp91phox-/-マウスの卵巣における DOPA 陽性細胞と gp100 陽性 MM 細胞

の数は、MM 投与群と高用量 VC + MM 併用群で増加したが、これらの群間で大きく変化

しなかった(Fig. 7A, B) 。同様に、好中球の数は、MM 投与群と高用量 VC + MM 併用群の

間で有意差がなかった(Fig. 7C) 。 

 

 
 

Fig 7.  Effect of high dose VC administration on the invasion and proliferation of 

melanoma cells and the number of neutrophils in the ovaries of gp91phox-/- mice. 

 The number of DOPA-positive cells (A), gp100-positive melanoma cells (B), and 

neutrophils (C) in the experimental and control groups. The data are represented as 

mean ± S.D. (n = 6 / group). Tukey’s post-hoc test was used to compare the differences 

between the groups. * p < 0.05. Scale bar = 100 μm. FC: fold change. 

 

第 4 節 考察 

 各臓器 (肺、肝臓、小腸、卵巣) から得られた結果は、高用量 VC が卵巣における MM の

浸潤を有意に減少させたことを明らかにした。好中球の数は、高用量 VC + MM 併用群で増
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加した (Fig. 1D) 。さらに、卵巣の H2O2と鉄の濃度は、高用量 VC + MM 併用群で有意に

増加した (Fig. 6A, B) 。しかし、gp91phox-/-マウスでは、卵巣の DOPA 陽性細胞、gp100 陽

性黒色腫細胞、および好中球の数は、MM 群と高用量 VC + MM 併用群の間で変化はなか

った (Fig. 7) 。 

先行研究においては、アゾキシメタン+ DSS 誘発性結腸直腸がんにおける高用量 VC に

対する好中球と ROS の関与が示唆している 15)。本研究においても、MM 誘発マウスの卵巣

では、好中球が重要な役割を果たしており、がん細胞における高用量 VC の効果に対して好

中球が重要であることが示唆された。 

本研究では、MM の浸潤と増殖における高用量 VC の効果が臓器特異的であり、卵巣に

おいて最も顕著であることが示された。さらに、卵巣の好中球は、高用量 VC より増加した 

(Fig. 1D) 。これは、好中球が卵巣に浸潤すると鎮痛ペプチドの 1 つ β-エンドルフィンを放

出して性周期を維持していることや β エンドルフィンが卵胞の周囲の莢膜細胞や顆粒膜細

胞に作用してそれらの細胞でのステロイドホルモン産生を制御しているためであると考え

られる 38-41)。つまり卵巣は、性周期を維持するために他の臓器よりも好中球が浸潤したと

考えられる 42)。このように卵巣においては、他臓器と違い炎症やアレルギーなどの疾患に

かかわらず、好中球の浸潤が起きているため卵巣に特異的に作用したとも考えられる。VC

は、好中球の産生 43-46)および機能 47,48) を刺激することも知られている。本研究では、卵巣

における好中球数の増加に加えて、好中球走化性因子である MIP-2 も高用量 VC により上

昇した (Fig. 1C) 。しかし、卵巣以外の他臓器では、高用量 VC により好中球の産生が誘発

されなかった (Fig. 2-4) 。したがって、高用量 VC は、卵巣における好中球の数を増やし、

それらの貧食作用を刺激することにより、MM のアポトーシスを促進することが考えられ

た。正常なマウスにおける高用量 VC は、好中球の産生や機能に変化はなかったことから 

(Fig. 1D) 、生体の免疫反応が働いている場合に VC が効果的に作用することが考えられる。

卵巣における好中球の詳細なメカニズムは現在検討中である。 
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好中球は、がん細胞をアポトーシスするために ROS を放出するが、好中球自体が ROS

により損傷を受ける傾向がある 49)。しかし、好中球は一般に高濃度の VC を貯蔵し 50)、酸

化的損傷から身を守ることが知られている 51,52)。VC は、その抗酸化作用によって好中球の

自動酸化から保護し減少を防ぐ 53,54)。本研究では、卵巣の高用量 VC + MM 併用群で、好

中球が増加した (Fig. 1D) 。このことは、高用量 VC により高濃度の VC が好中球に蓄積さ

れ、VC の抗酸化作用により好中球の酸化的損傷から防ぐ作用を示したと考えられる。さら

に、高濃度の VC は、がん細胞の周囲にある鉄と反応を起こし、H2O2が生成される 55)。本

研究では、卵巣の高用量 VC + MM 併用群における H2O2と鉄の濃度が増加し、アポトーシ

スの増加が見られた(Fig. 6)。鉄は、腸管を通過する際に VC が存在することによって吸収

が増える 56)。さらに、がん細胞は過剰な鉄を含むため 57)、組織内で VC が増えたことによ

り、鉄の濃度も増加したと考えられる。 

加えて、好中球の効果を検証するために、gp91phox-/-マウスを使用した。好中球は、ROS

を生成し貧食作用を示す 58)。ROS の生産を担う酵素は、ニコチンアミドアデニンジヌクレ

オチドリン酸 (NADPH) オキシダーゼと呼ばれる。gp91phox は、NADPH オキシターゼの

触媒サブユニットであり、膜貫通タンパク質として存在する 59)。本研究において、gp91phox-

/-マウスでは VC の効果が減弱された (Fig. 7) 。このことは、好中球における gp91phox対し

て高用量 VC が作用することで H2O2が生成され、MM のアポトーシスを引き起こしたこと

を示唆している。したがって、高用量 VC の抗がん作用における好中球の gp91phoxは、がん

細胞や好中球自体の作用を抑制する上で重要な役割を果たしていることが考えられた。 

 

第 5 節 小括 

 本章の結果、高用量 VC は臓器特異的効果を示し、卵巣における MM の浸潤と増殖を抑

制させた。高用量 VC は、他の臓器と比較して卵巣の好中球数を増加させ、それらの食作用

機能を刺激することによってがん細胞のアポトーシスを促進させた。さらに、好中球の
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gp91phoxは、がん細胞の抑制に重要な役割を果たしていることが考えられた (Fig. 8) 。 

 

 

Fig. 8  高用量 VC が卵巣の好中球に MM のアポトーシスを引き起こす仕組み 
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第 2 章 

結腸がん誘発マウスにおける血管新生に対する 

高用量ビタミン C の効果 

 

第 1 節 緒言 

第 1 章では、VC が卵巣の好中球を増加させ、がん細胞死を促進させることを述べた。さ

らに 2 価鉄の存在下で ROS を発生し、プロオキシダント作用により ROS ががん細胞へ選

択的に作用し、アポトーシスに関与していることが示唆された。細胞内の ROS の発生増加

は、がん細胞のアポトーシスを促進する遺伝子 p53 に関与することが報告されている 60)。

p53 による腫瘍抑制には、エンドスタチンが一部関与することも報告されている 61-63)。

XVIII 型コラーゲンの C 末端フラグメントであるエンドスタチンは、血管新生および腫瘍

増殖の内因性阻害剤であり、血管内皮細胞増殖因子 (VEGF) の作用を阻害する可能性があ

る 64)。VC は、コラーゲン生合成に不可欠であるが、エンドスタチンに対しての影響は不明

である。 

血管新生は、がん細胞の増殖や抑制に重要な役割を果たしている 65)。腫瘍による VEGF

および他の成長因子の産生は、腫瘍とその周辺で新しい血管形成をもたらすが、形成された

血管は構造的および機能的に異常でありさらなる血管新生を誘導する 66)。VEGF は、血管

新生の主要な調節因子であり、固形腫瘍の発がん、浸潤および遠隔転移、ならびに血管新生

に関与する 67)。VEGF には、さまざまな特徴をもつサブタイプがあり、VEGFA は、内皮細

胞の増殖と透過性の進行活性を効率的に誘導できる主要な VEGF サブタイプ 68)、VEGFD

は、進行性大腸がんにおいて強い血管新生作用を有するサブタイプとして示唆されている

69)。また VEGF は、がんの発現や成長因子および低酸素によってアップレギュレートされ

る 66)。低酸素刺激による VEGF 遺伝子の転写亢進は、転写因子である低酸素誘導因子-1α 
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(HIF-1α) によって制御される 70)。 

HIF は、サブユニット HIF-1β と酸素調節サブユニット HIF-1α から構成される。HIF-

1α は、プロリル 4-ヒドロキシラーゼ (PHD) によってプロリン残基が水酸化されると、ユ

ビキチン化されてプロテアソームに分解されるが、低酸素状態では、水酸化されず安定化さ

れた HIF-1α が HIF-1β サブユニットと二量化することによって、転写活性因子を産生する

71,72)。また酸素だけなく 2 価鉄によっても活性化される。VC は 2 価鉄の状態を維持するた

めに不可欠である。さらに、VC は PHD に影響を与えることが示唆されている 73,74)。 

これらのことから、血管新生に対する VC の投与は、抗腫瘍効果を示す可能性があると考

えられるが、その詳細は明らかになっていない。したがって本章では、結腸がんのマウス細

胞株 (Colon 26) を異種移植したマウスを用いて、結腸がんにおける高用量 VC に対する効

果を検討した。さらにがんの増殖と密接な関係にある p53、VEGF、およびエンドスタチン

レベルに対する高用量 VC の効果について検討した。 

 

第 2 節 実験方法 

1. 実験動物 

 本研究は、雄性のマウス (BALB/c ; 5 週齢) を日本エスエルシー株式会社から購入して行

った。マウスは、第 1 章と同条件で 1 週間の馴化期間を設けた。その後、マウスの体重が均

等になるように分け、対照群、Colon 26 群、Colon 26 + 高用量 VC 併用群の 3 グループに

割り当てた (n = 6 / グループ) 。すべての動物実験は、鈴鹿医療科学大学動物実験指針 (承

認番号:第 66 号) に従って実施した。 

 

2. Colon 26 および VC 試薬の投与 

 Colon 26 は、東北大学加齢医学研究所附属医用細胞資源センター (Miyagi, Japan) から

購入した 75)。Colon 26 は、膨張性に増殖し浸潤性の増殖が少ない特徴的ながん細胞であり、
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腫瘍効果の判定に評価しやすいため、本研究に用いた。等量のがん細胞 (105) を含む 100 

μL のがん細胞懸濁液を右下肢に皮下投与した 76)。 

 VC (Fuso Pharmaceutical Industries Ltd.) は、第 1 章で使用した濃度を参考にし、有効

な VC 溶液の投与量を 4 g/kg とした。VC は、蒸留水で希釈し 0.2 mL を経口投与した。 

Colon 26 および VC は、それぞれ 1 日 1 回 14 日間連続投与した。 

 

3. マウスの腫瘍測定 

 細胞株及び試薬の投与開始から 15 日目に、ペントバルビタールを第 1 章と同様の方法で

マウスを麻酔したのち、マウスの右下肢腫瘍部分を測定した。腫瘍の体積は、式 (体積= 

LW2/2) によって決定した。式の L は、皮膚表面に平行な最長の寸法であり、W は、L に垂

直で表面に平行な寸法である。 

 

4. エンドスタチンおよび ROS レベルの定量化 

 腫瘍測定後に、マウスの心臓から 1 mL の血液を採取したサンプルを 4°C、3,000 × g で

10 分間遠心分離し、上清部分 (血漿) を測定に用いた。エンドスタチンの血漿レベルは、市

販の酵素結合免疫吸着アッセイキット (Endostatin: Biomedica, Vienna, Austria) を使用

し測定した。 血漿および組織の ROS レベルは、市販の OxyselectTM in vitro ROS / RNS

測定キット (STA-347; Cell biolabs, Inc.) を使用し測定した。 

 

5. 腫瘍組織染色 

 血液採取後に、右下肢腫瘍部分を採取し、腫瘍部分を縦 1.5 cm × 横 0.8 cm 四方の腫瘍

組織サンプルとした。腫瘍組織サンプルは、パラホルムアルデヒド溶液 (4%, Wako Pure 

Chemical Industries, Ltd.) にて固定した。固定した腫瘍組織は Tissue-Tek® optimum 

cutting temperature Compound (Sakura Finetek) を用いて凍結包埋し、5 μm の厚さでミ
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クロトーム (Leica Biosystems) にて薄切を行った。腫瘍組織切片は、1 次抗体として

VEGFA (1:100; Bio Legend, San Diego, CA, USA) および VEGFD (1:100; Abcam, 

Cambridge, UK) に対する抗体で免疫染色したのち、2 次抗体として fluorescein 

isothiocyanate-conjugated anti-rabbit (1:30; Dako Cytomation, Glstrup, Denmark) と

tetramethylrhodamine isothiocyanate-conjugated anti-rabbit (1:30; Dako Cytomation) 

を約 25°C にて 2 時間反応させた。免疫染色を実施した腫瘍組織切片は蛍光顕微鏡にて観察

し、ソフトウェア Image J を用い、無作為に 3 か所のエリアを抽出して陽性細胞数の平均

値を算出した。 

 

6. ウエスタンブロッティングによる検出 

 採取した腫瘍部分100 mgを氷上にて剪刀で細かく刻んだのち、第1章と同様の方法でウエ

スタンブロッティングによる検出を行った。1次抗体としてp53 (1:1000; Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA, USA）、HIF-1α (1:1000; Abcam) 、ローディングコントロール

としての β-アクチン (1:5000; Sigma-Aldrich Corp.) をそれぞれ反応させたのち、

horseradish peroxidaseで標識された2次抗体 (1:1000; Novex, Frederick, MD, USA) で処

理を行った。免疫複合体は、化学発光試薬であるイムノスターゼータ (Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.) で処理したのち、膜の画像をMulti-Gauge Software Program ver3.0 

(FUJIFILM, Greenwood) で取得した。 

 

7. 統計分析 

 全てのデータは平均値±SD 値で示した。結果は、Microsoft Excel 2010 ソフトウェア 

(Microsoft Corp.) を使用し分析した。各群間の統計的有意性は、Tukey-Kramer test によ

って測定した。危険率が 5%未満の場合を統計学的に有意と判断した。統計解析は SPSS 

version 20 software (SPSS, Inc.) にて実施した。 
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第 3 節 結果 

1. 腫瘍組織に対する高用量 VC の効果 

 Colon 26 を異種移植したマウスは、腫瘍が観察された。高用量 VC は、腫瘍増殖を抑制

した。Colon 26 + 高用量 VC 併用群の腫瘍体積は、Colon 26 群と比較して 28％減少した 

(Fig. 9A, B) 。 

 
Fig 9.  Effects of VC administration on the growth of Colon 26 tumors in mice. 

Macroscopic view of the tumor (A) and tumor volumes (B) are shown. Data are presented 

as mean ± S.D. (n = 6 / group). * p < 0.05 (Tukey’s post-hoc test). 

 

2. p53、エンドスタチンレベルに対する高用量 VC の効果 

 p53 は、がん細胞のアポトーシスを促進する遺伝子である。腫瘍組織の p53 レベルは、

対照群よりも Colon 26 群で有意に増加し、Colon 26 + 高用量 VC 併用群では、Colon 26

群よりもさらに増加した (Fig. 10A) 。p53 による腫瘍抑制に一部関連がある血漿中のエン

ドスタチンレベルについても測定した。エンドスタチンレベルは、対照群より Colon 26 群

で有意に増加し、Colon 26 + 高用量 VC 併用群では、Colon 26 群よりもさらに増加した 

(Fig. 10B) 。 
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Fig 10.  Effect of VC administration on the lower limb tumor tissues levels of p53 (A), 

and on plasma levels of endostatin (B). Data are presented as mean ± S.D. (n = 6 / group). 

* p < 0.05 (Tukey’s post-hoc test). FC: fold change. 

 

3. 腫瘍組織における VEGFA および VEGFD の発現に対する高用量 VC の効果 

 VEGF は、血管新生の主要な調節因子である。VEGFA および VEGFD の腫瘍組織の発

現レベルは、対照群と比較して Colon 26 群で有意に増加したが、Colon 26 + 高用量 VC

併用群では、Colon 26 群と比較して有意に減少した (Fig. 11) 。 
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Fig 11.  Effect of VC administration on VEGFA (A, B) and VEGFD (C, D) levels in the 

lower limb tumor tissues samples. Immunohistochemical analysis of VEGFA and 

VEGFD (A, C). Western blotting analysis of VEGFA and VEGFD (B, D). Data are 

presented as mean ± S.D. (n = 6 / group). * p < 0.05 (Tukey’s post-hoc test). Scale bar = 

100 μm. FC: fold change. 

 

4. HIF-1α レベルに対する高用量 VC の効果 

 VEGF は、がんの発現や成長因子および低酸素によってアップレギュレートされる。低

酸素刺激によるVEGF 遺伝子の転写亢進は、転写因子であるHIF-1α によって制御される。

腫瘍組織の HIF-1α レベルは、対照群と比較して Colon 26 群で有意に増加したが、Colon 

26 + 高用量 VC 併用群では、Colon 26 群に比べて有意に減少した (Fig. 12) 。 

 
Fig 12.  Effect of VC administration on the lower limb tumor tissues levels of HIF-1α. 

Data are presented as mean ± S.D. (n = 6 / group). * p < 0.05 (Tukey’s post-hoc test). FC: 

fold change. 

 

5. 腫瘍組織内および血漿の ROS に対する高用量 VC の効果 

腫瘍組織内および血漿の両方の ROS レベルは、Colon 26 群では、対照群と比較して増加

したが、Colon 26 + 高用量 VC 併用では、有意に減少された (Fig. 13) 。 
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Fig 13.  Effect of VC administration on the lower limb tumor tissues levels of ROS, and 

on plasma levels of ROS. Data are presented as mean ± S.D. (n = 6 / group). * p < 0.05 

(Tukey’s post-hoc test). 

 

第 4 節 考察  

 p53 は、腫瘍抑制の転写因子であり、がん遺伝子の多様なストレスによって活性化するこ

とにより、下流遺伝子の発現を調節することが知られている 77)。さらに、細胞周期の停止

やアポトーシス誘導などがコントロールされることにより、がん抑制機能を発揮すること

が知られている 78,79)。最近の研究では、p53 が α (Ⅱ) コラーゲンプロリル-4-ヒドロキシラ

ーゼ遺伝子の転写を活性化することにより血管新生を抑制することが示唆されている 61)。

これにより XVIII および IV 型コラーゲンに由来する強力な内因性血管新生阻害物質であ

るエンドスタチンおよびタムスタチンを細胞外に放出させる。これらの阻害物質が血管新

生経路を抑制し、抗がん作用を示す 61,64)。Colon 26 を異種移植したマウスで腫瘍が観察さ

れた(Fig. 9A)。高用量 VC を併用したマウスでは、腫瘍の増殖が抑制され (Fig. 9B) 、p53

とエンドスタチンの発現レベルが増加した (Fig. 10A, B) 。さらに、VEGFA と VEGFD の

レベルは、高用量 VC 併用群で減少した (Fig. 11) 。エンドスタチンは VEGF の作用を阻

害することが示唆されていることから、VC が p53 / エンドスタチン / HIF-1α / VEGF 経
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路に関与している可能性が示唆された。一方で、VC はコラーゲンの産生と維持に関与して

おり、p53 を介して作用することなく XVIII 型コラーゲンに直接作用することも考えられ

る。 

 VC は、HIF-1α を介して VEGF の発現を阻害することも報告されている 80)。HIF-1α は、

酸素依存性酵素である PHD によって水酸化されるが、低酸素下の HIF-1 は、安定化して

転写活性化因子を産生する 71,72)。その後 VEGF が分泌され、内皮細胞が増殖し新しい血管

が形成される。酸素濃度の変化は ROS にも影響する。本来、細胞内における ROS は、抗

酸化作用を示す。しかし、ROS が過剰に生成した状態においては、酸化作用を示し酸化ス

トレスを引き起こす。 ROS レベルの増加は、低酸素症および再酸素化中の HIF 安定化に

関与することも報告されている 81)。Colon 26 異種移植したマウスでは、HIF-1α と ROS の

両方のレベルが増加したが、高用量 VC によって両方が減少された (Fig. 12, 13) 。このこ

とから、高用量 VC による ROS の減少が血管新生の抑制に関与していることが示唆された。 

 

第 5 節 小括 

高用量 VC は、VEGF の作用を阻害するエンドスタチンを増加させることにより、血管

新生の抑制に関与することが示された。さらに、VEGF の転写亢進因子における HIF-1α は、

高用量 VC により抑制された。HIF-1α を安定化させる PHD は、VC により ROS が減少す

ることで、HIF-1α の安定化をもたらし、血管新生の抑制に繋がったと考えられる (Fig. 14) 。 

このことから、本章では、結腸がん誘発マウスにおける高用量 VC は、腫瘍の増殖を抑制

し、血管新生を抑制することも抗腫瘍効果に関与していることが示された。 
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Fig. 14  高用量 VC が p53、エンドスタチン、ROS、HIF-1α、VEGF に作用し血管新生の

抑制に関与する仕組み (Magenta color は、実験結果より得られたエビデンス)  
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第 3 章 

イリノテカン塩酸塩水和物による乾燥皮膚発現に対する 

高用量ビタミン C の有用性 

 

第 1 節 緒言 

正常細胞のがん化は、生活習慣に起因し、発がん因子のばく露を受け、遺伝子に変異が起

こることにより生じる。がん化した細胞は、細胞増殖が正常に制御できなくなり無秩序に増

殖する。細胞増殖には、DNA 複製が必要であり DNA 複製が正常に進行するためには、DNA

超らせん構造の解消や再形成をすることが必要である。この DNA の超らせん構造の制御に

関わる酵素にトポイソメラーゼがあり、Ⅰ型とⅡ型のタイプがある。トポイソメラーゼⅠは、

超らせん構造をとる 2 本鎖 DNA の一方の鎖を切断し、切断 (ニック) 部分に他方の鎖を通

過させてねじれを取る。その後 DNA がより戻された後、1 本鎖の DNA ニック部が再結合

される。イリノテカン塩酸塩水和物 (CPT-11) はトポイソメラーゼⅠ阻害薬であり、超らせ

ん構造の DNA 酵素複合体に結合し、再結合を阻害することで抗腫瘍効果を示す 82,83)。 

CPT-11 は、ヌマミズキ科キジュに含まれるカンプトテシンをリード化合物として開発さ

れたプロドラッグ型の抗がん薬である。CPT-11 は、細胞内で加水分解されて活性代謝物で

ある 7-エチル-10-ヒドロキシカンプトテシン (SN-38) に変換される。SN-38 は肝臓でグル

クロン酸 (Glu) 抱合を受け、SN-38-Glu となり胆汁経由にて腸管内に移行する。日常臨床

において CPT-11 は、肺がん、卵巣がん、胃がん、大腸がん、乳がんなどに広く使用されて

いる。2018 年における本邦での大腸がんの罹患者数は、男性 3 位、女性 2 位と増え続けて

いると共に 84)、CPT-11 の使用頻度も増加しており、大腸がんの代表的なレジメンである

FOLFIRI 療法に、CPT-11 が使用されている。CPT-11 の用量規制因子 (Dose Limiting 

Factor) は、白血球減少と下痢である 85,86)。さらに CPT-11 は、脱毛や乾燥皮膚の薬物有害
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事象を引き起こすことが知られている 87,88)。CPT-11 による皮膚障害は、出現頻度が高いも

のの、重篤性の低いことが特徴的であり、数日で完治せず慢性的に症状が持続するため、患

者の生活の質 (QOL) に大きな影響を及ぼす。また場合によっては、がん治療に対する意欲

が低下し、治療が中止に至る場合も多いとされているが、CPT-11 による乾燥皮膚発現に対

する研究は、ほとんどおこなわれていないのが現状である。 

乾燥皮膚は、生体内の炎症、薬剤誘発性による腸管の炎症、外部環境の変化など、多様な

要因が重なり皮膚バリア機能が脆弱になった結果、角層の水分保持ができず、角層からの水

分喪失量が上昇することで引き起こされる 89)。さらに、乾燥皮膚は、表皮における皮脂の

欠乏や真皮に存在するヒアルロン酸やコラーゲンの減少により引き起こされるが 37)、コラ

ーゲンの合成には、VC が必要不可欠である。 

コラーゲン合成における VC の役割は、プロリンやリシンを水酸化する酵素の補因子で

あり 90)、3 本のコラーゲン繊維が重合されなければ結合組織の形成が障害され、皮膚の脆弱

化や骨形成の異常が起こる 91)。さらに、VC は、抗酸化作用を有しており 92)、先行研究にお

いて、高用量 VC と CPT-11 の併用投与により大腸がんが改善した際、VC による ROS の

減少および I 型コラーゲンの増加がみられた 15)。しかし、高用量 VC における抗がん薬と

の併用に伴う薬物有害事象への有用性は明らかではない。 

そこで本章では、CPT-11 が乾燥皮膚を誘発するメカニズムおよび高用量 VC の投与が乾

燥皮膚に如何に有効であるかについて検討した。 

 

第 2 節 実験方法 

1. 実験動物 

本研究は、雄性のヘアレスマウス (HR-1 ; 7 週齢) を日本エスエルシー株式会社から購入

して行った。このマウスは、Second hair cycle の異常により、4 週齢頃から毛が完全に抜け

落ち、剃毛の必要がなく、皮膚に関する研究に広く用いられている。購入したマウスは、第
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1 章と同条件で 1 週間の馴化期間を設けた。その後、マウスの体重が均等になるように分

け、対照群、高用量 VC 投与群、CPT-11 投与群、高用量 VC + CPT-11 併用群の 4 グルー

プに割り当てた (n = 5 / グループ) 。すべての動物実験は、鈴鹿医療科学大学動物実験指針 

(承認番号:第 34 号) に従って実施した。 

 

2. 試薬の投与 

 VC (Fuso Pharmaceutical Industries Ltd.) は、100 mg/dayを蒸留水で希釈し、経口投

与した15)。CPT-11 (Daiichi Sankyo Healthcare Co., Ltd., Tokyo, Japan) は、60 mg/kg/day

を蒸留水で希釈し、腹腔内投与した12)。各溶液は、0.2 mLで1日1回、4日間連続投与した。 

 

3. 経表皮水分喪失量の測定 

試薬投与開始から 5 日目にペントバルビタールを第 1 章と同様の方法でマウスを麻酔し

た後、背部皮膚の経表皮水分喪失量 (Transepidermal water loss: TEWL)を測定するため

に Tewameter® TM300 (Courage + Khazaka Electronic GmbH, Cologne, Germany) を使

用した 93)。TEWL は皮膚から時間あたりに体外喪失する水分の測定値であり、皮膚バリア

機能を反映している。測定値は、測定開始後およそ 10 秒経過後、数値が安定した状態で読

み取り、3 回測定による平均値で算出した。 

 

4. 血漿中 ROS レベル測定 

TEWL を測定後、心臓から 1 mL の血液を採取し 4°C、3,000 × g で 10 分間遠心分離し、

上清部分 (血漿) を測定に用いた。ROS レベルは、市販の OxyselectTM in vitro ROS / RNS

測定キット (STA-347; Cell biolabs, Inc.) を使用し、マイクロプレートリーダーにて励起

480 nm / 蛍光 530 nm の波長で測定した。 
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5. 皮膚組織染色 

血液採取後、縦1.5 cm × 横0.8 cm四方の背部皮膚サンプルとして採取した。背部皮膚サ

ンプルは、パラホルムアルデヒド溶液 (4%, Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) にて固

定した。固定した皮膚組織はTissue-Tek® optimum cutting temperature Compound 

(Sakura Finetek) を用いて凍結包埋し、5 μmの厚さでミクロトーム (Leica Biosystems) 

にて薄切を行った。薄切した切片はヘマトキシリン・エオジン (HE)  によって染色した後、

光学顕微鏡にて組織学的評価を行い、無作為に抽出した10枚の画像により表皮から皮下組

織に至るまでの厚さを測定した。アポトーシスは、アポトーシス検出キット (Takara 

Biomedicals) を用いて評価した。アポトーシス検出は、組織学的な局在や個々の細胞の検

出を可能にするTUNEL法を用いて行い、蛍光顕微鏡で観察した。TUNEL陽性細胞の数は、

画像処理ソフトウェアImage Jを用いて計測し、無作為に3か所のエリアを抽出し、単位面

積 (mm2) あたりのTUNEL陽性細胞数の平均値を算出した。 

 

6. ウエスタンブロッティングによる検出 

 採取した背部の皮膚組織100 mgを氷上にて剪刀で細かく刻んだのち、第1章と同様の方法

でウエスタンブロッティングによる検出を行った。1次抗体として線維芽細胞特異的マーカ

ーであるS100A4 (1:1000; RB-1804-A0, Thermo Fisher Scientific) 、 I型コラーゲン 

(1:1000; 234,167, Millipore, Billerica, MA, USA) 、cleaved caspase-3 (カスパーゼ3) 

(1:1000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) 、cleaved caspase-9 (カスパー

ゼ9) (1:1000; Cell Signaling Technology) 、ローディングコントロールとしてのβ-アクチン 

(1:5000; Sigma-Aldrich Corp.) をそれぞれ反応させたのち、horseradish peroxidaseで標識

された2次抗体 (1:1000; Novex, Frederick, MD, USA) を25°Cで1時間反応させた。免疫複

合体は、化学発光試薬であるイムノスターゼータ (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) 

で反応させたのちに、画像をMulti-Gauge Software Program (FUJIFILM, Greenwood) で
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取得した。 

 

7. 統計分析 

 全てのデータは平均値±SD 値で示した。結果は、Microsoft Excel 2010 ソフトウェア 

(Microsoft Corp.) を使用し分析した。各群間の統計的有意性は、Tukey-Kramer test によ

って測定した。危険率が 5%未満の場合を統計学的に有意と判断した。統計解析は SPSS 

version 20 software (SPSS, Inc.) にて実施した。 

 

第 3 節 結果 

1. マウスの皮膚状態の変化に対する高用量 VC の効果 

背部皮膚の TEWL を測定して、乾燥皮膚を評価した。CPT-11 投与群で TEWL が大幅に

上昇した。残りの 3 グループには変化が見られなかった (Fig. 15A) 。一方、皮膚の支持組

織である I 型コラーゲンの発現は、CPT-11 投与群で著しく低下したが、高用量 VC + CPT-

11 併用群における I 型コラーゲンの発現は、対照群および高用量 VC 投与群と同程度であ

った (Fig. 15B) 。さらに、皮膚の切片を HE 染色し、表皮から皮下組織に至るまでの厚さ

を評価した。CPT-11 投与群では、皮膚の厚さが縮小したが、高用量 VC + CPT-11 併用群の

皮膚の厚さは、対照群と高用量 VC 投与群に比べて差はなかった (Fig. 15C) 。 

 



 

34 
 

 

Fig.15  Effects of high-dose vitamin C administration on irinotecan-induced skin 

dryness. TEWL (A), the expression of collagen type I in the skin (B), and skin thickness 

(C). Values are presented as the mean ± SD values of five animals. *P < 0.05. Scale bar 

= 100 μm. FC: fold change. 

 

2．TUNEL 陽性細胞の発現に対する高用量 VC の効果 

TUNEL 反応は、アポトーシスにより生成された DNA 鎖-分解物を優先的に標識する。

TUNEL 陽性細胞の数は、CPT-11 投与群で著しく増加した。ただし、対照群、高用量 VC

投与群、高用量 VC + CPT-11 併用群のグループ間で数に違いがなかった (Fig. 16) 。 

 

Fig. 16  Effects of high-dose vitamin C administration on TUNEL-positive cells. 

Values are presented as the mean ± SD values of five animals. *P < 0.05. Scale bar = 

100 μm. 
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3. アポトーシスの発現におけるカスパーゼ 3、カスパーゼ 9 および線維芽細胞に対する高

用量 VC の効果 

CPT-11 投与により、正常細胞が影響を受け、アポトーシスの誘導を引き起こすため、ア

ポトーシスと線維芽細胞に関連するカスパーゼを測定した。カスパーゼは、プロカスパーゼ

と活性化カスパーゼが含まれる。プロカスパーゼ型は常に細胞内に存在し、そのレベルはア

ポトーシスとは関連しない。本研究では、活性化カスパーゼ 3 および 9 の発現を確認した。

カスパーゼ 3 およびカスパーゼ 9 のレベルは、CPT-11 投与群で最も増加した。高用量 VC 

+ CPT-11 併用群のレベルは、CPT-11 投与群のレベルよりも有意に低かったが、対照群お

よび高用量 VC 投与群のレベルよりも高かった (Fig. 17A, B) 。一方、皮膚の線維芽細胞の

数は、CPT-11 投与群では減少したが、残りの 3 グループは、同程度であった (Fig. 17C) 。 

 

Fig. 17  Effects of high-dose vitamin C administration on caspase-3 (A), caspase-9 (B), 

and fibroblasts (C) in the skin. Values are presented as the mean ± SD values of five 

animals. *P < 0.05. FC: fold change. 
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4. 血漿中の ROS レベルの解析 

活性化カスパーゼは、ミトコンドリアで ROS の生産を引き起こす 94)。CPT-11 投与群は、

ROS レベルは著しく増加した。高用量 VC + CPT-11 併用群の ROS レベルは、CPT-11 投

与群よりも減少したが、対照群と高用量 VC 投与群よりも増加した (Fig. 18) 。 

 

 
Fig 18  Effects of high-dose vitamin C administration on skin levels of ROS in the 

mice. Values are presented as the mean ± SD values of five animals. *P < 0.05. 

 

第 4 節 考察 

 本研究では、CPT-11 の投与により TEWL の上昇 (Fig. 15A) 、I 型コラーゲンの発現の

減少 (Fig. 15B) 、皮膚の厚さの減少 (Fig. 15C) が認められ、乾燥皮膚が誘発された。これ

らのレベルは、高用量 VC の投与後に対照群のレベルに近づき、乾燥皮膚以前の状態に近づ

いたことが示唆された。さらに CPT-11 の投与により、TUNEL 陽性細胞、カスパーゼ 3、

カスパーゼ 9、および ROS レベルが増加され (Fig. 16, Fig. 17A, B, Fig 18) 、線維芽細胞

の数が減少しアポトーシスの誘導が観察された (Fig. 17C) 。一方、高用量 VC は、これら

のパラメーターを改善させた。 

抗がん薬は、がん細胞だけでなく正常細胞にも影響を及ぼし、アポトーシスが誘導され最

終的に細胞を破壊する 95-98)。抗がん薬による細胞死のシグナルは、アポトーシス促進タン
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パク質である BcL-2 結合Ⅹタンパク質 (BAX) を活性化させる 99)。BAX は、ミトコンドリ

アへ移動し、ミトコンドリアの膜よりシトクロム C を放出させる。シトクロム C はアポト

ーシスプロテアーゼ活性化因子と結合してカスパーゼ 9 がカスパーゼ 3 を活性化させ、そ

れにより DNA 断片化とアポトーシスを誘導することが示唆されている 95-98,100)。さらに、

抗がん薬におけるアポトーシスの誘導過程において ROS の生成が報告されている 101-104)。

本研究においても CPT-11 投与後、ROS やカスパーゼ 3 およびカスパーゼ 9 は増加し、線

維芽細胞のアポトーシスが誘導された可能性がある。線維芽細胞は、皮膚の脆弱性の増強や

損傷により、コラーゲンなどの細胞外マトリックスの産生を始める結合組織由来の細胞で

ある。そのため、線維芽細胞が減少したことで、I 型コラーゲンも減少したと考えられた。 

VC は、ROS が減少することで、抗酸化作用を示す 105)。高用量 VC は、ROS の生成を

減少することで、CPT-11 における線維芽細胞のアポトーシス誘導を抑制した。さらに、

線維芽細胞の減少を抑えることにより、I 型コラーゲンの減少も抑えることが示唆され

た。したがって、高用量 VC は、抗がん薬における乾燥皮膚に有効であることが考えられ

た。 

第 5 節 小括 

 CPT-11 投与は、乾燥皮膚を引き起こすことが示され、ミトコンドリアへの損傷と ROS

の生成によって、線維芽細胞のアポトーシスによる細胞破壊が原因であることが示唆され

た。さらに高用量 VC の経口投与は、CPT-11 によって生じるアポトーシスの誘導および

ROS 生成を減少させた (Fig. 19) 。 

本章の結果から、高用量 VC は、CPT-11 による乾燥皮膚発現の抑制効果があることが示

唆された。 
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Fig. 19  CPT-11の乾燥皮膚発現における高用量VCの薬物有害事象軽減効果に関わる仕組

み 
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結論 

 

本論文では、がん治療における ROS に対する高用量 VC の抗腫瘍効果と薬物有害事象軽

減効果について着目した。高用量 VC における抗腫瘍効果は、ROS の関与が示唆されてい

るが、各組織やがん細胞の増殖における高用量 VC のメカニズムについては明らかではな

い。さらに、抗がん薬と高用量 VC の併用による、薬物有害事象軽減効果は不明である。そ

こで本論文では、がん治療における ROS に対する高用量 VC の効果に関するメカニズムを

検討した。 

 第 1 章では、MM 誘発マウスにおける高用量 VC は、臓器特異的作用を示し、卵巣にお

ける MM の浸潤と増殖を抑制させた。さらに、卵巣の好中球数を増加させ、好中球から生

成された ROS の貧食作用により細胞のアポトーシスを促進させた。本章において、好中球

における gp91phox対して高用量 VC が作用することで ROS が生成され、MM のアポトーシ

スに関与していることが示された (Fig. 8) 。第 2 章では、結腸がん誘発マウスにおける高

用量 VC は、ROS が減少することで、HIF-1α の安定化をもたらした。さらに、高用量 VC

は、VEGF の作用を阻害するエンドスタチンを増加させることにより、血管新生の抑制に

関与することが示された。これらの結果から、高用量 VC は、腫瘍の増殖を抑制し、血管新

生を抑制することも抗腫瘍効果に関与していることが示された (Fig. 14) 。第 3 章では、

CPT-11 の薬物有害事象による乾燥皮膚発現に対する高用量 VC の有用性を確認した。CPT-

11 投与は、乾燥皮膚を引き起こすことが示され、ミトコンドリアへの損傷と ROS の生成に

よって、線維芽細胞のアポトーシスによる細胞破壊が原因とあることが示唆された。さらに

高用量 VC の経口投与は、CPT-11 によって生じるアポトーシスの誘導および ROS 生成を

減少させることを明らかにした (Fig. 19) 。 

以上のことから、高用量 VC における抗腫瘍効果は、卵巣の好中球における gp91 に対し

て高用量 VC が作用することで ROS が生成し、プロオキシダント作用によってがん細胞に
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選択的に効果を示した。さらに、血管新生における高用量 VC は、VC の抗酸化作用によっ

て ROS が減少し、VEGF の作用が阻害されることで、腫瘍の縮小に繋がった。これらのこ

とからも、高濃度 VC は、プロオキシダント作用や抗酸化作用により抗腫瘍効果を示すこと

が示唆された (Fig. 20) 。さらに、高用量 VC は、ROS の減少効果を示すことで、CPT-11

投与後の乾燥皮膚発現を抑制した (Fig. 19) 。 

高用量 VC 療法は、すでに行われている治療法であるが、未だにエビデンスが乏しいとさ

れている。本論文での成果は、今後の高用量 VC 療法が確固たる治療法になるための新たな

可能性を拓く重要な知見であると考える。 

 

 

Fig. 20  高用量 VC におけるプロオキシダント作用や抗酸化作用により抗腫瘍効果を示す

仕組み 
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Abstract 
 

Effect of vitamin C on tissue reactive oxygen species  
in cancer treatment 

 

Introduction  

Many novel cancer chemotherapies are being developed based on the cancer stage. Here, 

we focused on vitamin C (VC), which is an important factor for biological components. 

VC has an antioxidant effect to remove reactive oxygen species (ROS) and is also known 

to generate ROS in the presence of ferrous iron and to act as a pro-oxidant [1]. The use 

of VC in cancer treatment is suggested to require high concentrations in plasma [2]. 

Furthermore, ROS is considered to be involved in the antitumor effect of VC [1,3]. 

Previous research has also suggested the involvement of ROS and neutrophils in the 

antitumor effects from the combined use of anticancer drugs and high-dose VC [4]. 

However, the mechanism by which VC regulates ROS in the growth of tissues and cancer 

cells remains unclear. Furthermore, it is unclear whether the combined use of anticancer 

drugs and high-dose VC can reduce adverse drug events. In this study, therefore, we 

confirmed the antitumor effect and drug adverse event mitigation effect of high-dose VC 

in cancer treatment, and to examine the underlying mechanism of these effects. 

 

Chapter 1: Effect of high-dose vitamin C on melanoma induced mice －The organ-

specific effects and involvement of reactive oxygen species－ 

 In this chapter, we examined the effect of high-dose VC on melanoma (MM) in each 

organ (lung, liver, small intestine, and ovary). We also examined whether ROS and 

neutrophils were involved in the effects of high-dose VC treatment. Using female mice 

(C57BL / 6 J; 7w old), the dihydroxyphenylalanine (DOPA)-positive cells and 

glycoprotein100 (gp100), were measured to confirm the expression of MM. Since VC is 

also known to stimulate neutrophil production and function, neutrophil and macrophage 

inflammatory protein-2 (MIP-2) cells were measured. When changes were observed in 

neutrophils, the amount of VC in the tissue as well as in the tissue neutrophils were 

measured. The amount of iron and hydrogen peroxide (H2O2) in the tissue were also 

measured. TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL)-positive cells were examined 

to confirm apoptosis in tissues. In addition, gp91phox knockout mice were used to verify 

the effect of neutrophils. As a result, the number of DOPA-positive cells and gp100-

positive MM cells in the ovary increased substantially in the MM-administered group 

and decreased compared to the high-dose VC combination group. In addition, neutrophil 
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counts and MIP-2 levels in the ovaries were higher in the high-dose VC combination 

group. No significant difference was observed in the lungs, liver, and small intestine, so 

we focused on the ovaries. Intraovarian and neutrophil VC concentrations were lower in 

the MM group than in the high-dose VC group, but higher in the high-dose VC 

combination group. Concentrations of H2O2 and iron in the ovary were higher in the 

high-dose VC combination group than in the MM-administered group. The number of 

TUNEL-positive cells in the ovaries showed similar results. In contrast, the number of 

DOPA-positive cells and gp100-positive MM cells in the ovaries of gp91phox knockout mice 

increased between the MM-administered group and the high-dose VC combination group, 

but did not change significantly between these groups. Similarly, the number of 

neutrophils was not significantly different between the MM-treated and high-dose VC 

combination groups. From these results, high-dose VC showed an organ-specific effect 

and suppressed MM infiltration and proliferation in the ovary. High-dose VC 

administration promoted apoptosis of cancer cells by increasing the number of 

neutrophils in the ovary compared to other organs. Neutrophil gp91phox is thought to play 

an important role in the suppression of cancer cells.  

 

Chapter 2: Effect of high-dose vitamin C on angiogenesis in colon cancer induced mice  

In this chapter, we examined the effect of high-dose VC on angiogenesis using mice 

xenografted with Colon 26 tumor cells. Male mice (BALB/c; 5w old) were xenografted 

with Colon 26 and tumors were observed. In addition, tumor tissue p53 and endostatin 

levels were measured. Since endostatin has been reported to suppress vascular 

endothelial growth factor (VEGF) [5], we also investigated VEGF and hypoxia inducible 

factor -1α (HIF-1α), a transcription factor for VEGF. We also measured ROS. Tumors 

were observed in mice xenografted with Colon 26 tumor cells. Tumor volume after high-

dose VC administration was reduced by 28% compared to that in the Colon 26 group, 

indicating suppressed tumor growth. p53 and endostatin levels were substantially 

increased in the Colon 26 group compared to the control group, and they were further 

increased in the high-dose VC combination group compared to the Colon 26 group. Tumor 

tissue expression levels of VEGF subtypes, VEGFA and VEGFD, were significantly 

increased in the Colon 26 group compared to the control group, but decreased in the high-

dose VC combination group compared to the Colon 26 group. Similar results were 

obtained for HIF-1α and ROS levels. Thus, VC is considered to be involved in the 

suppression of angiogenesis by increasing endostatin, which inhibits the action of VEGF. 

VC also suppressed HIF-1α and ROS levels. It was concluded that the decrease in ROS 

caused by VC stabilizes HIF-1α, leading to the inhibition of angiogenesis.  
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Chapter 3: Usefulness of high-dose vitamin C on dry skin caused by irinotecan 

hydrochloride hydrate  

In this chapter, we investigated the mechanism by which irinotecan hydrochloride 

hydrate (CPT-11) induces dry skin and how high-dose VC administration is effective for 

dry skin. Transepidermal water loss (TEWL), skin thickness and type I collagen were 

used to assess dry skin after CPT-11 administration using male hairless mice (HR-1; 7w 

old) Collagen expression was measured. In addition, caspases, fibroblasts, TUNEL-

positive cells, and ROS, which are thought to induce apoptosis in normal cells, were 

measured. Administration of CPT-11 increased TEWL, decreased skin thickness, and 

decreased the expression of type I collagen, and induced dry skin. In addition, 

administration of CPT-11 increased ROS, caspase 3 and caspase 9 levels, TUNEL-

positive cells, reduced the number of fibroblasts, and induced apoptosis. In contrast, 

high-dose VC administration improved these parameters. It has been suggested that 

mitochondria activate caspases and induce DNA fragmentation and apoptosis in 

response to cell death signaling triggered by anticancer drugs. This suggests that dry 

skin caused by CPT-11 is caused by cell destruction due to apoptosis of fibroblasts due to 

mitochondrial damage and ROS generation. Administration of higher doses of VC 

suppressed the induction of apoptosis and ROS production caused by CPT-11.  

 

Conclusion 

Based on the abovementioned results, high-dose VC suppressed MM infiltration and 

proliferation in the ovary. Furthermore, ROS produced by neutrophil gp91phox upon 

treatment with high-dose VC was shown to act directly on cancer cells to induce 

apoptosis. Furthermore, high-dose VC was found to suppress ROS as well as 

angiogenesis and to exhibit an antitumor effect in colon cancer. In addition, high-doses 

of VC inhibited the production of ROS in anticancer drug-induced dry skin after CPT-11 

administration. 

Overall, these results provide important insights into new possibilities in the future 

development of high-dose VC therapy. 
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