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１． 背景 目的 

ビタミン C（アスコルビン酸）は抗酸化剤と言われ

るが、その存在は未だに謎にみている。本実験では、

アスコルビン酸（AA）によって細胞死と活性酸素量

の相関関係を検証した。アスコルビン酸 1μＭ、３μ

Ｍ、１０μＭ、３０μＭ、１００μＭの濃度で実験を行

った。活性酸素量は蛍光色素のＤＣＦで定量し、

spark１０Ｍマイクロプレートリーダーで計測した。

細胞死はＭＴＴで染色し、分光光度計で吸光度を

測り、細胞の死亡率を計算した。 

アスコルビン酸は抗酸化剤として用いられる。

エンジオール基を持つ、酸化剤の作用より、プロト

ンを２個放出してデヒドロアスコルビン酸に変わ

る。高濃度のアスコルビン酸（AA）は抗酸化剤であ

るが、高濃度の AA はがん細胞に強い毒性がある。

ガン治療は高濃度の AA 点滴がある。AA の高濃度

点滴とは、日常で摂取できない濃度の AA を直接血

管に点滴で投与すること。 

今まで高濃度の AAの作用については明瞭したが、

血中濃度より遥かに低い濃度の AAと血中濃度付近

濃度の AA 作用はまだ明らかになっていない。この

ため、本実験では血中濃度より遥かに低い濃度の

AA に活性酸素と細胞死の抑制効果があるのか検討

した。 

２．実験方法 

2.1 活性酸素量の測定 

24well プレートに細胞をまき、CO₂インキュベータ

ーに一時間定着する。培養液を吸い取り、各 well

に培養液と DCF を入れ、A と C は PBS 緩衝液を入

れる。ＢとＤはアスコルビン酸を入れる。Spark10M

に準備した H₂O₂、PBS、24well プレートをセットし

て、吸光度測定する。30 分から Spark10M は A と B

に PBS を添加し、C とＤに H₂O₂を添加する。spark

１０Ｍマイクロプレートリーダーで 180 分を測定する。

測定をしたら、excel でデータを処理する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 24well プレート 

2.2 細胞死の測定 

24well プレートに細胞をまき、左側 12 個 well

に PBS 緩衝液を入れる。右側 12 個 well にアスコ

ルビン酸溶液を入れる。A、B、C、D に 0μM 、20

μM、50μM、100μM の H₂O₂を添加する。CO₂インキ

ュベーターに 24 時間培養する。 

二日目は培養液を吸い取り、0.5ｍL の MTT 溶液

を入れ、CO₂インキュベーターに 2 時間培養する。

1ｍL の MTT buffers を各 well に添加する、CO₂イ

ンキュベーターに 24 時間培養する。 

 三日目は各 wellをピペットマンでピペッティン

グする、吸光度測定 well に分注する。吸光光度計



に吸光度測定し、excel でデータを処理する。 

 

３．結果と考察 

アスコルビン酸 1μＭ、３μＭ、１０μＭ、３０

μＭ、１００μＭの濃度には活性酸素を抑制した、

ベースラインさえ抑制効果があった。AA は活性酸

素の量を抑制するにも、細胞死の抑制効果は全く

見られなかった。 

 

図 2アスコルビン酸 100μMの活性酸素対する効

果 

 

 

図３アスコルビン酸 100μMの活性酸素対する効

果 

図２から見ると、100μM のアスコルビン酸は活

性酸素量をベースライン以下に抑制したが、細胞

の生存率は予想通りになっていなかった。逆に細

胞死を促進効果があると考える。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 細胞死抑制と活性酸素量抑制の相関図 

図 4 から見ると、上の線は想定している細胞死抑

制と活性酸素量抑制の相関関係ですが、実際の結

果は下の線になっている。 

アスコルビン酸 1μＭ、３μＭ、１０μＭ、３

０μＭ、１００μＭの濃度には活性酸素を抑制し

た、特に 30μＭ、１００μＭはほぼ 100％の活性

酸素量を抑制した。しかも、細胞の生存率は全然

伸びていなかった、むしろ細胞死を促進してい

る。 

 

4．今後の展望 

今後はアスコルビン酸以外の試薬を使って、細

胞死と活性酸素量の機序を解明するよう研究を進

める。 

 本提案では細胞レベルで老化を防ぐ、言い換え

るとアンチエイジングを期待している。 

 

 

 

 

 

 

 


