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1．緒言  

 

アスコルビン酸（ a sc o r b i c  a c i d  :  A sA 図 1）は，ラクトン構造を持つ水溶性ビタ

ミンの一種であり ，ヒトの健康にとって極めて重要な栄養素である． A sA は，体

内で強い抗酸化物質として働く 1 )ほか，コラーゲン線維の構築 2 )やコレステロー

ルなどの脂質代謝 3 )，アドレナリンなどカテコールアミンの合成に重要な酵素を

助ける補因子としての働きがある 4 )．さらに，鉄の吸収促進，ビタミン E の再生

にも関わって おり 5 )，その生理作用は多岐にわたる．  

ラ ット やマウ ス をはじ め多 くの生 物では， A sA は肝 臓に おい て生 合成さ れる ．

しかし，ヒトやサル，モルモットなどの限られた生物 では， A sA を体内で合成す

ることができない ．それは， A sA はグルコースからいくつかの化学反応を経て合

成されるが，この反応経路の末端に位置する酵素 L ‐グロノ ‐ γ ‐ラクトンオキシダー

ゼ（ G L O）遺伝子 がヒトでは変異している 6 ⁾ためである ．従って，毎日の食事か

ら必須栄養素として A sA を補給する必要がある．事実，A sA を一ヶ月間摂取しな

いと，体内貯蔵量が徐々に失われ ，血漿中濃度が  1 0  m o l / L 以下になると壊血病

のような欠乏症が発症する 7 )．日本人の成人における A s A の推定平均必要量（ 83 . 4  

m g /日）は，生活習慣病の一次予防の観点から心臓血管系の疾病予防効果ならびに

有効な抗酸化作用を指標として設定されている 8 )．しかし ， 2 0 1 9 年の国民健康・

栄養調査によると ， 1～ 4 9 歳の一日当たりの A sA 摂取量 の平均値はこの推定平均

必要量を満たしていない 9 )．また，特に高齢者では，成人に対し A sA の要求量が

成人よりも高い可能性が 示唆されている 1 0 )．従っていかに十分量の A s A を摂取

させるかは，健康維持 の促進のために非常に重要な課題の一つ である．  

体内に摂取された A s A の大部分は 小腸から吸収され ，次いで肝臓に送られ，更

に血液を介して組織・臓器に輸送され る．小腸での吸収は ，小腸上皮細胞 で発現

している A sA トランスポーターの一つであるナトリウム依存性ビタミン C 輸送

体 S o d i u m - d e p en d e n t  Vi t a m i n  C  Tr a n s p o r t e r（ S V C T）を介して 行われる 1 1 )．また

S V C T は腎臓の近位尿細管で A sA の再吸収 も行う 1 2 )．ヒトの小腸 での A sA の吸

収率は，摂取量が 20 0  m g /日程度までは 9 0％であるが， 1  g /日以上になると 50％

以下となることがわかっており 1 3 )，A sA の体外排泄を検討した先行研究によると

1  g /日以上を摂取する意味はないことが明らかとなっている 1 3 - 1 5 )．つまり， A s A

を大量に摂取した場合 には，尿中にかなり 排泄されるため ，組織に蓄積される量

はそれほど多くないことが明らかになっている ．従って，体内 A sA 含量を増加さ

せるためには ，摂取量を増やすだけでなく ，吸収能を 促進させることが重要であ

ると考えられる．しかし，中性脂肪の多い食材と一緒に摂取することで吸収増強

が見込める脂溶性ビタミンに対し ，水溶性ビタミンに関しては ，吸収を促進させ

る方法に関する報告はほとんど無いのが現状である ．  

リンゴ (バラ科リンゴ属 ,  M a l u s  do m e s t i c a  B o r k h . )は果物類の一種であり，世界的

に最も栽培量および消費量が多い果物の一つである ．食物繊維やペクチン ，ポリ



 

 

図１  アスコルビン酸の構造式．   
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フェノールなど多くの機能性を持つ成分を含有し ，それらの成分による健康増進

効果は古くから注目を集めてきた 1 6 ）．日本食品標準成分表 2 0 15 年版（七訂）に

よると，リンゴの A s A 含有量は 4  m g / 1 00  g となっている ．温州ミカン（ 3 5  m g）

やバナナ（ 1 6  m g）など，他の果実と比較すると 非常に少なく ，A sA の供給源とし

て優れていないと考えられてきた ．一方で ，リンゴ含有飼料を摂取させたラット

やモルモットにおいて ，血液中，肝臓や副腎の A sA の濃度が高値を示した報告 1 7 )

がなされた．従って，リンゴの摂取は，生体内における A sA の蓄積を促進してい

る 可能性 が期 待される ．しか し， A sA の 体内へ の蓄 積が吸収 増強に よる ものか，

あるいは排泄抑制 によるものかなどの 機構の詳細な解析は全く行われていないの

が現状である ．  

以上の背景から，本研究では ，リンゴの代替品としてリンゴ果汁（ A p p l e  j u i c e  :  

A J）を用い， A J 摂取により A sA の体内 蓄積が促進するのか，またその機構はど

の様になっているのか，その詳細を解析した．具体的には 第一に， A s A 合成能欠

如モデルラット に A J を摂取させ，ラット の血漿及び尿中の A sA 濃度，並びに組

織中の A sA 蓄積量を定量化して，A sA の吸収促進効果の有無を解析した．第二に，  

A J 摂取がラット小腸の A s A 輸送体 SV C T 1 タンパク質の発現を促進し，その結果，

A sA の吸収を促進するのか否かを解析した．そして上記 i n  v i v o の系の結果が i n  

v i t ro の系でも再現されるか，評価系として C a c o - 2  細胞を用いて，A J による A s A

透過性， SV C T 1 タンパク質発現量の変動を同様に解析した．  
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２．実験材料及び実験方法  

 

（ 1）試薬  

A sA は食品添加物グレードのものを 富士フイルム和光純薬株式会社（大阪）か

ら購入し，ペントバルビタールはナカライテスク（京都）から購入した ． S V C T 1

抗体はコスモ・バイオ株式会社（東京）またはアブカム株式会社（ U S A），G A PD H

抗体はアブカム株式会社（ U SA）から購入した．D u l b e c c o ’ s  M o d i f i e d  E ag l e  M e d i um  

( D M E M )，牛胎児血清  ( F B S )， H a n k ’s  B a l a n c e d  S a l t  S o l u t i o n  ( H B SS )及び  Tr y p s i n -

E D TA を  G I B C O  (U S A )  より購入した．その他の試薬は市販の特級品，または高

速液体クロマトグラフィー用 規格品を用いた ．   

 

（ 2）リンゴ果汁の調製  

実験に使用したリンゴ（ふじ）は青森県産のものを使用した ．リンゴを果汁抽

出機（ G P - E 15 0 3，G re e n  Po w e r，韓国）で搾汁した後，濾紙で濾 過した．得られた

果汁を超純水で 2％の濃度に希釈し，これをリンゴ果汁（ A J）とした．  

細胞実験の A J には， A J 中の成分の均質性を保つため 「 A P P L E  JU I C E  密閉搾

り」（青森県農村工業農業協同組合連合会 ,  青森）を使用した．これまでは ，市販

A J はすべて A sA 添加の製品であった．しかし近年，A sA 無添加の A J が入手 可能

となった．そのため，果実と比較して均質性の高い 市販 A J を使用することとし

た．なお，この A J から A sA は検出されなかった．  

 

（ 3）動物実験  

4  週齢の  O D S 系雄性ラット（ C l e a ,  東京）を温湿度管理 された飼育室（ 2 3 ± 2℃，

相対湿度  5 5 ±7 %）で  1 2  時間の明暗サイクルで個別に飼育した ．ラットには ，飼

料として A s A 非含有の A I N - 93 G（ C l e a ,  東京），飲料水として 2  g / L の A sA 水溶液

を自由摂取させた ．飲料水中の A s A 量はヒドラジン比色法により測定した 1 8 )．

２週間の馴化飼育を行 い，ラットをコントロール 群（ n= 5）と A J 群（ n = 5）の 2 群

に分けた．コントロール群には A sA 水溶液 のみを，A J 群には A J を添加した A s A

溶液を飲料水として与え ，2～ 10 週間飼育した．A s A 溶液と A J 含有 A s A 溶液は 2

～ 3 日ごとに交換し，摂取量を測定した．  

飼育期間中は ， 2 週間ごとに 尿を採取した ．ラットを１匹ずつガラス製メタボ

リックケージに入れ，採尿瓶をセットして 2 4 時間尿を採取した ．尿の総量を測定

した後，一部を A sA 量の測定に供するまで - 8 0℃で保存した．  

飼育期間終了後，ラットはペントバルビタールを用いた深部麻酔下で解剖した ．

血液を心臓から採取し， E D TA と穏やかに 混合し，遠心分離（ 3 , 0 0 0×ｇ， 4 ℃， 15

分間）した．得られた血漿上清中の A sA 量を測定した ．その後，左心室を介して

氷冷リン酸緩衝生理食塩水（ Ph o s p h a t e - bu f f e r e d  s a l i n e： PB S）で全身灌流し た後，

目的とする組織を 採取した．小腸は幽門からトライツ靭帯までの間を十二指腸と
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し，空腸と回腸は残りの長さを 2 等分した．さらに十二指腸は 2 等分したうちの

上流部 2 分の 1，空腸及び回腸は 3 等分したうちの上流部 3 分の 1 を分析に使用

した．臓器は液体窒素 にて凍結させ， 分析時まで ‐ 8 0 ℃にて保存した．  

すべての実験は，青森県立保健大学動物実験委員会の事前承認を得ている ．動

物の飼育は，青森県立保健大学動物実験規程 に準じて行った．  

 

（ 4） A sA 量の測定  

尿，血漿，組織中の A sA は，ビタミン C アッセイキット（株式会社シマラボラ

トリーズ，東京）を用いてヒドラジン 比色法により測定した．組織は 14 倍量の

5 . 4 %メタリン酸でホモジナイズし，遠心分離（ 1 , 00 0 × g， 4 ℃， 1 0 分間）した．血

漿，尿は等量の 1 0 %メタリン酸塩と混合し ，同様に分離 した．得られた上清に 0 . 2％

の 2 , 6 -ジ ニ ト ロ イ ン ド フ ェ ノ ー ル を 添 加 し ， A s A を デ ヒ ド ロ ア ス コ ル ビ ン 酸

（ D eh y d r o a s c o rb i c  ac i d  :  D - A sA）に変換し ，これを測定用 試料とした．  

小腸各部位の A sA 量ならびに細胞培養液中の A s A 濃度は，ホモシステイン還

元 法 を 用 い て 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ H i g h  P e r f o r m a n ce  L i q u i d  

C h r o m a t o g r a p hy；H PL C）（ G L - 7 4 0 0 /株式会社島津製作所，京都）にて測定した 1 9 )．  

カラムに S ho d e x  A s ah i p a k  N H 2 P - 5 0  4D  （粒形 3  μ m，サイズ 4 . 6× 1 5 0  m m）を用

い，移動相は 1 00  mM リン酸 /トリエタノールアンモニウム緩衝溶液・アセトニト

リル（ 1： 4），流速は 1 . 0  mL / m i n，カラム 温度は 4 0℃，検出波長 は 2 4 0  n m，注入

量は 2 0  µ L とした．ピーク面積を L ab S o lu t i o n（株式会社島津製作所，京都）を用

いて収集，解析した．  

 

（ 5）ラットの反転腸 の作製及び A s A の取り込み量の測定  

クレブスリンガー重炭酸溶液（ M o d i f i e d  K r e b s  R i n g e r  B i c a r bon a t e  S o l u t i o n  :  K R B）

及び A s A (最終濃度 1 0 % )を添加した K R B ( A J (+ )  K R B )をそれぞれ 調製した ．  

反転腸は，武藤ら 2 0） の方法を改変し 調製した．摘出した小腸は 3 等分し ，胃

側より十二指腸，空腸，回腸とし，各部位の重量を測定した ．小腸各部位を 1  g 取

り， A sA の取り込み量の測定に用いた ．大腸側の端を結紮し，胃ゾンデを挿入し

腸管を反転させた ．次いで胃ゾンデごと腸管の胃側の端を結紮し ，反転腸内を 約

1  m L の A J (－ )K R B で満たした．胃ゾンデのシリコン先玉が含まれる部分を切除

して，腸と反転腸管作成器具を切り離した ．これを反転腸とした ．  

作成した反転腸を，9  m L の A J (－ ) K R B あるいは A J (+ ) K R B 溶液中に入れ，3 7 ℃，

1 時間インキュベート した．この時，試験管内を常に O ₂ガスで満たした．インキ

ュベート終了後，ただちに反転腸を試験管から取り出し ，反転腸外液と内液を そ

れぞれ注射器にて採取した．採取した液は A s A 濃度測定時 まで－ 8 0℃で保存した． 

 

（ 6）ラット小腸各部位における SV C T 1 タンパク質発現量の測定  

小腸各部位および細胞培養液中 の SV C T 1 タンパク質発現量の 検出は，篠崎ら 2 1 )
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の方法に従ってウ エスタンブロッ ト法によ り行った．すなわち ，サンプル を 5～ 7

倍容量のバッファーを用いてホモジネート し，遠心分離（ 3 ,00 0 × g，4℃，1 5 分間）

し，上清をサンプルとして用いた ．サンプルのタンパク質量は P i e r c e  B C A A s s a y  

k i t を用いて定量した．電気泳動はミニプロティアン T G X ゲルあるいはミニプロ

ティアン  T G X  S t a i n - F r e e ゲル（ B i o - R ad，東京）を用い， L ae m m l i ら 2 2 ） の方法に

準じて行った．泳動後 ， I m m u n - B l o t  PV D F  M e m b r an e  F o r  p r o t e i n  B l o t t i n g（ B i o -R a d

社 ） へ 1 5 V ， 3 0 分 間 の 条 件 で 転 写 し た ． 抗 体 反 応 は ， We s t e r n  B r ee z e  

C h e m i l u m i n e s c e n t  Wes t e r n  B l o t  I m m u n od e t e c t i o n  K i t（サーモフィッシャー・サイエ

ンス，東京）を用いて行った．内部標準として G A PD H，または総タンパク質量を

用いた． SV C T 1 の抗体は S an t a  C r u z 社製（ A n t i  SV C T 1 [H - 11 ]，希釈率 1： 4 00）ま

たは a b ca m 社製（ a b2 3 6 8 7 8，希釈率 1： 2 , 0 0 0）とし， G A P D H の抗体は a b c a m 社

製 （ mA b c a m  9 4 8 4， 1： 2 ,5 0 0） とした ． 二 次抗 体はキ ット 内の もの を使用 した ．

S V C T 1 及び G A PD H のバンド強度を  I m ag e  J  s o f t w a r e  p r o g r a m  ( N I H )を用いて定量

し，各サンプルの SV C T 1 のバンド強度を G A PD H のバンド強度で補正した．  

 

（ 7） C a c o - 2 細胞の細胞培養及び細胞シートの調製  

ヒト結腸癌由来培養細胞株 C a c o - 2  細胞は，青森県立保健大学健康科学 部栄養

学科の乗鞍敏夫博士より分与していただいた．継代数  2 0 - 5 0 代の細胞を，ウシ胎

仔血清（最終濃度 10％），ペニシリン，ストレプトマイシン及びファンギゾンを

含む D M E M 培地で，5 % C O 2，3 7 ℃の条件下 で培養した．C ac o - 2 細胞シート の調製

には，ポリカーボネート膜製のトランスウェルインサート（ C o r n i n g ,  U SA）を使

用し， 1 .0 × 1 0 5  c e l l s /㎠になるようにインサートのポリカーボネート膜上に細胞を

播種した（図 2）．培地交換は，実験に用いるまで 1 日もしくは 2 日おきに培地を

交換し， 2 1~ 2 8 日間培養後に以下の実験に用いた．  

 

（ 8） C a c o - 2 細胞の細胞生存能の測定  

C a c o - 2 細胞の細胞生存能は 澤村ら 2 3 )の方法を一部改良して行った．細胞を 96  

w e l l プレートに 5 . 0× 1 0 5 個ずつ播種し，24 時間培養した．その後，培地を吸引し，

各細胞に A J（最終濃度 0～ 1 0 0 %）含有培地を添加し， 0～ 24 時間の各時間で再度

培養した．培養後，培地を除去し，細胞に M T T 試薬 (最終濃度 0 . 4  m g / m L )を添加

し，更に 4 時間インキュベートした．生成したホルマザン色素をイソプロパノー

ルで溶解し， プレートリーダーを用いて 得られたサンプルの吸光度（ 5 7 0  n m）に

より細胞の生存能を測定した．  

 

（ 9） C a c o - 2 細胞の単層形成の評価  

C a c o - 2 細胞は培養することで分化し，構造的及び機能的に成熟した小腸上皮細

胞に類似する 2 4 )．C ac o - 2 細胞が小腸上皮様細胞に分化した状態であることを確認

す る た め ， C a c o - 2 細 胞 の 分 化 中 の 単 層 形 成 は 経 上 皮 電 気 抵 抗 （ Tr a n s  E p i t h e l i a l  



 

 

図２  透過実験に用いたトランスウェルインサートの概略図．  

  A s A 透過実験にはトランスウェルインサートを用いた． A p i ca l  s i d e の培養液

に A s A 溶液ならびに AJ 溶液を添加し，所定の時間培養後に A p i ca l  s i d e と Ba s a l  

s i d e の培養液を回収， A s A 濃度を定量した．  
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E l e c t r i c a l  R e s i s t a n c e：T E E R）の測定により評価した 2 5 )．トランスウェルインサー

トにて C a co - 2 細胞を 2 1～ 2 6  日間培養し，タイトジャンクション（ T J）を形成し

た C a co - 2 細胞の T E E R を， 1～ 2 日おきに測定した．播種翌日に測定した値を初

期 T E E R とした． T E E R は， M i l l i c e l l ® - E R S  （ M i l l i p o r e ,  M A ,  U S A）を用いて測定

し，  50 0  Ω･㎠以上の値で細胞単層の形成が十分であると 評価した．  

 

（ 1 0） C a c o -2 細胞シートにおける A s A の透過能の解析  

2 . 0 × 10 5  個の C a c o -2 細胞を 1 2  w e l l プレートに撒き，実験に用いた． A s A の透

過能の継時変化を解析するため， 1 0％ A J 及び種々濃度の A s A 溶液を含む培地を

トランスウェルインサートの a p i c a l  s i d e に 1 . 5  mL 添加し， B a s a l  s i d e には A J 及

び A sA の添加されていないコントロールの培地を 2  mL 添加した． 0~ 24 時間培養

し，各時間での a p i c a l  s i d e 及び b a s a l  s i d e  の溶液中の A sA 濃度を測定して，a p i c a l  

s i d e より b a s a l  s i d e へと透過した A s A 量を定量した．  

 

（ 11）統計解析  

結果は平均値 ±標準誤差（ S . E .）もしくは標準偏差（ S .D .）を用いて表した．2 群

間の平均値の差の検定は S t u d e n t の T 検定を用いた．多群間の平均値の差の検定

は，一元配置分散分析（ o n e  w a y  A N O VA）後， C o n t r o l 群を基準とした D un n e t t の

多重比較検定を行った ．危険率 0 . 0 5 未満（ P＜ 0 . 0 5）である場合 ，統計的に有意な

差があると判定した．  
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3．結果  

 

（ 1） A J 摂取によるラット血漿中 及び尿中の A sA 濃度の変動  

最初に，ラットに A J を経口投与 すると，血漿中 A sA の濃度がどの様に変動す

るかを解析した．その結果，A J の添加されていない 2  g / L の A sA 水溶液を摂取し

ているラットでは，血漿中の A sA 濃度は 0 . 57  µ g / mL であった ．しかし 2％の A J

とともに摂取させると 3 . 4 3  µ g / m L となり，血漿中の A sA の濃度は著明に増加し

た（図 3A）．A J 添加により味が変化し ，A sA 摂取量が異なっているか否かを解析

したところ，有意差は認めなかった（図 3 B）．  

そこで次に， 2 %A J を摂取するとラットの尿中の A s A 濃度がどの様に変動する

かを解析した ．摂取開始時 0 日目には A J 無添加のコントロール群と 2 %A J の摂

取群では，尿中の A s A 量に有意な差は認めなかった ．しかし，摂取 14 日目の尿

中の A sA 濃度は，コントロール群で著明に増加し，その 上昇率は，コントロール

群 6 6 . 8 ± 39％， 2％ A J 群で 5 .1 ± 1 3％であり ，顕著な差が認められた（表 1）．  

以上から， A sA を A J とともに摂取させると，血漿中の A sA の濃度は増加し，

逆に排泄量には低下することから， A J によりラットの生体内に A sA が保持され

ていると考えられた．  

 

（ 2） A J 摂取によるラット組織中の A sA の含有量の変動  

2 % A J とともに 2  g /L の A s A 水溶液を摂取させると，血漿中の A sA が最も高い

値を示したことから，この条件下で A J を摂取させたマウスの各種組織中の A sA

の含量がどの様に変動するかを解析した ．その結果，A J 摂取群の胸腺及び眼球の

A sA 含量は，それぞれ コントロール群の 2 .0 倍， 8 .5 倍までに 有意に増加してい

た．一方，他の組織では，両群の間に有意な差は認められなかった（図 4）．小腸

全体では A s A 含量の違いは認められなかったが，A sA は小腸から主に吸収される

ことから小腸の関与は大きいと考え，小腸の部位 別にも A sA 含量の変動について

解析した．その結果，十二指腸，回腸では，コントロール群と A J 群との間に統計

的に有意な差は認められなかった．しかし空腸では，コントロール群の 1 . 9 倍に

まで増加し， A J 群では有意に高値を示し ていた（図 5）．従って， A J は空腸に特

異的に作用していると考えられた ．  

 

（ 3） A J 摂取による小腸への A s A 取り込み量の変動  

小腸における A sA の吸収が A J により実際に促進するか否かを解析した ．ラッ

トの反転腸を A J (+ )K R B 培地とインキュベートすると，  A J 摂取群ラット の十二

指腸，空腸，回腸では， A J ( + )K R B 培地中から反転腸内液 へと移動した A s A 含量

は，コントロール群よりも，1 . 2 5，1 . 2 0，1 . 2 3 倍までにそれぞれ 増加した．一方，

小腸各部位の間での増加率の有意な違いは 認められなかった（図 6 A）．次に反転

腸を A J（ -） K R B とインキュベートした．その結果， 十二指腸，空腸，回腸の各



 

 

図３  ラット血漿中の A s A 濃度に対する A J の影響．   

 2  g / L A s A 溶液のみを投与した群をコントロール（ C o n tr o l）群， 2  g / L A sA 溶液

と 2％ A J を投与した群を A J 群とし，（ A）２週間飼育後の各群の血漿中 A s A 濃度，

（ B）飼育期間中の各群の 1 匹当たりの総 A s A 摂取量を測定した． *p< 0 . 0 5．   



 

表 1  2 %A J の摂取開始時（ 0 日目）と 2 週間後（ 1 4 日目）の  

尿中 A s A 濃度の変化．  

 

 飼育開始時の尿中 A s A 量（ D ay  0），２週間の飼育期間終了時の尿中 A s A 量

（ D a y  14），各群の尿中 A s A 排泄量 A sA の２週間経過後の増加率を示した．  2  

g / L A s A 溶液と 2％ A J を経口投与した群を A J 群． 2  g / L A s A 溶液のみを投与した

群をコントロール群とした．  

  



 

 

図４  ラット組織中の A s A 含量に対する A J の影響．  

 2  g / L A s A 溶液と 2％ A J を経口投与した群を A J 群． 2  g / L A sA 溶液のみを投与

した群をコントロール（ C o n t）群とした．２週間飼育後，各群の臓器中 A s A 含量

を測定した． *p< 0 .0 5．   



 

 

図５  ラット小腸各部位の A sA 含量に対する A J の影響．  

 1 0 週間飼育後の小腸各部位の A s A 含量を測定した．  2  g / L A s A 溶液のみを投

与した群をコントロール（ C o n t r o l）群， 2  g / L A s A 溶液と 2％ A J を経口投与した

群を A J 群とした．  *p< 0 . 0 5  



 

 

図６  ラット反転腸による A sA の取り込みに対する A J の影響．  

 1 0 週間飼育後，小腸を摘出し，十二指腸，空腸および回腸の反転腸を作成した．

反転腸外液から内液へ取り込まれた A sA 濃度を測定し，群間で比較した．  2  g / L 

A s A 溶液のみを投与した群をコントロール（ C o n t r o l）群，2  g / L A s A 溶液と 2％ A J

を経口投与した群を A J 群とした．  （ A）反転腸外液に A J を添加，（ B）反転腸外

液に A J 無添加．  *p< 0 . 0 5．   
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反転腸内液の A s A 含量は，A J 摂取群で 1 . 2 7，1 . 3 3，1 . 42 倍までに増加していた ．

しかも小腸各部位 間での増加率には違いは認められなかった（図 6 B）．この解析

は，反転腸外液の A J の有無に関わらず，小腸への A s A の取り込みが促進される

ことを意味している．従って，以上の結果から，A J は小腸からの A sA の取り込み

に直接関与するのではなく，小腸の何らかの機能を増強することで A sA の取り込

みが促進されると考えられた ．  

 

（ 4） A J 摂取による小腸での SV C T 1 タンパク質発現の変動  

 生体内において，A sA の取り込みは，ナトリウム依存的に働く SV C T 1 と SV C T 2

が担っている．SV C T 1 は肝臓，腎臓，小腸などに多く分布しており，高濃度の A sA

の取り込みに関与しているが ，低濃度の A sA は取り込むことができない．これに

対し， S V C T 2 は低濃度の A s A を効率的に取り込む．小腸からの吸収は高濃度の

A s A の輸送となるため， SV C T 1 の関与が大きい 2 6 ⁾．  A J による小腸での A sA の

取り込みの促進に SV C T 1 タンパク質の発現が 関与しているかを解析するため，

A J 摂取により S V C T 1 タンパク質の発現が どの様に変動するのかを ウエスタンブ

ロット法で解析した．その結果，コントロール群の SV C T 1 タンパク質の発現は，

十二指腸，空腸，回腸で同程度であった （図 7）．またコントロール群と A J 群で

比較すると， 十二指腸と回腸 では，各群間に有意差は認めなかった ．一方，有意

な差ではなかったが， A J 摂取群の空腸の S V C T 1 発現量は，平均値がコントロー

ル群の 2 . 4 倍であり，高値傾向（ p= 0 . 15）を示していた．また，十二指腸，空腸及

び回腸それぞれの A s A 濃度と S V C T 1 タンパク質の発現量 の相関を解析したとこ

ろ，いずれの 部位においても A sA と SV C T 1 のタンパク質発現量には強い 正の相

関関係があることが有意に示された（図 8）．以上から，SV C T 1 の発現量が多い個

体の小腸では A sA 含量が多いことが明らかとなり，小腸への A s A 蓄積には SV C T 1

が関与していることが示された．  

 

（ 5） C a c o - 2  細胞の安定性及び細胞生存能 に対する A J の影響   

C a c o - 2 細胞をトランスウェルインサートで培養し，小腸上皮様細胞へと分化し

た単層形成の状態を T E E R 測定によって 評価した．増殖した上皮細胞では， T J が

形成されることで細胞間隙を分子が通過することなく，輸送体による選択的透過

が可能となる．またこの T J の形成により，管腔側と基底膜側との間でイオンの透

過が制限されるため，電気抵抗が生じる．そのため電気抵抗値測定は細胞単層の

T J 形成を評価する方法として広く用いられている．その結果，培養 8 日目までは

T E E R 値が増加し，それ 以降は 5 0 0～ 6 00  Ω・ c m 2 前後で安定していた（図 9）．従

って，培養 8 日目以降で T J 形成が確認され，細胞単層の透過実験への使用が可能

であることが明らかになった ．  

さらに， A J の添加による細胞活性への影響を確認するために M T T 試験を行っ

た． MT T 法は生細胞の還元酵素によって黄色のテトラゾール M T T が紫色のホル



 

 

図７  ラット小腸各部位の SV C T 1 タンパク質発現量への A J の影響．  

 1 0 週間飼育後の小腸各部位の SV CT 1 タンパク質発現量を測定した．   

2  g / L A s A 溶液のみを投与した群をコントロール（ C o n t ro l）群， 2  g / L A s A 溶液と

2％ A J を経口投与した群を A J 群とした．SV C T 1 のバンド強度を GA PD H のバンド

強度で補正した値で表した．   



 

 

図８  ラット小腸各部位における A s A 含量と SV C T 1 発現量の相関．  

 1 0 週間飼育後の小腸各部位の A s A 含量と SV C T1 タンパク質発現量を測定し，

部位別の相関係数を算出した．  2  g / L A sA 溶液のみを投与した群をコントロール

（ C o n t r o l）群， 2  g / L A sA 溶液と 2％ A J を投与した群を A J 群とした．  

  



 

 

図９  C ac o - 2 細胞単層の経上皮電気抵抗値（ T E E R）の継時変化．  

  C a c o- 2 細胞を播種後，タイトジャンクションの形成を確認するため 3～ 2 6 日

時点の経上皮電気抵抗値を測定し，継時変化を示し た．  

  



9 

 

マ ザ ン に 変 換 さ れ る こ と を 利 用 し て 細 胞 の ミ ト コ ン ド リ ア 活 性 を 測 定 し て い る

2 5 ）．細胞生存能は，0％ A J，つまり溶媒のみで培養したコントロール群 の吸光度に

対する割合として表した．0％ A J の吸光度に対して，2 0％ A J 以上の添加で は 70～

9 0％の有意な生存能の低下が確認されたが，1 0 %A J の添加では有意な生存 能の低

下は認められなかった （図 1 0）．このため，以降の実験はすべて 細胞傷害性を示

さない 1 0％ A J を用いることとした．  

 

（ 6） C a c o - 2  細胞における SV C T 1 タンパク質の発現に対する A J の影響   

ラット小腸での A s A 取り込み促進に SV C T 1 タンパク質の発現が関与していた

ことから，培養細胞においても A J 添加が SV C T 1 タンパク質の発現に影響を与え

るかどうかをさらに検討した． C a c o -2 細胞に 0 .1  m M  A sA と A J 中の A s A を添加

し 24 時間培養した後， SV C T 1 タンパク質発現 量をウエスタンブロット法を用い

て解析した． A sA 非含有の培地で 培養した細胞をスタンダード（ S t a n da r d  :  S T D）

群，A sA 添加培地で培養した細胞をコントロール（ C o n t）群，A J および A sA 添加

培地で培養した群を A J 群とした．その結果，各群間に 有意な差は認められなか

った（図 11）．このことから， A J 添加により 2 4 時間時点での SV C T 1 タンパク質

発現量に変動はないことが明らかになった．  

 

（ 7） C a c o - 2  細胞における A sA 透過性に対する A J の影響  

続いて， A J 添加による A sA の細胞透過性を検討するため， A sA 透過量の継時

変化を調べた． 0 .0 1  m M  A s A 溶液単独で添加した群をコントロール群とし， 0 .0 1  

m M  A sA と 1 0％ A J を添加した群を A J 群とした．その結果， a p i c a l  s i d e の培養液

の A sA 濃度は，両群とも培養開始 2 4  時間まで徐々に減少していた（図 1 2）．ま

た b a s a l  s i d e においても経時的に A s A 濃度が増加していた．このことから，a p ic a l  

s i d e の培養液から細胞中に経時的に A sA が取り込まれ，b a sa l  s i d e に細胞中の A s A

が放出されているため， a p i c a l  s i d e  では A sA 濃度が減少し b a s a l  s i d e では増加し

ていることが確認された．また ， b a s a l  s i d e において， 6 時間培養時点 の培養液中

の A sA 濃度は，コントロール群に対し A J 群で 0 . 4 7 倍と有意に低値を示した．こ

のことから， A J 添加により 0 . 0 1  mM の A sA の細胞外排泄 量は減少することが明

らかになった，  

この結果をふまえ ，さらに高濃度の A sA 透過性に対する A J 添加の影響を検討

した．図 1 3 には添加する A sA 濃度を 0 . 1  m M とした場合の A sA 透過実験の結果

を示す． A p i c a l  s i d e において， 12， 2 4 時間培養で A J 添加により培養液中の A s A

濃度がそれぞれ 0 . 87 倍， 0 . 8 5 倍と有意に低値を示した．また b a s a l  s i d e において

は， 2 4 時間培養で A J 添加により培養液中の A s A 濃度が 1 . 3 6 倍と有意に高値を

示した．以上のことから， A J による A sA の細胞内への吸収や細胞外への放出作

用は A sA の添加濃度が高いほど顕著であ ることが明らかになった．ここまでの結

果から， C ac o - 2  細胞において， A J は細胞傷害性を示すことなく，比較的高濃度



 

 

図 1 0  C ac o - 2 細胞生存能への A J の影響．  

 C a c o- 2 細胞の培養液に各濃度の A J を添加し 2 4 時間培養した後， MT T 法によ

り各群の細胞生存率を測定した．0％ A J，つまり溶媒のみを添加した群をコントロ

ールとし，値はコントロールに対する割合で示した．  * *p< 0 . 0 1．  

  



 

 

図 11  C a c o- 2 細胞における SV C T 1 タンパク質発現量への A J 添加の影響．  

  C a c o- 2 細胞層に A sA 溶液（最終濃度  0 . 1  m M）と 1 0％ A J を添加し 2 4 時間培

養した後，SV C T 1 タンパク質発現量をウエスタンブロッティング法により測定し

た．スタンダード（ ST D）群には A s A と A J は無添加，コントロール（ C o n t）群は

A s A 溶液（最終濃度  0 .1  m M）のみで培養した．  SV C T 1 のバンド強度を総タンパ

ク質量のバンド強度で補正した値で表した．   



 

 

図 1 2  C ac o - 2 細胞における 0 . 0 1  m M  （ 1 . 7 6  µ g / m L）  A s A 溶液と 1 0％ A J 添加時

の A s A 取り込みの継時変化．  

  C a c o- 2 細胞層に A sA 溶液（最終濃度  0 . 0 1  m M）と 1 0％ A J を添加し 3～ 24 時

間培養した．（ A）インサート管腔側の培養液と（ B）インサート基底膜側の培養

液中の A sA 濃度をそれぞれ測定した．コントロール（ C o n t）群は A s A 溶液（最終

濃度  0 . 0 1  m M）のみで培養した． * *p< 0 .0 1．   



 

 

図 1 3  C ac o - 2 細胞における 0 . 1  mM  （ 1 7 . 6  µ g / m L）  A sA 溶液と 1 0％ A J 添加時の

A s A 取り込みの継時変化．  

 C a c o- 2 細胞層に A sA 溶液（最終濃度  0 . 1  m M）と 1 0％ A J を添加し 3～ 2 4 時間

培養した．（ A）インサート管腔側の培養液と（ B）インサート基底膜側の培養液

中の A s A 濃度をそれぞれ測定した．コントロール（ C o n t）群は A s A 溶液（最終濃

度  0 . 1  m M）のみで培養した． *p<0 . 0 5， * *p< 0 . 0 1．  
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の A sA の透過を促進するという新規の知見が得られた．  
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４．考察  

 

A sA は強い抗酸化作用のほか 1 )，コラーゲン線維の構築 2 )など生体内において

非常に重要な役割を担っている ．しかし，水溶性ビタミンであることから ，生体

内に十分に吸収され，保持することが困難である ． 1～ 49 歳の日本人の一日当た

りの A sA 摂取量の平均値は，推定平均必要量を満たしていない 9 )．さらに高齢者

では，若年成人に比較して ，生体内の A s A を維持するための要求量が高いと報告

され 1 0 )，高齢化が進む我が国において A s A の生体内への保持方法の確立は社会

的にも強く求められているなか，リンゴの摂取により生体内の A sA 濃度が著明に

増 加 す る こ と が 報 告 さ れ た 1 7 )． こ の 結 果 か ら ， リ ン ゴ の 摂 取 は 生 体 内 に お け る

A sA の蓄積を促進している可能性が期待される．しかし， この先行研究ではリン

ゴの果実を材料とし混餌投与としており，調製方法や投与量など詳細が明らかで

ない点が多く あった．さらに， A sA の体内への蓄積が吸収増強によるものか，あ

るいは排泄抑制によるものかなどの機構の詳細な解析は全く行われていないのが

現状である．以上の背景から，本研究では，リ ンゴの代替品としてリンゴ果汁（ A J）

を用い， A J 摂取により A sA の体内蓄積が促進するのか，またその機構はどの様

になっているのか，詳細を解析した．最初に，A sA 合成能欠如モデルラットに A J

を摂取させ，ラットの血漿及び尿中の A s A 濃度への影響を解析した．  

A J 群の血漿中の A sA 濃度はコントロール 群に対して 6 倍となり，有意に高値

を示した（図 2）．また尿中の A s A 量は，２週間の飼育前後でコントロール 群では

増加率 66 . 8％と経時的 に増加傾向が認められたが， 2 %A J  群では増加率は 5 . 1％

にとどまり， A J 摂取により 体外への A s A 排泄が抑制されていることが示された

（表１）．本研究での尿中 A s A 量の経時的 増加は血漿での結果と類似している ．

A sA は近位尿細管で原尿から吸収され ，血漿へ移行す るため，原尿の A sA 濃度は

血漿に依存していることが知られている 1 7 )．よって，A J を摂取することで ，腎臓

で  A sA の再吸収が盛んに行われ ，血漿中に  A s A が多く保持された可能性が考え

られる．リンゴの摂取により尿中への A s A 排泄量が抑制したという報告はこれま

でに無く，リンゴの新規の機能性を示唆する結果となった．さらに， A sA は小腸

において吸収され，血中に輸送された後各臓器に分布するが，余剰分は尿中に排

泄 さ れ る ． 尿 中 へ の 排 泄 量 が 減 少 し て い た こ と か ら ， A J の摂 取 に よ り 臓 器 中 の

A s A 蓄積が促進していることが示唆された．そこで臓器中 A s A 含量への A J の影

響を検討したところ，臓器中の A sA 濃度は，眼球，胸腺において A J  群で有意に

高値となった （図 4）．この結果により， A J 摂取により臓器特異的に A s A が蓄積

していると考えられる． A sA は粘膜を正常に保つ働きがあると言われている ．ま

た， A sA はインターフェロンの産生，マクロファージの食作用の亢進 ， N K  細胞

数の増加と遊走能の亢進などの免疫システムを刺激することが知られて おり，要

求量が多いことから免疫細胞内の A s A 濃度は高く維持されている 2 7 )．さらに，

A sA が樹状細胞の C D 8 0，C D 8 6 などの発現を増加させることが報告されている 2 8 )．
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一般的に，樹状細胞の共刺激分子である C D 80 と C D 8 6 の発現は，がん細胞の排

除や傷害を可能にする T 細胞発生の重要な シグナルとなる．したがって， A sA に

より認められた C D 80 と C D 8 6 の発現上昇は，樹状細胞活性化を導くものであり，

A s A が C D 8 0 と C D 8 6 発現を介して免疫 応答の開始と維持に重要な役割を担って

いることを示唆している．胸腺は， T リンパ球の分化・成熟など免疫系に関与し

ている． A J 摂取による胸腺への A s A の蓄積には免疫機能が関係していると考え

られ，A J を摂取することで免疫応答が活性化し，免疫機能の上昇に寄与する可能

性が示された．さらに， A sA の抗酸化作用により角膜内の過酸化物を生じる酵素

であるリポキシゲナーゼ活性を抑制しているという報告がある 2 9 ）．眼球は恒常的

に A sA の消費量が多い臓器であるため， A J の摂取により特異的に A s A が蓄積し

ていると考えられ，これによって酸化ストレスに起因した眼球の病変の予防につ

ながる可能性が示唆された．  

続いて，A sA は小腸から主に吸収されることから，小腸の各部位別にも A sA 含

量の変動について解析した．結果，空腸において A J 摂取により A s A 含量の有意

な増加が認められた（図 5）．小腸各部位の重量に有意な差は認められなかった．

A sA は十二 指腸，空 腸，回 腸の うち十二 指腸で 最も 多く取り 込まれ ，次 に空腸，

回腸の順であることが既知である 3 0 )．しかし，本研究結果から A J の摂取により

空腸からの A sA 吸収が特異的に 増強する可能性が示された．  

さらに，反転腸を用い 小腸における A sA の吸収が A J により実際に促進するか

否 か を解 析し た ．反転 腸 外液 から 反 転腸内 腔 への A s A 取 り込 み はい ずれ の 部位

においても A J  群が有意に高値を示した （図 6）．この結果から ， A J  群の小腸は

コントロール 群の小腸よりも多くの A sA を取り込み，そして全身に輸送すること

が示唆された ．さらに， A sA 取り込みは反転腸外液の A J の有無に関わらず促進

された． A J の存在下 のみで取り込みが促進していた場合は，機構として A J 中の

成分と A sA の共輸送により，取り込み量が促進している可能性が考えられる．し

かし， A J に曝露した腸管であれば， A sA 取り込み時に A J が無添加であっても取

り込みが促進していた．このことから，取り込み促進機構としては A J と A s A の

共輸送等ではなく腸管機能への影響であることが強く推察される． 培養細胞を用

いた実験では，カカオポリフェノールにより A MPK のリン酸化を介して G L U T 4

の細胞膜移行が促進され，グルコースの吸収が増強することが報告されている 3 1 ）．

この機能のように，A J の摂取が腸管の機能を刺激することにより，結果として小

腸からの A s A 取り込みが増強している可能性 が明らかになった ．  

以上の結果を得て ， A J の摂取によって小腸での A sA の吸収が高まる機構の存

在の可能性を見出した ．そこで続いて， A sA 体内保持増強作用のメカニズムを解

明するため，ラット小腸における SV C T 1 トランスポーター発現量への A J の影響

を解析した．十二指腸及び回腸の SV C T 1 タンパク質発現量は コントロール群と

A J 群で有意な差は見られなかった ．一方で，空腸では コントロール 群に比べて A J

群で高値傾向 となった（図 7）．前述の通り，空腸では A J 摂取により A sA 含量の
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有意な増加が認められている．このことから，空腸での A J による A sA 取り込み

作用には SV C T 1 発現量が寄与していること が考えられる ．そこで，十二指腸 ，空

腸及び回腸での A s A 濃度と SV C T 1 濃度の相関を調べた ．結果，すべての部位に

おいて有意な正の相関が 認められ（図 8），SV C T 1 の発現 量増加と比例して 腸管へ

の A s A 取り込み量が増加することが 明らかとなった ． SV C T 1 により輸送される

のは A sA であり，酸化型である D A sA の輸送は G L U T により細胞内へ取り込まれ

る 2 6 ⁾．そのため， A J の SV C T 1 発現量への影響を検討するにあたり， 培養中は一

定レベルで A sA 濃度を維持する必要がある．しかし，A sA は非常に不安定な性質

を有し，熱や光により速やかに酸化される．今回ラットに投与した飲料水中の A s A

の安定性は確認できておらず，A sA の酸化により D A sA に変換された ため，S V C T 1

発現が刺激されなかった可能性が考えられる．そこで i n  v i t ro 系として小腸モデ

ル培養細胞を用い ，培養液中に還元剤を添加することで A sA の安定性を確保し，

A J 添加による SV C T 1 タンパク質発現量へ の影響を解析した．  

実験には小腸モデル培養細胞として C a co - 2 細胞を用いた． C a c o - 2 細胞は培養

することで分化し，構造的及び機能的に成熟した小腸上皮細胞に類似することが

分かっている．またコンフルエント直後では小腸上皮様細胞に分化しておらず，

コンフルエントから 1 4 日後に小腸上皮様細胞に分化した状態であることが示さ

れている 2 4 ）．ヒト小腸の初代培養細胞は入手困難であることから，小腸における

腸管機能を探索する細胞モデルとして，グルコースの吸収抑制作用や薬物の消化

管透過性などの研究分野で広く用いられている．すなわち， C a c o - 2  細胞は A J に

よる A sA の吸収増強メカニズムを分子生物学的に評価するのに，最 適な材料であ

ると考えられた．  

C a c o - 2 細胞の SV C T 1 タンパク質 発現量は ， A J 添加でほとんど変化 が見られな

かった（図 11）．ヒト皮膚線維芽細胞を用いた報告によると， 0 . 5  m M  A s A を用い

た場合，細胞内への A sA の取り込みは 12 時間まで増加し，その後 2 4 時間まで

徐々に減少する 3 2 )．細胞に添加した A s A 濃度，ならびに細胞種の違いによる最

大細胞内 A sA 濃度の差 3 3 )は考慮しなければならないが， 1 2 時間時点では SV C T 1

タンパク質発現量のさらに大きな変動が確認できた可能性が考えられる．一方で ，

トランスウェルインサート上に培養した C a co - 2 細胞の A sA 透過性を評価したと

ころ， A J 添加により A sA の透過が促進することが確認された ． 0 . 1  m M  A sA 添加

により細胞中に経時的に A sA が取り込まれているため， a p i c a l  s i d e の培養液 では

A sA 濃度が減少していることが確認された（図 13）．B a s a l  s i d e には細胞中の A sA

が放出されるが，a p ic a l  s i d e と同様に，A J の存在によって A sA の放出量が高値 と

なった． 0 . 01  m M の A sA 添加では A sA の濃度が低いため， A J の有意な影響が認

められなかった（図 1 2）．それに対し 0 . 1  m M の A sA 添加で は高濃度の A s A であ

ったため， SV C T 1 発現が刺激され A J の A sA 取り込み促進効果が認められたと考

えられる．  

ここまでの結果から， A J 摂取により A s A の体内蓄積が促進するという新たな
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知見が見出された．さらに， A J 添加が腸管からの A sA 取り込みに関与している

ことが強く推察さ れた． i n  v i v o と i n  v i t ro のいずれにおいても，リンゴの A s A 取

り込みへの関与はこれまでに報告されておらず，また 他の水溶性ビタミンとの関

連も示されていない．A J により腸管からの A s A 取り込みが促進することにより，

生体内において各臓器で充分量の A s A が保持されることとなれば，健康維持の促

進の一助となる．近年の高齢化に際し，抗酸化作用などの酸化ストレスの防御系

についてより一層の解明が求められている ことからも，食品成分による A sA 体内

蓄積作用は非常に有用であるといえる．また本研究から得られた基礎的データは，

リンゴの機能性成分の探索や他の水溶性ビタミン吸収機構の解明など様々な 研究

分野への応用が期待できる．  

以上のことから，A J には i n  v i v o と i n  v i t ro の両方において，小腸細胞への A sA

取り込みを促進する作用があることが明らかとなった．また， i n  v i v o での検討に

よ り取 り込 まれた A sA は体 内の各 組織 に効 率的 に蓄積 して いる こと が明ら かと

なった．メカニズムとしては，腸管の A s A トランスポーターである SV C T 1 が関

与している可能性が示唆された． しかしながら， A J による A sA 吸収促進機構の

全容は未だに明らかとなっていない ．特に，A J の機能を明確にするためにはより

ヒトに近い条件での検討が望まれ，ほかの食品成分との相互作用や現実的な摂取

量などを考慮し，さらなる検討が必要とされる．  
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