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わざるを得ない。アルコール中の浮力計算等、

「浮力に関する計算習熟」をもっとプラン化し

ておく必要があった。 

 第三として、両法則の理解・獲得を急いでし

まっているという点があろう。調査で明らかに

なったように、「質量保存法則」の理解でさえ、

全くと言っていいほど不十分な学生たちである。

それを 40 分程度の時間で二つの法則を教えよ

うとした点に、問題があったと言わざるを得な

い。このプランでは、両法則ともその理解が消

化不良となった可能性があろう。 

 また、教卓実験で実験を見せる方式であった

が、学習者はただ“見る”状態であったことも

効果を減じた可能性もある。彼らに調べたい実

験を考えさせ、そして彼らにその実験をさせて

事実を確認するというやり方も重要なのかもし

れない。 

 『験証法』及び『融合法』という教授方略事

態に問題性があったとは思わない。しかし、基

本方略は正しいとしても、教授プランにおいて

示される事例選択をどうするか，またルールの

習熟の程度をどう勘案しプランに入れ込むか、

などはまだ検討の余地があると言える。両法則

の獲得援助は短時間の教授活動でできうるもの

ではないということが分かっただけでも収穫と

言えよう。 
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培培養養神神経経細細胞胞ににおおけけるる炎炎症症性性ササイイトトカカイインン誘誘発発性性活活性性酸酸素素 

にに対対すするるビビタタミミンン C のの効効果果 
 

永野忠聖 1*、砂田珠里 1、室橋佳澄 1 
 

ビタミン C（アスコルビン酸）は、ヒトの生体内では作ることができない必須な栄養素

である。しかし、脳を含む生体内において、ビタミン C は豊富であるにも関わらず、全身

に行き渡される機構については不明な点が多い。特に脳は、血液脳関門に代表されるバリ

ア機構により、水溶性物質の通過が困難であるため、ビタミン C の輸送機構については解

明が待たれている。最近、細胞横断型ビタミン C 輸送体の存在が報告された。また、他臓

器に比較しても高濃度に維持されているビタミン Cの脳における抗酸化性に我々は着目し

た。我々は、炎症性サイトカイン投与による活性酸素生成に対する抗酸化剤の効果につい

て、主に脂溶性の抗酸化物質を用いて検討をおこなってきたが、本研究においては、サイ

トカイン誘発性の活性酸素生成に対して、水溶性ビタミンである L-アスコルビン酸を用い

て検討をおこなった。活性酸素種 (ROS : reactive oxygen species)は、生理的状況下において

生成され、生体防御のためにも体内でも活発に産生される。しかし、過剰な活性酸素は体

内の様々な成分と反応し、細胞を傷害する。我々は、炎症シグナルによって培養神経細胞

において誘発される活性酸素に対して、L-アスコルビン酸がどのような影響を与えるか検

討をおこない、上皮成長因子、炎症性サイトカインであるインターロイキン-6 および腫瘍

壊死因子-α が誘導する ROS 産生に対して、弱い、もしくは部分的な減弱効果を及ぼした

ことを報告する。  

 
キキーーワワーードド：：ビタミン C、培養神経細胞、サイトカイン 

 

ははじじめめにに  

 ビタミン C (アスコルビン酸) は、その強力な

抗酸化特性により、活性酸素を中和し、生体を

酸化ストレスから保護することがよく知られて

いる。不十分なビタミン C 摂取は、内因的にビ

タミン C を合成できないヒトにおいて、血漿ビ

タミン C 濃度が 11μmol/L 未満で壊血病を発症

する可能性がある 1)。神経組織では、ビタミン

C レベルの低下、またはビタミン C 欠乏の長期

化は、神経伝達障害のリスク増加と関連してお

り、脳機能の調節不全につながる 2）。 また、ヒ

トの生体内では、ビタミン C の濃度は脳におい

て、高い濃度が維持されており 3,4）、ビタミン C

欠乏により、神経障害が生じる可能性が指摘さ

れている 5）。 
必要な栄養素であるにもかかわらず、体内で

ビタミン Cが組織に輸送される機構については

不明な点が多い。ビタミン輸送メカニズムにつ

いては、血漿中からビタミン C を取り込む輸送

体の存在は知られていたが 6）、最近、細胞内横

断型輸送体の存在が報告された 7）。本研究室で

は、炎症性サイトカイン投与による、活性酸素

生成および、抗酸化剤の効果について、主に脂

溶性の抗酸化物質を用いて検討をしてきた 8）。 
活性酸素種は、生理的状況下において生成され、

生体防御のために体内でも活発に生成される。

しかし、過剰な活性酸素は体内の様々な成分と

1 新潟県立大学人間生活学部健康栄養学科 

* 責任著者 連絡先：tnagano@unii.ac.jp 

利益相反：なし 

【研究論文】
（査読なし）



−12− −13−

人間生活学研究　第15号　2024

 

反応し、細胞に傷害をもたらす。神経変性に対

する活性酸素の影響については、それが主な原

因であるのか、それとも神経変性プロセスの下

流の結果なのかは、なお議論がなされている 9）。

サイトカイン誘発性の活性酸素生成に対するビ

タミン Cの抗酸化性を検討するために、我々は、

ROS の蛍光プローブであるジヒドロエチジウ

ムを用いた。 
 

方方法法  

11..ララッットト胎胎児児初初代代培培養養神神経経細細胞胞のの調調製製  

ラット脳組織の採取にあたって、新潟県立大

学の動物実験委員会の承認を受け、動物実験ガ

イドラインを遵守して行った。麻酔した SD ラ

ットより胎生 17 日の胎児を取り出し、氷冷し

た L- 15 メディウムをいれた滅菌シャーレ中で

脳軟膜を丁寧に剥ぎ、大脳皮質を取り分けた。

以下の作業からクリーンベンチに移動し、L- 15
メディウムで 2 回洗った。10%牛血清入りダル

ベッコ改変イーグル培地を入れ、ピペット操作

で機械的に細胞を分散した。分散した神経細胞

を 10%牛胎児血清入りダルベッコ改変イーグル

培地に 400~500 個毎平方ミリメートルの密度に

なるように希釈した。分散した大脳皮質神経細

胞はあらかじめポリリジンでコートした滅菌プ

ラスティックディッシュに播いた。CO2 インキ

ュベーターに入れ、1 時間後に再び、無血清 N2
添加ダルベッコ改変イーグル培地（N2 サプリメ

ント:富士フイルム和光純薬）にメディウム交換

をおこなった。実験には 7 日間培養したものを

用いた。 
 
22..添添加加試試薬薬  

L-アスコルビン酸（富士フイルム和光純薬）

は滅菌水に溶解して、最終濃度が 10μM、30μM、

100μM になるように添加した。ジヒドロエチジ

ウムは DMSO に 30mM の濃度で溶解して、培

養液には 3μM の濃度になるように添加した。各

種サイトカインは、上皮成長因子 (Epidermal 
growth factor : EGF) : 20ng/mL , インターロイキ

ン-6(Interleukin-6 : IL-6) : 10ng/mL , 腫瘍壊死因

子-α(Tumor necrosis factor : TNF-α) : 10ng/mL の

濃度で添加した。 

33..ジジヒヒドドロロエエチチジジウウムムにによよるる活活性性酸酸素素計計測測  

CO2 インキュベーターから初代培養神経細胞

を取り出し、各種サイトカイン、L-アスコルビ

ン酸、および活性酸素インジケーターであるジ

ヒドロエチジウムを同時に添加し、再度 CO2 イ

ンキュベーター内に保持した。20 分後、CO2 イ

ンキュベーターから取り出し、リン酸緩衝液で

2 回洗浄してから 4% パラホルムアルデヒド含

有リン酸緩衝液で細胞を固定した。ジヒドロエ

チジウムの酸化型は、赤色蛍光を発するため、

蛍光顕微鏡により撮影し、画像解析をおこなっ

た。 
 
44..顕顕微微鏡鏡観観察察  

観察には蛍光顕微鏡（BX50:オリンパス）を用

いた。ジヒドロエチジウムを発光させるために

蛍光励起フィルターには WIG フィルターを使

用した。視野をランダムに移動させ、デジタル

カメラ（Pixera600ES: Pixera）を用いて、露出時

間、感度は同一にして撮影した。独立した 2 皿

以上のカルチャーディッシュから、それぞれ 2
枚以上の写真を撮影した。解析に用いた細胞は

撮影画像内からランダムに選択し、解析に用い

た。各細胞の染色像強度は、Photoshop（アドビ

社）により細胞画像を切り出し、ImageJ (U.S. 
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, 
USA) を用いて数値化したものをピクセル強度

（a.u. : arbitrary unit）として示した。 
 

55..統統計計処処理理  

データは平均値±標準偏差により示した。t 検
定をおこない、P 値が 0.05 以下のときに有意と

した。 
 

結結果果  

培養神経細胞を 7 日培養し、各種サイトカイ

ンで刺激した結果、有意にジヒドロエチジウム

の染色強度が増加していた（図.1A-D、図.2A）。

コントロール 8714±2696 au に対して、上皮成

長因子(EGF)添加 9987±2605 au、インターロイ

キン-6(IL-6)添加 10322±3020 au、腫瘍壊死因子

-α(TNF-α)添加 11334±4492 au であった。サイト

カイン添加と同時にアスコルビン酸で処理した 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
図.1 ジヒドロエチジウム染色の蛍光画像. 

(A-D) 培養 7 日目の培養神経細胞. 

初代培養神経細胞の培養 7 日目に各種サイトカイン、ジヒドロエチジウムおよびアスコルビン酸を添加し、染

色後にホルマリン固定した. コントロール (A). 上皮成長因子(EGF)添加 (B). インターロイキン-6 (IL-6)添加 

(C). 腫瘍壊死因子-α(TNF-α)添加 (D). スケールバー:20μm. (C, D) 

 

A                                   B 
 
 
 
 
 
 
 
               

C                                   D 
 
 
 
 
 
 

 

 

図.2 サイトカインが誘発する活性酸素生成に対する L-アスコルビン酸 (AA: ascorbic acid) の効果. 

コントロールおよび各種サイトカイン添加での DHE 染色強度 (A). EGF 添加に対するアスコルビン酸の共投

与の効果 (B). IL-6 添加に対するアスコルビン酸共投与の効果 (C). TNF-α 添加に対するアスコルビン酸共投与

の効果 (D). データは平均値±SD. 各バー内の数値は各条件で数値化に用いた細胞数. *p<0.05, **p<0.01 
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の染色強度が増加していた（図.1A-D、図.2A）。

コントロール 8714±2696 au に対して、上皮成

長因子(EGF)添加 9987±2605 au、インターロイ

キン-6(IL-6)添加 10322±3020 au、腫瘍壊死因子

-α(TNF-α)添加 11334±4492 au であった。サイト

カイン添加と同時にアスコルビン酸で処理した 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
図.1 ジヒドロエチジウム染色の蛍光画像. 

(A-D) 培養 7 日目の培養神経細胞. 

初代培養神経細胞の培養 7 日目に各種サイトカイン、ジヒドロエチジウムおよびアスコルビン酸を添加し、染

色後にホルマリン固定した. コントロール (A). 上皮成長因子(EGF)添加 (B). インターロイキン-6 (IL-6)添加 

(C). 腫瘍壊死因子-α(TNF-α)添加 (D). スケールバー:20μm. (C, D) 
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図.2 サイトカインが誘発する活性酸素生成に対する L-アスコルビン酸 (AA: ascorbic acid) の効果. 

コントロールおよび各種サイトカイン添加での DHE 染色強度 (A). EGF 添加に対するアスコルビン酸の共投

与の効果 (B). IL-6 添加に対するアスコルビン酸共投与の効果 (C). TNF-α 添加に対するアスコルビン酸共投与

の効果 (D). データは平均値±SD. 各バー内の数値は各条件で数値化に用いた細胞数. *p<0.05, **p<0.01 
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際、EGF 添加群では、アスコルビン酸 30μM お

よび 100μM 共投与により、それぞれ、EGF の単

独投与に対して、約 24%、15%の有意な DHE 染

色強度の減少が見られた。IL-6 添加群では、ア

スコルビン酸共投与による DHE 染色強度の減

少傾向が見られたものの、いずれのアスコルビ

ン酸濃度においても有意差はなかった。TNF-α
添加群では、アスコルビン酸 100μM 共投与によ

り、約 22%の DHE 染色強度の有意な減少が見

られた（図.2B-D）。 
 

考考察察  

短時間の各種サイトカイン投与が、ジヒドロエ

チジウムの染色強度を有意に増加させていたこ

とは、これらのサイトカインによる遺伝子転写

活性への修飾が、活性酸素生成に働く可能性が

示唆されるが、実際の作用メカニズムについて

は不明な点が多い 8）。ビタミン C は脳内での濃

度は高く維持されていることが知られており、

脳内への輸送機構については、取り込み型輸送

体の存在は知られていたが、最近、細胞内横断

型輸送メカニズムが明らかとなった 7)。 今回、

実験に用いた L-アスコルビン酸の濃度は

10~100μM の範囲で、ヒト生体内でのビタミン

C 血漿濃度に近い 4）。しかし、末梢のビタミン

C 濃度が直ちに反映されるかは明らかではない
10）。今回の実験から、L-アスコルビン酸が、サ

イトカイン誘発性の活性酸素生成に対して、部

分的な抗酸化作用を有する可能性は示唆された

が、ビタミン C は遷移金属存在下においては酸

化剤として機能することが知られており 11）、脳

内炎症に対するビタミン C の効果については、

今後さらなる検討が必要である。 
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ABSTRACT 
 

Partial Effects of Ascorbic Acid on Cytokine-Induced Oxidation Stress in Cultured Neurons. 
 

Tadasato Nagano1*, Juri Sunada1, Kasumi Murohashi1 

 

Vitamin C (ascorbic acid) is an essential nutrient that cannot be synthesized in the human body. Although vitamin 

C is abundant in the body, including the brain, the mechanism by which it is distributed throughout the body is not 

fully understood. In particular, the brain has barrier mechanisms such as the blood-brain barrier that makes it 

difficult for water-soluble substances to pass through blood vessel in the brain, so elucidation of the transport 

mechanism of vitamin C is still awaited. Recently, the existence of a traverse cellular vitamin C transporter has 

been reported. We therefore focused on the antioxidant effects of vitamin C in the brain, since the brain maintains 

a relatively high level of vitamin C compared with other organs. We have investigated the production of reactive 

oxygen species (ROS) by administration of inflammatory cytokines and mainly the effects of fat-soluble 

antioxidants. In this study, we investigated the inhibition of reactive oxygen species induced by inflammatory 

cytokines using L-ascorbic acid, a water-soluble vitamin. ROS are produced in physiological conditions and are 

also actively generated in the body for biological defense. However, excessive ROS cause damage to cellular 

components in the body. We investigated how L-ascorbic acid affects ROS induced in cultured neurons by 

inflammatory cytokines, and found that L-ascorbic had either weak or partial effects on ROS production induced 

by several inflammatory cytokines.  
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