
76 －

運動時に増加する活性酸素を消去する

ビタミンC とE の相互作用に関する研究

奈 良 女 子 大 学　 小　城　勝 相

Interaction　between　Vitamins　C　and　E，　Scavengers　of

Activated　Oxygens　which　Increase　during　Exercise

by

Shosuke　Kojo

Depa Γtment θf　Food　Sci四ce 　and　Nutrit丿on，　NaΓαW θ呎四 ’5び月汕？r治y

ABSTRACT

To　investigate　in　vtvθinteractions　between　antioxidant　vitamins　C　and　E，　sparing　effects　of

vitamin　C　on　vitamin　E　as　wel】as　of　vitamin　E　on　vitamin　C　was　evaluated　using　inherently

scorbutic ［Osteogenic　Disorder　Shionogi　 （ODS ）］rats，　which　were　divided　into　4　groups　（the

control ，　vitamin　E－deftcient，　vitamin　C－deficient　and　simultaneously　vitamins　C　and　E －

deficient ）．　Hie　levels　of　vitamins　C　and　E　in　tissues　were　determined　on　0，　14　and　21　day　（d ）

of　deficiency ．　0n　d　14，　the　vitamin　E　concentrations　in　plasma，　liver，　brain　and　lung　of　the

vitamin　C －deficient　group　were　significantly　lower　than　that　of　the　control，　supporting　the

literature　concerning　the　sparing　of　vitamin　E　by　ascorbate．　The　vitamin　E　concentration　of　the

vitamin　C －deficient　group　was　also　significantly　lower　in　plasma，　heart，　liver，　lung　and　kidney

than　that　of　the　control　on　d　21．　Based　on　2 －way　ANOVA ，　significant　interactions　between

vitamins　C　and　E　were　observed　on　d　21　concerning　vitamin　E　concentration　in　plasma，　heart，

lung ，　liver　and　kidney．　The　ascorbate　levels　in　plasma，　heart，　liver，　muscle　and　kidney　of　the

vitamin　E －deficient　group　were　significantly　lower　than　the　corresponding　control　0n　d　2　L

Based　on　2－way　ANOVA ，　significant　interactions　between　vitamins　C　and　E　were　observed　on

d 　21　concerning　vitamin　C　concentration　in　plasma ，　heart，　liver，　kidney　and　muscle ．　These
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results　suggested　a　sparing　effect　of　vitamin　E　on　vitamin　C　and　this　effect　was　observed　for　the

first　time　in　the　present　study．　The　eχtent　of　the　interaction　depended　on　the　nature　of　the

tissue．　Thiobarbituric　acid　reactive　substances　（TBARS ）　in　plasma　and　liver　of　the　vitamin　C－

deficient　rats　were　significantly　higher　than　those　of　the　control　and　the　vitamin　E－deficient

groups　on　d　21．　This　result　supported　a　view　that　the　deficiency　of　vitamin　C　was　more　serious

in　raising　oxidative　stress　than　that　of　vitamin　E．　TBARS　of　the　liver　in　the　simultaneously

vitamins　C　and　E －deficient　rats　were　significantly　higher　than　those　in　a11　other　groups，

suggesting　an　additive　effect　of　the　deficiencies　of　vitamins　C　and　E　on　TBARS．

要　 旨

運動時に増加する活性酸素を消去 する2 つのビ

タミンC ，E の相互作用を，我々が開発したビタ

ミンC の正確な定量法を用いて動物実験で初めて

明確にした．人間と同様，ビタミンC を合成でき

ないODS ラットを4 つ のグループ（対照群，ビ タ

ミ ンC 欠乏群，ビ タミ ンE 欠乏群 ，ビ タミ ンC ，

E 同時欠乏群）に分けた．これら4 つの群の各臓

器のビタミンC ，E 量の変化 を正確に測定すると，

両ビタミンの間には相互作用が存在し，どちらの

ビ タミンが欠乏しても他のビタミンの欠乏を引き

起こすことが判明した．とくに試験管内の研究で

提唱されていたビ タミンC によるビタミンE の再

生反応と共に，試験管内の研究では存在しない逆

の相互作用，すなわち，ビタミンE によるビタミ

ンC の節約効果が動物実験によって初めて明らか

にすることができた．本研究により，運動選手は

筋肉をはじめとする臓 器を活性酸素の障害から守

るため，両ビタミンの補給に注意すべきであるこ

とが明らかになった 酸化的障害のパラメーター

であるチオバルビツール酸反応性物質（TBARS ）

についても両ビタミン間に相互作用が存在するこ

とが明らかになった．

緒　言

最近は健康が国民 の関心事となり，スポーツ

ブームであるが，単にスポーツをすれば健康 にな
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るのかという問題は古くから大きなテープである．

最近では老化，癌化，動脈硬化などの病因として，

活性酸素によるラジカル反応が世界的に注目を集

めている1）； 動物種の寿命が単位体重当 たりの酸

素消費量に逆比例する2）ことが知られているが，

このことは活性酸素の毒性を明確に示 している．

一般に人間にはスーパーオキサイドジス ムターゼ

（SOD ）をはじめ，抗酸化系が存在することはよ

く知られている．しかし，スポーツによって酸素

消費量が増加すると，それに伴って活性酸素も増

加して臓器に障害を与える，つまりスポーツする

ことによってかえって老化を促進したり，臓器に

障害を引き起こすことになるが，このこ とは既に

多くの研究で確認されている疣

一一方，動物にも活性酸素の毒性を阻害する抗

酸化系が存在している．その代表が水溶性ビタミ

ンC と脂溶性ビタミンE である．これら2 つのビ

タミンを充分とっていれば運動時の臓器の障害を

かなりの程度防ぐことができ，スポーツが健康に

直結すると考えられる．つまり健康を考える場合，

スポーツだけでは不十分で，食事を含めた総合的

な配慮が必要であると考えられる．とくにスポー

ツ選手の場合は日常的に運動負荷をかけるので栄

養状態，とくに抗酸化系の栄養素をチェ ックしな

ければ，筋肉をはじめいろいろな臓器に障害を引

き起こすことが考えられる．

ところが，これらビタミン間の相互作用につ

いてはこれまで動物を用いた研究はほとんど行な
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われていない．ビ タミンC （VC ） によるト コフ

エリルラジカルヘの水素供与で，ビタミンE 　（VE ）

が再生す るこ とについては，多 くの試験管内 の

（in　vitro）実験4・　5）で，その反応速度まで決定さ

れている．しかし ，生体内 （in　vivo） におけ る，

これらのビ タミンの相互作用は，まだ明らかにさ

れていない叱　これまで，様々な濃度の両ビタミュ

ンを含む餌を摂取させた動物モデルにおける，両

ビタミンの変化 を測定することによって，相互作

用が研究されて きた7　―　12）　
＾

しかしながら，こ れ

らの研究におけるVC の測定方法は，半世紀前に

開発された，比色定量法13）である．最近，我々

は，化 学誘 導 と高速液 体 クロマト グラフ ィ ー

（HPLC ）を組み合わせた新しい特異的な方法を開

発した14）．その方法を用い て測定したラット血

漿 中の真のVC 量と比較すると，比色に基づく従

来の方法では特異性が低く，3 倍も高い値を示す

ことを報告した14）．また，VC 研究のよいモデル

である遺伝的壊血病ラット（ODS ラット）15）に

おける，VC 欠乏時のVC の減少速度は，臓器に

ようて異なることを，この新しい方法を用いて報

告した16）．　　　　　　　　　　　　　 ご

本論文では上記の研究を発展させ，0DS ラ ッ

トをVC 欠乏 匸C ），　VE 欠乏（－E ），ビ タミン

C ，E 同時欠乏（　―　C，
　
―　E） にさせ ，特異的，高

感度測定法14・　17）を用いて臓器中の両ビタミンの

量の変化を正確に測定することによって，VC と

VE の生体内での相互作用を初めて正確 に検討し

た．　　　　　　　　　　　　 卜

1 ．材料と実験方法

1 ．1　 試薬　　　　　　　　 ゾ

デヒドローL －アスコルビン酸ビス（（2，　4－

ジニトロフェニル）ヒドラゾン）は，文献14）に

従って調整した．他のすべての試薬は特級を用い

和光純薬（株）から購入した．

↑．2　 動物と飼料　　　 卜 六

実験動物の取扱い は，日本 政府動物実験の指

針（1980 年3 月17 条6 号）に従うて行った．5 週

齢 オスODS ラット（odyod）は日本クレア社 （株）

から購入した．ラットぱ，温度24 ±2 ℃，12 時

間明暗サイクルの条件下で飼育し，餌と水は自由

摂取 させた．最初 の1 週 間，す べてのラットを

AIN76 処方 に従った船橋農場 （株）製の合成飼料

と正常 な発育維持 に充分な量であるVC をlg り

15）を含 むイオン交換水により飼育した．予備飼

育 の後 ， ラッ ト を4 グ ループ ［対 照 群 ， －C

群，－E 群，　－C －E 群］に分け飼育した．各グ

ループのラット数は4 から5 匹とした．－E 群の

餌は脂肪 としてstripped　（ビタミンE を除去した）

コーンオイル（5g／100g）を含む，船橋農場 製の

ものを用いた．対照群にはVC をlg り 含む水と，

strippedコーンオイル（5g／100g） を用いて作製し

た餌 に，　all－rac－　a　－トコフェロールを5Qmg ／kg添加

した合成飼料を与えた．－C 群 には対照群と同じ

飼料 とVC を含まない水を与えた．　―　C，　―　E群 に

はVC を含まない水 と，上記のVE を含 まない飼

料を与えた．

1 ．3　 分析方法

解剖予定日に，1 日1 匹づつ解剖し，解剖した

その日にすべての測定を行った．ラットをエ ーテ

ル麻 酔下にて 開腹し，ヘ パリ ンを含 む注射筒で，

下大静脈から血液を採集した．門脈から冷却した

生理的食塩水を流し，灌流した後，臓器を取り出

し た．・ 取 り出 し た臓 器は， 冷 却下 ，5 倍量 の

lOmM のリン酸緩衝液を含 む生理的食塩水（pH

7．2）でホモジネートにした．すべての測定は2 連

の実験で行っ たVC の測定は，前回報告した方

法14，　15）で行った．VE の測定は文献17）に捉っ

た．　HPLC と蛍光検出器（島津RF －535）の条件は

既報19・　20）の通りである．チオバルビツール酸反

応性物質（TBARS ） は文献21 ）に従 って測定し，

臓器重量当 たりのマロ ンジ アル デヒド （MDA ）
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当量として表わした．

蛋白質量は牛血清 アルブミンを標準物 質とし

て用い，　Lowry等の方法22）に從い測定した．

データは，平均 土SD として表わし，　Stat　View

（　Abacus　Concepts，　Berkeley ，　CA ） を 用 い

ANOVA にて有意差検定を行った．各ビタミン間

の相互作用を検討するために，すべての実験群の

グループ平均は，　two－way　ANOVA23 ）を用いて比

較し た． グループ平均 間の有意差は，　Fisherの

PLSD テストを用いて分析した．　P　＜　0．05を有意

差とした．

2 ．結果と考察

2 ．1　0DS ラットの体重変化

対照群の体重（g）は文献15・　23）と同じく，順調

に増加した．－E 群の体重変化は対照群と変 わら

ず，既報19）と同様，3 週間のVE 欠乏は体重変化

に影響を及ぼさないこ とを示し ている．－C 群

と－C ，－E 群 の体重は文献15・　23）の報告と同じく，

最初，順調に増加したが，欠乏14 日目から減少

しはじめた．欠乏14 囗目の－C 群 と―　C，－E 群

の体重はそれぞれ，　168．2土10 ．5，　166．5±10 ．4　g

であり，対照群（178．3±11 ．9），　－E 群 （185．0±

3．9）よりも有意に減少した．欠乏21 日目の－C

群 と ―　C，　―　E群の体重 は，そ れぞれ158 －36士

12．85，　162．54±13 ．46であり，これもまた，対照

群 （216．08±5 ．59），　－E 群 （209．74±13 ．28） よ

りも有意に低い数値を示した．

2 ．2　 臓器中のVE 量の変化

欠乏21 日目の－C 群の血漿中のα－トコフェ

ロ ール（a　－Toe） 量は対照群より有意に低値であ

っ た（図1 ）．他のトコフェロール（β，7 ，∂）

は本実験においては検出されなかった 同様の結

果は，欠乏21 日目の心臓，肺，肝臓，腎臓，欠

乏14 日目の血漿，脳，肺 ，肝臓 においても見 ら

れた（図1 　）．　2－way　ANOVA で解析すると，　VE

濃度における，両ビタミン欠乏間の有意な相互作
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用は，欠乏21 日目の血漿，心臓，肺，肝臓，腎

臓において見られた．これらの結果は，鈿始りに

おいて，VC がVE の消費を少なくしていること

を示しており，　in　vitro3・　4）での研究で示されて

いるように，VC によるトコフェリルラジカルヘ

の直接的な救済があることを支持している．この

ことは，モルモットにおける慢性的VC 欠乏は，

肝臓中のVE 濃度を減少させるとの報告 川 と合

致している．しかし，一方，最低VC 量の餌を与

えられたODS ラットの臓器中のVE 量が，最も高

い値を示したという報告12）とは異なっている．

この相違は，用いられたVC の投与量の違いによ

るものと考えられる．

欠乏14 日目，21 日目における，－E 群と－

C，－E 群の全臓器中のVE 濃度は，対照群，－C

群より有意に低かった（図2 ）．　－E 群 と－c ，－

E 群問での有意な差は見られなかった　このこと

は，脳（下記参照）を除く他の臓器では，VE 欠

乏によってVE 量が低下したため，VC の影響が

消失したものと考えられる．

2 ．3　 臓器中のVC 量の変化

14 囗目における対照群の血漿中のVC 濃度

は，－E 群よりも有意に高値を示した （図2 ）．

同様な結果は，欠乏14 日目の心臓，腎臓，欠乏

21 日目の血漿，心臓，肝臓，腎臓，筋 肉におい

ても見られた．この結果は，これらの臓器におい

て，VE が欠乏したことにより，VC の消費が促進

されたものと考えられる．VE によるVC の救済

効果はin　vivoでの本実験において，初めて見い

出された．VE によって，モノデヒドロ アスコル

ビン酸やデヒドロアスコルビン酸が，アスコルビ

ン酸に直接的に再生されるという反応は反応論的

に起こり得ないので，このことは，VE 欠乏によ

って脂質層のラジカル反応が亢進し， その結果，

細胞の水層における酸化的ストレスが上昇し，水

層における強力な抗酸化剤であるvc　24）の消耗

を引き起こしたものと考えられる．
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一C 群において，全臓器中のVC 量は速やかに

減少した（図2 ）．この結果は我々の先の報告15）

と同じである．欠乏14 日目と欠乏21 日目の全臓

器において，－C 群と―　C，―　E群のVC 量は，対

照群と－E 群に比べ有意に減少した．欠乏14 日

目の血漿中の，これらの群（－C 群と－C ．－E 群）

におけるVC 量は，検出限界以下であった．また，

欠乏21 日目の～C 群と―　C，　―　E群の両群におけ

る血漿，心臓，腎臓，筋肉中のVC 量も検出限界

以下となった．欠乏後14 日目の―　C，　―　E群の筋

肉中のVC 量は，－C 群よりも有意に減少した．

このことは，VE による筋肉中のVC の救済効果

が，現われていると考えられる．　2－way　ANOVA

で解析すると，VC 濃度に関して，　VC，　VE 欠乏

の有意な相互作用は14 囗目の血漿，筋肉，21日

目の血漿，心臓，肝臓，腎臓，筋肉において見ら

れた．

脳は，　VC，　VE欠乏期間中，両ビタミンともに，

最も遅い減少傾向を示し15・　19），両ビタミンの相

互作用は見られなかった（図1 ，図2 ）レ また，肺

におけるVC に対する，VE の救済効果は検出で

きなかった．これらの結果から考えると，両ビタ

ミンの相互作用には臓器によってその現われ方に

差があること崕また，本研究の方法論ではすべて

の臓器において，必ずしも明瞭に観察されるとは

表1　欠乏21日目の－C 群，－E群C ，　－E 群．
および対照群における，血漿と肝臓中のTBARS

血　漿　　　　　　　 ． 肝　臓
nmol ／　g

Control 9．14土0 ．35　（a） 25．23土1．13　（a）

－C 13．79土1．28　（b） 33．72士4．53　（b）

－E 8．96土1．55　（a） 25．81土I．82（a）

～C ，　－E 12．98上卜4 （b） 43．63土2．01　（c）

Two －way　ANOVA
P

C ＜0．001 ＜0．001

E NS ＜0．001

C＊E NS く0．01

平均値士SD を示す．それぞ れの組織でTBARS の後の

記号の異なるものは有意差 （P＜0．05）があることを示す．

NS＝not　significant　（P≧0．05）　　　　　　　　　　　‥

限らないことが判った．

2．4　TBARS の変化

酸化的ストレスの指標としてしばしば用いら

れるTBARS の測定を欠乏21 日目に行なった．－

C 群と－　C，－　E群における，血漿，肝臓中の

TBARS は，対照群，－E 群と比べ有意に上昇し

た（表1 ）．このことは，VC 欠乏による酸化的ス

トレスは，VE 欠乏による場合よりも強いことを

示しているレVC 欠乏時におけるVC の減少は，

VE 欠乏時でのVE の減少よりも，その程度が大き

いことを反映しているのかもしれない．しかし，

本実験のTBARS 測定結果からは，両ビタミンの

相互作用は明らかではない．

―　C，　―　E群における肝臓のTBARS は，他の群

よりも有意に上昇したということは，両ビタミン

欠乏に相加性があることを示している．　2－way

ANOVA による解析では，　TBARS に関する，両ビ

タミン欠乏間の有意な相互作用は，肝臓のみに現

われている（表1 ）．脳・，腎臓，心臓，肺，筋肉

においては，4 群間でのTBARS の有意な差は見

られなかった．

3 ．結 語

特 異的，高感度測定法14）を用いて，2 つの抗

腴化ビ タミン，VC とVE の相互 作用を明らかに

し た．VE の減少 はVC 欠乏 に よって加 速さ れ，

このことは，叭 。j吮，の研究3・　4）によって示され

ているように，　vc によるVE の再生が 鈿 治 ．で

も起こり得るこ とを支持し七い る．一方，VE に

よるVC の救済効果は，鈿v加 での本実験におい

て初めて観察された．VE によるVC の直接 的な

再生は起こり得 ないので，この救 済効果 は，j夕x

吻り の研究では予測されなかったことである．こ

の結果は，VE 欠乏によって起こる，膜中での酸

化的ストレスの亢進は，細胞の水層に移り，結果

として，強力 な水溶性抗酸化剤であるVC の減少

を引 き起こすこ とを示している．　2－way　ANOVA
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の解析によると，両ビタミン欠乏の有意な相互作

用は，血漿，心臓，肺，腎臓，肝臓，筋肉におい

て見られた．

以上より，動物の体内においてはビタミンC

とE は緊密に相互作用していることが明らかとな

った．そのため，運動を行なう選手はもちろん，

一般の人々も運動する際にはこれら2 つのビタミ

ンを充分に摂取していることが望ましいと考えら

れる．とくに運動選手の場合，日常的な運動負荷

による筋肉や他臓器の活性酸素による障害を防止

するため，これら両ビタミンの摂取を心掛けるべ

きである．食事から取ることが自然であるが，体

重制限などがある場合，適量のビタミン剤の投与

を考えてもよいと考えられる．
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