
九州大学学術情報リポジトリ
Kyushu University Institutional Repository

アスコルビン酸酸化物の制癌作用

中村, 泰彦
九州大学農学部食糧化学教室

山藤, 一雄
九州大学農学部食糧化学教室

https://doi.org/10.15017/23011

出版情報：九州大學農學部學藝雜誌. 23 (3), pp.119-125, 1968-03. 九州大學農學部
バージョン：
権利関係：



ア ス コ ル ビ ン 酸 酸 化 物 の 制 癌 作 用

中 村 泰 彦 ・山 藤 一 雄

Antitumor activities of oxidized products of ascorbic acid 

          Y. Nakamura and K. Yamafuji

食糧晶中の制癌性物質に関す る当教室の一連の研究

によ り,す で に リグニンや笹多糖類が 可移植性マ ウス

腫瘍に対 して抗腫瘍性を示す ことが明 らか にされた,

一方,食 糧成分 として動植物界 に広 く存在す るアス コ

ル ビン酸について,荒 谷1)は エール リッヒ腹水癌の死

亡率を低下 させ腹水貯留を抑制す る作用が あると報 告

してい る.ア スコルビン酸は生体内で は酸化型,還 元

型の両型 として存在 し,生 体内の酸化還 元反応に関一与

してい ると考 えられ る.酸 化型 アス コル ビン酸,つ ま

りデ ヒドロアスコルビン酸 は分 子中に

構造を持ち,種 々の還元剤 によ り容易に還元 されてア

ス コルビン酸 とな り,ま たα-ア ミノ酸 と反応 して赤

色物質を作 り褐変現 象の一因 をなす など反応性に富 ん

で い る,

そこで著 者らは可移植性マウス 腫瘍Sarcoma180

を使つて,ア ス コルビン酸およびアスコル ビン酸酸化

物の抗腫瘍性について検 討し,デ ヒドロアス コルビン

酸および その ラク トン環の開裂によ り生 じる2,3一 ジ

ケ トグ ロン酸が抗腫 瘍性を持つ ことを明 らかに した.

実 験 方 法

1)デ ヒ ドロアスコルビン酸の合成

市販の特級L一 アスコル ビン酸 を用い,Kenyonら

の方 法4)を 一部変えて行なつた.

2)デ ヒ ドロアスコルビン酸粗結晶の性質

上の方法 によ り得 られた粗結晶の性質 を調べ るため

に,ペ ーパ ークロマ トグラフイー,紫 外部吸収スペク

トルの測定,2,4一 ジニ トロフェニル ヒドラジンとの

縮合によ り生 じるヒドラゾ ンの吸収 スペ ク トル測定 を

行なつた.

3)市 販 アスコルビン酸の純度検定

市販特級 レ アス コルビン酸の一定量 を正確に計 り,

2%メ タ燐酸に溶解 して概略40r/m1と なるよ うにす

る.こ の5m1に6%ヨ ウ化 カ リ0.5m1と 指 示薬 とし

て澱粉液数滴を加 えて1/1000Nヨ ウ素酸カ リ液で滴

定 した.

4)ヒ ドラジン法に よるアスコルビ ン酸,デ ヒ ドロ

アスコルビン酸,2,3一 ジケ トグ ロン酸の分別定量

AVC法2)に 準 じて行なつ た。

a)標 準曲線作成

アス コルビン酸100mgを5%メ タ燐酸 に溶か して

100mgと し,そ の50mlを と り臭素2,3滴 を加え

て振 り,氷 水中で冷却しなが ら窒素ガスを通 じて過剰

の臭素を除 く.こ の液10mlに チ オ尿素0,59を 加え

5%メ タ燐酸で500m1と す る.こ れ をもとに1%チ

オ尿素 一一5%メ タ燐酸で稀 釈して各濃度 を作 り発色 さ

せ た.

b)ア ス コル ビン酸 トデ ヒドロスアスコル ビン酸 十

2,3一 ジケ トグロン酸

粗結晶を5%メ タ燐 酸に溶か して上 と同様に奥素酸

化 を行ない,ユ%に な るよ うにチオ尿素 を加 えて常法

に従つて発色 させ た.

c)デ ヒドロアス コルビン酸+2,3一 ジケ トグロン酸

粗結晶を1%チ オ尿 素一5%メ タ燐酸 に溶か し比色

被検液 とした.

d)2,3一 ジケ トグ ロン酸

最初は粗結晶 を5%メ タ燐酸に溶か して硫化水素還

元 を行 ない す ぐに 濾過 して 発色 させ る 方法 をとつた

が,こ れで は還元が 十分でな く,2,3一 ジケ トグ ロン

酸の含量 が常 に高 く出るので,次 のよ うにした.す な

わち粗結 晶を純水に溶 かして氷水中で冷却 しなが ら硫

化水素を15分 間通じ,密 栓 して冷蔵庫 に一夜放隈 し,

これに終濃度がそれぞれ5%と1%に な るよ うにメ タ

燐酸,チ オ尿素 を加 え濾過,こ の濾液について発色以

下の操作 を行なつた.

e)発 色

被 検液4m1に2%2,4一 ジニ トロフェニル ヒドラ



ジン液1m1を 加え,37℃,6時 間反応 させ反応後氷

水中で冷却 しなが ら注意 深 く85%硫 酸5mlを 滴 下し

た.別 に被検液4mlに 氷水中で85%硫 酸5m1を 滴

下 し,2,4一 ジニ トロフェニル ヒ ドラジン]m1を 加え

て盲検 とした.吸 光度の測定は520mμ で行なつ た.

5)動 物 実 験

a)マ ウス

ddN系 雄,生 後4週 の ものを用 いた.

b)腫 瘍

九大 医学部癌研よ り分与い ただ き,現 在当 教室で

維持 してい るマウス 腫瘍Sarcoma180を 用いた,

Sarcoma180は 常時腹水型 として 維持 してお き,試

験のつ ど移植後10～12口 目の腹水0.2mlを 生後4週

のddN雄 マウスの腋下部皮下 に注射移植 した.

c)薬 の投与

試験群には リンゲル液に溶か した薬を,対 照群には

リンゲル液を,腫 瘍移植48時 間後か ら始めて隔 日!

回,計6回 移植部位に0.2mlず つ注射 した.

d)抗 腫瘍性の判定

薬の最終投与後1日 おいて屠殺 し腫瘍を摘 出し,その

重量 を測定 して対照群のそれとの比較か ら判定 した.

実 験 結 果 な ら び に 考 察

1)デ ヒ ドロアスコルビン酸 の合成

アス コルビン酸8.89と ヨウ素12.69を それぞれ約

35m1の95%メ タノールに出来 るだけ溶解 した上で加

え合わせ,さ らにメタノール を加えて75m1と す る.

これ を10℃ 程度に冷却して撹枠下に炭酸鉛 を徐々に

加 える.添 加 は静置上清が無色 とな るまで続 けるが,

約20gを 要す る.遠 沈 して上清 を集め沈澱 は少量のメ

タノールで洗 う.こ れに硫化水素を5秒 間通 じる.無

色の液は赤褐色 とな るが ただ ちに空気を通 じて溶存硫

化水素を除 く.か な り時間がかか るので冷却 しなが ら

行な う.黒 褐色沈澱が凝集 し液は透明にな る.濾 過後

30～40℃ で減圧濃縮す ると 無色 の シラップ状 とな る

か ら温度 を徐 々に上げて100℃ にす る.100℃ で1.5

時間減圧乾燥 した後 室温 まで冷 し,99.5%エ タノール

30mlに 溶か し冷蔵庫 に放置す る.出 来た結晶は少量

の冷エ タノールで洗 い真空デ シケーターで乾燥す る.

収量19.

2)デ ヒ ドロアスコルビン酸粗結晶の純度

a)ペ ーパー クロマ トグ ラフィー

上記の粗結晶 とアスコル ビン酸の1%水 溶液 を0.01

m1宛 スポ ッ トし,ローブタノール ー酢酸一水(4:1:5)

Fig. 1. Paperchromatograms of dehydro-

       ascorbic acid crude crystal and 

       its aqueous solution kept at  30°C 

       for 70 hours. AsA : ascorbic 

       acid; DAsA-70: aqueous solution 

       of dehydroascorbic acid crude 

       crystal kept at 30°C for 70 hours ; 

       DAsA : dehydroascorbic acid 

        crude crystal.

で 室温,下 降 法 で展 開 し た.発 色 に は0.1NAgNO3

-10%NII40H(1二1)を用いた(Fig .]).

アス コル ビ ン酸 溶 液で はRf=・0.42の ス ポ ッ ト0)他

にRf-0.48の スポ ッ トが 現 わ れ る.特 に ア ス コル ビ

ン酸 を溶 液 に した状 態 で 長 く放 置 した場 合 博 し く,デ

ヒド ロア ス コル ビ ン酸 の メ イ ンス ポ ッ トに一 致 す る.

これ は溶 液 状 態 で,或 い は展 開中 に ア ス コル ビ ン酸 が

一 部 酸化 した た め と思 われ る.酸 化 防止 剤 と して チ オ

尿 素 を 添加 す る と0.1NAgNO一10%NH40Hで は

バ ッ クが 褐 色 とな り ス ポ ッ トが 見分 け に く くな る.

粗 結 晶で はRf=0・47の メ イ ン スポ ッ トの他 にRf・ 二0

.16,0.11の2つ が 現 わ れ る.デ ヒ ドロ アス コル ビ ン

酸 の水 溶 液 を長 く放 置す る と次 第 に2,3一 ジケ トグ ロ

ン酸 に 変 る と い われ て お り,こ の 粗 結 晶 の 水溶 液 も

30℃ に70時 間 お い た後 ク ロマ トグ ラ フ ィー を行 な う

と メ ィ ンス ポ ッ トはRf二0,16に 移 るか らRf::=O.16

は2,3一 ジ ケ トグ ロ ン酸 で あ ろ う.

b)紫 外 吸収 スペ ク トル



Fig. 2. UV spectra of dehydroascorbic acid crude crystal and oxidized solution of ascorbic 
       acid by bromine. Both were dissolved in 2 96  HPO3 at the ratio of mg/ml.

Fig. 3. Changes of UV spectrum of dehydroascorbic acid crude crystal in aqueous solution. 
       10 mg of crude crystal was dissolved in pure water and kept at 20'C. PH of the 

        solution was 3.0.



Fig. 4. Changes of UV spectrum of dehydroascorbic acid crude crys-

       tal in neutral buffer solution. 

       Ten mg of crude crystal was dissolved in 10 ml of sodium 

       citrate buffer solution, PH 7.0, and kept at  20°C.

粗結晶 の溶 解 直後 の 紫外 吸 収 スペ ク トル をFig.2

に示 す.こ れ はHerbertら3)の もの と 大体一致 す

る.し か しデ ヒ ドロ アス コル ビ ン酸 水溶 液 は210皿 μ

よ り長 波 長側 に は何 らの選 択 的 吸 収 を 持 た ない と され

て い るか ら,295mμ 附 近 の なだ らか な 吸収 ピ ー クは

混在 す る他 の物 質 に よ る もので あ ろ う.こ の 吸収 スペ

ク トル は 時 間 と共 に変 化 して295mμ に はつ き りした

ピ ー ク を持 つ よ うにな り,そ の吸 光 度 も次第 に増 加 し

て い く.短 波長 側 の吸 収 も増 大 す る(Fig.3).

溶 液 が 中 性で あ る とそ の変 化 は もつ と速 く,吸 収 ピ

ー クは初 期 に お いて 短 波 長側 にず れ る(Fig.4).

デ ヒ ドロア ス コ ル ビ ン酸 は 水溶 液 中で2,3一 ジ ケ ト

グ ロン酸 へ 不 可逆 的変 化 をす るこ と,2,3一 ジ ケ トグ

ロ ン酸 の 吸 収 極 大が295mμ で あ る こ とか らこ0)295

mμ の吸 収 は生 成 し た2,3一 ジ ケ トグ ロ ン酸 に よ る も

の で あ ろ う.

c)2,4一 ジ ニ トロ フ ェ ニル ヒ ド ラジ ン との ヒ ドラ

ゾ ン形 成

2,4一 ジ ニ トロ フ ェニ ル ヒ ドラ ジ ン は デ ヒ ドロ アス

コル ビ ン酸 ま た は2,3一 ジ ケ トグ ロ ン酸 の ケ ト基 と反

応 して 難 溶 性 の ヒ ドラゾ ンを作 る.レ ダ ク トン も反応

す るが そ0)ヒ ドラゾ ンの 硫 酸溶 液 は450～490m/Lに

特異 的 な吸 収 を もち,520mμ に極 大 を示 した2,3-一

ジ ケ トゲ ロン酸 の ヒ ドラ ゾ ン とは 区 別で きる.

d)分 別 定量

ヨ ウ素酸 カ リ滴 定 法 に よ る市 販 特 級 ア ス コル ビ ン酸

の 純 度 は99%以 上 で あ り,ヒ ドラ ジ ン法 に よれ ば0.8

%の デ ヒ ド ロア ス コ ビン 酸 を含 ん で い た.

ヒ ドラジ ン法 によ る分 別 定量 まアス コル ビ ン酸?2デ

ヒ ドロ アス コル ビ ン酸 の酸 化 還 元 にお け る吋逆 性 とデ

ヒ ドvア コル ビ ン酸 一>2,3一 ジ ケ トグ ロ ン酸の不可逆

性 を利 用 した もので あ る.つ ま り臭 素 に よ る酸化 に よ

りア ス コル ビ ン酸 をデ ヒ ドロ体 に 変 えて(ア ス コル ビ

ン酸 十デ ヒ ドロア ス コル ビ ン酸 十2,3一 ジ ケ ト グ ロン

酸)量 を,そ の ま まで(デ ヒ ド ロア ス コル ビ ン酸 レ

2,3一 ジ ケ トグ ロン酸)量 を,硫 化 水素 によ る還 元 に よ

りデ ヒ ドロ体 を ア ス コル ビ ン酸 に変 えて2,3一 ジ ケ ト

グ ロン酸量 を測 定 し,そ れ ぞ れ 差 し引 いて 算 出す る も

ので あ る.従 つ て酸 化 還 元 そ の他 の操 作 中 に お け る各

物 質の 分 解 を さけ るた め,必 要 以外 は出 来 るだ け低 温

で 短 時 間 にす ませ るよ うに した,

粗 結 晶 は ペ ーパ ー ク ロマ トグ ラ フ ィー の結 果 か らみ



る と2,3一 ジ ケ トグ ロ ン'酸を含 むー可能 性 が あ るので,

ヒ ドラ ジ ン との糾1合反 応 は反 応時間 を6時 間 と した.

これ に よつ て ヒ ドラゾ ン形 成 に お け るデ ヒ ド ロア ス コ

ル ビ ン'酸と2,3一 ジ ケ トヴ ロ ン酸 の反 応 速 度 の違 いか

ら生 じ る諜 差 は 除 かれ る.

標 準 曲 線 か ら求 め た粗 糸品 の 成 分組成 をTable1

に 示 し た.

Table 1. Composition of crude crystal.

その 他 の22%は 溶 解 した粗結晶 の 重 量1Orか ら(ア

スコル ビ ン 酸 十デ ヒ ドロ アス コル ビ ン酸 十2,3一 ジ ケ

トグPン 酸)量7.8γ を引 いた もので,こ の ものが 何

で あ るか は 分 らな い.後 述 す るよ うに粗 結 晶 の 水溶 液

を 長時間 放 置 してお く と2,3一 ジケ トグ ロ ン酸 の旦 が

増 すが,そ の 溶 液 は(ア ス コル ビ ン酸+デ ヒ ドロ アス

コル ビ ン酸+2,3一 ジ ケ トグ ロ ン酸)量 も8.3rと 大 き

く出 る(Table2),

Table 2. Composition of  70-hrs-solution.*

* Crude crystal was dissolved in pure water 

 and kept at 30'C for 70 hours.

そ の原 因 は分 らな いが 溶 解 直 後 の溶 液が 何 か の 理 由

で ヒ ドラ ジ ン と縮 合 し に くい よ うな状 態 に あ る とす れ

ば,Table1の その 他 の%は 実 際 は もつ と低 い と思

わ れ る.粗 結 晶 は コ0%の2,3一 ジケ トグ ロン酸 お よ び

22%の その 他 の 酸 化生 成 物 を含 む ので,こ の 段 階 で粗

結 晶 の抗 腫 瘍 性 が デ ヒ ドロ ア ス コル ビ ン酸 に よ る とは

断 定で きない.

一方 デ ヒ ドロ アス コル ビ ン酸 は 水溶 液 中で ラ ク トン

環 が 開 い て次 第 に2,3一 ジ ケ トグ ロ ン酸 に変 わ る と云

わ れ て い る,例 えばFig,3に 示 す よ うに20℃,plI3.0

で は125時 間後 に2,3一 ジ ケ トグ ロ ン酸 のZmax.で あ

る295mμ の 吸 収 は10倍 以kに 増 大 し た.そ こで70

時間後 のデヒドロアスコルビン 酸 と2,3一 ジ ケ トグ ロ

ン酸 の 割 合 を ヒ ドラジ ン法 に よ り求 め る と,Table2

の よ うに2,3一 ジ ケ トグ ロン酸 が 増 加 しデ ヒ ドロ アス

コル ビ ン酸 が 減少 して い る.

3)動 物試験の成績

薬の抗腫瘍性判定の方法はいろいろあるが,著 者 ら

はマ ウス腹水腫瘍Sarcoma180を 腹水型 として維持

してお き,試 験 には結節型 として使用す る方法を とつ

た.そ の利点は,Sarcoma180は 腹水中で は腫瘍細

胞が1.個1個 完全に遊 離してお り移植す る腫瘍細胞の

量 を自由 に調節で きるこ と,移 植が簡単で あること,

固型で移植す る場合に比べて腫瘍重量のば らつ きが小

さい こと,腫 瘍重量 を比較す るとい う簡 単な方法で一・

応抗腫瘍性の判断が出来 ることな どである.

すなわち,た ね動物よ り採取 した腹水を生後5週 の

ddN雄 マウスの腹腔内に移植す る.移 植後9～10日 す

ると細胞数 は約109個/mlと なるので,こ の腹 水を太い

輸 血針で採取 し生後4週 のddN雄 マ ウスの腋下部皮

下に静脈針(1/2)で0.2m1宛 移植す る.4～5口 後

には腫瘍は大豆大の結節 とな り,2週 間後 には平均4

～69と な る.中 には10gに およぶ もの もあ り大 きい

ものは中心 部か ら融解 しやすい。腫 瘍重量 によ り抗腫

瘍性の判定をす るときには移植後2週 閥,平 均腫瘍重

4～69程 度で比較す るのがば らつ きが小 さくよいこ

とが分つた.

アス コルビン酸およびデ ヒドロアス コル ビン酸粗結

晶は注射直前に15mg/m1と なるように リンゲル液に

溶か し,70時 間放羅水溶液 は粗結晶を15mg/mlリ

ンゲル液 の濃度に 溶かし30℃ に70時 間おいた後,

それぞれ0.2m1(3m9/mouse,150m9/k9)ず つ6

回注射 した.こ れ らの水溶液 は酸性であるが中性 にす

ると分解 しやす くな るので中和 はしなかつ た.

粗結晶投与 群で は/～2回 の注射で腫 瘍が 固くな り

Table 3. Effect of crude crystal 

       administration.

Administration was initiated 2 days after 
implantation with subcutaneous injection 
and continued every other day for 6 days. 
Dose was 150  rng/kg/day.



Table 4. Effect of administration of  70-hrs-solution.*

* Crude crystal was dissolved in Ringer's solution and kept at 30°C for 70 hours . 
 Dose was 150 mg/kg/day.

Table 5. Effect of administration of ascor-

      bic acid in low dosage level.

Dose was 36 mg/kg/day.

壊死 を起こす もの もある.そ のよ うな個体は以後腫瘍

の発育は著 しく抑え られる.体 重の増加 は対照群に比

べてやや劣 るが,腫 瘍重 ははるかに小 さく対照群の55

%で あ る(Table3).

70時 間放 置水溶液で も同じよ うな傾向がみ られ,腫

瘍重 は対照群の49%で ある(Table4).

粗結晶の成分 はデ ヒドロアス コル ビン酸66%,2,3一

ジケ トグ ロン酸10%で あ り,70時 間放置水溶液はデ

ヒドロアス コル ビン酸25%,2,3一 ジケ トグロン酸58

%で あるに もかかわ らず腫瘍抑制率はほぼ同 じであ る

か ら,デ ヒドロアス コルビン酸およびその ラク トン環

が開いた2,3一 ジケ トグ ロン酸は どち らも抗腫瘍性 を

持つ と考え られ る,ア ス コル ビン酸 もこの投与 レベル

で は腫瘍の発育 を 抑 える傾 向にあ る(Table4).し

か し投与量が少 ないとき(0.74mg/mouse,37mg/kg)

は抗腫瘍性は認 められなかっ た(Table5).

アスコルビン酸が アスコル ビン酸その もの として弱

い抗腫瘍性を示すのか,或 いは注射 され たアス コルビ

ン酸の一部が生体内で酸化 されて抗腫 瘍性 を発揮 した

のか今の ところ分 らない.

摘 要

ユ.Kenyonら の方 法を一 部変えてアスコル ビン酸

よ りデ ヒドロアス コルビン酸 を調成 し粗結晶 として分

離 した.

粗結 晶の溶解直後の水溶液は紫外部 にほ とんど選択

的吸収を示 さないが,時 間が たつにつれて295mμ に

吸収極大 を持つよ うにな り別の物質 に変化す ることを

示 した.こ の変化はペーパー クロマ トグ ラフィーによ

つて確か められた,

ヒドラジン法によると粗結晶の組成 はデ ヒドロアス

コルビン酸66%,2,3一 ジケ トグ ロン酸10%,ア スコ

ルビン酸2%,そ の他22%で あ り,70時 間放 置水溶

液はデ ヒドロアスコル ビン酸25%,2,3一 ジケ トグロ

ン酸58%,そ の他17%で あつ た.

2.粗 結晶 およびその70時間 放置水溶液は,可 移

植性 マウス腫 瘍Sarcoma180に 対 して抗腫瘍性 を示

し,腫 瘍の増殖 は粗結晶投与群で は対照群の55%,70

時間放置水溶液投与 群では対照群 の49%に 抑 えられ

た.こ の抗腫 瘍性 は デ ヒドロアスコルビ ン酸,2,3一

ジケ トグロン酸による もの と推定 した.
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                                      Summary 

   In vivo ascorbic acid exists in two forms of oxidized dehydroascorbic acid and reduced 
ascorbic acid. 

   It is reported that ascorbic acid decreases the mortality of mice bearing Ehrlich ascites 
tumor, but we have no information as to dehydroascorbic acid. 

   We synthesized dehydroascorbic acid by improved method of Kenyon et al. and  isolated it as 
crude crystal. 

   Aqueous solution immediately after dissolution showed no selective absorption in ultraviolet 
wave length, and it came to have a peak at 295 m.t with the lapse of time. By means of hydrazine 
method, crude crystal was calculated to be composed of 2 % ascorbic acid, 66 % dehydroascorbic 
acid, 1.0 % 2, 3 diketogulonic acid and 22 6' others. 

   Crude crystal solution kept at 30'C for 70 hours (70-hrs-solution) consisted of 25 % dehydroas-
corbic acid, 58 % 2, 3-diketogulonic acid and 17 % others. There was similar tendency in paper-
chromatography. 
   Crude crystal and 70-hrs-solution inhibited the growth of transplantable mouse tumor Sarcoma 

180, solid type and the inhibition rates were 45 % and 51 % respectively with the dose of 150 mg/ 
kg/day for 6 days. With the same dosage, ascorbic acid showed weak antitumor activity. 

   Although crude crystal and 70-hrs-solution went by contraries on the content of dehydroa-
scorbic acid and 2, 3-diketogulonic acid, both inhibited the growth of tumor to similar extent. 

   So we presumed that dehydroascorbic acid and 2,3-diketogulonic acid had antitumor activities 
respectively. 
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