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Ⅰ．緒言

　L-アスコルビン酸（ビタミンC、AA）は、結
合組織の主要成分として皮膚や骨、血管などに
多く存在するコラーゲンの合成に必須であり、
長期間重度に欠乏すると毛細血管の脆弱化によ
り歯茎や消化管などの臓器・組織で出血傾向を
示し、最終的には死に至る壊血病を引き起こす1）。

また、抗酸化作用を有し、ビタミンEと共に細
胞を酸化障害から保護している2）。さらに近年、
AAはエピジェネティックな遺伝子発現調節に
関わることにより、さまざまな細胞の分化制御
において重要な働きを担っていることが示され
注目されている1, 3, 4）。
　ヒトやサルなどの霊長類やモルモットなど
AA合成酵素を持たない哺乳動物は、欠乏症を
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防ぐためにAAを食事から摂取する必要がある。
壊血病は、成人では1日あたり6～ 12 mgのAA

の摂取で回避できる5, 6）。しかし、心臓血管系の
疾病予防効果や抗酸化作用効果を期待するため
には、血漿AA濃度を50 μmol/Lに維持する必
要がある7－8）。そして、日本人食事摂取基準
2015年版において、この血漿濃度を維持するた
めにAAの推奨量を18歳以上で100 mg/日として
おり9）、この血漿濃度50 μmol/Lが生理的最適
濃度として健康維持の基準となる。
　単球は、骨髄中の造血幹細胞から骨髄系前駆
細胞を経て分化し血中へ放出された後、さらに
組織へ出てマクロファージへと分化する10）。単
球・好中球前駆細胞の一つであるHL60細胞は、
活性化ビタミンD₃（1α,25-Dihydroxyvitamin D₃ 
: VD₃）によって単球へ分化することが知られ
ており、この系は多くの単球分化誘導実験で用
いられている11）。このVD₃による単球分化にお
いて200 μmol/Lにおける AAの効果は報告され
ているが12）、生理的最適濃度（50 μmol/L）で
の効果は十分に明らかとなっていない。
　そこで今回は、HL60細胞を用い生理的最適
濃度でのAAがVD₃による単球分化に及ぼす効
果を検討したので報告する。さらに、単球分化
の場である骨髄微小環境から産生され、単球を
含む多くの細胞の増殖・分化に関与することで
知られるTransforming Growth Factor-β1（TGF-

β）13）を共に添加することで、より生体内の分
化環境に近づけた際のAAの効果も解析したの
で報告する。

Ⅱ．方法と材料

1．試薬
　単球分化誘導剤であるVD₃（Cayman Chemical 

Company、USA）は、エタノール（99.5 ％）に
溶かしストック溶液として10-³ mol/Lを作製し
た。単球分化促進剤であるTGF-β（PEPRO 

TECH、USA）は、フィルター滅菌した0.1 % 

BSA（Bovine Serum Albumin）に溶かしストッ
ク 溶 液 と し て1 μg/mLで 作 製 し た。AA

（L-ascorbic acid、富士フィルム和光純薬株式会
社、大阪）は、注射用蒸留水（大塚製薬株式会
社、東京）に溶かしストック溶液として100 

mmol/Lになるように作製した。

2．細胞培養
　HL60細 胞（ 前 骨 髄 球 性 白 血 病 細 胞；
RCB0041、理化学研究所）を10 %非働化FBS

（Thermo Fisher Scientific、USA）加RPMI1640培
地（シグマ アルドリッチ ジャパン合同会社、
東京）で懸濁し、CO₂インキューベーター
（CPS-2902型、ヒラサワ株式会社）を用いて37℃・

5 %条件下で培養した。0.5×10⁵個/mLの細胞は、
環境を整えるために一晩培養した。10⁵個の細
胞を12ウェルプレートに播種し、VD₃単独もし
くはTGF-βとの共刺激により分化誘導を行っ
た。試薬添加日を0日目とし3日間培養した。
AAは、分化誘導・促進剤添加30分前に処理した。
無刺激細胞（None）を懸濁したウェルにVD₃を
溶かしたエタノールを終濃度0.1 %になるよう
に添加したものをコントロールとした。加えた
エタノール濃度では毒性を示さず分化にも影響
は与えないことを確認している。

3．細胞表面抗原の解析
　HL60細胞を10⁵個含む細胞懸濁液を採取し、
572×g、2分、4℃で遠心した。上清を捨て、軽
く沈殿をほぐし、FITCで標識した抗CD14抗体
（Clone：61D3、Thermo Fisher Scientific） ま た
はPEcy5で 標 識 し た 抗CD11b抗 体（Clone：
ICRF44、Thermo Fisher Scientific、）と混和した
PBS溶液を加え20分間遮光し氷上に置いた。そ
の後、フローサイトメーター（MACSQuant 

Analyzer、ミルテニーバイオテック）を用いて
CD14抗原及びCD11b抗原の発現を解析した。

4．統計処理
　結果は、平均±標準誤差で表す。対照群との
濃度比較及び経時的変化に関する有意差検定
は、一元配置分散分析後、Tukey検定を用いて
行った。有意水準5％未満を有意差ありとした。

Ⅲ．結果

1．VD₃による単球分化に及ぼすAAの影響の解析
　25、50、100 μmol/L AA共存下におけるVD₃
によるCD14抗原の発現を解析した。その結果
をFig. 1に示す。VD₃単独刺激群では、CD14陽
性細胞の割合が1日目は2 ％、2日目は10 ％、3

日目は17 ％と経時的に増大した。25、50、100 
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μmol/L AA添加群は、いずれにおいてもVD₃単
独刺激よりも1日目から有意にCD14抗原の発現
を増大し、その増加割合は25 μmol/L AA添加
群で1日目3.5倍、2日目3.0倍、3日目2.3倍であ
った。25、50、100 μmol/L AA添加群間におけ
る有意差は認められなかった。以後、AAの濃

度は生理的最適濃度である50 μmol/Lとして解
析した。
　Fig. 2に示すように、VD₃単独刺激により
CD11b陽性細胞の割合が、1日目19％、2日目60 

%、3日目76 %と経時的に増大した。この発現
に対してAAは、影響を及ぼさなかった。

Fig. 1   Effect of L-ascorbic acid (AA) on the expression of CD14 antigen in VD₃-induced HL60 cells.

 HL60 cells were treated with 100 nmol/L VD₃ alone or in combination with various concentrations 

of AA for 3 days. The same volume of ethanol was added the control culture. The results are 

represented as the mean ± SEM (n=3). 

 * p < 0.05, relative to None, ** p < 0.05, relative to a group treated with VD₃

Fig. 2   Effect of AA on the expression of CD11b antigen in VD₃-induced HL60 cells.

 HL60 cells were treated for 3 days with 100 nmol/L VD₃, or 50 μmol/L AA in combination with 

100 nmol/L VD₃. The percentage of CD11b antigen-positive cells in the HL60 cells were 

determined using flow cytometry. The data are expressed as mean ± SEM (n=3), and differences 

between groups were analyzed with one-way ANOVA, followed by Tukeyʼ s test. 

 * p < 0.05, relative to None
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2．  VD₃+TGF-βによる単球分化に及ぼすAAの
影響の解析

　Fig. 3Aで示すように、VD₃+TGF-β群では、
CD14陽性細胞の割合が1日目は48 ％、2日目は
68 %、3日目は86 %と継時的に増大した。AA

はVD₃+TGF-βによる割合をさらに1日目1.4倍、
2日目1.3倍、3日目1.1倍と有意に増大した。
　一方、CD11b陽性細胞の割合は、VD₃+TGF-

β群で1日目39 %、2日目81 %と増大し、3日目
は96 %の細胞がCD11b抗原を発現した（Fig. 

3B）。その発現に対しAAは、3日間とも影響を
及ぼさなかった（Fig. 3B）。

Ⅳ．考察

　本研究は、AAはVD₃による単球分化におい
て食細胞共通マーカーであるCD11bの発現誘導
には影響しないが、単球特異的マーカーである
CD14の発現誘導を顕著に促進することを生理
的最適濃度である50 μmol/Lにおいて初めて明
らかにした。この結果は、健常人が食事により
100 mg/日のAAを摂取した時に維持できる95パ
ーセンタイルのAA血漿濃度（86 μmol/L）の
倍以上の濃度（200 μmol/L）で行われた結果12）

と傾向は一致している。この生理的最適濃度に
おけるAAの分化促進効果に関しては、安定型
AA誘 導 体（L-Ascorbic acid 2-phosphate） が、

Fig. 3   Effect of AA on the expression of monocytic CD14 and CD11b antigen in VD₃+TGF-β-induced HL60 

cells for 3 days.

 The percentage of CD14 (A) and CD11b (B) positive cells were analyzed by MACSQuant analyzer. Data 

were expressed mean ± SEM (n=3). 

 * p < 0.05, relative to None, ** p < 0.05, relative to a group treated with VD₃, #p < 0.05, relative to a group 

treated with VD₃+TGF-β

A

B
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3T3-L1脂肪細胞の分化を促進することが知ら
れており14）、そのメカニズムとしてC/EBPβの
発現促進が示唆されている14）。VD₃によるCD14

の発現はC/EBPβの発現増大により誘導される
ことが報告されていることから15）、AAがVD₃に
よるC/EBPβの発現を増大することでCD14の
発現を促進している可能性が考えられる。さら
に、このAAのVD₃誘導性単球分化における
CD14発現促進効果は25 μmol/Lでも十分であ
ることから、ヒトの潜在的なAA欠乏状態（血
清濃度：11～ 28 μmol/L16））においても、単球
分化は影響されないない可能性が示唆される。
　近年、AAはヒト白血病細胞においてTen-eleven 

translocation（Tet）2の活性を高め、DNAの低メ
チル化を促進することが報告されている17－18）。
VD₃による単球分化においてもAAはこのTet2

の活性を増強することでCD14遺伝子発現調節
部位の脱メチル化を引き起こし、VD₃を介した
本遺伝子の発現を促進している可能性が考えら
れる。
　本研究では、AAはVD₃単独時だけでなく、
単球分化の場である骨髄微小環境中において単
球分化誘導を促進するTGF-β13）との共存下に
おいてもCD14の発現促進効果を示した。この
ことから、AAは、骨髄においてTGF-βと協調
して単球形成効果をより高める環境を構築して
いる可能性が考えられている。
　VD₃の単球分化誘導能は、白血病の分化治療
へ応用されようとしている19）。しかしVD₃は高
濃度になると高カルシウム血症を引き起こす副
作用がある。そのため、VD₃を副作用が引き起
こされない程度の濃度に抑え、VD₃の分化誘導
能を促進する自然化合物の探索が求められる20）。
本研究結果から、AAの生理的最適血漿濃度の
維持は、円滑に単球分化を促進する一助になる
のではないかと考えられる。しかし、CD11bに
関してはAAによって促進されることはなかっ
たため、これを補う因子の発見が必要であると
考えられる。
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