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要旨 

 

皮膚にある光増感剤は光照射により一重項酸素（1O2）を生じることから、医

薬品や化粧品を皮膚に塗布した場合、それに含まれる種々のフェノール化合物

がそれと化学反応を起こすと考えられる。本研究では、グルタチオン（GSH）

存在下での 1O2 とフェノール化合物との反応生成物とその毒性について酸化的

ストレスの観点から調べた。保存料 p-ハイドロキシ安息香酸類を水溶液中で

GSH存在下 1O2と反応させると、GSH抱合ハイドロキノン（HQ-GSH抱合体）

が生成した。GSH量や 1O2量を変えた実験から、抱合体は 1O2の関与した複数

の過程を経て生じることが示唆された。HQ-GSH抱合体とハイドロキノン（HQ）

のそれぞれの水溶液では過酸化水素が検出され、その量は抱合体で多かった。

これらによる過酸化水素は、ESR でセミキノン型ラジカルが検出されたことな

どから自動酸化によるものと考えられる。腎近位尿細管由来培養細胞への暴露

実験では抱合体、HQ ともに細胞毒性が現れ、DCFH-DA をプローブとしたフ

ローサイトメトリーにより細胞内酸化的ストレスの惹起が観測された。活性酸

素の阻害実験と細胞内 GSH 量の測定から、HQ-GSH 抱合体は細胞外で生成さ

れる過酸化水素が、また HQでは細胞内 GSH枯渇が主な細胞毒性の機序である

と推定される。本研究は、皮膚で起こる光増感反応がフェノール化合物の毒性

を変える可能性を示唆するものである。 
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略語 

 

・ 2,5-DHBA 2,5-dihydroxy benzoic acid 

・ 2,5-DGHQ 2,5-(diglutathion-S-yl)hydroquinone 

・ 2,6-DGHQ 2,6-(diglutathion-S-yl)hydroquinone 

・ ACP  1-acetoxy-3-carbamoyl-2,2,5,5-tetramethyl pyrrolidine 

・ BQ  1,4-benzoquinone 

・ CP  carbamoyl-PROXYL 

・ CP-H 1-hydroxy-3-carbamoyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine 

・ DCFH-DA 2’,7’-dichlorofluorescin diacetate 

・ DMPO 5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide 

・ DPBS Dulbecco’s phosphate buffered saline 

・ DTPA diethylenetriamine-N,N,N’,N’’,N’’-pentaacetic acid 

・ GSH  reduced glutathione 

・ GSSG oxidized glutathione 

・ HPX  hypoxanthine 

・ HQ  hydroquinone 

・ MGHQ 2-(glutathion-S-yl)hydroquinone 

・ PB  sodium phosphate buffer (20mM, pH 7.4) 

・ RB  rose bengal 

・ TGHQ 2,3,5-(triglutathion-S-yl)hydroquinone 

・ XOD xanthine oxidase 
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第 1章 緒言 

 

 生体内には、ポルフィリン類やリボフラビンなどの内因性の光増感剤が存在

する[1]。プロトポルフィリンなどのポルフィリン類はヘム生合成過程における

中間代謝物で、ヘム合成過程の酵素異常で皮膚などに蓄積する。このような疾

患はポルフィリア症と呼ばれ、日光にさらされると光過敏症を引き起こす[2]。

植物に含まれるクロロフィルの分解生成物であるフェオフォルバイドや、テト

ラサイクリン系の抗生物質[3]も皮膚に蓄積しやすく、摂取により光過敏症を引

き起こすことがある。また、皮膚表面に常在するアクネ菌はコプロポルフィリ

ンを排泄する[4]。これらの化合物は、光増感剤として作用することが知られて

いる。光増感剤は紫外線や可視光線の照射によって励起され、その励起エネル

ギーが基底状態の酸素分子に移動すると一重項酸素（1O2）が生成する（type Ⅱ

光増感反応）（scheme 1-1）。1O2は空の電子軌道を持つため反応性が高く、活性

酸素の一つとされている。生体構成成分に対し強い酸化力を有し、ene 反応や

1,4-付加反応によって、膜脂質の過酸化や塩基の修飾を起こすことが報告されて

いる[5-10]。皮膚は紫外線や可視光線にさらされる機会の多い組織であること、

他の組織に比べて酸素に触れやすい部位であること[11]、そして外因性や内因性

の光増感剤が存在することから、最も 1O2を生成しやすい部位と言える。実際、

様々な in vivo の実験によって皮膚で 1O2 が生成することが示されている[4, 

12-13]。ポルフィリア症やテトラサイクリン系抗生物質の摂取でみられる光過敏

症には、この 1O2の生成が関与していると考えられている。 

 体の中では 1O2とは違った生成機序で別の活性酸素種、すなわち superoxide 

anion radical（O2.-）、 過酸化水素、およびヒドロキシルラジカル（.OH）が生

成することがわかっている。O2.-はミトコンドリア電子伝達系やシトクロム

P-450で生体にさほど影響しない程度の量が生じていると考えられているが、虚

血組織の xanthin oxidase や貪食細胞の NAD(P)H-oxidase では爆発的に発生

するとされている。O2.-は自発的に不均化反応を起こし、過酸化水素と酸素を生
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じる。superoxide dismutase（SOD）は、この反応を加速する。過酸化水素は、

さらに還元鉄の働きで.OH と OH̶に分解する。これら活性酸素のなかでも.OH

は非常に反応性に富み、強い酸化力を有している。1O2を含めた活性酸素は DNA、

膜脂質、タンパク質などの生体構成成分と反応し、タンパクの変性および失活、

脂質過酸化、核酸塩基の修飾および DNA鎖の切断などを引き起こすことが確認

されている。また近年、活性酸素がカスパーゼカスケードやMAPキナーゼカス

ケードといったシグナル伝達系や、NF-κB や AP-1 といった転写因子を活性化

して、アポトーシス誘導や障害に関わる酵素の発現調節をすることが多数報告

されている[1, 14-18]。これらのことから、生体内で生成する活性酸素は虚血-

再灌流障害、炎症、その他動脈硬化や発がんなどのさまざまな疾患や老化と密

接に関係していると考えられている[1,19-25]。活性酸素の引き起こす生体ある

いは細胞への影響は、「酸化的ストレス」という言葉で表現されている。 

 一方で、生体内には活性酸素に対する防御系として、様々な抗酸化物質や抗

酸化機構が存在している[1]。低分子抗酸化物質としてグルタチオン、アスコル

ビン酸、α-トコフェロール、β-カロテン、ビリルビンなどが、また抗酸化酵素

として SOD、カタラーゼ、グルタチオンペルオキシダーゼなどが知られている。

これらは、生成した活性酸素を化学的あるいは物理的に消去したり酵素的に分

解することで、活性酸素による生体への障害を防いでいる。これらの中で還元

型グルタチオン（GSH）は、活性酸素を直接消去する働きに加え、アスコルビ

ン酸の酸化還元とリンクして活性酸素と還元型アスコルビン酸の反応で生じた

酸化型アスコルビン酸を還元型に戻す働きがある[1]。また、脂質過酸化物を分

解するグルタチオンペルオキシダーゼの基質として、電子の供与をおこなう[1]。

このように、GSH は抗酸化に関して重要な役割を果たしている。GSH の生体

内の濃度は、多くの組織で比較的高く[1]、表皮にも 1 mmol/kgの濃度で存在し

ていると報告されている[26]。 

 

 GSH はグリシン（Gly）、システイン（Cys）そしてグルタミン酸（Glu）か
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らなるトリペプチドである。GSHは抗酸化剤として重要な役割を演じる一方で、

抱合反応を起こすことが知られている。GSHは求核試薬として、容易に 1,4-ベ

ンゾキノン（BQ）などのキノン化合物とMichael付加反応を起こし、ハイドロ

キノン（HQ）抱合グルタチオン（HQ-GSH 抱合体）を生成することが報告さ

れている[27, 28]。Hillら[29]は、HQと GSHをラットの肝ミクロソーム中で反

応させたところ、NADPH-dependent microsomal enzyme の働きにより

HQ-GSH抱合体が生成することを報告した。GSH抱合体形成はシスプラチン、

アセトアミノフェンおよびメナジオンなどでも起こることが知られている。 

 Lauら[27]は、Sprague-Dawleyラットに HQ-GSH抱合体を静脈内投与した

ところ、血中尿素窒素濃度が上昇したことから、HQ-GSH抱合体が腎障害を引

き起こす可能性を示唆した。HQ-GSH 抱合体は GSH の置換数の違いにより

2-(glutathion-S-yl)hydroquinone (MGHQ) 、 2,5-(diglutathion-S-yl)hydro- 

quinone (2,5-DGHQ)、2,6-(diglutathion-S-yl)hydroquinone (2,6-DGHQ)、お

よび 2,3,5-(triglutathion-S-yl)hydroquinone （TGHQ）の４種が生体内で生成

するとされている（Fig. 1-1 [27]）。Lauら[27]の実験では、そのうち TGHQが

もっとも毒性が強かった。さらに、Petersら[30]は、Fischer 344ラットに TGHQ

を静脈内投与したところ、腎近位尿細管 S3領域においてネクローシス様の壊死

を認めた。一般に、GSH抱合体の毒性機序については次のように考えられてい

る（scheme 1-2）[31-33]。GSH 抱合体は、腎近位尿細管細胞表面に存在する

γ-glutamyl transpeptidase（γ-GT）により Gluが加水分解され、Gly-Cys抱合

体となる。さらに細胞表面に存在する aminodipeptidase により加水分解され、

Cys 抱合体となる。Cys 抱合体はアミノ酸トランスポーターや Na+-coupled ト

ランスポーターの働きで細胞内に移行し、細胞内に存在するβ-lyaseによりチオ

ール化合物となる。チオール化合物は反応性が高いため、細胞構成成分と容易

に結合し、その結果、細胞死などの細胞毒性を表わす。Lauら[27]は、HQ-GSH

抱合体投与による腎毒性がγ-GTの阻害剤 acivicinの投与で緩和されたことから、

HQ-GSH抱合体の腎毒性も上記機構によるものと推定した。しかし、γ-GTなど



 9

の酵素により消化されて細胞内に入った後の毒性発現機構については全く調べ

られておらず、上記機構によるかどうかは不明である。さらに、腎障害の指標

とした血中尿素窒素の上昇は、acivicinで完全に抑えられているわけではない。 

 HQは水溶液中で自動酸化を受けてセミキノンラジカルとなり、セミキノンラ

ジカルもまた自動酸化を受けて BQ となる。これらの自動酸化の過程では、電

子は溶存酸素に渡され O2.-を生じる（ scheme 1-3）。生体内では、

NADH-cytochrome b5 reductaseや NADPH-cytochrome P450 reductaseなど

の酵素の働きにより BQ はセミキノンラジカルに還元されることから、ここで

形成されるセミキノンラジカル-BQのレドックスサイクルも、生体内の O2.-の発

生源となりうる[34]。「HQ-GSH抱合体は HQと同様に、レドックスサイクルに

より活性酸素を生成する可能性はないか？」、そして「もし生成するのであれば、

HQ-GSH抱合体の毒性に活性酸素生成の寄与はあるのか？」これらのことにつ

いては全く調べられていない。 

 

 ところで、Brivibaら[35]は、光増感剤にメチレンブルーを用いて生成させた
1O2とフェノールとの反応で、BQと HQが生成することを報告した。彼らはこ

の生成メカニズムとして、 1O2 のフェノールへの 1,4-付加反応により

endoperoxide の形成を経て生成した HQ が、さらに 1O2による endoperoxide

形成を経由して BQが生成したと推定した（scheme 1-4）。BQは前にも述べた

とおり、GSHの求核置換反応を受けると HQ-GSH抱合体となるため、GSH存

在下でフェノールが 1O2と反応するとHQ-GSH抱合体を生じる可能性が考えら

れる。 

 フェノール化合物は医薬品、化粧品、食品添加物などに広く使用されている。

医薬品の例として角化性皮膚疾患治療薬であるサリチル酸、局所刺激薬である

サリチル酸メチルや、交感神経興奮薬である塩酸フェニレフリンが挙げられる。

化粧品には HQ や、保存料として p-ハイドロキシ安息香酸エステル類（パラベ

ン類）が比較的高濃度に含まれる。パラベン類は食品添加物としても許可され
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ていることから、経口的にも摂取される。フェノール性水酸基はもともと抗酸

化活性を有することから、食品添加物のうち酸化防止剤としてジブチルヒドロ

キシトルエン、ブチルヒドロキシアニソール、没食子酸プロピルなどが使用許

可されている。さらに近年の健康ブームにより、カテキン類などのいわゆるポ

リフェノール類やウコンの成分であるクルクミンが、サプリメントとして積極

的に摂取される機会も増えてきた。化粧品に含まれる HQ やパラベン類のみな

らず、サリチル酸やサリチル酸メチルも軟膏や液剤として直接皮膚に塗布され

る。皮膚に塗布されたこれらの化学物質は、少なからず皮膚組織に浸透するは

ずである。 

 皮膚は先に述べたように光増感反応を起こしやすい条件下にあり、最も 1O2

を生成する可能性の高い組織である。「皮膚に浸透したフェノール化合物は、1O2

と反応して HQや BQそのものやその誘導体を生成する可能性はないか？」、そ

して、「皮膚は GSH濃度の比較的高い組織であるため、もし BQそのものや BQ

型の化合物を生成した場合には GSH抱合を受け、毒性のある HQ-GSH抱合体

やその誘導体を生じる可能性があるのではないか？」これらの疑問に答えるた

めの実験データは、これまでのフェノール化合物の毒性試験で光増感反応を全

く考慮に入れていなかったため、皆無に等しいのが現状である。 

 

 以上の背景から、本研究では GSH存在下でフェノール化合物と 1O2との反応

による生成物並びにその生成物の毒性に関する酸化的ストレスの関与について

検討を行った。ここで得られた結果は、次の通りである。 

 まず、フェノール化合物として最近広く使用されているパラベン類を中心に、

フェノール化合物が GSH存在下で 1O2と反応した場合に HQ-GSH抱合体が生

じることを明らかにし、その生成メカニズムを推定した（第 2 章）。次に、

HQ-GSH 抱合体でも、HQ と同様に自動酸化により活性酸素を生成することを

明らかにした（第 3章）。そして最後に、培養細胞に対して HQ-GSH 抱合体は

HQと共に酸化的ストレスの関与した細胞毒性を示したが、その毒性に寄与する
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活性酸素の細胞膜を隔てた生成場所が両者で異なっていることを明らかにした

（第 4章）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

scheme 1-1 type Ⅱ 光増感反応で生成する 1O2 

S : 光増感剤、S* : 励起した光増感剤、hν : 紫外線あるいは可視光線

scheme 1-2 腎近位尿細管における GSH抱合体の毒性発現と

して推定されている機序 
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 scheme 1-3 HQの自動酸化により生成するセミキノンラジカルと
BQとのレドックス反応で生成する活性酸素 

scheme 1-4 Brivibaら[35]が推定したフェノールと 1O2との反応による 

HQあるいは BQの生成 
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Fig. 1-1 HQ-GSH抱合体の構造式 

（-SG = glutathione-S-yl-） 
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第 2章 一重項酸素依存的グルタチオン抱合ハイドロキノンの生成とその機序 

 

2-1. 目的 

本章では、GSH存在下でフェノール化合物と 1O2との反応による生成物と、

その生成機序について検討した。フェノール化合物は多くの医薬品、化粧品な

どに使用されており、最近では摂取する機会も非常に多い。 

多くのフェノール化合物の中で、本実験ではパラベン類とサリチル酸を選択

し、実験を行った。パラベン類は Fig. 2-1に示すように、フェノール性 OH基

に対して para位に電子吸引基をもつ化合物である。この化合物は抗菌性保存料

として医薬品や化粧品などに広く使用されており、特に化粧品では 0.3-1%とい

う比較的高い濃度で使用されている[1-3]。この量は、食品添加物として認可さ

れている量に比べて 2 桁高い濃度である。また、皮膚から容易に吸収されるこ

とが報告されている。 

パラベン類は生体内で p-ハイドロキシ安息香酸に加水分解されたあと、その

ほとんどが肝臓や腎臓でグルクロン酸、グリシン、そして硫酸抱合体に代謝さ

れて、速やかに尿中に排泄されるため体内には蓄積しない[1-3]。実験動物を用

いた急性毒性試験ではパラベン類の LD50は、1.5-8 g/kgと高く、また亜急性、

慢性毒性試験でも毒性はほとんどないとされてきた。一方で、パラベン類を含

有する化粧品などを皮膚に塗布して日光に当たると皮膚炎、湿疹そしてアレル

ギー症状を起こすケースが報告されている。 

一方、サリチル酸は角質軟化溶解作用により角質を剥離し、またフェノール

に匹敵する防腐力を持つため、白癬菌や角化性の皮膚疾患治療に広く使用され

ている[4]。Fig. 2-2に示すように、フェノール性 OH基の ortho位に置換基を

もつ化合物であり、1O2との反応で 2,5-ジヒドロキシ安息香酸（2,5-DHBA）を

生成することが報告されている[5-7]。 

本研究では、まず GSH存在下でパラベン類と 1O2とが反応した場合の生成物

と、その生成メカニズムについて検討した。さらに、サリチル酸についても GSH
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存在下での同様な反応による生成物を調べた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-1 p-ハイドロキシ安息香酸およびパラベンの構造式 

Fig. 2-2  サリチル酸と 1O2との反応による 2,5-DHBAの生成 
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2-2. 実験方法 

2-2-1. 試薬 

 BQ、GSH、ローズベンガル（RB）、メチルパラベン、エチルパラベン、重水

は和光純薬工業社製を用いた。p-ハイドロキシ安息香酸は Sigma 社製を、HQ

は半井化学薬品（株）製を、uroporphyrin Ⅰ dihydrochloride (UP)はフナコシ

（株）製を使用した。その他の試薬は、すべて特級品を用いた。 

 試薬調製ならびに HPLC分析には、すべて逆浸透精製水（Millipore Milli-Q 

Laboにより製造）を使用した。標準物質以外の試薬は、用時リン酸ナトリウム

緩衝液（PB）（特に断りのない限り 20 mM, pH 7.4）に溶解した。 

 

2-2-2. グルタチオン抱合ハイドロキノン（HQ-GSH抱合体）の合成 

HQ-GSH抱合体は、Lauらの方法を一部改良して合成した[8]。BQ水溶液（167 

mM、2 mL）に等モル量の GSH水溶液（167 mM、2 mL）を滴下し、室温で 2

時間撹拌しながら反応させたのち、未反応の BQ を混在する HQ とともに酢酸

エチルで抽出除去してから凍結乾燥し、HQ-GSH 抱合体粗画分とした。

HQ-GSH 抱合体粗画分から HQ の 1 置換抱合体（MGHQ）、2 置換抱合体

（2,5-DGHQ並びに 2,6-DGHQ）、および三置換抱合体（TGHQ）の分離・精製

は、HPLC（東ソーCCP & 8020 シリーズ）を用いておこなった。カラムは

Whatman magnum 9 ODS-3 逆相 semipreparative column（9.4×250mm）

を使用し、カラム温度を 25℃に保ちながらメタノール：水：酢酸＝5：94：1

の溶離液を 3 mL/minの速度で流した。逆浸透精製水に 30 mg/mLの濃度に溶

解した HQ-GSH抱合体粗画分を、100 µLずつ HPLCに注入し、各抱合体の検

出は紫外線検出器（280nm）で行った。このときの HPLC クロマトグラムを

Fig.2-3 に示す。ここで検出されたピークのうち、3-6 番目の画分をそれぞれ分

取して凍結乾燥した。さらに 3-6 番目の画分について、同様の操作をメタノー

ル：水：酢酸＝3：96：1の溶離液に変えて行い、精製した。各抱合体の精製度

はHPLCで確認した。カラムはWhatman PARTISIL 10 ODS-3逆相カラム（4.6
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×250 mm）を使用し、カラム温度を 25℃に保ちながらメタノール：水：酢酸

＝5：94：1 の溶離液を 1 mL/min の速度で流した。各抱合体の同定と純度は
1H-NMR（JNM-AL300 FT NMR System, JEOL）[8]を用いて行った(Fig. 2-4)。

MGHQ、TGHQ、2,5-DGHQ、および 2,6-DGHQはそれぞれ 32.3 %、14.1 ％、

2.7 ％、および 5.3 ％の収率で得られた。 

 

2-2-3. 一重項酸素の発生 

 一重項酸素は、RBあるいは UPの光増感反応により発生させた。褐色バイア

ル瓶内で調製したRBあるいはUPを含む試料をボルテックスミキサーで撹拌後、

ただちに石英製偏平セル（ESR測定用偏平セル； Labotec）にとり、室温でタ

ングステンランプ（Philips KP-12 100V, 750W）を用いて可視光を照射（0.7 

W/m2）した。特に断りのない限り、2分間照射を行った。 

 

2-2-4. パラベン類と一重項酸素との反応による生成物の検出 

 褐色バイアル瓶に PBで調製した RB、パラベン類あるいは p-ハイドロキシ安

息香酸、そして GSH溶液を入れ、混和後石英製偏平セルにとって可視光照射を

行った。照射後、試料 50 µLを HPLC移動相 200 µLで希釈し、syringe filter 

(0.2 µm Minisart RC4, Sartorius)でろ過してから 50 µLを HPLCに注入した。

HPLC の測定には CCP & 8020 シリーズ（東ソー）を、カラムは TSK-GEL 

OCTYL-80Ts (4.6×250 mm；東ソー)逆相カラムを使用した。電気化学検出器

（ECD）は ESA製 Coulochem Ⅱを、アナリティカルセルはMODEL 5011を

用いた。分析はメタノール：酢酸：水＝5：1：94 の移動相を、1.0 mL/min の

速度で流して行った。また、このときカラム温度は 25℃に保った。ECDは第一

電極を-350mV、第二電極を+400mVに設定した。HQ、BQおよび各HQ-GSH

抱合体の保持時間は、測定日ごとに標準物質を用いて確認した。 
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2-2-5. サリチル酸と一重項酸素との反応による生成物の検出 

褐色バイアル瓶に PBで調製した UP、サリチル酸、およびチオール化合物溶

液を入れ、混和後石英製偏平セルにとって可視光照射を行った。照射後、試料

50 µLを HPLC溶離液 200 µLで希釈し、syringe filter（0.2µm Minisart RC4, 

Sartorius）でろ過してから 50 µLを HPLCに注入した。HPLCの測定には東ソ

ー株式会社の CCP&8020シリーズを、カラムは TSK-GEL OCTYL-80Ts（4.6

×250mm）逆相カラムを使用した。電気化学検出器（ECD）は ESA製 Coulochem 

Ⅱを、アナリティカルセルはMODEL 5011を用いた。分析は 30 mM クエン酸 

/ 30 mM 酢酸 / 20% メタノール (pH 3.2)の溶離液を 1.0 mL/minの速度で流して

行った。またカラム温度は 43℃に保った。ECDは第一電極を 30 mV、第二電

極を 300 mVに設定した。2,5-DHBAの保持時間は、測定日ごとに標準物質を

用いて確認した。 
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Fig. 2-3 合成した HQ-GSH抱合体のHPLCクロマトグラム 
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Fig. 2-4 合成した HQ-GSH抱合体の 1H-NMRスペクトル 

A : MGHQ、B : TGHQ、C : 2,5-DGHQ、D : 2,6-DGHQ 
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2-3. 結果 

2-3-1.GSH存在下パラベン類と 1O2との反応によるHQ-GSH抱合体の生成 

 光増感剤 RBと共にGSHを混合したメチルパラベンの PB溶液を 2分間光照

射し、生成物をHPLCで分析したところ、クロマトグラム上に新たに 4つのピ

ークが現れた（Fig. 2-5A）。これらのピークの保持時間は、保持時間の短い方か

ら順に TGHQ、MGHQ、2,5-DGHQ および 2,6-DGHQ のものと一致した。こ

れらの HQ-GSH 抱合体のうち、GSH が 3 つ置換した TGHQ と 1 つ置換した

MGHQが主生成物であった。光照射を行わなかった場合、あるいは RBを添加

せずに光照射を行った場合には、これらの HQ-GSH抱合体は生成しなかった。 

 この反応に 1O2 が関与しているか否かを調べるため、試料中の溶存酸素を減

らす目的でアルゴンガスによる脱気を行ってから光照射を行ったところ、

HQ-GSH 抱合体の生成は見られなかった（Fig. 2-5B）。さらに 1O2のクエンチ

ャーであるアジ化ナトリウムの存在下でも、HQ-GSH抱合体は生成しなかった

(Fig. 2-5C)。反対に、1O2の寿命を延長する重水[9]を 90%含む水で調製した PB

溶液中では、HQ-GSH抱合体の生成量が増加した（Fig. 2-5D）。これらのこと

から、上記反応においてメチルパラベンからの HQ-GSH抱合体生成は 1O2依存

的に起きていることが確認された。メチルパラベンの代わりにエチルパラベン

あるいは p-ハイドロキシ安息香酸を用いた場合にも、同様に MGHQ、 

2,5-DGHQ、2,6-DGHQおよび TGHQの生成が観察された。主生成物であった

MGHQと TGHQの量を定量した結果を、Table 2-1に示す。 
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Fig. 2-5 RB 存在下でメチルパラベンと GSH との反応による生成物の

HPLC-ECDクロマトグラム 

A : 1mM メチルパラベン、1mM GSHそして 14µM RBを空気飽和した PBに溶解し、

2分間可視光照射を行った。B : Aの試料を光照射前に 3分間アルゴンガスで脱気を行っ

た。C : Aの試料に 5mM アジ化ナトリウムを添加してから光照射を行った。D : Aの 

試料を 90% D2O PB中で行った。 
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Table 2-1 GSH存在下でパラベン類あるいは p-ハイドロキシ安息香酸と
1O2との反応で生成するMGHQおよび TGHQ 

1mM パラベン類あるいは p-ハイドロキシ安息香酸と 1mM GSH、そして 14µM RB

を空気飽和した PBに溶解し、可視光を 2分間照射した。値は 3回の実験の平均±標

準偏差である。 
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2-3-2. パラベン類と 1O2との反応による BQと HQの生成 

 HQ-GSH抱合体の生成メカニズムについて調べるため、GSHを添加しない状

態でメチルパラベンの PB溶液を RB存在下で光照射した。生成物を HPLC分

析した結果、クロマトグラム上に 2つのピークが現れ、BQ並びに HQと同定さ

れた（Fig. 2-6）。同様の実験をエチルパラベンおよび p-ハイドロキシ安息香酸

についても行い、BQと HQの生成量を定量した結果を Fig. 2-7Aに示す。ここ

で用いた条件下では、いずれも HQ に比べ BQ の生成量が圧倒的に多かった。

この反応に 1O2が関与しているかどうかを調べるため、重水を 90%含有する水

で調製した PB溶液中で反応を行った。重水を含む PBでは水で調製した PBの

時に比べ、BQと HQの生成量は共に 3-4倍に増加した（Fig. 2-7B）。このこと

は、パラベン類あるいは p-ハイドロキシ安息香酸からの BQ並びに HQの生成

は、1O2依存的に起きる反応であることを示す。 

 パラベン類からの BQ および HQ の生成メカニズムを詳しく調べるために、

p-ハイドロキシ安息香酸と 1O2との反応について、1O2の濃度を変え、反応時間

を追って生成物を調べた。RB の濃度を Fig. 2-7A で用いたときよりも低い 10 

µMにして照射した場合、すなわち 1O2の生成量が比較的少ない場合では、3分

間にわたりBQとHQはほぼ同程度生成した（Fig. 2-8A）。RBの濃度をFig. 2-7A

の場合と同じ 14 µMに上げたときの結果を Fig. 2-8Bに示す。光照射を開始し

てから初期の段階では、Fig. 2-8Aで見られたように BQと HQがほぼ同程度生

成した。しかし、照射時間が長くなると、すなわち 1O2 生成量が増加すると、

BQが優位に生成し、HQの生成量は 10µM RBのときよりも減少する傾向にあ

った（Fig. 2-8B）。このとき、さらに 1O2の寿命を長くするため同じ反応を、90%

重水を含む水で調製した PB溶液中で行うと、照射直後から BQが優位に生成し

た(Fig. 2-8C)。 

 比較的低濃度の 1O2では HQと BQが同濃度できたのに対し、1O2生成量が過

剰になると BQの生成量が顕著に多くなり、HQ生成量はむしろ減少する傾向に

あったことから、p-ハイドロキシ安息香酸と 1O2との反応で生じた HQ がさら
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に 1O2と反応して BQ を生成する可能性が考えられる。このことを確かめるた

めに RB を HQ 溶液に混合して光照射したところ、HQ 量が減少し、代わりに

BQが生成した（Fig. 2-9）。光照射しない場合には、BQは生成せず、HQ濃度

も変化しなかった。 
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Fig. 2-6 メチルパラベンと 1O2との反応生成物の HPLCクロマトグラム 

1mM メチルパラベンと 14µM RB を PB に溶解し、2 分間可視光照射してから

HPLC-ECDで解析した。 
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Fig. 2-7 パラベン類あるいは p-ハイドロキシ安息香酸と 1O2との 

反応で生成する HQおよび BQ 

1mM パラベン類あるいは p-ハイドロキシ安息香酸と 14µM RBを（A）PB、 

（B）90% D2Oで調製した PBに溶解し、2分間可視光照射を行った。  

 : HQ、  : BQ 
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Fig. 2-8 p-ハイドロキシ安息香酸からの HQおよび BQ生成に 

対する 1O2濃度依存性 

A : 1mM p-ハイドロキシ安息香酸と 10µM RBを PBに溶解。 

B : 1mM p-ハイドロキシ安息香酸と 14µM RBを PBに溶解。 

C : Bの試料を 90％D2Oで調製した PBに溶解。 

○ : HQ、● : BQ 
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Fig. 2-9 HQと 1O2との反応による BQの生成 

25µM HQと 14µM RBを PBに溶解し、2分間可視光照射を行った。

  ： 照射なし、  ： 2分間照射 
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2-3-3. BQの生成と HQ-GSH抱合体形成の関係 

 GSH 存在下、1 mM メチルパラベンと 1O2との反応について、GSH濃度を

変えて光照射を行った結果を Table 2-2に示す。GSHを含まない状態で反応さ

せた時に生成した BQは、GSH濃度を 50 µMまで増加させると顕著に減少し、

代わってMGHQの生成が増加した。一方、HQの生成量は GSH濃度によらず、

ほぼ一定だった。GSH濃度が 50 µM以上になるとMGHQの生成濃度は減少す

る傾向が見られ、同時に TGHQの生成量が GSH濃度依存的に増加した。Table

中には示していないが、このとき同時に 2,5-DGHQおよび 2,6-DGHQの生成も

見られた。 

 パラベン類と 1O2との反応で BQが生じたことと HQ-GSH抱合体が GSH濃

度依存的に生成したことから、パラベン類と 1O2との反応により生成した BQに

GSHが付加した可能性が考えられる。このことを確かめるために、BQが GSH

と反応して HQ-GSH 抱合体を形成するかどうかについて調べた。BQ と GSH

の混合液を 2分間放置したところ、HQに GSHが 1つ結合したMGHQのみが

検出された（Fig. 2-10A）。この混合液を光照射しても、また RB 存在下で BQ

と GSHの混合液を放置しても結果は同じであった（Fig. 2-10B, C）。GSHが 2

つ置換した 2,5-DGHQおよび 2,6-DGHQや 3つ置換した TGHQの生成は、BQ

とGSHの混合液を RBの共存下で光照射してはじめて確認された（Fig. 2-10D）。 
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Table 2-2 GSH存在下でのメチルパラベンと 1O2との反応生成物に 

対する GSH濃度依存性 

1mM メチルパラベン、14µM RBそして GSHを PBに溶解し、2分間可視光を

照射した。実験は 5回行い、同様の結果が得られた。 
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Fig. 2-10 BQと GSHとの反応による HQ-GSH抱合体の生成 

A : 25µM BQと 1mM GSHを PBに溶解し、2分間放置してから測定 

B : Aの試料を 2分間可視光照射してから測定 

C : 25µM BQと 1mM GSH、14µM RBを PBに溶解し、2分間放置して

から測定 

D : Cの試料を 2分間可視光照射してから測定 
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2-3-4. GSH存在下サリチル酸と 1O2との反応生成物 

 パラベン類の代わりにサリチル酸を用いて、同様の反応で GSH抱合体ができ

るかどうかを調べた。まず、サリチル酸と UP光増感反応により発生させた 1O2

とを反応させると、1 本のシャープなピークが HPLC クロマトグラム上に現れ

た（Fig. 2-11A）。このピークは標準品を用いて確認したところ、2,5-DHBAで

あると確認された。この反応を GSH存在下で行ったところ、2,5-DHBAのピー

クはほとんど見られなくなり、代わりに未知のピークが出現した（Fig. 2-11B）。

これらのピークの保持時間は 2,5-DHBA のものより短かった。この未知ピーク

形成に 1O2 が関与しているかどうかを調べるため、アジ化ナトリウムを添加し

たところ、ピークはほとんど検出されなくなった（Fig. 2-11C）。 

 ここで見られたピークが、GSHがそのチオール基の求核反応により付加した

ものであることを推定するため、GSH以外のチオール化合物を添加して光照射

を行い、GSHの場合とは異なった保持時間に新たなピークが現れるかどうかを

調べた。GSHの代わりにシステイン、ペニシラミン、アセチルシステインある

いはシステアミンを用いたところ、いずれの場合も 2,5-DHBA のピークはほと

んど見られなくなり、代わりに GSHの場合とは異なった保持時間におのおの数

本のピークが出現した（Fig. 2-12C-F）。新たに出現したピークの保持時間は、

添加したチオール化合物により異なった。このことから、GSH存在下で出現し

た新たなピークは、サリチル酸に GSH抱合が起きた結果であると推定される。 
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Fig. 2-11 GSH 存在下でのサリチル酸と 1O2との反応による

生成物と、それにおよぼすアジ化ナトリウムの影響 

A : 14µM UPと 32mM サリチル酸を PBに溶解し、2分間照射 

B : A + 0.17mM GSH 

C : B + 5mM アジ化ナトリウム 
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Fig. 2-12 チオール化合物存在下でのサリチル酸と 1O2との反応による

生成物 

A : 14µM UPと 32mM サリチル酸を PBに溶解し、2分間可視光照射 

B : A + 0.17mM GSH、C : A + 0.17mM システイン、D : A + 0.17mM  

ペニシラミン、E : A + 0.17mM アセチルシステイン、F : A + 0.17mM  

システアミン  
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2-4. 考察 

 本章ではまず、フェノール化合物としてパラベン類を用いて、RB光増感反応

により発生させた 1O2との反応について検討した。GSH 存在下では HQ-GSH

抱合体が形成し、試料中の溶存酸素の脱気あるいは 1O2 クエンチャーの添加に

より、これらの抱合体生成が抑えられたこと、そして重水中における反応では

抱合体の生成量が増加したことから、GSH 存在下でのパラベン類からの

HQ-GSH抱合体生成には 1O2が関与していることが明らかになった。 

 パラベン類から HQ-GSH 抱合体が形成されるメカニズムとして次のような

仮説を立てた。すなわち、パラベン類と 1O2との反応で BQができ、それと GSH

との反応で HQ-GSH抱合体が生成されるというメカニズムである。GSHは BQ

とMichael付加によりHQ-GSH抱合体を形成することが報告されているからで

ある[8, 10]。GSHの非存在下での反応生成物について調べたところ、パラベン

類あるいは p-ハイドロキシ安息香酸から RB光増感反応で BQと HQが生成し

た。重水中における反応ではこれらの生成量が増加したことから、この反応も

1O2との反応によることがわかった。1O2発生量を変えて反応を行ったところ、

1O2発生量が少ない場合にはBQとHQがほぼ同量生成したのに対し、過剰に 1O2

を発生させると BQ が優位に生成した。さらに HQ と 1O2との反応では BQ が

生成した。これらのことから、パラベン類と 1O2から BQ と HQ がほぼ同程度

生成する反応がまず起こり、1O2生成量が過剰になると HQから BQへの酸化反

応が起こることが推定される。HQと 1O2とから BQができる反応は Brivibaら

[11]も確認し、HQ と 1O2との反応により不安定な endoperoxide が生成され、

速やかに他の HQ により 2 電子移動が起きた結果、2 分子の BQ が生成するメ

カニズムを推定している。 

パラベン類と 1O2との反応により BQ と HQ が生成するメカニズムは、現在

のところはっきりしない。フェノールや para位に置換基をもつフェノール化合

物が 1O2 と反応すると endoperoxide が生成すると推定されている[12-14]。

Briviba ら[11]はフェノール化合物の endoperoxide が、親化合物のフェノール
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によって還元され HQを生成し、この HQはすぐに 1O2と反応して BQを生成

することを推定した。また、endoperoxideから hydroperoxycyclohexadienone

を介して BQが生成するという機序も推定されている[14, 15]。しかし、これら

のメカニズムは、今回の実験において BQ と HQ が初期の段階でほぼ同程度生

成したという結果と一致しない。おそらく、endoperoxide の生成を経てできた

セミキノンラジカルが不均化反応を起こした結果、BQと HQがほぼ同程度生成

したものと推定される。セミキノンラジカルの生成機序として考えられるもの

を scheme 2-1 に示した。パラベン類あるいは p-ハイドロキシ安息香酸は 1O2

との反応で endoperoxide あるいは hydroperoxycyclohexadienone となり、親

化合物であるパラベン類あるいは p-ハイドロキシ安息香酸がこれらに 1 電子を

与え、セミキノンラジカルが生成するものと推定される。また、一度 HQ が生

成されれば、その HQからも電子が供給されると考えられる。 

BQ と GSH との反応で多置換 HQ-GSH 抱合体ができる反応は、単純に

Michael付加によるものではないことがわかった。なぜならば、1O2が存在しな

い場合では、BQと GSHとを今回ほとんどの実験で用いている 2分という反応

時間で反応させても、GSHの 1置換体であるMGHQのみしか生成しなかった

からである。1O2発生条件下ではMGHQ以外に多置換体であるTGHQやDGHQ

の生成も見られたことから、多置換抱合体形成においても 1O2 が関与している

ことが明らかとなった。ここでは、MGHQが過剰の 1O2と反応すると、HQと
1O2との反応の場合と同様に BQ 型 MGHQ が形成され、GSH の付加反応によ

り 2,5-DGHQや 2,6-DGHQのような 2置換抱合体が形成される可能性が考えら

れる。さらに DGHQが 1O2と反応して同様に BQ型 DGHQが形成され、付加

反応により 3置換体である TGHQが生成されたものと推定される。 

 最後に、サリチル酸について GSH抱合体が形成されるかどうかを調べた。サ

リチル酸を 1O2 と反応させたところ、すでに報告されているように[5-7]、

2,5-DHBA が生成した。しかし、GSH 存在下で同様に実験を行ったところ

2,5-DHBA のピークは検出されず、未知のピークが生成した。このピークは、
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GSH を別のチオール化合物に換えると GSH の場合とは異なった保持時間にピ

ークが複数見られたことから、サリチル酸に GSHが付加してできた生成物であ

ると考えられる。サリチル酸は 1O2と反応すると HQ 骨格をもった 2,5-DHBA

を生成することから、パラベン類の場合と同様に 1O2 との反応により

endoperoxideやセミキノン型ラジカルの生成を経て 2,5-DHBAが生成し、さら

に 1O2の関与によって BQ 構造となり、GSH の求核反応を受けて GSH抱合体

が形成されたものと推定される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

scheme 2-1 推定されるパラベンと 1O2との反応による 

セミキノンラジカルの生成 
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第 3章 グルタチオン抱合ハイドロキノンによる活性酸素生成 

 

3-1. 目的 

 HQ の自動酸化により生成するセミキノンラジカルと BQ とのレドックスサ

イクルにより、O2.-が生じ、それが過酸化水素や.OHの生成につながることが知

られている[1]。HQ-GSH抱合体は HQに GSHが付加した構造であるため、こ

れらの抱合体からも上記活性酸素が生成する可能性が考えられる。活性酸素は

生体構成成分と反応して、細胞死やさまざまな疾患につながっていくと考えら

れている。 

 本章ではまず、HQ-GSH抱合体の水溶液中で生じる過酸化水素を Fe2+の酸化

反応を利用して定量し、HQの場合と比較した。次にその生成メカニズムがHQ

の場合と同じであるかどうかを、水溶液中でのセミキノン型ラジカルと O2.-の

ESRによる検出により検討した。 

 O2.-の生成は今回、1-hydroxy-3-carbamoyl-2,2,5,5-tetramethyl pyrrolidine

（CP-H）のヒドロキシルアミン基が酸化を受けるとニトロキシル基をもつ

3-carbamoyl-2,2,5,5-tetramethyl pyrrolidine-N-oxyl（CP）になり 3本の ESR

シグナルを与えることを利用して評価した。ヒドロキシルアミンは空気酸化を

受けやすい。そのためアシル保護した 1-acetoxy-3-carbamoyl-2,2,5,5- 

tetramethyl pyrrolidine（ACP）が Yokoyamaら[2, 3]により報告された。ACP

は細胞内のエステラーゼにより速やかに加水分解され、CP-H となる[3, 4]。

CP-Hの CPへの酸化は様々な酸化物質により起こり、その中に O2.-も含まれる。

ACP は特異性が低いが、酸化により生じる CP が生体系で比較的寿命が長いた

め、酸化的ストレス測定用プローブとして期待されている（scheme 3-1）[2-4]。 
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scheme 3-1 細胞中での ACPの代謝 
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3-2. 実験方法 

3-2-1. 試薬 

GSH、BQ、30％過酸化水素水、hydrazine monohydrate、xylenol orange、

D-sorbitol、diethylenetriamine-N, N, N’, N’’, N’’-pentaacetic acid（DTPA）は

和光純薬工業社製を、CP（ 3-carbamoyl-PROXYL）、Cu,Zn-superoxide 

dismutase（from bovine erythrocytes）（SOD）、triethylamine、hypoxanthine

（HPX）、xanthine oxidase（XOD）（from buttermilk）、Medium 199培地は

Sigma社製を使用した。DMPOは Labotec社製を、ウシ胎児血清は American 

Type Culture Collection (ATCC) 社製を、0.25% trypsin - 1mM EDTA 、

Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS) はGibco社製を用いた。その他の

試薬は、すべて特級品を用いた。 

HQ-GSH抱合体は、第 2章で述べた手順で合成した。 

 

3-2-2. 細胞培養 

 ブタ腎近位尿細管上皮細胞（LLC-PK1）は、ATCC (Manassas, VA) から入

手した。3%ウシ胎児血清を含んだ Medium 199 培地を用いて、100 mm dish

で 37℃、 5% CO2-95% airの条件下で LLC-PK1細胞を培養した。継代時には

0.25% trypsin - 1mM EDTAを用いて剥離した。実験には、入手してからの継

代数が 4-47回の細胞を用いた。 

 

3-2-3. ACPの合成 

 ACPはCPからSaitoら[4]の方法により合成した。CP（3.0 g）をメタノール（22 mL）

に溶かし、その溶液に hydrazine monohydride（2.25 mL）を加えた。室温で 48時

間撹拌した後、エバポレーターで溶媒を留去して CP-H を得た。得られた CP-H をジ

クロロメタン（45 mL）に懸濁し、triethylamine（450 µL）を加えた。この溶液を氷水で

冷やしながら、無水酢酸（8.0 mL）をゆっくりと加えた。室温で 2 時間撹拌した後、水

（30 mL）を加え、エバポレーターでジクロロメタンを留去し、残った水相から生成物を
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酢酸エチルで抽出した（30 mL×3回）。合わせた酢酸エチル相を水、3 % 塩酸水溶

液、水（各 30 mL）の順で洗浄し、その後 30 mLの 5 % 炭酸水素ナトリウムで 5回、

30 mLの水で 1回洗浄した。有機相を硫酸マグネシウム（無水）で乾燥させ、ロータリ

ーエバポレーターで溶媒を留去した。得られた残査から生成物をシリカゲルカラム

（Silica gel 60, 0.040-0.063 mm, ジクロロメタン：エタノール＝15：1）で精製し、ACP

を得た（収率 65 %）。合成した ACPの構造は、H-NMRで確認した[3]。H-NMRの

結果は以下の通りである。In DMSO: δ 0.96（s, 3H, CH3）、1.08（s, 3H, CH3）、

1.10（s, 3H, CH3）、1.14（s, 3H, CH3）、1.63（dd, 1H, CH2）、2.03（s, 3H, CH3）、

2.04（br, 1H, CH2）、2.61（Br, 1H, CH）、6.92（s, 1H, CONH2）、7.26（s, 1H, 

CONH2）。また、ACP水溶液の X-band ESR測定により、常磁性種の混入が 0.1 %

以下であることを確認した。 

 

3-2-4. CP-Hの合成 

 CP-Hは CPの接触還元により得た。CP（15 mg）をメタノール（5 mL）に

溶かし、パラジウム活性炭素（5 mg）を加えた。容器をアスピレーターで脱気

したあと、水素ガスを満たして軽く振った。ろ過によりパラジウム活性炭素を

除いた後にロータリーエバポレーターで溶媒を軽く留去し、CP-Hのメタノール

溶液を得た。CP-Hのメタノール溶液はアルゴンガスで置換し、合成後直ちに使

用した。 

 

3-2-5. 過酸化水素の定量 

FOX1 assay により過酸化水素の濃度を定量した（scheme 3-2）[6]。自動酸

化を防ぐために、アルゴンガスで脱気した DPBS を用いて溶解した 200 µM 

HQ-GSH 抱合体、パラベン類、HQ あるいは BQ をボルテックスミキサーに

より大気下でよく撹拌してから、37℃で 30分間インキュベートした。インキュ

ベート後、試料 50 µL を FOX1 試薬 （100 µM xylenol orange, 250 µM FeSO4, 

100 mM D-sorbitol, および 25 mM H2SO4を含む）950 µLに加え、ボルテック
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スしてから室温で 30分インキュベートし、560 nmの吸光度を測定した。標品

の過酸化水素の濃度は、測定日ごとに過酸化水素のモル吸光係数（240 nm で 

ε=43.5M-1 cm-1）で補正した。また、カタラーゼを添加することで、ここで見ら

れた吸光度が過酸化水素によるものであることを確認した。 

 

 

 

 

 

 

 

3-2-6. 酸素ラジカルのスピントラップ法による検出 

褐色バイアル瓶に空気で飽和した DPBS を用いて調製した 2mM  TGHQ 

100µLと 500mM DMPO 200µL溶液、さらに DPBS 700µLを入れ、混和して

から 37℃で 30分インキュベートした。この試料を ESR測定用石英製偏平セル

にとり、ESR装置（JES-RE1X X-band分光器, 日本電子）を用いて、室温でマ

イクロ波 9.4 GHz、出力 4 mW、100 kHzの変調磁場は 0.079 mTで測定した。 

 

3-2-7. セミキノンラジカルの測定 

HQ-GSH抱合体あるいは HQを空気で飽和した DPBSに溶解し、800 µM溶

液を調製した。この試料溶液をマイクロピペット（Microcaps 100µL; 

Drummond Scientific Co.）に入れ、X-band ESR で測定した。ESR 装置は

JES-TE 100 X-band ESR分光器（日本電子）を用い、室温でマイクロ波 9.4 GHz、

出力 4 mW、100 kHzの変調磁場は 0.079 mTで測定を行った。スペクトルシミ

ュレーションは JES FE シリーズ（ver. 1.01）の isotropic ESR spectrum 

simulation system（日本電子）により行った。 

 

scheme 3-2 FOX1 assayによる過酸化水素の定量 
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3-2-8. ACPをプローブとした ESR測定 

 褐色バイアル瓶に DPBS で調製した 1.2×107/mL LLC-PK1 細胞浮遊液 

37.5µLと 25ｍM ACP 15µL、そして DPBSを 67.5µLを加えて混和し、さらに

4mM MGHQ、TGHQあるいは HQ 30µLを加え、撹拌してからマイクロピペ

ット（Microcaps 100µL）に移した。混和 30分後に X-band ESRで測定した。

ESR装置は JES-TE 100 X-band ESR分光器（日本電子）を用い、室温でマイ

クロ波 9.4 GHz、出力 4 mW、100 kHzの変調磁場は 0.079 mTで測定した。外

部標準として酸化マンガンを用いた。 

 

3-2-9. HPX / XOD系による O2.-の生成と ESR測定 

 O2.-は、HPX / XOD系により生成させた（scheme 3-3）。 

褐色バイアル瓶に DPBS に溶解した 1.2mM HPX 15µL、0.48u/mL XOD 

30µL、1.1mM ジエチレントリアミン五酢酸（DTPA）15µL、そして DPBS 30µL

を加えて混和した。そこに 2mM MGHQ、TGHQあるいは HQを 90µL加え、

混和してからマイクロピペット（Microcaps 100µL）に移した。混和 14分後に

X-band ESRで測定した。ESR装置は JES-TE 100 X-band ESR分光器（日本

電子）を用い、室温でマイクロ波 9.4 GHz、出力 4 mW、100 kHzの変調磁場

は 0.079 mTで測定した。外部標準として酸化マンガンを用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

scheme 3-3 HPX / XOD系からの O2.-生成 
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3-2-10. 統計解析 

 特に記述のない限り、測定値は 3 回の実験の平均±標準偏差で表わした。

Student’s t-testを行い、P<0.05を有意差とした。 
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3-3. 結果 

3-3-1. HQ-GSH抱合体水溶液における過酸化水素の生成 

 HQ-GSH 抱合体水溶液中に、過酸化水素が生じるかどうかについて調べた。

HQ-GSH抱合体、HQ、パラベン類、p-ハイドロキシ安息香酸および BQの DPBS

溶液を 37℃で 30 分間インキュベートしたところ、HQ-GSH 抱合体である

MGHQと TGHQ並びに HQの水溶液で過酸化水素が生成した（Fig. 3-1）。特

に 3置換体である TGHQによる生成量が多く、その量はHQやMGHQの場合

の 2 倍以上であった。それに対して、パラベン類や p-ハイドロキシ安息香酸、

そして BQの水溶液ではほとんど過酸化水素は生成しなかった。 
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Fig. 3-1 HQ-GSH抱合体、パラベン類、p-ハイドロキシ安息香酸（HBA）、

HQあるいは BQの水溶液からの過酸化水素生成 

各 200µM DPBS溶液を 37℃で 30分インキュベートした。値は 3回の実験の平均±

標準偏差である。 
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3-3-2. HQ-GSH抱合体の自動酸化 

 HQ 自動酸化を受けて生じるセミキノンラジカルは比較的寿命が長いため、

ESR で直接測定が可能である[6, 7]。今回、HQ-GSH 抱合体による過酸化水素

生成が HQ と同様に自動酸化を受けたためであるならば、ともにセミキノン型

ラジカルの ESRシグナルが検出されるはずである。そこで、TGHQ、MGHQ、

並びに HQの水溶液について ESRを測定した。 

 それぞれの ESRスペクトルを Fig. 3-2A-Fに示す。HQでは、等間隔で強度

比 1:3:6:3:1の 5本のシグナルが検出された（Fig. 3-2E）。これは等価な 4つの

I=1/2核スピンによるもので、セミキノンラジカルの不対電子の非局在化により

芳香環の 4つの H核の影響を受けた分裂と考えられる。Table 3-1に掲載したパ

ラメータを用いてコンピュータシミュレーションを行った結果を、Fig. 3-2Fに

示す。HQ のシミュレーションスペクトルは、実測スペクトルとよく一致した。

計算に用いた超微細分裂定数は、文献値に近かった[6, 7]。 

 TGHQ では 2 本のシグナルが検出された（Fig. 3-2C）。HQ と同様に不対電

子の非局在化によるものであるとすると、芳香環に直接結合した 1つの Hの核

スピンによる分裂と考えられる。このスペクトルは Table 3-1のパラメータを用

いてシミュレーションを行った結果、よく一致したスペクトルが得られた。 

 MGHQ の場合は、Fig. 3-2A に示すように複雑なスペクトルが得られた。

MGHQ では、芳香環に直接結合した 3 つの H は全て非等価である。複雑なス

ペクトルは、3 つの H がそれぞれ異なった超微細分裂定数をもつ結果と考えら

れる。その考えに基づき、Table 3-1のパラメータを用いてシミュレーションし

た結果、実測スペクトルとよく一致するスペクトルを得ることができた（Fig. 

3-2B）。 

 TGHQ、MGHQ、および HQ の水溶液で得られた ESR スペクトルが全てセ

ミキノン型ラジカルを仮定したシミュレーションスペクトルと一致したことか

ら、これらは全て水溶液中で酸化を受けていることが確認された。 
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Fig. 3-2 HQ-GSH 抱合体および HQ から生成するセミキノンラジカルの

ESRスペクトル 

800µMのMGHQ (A)、TGHQ (C)あるいは HQ (E)の DPBS溶液を X-band ESR分光

器で測定した。また、Table 3-1に示したパラメーターを用いてコンピューターシミュ

レーションを行った（MGHQ (B)、TGHQ (D)あるいは HQ (F)）。  
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Table 3-1 HQ-GSH抱合体および HQの ESRスペクトル 

パラメーター 
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3-3-3. HQ-GSH抱合体水溶液における酸素ラジカルの生成 

 HQ-GSH抱合体水溶液中で酸素ラジカルが生じるかどうかを、スピントラッ

プ法により調べた。TGHQ 水溶液にスピントラップ剤 DMPO を添加し、放置

したときに得られた ESR スペクトルを Fig. 3-3B に示す。強度比 1:2:2:1 の 4

本のシグナルが、TGHQ のセミキノン型ラジカルのシグナルに重なって検出さ

れた。この 4本のシグナルの超微細分裂定数（aN=1.49 mT, aH=1.49 mT）は、

報告されている DMPOの.OH付加体のもの（aN=1.49 mT, aH=1.49 mT [ 8 ]）

と一致した。さらに、HQ-GSH抱合体から過酸化水素が生成することが確認さ

れたことから（Fig. 3-1）、DMPOの.OH付加体形成と過酸化水素との関係を調

べるためにカタラーゼを添加し、その影響を見た。DMPOの.OH付加体の 4本

のシグナルは、ほとんど消失した（Fig. 3-3C）。以上の結果と同様な結果は、

MGHQ 水溶液でも得られた。これらのことから、HQ-GSH 抱合体水溶液中で

過酸化水素を前駆体として.OHが生じることがわかった。DMPOの濃度は 100 

mMとしたが、DMPOの O2.- 付加体の ESRシグナルは検出されなかった。 
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Fig. 3-3  DMPO を用いた ESR-スピントラップ法による 

TGHQからの.OH検出 

A : 200µM TGHQと 100mM DMPOの PB溶液（混和直後） 

B : Aを 37℃で 30分インキュベート 

C : A + 840u/mLカタラーゼを 37℃で 30分インキュベート 

▼ : DMPOの.OH付加体、Mn2+ : 外部標準 
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3-3-4. スピンプローブ ACPを用いた O2.̶生成の評価 

 LLC-PK1細胞に ACPを加えると、CPに由来する 3本線の ESRシグナルが

観測され、細胞の存在下で ACPの加水分解による CP-Hの生成とその酸化が起

きていることが示された（Fig. 3-4A）。この細胞に TGHQを添加したところ、

CPの ESRシグナルが増加した（Fig. 3-4B）。MGHQや HQの添加でも、同様

にシグナル強度の増加が見られた（Fig. 3-4C, D、Fig, 3-5）。TGHQの添加によ

り見られた ESRシグナル強度の増加に O2.-が関与しているかどうかを調べるた

めに、SODを加えて同様に実験した。その結果、CPの ESRシグナルが顕著に

増加し、同時にセミキノン型ラジカルのESRシグナル強度も増加した（Fig. 3-6）。

MGHQやHQの場合にも同様の結果が得られた（Fig. 3-6）。 

 ACP は細胞系や in vivo 系で酸化的ストレスを評価するのに都合のいいプロ

ーブであるが、特異性が低いため統一的使用法は確立されていない。今回、SOD

を加えたことで ESRシグナルに変化が見られたことから、この反応には O2.-が

関与していると考えられる。そこで、CP やセミキノン型ラジカルの ESR シグ

ナル強度が増加した機序について検討を行った。 

 はじめに、セミキノン型ラジカルの ESRシグナル強度が SODを添加したこ

とで増加した機序について検討した。この機序について、次の 2 つの可能性を

考えた（scheme 3-4）。 

 

1） SOD の添加により O2.-から過酸化水素が生成し、この過酸化水素が HQ

やその GSH抱合体を酸化してセミキノン型ラジカルの生成を促進した。 

2） O2.-がセミキノン型ラジカルを消去したと仮定し、SODの添加により O2.-

が消去されたため、セミキノンラジカルのシグナル強度が増加した。 

 

まず、1）の仮説について検証するため、過酸化水素の添加でセミキノン型ラ

ジカルの生成が促進されるどうかを調べた。TGHQ の水溶液に過酸化水素を添

加したところ、セミキノン型ラジカルのシグナル強度に変化は見られなかった
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（Fig. 3-7）。MGHQや HQの場合でも、結果は同様であった。このことから、

1）の仮説の可能性は非常に低いと考えられる。 

 続いて 2）の仮説について検証するため、O2.-がセミキノン型ラジカルを消去

するかどうかを調べた。TGHQ の水溶液中で O2.-を hypoxanthine（HPX）

/xanthine oxidase（XOD）系により発生させたところ、セミキノン型ラジカル

のESRシグナルは全く検出されなくなった（Fig. 3-8）。O2.-の発生に用いるHPX

や XOD、あるいは DTPAを別々に TGHQ水溶液に添加しても TGHQのセミキ

ノン型ラジカルのシグナル強度に変化は見られず、これらの試薬自身はセミキ

ノン型ラジカルを消去しないことが確認された。このことから、O2.-がセミキノ

ンラジカルを消去することが確かめられ、SODでセミキノン型ラジカルが増加

したのは 2）の仮説による可能性が十分高いと考えられる。 

 次に、SODの添加によりセミキノンラジカルと同時に CPのシグナルが増加

した理由について検討を行った。TGHQ の自動酸化により生成したセミキノン

型ラジカルが、さらに CP-H を酸化して CP を生じた可能性が予想される。こ

の仮説を検証するために、ヒドロキシアミン体 CP-Hの水溶液に TGHQを添加

したところ、CPのシグナル強度が増加した（Fig. 3-9）。セミキノン型ラジカル

がより生じやすいアルカリ性条件下ではさらに CP のシグナル強度が増加した

（Fig. 3-9）。このことから、CP-Hはセミキノンラジカルとも反応して CPを生

じることがわかった。 

 以上の結果から、SODの添加で見られた CPおよびセミキノン型ラジカルの

ESR シグナルの増加は scheme 3-5 に示した機序により起こると考えられる。

そこでこの性質を利用して、HQ-GSH抱合体およびHQによる O2.- の生成を評

価した。すなわち、CP シグナルの SOD 添加で増加する分が O2.-の生成を意味

することになる。SODの添加により増加した CPの ESRシグナル強度は、HQ

添加時で得られたものよりも、TGHQ あるいは MGHQ を添加した場合に得ら

れたものの方が大きかった（Fig. 3-10）。
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Fig. 3-4 LLC-PK1細胞における HQ-GSH抱合体あるいは

HQの添加による CPシグナル強度の変化 

A : LLC-PK1細胞（3.0×106/mL）と ACP（2.5mM）を混和し、 

30分後に測定、B : A + 800µM TGHQ、C : A + 800µM MGHQ 

D : A + 800µM HQ 

▼ : CPのシグナル、Mn2+ : 外部標準 
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Fig. 3-5 LLC-PK1 細胞における HQ-GSH 抱合体あるいは

HQの添加による CPシグナル強度の変化 

LLC-PK1細胞（3.0×106/mL）、ACP（2.5mM）そして 800µM HQ-GSH

抱合体あるいは HQを混和し、30分後に ESR測定 

値は 3回の実験の平均±標準偏差である。*P < 0.01（controlに対して）
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Fig. 3-6 LLC-PK1細胞における HQ-GSH抱合体あるいは 

HQの添加による CPシグナル強度の増加に対する SODの効果 

LLC-PK1細胞（3.0×106/mL）、ACP（2.5mM）そして 800µΜ TGHQ（A）、

MGHQ（C）、HQ（E）を混和し、30分後に ESR測定。また、それぞれに

SOD（150u/mL）を添加した（B : TGHQ、D : MGHQ、F : HQ）。 

▼ : CPシグナル、Mn2+ : 外部標準、△ : HQ-GSH抱合体あるいは HQの

セミキノンラジカル 
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scheme 3-4 SODの添加で見られたセミキノンラジカルシグナル 

強度増加の推定される機序 

白抜きの矢印は、消去に働くことを表わす。 
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Fig. 3-7 TGHQセミキノンラジカルのシグナル強度増加に

対する過酸化水素の効果 

A : 1ｍM TGHQの DPBS溶液を混和 14分後に ESR測定 

B : A + 1mM 過酸化水素 

Mn2+ : 外部標準 
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Fig. 3-8  O2.- 存在下における TGHQ のセミキノンラジカル強度の

変化 

A : 1mM TGHQの DPBS溶液を、混和 14分後に ESR測定 

B : A + HPX / XOD系で発生させた O2.- （0.1mM  HPX、0.08u/mL XOD、

0.09mM DTPA） 

Mn2+ : 外部標準 
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Fig. 3-9 TGHQのセミキノンラジカルによる CP-Hの酸化 

A : CP-Hの DPBS溶液を混和 30分後に ESR測定 

B : A + 800µM TGHQ 

C : B + 3.2mM NaOH（DPBSに溶解） 

▼ : CPシグナル 
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scheme 3-5 SOD の添加によるセミキノンラジカルおよび

CPのシグナル増加として推定される機序 

白抜きの矢印は、消去に働くことを表わす。 



 70

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-10 LLC-PK1細胞における SOD添加による CPシグナル強度の 

増加を指標とした O2.-生成の比較 

値は、SODの添加により得られた CPシグナル強度から、SOD非存在下で得られた

CPシグナル強度を差し引いたもの。 

LLC-PK1 細胞（3.0×106/mL）、ACP（2.5mM）、HQ-GSH 抱合体あるいは HQ

（800µM）そして SOD（150u/mL）の DPBS溶液を混和 30分後に ESR測定した。

実験は 2回行い、平均±平均と各値との差として示した。 
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3-4. 考察 

 MGHQ および TGHQ の水溶液で、過酸化水素が生じることが確認された。

さらにこれらの ESR測定を行ったところ、すでに報告されている HQの場合と

同様にセミキノン型ラジカルが生成した。今回、HQ-GSH抱合体や HQの水溶

液中での DMPOを用いたスピントラップ法では、過酸化水素生成の中間体と推

定されるO2.-が検出されなかった。セミキノン型ラジカルのESRシグナルがO2.-

の発生で検出されなくなったことから、HQ-GSH抱合体やHQの自動酸化で生

じた O2.-はこれら化合物のセミキノン型ラジカルにより消去されるのではない

かと考えられる。DMPOと O2.-との二次反応速度定数は 10 M-1s-1 [1]と非常に小

さいため、DMPO はセミキノン型ラジカルと反応する前に O2.-をトラップでき

なかったものと考えられる。また、O2.-とセミキノン型ラジカルとの間の電子の

授受では過酸化水素と BQ型化合物ができる可能性がある。HQ-GSH抱合体や

HQ の水溶液中での過酸化水素の生成は、O2.-同士の不均化というよりも O2.-と

セミキノン型ラジカルとの間の電子の授受により効率的に起きているものと推

定される。 

 DMPO によるスピントラップで O2.-が検出できなかったことから、別の方法

としてスピンプローブ ACP を用いて検出を試みた。ACP を混入させた細胞浮

遊液への HQ-GSH 抱合体あるいは HQ の添加により、CP の ESR シグナル強

度が増加した。もしこれが O2.-による CP-Hの酸化によるものならば、SODの

添加で O2.-を消去すれば CPの ESRシグナル強度は減少すると予想される。し

かし、実際には予想に反して CPの ESRシグナル強度は増加した。SODの添加

で見られたシグナル強度の増加の機序は、いくつかの機序を想定して検討した

結果、セミキノン型ラジカルによる CP-Hの酸化を抑えていた O2.-を SODが消

去したためであると推定された（scheme 3-5）。O2.-との反応速度定数が 105-109 

M-1s-1 [1]と大きな SODの反応を利用したため、O2.-の生成を見ることができた

ものと考えられる。SODは細胞膜を透過できないため、ここで見ることのでき

た O2.-は細胞の外で生成したものであると考えられる。 
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 セミキノン型ラジカルと O2.-が生成したことから、HQ-GSH抱合体や HQは

水溶液中で自動酸化を通して過酸化水素を生じるものと思われる。過酸化水素

は、より反応性の高い.OH の生成により生体に障害を与える可能性が十分考え

られる。 
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第 4章 グルタチオン抱合ハイドロキノンによる細胞毒性 

 

4-1. 目的 

 HQ-GSH抱合体は、ラットでの腎障害がγ-GT阻害剤 acivicinの投与で抑制さ

れたことから、腎近位尿細管でグルタチオニル基が消化されて細胞内に取り込

まれ、そこで生じたチオール化合物が細胞構成成分を修飾して毒性を表すと考

えられている[1-3]。本研究においては、まず、このようなメカニズムにより細

胞死が起こるかどうかを腎近位尿細管由来上皮細胞（LLC-PK1）を用いて検討

した。LLC-PK1細胞は、γ-GTや aminodipeptidase活性を有していることが報

告されている[4]。この細胞は株化され市販されていることから、腎近位尿細管

モデルとして広く使用されている。また、前章において、HQ-GSH抱合体水溶

液で HQ の場合と同様に活性酸素である O2.-や過酸化水素が生成することが確

認されたことから、培養細胞での酸化的ストレス惹起と細胞毒性の関係につい

て、HQ と比較して検討を行った。細胞内の酸化的ストレスについては

DCFH-DA 蛍光法により評価した。DCFH-DA は細胞内に容易に移行し、そこ

に存在するエステラーゼにより脱アセチル化されDCFHとなる（scheme 4-1）。

DCFH は細胞内の活性酸素あるいは他の酸化物と反応して DCF となり、

490-510 nm 付近の励起光で 530 nm付近の蛍光を発することが報告されてい

る [5]。DCFH-DAは特異性がさほど高くなく、過酸化水素のほか、.OH、NO.2、

CO3.-などにより蛍光を発すると報告されている[6]。しかし、細胞内の酸化的ス

トレスをグローバルに評価する目的には好都合である。本研究では、DCFの蛍

光強度をフローサイトメトリーにより解析し、酸化的ストレスの評価を行った。 
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scheme 4-1 DCFH-DAを用いた酸化的ストレスの評価 
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4-2. 実験方法 

4-2-1. 試薬 

 BQ、GSH、Tiron、カタラーゼ、γ-L-glutamyl-p-nitroanilide、グルタルアル

デヒド、クリスタルバイオレットは和光純薬工業社から購入した。acivicin、酸

化 型 グ ル タ チ オ ン （ GSSG ）、 bovine serum albumin （ BSA ）、

1,3-dimethyl-2-thiourea（DMTU）、deferoxamine mesylate（DFO）、GlyGly、

Medium 199培地は Sigma社から購入した。HQは半井化学薬品（株）から、

95% Proclin 150はエム・シー・メディカル（株）から、2’,7’-dichlorofluorescin 

diacetate（DCFH-DA）は東京化成工業（株）から、0.25% trypsin - 1mM EDTA、

Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS)は Gibcoから、そしてウシ胎児血

清は American Type Culture Collection (ATCC)から購入した。 

HQ-GSH抱合体は、第 2章で述べた手順で合成した。 

 

4-2-2. 細胞培養 

ブタ腎近位尿細管上皮細胞（LLC-PK1）は、ATCC (Manassas, VA) から入

手し、第 3章で述べたように培養した。 

 

4-2-3. クリスタルバイオレット染色による細胞毒性の評価 

96穴マルチプレートに LLC-PK1細胞を 2.5×104/wellずつ播種し、3%ウシ

胎児血清を含んだMedium 199培地で、68時間培養した。新しい培地に交換し

てから、アルゴンガスで脱気した培地に溶解した阻害剤を添加し、37℃で 10分

間インキュベートしてから、アルゴンガスで置換した DPBS に溶解した

HQ-GSH抱合体あるいは HQを添加して、24時間培養した。プレートから培地

を除去し、DPBSで洗浄した後 25％グルタルアルデヒド溶液を加え、10分間室

温でインキュベートした。プレートを水洗いし、水をよく切ってから 4％クリス

タルバイオレット-メタノール溶液を加え、30分間室温でインキュベートした後、

再びプレートを水洗いし、風乾した。595 nm のフィルターを装着した 96穴プ
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レートリーダー（Multiskan, Ascent）で吸光度を測定し、細胞生存率の指標と

した。 

 

4-2-4. γ-GT活性の測定 

5 mM γ-L-glutamyl-p-nitroanilide溶液および 100 mM GlyGly溶液をあらか

じめ調製した。γ-L-glutamyl-p-nitroanilideは少量の 0.1 M HClに溶解し、Tris

粉末を終濃度が 0.1 Mになるように加え、さらに水を加えて溶解し、HClで pH

を 8.0に調整した。GlyGlyは水に溶解後、NaOHで pHを 8.0に調整した。  

60mm dish に 4×105/well で播種した細胞を、3%ウシ胎児血清を含んだ

Medium 199 培地で所定時間培養した後、培地を除去し、DPBS で洗浄してか

ら新たに DPBS を加え、LLC-PK1 細胞をセルスクレーパーで掻き取り、細胞

浮遊液を 15 mL コニカルチューブに移した。細胞を遠心（4℃で 1000rpm、5

分）して集めたのち、氷冷した DPBS 1 mLを加えて氷冷下 Branson Sonifier 

250により出力ワット数 60Wで、5秒間超音波破砕+5秒間休止のサイクルを 3

サイクル行い、細胞を破壊した。γ-GT活性はMeisterら[7]の方法を参考にして

調べた（scheme 4-2）。あらかじめ 200 µLの 5 mM γ-L-glutamyl-p-nitroanilide 

溶液、200 µLの 100 mM GlyGly溶液および 500 µL の 0.1M Tris-HCl（pH 8.0）

を入れて 37℃に温めておいた小試験管に試料 100 µL を加え、すばやく撹拌し

たのち、遊離した p-nitroaniline の 410 nm（ε=8.8mM-1.cm-1）における吸光度

の時間変化を分光光度計で測定した。タンパク質を BSAを標品として、Lowry

ら [8]の方法により定量した。γ-GT 活性は、細胞タンパク量あたりの 1 分間に

遊離する p-nitroaniline濃度で表わした。 
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4-2-5. DCFH-DA蛍光法を利用した細胞内酸化的ストレスの評価 

35mm dish に 2×105/well ずつ播種して 3%ウシ胎児血清を含んだ Medium 

199培地で 18時間培養した細胞に、DMSOに溶解した 10µ M DCFH-DAを添

加し、37℃で 15分インキュベートした。培地を交換してから各活性酸素消去剤

を添加し、37℃で 10分間インキュベートした。アルゴンガスで脱気した培地に

溶解した、HQ-GSH抱合体あるいは HQを添加し、さらに 1時間インキュベー

トを行った。細胞をトリプシンにより剥離し、遠心してから 1mL のシース液

（Becton Dickinson社）に懸濁した。10000個の細胞について蛍光強度をフロ

ーサイトメトリー（Becton Dickinson FACSCalibur flow cytometer）により検

出および解析を行った。励起光として 488 nm のレーザー光を、また

fluorescence 1（FL1）検出器（530±15 nm）を用いて検出し、BD CELLQuest 

Proソフトによりデータの取り込みおよび解析を行った。 

 

4-2-6. 細胞内グルタチオンの定量 

12 穴マルチプレートに、LLC-PK1 細胞を 4×105/well ずつ播種して、3%ウ

シ胎児血清を含んだMedium 199培地で24時間培養した。培地交換をしてから、

アルゴンガスで脱気した培地に溶解したHQ-GSH抱合体あるいはHQを添加し、

1 時間培養した。細胞をトリプシンにより剥離し、遠心後 DPBS に懸濁した。

この細胞の一部に 0.4 M HClO4-1mM EDTAを加えてから 12000 rpmで 5分間

scheme 4-2 γ-GTによるγ-グルタミル基転移反応 
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遠心し、上清を syringe filter（0.2 µm Minisart RC4, Sartorius）でろ過してか

ら 50 µLを HPLCに注入した。HPLCの測定には東ソー製 CCP&8020シリー

ズを、カラムは TSK-GEL OCTYL-80Ts（4.6×250 mm）逆相カラムを使用し

た。電気化学検出器（ECD）は ESA製 Coulochem Ⅱを、アナリティカルセル

はMODEL 5010を用いた。分析は、0.1 M NaH2PO4 / 0.15 mM 1-octanesulfonic 

acid sodium salt水溶液（pH 2.7）980 mLにメタノール 20 mLと 95% Proclin 

150 50µLを 添加して調製した溶離液を、0.6 mL/minの速度で流して行った。

またカラム温度は 35℃に保った。ECDは第一電極を 550 mV、第二電極を 850 

mVに設定した。GSHおよび GSSGの保持時間は、測定日ごとに標準物質を用

いて確認した。 

  また、剥離した細胞の一部に 0.05 % Triton-0.05mM EDTA溶液を加えてから、

凍結融解を繰り返し、細胞を破壊して、Lowryら [8]の方法によりタンパク質を

定量した（標品 BSA）。 

 

4-2-7. 統計解析 

 特に記述のない限り、測定値は 3 回の実験の平均±標準偏差で表わした。

Student’s t-testを行い、有意差を求めた。P < 0.05を有意差とした。 
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4-3. 結果 

4-3-1. HQ-GSH抱合体による細胞毒性へのγ-GTの関与 

 LLC-PK1 細胞を用いて、HQ-GSH 抱合体が細胞毒性を起こすかどうかにつ

いて調べた。HQ-GSH 抱合体および HQ を LLC-PK1 細胞に 24 時間暴露した

ところ、いずれの化合物でも細胞生存率が有意に低下した（Fig. 4-1）。このと

き、TGHQと HQではほぼ同程度の生存率低下が見られた。 

一般に、GSH 抱合体は腎近位尿細管細胞表面に存在する γ-GT や

aminodipeptidaseにより加水分解され、Cys抱合体の形で細胞内に移行してチ

オール化合物となり、細胞構成成分と反応することで細胞毒性を表わすことが

推定されている（scheme 1-2）[1-3]。そこで、HQ-GSH抱合体による細胞死が

このようなメカニズムによるものかどうかについて検討した。 

まず、今回用いた LLC-PK1細胞におけるγ-GTの発現を確認した。細胞を播

種してから 16時間後と 68時間後における LLC-PK1細胞のγ-GT活性を調べた

ところ、時間依存的に活性が増加した（Fig. 4-2）。ここにγ-GTの阻害剤[9]であ

る acivicin を添加したところ、γ-GT 活性は有意に抑えられ、特に播種 68 時間

後の細胞では acivicin添加後にはγ-GT活性はほとんど残っていなかった。 

そこで TGHQの添加により低下した細胞生存率が acivicinにより回復するか

どうかを調べた。播種 68時間後の細胞に acivicinを前処理してから TGHQを

添加したところ、acivicinを添加した場合でも TGHQの細胞毒性の程度は変わ

らなかった（Fig. 4-3）。このことから、少なくとも今回の実験系において観察

された TGHQ による細胞毒性は、これまで報告されているγ-GT 関与によるメ

カニズムとは異なったメカニズムによるものであると考えられる。 
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Fig. 4-1 LLC-PK1 細胞における HQ-GSH 抱合体あるいは HQ による

細胞生存率の変化 

LLC-PK1細胞（2.5×104/well）に HQ-GSH抱合体あるいは HQ（100µM）を 

24時間暴露した。値は 3回の実験の平均±標準偏差である。 

*P < 0.01（controlに対して） 
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Fig. 4-2 LLC-PK1細胞におけるγ-GT活性と acivicinの効果 

LLC-PK1細胞（4×105/well）をそれぞれの時間培養した後、1mM acivicinを添加し、

3時間インキュベートした。値は 3回の実験の平均±標準偏差である。*P < 0.01 

  : (-) acivicin、  : (+) acivicin 
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Fig. 4-3 TGHQ添加による細胞生存率の低下に対する acivicinの効果 

LLC-PK1 細胞（2.5×104/well）に 500µM acivicin を添加し、10 分間インキュベ

ートを行ってから、100µM TGHQを 24時間暴露した。値は 3回の実験の平均±標

準偏差である。*P < 0.01（controlに対して） 
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4-3-2. HQ-GSH抱合体による細胞毒性への活性酸素の関与 

 HQ-GSH抱合体による細胞毒性がγ-GT関与によるメカニズムではないこと、

そして GSHが結合していない HQでも細胞死が確認されたことから、今回の毒

性メカニズムについて検討を行った。 

 前章でHQ-GSH抱合体の水溶液に活性酸素であるO2.-や過酸化水素が検出さ

れたことから、HQ-GSH抱合体の細胞毒性に活性酸素が関与していると予想さ

れる。そこで、活性酸素の関与について調べるため細胞を HQ-GSH抱合体に暴

露する前に活性酸素消去剤を添加して実験を行った。はじめに、過酸化水素分

解酵素であるカタラーゼで前処理した LLC-PK1細胞にHQ-GSH抱合体あるい

は HQ を添加し、24 時間後の細胞生存率を調べた。HQ-GSH 抱合体である

MGHQ および TGHQ の場合では、それぞれによる細胞生存率の低下がカタラ

ーゼにより、ほぼ完全に抑えられた（Fig. 4-4）。しかし HQによる生存率の低

下に対するカタラーゼの防護効果は、ほとんど見られなかった。 

 TGHQと HQの添加によりほぼ同程度の細胞生存率の低下が見られたにもか

かわらず、カタラーゼによる効果が両者で異なったことから（Fig. 4-4）、TGHQ

と HQ において他の活性酸素消去剤を用いて詳細に検討した。.OH の消去剤で

ある DMTUで前処理した細胞に TGHQあるいは HQを添加し、24時間後の細

胞生存率を調べたところ、TGHQ を暴露した場合では DMTU により生存率の

低下が有意に抑えられた。それに対し、HQの場合ではほとんど効果が見られな

かった（Fig. 4-5）。一方、鉄キレート剤である DFO で前処理した細胞では、

TGHQ、HQ ともに生存率の低下が有意に抑えられた（Fig. 4-6）。このことか

ら、HQ-GSH 抱合体である TGHQ は HQ と細胞毒性のメカニズムが異なるも

のと考えられる。 
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Fig. 4-4 HQ-GSH抱合体および HQによる細胞生存率低下におよぼす

カタラーゼの影響 

LLC-PK1細胞（2.5×104/well）に 210u/mL カタラーゼを 10分間プレインキュベ

ートしてから、HQ-GSH抱合体あるいは HQ（100µM）を 24時間暴露した。 

値は 3回の実験の平均±標準偏差である。  : (-) カタラーゼ、  : (+) カタラーゼ

*P < 0.01（(-) カタラーゼの controlに対して）、**P < 0.01 
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Fig. 4-5 TGHQおよびHQによる細胞生存率低下におよぼすDMTUの

影響 

LLC-PK1細胞（2.5×104/well）に 10mM DMTUを 10分間プレインキュベートし

てから、TGHQあるいは HQ（100µM）を 24時間暴露した。 

値は 3回の実験の平均±標準偏差である。  : (-) DMTU、  : (+) DMTU 

*P < 0.01（(-) DMTUの controlに対して）、**P < 0.01 
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Fig. 4-6 TGHQおよびHQによる細胞生存率低下におよぼす DFOの影響

LLC-PK1細胞（2.5×104/well）に 5mM DFOを 10分間プレインキュベートしてから、

TGHQあるいは HQ（100µM）を 24時間暴露した。 

値は 3回の実験の平均±標準偏差である。  : (-) DFO、  : (+) DFO 

*P < 0.01（(-) DFOの controlに対して）、**P < 0.01、†P < 0.05 



 88

4-3-3. HQ-GSH抱合体による細胞内酸化的ストレスの評価 

 HQ-GSH抱合体とHQはともに水溶液中で過酸化水素を生じるにもかかわら

ず、これらによる細胞毒性に対するカタラーゼの防護効果が異なっていた（Fig. 

4-4）。カタラーゼは酵素であるため、細胞外に加えられた場合には細胞内に入

らない。そこで、細胞内の酸化的ストレスを HQ-GSH抱合体と HQがどのよう

に引き起こすかを、DCFH-DAによる蛍光法を用いて調べた。 

 あらかじめ DCFH-DA でラベルした LLC-PK1 細胞に MGHQ、TGHQ ある

いは HQ をそれぞれ 1 時間暴露したところ、すべての場合で強い蛍光を発する

細胞が多くなり、酸化的ストレスが亢進することがわかった（Fig. 4-7）。この

細胞内酸化的ストレスに細胞外の過酸化水素が関与しているかどうかを調べる

ため、カタラーゼで前処理した細胞に MGHQ、TGHQ あるいは HQ を添加し

た。その結果、MGHQ と TGHQ による酸化的ストレスの亢進は抑えられたの

に対し、HQの場合ではまったく抑えられなかった（Fig. 4-8）。 

 さらに TGHQとHQの場合について、他の活性酸素の消去剤の効果について

も検討した。.OHの消去剤である DMTUで前処理した細胞に TGHQあるいは

HQ を暴露したところ、TGHQ による酸化的ストレスの亢進がほとんど抑えら

れた。それに対し、HQの場合ではほとんどDMTUの効果が見られなかった（Fig. 

4-9）。一方、鉄キレート剤 DFOで前処理した細胞では、TGHQ、HQともに細

胞内酸化的ストレスの亢進が大きく抑えられた (Fig. 4-10)。 
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Fig. 4-7 HQ-GSH 抱合体および HQ による細胞内酸化的ストレスの変化

LLC-PK1細胞（2×105/well）に 10µM DCFH-DAでラベリングしてから、HQ-GSH

抱合体あるいは HQ（200µM）を 1時間暴露した。 

  : control、  : HQ-GSH抱合体および HQを暴露 

A : TGHQ、B : MGHQ、C : HQ 
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Fig. 4-8 HQ-GSH抱合体および HQによる細胞内酸化的ストレス亢進に

対するカタラーゼの効果 

LLC-PK1細胞（2×105/well）に 10µM DCFH-DAでラベリングしてから、100u/mL

カタラーゼを 10分間プレインキュベートし、HQ-GSH抱合体あるいは HQ（200µM）

を 1時間暴露した。 

  : control、  : HQ-GSH抱合体および HQを暴露、  : カタラーゼで前処理 

A : TGHQ、B : MGHQ、C : HQ 
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Fig. 4-9 TGHQ および HQ による細胞内酸化的ストレス亢進に対する

DMTUの効果 

LLC-PK1 細胞（2×105/well）に 10µM DCFH-DA でラベリングしてから、30mM

DMTUを 10分間プレインキュベートし、TGHQあるいは HQ（200µM）を 1時間 

暴露した。 

  : control、  : TGHQおよび HQを暴露、  : DMTUで前処理 

A : TGHQ、B : HQ 
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Fig. 4-10 TGHQ および HQ による細胞内酸化的ストレス亢進に対する

DFOの効果 

LLC-PK1細胞（2×105/well）に 10µM DCFH-DAでラベリングしてから、1mM DFO

を 10分間プレインキュベートし、TGHQあるいは HQ（200µM）を 1時間暴露した。

  : control、  : TGHQおよび HQを暴露、  : DFOで前処理 

A : TGHQ、B : HQ 
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4-3-4. HQ-GSH抱合体による細胞内グルタチオン量の変化 

 酸化的ストレスによる細胞毒性は、酸化的ストレスとそれに対する生体内の

防御系とのバランスにより影響される。すなわち、酸化的ストレスが防御系よ

りも優位である場合、細胞毒性を引き起こす。細胞内グルタチオンのうち、還

元型グルタチオン（GSH）は活性酸素や他の酸化物により酸化されると酸化型

グルタチオン（GSSG）となる。そこで、細胞内の GSH 量並びに GSSG 量を

HQ-GSH抱合体や HQが変えるかどうかを調べた。LLC-PK1細胞に TGHQあ

るいはMGHQを暴露したところ、TGHQの濃度依存的に細胞内 GSH量が減少

した（Fig. 4-11）。このとき、GSSG量は TGHQでわずかな増加の傾向が見ら

れたが、有意差は見られなかった。それに対して、HQを暴露した細胞では HQ

の濃度依存的に GSH、GSSG量ともに顕著に減少した。 
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Fig. 4-11 HQ-GSH抱合体および HQによる細胞内グルタチオン量の変化 

LLC-PK1細胞（4×105/well）に HQ-GSH抱合体あるいは HQを 1時間暴露した。 

値は 3回の実験の平均±標準偏差である。 

*P < 0.01（それぞれの 0µMに対して）、**P < 0.05（それぞれの 0µMに対して） 

A : MGHQの GSH量、B : TGHQの GSH量、C : HQの GSH量、D : MGHQの GSSG

量、E : TGHQの GSSG量、F : HQの GSSG量 
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4-4. 考察 

 本章では、LLC-PK1細胞における HQ-GSH抱合体および HQの細胞毒性に

ついて検討した。HQ-GSH 抱合体による細胞死がγ-GT 阻害薬である acivicin

を添加しても抑えられなかったことから、少なくとも本実験系における

HQ-GSH抱合体の細胞毒性は、これまでに報告されているγ-GTの関与するメカ

ニズムによるものではないと考えられる。前章で HQ-GSH抱合体あるいは HQ

から過酸化水素が生成することを確認したことから、本研究では活性酸素の関

与という観点から実験を行った。 

 活性酸素阻害剤であるカタラーゼ、DMTUおよび DFOの添加により、TGHQ

による細胞生存率の低下はほぼ完全に抑えられた。また、DCFH-DA 蛍光法を

利用して細胞内の酸化的ストレスについて評価を行ったところ、TGHQ の暴露

で酸化的ストレスが亢進され、それは活性酸素阻害剤であるカタラーゼ、DMTU

および DFO の添加により抑えられた。一方、HQ による細胞生存率の低下は

DFOで抑えられたもののカタラーゼおよびDMTUでは効果が見られなかった。

さらに HQ暴露により、TGHQと同様に細胞内酸化的ストレスが亢進されたが、

DFO での抑制効果は部分的であり、またカタラーゼおよび DMTU ではほとん

ど抑制効果が見られなかった。 

 以上の結果から、HQ-GSH抱合体はHQのように酸化的ストレスを引き起こ

すものの、細胞毒性の発現機序が異なることが推定される。TGHQ による細胞

毒性は過酸化水素分解酵素および.OH 消去剤、さらにその生成に関与する鉄の

キレート剤により完全に抑えられたことから、その細胞毒性には活性酸素が関

与していることは明らかと思われる。HQ-GSH抱合体は親水性が高いため、細

胞膜を通過できないと考えられる。また、カタラーゼも細胞膜を通過できない。

これらのことから、HQ-GSH抱合体の場合は、細胞の外で自動酸化により生成

した O2.-を介した過酸化水素の生成が起こり、それが細胞内に移行して、それ自

身あるいはそれと還元鉄との反応で生じる.OH により細胞毒性が引き起こされ

たものと推定される。一方、HQは細胞膜を容易に通過できると考えられること
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から、細胞の内外で自動酸化により O2.-を介した過酸化水素の生成、さらに還元

鉄の働きにより.OH が生成すると考えられる。しかし、本研究において HQ の

細胞毒性における.OH阻害剤 DMTUと DFOの効果がまちまちであったことか

ら、細胞毒性への.OHの寄与を裏付ける統一的証拠は得られていない。もし HQ

の毒性が活性酸素によるとすると HQ-GSH 抱合体との違いはその生成部位の

違いによる可能性も考えられる。膜透過性の HQ はミトコンドリアなどの細胞

内小器官にまで達し、そこで活性酸素を生成する可能性は十分考えられる。細

胞外で生じた過酸化水素が、細胞質に移行しそこで直接的あるいは間接的に作

用する場合と、細胞の生命維持に重要な器官で過酸化水素を生じ障害を与える

場合では、活性酸素阻害剤が膜透過性であっても、その防護効果に違いが出る

ことはありうることと考えられる。 

 また HQ を暴露させた場合、細胞内酸化的ストレスに対する主な防御系のひ

とつである細胞内グルタチオンの量が還元型、酸化型ともに顕著に減少したこ

とは、別の面から HQ の酸化的ストレスの関与した細胞毒性メカニズムを推定

させる。HQが細胞内グルタチオンの枯渇を引き起こした結果、酸化的ストレス

とその防御系との間のバランスが崩れ、相対的に酸化的ストレスが惹起された

ものと推定される。HQ によるグルタチオン量を減少させたことについては、

HQが細胞内で酸化されて BQとなり、それに細胞内の GSHが付加反応を起こ

したためであることが可能性として考えられる。 
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第 5章 総括 

 

 本研究では、光増感反応による HQ-GSH抱合体の生成と、それによる細胞毒

性の機序を解明することを目的として、以下の検討を行った。 

 

 第 2章では、GSHの存在下で、日常的に用いられているフェノール化合物か

ら 1O2との反応により HQ-GSH抱合体が生成することを、保存料として多用さ

れているパラベン類や、医薬品として使用されているサリチル酸を例に示した。

この反応において、1O2はパラベン類からの HQおよび BQの生成、HQからの

BQの生成、そして多置換 GSH抱合体の生成など、複数の箇所に関与している

ことが示唆された。 

 第 3章では、HQ-GSH抱合体が水溶液中で過酸化水素を生成することを示し

た。水溶液中で同時にセミキノン型ラジカルが検出され、またスピンプローブ

ACPを用いた実験で O2.-の生成が示唆されたことから、HQ-GSH抱合体の過酸

化水素の生成機序は HQ と同様に自動酸化による O2.-の生成を経て起こるもの

と考えられる。 

 第 4章では、HQ-GSH抱合体が腎近位尿細管細胞において、細胞死を引き起

こすことを示した。そのメカニズムは、これまでに推定されているγ-GTによる

GSHのペプチド切断を経るものではなく、HQ-GSH抱合体により酸化的ストレ

スが惹起されたためであることが明らかとなった。さらに、HQによる細胞毒性

が細胞内で生成される過酸化水素の寄与が大きいのに対し、HQ-GSH抱合体に

よる細胞毒性は細胞外での過酸化水素生成によることが示された。 

  

緒言で述べたとおり、皮膚には内因性および外因性の光増感剤が存在し、そ

の存在量と光の照射条件によっては少なからず 1O2が生じるものと考えられる。

また GSH存在量が多い。本研究の成果は、そのような条件下で特に化粧品や医

薬品として皮膚に直接塗布することのあるフェノール化合物から HQ-GSH 抱
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合体が形成され、それが過酸化水素などの活性酸素の生成により細胞障害を起

こす可能性を示唆するものである。本来、GSHは生体内での活性酸素による障

害を防御するために存在していると考えられている。また、GSH抱合体はフェ

ノール化合物などの化合物を生体内から排泄する目的で生じると考えられる。

このような生体内で防御系としての役割を果たす GSHが、活性酸素を発生させ

る生成物を形成し、細胞に障害を起こしうるという今回の知見は、大変興味深

いものである。 

これまでに、HQ-GSH抱合体の標的部位は腎近位尿細管であろうとされてき

た[1-3]。今回γ-GT が関与しない経路で HQ-GSH 抱合体の細胞毒性が確認され

たことは、HQ-GSH抱合体がいかなる組織でも毒性を表す可能性を示唆してい

る。特に皮膚は酸素に接する機会が最も多い組織のひとつであり、皮膚組織内

の酸素分圧は大気中酸素の影響を受けているとされている[4]。従って、そこで

HQ-GSH抱合体が形成され、同時に障害を引き起こす可能性は十分考えられる。 

また、腎における毒性については HQ-GSH抱合体の毒性が acivicinで完全に

抑えられなかったのは、近位尿細管の管腔内で抱合体が与える酸化的ストレス

の寄与があるからである可能性も考えられる。また、例えγ-GTなどの酵素の処

理を受けて近位尿細管の細胞内に入ったとしても、そこで HQ のように細胞の

内側から与えた酸化的ストレスが障害に結びついている可能性も考えられる。

この点については今後 HQの Cys抱合体を合成し、その細胞に与える酸化的ス

トレスを解析することで明らかにされるものと思われる。 

 

 さらに今後の課題として、皮膚でも障害を起こすかどうかを調べるために、

ケラチノサイトなど皮膚由来細胞でも毒性を確認する必要がある。また、実際

にポルフィリア症モデル動物や光過敏症を起こす薬物で処理した実験動物にパ

ラベン類などのフェノール化合物を塗布して光照射したときに、皮膚で障害が

起こるかどうか、そしてこれが活性酸素生成によるものかどうかを確認する必

要がある。最近では、活性酸素と反応することで自身の常磁性を失う ESR用ス
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ピンプローブを用い、その消失速度を in vivoで比較することで間接的ではある

が非侵襲的に生体内での活性酸素生成を評価する試みがなされている[5, 6]。こ

の目的には、in vivo測定が可能な L-band ESR（1 GHz付近）が開発されてい

る[7]。また、これと皮膚表面の ESRプローブの測定に適したサーフィスコイル

型共振器を組み合わせて、動物の皮膚における活性酸素生成も調べられている[8, 

9]。こうした方法により動物における HQ-GSH抱合体の活性酸素生成を皮膚で

解析することで、HQ-GSH抱合体の毒性における活性酸素の関与がさらに明確

になるものと考えられる。 
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