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研究成果の概要（和文）：ヒドロキノン（hydroquinone）、ローソン（lawsone）等日常生活によ

く使われる化学物質を初代培養肝細胞に曝露し、高濃度になるにつれて、カタラーゼ遺伝子正常

(Csa)及び変異 (Csa)とともに肝細胞生存率が有意に低くなる傾向がみられた。各曝露濃度にお

いては、カタラーゼ活性の低いマウス（Csb）の肝細胞の生存率がカタラーゼ活性正常のマウス

(Csa)に比し著しく低下した。特に美白クリームの主成分であるヒドロキノンの添加により、肝

細胞のアポトーシス（細胞死）がみられ、酸化ストレス関連薬物代謝酵素CYP 2E1のmRNA及び蛋

白質とともに発現が増加したことが分かった。 

 

研究成果の概要（英文）：We exposured mouse primary hepatocytes to chemicals that are commonly 

used in our daily lives like hydroquinone, lawsone. We found that exposure the cells to these chemicals 

decreased cellular viability in both catalase mutant mice (Csb) and the wild-type mice (Csa) 

dose-dependently, in particular, the survival of hepatocytes was lower in Csb when compared to that of 

Csa. We also observed that exposure the cells to hydroquinone, a main component of skin-lightening 

cream, enhanced the cellular expression of cytochrome P450 2E1 mRNA and protein dose-dependently as 

well as induced apoptosis of the cells.   
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１．研究開始当初の背景 

私たちを取り巻く環境中には2000万種以

上の化学物質があり、これら物質の有害性評

価には、生体に及ぼす影響を感度よく検知す

るシステムの開発が必要不可欠である。環境

化学物質の有害性の系統的評価には、実験動

物を用いた実験が必要とされるが、その一方

で、動物実験に要する高コストや長期に亘る

実験期間、並びに動物愛護運動の拡大などの

問題がある。そこで、コスト、時間及び実験

動物数などの軽減のために、動物実験に先立

って行う、簡便且つ迅速な細胞レベルでの評

価法の確立が望まれている。 

 
２．研究の目的 

我々はカタラーゼ遺伝子変異マウスの初

代培養肝細胞を用い、環境化学物質の単独及

び複合曝露により細胞内の遺伝子及びたん

ぱく質の発現にどんな変化が起こるか、正常

細胞との違いはあるか等について調べる。 
 
３．研究の方法 
(1)カタラーゼ遺伝子正常(Csa)及び変異マウ

ス(Csb)をそれぞれペントバルビタール（腹腔

内投与）で麻酔し、コラゲナーゼ還流法によ

り肝実質細胞を分離し、得られた細胞を無血

清培地で培養した。 

 

(2)過酸化水素（H2O2 ）、ヒドロキノン

（hydroquinone）、ローソン（lawsone）等日

常生活によく使われる化学物質を細胞に曝

露し、曝露により惹起される、カタラーゼ遺

伝子正常及び異常肝細胞の生存率の差異か

ら、毒性発現が酸化ストレスによるか否かを

評価した。細胞毒性評価キット WST-8 (同仁

化学社) を用いて細胞内脱水素酵素活性を

マイクロプレートリーダ（450nm）にて測定

した。 

 

(3) 細胞内の還元型グルタチオン（以下 GSH）、

酸化型グルタチオン（以下 GSSG）を DTNB 

(5,5’-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid)) 

による酵素サイクリング法を利用し、マイク

ロプレートリーダ（412nm） にて測定し、GSH

及び GSSG の濃度 (µM/106 cells) を算出した。 

 

(4) 肝細胞アポトーシスを核染色試薬

Hoechst 33342（Dojindo）にて検出した。 

 

(5) RT-PCR による CYP2E1 mRNA 発現を評価

した。肝細胞における CYP2E1 mRNA の発現量

はβ-actin の発現量で補正した。 

 

(6) Western blotting による CYP2E1 蛋白発

現を評価した。蛋白質の定量値はβ-actin の

定量値で補正した。 

 

(7)有害物質曝露後のタンパク質の変動を

プロテオーム解析で評価した。  

 

４．研究成果 

(1) H2O2、hydroquinone、lawsone により、カ

タラーゼ遺伝子正常(Csa)及び変異マウス

(Csa)とともに、高濃度になるにつれて、肝細

胞生存率が有意に低くなる傾向がみられた。

また、各曝露濃度においては、Csaは Csbに比

べて高値を示し、カタラーゼ活性の低い Csb

肝細胞の生存率が著しく低下した。 

 

 

図１．H2O2 によるマウス初代培養肝細胞への
影響。P1＜0.001: マウス群間比較、P2＜
0.001: H2O2 曝露濃度間の比較(by 2-way 
ANOVA). 

 



(2) 美白クリームの主成分である

hydroquinone の添加により、Csa及び Csb共に、

高濃度になるにつれて、細胞カタラーゼ活性

の減少傾向がみられ、Csbの肝細胞カタラーゼ

活性は、Csaのそれに比し有意に低値を示した。 
Hydroquinone 単独曝露する場合、Csbの細胞

生存率は Csaのそれより著明に低下したが、

１ｍM及び10mMの濃度のresveratrolを加え

ることにより、Csa と Csb間の細胞生存率の

差異が小さくなり、hydroquinone の曝露によ

り引き起こされた細胞障害が、resveratrol

の添加によって抑制された。特に、Csaと Csb

と共に、5mM、10mM の resveratrol の添加は

顕著な抑制効果が現われ、それぞれ60%（Csa）、

30%（Csb）以下となっていた生存率が、5mM 

resveratrol の添加により 80%、100%に回復

され、10mM resveratrol の添加により 100%

以上になった。 

 

図２-１．マウス初代培養肝細胞におけるカタ

ラーゼ活性(Student,s t-test, **p＜0.01)  

 
 

 

図２-２．Hydroquinone 添加後のマウス初代 
培養肝細胞への生存率の影響。P1＜0.001：マ
ウス群間比較 P2＜0.001: Hydroquinone 曝露
濃度別比較(by 2-way ANOVA)。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

図２-３．Resveratrol 曝露による HQ(400μ
M) 細胞毒性に対する抑制効果 (P1＜0.001: 
マウス群間比較、P2＜0.001: RESV 濃度間の
比較(by 2-way ANOVA)。NC: Negative Control、
HQ：Hydroquinone、RESV: resveratrol)。    

 

(3) 図３に示すように 200μM HQ 添加群の

GSH:GSSG の比率は、有意な差異が認められな

かった。 

また、400μM HQ 添加群の GSH:GSSG の比

率は、対照群より約 30％有意に減少した。 

 

 

図３．Hydroquinone 曝露後の GSH:GSSG 比率 

 

(4) 蛍光色素Hoechst 33342を用いて

hydroquinone の曝露で両種マウスの肝細胞

アポトーシスを検出した（図４）。特に400μM 

hydroquinoneの曝露によるクロマチン凝集の

割合が両種マウスの肝細胞とも高く、細胞核

の断片化が顕著であった。ただし、両種マウ

スの肝細胞の間では有意な差異が見られなか

った。 
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図４．Hydroquinone 曝露による肝細胞の 
クロマチン凝集の割合。 
 
(5) 図 5-1 に示すように、200μM HQ および

400μM HQ に曝露された肝細胞では、薬物代

謝酵素 CYP2E1 mRNA の発現量は、対照群に比

較し顕著な変化がみられなく、３つの群の間

には有意な差異が認められなかった。 

 

図５-１．Hydroquinone 曝露による肝細胞
CYP2E1 mRNA の発現 

 

図5-2 に示すように、肝細胞にResveratrol

を加えることにより、hydroquinoneの曝露に

より増加されたCYP2E1 mRNA 発現量が少なく

なった。

 

HQ:   –      +      +      +      + 
RESV:   –      –      0.5    1.0    5.0  
 
図５-２．Resveratrol（RESV, mM）添加の有
無による Hydroquinone(HQ：400μM)曝露後の
肝細胞 CYP2E1 mRNA 発現の変化 
 

(6) HQ 曝露後の CYP2E1 蛋白質の発現量を 

図 6 に示した。200μM および 400μM 

hydroquinone 曝露群の CYP2E1 発現量は、対

照群より有意に高くなった。 

また、200μ M hydroquinone 曝露群の

CYP2E1 発現量は 400μM hydroquinone 曝露

群の CYP2E1 発現量に対して有意な差異が認

めなかった。 

 

 
図６．Western blotting によるHydroquinone
曝露後 CYP2E1 蛋白質の発現 

 

(7)プロテオーム解析結果： Hydroquinoneを

48時間曝露後では、たんぱく質 Major 

urinary protein 1、ATP synthase subunit 

delta、およびTranslocon-associated 

protein subunit deltaが同定され、特に

Translocon-associated protein subunit 

deltaの発現がCsbの初代培養肝細胞に上昇し

たことが分かった。 

本研究で用いる hydroquinone の曝露濃度

は、5% Hydroquinone 含有美白クリームの

1/1000 の濃度であり、長期の hydroquinone

含有化粧品等の使用は、酸化ストレスに曝さ

れやすい環境となり、生体に何らかの悪影響

を及ぼすのではないかと考えられる。 

 
(8) Cumene hydroperoxide（CH）の細胞毒性

及び抗酸化物質 Trolox の抑制効果：Csa及び

Csbの肝細胞に様々な濃度の CH を曝露させ、

CH による細胞毒性が濃度依存的であること

が分かった。その結果を、これまでに得られ

ているカタラーゼ変異遺伝子導入大腸菌を

用いた曝露結果と照らし合せ、両者の一致性

も明らかとなった。また、細胞毒性は Trolox

の前処理によって著しく低減され、Trolox は

CH の細胞毒性の予防に有効であることを示

した。 

今後は、Hydroquinone曝露後においてCsbの
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初代培養肝細胞に上昇された蛋白質について

さらに検討する必要がある。 
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