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研究成果の概要：哺乳類に存在する２種類のコエンザイム Q（CoQ）同族体（CoQ9 と CoQ10）の

うち CoQ9の機能を調べる目的で、CoQ9を過剰に含む培養ヒト肝細胞実験系を確立し、CoQ9過剰

細胞の酸化ストレス抵抗性について検討した。CoQ9過剰細胞では酸化ストレスによる細胞内抗

酸化物質の減少および細胞死が抑制されており、外来性の CoQ9が酸化ストレスによる細胞死を

保護することを世界で初めて明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 コエンザイム Q（以下 CoQ と略す）は、生

体内で合成され、主としてミトコンドリア膜

に存在するイソプレノイド側鎖をもつキノ

ン化合物であり、電子伝達系を構成する物質

として知られている。我々は、これまでに CoQ

が強力な内在性抗酸化物質であることを明

らかにした（Matsura T, Yamada K, Kawasaki 

T. BBA 1123(3): 309-315, 1992）。また、

CoQ は形質膜やその他の細胞内小器官（核、

ゴルジ、小胞体など）に存在することも明ら

かにした（Matsura T, Yamada K, Kawasaki T. 

BBA 1083(3): 277-282, 1991）。自然界には

イソプレノイド側鎖の長さが異なる CoQ 同族

体が複数存在しており、ヒト、イヌ、ブタ、

モルモット、ウサギなどでは CoQ10、マウス、

ラットでは CoQ9が主な同族体であり、それら

の含有率も異なっている。例えばラット肝細

胞においては総 CoQ9と総 CoQ10の比は 6:1 で

あるが、モルモット肝細胞においては 1:5 で

ある（Matsura T, Yamada K, Kawasaki T. BBA 

1123(3): 309-315, 1992）。ヒトにおいても

CoQ9は数パーセント存在している。このよう

に、同時に存在する同族体に関して、イソプ
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レノイド側鎖長により CoQ の機能に差がみら

れるのかに関する研究は全く存在しない。 

 そこで CoQ の抗酸化作用に着目し、哺乳類

に存在する２種類のCoQ同族体（CoQ9とCoQ10）

の抗酸化作用に差が見られるのかを明らか

にするために、細胞内 CoQ 量・種類を任意に

制御することが可能な培養細胞実験系を確

立し、抗酸化作用の違いを検討することは大

いに意味のあることである。 

 
２．研究の目的 
 CoQ9 と CoQ10 は側鎖長がイソプレン単位 1

個（炭素原子 5個分）の違いであるが、膜脂

質二重層に存在する位置が若干異なってお

り、CoQ9の方がより膜表面近くに存在するか

脂質二重層内の流動性が異なる可能性があ

る。そのため、脂質ラジカル消去の本体であ

るキノン骨格の水酸基がより細胞表面に移

動しやすく、脂質二重層の浅いところで発生

した脂質ラジカルをより効率的に消去でき

る可能性がある。本研究の目的は、まず細胞

内 CoQ9と CoQ10の含量比の異なる細胞を調整

することである。次にこれらの細胞を用いて、

ラジカル発生剤や抗がん剤処理により細胞

に酸化ストレスを与え、細胞の酸化ストレス

抵抗性を検討し、CoQ9と CoQ10の抗酸化能の違

いを明らかにする。 

 CoQ10 はサプリメントとして世界中で販売

されているが、マウスやラットに多く存在し、

ヒトには数パーセントしか存在しない CoQ9
のサプリメントとしての利用の可能性は全

く検討されていない。本研究により CoQ9の有

用性が明らかになった場合、酸化ストレスの

関与する虚血-再灌流障害、動脈硬化、老化

などの予防に対して、CoQ9をサプリメントと

して CoQ10 とコンビネーションで用いること

により、より有効な結果が得られる可能性が

あり、本研究の成果は予防医学に貢献できる

ものと考える。 

 
３．研究の方法 
(1)細胞培養 
 HeLa 細胞、HepG2 細胞は Riken BRC から購
入し、非働化した 10% ウシ胎児血清(FCS)、2 
mM glutamine 、抗生物質（ 100 units/ml 
penicillin, 100 µg/ml streptomycin）を添
加したダルベッコ変法必須培地（DMEM）中に
細胞を懸濁し、37℃、 95% 空気、5% CO2の条
件下で培養した。全ての実験にはコンフルエ
ント直前の細胞を用いた。 
(2)細胞内 CoQ 量の分析 
 培養細胞から CoQ が含まれる脂溶性画分を
抽出し、高速液体クロマトグラフィーシステ
ムを用いて、細胞内 CoQ 量の測定を行った。 

(3)RNA 干渉（RNAi） 
 RNAiのターゲットとしてCoQ生合成過程で、
キノン骨格にイソプレノイド側鎖を結合さ
せる酵素のヒト COQ2 遺伝子を選択した。培
養細胞に、COQ2発現を抑制すると予想される
配列を持つ、20 残基程度の 2 本鎖 RNA（４種
類の siRNA：COQ2.1,COQ2.2, COQ2.3, COQ2.4）
をリポフェクション法により細胞内に取り
込ませ、一過的な発現抑制実験を行った。 
(4)リアルタイム RT-PCR 
 COQ2 に対する PCR 用プライマーを作製し、
リアルタイム RT-PCR により COQ2 mRNA 発現
量解析を行い、RNAi 法による COQ2 mRNA の転
写抑制効果を検討した。 
(5)細胞生存率 
 RNAi 施行 6, 12, 24, 48 時間後の細胞生存
率の差は培養ディッシュを顕微鏡下で観察
し、写真撮影後、接着細胞数を比較すること
により行った。 
(6)CoQ9リポソームの作製 
 Dimyristyl-phosphatidylcholine (DMPC)
を用いて、CoQ9 : DMPC = 1 : 20 になるよう
な単層リポソームを作製した（CoQ 濃度は 1 
mM）。 
(7)脂肪染色 
 CoQ9リポソームを HepG2 細胞に添加後、リ
ポソームが実際に細胞内に取り込まれてい
るかを確認するために、細胞を洗浄後、ヘマ
トキシリン染色後、脂肪染色（オイルレッド
O染色）を行った。 
(8)カスパーゼ-3 活性の測定 
 カスパーゼ－3 活性は酵素反応により分解
され蛍光を発するカスパーゼ－3 に特異的な
ペプチド配列を持った基質（Ac-DEVD-AMC）
を用いて蛍光マイクロプレートリーダー(励
起波長 360 ± 40 nm、蛍光波長 460 ± 40 nm)
で測定した。カスパーゼ活性の 1単位は 37℃
で 1 分間に 1 pmol の AMC を遊離するために
必要とされる酵素量をあらわす。 

(9)細胞内グルタチオン量の測定 

 細胞内還元型グルタチオン（GSH）量はSH 基

と反応し、高い蛍光を示すマレイミド化合物

であるThioGlo-1 を用いて蛍光マイクロプレ

ートリーダー(励起波長 360 ± 40 nm、蛍光波
長 530 ± 25 nm)で測定した。 

(10)細胞内過酸化脂質量 

 肝組織内の過酸化脂質量はチオバルビツー

ル酸反応陽性物質(TBARS)量として蛍光光度

計(励起波長515 nm、蛍光波長553 nm)を用い

て測定した。標準液にはマロンジアルデヒド

(MDA)溶液を用いた。 

(11)タンパク質定量 
 各試料のタンパク質量は、ウシ血清アルブ
ミンを標準液として Bradford 法を用いて定
量した。 
(12)統計解析 



 

 

 各実験データは3例の平均値あるいはその

代表例を示す。誤差範囲は標準誤差(S.E.) を

表し、One-way ANOVAまたはスチューデントの

t 検定により、危険率5%未満を有意とした。 

 
４．研究成果 
(1)コエンザイム Q 合成酵素発現抑制細胞の
作製の試み 

  HeLa細胞に4種類のsiRNAを取り込ませ、

導入後 48 時間にわたり細胞内 COQ2 mRNA 発

現量を調べた。図１に示したように、COQ2.2

と COQ2.4は時間依存性に COQ2 の転写抑制傾

向を示した。特に、COQ2.4 導入 48 時間後は

統計学的にも有意な抑制効果が見られた。他

の 2種類も時間依存性はみられなかったもの

の、導入 48 時間後にはいずれも抑制傾向を

示した。しかしながら、抑制効率にバラツキ

が大きく、さらに効率の良いリポフェクショ

ン法の検討などが必要と考えられた。 

 ミトコンドリアの電子伝達に必須である

CoQ 合成抑制が細胞生存率に及ぼす影響を検

討した。siRNA 導入により、細胞生存率の低

下傾向が見られた。特に、COQ2.4 導入 48 時

間後の接着細胞数は著明に減少していた（図

２）。 

 今回の実験で、RNAi 法による CoQ 合成酵素

遺伝子発現抑制の可能性が示されたが、RNAi

自身による細胞死が著明で、以後の実験が困

難になったため、野生型細胞に CoQ9リポソー

ムを添加することにより CoQ9過剰細胞を作

製することとした。 

 
 
 
 

 
 

 

 
 
 (2)CoQ9過剰ヒト肝細胞の作製 

 CoQ9 の単層リポソームを作製し、ヒト肝癌

細胞 HepG2 に、様々な濃度、時間で添加した

後、高速液体クロマトグラフィーを用いて細

胞内 CoQ 量を測定した。CoQ9リポソーム（最

終濃度 10 µM）を HepG2 細胞に添加すると、

野生型細胞には存在しなかったCoQ9は経時的

に増加し、添加 24 時間後の細胞内酸化型 CoQ9、

還元型 CoQ9H2 はそれぞれ 1200 pmol/mg 

protein, 800 pmol/mg protein まで増加した。

しかしながら、添加 48 時間後の細胞内酸化型

CoQ9は24時間後の量とほとんど変わらなかっ

たが、抗酸化作用を示す還元型 CoQ9H2は 24 時

間後量の 4 分の 3 に減少していた（図３）。ま

た、リポソーム添加 24 時間後に継代を行い、

その 24、48 時間後の細胞内 CoQ9を測定する

と、酸化型還元型共に経時的に減少した（図

４）。CoQ9添加により細胞内還元型 CoQ9H2は添

加後 24 時間にピークを示したが、その後は培

養過程における酸化ストレス等により還元型

CoQ9H2が消費され、48 時間後の還元型 CoQ9H2
は減少したと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 次に、CoQ9 リポソームを添加することによ

り、HepG2 細胞に実際にリポソームが取り込

まれているのか、そして細胞の形態に影響が



 

 

出ていないかを調べるために脂肪染色を行っ

た（図５）。リポソーム添加後、細胞内には経

時的に脂肪滴が増加した。このことより、CoQ9
が経時的に細胞内に取り込まれていることが

示唆された。また、リポソーム処理自身は細

胞に形態学的な変化を起こさなかった。 

 

 

 

 

 

 

 以上の結果に基づき、CoQ9リポソーム添加

後24時間の細胞をCoQ9過剰HepG2細胞（以下

CoQ9過剰細胞）として使用することとした。 

 
(3)CoQ9過剰細胞の酸化ストレスに対する抵
抗性の検討 

 野生型細胞と CoQ9過剰細胞に脂溶性ラジ

カル発生剤である AMVN(200 µM)を処理し、3

時間後のアポトーシス誘導を検討したとこ

ろ、CoQ9過剰細胞ではカスパーゼ-3 活性増加

の抑制が認められた（図６A）。アポトーシス

刺激としてエトポシドを用いた場合、アポト

ーシス実行過程で活性酸素が生成されるこ

とが知られている。細胞にエトポシド（400 

µM）処理を行い、6時間後のアポトーシス誘

導を検討したところ、野生型に比べて CoQ9
過剰細胞においてカスパーゼ-3 活性増加の

抑制が認められた(図６B)。AMVN およびエト

ポシドを野生型細胞に処理した時、12 時間、

24 時間後の細胞はディッシュから剥離して

浮遊した。形態学的にも細胞は膨潤しネクロ

ーシスを思わせる像を呈していた（データ未

提示）。CoQ9過剰細胞にも同様の処理をすると

ネクローシスの像を呈したが、細胞の剥離は

明らかに軽度であった（データ未提示）。

AMVN(200 µM)処理後の細胞内還元型グルタチ

オン（GSH）量を測定したところ、野生型で

は GSH が時間依存性に減少したが、CoQ9過剰

細胞ではこの GSH 減少が有意に抑制された

（図７）。また、AMVN 処理後の細胞内過酸化

脂質量を測定した（図８）。細胞内過酸化脂

質量の指標であるTBARS量はCoQ9過剰細胞で

抑制傾向を示した。 

 以上より、CoQ9添加は酸化ストレスが関与

すると考えられている細胞死に対して抵抗

性を示すことが明らかになった。これは外来

性の CoQ9がその抗酸化作用により細胞障害

を防御することを世界で初めて見いだした

ものであり、学術的意義が非常に高いと考え

られる。 

 今後は、CoQ10リポソームを細胞に投与し
CoQ9過剰細胞と同等の還元能を持つ CoQ10過
剰細胞を作製し、CoQ9と CoQ10の抗酸化能の相
違を調べ、CoQ10に加えて（あるいはそれ以上
に）、CoQ9がサプリメントとして有効かどうか
を検討する予定である。 
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