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緒   言 

ベンゾフェノン誘導体は，紫外線吸収剤として日焼け止

めの化粧品，光安定化剤として合成樹脂の皮膜等に長年使

用されてきた．同化合物の生体への影響，特に安全性（毒

性）については多数の詳細な報告がある 1-5)．代表的な紫外

線吸収剤である 2-ヒドロキシ-4-メトキシベンゾフェノン

（HMB; 慣用名 benzophenone-3/oxybenzone）は低毒性の化

合物(ラットの経口 LD50 >6 g/kg 
1)）であるが，ラット及び

マウスにおいて，細胞質の空胞化を伴った肝肥大，尿細管

傷害を伴った腎重量増加を惹起し，肝と腎が標的器官であ

ると報告されている 6,7)．代謝実験において，経口あるいは

経皮的に取り込まれた HMB は肝臓で迅速に代謝を受けたの

ち，尿及び胆汁を経て体外に排泄される 8)．その時の代謝

物として親物質HMBのO – 脱メチル化体である2,4-ジヒド

ロキシベンゾフェノン（DHB; Fig.3），DHB 芳香環の水酸

化体である 2,3,4-トリヒドロキシベンゾフェノン（THB; 

Fig.7），HMB 芳香環の水酸化体である 2,2’-ジヒドロキシ

-4-メトキシベンゾフェノン（DHMB; Fig.7）及びこれらの

グルクロン酸-，硫酸-抱合体が明らかにされている 8)． 

近年，食品添加物をはじめ環境中の様々な化学物質に起

因する内分泌かく乱作用が多数報告され，ヒト及び動物の

生殖機能への悪影響が危惧されている．例えばビスフェノ

ール A（BPA）及び類縁のフェノール性化合物によるエスト

ロゲン様作用が in vivo 及び in vitro の実験系で明らか

にされた 9-14)．未置換型ベンゾフェノン（ジフェニルメタ

ノン）もまた環境省による内分泌かく乱化学物質リスト

（SPEED’98/JEA）15) に挙げられた 65 対象物質のひとつで

ある．以前，著者らはベンゾフェノンがラット肝細胞で速

やかに代謝され，中間代謝物のひとつである 4-ヒドキシベ

ンゾフェノンに in vivo 及び in vitro でエストロゲン様作

用を発現することを報告した 16,17)．本研究はベンゾフェノ

ン誘導体である HMB のラット肝細胞における代謝様式と親

物質及び代謝物によるエストロゲン様活性の発現を，エス

トロゲン受容体結合能とエストロゲン受容体陽性の MCF-7

細胞の増殖能により比較検討した． 

 

実 験 方 法 

１．試薬 

 HMB，DHB，DHMB，THB，BPA は東京化成工業（株）

製，17β-エストラジオール（E2），ジエチルスチルベスト

ロール（DES）は Sigma Chemicals 製，コラゲナーゼは和光

純薬工業（株）製を用いた．このほかの試薬は市販の特級

規格またはそれ以上のものを使用した． 
 

２．遊離肝細胞の調製と被験物質の暴露 

 遊離肝細胞は雄性 F344/DuCrj 系ラット（200-250 g，日本

チャールズ・リバー）の肝臓を Moldéus ら 18) の EGTA/コ
ラゲナーゼ二段灌流法により調製した．肝細胞は

Krebs-Henseleit 緩衝液(0.1 ％アルブミン，12.5 mM HEPES
含有；pH 7.4)に分散(106 細胞/mL)させた．95 ％ 酸素 - 5 % 
二酸化炭素（carbogen）気流下, 37℃に加温した細胞浮遊液

にジメチルスルホキシド（DMSO；終濃度 0.5 %以下）に溶

解した被験物質を加え反応を開始した．反応開始後，定時

に細胞浮遊液を分取し，細胞死，細胞内アデニンヌクレオ

チド（ATP, ADP, AMP）濃度，HMB 代謝物の同定とそれ

らの濃度を測定した． 
  

３．HMB 代謝物の同定と定量 

 分取した細胞浮遊液（0.5 mL）に等量の冷メタノールを

加えたのち，遠心分離した上清中の HMB と代謝物を HPLC
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で分析した．カラムは Capcell pak C18 (4.6 mm i.d. x 250 mm, 
粒径 5μm; Shiseido 製）または Richrosorb RP-18（10 mm i.d. 
x 250 mm, 粒径 7 μm; Merck KgaA 製）を用い，移動相は

メタノール/0.1 M 燐酸水素二アンモニウム溶液（50/50, v/v, 
pH 5.3），流量は 1.0 mL/分，測定波長は 260 nm であった．

クロマトグラム上の HMB 及び代謝物（DHB, DHMB, THB）
は，1) 標準物質のカラム保持時間（RT），2) 試料-標準物

質混合クロマトグラフィ，3) 溶出ピークの質量スペクトル

等で同定し，また各ピーク濃度は標準品の既知濃度より算

出した．なお細胞浮遊液に添加後直ちにメタノールで抽出

した各標準品の回収率は，いずれも 85 ％以上であった．

細胞浮遊液中の抱合体は，β-グルクロニダーゼまたはスル

ファターゼにより酵素的に加水分解したのち，遊離した代

謝物を HPLC で定量した． 
 

４．HMB 代謝物の質量分析 

Richrosorb RP-18カラムより分離した各分画はSep-Pakカ
ートリッジ（Waters 製）で濃縮したのち，HPLC システム

に連結したネガティブモード・エレクトロスプレーイオン

化（-ESI）/質量分析装置（Water mass spectrometer ZMD）

でスペクトルを得た．HPLC の移動相はメタノール/水
（10/90, v/v），流量は 0.2 mＬ/分であった．質量スペクト

ルは，コーン電圧 40 V において 100 から 1000 Da 域を 1
秒毎に反復走査した． 

 

５．細胞傷害とアデニンヌクレオチドの測定 

 細胞死は 0.16 ％トリパンブルーの排除能により，また

ブレッブ細胞数はブレッブ（水泡様小突起）を発現した生

細胞を顕微鏡で計数した．調製直後の肝細胞の生存率は 85 

％以上であった．アデニンヌクレオチドは Jones19) による

HPLC 法で測定した． 

 

６．HMB とその代謝物のエストロゲン様活性の測定 

 (1) 競合結合試験：エストロゲン受容体における E2と各

化合物の競合的結合能は，エストロゲン-Ｒ(α)結合スクリ

ーニングキット（和光純薬工業製）により測定した． 
(2) MCF-7 細胞増殖試験 20)；American Type Culture 

Collection （Manassas, VA）より入手したヒト乳ガン由来

MCF-7細胞は，RPMI-1640培地（フェノールレッド無添加，

5 ％ 牛胎仔血清（FCS），15 mM HEPES，50μg/mL スト

レプトマイシン，50 U/mL ペニシリン，10 ng/mL インス

リン添加）で予備培養した．本培養はエストロゲン・フリ

ーの FCS 添加 RPMI-1640 培地に同細胞を分散させ，96 穴

プレートに播種（4 x 103 細胞/穴）した．24 時間後，DMSO
に溶解した E2（陽性対照; 1 nM）又は各化合物（1 nM - 500
μM）を加え，37 ℃，5 ％ CO2 条件下で 5 日間培養した．

細胞数は WST-8（Dojindo Lab.製）を用いて測定した． 
 

７．統計解析 

 対照群と各処置群間の有意差は Dunnett の多重比較法で

検定し，有意水準を 5 ％以下とした． 
 

結   果 

１．ラット肝細胞に及ぼす HMB の毒性 

 HMB は暴露濃度（0.25 - 1.0 mM）と時間（0-3 時間）に

依存して細胞死を惹起し，細胞内 ATP とアデニンヌクレ

オチド濃度の減少を伴った（Fig. 1）．1 mM HMB は細胞

死前に顕著なブレッブの形成を誘導した．なお HMB とそ

の主代謝物である DHB を 0.5 mM 濃度で 1 時間暴露した

ところ，細胞毒性の強さは HMB<DHB であった： HMB, 
33.2±4.7 ％; DHB, 78.5±5.2 ％ （平均値±SE; n=3）． 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２．ラット肝細胞における HMB の代謝 

 HMB の代謝様式を明らかにするため，0.25 mM（低毒

性濃度）暴露の肝細胞浮遊液を HPLC で分析した（Fig. 2）．
溶出パターンの経時変化が示すように，親物質・HMB (RT，
16.0 分)は 3 時間のインキュベーションで完全に消失した．

この消失は，DHB(脱メチル化体; RT, 9.1 分)とピークｂ

（RT, 7.5 分）の一時的な増加を伴った（Figs. 2, 3, 4）．

予備実験において，Krebs-Henseleit 緩衝液に加えた HMB
と DHB は carbogen 気流下 37 ℃で 3 時間安定であったこ

とにより，細胞浮遊液中の両化合物の量的変動は酵素的

反応に依存することを示している．ピークｂに溶出した

物質は，既知の HMB 代謝物である DHMB（RT, 10.0 分）

または THB（RT, 5.9 分）に一致しなかった．これら両物

質は反応 1 時間後，微量代謝物（DHMB，0.1μM；THB，
0.2μM）として検出された．ピークｂの-ESI/MS スペク

トは，m/z 243 の分子イオン(M-H - に相当)とベースピーク

イオン m/z 228（酸素原子ひとつ分の減少に相当）が存在

することにより（Fig.3），HMB に酸素原子がひとつ付加  

Fig. 1. Effects of HMB on Ｃell Death (A), Blebbing (B), and  
Intracellular Levels of ATP (C) and Total Adenine Nucleotides 
(D). Keys:　(○) 0 mM, (△) 0.25 mM,  (□) 0.5 mM, (●) 1.0 
mM. Values are expressed as the means±SE of three 
experiments.
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した中間代謝物（DHMB-異性体；酸素の付加位置は不明）

であることが示唆された．一方、ピークａ（RT, 3.8 分）

に溶出した物質はβ-グルクロニダーゼで酵素的に加水分

解され，遊離の HMB, DHB, DHMB-異性体（ピーク b）を

再生したことにより，親物質と両代謝物由来のグルクロ

ン酸抱合体群であることを示した．なおピークａに続く

二つのピーク（RT, 4.2 分と RT, 4.6 分）はともにβ-グル

クロニダーゼ，スルファターゼに対して抵抗性を示した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

３．HMB 代謝物のエストロゲン受容体α(ERα)に対する

結合能 

 ERαに対する HMB および代謝物：DHB, DHMB, THB の

親和性の強さは，蛍光標識 E2 との競合結合能により比較し

た（Fig. 5）．これら化合物のおおよその 50 %阻害濃度は，

DESが 1ｘ10–8 M, BPAが 1ｘ10–5 M, DHBが 5ｘ10–5 M,THB
が 5ｘ10–4 M であった．つまり結合能は既知のエストロゲ

ン様物質である DES が最強で，ついで BPA，DHB，THB
の順であった．親物質 HMB と DHMB は 10-9 - 10-4 M の範 

Fig.2. Typical HPLC Elution Profiles of Metabolites in Hepatocytes Suspensions treated with 0.25 mM HMB after 5 min (A), 
1 h (B), and 3 h (C) Incubation. Peaks are g lucuronides derived from HMB/its metabolites (a:  RT, 3.8 min), a  hydroxy lated 
intermediate of HMB(b:  RT, 7.5 min), DHB (RT, 9.2 min) and HMB (RT, 16.0 min).

 

Fig. 3. Typical –ESI Mass Spectra of HMB (A), DHB (B) 
and peak b (C)

Fig. 4. Changes in the Levels of HMB (A) and DHB (B) in 
Rat Hepatocytes treated with 0.25 mM HMB for 3 h. 
Values are the averages of two experiments.
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囲において E2 との顕著な競合反応がみられなかった． 
 

４．HMB 代謝物による MCF-7 細胞増殖活性 
Fig. 6 は MCF-7 細胞の増殖に及ぼす HMB と代謝物の影響

を示す．暴露 5 日間において，陽性対照物質 DES(1 x 10-9 M)
は対照群（DMSO）に比べ細胞数を約 2.7 倍増加させた．

DHB は濃度(10-8 - 10-6 M)依存的に細胞数を増加させ，10-6 M
で約 2.5 倍に達した．また DHMB と THM(10-7 - 10-6 M)も細

胞を増殖させたが，親物質 HMB は顕著な細胞増殖を示さ

なかった．一方， HMB、DHMB、THB はいずれも 10-4 M
以上で細胞数を有意に減少させ，これら化合物による細胞

傷害の誘導を示唆した． 
 

考   察 

ここで得られた結果は，HMB がラット肝細胞において暴

露濃度と時間に依存した細胞毒性を惹起し，同時に細胞内

ATP，アデニンヌクレオチドプールの枯渇を伴うことを示し

ている．この HMB による肝細胞傷害の発現は，肝臓が同化

合物の標的器官のひとつ 6)であることを支持している．ま

た細胞内 ATP の急激な枯渇は，HMB の標的部位がミトコン

ドリア呼吸系 21-25)であることを示唆している．肝細胞にお 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 6. Effects of HMB (A) and its Metabolites, DHB (B), DHMB (C) and THB (D) on the Growth of MCF-7 Cells.  
These compounds were tested at concentrations ranging from 10-9 M (-9) to 10-4 M (-4) for 5 days. Values are            
the means ± SE of three or four determinations. C and E2 indicate untreated control and 17β−estradiol (10-9 M)-
treated cells, respectively. * P<0.05.
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Fig. 5. Competitive Binding Assay of HMB, its Metabolites, 
BPA and DES for Human Recombinant Estrogen Receptor α. 
These compounds were tested at concentrations ranging from 
5x10-10 M to 5x10-4 M. Values are expressed as the means 
from three determination. Keys: HMB, △; DHB, ●;  
DHMB, ▲;  THB, ○; BPA, ◆; DES, □.
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いて，HMB（0.25 mM;低毒性濃度）はそれ自身の水酸基に基

づくグルクロン酸抱合体とともに，二水酸化体である DHB

と DHMB-異性体を介したグルクロン酸抱合体に解毒代謝さ

れた．Krebs -Henselite 緩衝液において，親物質 HMB は 37

℃，3 時間，量・質ともに安定であった．これは DHB と DHMB-

異性体の生成が，ミクロゾーム・チトクロム P-450 モノオ

キシゲナーゼ系による親物質の 4-メトキシ基の酸化的 O-

脱アルキル化と芳香環の水酸化に依存することを示してい

る(Fig. 7)．これに関連して Okereke ら 26)は，ラットの皮

膚に HMB を塗布したところ，中間代謝物の DHB と THB がチ

トクロム P-450 誘導薬・フェノバルビタール前処置で増加

することを認めた．また HMB を経口投与したラット尿より，

HMB，DHB，THB のグルクロン酸抱合体が同定され，HMB がラ

ット体内においてチトクロム P-450 酵素系により 3 つの中

間代謝物に変換することが明らかになった 8)．一方，ラッ

ト肝細胞を用いた本研究において、未抱合型の DHMB と THB

が微量(各々0.1μM と 0.2μM)ではあるが生成した．グルク

ロン酸抱合体および硫酸抱合体の形成はフェノール性化合

物の代謝/排泄における重要な解毒経路である 27)．これら

の結果より，HMB の解毒代謝に少なくとも二経路の存在が

確認された(Fig. 7)．つまり一つは直接的な抱合反応系，

もう一つはチトクロム P-450 による水酸化体を経由した間

接的抱合反応系である． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ビスフェノール類の構造は，既知の強力なエストロゲン

様物質：DES 及びヘキセストロールに似ている．近年，in 

vivo と in vitro 実験に基づいて，BPA 及びアルキルフェノ

ール類の一部にエストロゲン様作用の発現が実証された

9-14,28)．本研究において，HMB の中間代謝物が MCF-7 細胞を

顕著に増殖させた(Fig. 6)．この時の増殖能は DHB >> THB 

> DHMB の順であったが，親物質 HMB には活性がみられなか

った．またこの DHB のエストロゲン様作用はエストロゲン

受容体結合試験においても確認され，その作用の強さ

(IC50)は DHB > THB > DHMB であった(Fig. 5)．なおこの中

間代謝物 DHB は，benzophenone-1 とも呼ばれる紫外線吸収

剤として上市されている． 

一般に，芳香環 4 位に水酸基をもつアルキルフェノール

類は MCF-7 細胞を増殖させる 29- 31)．例えばアセトアミドフ

ェノール（アセトアミノフェン）類は同細胞を増殖させる

が，その水酸基の位置によりエストロゲン様活性に顕著な

差がみられた: 細胞増殖能は p(4 位)- > m(3 位)- > o(2

位)-異性体の順であった 32)．一方，ビフェニール類のエス

トロゲン様活性が，ミクロゾーム・モノオキシゲナーゼで

代謝をうけた水酸化体により発現することも報告されてい

る 16,17)．著者らは，ラット肝細胞において生成したベンゾ

フェノンの代謝物のうち，4-ヒドロキシベンゾフェノンに

のみにエストロゲン様活性があることをin vitro系(MCF-7

細胞増殖試験，ERα競合結合能)及び in vivo 系(未成熟ま

たは卵巣摘出ラットの子宮肥大試験)で確認した 16,17)．さ

らに著者らは，生薬成分のアネトールによるエストロゲン

様活性が酸化的Ｏ-脱アルキル化代謝物である 4-ヒドロキ

シ-1-プロペニルベンゼンにより誘導することを in vitro

の系で明らかにした 33)．このほかにメトキシクロル，メト

キシビスフェノールが脱アルキル化反応を介して生じた

4-ヒドロキシ体によりエストロゲン様活性を誘導すること

が報告されている 34)．本研究では，HMB-と DHB-グルクロン

酸抱合体のエストロゲン様活性については調べていないが，

BPA 及びアルキルフェノール由来の抱合体ではエストロゲ

ン受容体への結合能，MCF-7 細胞の増殖能が各親物質に比

べて極めて低いという報告がある 35,36)．HMB を経口投与(混

飼 5％)したラットとマウスにおいて，雌で性周期の延長と

雄で精巣上体精子数の減少がみられた 6)．化学物質の体内

動態が投与経路に大きく依存する 37)という事実は，HMB の

エストロゲン様作用が経皮的に比べ経口的摂取で強く誘導

することを示唆する．最近，Schlumpf ら 38)は HMB を経口投

与(4 日間)した未成熟ラットにおいて子宮が肥大すること

を報告した．これらの結果は，ビフェニール類及びビスフ

ェノール類のエストロゲン様活性の発現には少なくとも二

つの機序が存在することを示している．一つは 4-ヒドロキ

シ化合物自体による直接的作用，もう一つは生体内代謝を

介して生成した 4-ヒドロキシ代謝中間体による間接的作

用である．それゆえに経口的に摂取された HMB は肝などの

薬物代謝酵素により DHB を生じ，未抱合型 DHB が生殖器官

を標的にエストロゲン様作用を発現することを示唆してい

る． 
 

要   旨 

 ラット遊離肝細胞において，HMB は濃度及び反応時間

に依存して細胞傷害を惹起し，これに伴って細胞内 ATP
が急激に枯渇した．HMB は DHB，HMB 水酸化体（DHMB-
異性体）を経てグルクロン酸抱合体に代謝された．この

時，微量代謝物として未抱合型の THB と DHMB が共存

した．ERαと E2 の結合は，DHB と THB により濃度依存

的に阻害された．またエストロゲン受容体陽性 MCF-7 細

胞の増殖能は DHB >> THB > DHMB であったが，親物質

HMB には同作用がなかった． 

Fig. 7. Proposed Metabolism of HMB in Isolated Rat 
Hepatocytes and Estrogenic Activities of its Intermediates. 
Estrogenic activities are shown in parentheses.                 
Key; P-450, cytochrome P-450
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