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研究成果の概要（和文）：全世界で2億人以上の人々がヒ素を含む重金属に汚染された飲用水を利用し、その多
くが皮膚において良性疾患（黒皮症）・前癌状態（表皮過形成・角化症）・皮膚癌を発症し、極めて重大な問題
となっているにも関わらず、効果的な予知・予防法は確立しておらず、早急の確立が求められている。この問題
を解決するべくその端緒として曝露試験による新たなヒ素を含む重金属誘導性皮膚癌発症機構の解明を試みた。
ヒ素を含む様々な重金属元素を単体及び複合形式での曝露し、新規関連分子を同定、それらの新たな機能を明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：More than 200 million people worldwide have access to drinking water 
contaminated with heavy metals, including arsenic, and many of them have skin Benign diseases, 
premalignant conditions, and skin cancer may occur in the United States and are extremely serious. 
Despite the fact that this is a serious problem, effective methods of prediction and prevention have
 not yet been established and must be established as soon as possible. In order to solve this 
problem, it has been reported that heavy metal-induced skin cancer, including heavy metal arsenic, 
has been detected by new exposure tests. In order to solve this problem, we have been investigating 
a new type of arsenic-induced skin cancer (arsenic-containing skin cancer) by means of exposure 
tests. We attempted to elucidate the pathogenic mechanism of arsenic.
By exposing various heavy metal elements, including arsenic, in both single and combined forms, we 
identified new related molecules and elucidated their new functions.

研究分野： 毒性学および腫瘍学・発生生物学・皮膚科学

キーワード： ヒ素　メラノサイト　皮膚がん　重金属

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究計画で着目している環境健康問題はその対象が2億人以上であり、且つ世界の様々な地域で起きている問
題についてその解決に取り組んでいる。今回得られた成果は、これまで不明だったヒ素を含む重金属誘導性皮膚
癌発症機構の一部が解明されたことを意味しており、この機構をターゲットとして有効な予知・予防法の開発が
期待される。このようなことから、本研究成果は学術的にも社会的にも非常に意義のある成果であると言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
１）東アジアを中心に、管井戸と呼ばれる飲用井戸水の多くがヒ素を含む重金属で高濃度に汚染
されており、世界で２億人以上の人々が飲用水として利用することでヒ素による長期暴露のリ
スクに晒されている。バングラデシュでは、2500 万人もの人々が慢性ヒ素中毒を発症している
ことが報告されている。慢性ヒ素中毒では、黒皮症（良性）→表皮過形成・角化症（前癌状態）
→皮膚癌（悪性）（図 1）という多段階で癌が発症している。井戸水汚染はヒ素だけでなく他の
重金属に汚染され、且つ世界的規模
の問題でもあるにもかかわらず、予
知・予防に有効な知見はほとんど無
い。 
 
２）代表者はこれまでに、ヒ素曝露
によってヒト尿中に分泌される
PlGF がヒ素誘導性皮膚癌発症機構
に関与する因子であり、PlGF をバイ
オマーカーとした予知・予防法開発
に 寄 与 で き る こ と を 発 見 し た
(Yajima, et al., J Invest Dermatol, 20151))。これは現在の研究アプローチ方法が重要な因子を
発見・解析し、予知・予防に繋げるための極めて有効な手法であることを示しており、同様の方
法でより多くの重要な因子の発見・解析を達成可能であると期待できる。また、代表者の予備的
検討により、ヒ素汚染水を飲用しているバングラデシュ在住者のヒ素曝露レベル（毛髪内ヒ素含
有量）依存的に黒皮
症レベル（皮膚色素
沈着量）が上昇して
いることが明らか
となった（図 2A）。
また、実験マウスへ
のヒ素飲水曝露の
結果、曝露濃度依存
的にマウス表皮の
色素沈着レベルが
上昇（図 2B-D）し、
実験マウスでの黒
皮症の再現に成功した。この結果により、ヒ素誘導性多段階発癌の初期症状である黒皮症を実験
的に再現することができると着想した。この再現システムに、代表者が開発したバイオマーカー
探索の手法を取り入れることで、ヒ素誘導性の多段階皮膚癌発症機構全体を分子生物学的に解
析し、より多くの関連分子の同定やその機能を解明することが可能になると考えた。 
 
２．研究の目的 
全世界で 2 億人以上の人々がヒ素を含む重金属に汚染された飲用水を利用し、その多くが皮膚
において良性疾患（黒皮症）・前癌状態（表皮過形成・角化症）・皮膚癌を発症（図 1）し、極め
て重大な問題となっているにも関わらず、効果的な予知・予防法は確立しておらず、早急の確立
が求められている。代表者の予備的研究により、実験マウスにてその現象の一部を再現させるこ
とに成功し、いくつかの分子がこれらの現象に関与している可能性を示した。本研究では、これ
ら新規モデルマウス及び新規関連分子の解析によってヒ素を含む重金属誘導性皮膚癌発症機構
の解明を行うとともに、重金属中毒症の予知・予防への応用に向けた研究を行い、将来の予知・
予防法開発に有用な知見を提供することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
実験マウスにおけるヒ素誘導性黒皮症の発症機構解析：ヒ素飲水曝露によってマウス皮膚に誘
導された黒皮症の発症機構を、実験マウスを用いて分子生物学的に解析する。特にメラニン産生
に関連することが報告されている分子 ET-1, ET-2, ET-3, POMC, SCF に着目し、その分子機構
を解明する。 
培養細胞を用いたヒ素誘導性黒皮症発症の解析：皮膚黒皮症は皮膚メラノサイトによるメラニ
ン産生によって生じるが、皮膚でのメラニン産生刺激は、周辺に存在する角化細胞からの様々な
刺激によって生じており、ヒ素誘導性黒皮症も角化細胞へのヒ素曝露が原因となっている可能
性が高い。そこで、実験マウスにの結果より得られた可能性の高い候補分子を初代培養正常ヒト
皮膚メラノサイト(NHEM)に曝露し、分子機構の解明を行う。 
 
４．研究成果 
ヒ素曝露を行ったマウス上皮における免疫組織染色解析では、ET-1 タンパク質の極めて強い発
現上昇が観察された（図 3A, B）。この発現上昇は、ヒ素曝露による皮膚メラニン沈着量の上昇
が、ET-1 の発現量上昇に起因している可能性を示唆している。より詳細な発現パターン解析を

図 1）慢性ヒ素中毒による多段階発癌 

 

慢性ヒ素中毒患者では、黒皮症（A白破線部）→表皮過形
成・角化症（B黒矢印）→皮膚癌（C白矢印）という多段
階で癌が発症する。 

図 2）ヒトにおけるヒ素曝露レベル依存的色素沈着レベルの上昇と
実験マウスでの再現。 

(A)ヒト毛髪のヒ素蓄積量
依存的に皮膚色素沈着レ
ベル（黒皮症レベル）は上
昇する。コントロール（B）
と比較し、ヒ素を 2 ヶ月間
飲水暴露したマウス(C)で
は色素沈着料が上昇（矢
印）し、そのレベルは濃度
依存的に上昇する(D)。 



行うため、ヒト正常皮膚角化細胞株(HaCaT)へのヒ素
曝露における ET-1 の発現解析を行った（図 3C, D）。
HaCaT への短期的なヒ素曝露では、曝露後 1 時間で
ET-1 発現量の上昇が認められるが、その後減少へと
転じることが明らかとなった（図 3C）。一方、4ヶ月
間継続してヒ素を曝露し続けた HaCaT 細胞クローン
(図 3D, A1-A6)細胞は、コントロールクローン(図
3D, C1-C3)細胞と比較して ET-1 発現量が有意に且
つ強く発現していた。また、このクローン細胞では、
ヒ素曝露中止後でも ET-1 の強い発現は維持されて
いた。この結果は井戸水の飲水のような長期間ヒ素
に曝される状況では、特に ET-1 発現が強く誘導され
ることを示唆している。さらには、HaCaT 細胞への
長期曝露を停止しても ET-1 発現は減少しなかった
ことから、たとえ井戸水の飲水を停止しても、その
後の黒皮症の発症リスクは維持される可能性が高い
ことを示唆している。 
メラニン産生を行う皮膚メラノサイトの、ヒ素曝露

及び ET-1 投与における細胞増殖、メラニン産生量、

関連遺伝子発現レベルを検証するため、初代培養正

常ヒト皮膚メラノサイト(NHEM)にヒ素及び ET-1 を

添加した（図 4）。ヒ素曝露は NHEM の細胞増殖を抑

制するものの、ET-1 との同時曝露では増殖は活性化され

た（図 4A）。NHEM 細胞あたりのメラニン産生量は、やはり

ヒ素曝露によって抑制されたが、ET-1 との同時曝露によ

って産生量はコントロールと比べて大きく増加した（図

4B）。また、メラノサイトの増殖や生存、メラニン産生に

重要な役割を果たす MITF 転写調節因子及びエンドセリン

レセプターB をコードする MITF-M 及び EDNRB の発現量は

ヒ素による発現量の変化はないが、同時曝露によって発現

量が上昇した（図 4C，D）。これらの結果は、ヒ素曝露その

ものはメラニン産生やメラノサイトの増殖を抑制する方

向に働くが、ヒ素曝露は近隣の細胞である角化細胞に対し

て ET-1 発現上昇を誘導する。角化細胞からの ET-1 発現上

昇とレセプターである EDNRB の発現上昇（メラノサイト）

は、メラノサイト内での EDNRB を介したシグナル経路を活

性化し、メラノサイトの増殖やメラニン産生に関連する多

数の遺伝子の発現を制御する転写因子 MITF-M の発現量も

上昇させる。その結果ヒ素による毒性よりも ET-1 による

メラノサイト増殖及びメラニン産生の活性化が引き起こ

され、結果として皮膚でのメラニン沈着が亢進すると考え

られる(Yajima, et al., Arch Toxicol. 20172))。 

本研究成果はこれまで知られていなかった重金属誘導性

皮膚疾患の一つである黒皮症の新たな発症機構を解明し

たものであり、ヒ素を含む重金属によって誘発される皮膚

疾患の将来における予知・予防開発への貢献が期待され

る。 

図 3）ヒ素曝露による ET-1 発現 

 

マウスへのヒ素曝露後の ET-1 タンパク質
の発現(A)とその定量化。HaCaT 細胞への
短期ヒ素曝露(C)と長期曝露における ET-
1 mRNA 発現量の変化。 
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via phosphorylation of p65, a component of NF-kB, and 
especially, S276 of p65 is phosphorylated through produc-
tion of ROS (reactive oxygen species), which is induced by 
several stresses including arsenic exposure (Oeckinghaus 
et al. 2011; Yajima et al. 2012). The results of our immu-
nohistochemical analysis and Western blot analysis of Hr/
Hr-mice showed 2.7- and 1.9-fold increases of phospho-
rylation level at S276 of p65 in skins exposed to 30 µM 
arsenic by drinking, respectively (Fig. 4a–f). The effect 
of arsenic-mediated NF-kB activity was also examined in 
the AEH cells transfected with pIg-Luciferase reporter, a 
widely used NF-kB-dependent reporter (Brummelkamp 
et al. 2003; Yajima et al. 2012; Yang et al. 2005). NF-kB 
activities in the three clones of AEH cells were 4.6–6.0-fold 
higher than those in the three control clones (Fig. 4g). Inhi-
bition of NF-kB activities in the AEH cells using sc-514, 
a selective IKKß inhibitor to block NF-kB activity, and 
siRNA transfection for p65 depletion (see Supplementary 
Fig. S2 online) decreased ET-1  expression levels (Fig. 4h, 
i). These results suggest that NF-kB contributes to the arse-
nic-mediated increase of ET-1 expression in the cultured 

human keratinocytes (in vitro) as well as in the murine epi-
dermis (in vivo).

Effects of coexposure to arsenic and ET-1 on primary 
normal human epithelial melanocytes

Our results showing increased levels of arsenic (Supple-
mentary Fig. S1 online) and ET-1 (Fig. 3) in the murine 
skin suggest that cutaneous melanocytes were coexposed 
to arsenic and ET-1 in vivo. As experiments assuming 
the coexposure in vitro, we examined levels of prolif-
eration and melanin production and expression levels of 
microphthalmia-related transcription factor, M-isoform 
(MITF-M) and endothelin receptor B (EDNRB) genes in 
primarily cultured normal human epithelial melanocytes 
(NHEMs) coexposed to arsenic and ET-1. Proliferation 
levels of NHEMs solely exposed to arsenic were lower 
than the proliferation level without exposure to arse-
nic and ET-1 (control), while the proliferation levels of 
NHEMs coexposed to arsenic and ET-1 were higher than 
that in control cells (Fig. 5a). Levels of melanin synthesis 

Fig. 3   Arsenic-mediated ET-1 
expression in vivo and in vitro. 
Representative photographs 
of immunohistochemical 
analysis (a) and relative levels 
(mean ± SD; n = 5) (b) of ET-1 
expression in the skin from Hr/
Hr-mice after drinking 30 µM 
of arsenic-polluted (bottom in 
a) and unpolluted control (top 
in a) water for 2 months are pre-
sented. Significantly different 
(**p < 0.01) from the control 
by Student’s t test. Results 
of real-time PCR analysis 
for expression levels of ET-1  
mRNA in HaCaT cells without 
treatment (control; white bar in 
c) and after temporal treat-
ment with 3 µM of arsenic at 
indicated times (black bars in c) 
are presented. Results of real-
time PCR analysis for expres-
sion levels of ET-1  mRNA in 
HaCaT cells without treatment 
(clones C1 –C3 ; white bars in 
d) and with 3 µM of arsenic for 
4 months (AEH cells, clones 
A1 –A6 ; black bars in d) are pre-
sented. Significantly different 
(*p < 0.05 and **p < 0.01) from 
0 min in C and C1  in d by Dun-
nett’s test (color figure online)

Author's personal copy

図 4）慢性 NHEM のヒ素曝露及び ET-
1 処理による変化 
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drinking water in Bangladesh (Kumasaka et al. 2013; 
Yajima et al. 2012), the mouse model might be a practi-
cal tool for analyzing the mechanism of arsenic-mediated 
skin hyperpigmentation as well as assessing the most 
sensitive symptom (skin hyperpigmentation) derived 
form arsenic-polluted drinking water.

We then proposed a potential mechanism for arsenic-
mediated skin hyperpigmentation based on the interaction 
between keratinocytes and melanocytes in the skin (Fig. 6). 

Increased expression levels of ET-2, ET-3, POMC and 
SCF, which have been reported to be regulators for prolif-
eration and melanin synthesis of melanocytes (Costin and 
Hearing 2007), were limited compared to the expression 
level of ET-1 in AEH cells (see Supplementary Fig. S3 
online). These results suggest that arsenic-mediated ET-1 
expression in keratinocytes might be a major contributor to 
the proliferation and melanin synthesis of melanocytes in 
the skin hyperpigmentation.

Endothelin-1 transcription is regulated by epigenetic 
modulation such as DNA methylation as well as transcrip-
tion factors including NF-kB (Matteucci et al. 2013; Que-
henberger et al. 2000; Takai et al. 2001). Arsenic exposure 
changes the level of DNA methylation and enhances the 
transcriptional activity of NF-kB (Ren et al. 2011; Wang 
et al. 2015; Yajima et al. 2012). Our results showed arse-
nic-mediated activation of NF-kB in skin from the model 
mice (in vivo) as well as in AEH cells (in vitro). On the 
other hand, there was no significant change of methyla-
tion level on promoter and enhancer regions of ET-1 gene 
in these cells (see Supplementary Fig. S4 online). Arsenic 
promotes proliferation and melanin synthesis of melano-
cytes by increased expression levels of EDNRB and MITF-
M in melanocytes via arsenic-mediated increase of ET-1 
expression in keratinocytes. In contrast to the coexposure 

Fig. 5   Effects of arsenic and ET-1 on primary normal human epithe-
lial melanocytes (NHEMs). Relative numbers of NHEMs (a ), rela-
tive amounts of melanin per cell (b) and relative expression levels 
of MITF-M (c) and EDNRB (d) are presented. NHEMs were treated 
with arsenic (0, 0.3, 1.0 and 3.0 µM) and/or ET-1 (0, 10 and 30 nM) 
for 72 h. Significantly different (*p < 0.05 and **p < 0.01) from the 
untreated control cells by Dunnett’s test

Fig. 6   A scheme of arsenic-mediated skin hyperpigmentation based 
on the interaction between keratinocytes and melanocytes. Exposure 
of keratinocytes to arsenic primarily increases ET-1 expression and 
secondarily promotes proliferation and melanin synthesis of melano-
cytes through increased levels of MITF-M and EDNRB expression in 
melanocytes. In contrast, direct exposure of melanocytes to arsenic 
primarily decreases proliferation and melanin synthesis of melano-
cytes. Our hypothesis indicates arsenic-mediated bi-directional modu-
lation for proliferation and death of melanocytes, resulting in mixed 
development of hyperpigmented and hypopigmented skin in patients 
with arsenicosis

Author's personal copy
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