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研究成果の概要： 
 近年、ヒ素の毒性が活性酸素種の生成と深く関与しているという見方が強くなってきた。こ

の活性酸素種は、ヒ素曝露による発癌との関連から多くの研究者の注目を集めていたものの、

この活性酸素種産生が細胞内の「どこで」「どのように」起こっているのか、といった詳細な分

子メカニズムは不明であった。本研究において申請者は、ヒ素暴露により細胞内に生じる酸化

ストレスに関して、細胞内小器官レベルで検討を行い、その分子メカニズムを明らかにするこ

とに成功した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 ヒ素は毒物として、あるいは薬物として古
来より人間と様々な関わりを持ってきた類
金属である。薬剤としては感染症の治療薬と
して、また抗癌剤として用いられてきた一方
で、ヒ素に汚染された地下水に由来する慢性
ヒ素中毒は環境問題として発展途上国にお
いて現在深刻な問題となっており、その対策
は急務と考えられていた。しかしながら、そ
の毒性発現機構の詳細は不明であった。従来

は、ヒ素の毒性はそのチオール基との強い親
和性に由来すると考えられていたが、近年、
ヒ素の毒性が様々な抗酸化剤によって抑制
されるなどの報告から、その毒性が活性酸素
種（Reactive Oxygen Species, ROS）生成と
深く関与しているという見方が強くなって
きていた。この細胞内での ROS 産生は、ヒ素
によるアポトーシスの誘導や、長期ヒ素暴露
による発癌とも関係していると考えられ、現
在も多くの研究者の注目を集めているトピ
ックである。また従来、こういった化学物質



により亢進される ROS産生について細胞内で
の局在性が議論されることは少なかったが、
O2

–•、H2O2といった活性酸素種は生体分子との
相互作用によって、非常に反応性が高く短寿
命な活性種へと容易に活性化されるため、実
際の拡散性は低く、ROS 産生が「いつ」「どこ
で」起こるのか、という時空間的な局在性は、
細胞内での ROSの生理作用を考える上でも重
要と考えられていた。 
 
２．研究の目的 
 近年 ROSがヒ素の毒性発現に関与している
との報告がなされている。しかしながら、ヒ
素が生体内で ROS産生を誘導する分子機構に
関しては、多くの研究者が興味の対象とし
様々な議論がなされてはいるが、統一的な見
解はなかった。このような状況下、申請者は、
現在の関連研究の多くがヒ素化合物の化学
形やそれに伴う分布を考慮していないこと
が、上述のように議論が混沌としている原因
の一つとなっているのではないかと考えた。
ヒ素は有機ヒ素・無機ヒ素をふくめ様々な形
態で生体に取り込まれ、そこからさらにメチ
ル化などの代謝を受けて多くの化学形をと
り、その化学形に特有の生体内分布を示す。
価数や化学形の異なるヒ素化合物は、その毒
性発現機構も異なると考えるのが自然であ
る。そこで現在までに申請者は、ヒ素によっ
て誘導される ROS産生の分子メカニズムを明
らかにするため、ヒ素の代謝・分布、その過
程で産生される ROSをいずれもリアルタイム
で分析することが可能な、メタロミクスとバ
イオイメージングの手法を併用することに
より、ヒ素の化学形・細胞内分布とその時の
ROS 産生を包括的・動的に検討してきた（若
手研究(B)H17〜H18, ヒ素による酸化ストレ
ス誘導機構のメタロミクスに基づく解明）。
その結果申請者は、特に毒性の高い三価のヒ
素化合物（arsenite, MMAIII, DMAIII）につい
て、 
(1)以前から報告されていたような、三価の
ヒ素化合物が（Fenton 反応のような）それ自
身の化学反応により直接 ROSを産生する反応
は、細胞内での ROS 産生に殆ど寄与しない。 
(2) 化学形によって ROS産生への寄与は異な
り、MMAIII, DMAIIIなどの有機ヒ素は ROS 産生
能が高い。無機ヒ素である arsenite に関し
ては、その強い細胞毒性にも関わらず、ROS
産生能は比較的低い。 
(3) 同じ有機ヒ素である MMAIII, DMAIIIに関し
てもその ROS産生の細胞内局在性には違いが
見られ、MMAIII 処理細胞では ROS 産生はミト
コンドリアに局在していたのに対し、DMAIII

処理細胞ではむしろミトコンドリア以外の
小器官に散在して見られた。 
などの知見を得ている。これらの知見をふま
え、本申請課題では特にミトコンドリアに注

目し、有機・無機ヒ素化合物のミトコンドリ
アへの作用の違いを明らかにし、MMAIII 暴露
下で惹起されるミトコンドリア内での ROS産
生の機構、その詳細な分子メカニズムを明ら
かにすることを目的とした。ミトコンドリア
内で ATP産生に関わる電子伝達系は４つの巨
大な酵素複合体からなり、それぞれcomplex I
〜IV と呼ばれる。Complex I、complex II は
それぞれ NADH, succinate を基質として電子
を生成し、CoQ を介して complex III に伝達
する。complex III に移動した電子はシトク
ロム C を介して complex IV に移動し、
terminal acceptorである酸素に電子を渡す。
そして、これらの過程のいずれかの段階に異
常が生じることにより、停滞した電子が leak
し O2

–•などの活性酸素種を生成することが分
かっている。このことを踏まえ、本課題では
「MMAIIIによる電子伝達系のいずれかの step
の阻害が、ヒ素暴露における ROS 産生の主要
な要因なのではないか」という作業仮説を元
に、ヒ素とミトコンドリア電子伝達系の酵素
群との相互作用を詳細に検討した。また、そ
こから MMAIIIの直接の作用点となっている蛋
白質を明らかにし、その蛋白質の構造的特徴
を考えあわせ MMAIIIとの相互作用の様式を明
らかにし、ROS の産生部位を特定する事を目
指した。また、DMAIII についても同様に検討
を行い、ミトコンドリアや他の細胞小器官へ
の作用の違いについて、検討を加えることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 まず始めに、ミトコンドリアにヒ素を暴露
することにより ROS産生の亢進がみられるか、
またその亢進の度合いはどの程度か、どの化
学形のヒ素が強い亢進を起こすのか、につい
て検討した。それにあたって、ミトコンドリ
アとヒ素化合物との相互作用を検討するた
めの、最も単純かつ信頼できる系として、単
離ミトコンドリアを用いることとした。この
ような系を用いることにより、他の小器官や
細胞質成分の影響を排除することができた。 
 具体的には、ラット肝よりミトコンドリア
画分を調製し、様々な化学形のヒ素化合物を
暴露したうえで電子伝達系の基質を加え、そ
の際に生成する ROSを蛍光プローブを用いて
評価し、ヒ素化合物の化学形・用量に依存的
な ROS 産生が観察されるかを検討した。この
際、各 complex に対する基質や阻害剤を併用
し、その組み合わせを工夫することでヒ素の
作用点や ROSの産生部位を予想することがで
きると考えた。例えば complex I は
glutamate・malate、complex II は succinate
を基質として電子を伝達する。Rotenone・
marlonate はそれぞれ complex I・II を阻害
し、stigmatellin は CoQ から complex III へ
の電子伝達を阻害する。その他にも多くの阻



害剤が知られており、これらをヒ素化合物と
共に処理した際の ROS産生の変化を詳細に検
討した。 
 その後、さらに詳細な検討を加えるため、
サブミトコンドリアパーティクルを調製し、
電子伝達系の各 complexの活性がヒ素化合物
の暴露により阻害を受けるのか、その阻害は
ROS の産生を引き起こすのか、またヒ素の化
学形によりどのような違いが見られるかを
直接的に検討した。 
 サブミトコンドリアパーティクルは、ミト
コンドリアの内膜を反転させた小胞であり、
単離ミトコンドリアを凍結融解・超音波処理
することにより調製出来る。このサブミトコ
ンドリアでは、マトリックス側に存在する触
媒部位がむき出しになっているため、内膜上
に存在するそれぞれの complexの活性をそれ
ぞれ個別にアッセイすることができる。例え
ば、電子供与体として CoQ に相当するハイド
ロキノン誘導体、電子受容体として酸化型シ
トクロム Cを加え、シトクロム Cの還元反応
を吸光度法にて追跡することにより complex 
III 活性を定量することができる。このよう
にそれぞれの complexの活性をヒ素暴露下で
アッセイし、各ヒ素化合物が直接相互作用す
るのはどの complexであるのかについて検討
した。 
 
４．研究成果 
 平成１９年度には、前年度までの研究によ
りヒ素暴露時の活性酸素種生成において主
要な役割を果たすと予想されたミトコンド
リアについて詳細な検討を行った。その際ミ
トコンドリアとヒ素化合物との相互作用を
他のオルガネラなどの影響を排除して検討
するためミトコンドリア画分を調製し用い
た。また、更に単純化した系として、ミトコ
ンドリアの電子伝達系に存在する complex I
〜IV の活性をそれぞれ独立にアッセイする
ことが可能なサブミトコンドリア小胞を作
成し、各々の複合体とヒ素化合物との相互作
用を検討した。 
 ミトコンドリア画分を用いた検討の結果、
正常な代謝を行っているミトコンドリアに
対しヒ素曝露を行うと、ミトコンドリアから
の ROSの産生が促進されることが明らかとな
った。また、その促進効果はヒ素の化学形態
に大きく依存することが示された。またサブ
ミトコンドリア小胞を用いた研究から、ミト
コンドリア内の ROS産生は電子伝達系により
生成されることが明らかになった。さらには
その中でも電子伝達系 Comple I と III が主
な ROSの産生部位となっていることも示した。 
 詳しくは、iAsIII・MMAIII・DMAIIIでは Complex 
I と III 活性に対して若干の上昇は見られた
ものの顕著な変化は確認されなかった。電子
の leak site への影響がなく正常に働くこと

から、ヒ素化合物暴露時においても電子の増
加に従い Complex I と III において ROS を放
出することが考えられる。iAsIII については
Complex IV 活性を若干上昇させたが全ての
Complex で大きな変化はみられず、Ⅱ-1、2
の結果同様、iAsIII は ROS 産生能が低いこと
が証明された。MMAIIIは Complex II と IV の
両方の活性を有意に減少させた。このことか
ら、MMAIII は Complex II、IV の阻害により
Complex I と III に停滞する電子が ROS 産生
の上昇の原因であることが示唆された。すな
わち、MMAIIIにより Complex II が阻害されて
いるため、電子の供給源はグルタミン酸とリ
ンゴ酸のみとなりミトコンドリアマトリッ
クス内で NADH を生成する。NADH は Complex I
で電子に変換され、CoQ と Complex III を介
し Complex IV へと運ばれる。しかし、MMAIII

の阻害により Complex IV へ伝達することは
できず Complex III に電子が停滞することと
なる。増加した電子は leak site である
Complex III で ROS として放出されるという
メカニズムが示された(Figure 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 平成２０年度においては、dimethyl- 
arsinous acid (DMAIII)による酸化ストレス
障害はミトコンドリアよりもむしろ小胞体
に局在していることから、DMAIIIと小胞体ス
トレスとの関連を検討した。その結果、
DMAIIIによって小胞体ストレスが誘発され、
ROSが産生される事が明らかとなった。すな
わち、DMAIIIは他の化学形態のものよりもモ
ノチオール基に高い親和性をもつヒ素化合
物であるため、小胞体内にある翻訳タンパ
ク質の遊離のチオール基に強く結合する。
DMAIIIが結合したタンパク質では適切なジ
スルフィド結合が形成できないため、異常
タンパク質として小胞体内に蓄積し小胞体
ストレスを引き起こす。この蓄積した異常
タンパク質は正常にフォールディングすべ
く小胞体内で酸化と還元を繰り返し、ROS
の産生源となる事が明らかとなった。 
 
 
 

 

Figure 1.ヒ素とミトコンドリアとの相互作用
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