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研究成果の概要（和文）：当該研究は、ヒ素の酸化がヒ素の解毒に関与していると推定し、ヒ素
の代謝と体内動態を分析学的、毒性学的手法を用いて明らかにし、ヒ素の毒性軽減および毒性
発現機構について、生体内におけるヒ素の酸化還元状態とメチル化という観点から解明するこ
とを目的としている。ヒ素の代謝にはグルタチオン（GSH）が重要な役割を担っている。ヒ素
（As）-GSH 抱合体の分解および酸化における GGT の役割を in vitro で調べたところ、GGT
により As-GSH 抱合体は毒性の高い 3 価ヒ素化合物へと分解することが分かった。また、GSH
の分解に関与する γ-glutamyl transpeptidase（GGT）の新規阻害剤を用いて、ヒ素代謝における
GGT の役割を調べたところ尿中に As-GSH 抱合体が検出されることが分かった。GGT の活性
阻害により、血漿および腎臓の GSH 濃度が有意に上昇していた。As-GSH 抱合体の腸管吸収に
おける実験から、胆汁排泄された As-GSH 抱合体は腸管から再吸収され、各臓器に分布する他、
再度胆汁へ排泄されることが分かった。これらの結果から、GGT の活性阻害による GSH 濃度
の上昇が，ヒ素の解毒機構と関連する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：It has been reported that iAsIII administered intravenously is excreted into 
bile as arsenic-glutathione (As-GSH) complexes such as arsenic triglutathione (ATG) and 
methylarsenic diglutathione (MADG). Glutathione plays an important role in the metabolism of 
arsenic. MADG, but not ATG, was decomposed by γ-glutamyl transpeptidase (GGT). After biriary 
excretion ATG may be hydrolyze to toxic iAsIII rather than decomposed by GGT. The influence of GGT 
on an excretion of arsenic was investigated. As-GSH complexes were found in urine of rats treated with 
a GGT inhibitor, but not with saline (control group). These results suggest that concentration increasing 
of GSH caused by inhibition of GGT plays important role in the detoxification of arsenic.  
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１．研究開始当初の背景 
途上国最大の環境問題のひとつにもなって

いる無機ヒ素化合物は、発癌を含む多臓器疾

患を起こすことが知られている毒物である。
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ヒ素化合物の毒性は一般的に5価よりも3価、

有機よりも無機ヒ素化合物の方が高いと報

告されている。ヒ素により発癌に至ることは

疫学的調査から明らかになっており、ヒ素の

代謝過程で生成する中間体が究極発癌物質

であると考えられているが、毒性の本質は未

だに不明のままである。生体内に取り込まれ

たヒ素化合物はメチル化代謝され、体外に排

泄されると考えられているが、メチル化にお

いては解毒機構か毒性発現機構かという点

で注目され議論の対象となっている。このよ

うに、ヒ素の代謝機構に関しても未だに不明

である。ヒ素はその化学形によって、細胞内

への取り込み、排泄、毒性などが大きく異な

る。ヒ素の毒性発現および解毒機構を明らか

にするためには、ヒ素代謝物の化学形を出来

るだけ正確に分析し、出発物質のみならず、

代謝物も含めた毒性評価を行う分析毒性学

的研究が必要不可欠となる。ヒ素に関する研

究において、その代謝と体内動態を明らかに

することは、ヒ素の毒性発現機構を推定し、

その毒性を軽減するための重要な情報を与

えるものと考える。そこで、ヒ素の代謝と体

内動態について、分析毒性学的手法を用いて

明らかにし、ヒ素の毒性軽減および毒性発現

機構について、生体内におけるヒ素の酸化還

元状態とメチル化という観点から解明する

ことを目的として当該研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
当該研究は、ヒ素の酸化がヒ素の解毒に関与
していると推定し、ヒ素の代謝と体内動態を
分析学的、毒性学的手法を用いて明らかにし、
ヒ素の毒性軽減および毒性発現機構につい
て、生体内におけるヒ素の酸化還元状態とメ
チル化という観点から解明することを目的
としている。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒ素化合物と GSH の同時測定の検討
と LC-MS との比較：ヒ素および硫黄の分析
は ICP-MS と LC-MS を用いて行い、両者の感
度、再現性、汎用性などを比較し、測定条件
を検討した。 
 
（２）ヒ素－グルタチオン（As-GSH）抱合体
の 分 解 お よ び 酸 化 に お け る γ-glutamyl 
transpeptidase（GGT）の影響： As-GSH 抱合
体の分解、および酸化に関する GGT の役割
を in vitro で調べた。50 mM Tris-HCl buffer 
(pH 8.0) 中 で 100 µg As/ml の arsenic 
triglutathione (ATG) お よ び methylarsenic 
diglutathione (MADG)を 1 U/ml GGT と共に 0、 
5、10、30、60、90 および 120 分間 37℃で
加温した。反応は 1 mM のバソフェナントロ

リンジスルホン酸二ナトリウム水和物を含
む 1% ギ酸水溶液を添加させることで停止
させ、反応溶液を LC-MS で測定した。 
 
(３)ヒ素代謝における GGT の役割：ヒ素代謝
における GGTの役割について解明することを
目的とし、GGT の新規阻害剤を GGs TopTMを
25 µmol/kg.b.w.の用量でラットに尾静脈投与
した後、１時間後にヒ酸ナトリウムを 1.0 mg 
As/kg.b.w.の用量で尾静脈投与し、経時的に
血液、臓器、尿および糞を採取した。ヒ素の
総濃度測定は ICP-MS で、と化学形態別分析
は HPLC-ICP-MS で測定を行い、GGT の阻害
剤の非存在化におけるヒ素の代謝と比較し
た。 
 
（４）As-GSH 抱合体の赤血球への取り込み
TBS buffer で 20％赤血球懸濁液を調整し、
最終濃度 1 ppm になるように As-GSH 抱合体
を添加する。37℃で 0（添加直後）, 30 秒, 1, 
2, 5, 10, 30, 60, 120, 180 分加温し、遠心
した後、buffer 上清中のヒ素濃度を測定した。
また、20%赤血球懸濁液に As-GSH 抱合体を添
加して 37℃で１時間反応させ、HPLC-ICP-MS
によりヒ素の化学形態を測定した。 
 
（５）腸管再吸収後のヒ素の動態：再吸収後
のヒ素の動態を明らかにする為にラットに 5 
mM の GSH 存在または非存在下で As-GSH
抱合体を 1.0 mg As/kg.b.w.の用量で胆管を介
して腸管に投与した。投与はインフュージョ
ンポンプを用いて、100 µl /min の流速で導入
した。30 分間隔で氷上にて胆汁を採取し、3
時間後に血液および肝臓を採取した。 
                            

４．研究成果 
（１）様々な条件検討を行ったが、硫黄の高
感度分析は現在達成出来ておらず、また酸素
を導入することによりヒ素の感度が低下し
た。一方、LC-MS は ICP-MS と比較して定量性
に欠けることがデメリットとして挙げられ
る為、今後さらなる検討を行う必要がある。
以上の結果から、現在のところ ICP-MS およ
び LC-MSを併用して代謝物の同定および定量
を行うことが望ましいと示唆された。 
 
（２）GGT と ATG および MADG との反応
は、LC-MS を用いて As-GSH 抱合体とその分
解物を測定することにより評価した。ATG に
おいては、50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0)中で、
3 価無機ヒ素化合物へと迅速に加水分解され
た。一方、MADG に関しては、経時的に溶
液中のMADGが減少し、GGTによりAs-GSH
抱合体からグルタミン酸が切断された事を
示す質量数が得られた（Fig. 1）。このことか
ら、少なくとも GGT は MADG がより毒性の
高い 3 価メチルヒ素化合物へと分解する過程



において重要な働きをしていることが示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）GGT の阻害剤投与群と生理食塩水投与
群を比較したところ、血液および臓器中のヒ
素の分布にはほとんど変化がみられなかっ
た。しかしながら、GGT の阻害剤をラットに
投与した際には、尿中に As-GSH 抱合体が検
出されることが分かった（Fig. 2b）。これらの
ことから、GGT はヒ素の排泄量に関してはあ
まり影響を与えないものの，体内におけるヒ
素 GSH 抱合体の安定性には密接に関係して
いることが明らかとなり，GGT の活性阻害に
よる GSH 濃度の上昇が，ヒ素の解毒機構と
関連する可能性が示唆された。 
 
 
（４）Fig.3 は赤血球懸濁液を遠心し、その上
清中のヒ素濃度を経時的に示した図である。
この赤血球へのヒ素化合物の取り込みに関
する実験からは、ジメチルヒ素の GSH 抱合
体（DMAG）およびモノメチルヒ素の GSH
抱合体(MADG)が無機ヒ素の GSH 抱合体と
比較し、迅速に赤血球に取り込まれているこ
とが分かった。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）３価無機ヒ素化合物のグルタチオン抱
合体（ATG）と３価モノメチルヒ素化合物の
グルタチオン抱合体（MADG）を比較すると、
胆汁中へのヒ素の排泄量は ATG 投与群が
MADG 投与群と比較して有意に高かった。胆
汁中のヒ素の化学形態別分析の結果、ATG は
腸管から吸収された後、メチル化され、主と
して MADG として胆汁中に再度排泄される
ことが分かった。GSH 存在群と非存在群での
ヒ素の体内動態にはほぼ同様だったことか
ら、腸内で GGT による分解や加水分解しを
経て、再吸収されると示唆された。また、今
回ヒ素の胆汁排泄および体内分布には個体
差がみられたが、その原因は調査中である。 
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