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研究成果の概要（和文）： 
マイクロシスチン-LR（MCLR）が示す細胞毒性と細胞増殖活性のバランス制御に p53 が重

要な機能を果たしていることを明らかにした。また、柑橘類のフラボノイドの一種ナリン
ジンが、OATP1B1/1B3 を介した MCLR の細胞内取り込みを阻害することにより、細胞毒性の
発現を抑制することを明らかにした。また、アメリカオオアカイカ由来のセラミドアミノ
エチルホスホン酸および海綿から単離したステリフェリンAにMCLRの細胞毒性を減弱する
効果があることを突き止めた。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 This study demonstrates the importance of p53 in the regulation of cell fate after 
exposure to microcystin-LR. Our results suggest that, under conditions of p53 
inactivation (including p53 mutation), chronic exposure to low doses of microcystin-LR 
may lead to cell proliferation through activation of Akt signaling. In addition, several 
compounds including naringin from grapefruit, stelliferin A from sponge, and ceramide 
aminoethylphosphonate from Hunboldt squid possessed the potent attenuation activity to 
the cytotoxicity of microcystin-LR. Results of this study may contribute to the 
development of chemoprevention and chemotherapeutic approaches to microcystin-LR 
poisoning. 
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る最も代表的で強力な毒物としてマイクロ
シスチン LR （MCLR）が知られている。MCLR
は、オクタノ－ル/水分配係数－2.9 の比較的
水溶性の化合物であり、アミノ酸 7個からな
る環状ペプチド構造をとり、2 番目と 4 番目
のアミノ酸がそれぞれロイシン(L)とアルギ
ニン(R)から構成されている。MCLR の主な毒
性は、タンパク質脱リン酸化酵素 PP１および
PP2A を特異的に阻害することを介して動物
に急性の肝機能不全を誘発することである。
腹腔投与でその半数致死量（LD50）値はマウ
スの体重 1kg あたり 32.5-100µg であり、シ
アン化カリウムの 20 倍以上の強い毒性をも
つ。また慢性的な曝露により肝臓がんを誘発
する発がんプロモーター(IARC グループ 2B)
でもある。しかし、これまでその肝臓特異的
な毒性発現機構には不明な点が多かったが、
これまでに我々は、ヒト肝細胞の類洞膜に特
異的に発現している OATP1B1 及び OATP1B3 が、
MCLR の肝細胞特異的な取り込みおよび肝細
胞特異的な毒性発現に重要な機能を果たし、
部分的に活性酸素種による酸化ストレスが
毒性発現に関与することを明らかにしてき
た。 
 
２．研究の目的 
富栄養化しやすい湖沼水を水源とする浄

水施設をもつ地域において、藍藻類の大発生
であるアオコの除去は安全な水の供給のた
めの重要課題である。現在の我が国の浄水過
程（沈殿、急速濾過、塩素消毒）では必ずし
も完全に MCLR を分解・除去が可能とは言え
ないことから、MCLR の水道水への混入を避け
るためにアオコが発生した原水は浄水に利
用しないように自治体レベルで注意してい
る。また、貝類による生物濃縮を介して起こ
るヒトの健康被害も危惧されている。そこで
我が国において有毒藍藻類あるいは藍藻類
由来の有毒化合物の中毒予防対策、並びにそ
の治療法を確立する必要があり、有毒藍藻類
がもつ毒性についての知識を得るための詳
細な毒性学的実験研究が急務であり、MCLR の
毒性発現並びに解毒の分子機序を明らかに
し、天然化合物を利用して分子標的を絞った
効果的な中毒の化学予防法薬並びに治療法
薬の開発をめざす。 
 
３．研究の方法 
これまでにMCLRの肝臓選択毒性の発現に

OATP1B1とOATP1B3が絶対的に関わっているこ
とを明らかにしてきた。 

本研究では、以下の３種の解析を実施した。
（１）発がんプロモーションに関わる細胞内
シグナリングを細胞の運命の振り分け役で転
写調節因子のp53を中心に解析した。すなわち、
MCLRの輸送責任分子であるOATP1B3をヒト胎
児腎臓由来の細胞株HEK293細胞に強制発現さ

せたHEK293-OATP1B3細胞を実験に供した。
MCLR の細胞毒性はMTT 法を用いて評価した。
各種タンパク質のリン酸化は、イムノブロッ
ト法を用いて解析した。 
（２）細胞内の薬毒物代謝並びに細胞外排

出機構の違いにその原因を探った。マイクロ
シスチンLRは、薬毒物代謝の第Ⅱ相反応に属
すグルタチオン抱合化を受けることが知られ
ているが、グルタチオン合成における律速反
応を司るγ-グルタミルシステイン合成酵素
（γGCS）の阻害剤であるブチオニンスルフォ
キシミン（ BSO ）を 24 時間前処理した
HEK293-OATP1B3細胞において、未処理の細胞
と比べてマイクロシスチンLRの細胞毒性に全
く変化が認められなかった。これは使用する
細胞腫による差異であることが示唆される。
そこで、薬毒物代謝の第Ⅰ相の酵素に着目し
て、マイクロシスチンLRの解毒機構の解析を
試みた。 
（３）MCLR 中毒の化学予防法の確立をめざ

し、MCLR の細胞毒性を抑制する天然物由来の
化合物スクリーニングを実施した。 
本研究の概念を図１に示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. MCLR の細胞毒性の評価系の概念図 

 
４．研究成果 
（１）MCLRの肝p53阻害剤であるpifithrin-
α 並びにp53 mRNA をpSuppressor p53 shRNA 
プラスミドを一過性にトランスフェクトして
ノックダウンし、MCLR の細胞毒性を評価した。
解析の結果、以下の点が明らかになった。72
時間曝露においてアポトーシスを誘発する致
死濃度である50nMのMCLRを24時間曝露した
HEK293-OATP1B3細胞は、p53が安定化し、その
細胞内蓄積量が増大した。 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

図2. MCLR曝露で誘導されるp21の発現とp53の安定化 

 
そして、p53のリン酸化が亢進して転写因子

として活性化し、その転写因子活性により細



 

 

胞周期を停止させる機能をもつp21が発現上
昇した。また、同時に細胞増殖を活性化する
機能をもつAKTがリン酸化し、活性化した。次
にp53の活性阻害剤であるpifithrin-αの作
用ならびにp53 mRNA の発現をノックダウン
した結果、MCLR の細胞毒性が緩和された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図3. p53阻害剤によるMCLRの細胞毒性の抑制 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図4. p53 mRNAのノックダウンによるMCLRに対する感

受性の低下（a, b） 

 
以上の結果からMCLR 応答性の細胞死シグ

ナルと生存シグナルのバランス制御にp53が
関与していることが明らかになった。 
（２）化合物のエステル結合ならびにアミド
結合を切断するカルボキシルエステラーゼ2
（CES2）に着目した。CES2遺伝子を安定に強
制発現するHEK293-OATP1B3/CES2細胞を作成
し、マイクロシスチンLRに対する感受性をMTT
アッセイで解析した結果、CES2を強制発現す
ることによりマイクロシスチンLRに対する感
受性が部分的に抑制された。また、マイクロ
シスチン-アガロースを用いた解析結果から、
マイクロシスチンLRがCES2と相互作用してい
る可能性が示唆された。 

以上の結果から、マイクロシスチンLRは
CES2により弱毒化される可能性が示唆された。 
（３）柑橘類の苦み成分でフラボノイドの一
種であるナリンジンが、活性酸素の消去なら
びに OATP1B1 および OATP1B3 を介したマイク
ロシスチン-LR の細胞内取り込みを阻害する
ことにより、細胞毒性の発現を抑制すること
を明らかにした。また、アメリカオオアカイ
カ由来のセラミド誘導体セラミドアミノエ
チルホスホン酸、奄美大島産のある種の海綿
から単離したトリテルペノイドの一種であ
るステリフェリン A にマイクロシスチン-LR
の細胞毒性を減弱する効果があることも突
き止めた。 
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