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研究成果の概要（和文）：我々は，有機ビスマス化合物の血管内皮細胞に対して高い毒性を発現することを明らかにし
ている。そこで本研究の目的はその毒性発現機構を明らかにするために，有機ビスマス化合物に対する耐性細胞を獲得
し，変動のあった遺伝子を探索し，遺伝子を同定し，有機ビスマス化合物の毒性発現を担う分子標的を明らかにするこ
とである。
ジーントラップ挿入変異細胞ライブラリーからCHO-GT細胞を有機ビスマス化合物（PMTABi，TDPBi，DAPBi）で処理し，
感受性の低下した細胞を97クローン獲得した。5’RACE法にて感受性低下細胞においてトラップ（破壊）された遺伝子
を増幅し，感受性低下を担う候補遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：We have already found that organobismuth compounds often exhibit cytotoxicity in v
ascular endothelial cells. The purpose of the present study was to obtain cell clones that are tolerant to
 the toxic organobismuth compounds (PMTABi, DAPBi, and TDPBi) form a random gene trap insertional mutants 
library of CHO cells, to investigate candidate genes involved in the tolerance of the cells, and to clarif
y the molecular targets of the cytotoxicity of the organobismuth compounds. We succeeded to obtain 97 clon
es of the tolerant cells and identified candidate genes involved in the tolerance of the cells.
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１．研究開始当初の背景 
有機金属は，工業的に多く利用され，環

境汚染物質としての評価と規制の必要が求
められている。化学物質審査規正法では，
監視化学物質（有害性の懸念がある化学物
質）は製造輸入量の報告が求められている。
また，製造輸入量がある程度多くなると，
化学物質の製造輸入量は経済産業省が把握
することになっている。しかしながら，有
機金属については，近年の有機金属化学の
発展にともない，多種多様な化合物が合成
可能になっているにもかかわらず，系統的
な「有機金属の毒性学」が存在せず，その
ため無機金属に比べ十分な対応とはなって
いない。例えば PRTR 法においても，環境
中への金属の排出量は金属ごとに把握され，
個々の有機金属化合物のデータは得られて
いない。 
本研究者らは，これまでに生命科学研究

への応用を展望した有機金属化合物・錯体
分子のバイオロジーを立ち上げ，これをバ
イ オ オ ル ガ ノ メ タ リ ク ス
（Bio-organometallics）と呼んでいる。その
研究の過程で，PMTAS のビスマス置換体が
強い細胞傷害性を示すことを知った。しか
も分子構造の異なる有機ビスマス／アンチ
モン化合物においても同様の結果が観察さ
れた（図１）。このことは分子構造が同じ
であっても，導入される金属が違えば細胞
毒性がまったく異なることを示している。
また，無機ビスマスが低毒性であることか
ら，有機ビスマスもまた「ビスマス化合物
なので毒性は低い」とする従来の認識が間
違いであることも示している。このとき，
有機ビスマス化合物が細胞内に高く蓄積す
るのに対し，有機アンチモン化合物は細胞
内にほとんど蓄積しなかった。有機アンチ
モン化合物と有機ビスマス化合物では，三
次元構造の変化が観察された。これらのデ
ータは，有機金属化合物においては，導入
された金属が分子の立体構造に影響を及ぼ
すことによって細胞内への蓄積が劇的に増
加し，強い毒性を発現することを示唆して

いる。すなわち，有機金属化合物の毒性は
導入された金属の毒性学的特性に依存せず，
有機金属化合物分子の三次元構造に依存す
ることを示唆している。従って，有機金属
化合物の毒性は有機化学物質に金属が導入
された結果として修飾された有機化学物質
の毒性として理解すべきである。しかしな
がら，有機金属化学の発展にともなって新
たな有機金属化合物が次々と合成されてい
る時代にあって，それを系統的に取り扱う
新しい毒性学は存在せず，その確立が求め
られている。 
我が国では，カドミウムや鉛などの無機

金属について多くの研究がなされ，知見の
蓄積も十分である。メチル水銀や有機ヒ素
などの有害有機金属の毒性は無機金属の類
縁体の毒性として取り扱われてきた。しか
しながら，前述のように，無機金属の毒性
学で得られた特定の金属に関する知見をそ
の金属を含む有機金属に単純に適用するこ
とはできない。一方で，有機金属化合物の
数は，理論的には無限である。したがって，
有機金属の毒性をある程度予測可能にする
評価系の構築が重要である。強い細胞傷害
性を示す有機ビスマス化合物のアンチモン
置換体が低毒性である理由は，その細胞内
への蓄積量にある。このことは，有機ビス
マスは通過できるが有機アンチモンは通過
できない輸送体の存在を示唆するものであ
るが，その詳細は不明である。現在，有機
金属の毒性についての知見は十分でなく，
有用な毒性評価系もなく，前述のようにそ
もそもその基盤となる「有機金属の毒性学」
そのものが未確立なのである。 

 

２．研究の目的 
本研究は，我々らが見出した上記の有機

ビスマス／アンチモン化合物（PMTABi，
TDPBi，DAPBi，PMTAS，TDPSb，DAPSb）
をモデルとして，（1）有機ビスマスの毒性
発現を担う分子標的を解析し，併せてその
アンチモン置換体が低毒性である分子機構
を解明すること，および（2）有機ビスマス
の分子標的の発現を活用した毒性評価系の
構築とそれを活用した毒性評価スキームの
確立を試みることを目的としている。 

 
３．研究の方法 
（1）有機ビスマス化合物の毒性発現の特異
性についての検討 

PMTABi，TDPBi および DAPBi がウシ血
管内皮細胞に対して顕著な細胞毒性を示す
ことが明らかになっているが，それ以外のウ
シ大動脈平滑筋細胞，ヒト胎児肺由来 IMR-90
線維芽細胞，およびブタ腎由来 LLC-PK1 上
皮細胞についても検討を行った。 
 
（2）細胞毒性の有機ビスマス化合物ならび
に有機アンチモン化合物の細胞内への蓄積 
毒性が細胞内への化合物の蓄積量に依存



することが考えられるので，ウシ血管内皮細
胞，ウシ大動脈平滑筋細胞，ヒト胎児肺由来
IMR-90 線維芽細胞，およびブタ腎由来
LLC-PK1 上皮細胞について細胞内の金属量
を ICP/MS を用いて測定した。 
 
（3）有機ビスマス化合物と有機アンチモン
化合物の X 線結晶構造解析に 
分子構造が同じである化合物に Bi あるい

は Sb を導入するのかで細胞毒性に顕著な違
いが出ることが明らかとなった，PTABi と
PMTA および，DAPBi と DAPSb について
解析した。 
 
（4）ジーントラップ挿入変異細胞ライブラ
リー（CHO-K1 細胞）による解析：有機ビス
マス処理変異株でトラップ（破壊）された遺
伝子のクローニングと同定 
 
有機ビスマス処理によって発現が変化す

る遺伝子をクローニング：ジーントラップ
法では，クローニングで遺伝子を取り出すこ
とが容易で，網羅的に遺伝子を解析すること
が可能である。細胞内への化合物の取り込み
を修飾する遺伝子だけでなく，毒性発現ある
いは防御に関与する遺伝子も関与している
可能性が強く示唆される。陰性対照として対
応する有機アンチモンを用いた。実験は信國
と共同しながら進行させた。 
 
有機ビスマス処理によって発現が変化す

る遺伝子の同定：単離したクローンについて，
トラップ（同時に破壊）された遺伝子の同定
を行った。具体的には，ジーントラップ法で
トラップされた内在性遺伝子とレポーター
遺伝子とのキメラ mRNA を PCR 法（5'-RACE
法）で増幅した後，シークエンスを行い，遺
伝子を同定した。この方法は，信國が他の課
題で成功している（Nobukuni, J. Biol. Chem., 
280, 10572-10577, 2005）。 
 
（5）DNA マイクロアレイによる遺伝子発現
の網羅的解析 
有機ビスマスと有機アンチモンでは，細胞

内への取り込みあるいは排泄の速度が違う
ことが予測されるが，遺伝子発現が変化した
下流の影響も排除できない。そこで，無毒性
あるいは低毒性レベルの上記の有機ビスマ
ス／アンチモン化合物でウシ大動脈内皮細
胞を 24 時間処理し，その遺伝子発現につい
て DNA マイクロアレイによる網羅的解析を
行った。その中から，毒性発現を担い得る分
子標的を探索し，内皮細胞についてその遺伝
子を高発現させ，あるいは RNA 干渉法でノ
ックダウンさせ，有機ビスマス／アンチモン
化合物に対する感受性を調べた。 
 
（6）同定された遺伝子の解析 
細胞内への有機金属化合物蓄積の解析：

単離した変異株について有機ビスマス処理

時の細胞内ビスマスの蓄積を ICP-MS で測
定した。陰性対照の有機アンチモンについ
ては，細胞内アンチモンを測定する。① 細
胞内への取り込みと，② 細胞内の金属を細
胞外へ排泄する機構，③ その他，が考えら
れるので，同定した各遺伝子の機能・特性
から解析を行った。 
機能解析：変異株および野生株を用いて，

有機ビスマスの毒性を選択的に担うと予想
されるタンパク質の機能を，高発現および
RNA 干渉法によるノックダウン後の感受
性の変化によって解析した。 
 
４．研究成果 
（1）ビスマスおよびアンチモン導入による
有機化合物の毒性修飾 
 有機ビスマス／アンチモン化合物ライブ
ラリーを構築し，ウシ大動脈内皮細胞に対す
る毒性を調べ，ビスマスを導入した場合は毒
性を示すがアンチモンを導入した場合では
毒性を示さない化合物（PMTABi および
PMTAS ならびに DAPBi および DAPSb）の抽
出に成功した。アンチモンを導入した場合は
毒性を示すがビスマスを導入した場合では
毒性を示さない化合物は存在しなかった。こ
の 2 組の化合物対の細胞毒性をウシ大動脈平
滑筋細胞，ヒト胎児肺由来 IMR-90 線維芽細
胞，およびブタ腎由来 LLC-PK1 上皮細胞に
ついても調べたところ，内皮細胞と同様の結
果を得た。 
 
（2）細胞内への蓄積性 
 有機ビスマス／アンチモン化合物のウシ
大動脈内皮細胞内蓄積量を ICP/MS を用いて
ビスマスおよびアンチモン量として測定し
た。有機ビスマス化合物である PMTABi およ
び DAPBi は細胞内に高く蓄積したが，有機ア
ンチモン化合物である PMTAS および DAPSb
の蓄積はわずかであった。この結果はウシ大
動脈平滑筋細胞，ヒト胎児肺由来 IMR-90 線
維芽細胞，およびブタ腎由来 LLC-PK1 上皮
細胞についても調べたところ，内皮細胞と同
様の結果を得た（図 2−5）。すなわち，細胞内
への蓄積が毒性の強さを決定する有力な要
因の 1 つであることが示唆された。 
 

 
 

 

 
（図 2） 

 



 
 

 

 
（図 3） 

 
 
 

 

 
（図 4） 

 
 

 
 

 
（図 5） 

 
（3）X 線結晶構造解析 
 X 線結晶構造解析の結果，上記有機ビスマ
ス化合物とそれに対応するアンチモン置換
体の三次元構造の違いはわずかであること
が分かった。したがって，ビスマスおよびア
ンチモン化合物の血管内皮細胞に対する毒
性の差が，三次元構造の違いによるものでは
ないことが示唆された。 
 
（4）ジーントラップ挿入変異細胞ライブラ
リーを用いた解析 
 ジーントラップ挿入変異細胞ライブラリ
ーから CHO-GT 細胞を有機ビスマス化合物
（PMTABi，TDPBi，DAPBi）で処理し，感受
性の低下した細胞を 97 クローン獲得した。
5’RACE 法にて感受性低下細胞においてトラ
ップ（破壊）された遺伝子を増幅し，感受性
低下を担う候補遺伝子を同定した。これまで

に LMNA の他に，TNS1，PPARγ，Adapt15，
CD34，Zfp280c，LOC100762940，KIF4，Eno2 
などの候補遺伝子を見出すことに成功した。
現在これらの遺伝子の発現をノックダウン
することで責任遺伝子を検証中である。 
 
（5）DNA マイクロアレイによる遺伝子発現
の網羅的解析 
 網羅的遺伝子解析の結果，DAPBi と
PMTABi は共通して，p57Kip2 など約 1,000 遺
伝子が発現上昇し，CDK1 など約 700 遺伝子
が発現低下していた。 
 
 樹立した感受性低下細胞について，その感
受性の低下と細胞内蓄積量の関係について
検討した。親株である CHO-GT 細胞に比べ，
検討した感受性低下細胞と同様にビスマス
の細胞内蓄積量は増加していた。 
従って，有機ビスマス化合物の細胞内への取
り込みを低下させるのではなく，細胞内での
毒性発現機構のいずれかの段階で変化が起
こり，細胞毒性が現れにくい状態になってい
ることが推測された。 
 しかしながら，有機ビスマス化合物は，有
機アンチモン化合物に比べ顕著に細胞内に
蓄積しやすく，同じ分子構造であるのに導入
金属がビスマスからアンチモンに置換され
るだけで細胞毒性をほとんど示さなくなる
ことの理由は現在のところ構造上の差（三次
元構造を含む）から理解することは困難であ
る。そこで，電子状態解析によって毒性を理
解する研究を開始した。 
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