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研究成果の概要（和文）：無機ヒ素のメチル化代謝に関わるヒ素メチル基転移酵素（AS3MT）mRNAの選択的スプライシ
ングが無機ヒ素の毒性発現に関わるのではないかと考え検討を行った。
無機ヒ素に曝露されたヒト肝癌HepG2細胞およびヒト正常臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）のRNAを検討したところ、HepG2細
胞およびHUVECsともに無機ヒ素曝露による選択的スプライシングの上昇が検出された。
種々の細胞間のAS3MT mRNAの選択的スプライシング量を比較したところ、HepG2細胞やヒト食道由来Het1A細胞では高く
、ヒト表皮HaCaT細胞、ヒト白血病K562細胞、ヒトT細胞Jurkat細胞では低いことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined whether alternative splicing of arsenic methyltransfera
se (AS3MT) mRNA regulates arsenic toxicity. 
Exposure of arsenite to hepato-carcinoma HepG2 cells and human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) re
sulted in an increase on the levels of splicing variant produced by exon-4 and -5 skipping (delta4,5). 
We next examined the levels of delta4,5 AS3MT mRNA in various cells. The results indicated that the levels
 of delta 4,5 in keratinocyte HaCaT cells, leukemia K562 cells and T-cells Jurkat cells were lower as comp
ared with HepG2 and esophageal Het1A cells. In addition we compared the sensitivity to arsenite exposure b
etween HepG2, HaCaT and Het1A cells. The results showed that the sensitivity to arsenite exposure was roug
hly equal in HaCaT and Het1A cells in spite of the difference of the levels of delta 4,5. These results su
ggested that the difference of sensitivity to arsenite in the various cells was no correlation with altern
ative splicing of AS3MT mRNA.
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１．研究開始当初の背景 
  
 バングラデシュなどの東アジア地域では
ヒ素化合物を含む地下水の飲水による慢性
ヒ素中毒が発生しており, 本中毒により循環
器疾患, 代謝系疾患や多臓器における発癌が
報告されている. その一方で, 急性前骨髄球
性白血病（APL）の治療薬として三酸化ヒ素
（ATO）が使用されている.  
 ヒ素メチル基転移酵素（AS3MT）は, 無機
ヒ素をメチル化する酵素として同定された
が, 培養細胞や組織中の AS3MT 酵素活性は
その困難さ故にほとんど測定されていない. 
一方, 当研究室では AS3MT mRNAに 2つの
AS3MTのスプライシングフォーム（3, 4,5）
を検出した. その内エキソンの 4と 5番目を
欠く4,5は full-length（WT）と比較して酵素
活性が欠損していることを示した. さらに 5
種類の癌細胞において検討したところ, すべ
ての細胞に4,5 mRNA（翻訳されても酵素活
性を持たない）が検出された（Sumi et al. 
BBRC, 2011）. これらのことから, これまで
全く検討されていないが実は選択的スプラ
イシングにより酵素活性を失った AS3MT は
様々な組織, 細胞に存在しているのではない
かと考えるに至った. そこで, 以下の 2 つの
研究仮説を立てた.  
1. 癌が進展する過程においてAS3MTの選択
的スプライシングが発生しているのならば, 
発癌物質であるヒ素自身が AS3MT の選択的
スプライシングを引き起こしているのでは
ないか？その結果として, 長期にヒ素に曝露
されると解毒ではなく, むしろヒ素の毒性が
増強される方向に細胞の形質が変化し, その
ことがヒ素による癌化と関連しているので
はないか？ 
2. 白血病細胞に活性の無いAS3MTの発現が
多いことが白血病治療における ATO の有効
性と関連するのならば, AS3MTの選択的スプ
ライシングが顕著な癌細胞に対し ATO が治
療効果を示す可能性が高いのではないか？ 
と考え, 以上の 2仮説に対し, 2年間の研究期
間内に, 
(1)正常細胞, 実験動物への長期ヒ素曝露およ
びバングラデシュのヒ素汚染地域に居住
する住民から得られた血液細胞の AS3MT
の選択的スプライシングを検討し, 長期
ヒ素曝露による細胞障害作用における
AS3MTの選択的スプライシングの関与を
探る.  

(2)種々の癌細胞のAS3MTの選択的スプライ
シング, さらにこれら細胞株のヒ素メチ
ル化能, およびヒ素に対する感受性を検
討することで, 亜ヒ酸製剤の抗癌スクリ
ーニングにおける AS3MT の選択的スプ
ライシングの有用性を探る. 
を検討することとした. 
 
 
 

２．研究の目的 
  
 無機ヒ素は環境汚染物質として知られて
いる一方, 白血病の治療薬として使用されて
いる. 無機三価ヒ素のメチル化を触媒する
AS3MT が同定され, AS3MT を介したヒ素の
メチル化代謝反応の重要性が注目されてい
る. 当研究室では, AS3MTの選択的スプライ
シングを検出し, スプライシングフォームに
酵素活性がないこと, さらに調べた 5 種の癌
細胞すべてに, 活性の無い AS3MT が発現し
ていることを世界に先駆けて発表した（Sumi 
et al. BBRC, 2011）.  
  そこで本研究では,「AS3MTの選択的スプ
ライシングがヒ素化合物の感受性を決定す
る因子ではないか」と仮説を立て,   

(1)長期ヒ素曝露による細胞障害における
AS3MTの選択的スプライシングの関与 

(2)ヒ酸製剤の抗癌スクリーニングにおける
AS3MTの選択的スプライシングの有用性 
について検討を行うこととした. 

 
３．研究の方法 
 
細胞：ヒト肝癌 HepG2 細胞, ヒト表皮角下
HaCaT細胞, ヒト食道 Het1A細胞, ヒト慢性
骨髄性白血病 K562 細胞, ヒト T 細胞由来
Jurkat細胞を使用した.  
総 RNAの採取：準備した細胞に ISOGENを
加えて, 常法に従って総RNAを採取した. 採
取した総 RNAの濃度は, NanoDropを使用し
て測定した.  
逆転写反応：逆転写酵素緩衝液, oligo-dTプラ
イマー, M-MuLV逆転写酵素, RNA分解酵素
阻害剤に総 RNA（2 g）を加え合計 20 L
として, 逆転写反応（37C, 90分 → 65C, 6
分）を行った.  
4,5 AS3MT mRNAの定量（Real-time PCR）： 
SYBR Premix TaqII および ROX reference 
dyeに逆転写反応で得られた cDNA 2 Lを
加え合計 20 L として, 逆転写反応（37C, 
90分 → 65C, 6分）を行った. Real-time PCR
は StepOnePlus system を使用し, 95C 5 sec 
→ 60C, 30秒を 40回繰り返し, 60C, 30秒
の間に得られる蛍光強度を機械に測定させ
た. 補正として-actin と GAPDH の蛍光強
度を用いた.  
使用したプライマーの配列 
4,5 AS3MT-f: 
5’-AAGTAGCCCTAAGATCAAACTGTGTT-3’ 
4,5 AS3MT-r: 
5’-TCCAGTATAAAGCACCACCCAGACAC-3’ 
上記4,5 AS3MT-fプライマーは, 4,5 AS3MT 
mRNA を特異的に検出するために エキソン
の 3と 6番目が結合した部分でプライマーを
作製した. 4,5 AS3MT-rプライマーは, エキ
ソン 8番目の部分で作製した（図１）.  
 
           
 



         図１ 

 
 
-actin-f: 
5’-TGGCACCCAGCACAATGAA-3’ 
-actin-r: 
5’-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3’ 
 
GAPDH-f: 
5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’ 
GAPDH-r: 
5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’ 
 
細胞毒性：HepG2, HaCaT, Het1A 細胞を 96 
wellに播種し亜ヒ酸を添加した. 24時間後に
alamarBlue 試薬を添加し, 生細胞から得られ
る吸光度（OD550 nm）を測定した.  
 
４．研究成果 
 

(1)長期ヒ素曝露による細胞障害における
AS3MTの選択的スプライシングの関与 

 
○1 AS3MT mRNAの選択的スプライシングに
より得られる4,5 mRNA を特異的に検出す
るためのプライマーを作成し, 本プライマー
が機能するかについて検討した. WT および
4,5 AS3MT cDNAを遺伝子導入した COS-7
細胞から総RNAを回収し, real-time PCRを行
ったところ, 4,5AS3MT cDNAを遺伝子導入
した細胞からのみ mRNA を検出することが
できた（図２）. 本結果から作製したプライ
マーは4,5 AS3MT mRNAを特異的に検出す
ることが明らかとなった.  

 
図２ 

 

 
 
 
 

○2 次に, 亜ヒ酸に曝露されたHepG2細胞およ
びヒト正常臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）から
総 RNA を回収し, 本プライマーを使用して
real-time PCRにて, 4,5 AS3MT mRNA量を
検討した. 10 Mの亜ヒ酸に 1, 3, 6時間曝露
された HepG2を用いて検討したところ, 6時
間をピークに経時的に4,5 AS3MT mRNAが
増加した（図３）.  
 
         図３ 

 
 
○3 HUVECにおいては 0.5, 1 Mの亜ヒ酸に 7
日間曝露されると, 4,5 AS3MT mRNAが増
加した.  
 これらの本研究から, 亜ヒ酸の曝露により
AS3MT mRNAの選択的スプライシングが誘
発されていることが明らかとなった.   
 
 
(2) ヒ酸製剤の抗癌スクリーニングにおける

AS3MTの選択的スプライシングの有用性 
 
○1 各臓器および疾患由来のヒト培養細胞を
用いて各々の4,5 AS3MT mRNA 量を前項
(1)○1 のシステムを用いて検討した. HepG2細
胞に加え, ヒト表皮角下 HaCaT細胞, ヒト食
道 Het1A 細胞, ヒト慢性骨髄性白血病 K562
細胞, ヒト T細胞由来 Jurkat細胞から総RNA
を採取し , real-time PCR にて4,5 AS3MT 
mRNA 量を検討したところ, 細胞によってそ
の発現量は大きく違うことが明らかとなっ
た（図４）.  
 
         図４ 

 
 
各種細胞の4,5 AS3MT mRNA量と亜ヒ酸の
感受性との関係性を明らかにするために , 
HaCaT細胞, Het1A細胞, HepG2細胞の亜ヒ酸 
に対する感受性をと比較すると, HaCaT 細胞
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Het1A細胞HepG2細胞であることが明らか
となった（図５）.  
 
        図５ 
 

 このことから, 各種細胞間の亜ヒ酸に対す
る感受性の違いにおいて、4,5 AS3MT 
mRNA量ではなく、他の因子が関与している
ことが示唆された.  
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