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研究成果の概要（和文）：ヒ素毒性発現と生体防御機構の解明を目的に、ジーントラップ挿入変異細胞ライブラリーを
用いたヒ素感受性関連遺伝子群の探索とその機能解析に取り組んだ。ヒ素感受性低下変異細胞34クローンの解析から、
11の感受性関連候補遺伝子(P450関連遺伝子1、シグナル伝達関連遺伝子1、蛋白合成関連遺伝子2、がん関連遺伝子1、
機能未同定遺伝子6)を同定した。また、P450酵素系、Wnt/カテニン経路と三酸化ヒ素感受性の関連性を示した。

研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanisms underlying the toxicity of arsenite, we conducted a 
functional genetic screening of the genes involved in the sensitivity to arsenite using the gene trap 
insertion mutant cells library. From the analysis of 34 mutants showed decreased sensitivity to arsenite, 
eleven sensitivity-related candidate genes (one P450-related gene, one signaling-related genes, two 
protein synthesis-related genes, one cancer-related gene, six unidentified function genes) were 
identified. We also showed that the P450 enzyme system and Wnt / catenin pathway are the determining 
factors of sensitivity to arsenite.

研究分野： ゲノム機能学、薬毒物学、環境毒性学、内分泌代謝学
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１．研究開始当初の背景 
	 ヒ素の毒性は古くから知られるが、現在で

も地下水の汚染等により地球規模で600万人

が慢性中毒を呈し、5,000 万人以上がその危

険に曝されていると考えられている。一方、

亜ヒ酸は急性前骨髄球性白血病に対して顕

著な抗がん作用を示し、ヒ素の作用機構と感

受性決定因子の解明は、環境衛生学や毒性学

のみならず、薬理学上においても重要な課題

である。しかし、その標的や感受性決定の分

子機構は未だ十分には解明されていない。	

	 近年，random	mutagenesis	を用いたゲノ

ム機能学的解析法が進み，標的分子や感受性

決定の分子機構解明への応用が試みられて

きた。ヒ素毒性の研究でも、酵母を用いた研

究で、その取り込みに重要な遺伝子(Liu-Z	et	

al.,	PNAS,	2002)について興味ある報告がな

された。しかし動物細胞では今尚方法論的な

難しさがあり、新たな解析方法が求められて

いる。	
	 我々はこれまでに、大規模ジーントラップ
挿入変異細胞ライブラリーを用いた機能遺
伝子群の系統的解明法の検討と開発を行っ
てきた。この方法では、ジーントラップ法で
ランダムに遺伝子を破壊した細胞ライブラ
リーの中から変異細胞を単離することがで
きれば、変異の責任遺伝子群の解明と同時に、
その遺伝子が破壊された細胞を用いた生化
学的・細胞生物学的解析が可能になる。
（Nobukuni	et	al,	JBC,	2005、Nobukuni	et	
al,	Jpn	J	Hyg,	2005）。このゲノム機能学的
解析方法を用いることで「ヒ素感受性に関与
する遺伝子群」を一括して解明することがで
きるのではないかと考えた。	
 
２．研究の目的 
	 ヒ素中毒の新たな予防と治療法の開発を

目的に、我々が独自に検討･開発を進めてき

たジーントラップ挿入変異細胞ライブラリ

ーを用いたゲノム機能学的方法を用いて、ヒ

素感受性に関与する遺伝子群のスクリーニ

ングと同定を行う。このヒ素感受性関連遺伝

子群の情報を手がかりに、ヒ素の毒性発現機

構及びヒ素に対する生体防御機構の解明を

目指す。更に、ヒ素に関する本研究を推し進

めることで、他の様々な環境有害物質の標的

分子や感受性に関与する遺伝子群、生体防御

機構の解明を可能とする新たな機能トキシ

コゲノミクス的解析法を確立する。	

	
３．研究の方法（図１参照）	

	 大規模ジーントラップ挿入変異細胞ライ
ブラリーを用いたヒ素感受性関連遺伝子群
の探索とヒ素の毒性発現･生体防御機構の解
明を以下のステップにより進める。	

(1)	ヒ素感受性低下(耐性)変異細胞の単離	

	 ジーントラップ挿入変異CHO細胞ライブラ
リー(Nobukuni	et	al.,	JBC,	2005)の中から、
As2O3の	①	高濃度短時間処理(40μM,	4	hr)、
あるいは	②	低濃度長時間処理(4μM,	72	
hr)でも生き残ってくる細胞を、それぞれヒ
素感受性低下(耐性)変異細胞として単離し
ストックする。	

	 得られた変異細胞株については、ヒ素の細
胞内への取り込みの低下や細胞外への排泄
の増加、活性酸素産生能の低下、あるいはア
ポトーシスや細胞障害経路の異常等、ヒ素感
受性低下を引き起こしうる様々な異常の変
異細胞が含まれてくることが予想・期待され
る。本申請研究では、数十〜100 クローンの
ヒ素感受性低下変異細胞の単離を目指す。	

	
(図１)	

	
(2)	トラップ(同時に破壊)された遺伝子の
解明	

	 得られたヒ素感受性低下細胞の中には、ジ
ーントラップ法でヒ素の取り込みやアポト
ーシス経路等に異常をきたした種々の変異
細胞が含まれていることが予想される。そこ
で、まず変異細胞からT.RNAを単離し、ジー
ントラップ法で生じたChimera	RNAの内因性
遺伝子部分をRT-5’-RACE法で増幅する。シ
ークエンスにより塩基配列を解析し、BLAST
検索することで,トラップ（と同時に破壊）
されたヒ素感受性に重要と考えられる遺伝
子を同定する。	
	
(3)	トラップされた遺伝子が「真の責任遺伝
子」であることを、miRNA を用いた遺伝子ノ
ックダウンによる正常細胞のヒ素感受性の
低下、あるいはヒ素感受性低下変異細胞への
野生型 cDNA の遺伝子導入発現によるヒ素感
受性の回復を確認することで証明する。	
	
(4)	更に、変異細胞、遺伝子ノックダウン細
胞および遺伝子発現細胞のヒ素の取り込み
能・排出能、細胞死、酸化ストレス応答を比
較検討することで、ヒ素の毒性発現、感受性
およびヒ素に対する生体防御機構に関する
遺伝子群の解明を進める。	
	



 

 

４．研究成果	
	
（１） ヒ素感受性低下(耐性)変異細胞の単離と
責任遺伝子の解明（図２参照） 

 ジーントラップ挿入変異 CHO 細胞ライブラリー
(Nobukuni et al., JBC, 2005)から、２回の三酸化
ヒ素処理(40μM, 3〜4 hr)でも生き残ったヒ素感
受性低下変異細胞 34 クローンについて解析を
進めた。ジーントラップ法で生じたキメラ RNA の
内因性遺伝子部分を RT-5’RACE 法で増幅後
塩基配列を決定し、その配列を BLAST 検索す
ることによって、トラップ(同時に破壊)された 11 個
の遺伝子を同定することに成功した。その内訳
は、P450関連遺伝子が 1個、シグナル伝達関連
遺伝子が 1 個、蛋白合成関連遺伝子が 2 個、が
ん関連遺伝子が 1 個、機能未同定遺伝子が 6
個であった。 
 
（図２） 

 
 
（２） P450 酸化還元酵素(P450 oxidoreductase 
(POR))の三酸化ヒ素感受性への関与について 
 
 上記、三酸化ヒ素感受性低下細胞の 1 つで
P450 酸化還元酵素( (POR)がトラップされていた
ので、その三酸化ヒ素感受性への関与について
miRNAを用いたPORノックダウン細胞を作製し、
検討を行った（図３，４参照）。 
 まず、三酸化ヒ素により細胞核の形態変化が
観察されたが、これは主に三酸化ヒ素によって
誘発される細胞のアポトーシスによるものである
というこれまでの報告を再確認した（図３） 
 
（図３） 

 次にテトラサイクリン投与によって POR-mRNA
に対する miR(maicroRNA)の発現が誘導される
薬剤誘導性 POR ノックダウン細胞を作成した。
そしてこの細胞では、テトラサイクリン投与で
POR 蛋白の発現量が減少するとともに、三酸化
ヒ素によるアポトーシス性の核の形態変化が軽
減する事を確認した(図４)。このことから、POR が
ヒ素感受性を決定する因子の一つであることを
確認した。 
 POR 蛋白減少による細胞の三酸化ヒ素感受性
の低下（耐性化）、三酸化ヒ素によるアポトーシス
の減少は、三酸化ヒ素投与で誘発される P450
酵素系での活性酸素種産生の低下によるものと
考えている。 
 
（図４） 

	
（3） Wnt/カテニン経路の構成蛋白の三酸化ヒ
素感受性への関与について（図５参照） 
 
 最初我々が AsR2 と命名した、三酸化ヒ素感受
性ジーントラップ挿入変異細胞でトラップされて
いた遺伝子の産物は Wnt/カテニン経路の構成
蛋白であることが判明したが、これについても
miRNA を用いた薬剤誘導性遺伝子ノックダウン
細胞を作製し検討を進めた。 
 miR を用いたテトラサイクリン誘導性ノックダウ
ン細胞では蛋白の発現は〜1/4 程度にしか減
少できなかったが、それでもコロニー形成による
三酸化ヒ素感受性の検討において差が見られ、
AsR2 がヒ素感受性を決定する因子の一つであ
る可能性を確認した。 
 
（図５） 

 
 



 

 

(4) ジーントラップ挿入変異細胞ライブラリーを
用いた遺伝子探索法の有用性について 
 
 今回のヒ素感受性関連遺伝子群探索の結果と、
これまでに取り組んできたジフテリア毒素感受性、
抗腫瘍活性物質 Agelastatin 感受性、あるいは
Amphotericin-B を用いた細胞内コレステロール
代謝輸送に関与する候補責任遺伝子群探索結
果の比較検討を行った。 
 その結果、各薬毒物に関与する遺伝子群とし
て、それぞれに全く異なったスペクトラムの遺伝
子群が明らかになった。特に、細胞内コレステロ
ール代謝輸送に関与する候補責任遺伝子群
（平成 21 年〜24 年科研 B 報告）は、細胞への
取り込みや細胞内物質輸送、あるいは脂質代謝
異常症の原因遺伝子群が明らかになったことか
ら、我々の開発したジーントラップ挿入変異細胞
ライブラリーを用いた責任遺伝子探索法は、細
胞の表現型あるいはゲノム機能を指標とした機
能遺伝子群の探索に有用であると考えられた。 
 
(5) 今回明らかとなった、未だ機能が不明の複
数のヒ素感受性関連候補遺伝子の機能、ヒ素感
受性への関与とそのメカニズムについては、興
味部会研究課題で、今後更なる研究が必要で
あると考える。 
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