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研究成果の概要：現在、天然の無機ヒ素による地下水汚染が原因の慢性ヒ素中毒が世界各国で

問題となっている。ヒ素の慢性曝露は皮膚や肝臓などで発癌作用を示すが、免疫細胞では反対

に、ヒ素が細胞増殖抑制作用を示すことが報告されている。本研究では、ヒ素が免疫細胞特異

的に、細胞周期進行に関与する転写因子 E2F の標的遺伝子群の発現を抑制し、それによって細

胞増殖を抑制することを明らかにした。さらにその原因として、ヒ素が E2F の機能を調節する

ポケットプロテインの中の P130 分子を安定化し、E2F 標的遺伝子群のプロモーター領域で

P130 を含む転写抑制複合体の形成を促進するというヒ素によるユニークな転写抑制のメカニ

ズムを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 天然の無機ヒ素による地下水汚染が原因
の慢性ヒ素中毒が、インドやバングラデッシ
ュをはじめとする世界各国で問題となって
いる。またヒ素化合物は鉱業の副産物や除草
剤、防腐剤などとしてこれまでに環境中に大
量に放出されており、近年では半導体産業に
おいてガリウムヒ素などがさかんに使用さ
れ、ヒ素による環境汚染の生体影響が懸念さ

れる。 
 無機ヒ素の慢性曝露は、皮膚や肝臓、肺な
どで発癌作用を示すことが知られている。反
対に免疫細胞においては、無機ヒ素はアポト
ーシスや細胞周期抑制を誘導して増殖抑制
作用を示すことが報告され、急性白血病の治
療薬としても用いられている。またその構成
細胞の 90％以上が T リンパ球である代表的
な免疫臓器である胸腺では、ヒ素曝露によっ
て胸腺委縮がおこることが報告されている。



しかしヒ素による胸腺萎縮の分子メカニズ
ムや免疫細胞に特異的な作用メカニズムは
明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
 
 環境化学物質である無機ヒ素の免疫系へ
の作用メカニズムを探るため、転写因子への
作用に着目して無機ヒ素の免疫細胞特異的
な作用メカニズムを明らかにすることを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1)マウスへの無機ヒ素（亜ヒ酸）投与 
 6 週令の C57BL/6 マウス（オス）に亜ヒ酸
ナトリウム(10 mg/kg)を腹腔内投与した。 
 
(2)網羅的遺伝子発現解析 
 対照群または亜ヒ酸投与 24 時間後のマウ
ス胸腺から Isogenを用いてRNA調製を行い、
Affymetrix 社のプロトコールに従って
GeneChip を用いた網羅的遺伝子発現解析を
行った。対照群または亜ヒ酸投与群それぞれ
3 匹のマウスの胸腺をまとめて 1 サンプルと
した。独立に２回実験を行い、対照群と比較
して暴露群で 2 回とも 2 倍以上または 1/2 以
下に発現が変化した遺伝子を抽出した。 
 
(3)ｍRNA 発現量の測定 
 組織または細胞から RNeasy Mini kit 
(Qiagen)を用いて RNA 調製を行い、電気泳
動によって品質の確認を行った後、RT-PCR
またはリアルタイムPCRによってmRNA量
を測定した。 
 
(4)ポケットプロテインのたんぱく量の測定 
 A20 細胞から全細胞画分、細胞質画分、核
画分のたんぱく質を調製し、Western 
blotting 法によって pRB、p107、p130 の存
在量を検討した。 
 
(5)免疫沈降法と Chromatin immuno- 
precipitation (ChIP)アッセイ 
 E2F 標的遺伝子のプロモーター領域への
E2Fたんぱくの結合については ChIP アッセ
イで、また E2F4/p130/HDAC 転写抑制複合
体の形成については免疫沈降実験で検討し
た。 
 
４．研究成果 
 
(1)無機ヒ素による細胞周期関連 E2F 標的遺
伝子群の発現抑制 
 
 マウスにヒ素を投与すると、胸腺萎縮がお
こることが報告されている。そこでヒ素によ

る胸腺での遺伝子発現変化を手がかりとし
て、ヒ素の免疫細胞への影響のメカニズムを
検討した。 
 マウスにヒ素（亜ヒ酸ナトリウム 10 
mg/kg)を投与し、1、3、7 日後に胸腺重量の
変化を観察した結果、投与 3 日後で重量は対
照群の約 70％となった。7 日目では重量は対
象群の約 80％と回復傾向をみせた。 
 ヒ素投与 1 日（24 時間）後に胸腺について
網羅的遺伝子発現解析を行った結果、ヒ素投
与したマウスの胸腺では、細胞周期進行に関
与する Ccnb2、Ccne2 等の遺伝子群の顕著な
発現抑制が観察された。最近の研究では、他
の細胞種でヒ素が転写因子 Nrf2 を活性化す
ることが報告されているが、ヒ素投与したマ
ウスの胸腺では Nrf2 の標的遺伝子である
Homx1 等の発現変動は検出されなかった。 

胸腺、脾臓、肝臓、腎臓、肺等の各種臓器
におけるCcnb2およびCcne2のmRNAの発
現量をリアルタイムPCRで測定したところ、
両遺伝子の発現は対照群のマウスの胸腺で
特に高く、ついで脾臓で高く、両臓器での発
現がヒ素曝露で大きく抑制されることが明
らかとなった(図 1)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. Ccnb2,Ccne2 遺伝子発現量の臓器特

異性 
 
 
ヒ素曝露によって発現低下を受けた

Ccnb2、Ccne2 等の細胞周期関連遺伝子群が
転写因子 E2F ファミリーの標的遺伝子であ
ることから、E2F ファミリー遺伝子の発現量
についても検討した結果、やはり胸腺で特に
高く、ついで脾臓で高いことが明らかとなっ
た。また転写促進性の E2F である E2F1 の発
現量のヒ素曝露による抑制も検出された(図
2)。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
図 2. E2f 遺伝子発現の臓器特異性 
 
 
さらに胸腺細胞の細胞周期測定の結果、細

胞周期が抑制されていることも確認された。 
以上の結果は、ヒ素がリンパ球特異的に

E2F ファミリーの機能を変化させ、細胞周期
進行に関与する遺伝子群の発現低下を介し
て細胞周期を抑制し、細胞増殖を阻害するこ
とを示唆した。 
 
(2) 無機ヒ素によるポケットプロテイン
p130 の安定化を介した E2F 標的遺伝子の発
現抑制 
 
 E2F タンパクの作用はポケットプロテイ
ンによって制御されることが知られている。
そこで次に、ヒ素のポケットプロテインへの
作用について検討した。 
リンパ球細胞株 A20 細胞をヒ素（亜ヒ酸）

存在下培養すると、胸腺で見られたのと同様
の細胞周期進行に関与する E2F 標的遺伝子
群の転写抑制が観察された。また実際に細胞
周期の抑制や細胞増殖の抑制が観察された
ことから、以降のメカニズム研究はこの細胞
を用いて行った。 

A20 細胞をヒ素存在下培養し、ポケットプ
ロテインの pRB、p107、p130 の存在量を検
討した。その結果、ヒ素によって核の p130
の量が大きく増加することが明らかとなっ
た。p130 mRNA 量は変化しないことから、
p130 の増加はタンパクレベルで起こること
が示された。 

p130 はリン酸化につづいてユビキチン化
を受け、プロテアソームで分解される。プロ
テアソーム阻害剤 MG-132 を用いた実験に
よって、対照群の細胞では p130 がプロテア
ソーム分解を受けているのに対して、ヒ素存
在下ではプロテアソーム分解が低いことが
示唆された。すなわち、ヒ素存在下では p130

が低リン酸化・低ユビキチン化状態にあり、
その分解が低下していることが示唆された。 
また ChIP アッセイ(図 3)および免疫沈降

実験によって、ヒ素曝露によって E2F 標的遺
伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 で の
E2F4/p130/HDAC 転写抑制複合体の結合が
増加していることが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
図 3. ヒ素による E2F たんぱくの標的遺伝子
プロモーター領域への結合量の変化 
 
 
 以上の結果から、無機ヒ素が免疫細胞にお
いて p130 を安定化し、細胞周期進行に関与
する E2F 標的遺伝子のプロモーター領域で
E2F4/p130/HDAC 転写抑制複合体の形成を
促進し、それによって細胞周期関連遺伝子の
発現を抑制して細胞増殖を抑制する、という
ヒ素のユニークな作用メカニズムが示され
た。 
 今後、このようなメカニズムを介したヒ素
の免疫系への影響の検討が必要と考えられ
る。 
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