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研究成果の概要（和文）： 重金属によって免疫応答がどのように変化するか、逆に免疫反応は

重金属毒性にどのような影響を及ぼすか検討した。ヒ素曝露によって肥満細胞からのヒスタミ

ン遊離の低下、マクロファージの NO 産生の抑制、腫瘍免疫の抑制が起こることを見出した。

一方、脳病変に伴って上昇する IL-6 などの炎症性サイトカインは、金属輸送体の発現を上昇さ

せ、神経毒性を持つマンガンの神経細胞への蓄積を促進することが明らかになった。 

研究成果の概要（英文）： We studied the effects of heavy metals on immunological functions 

as well as the effects of cytokines on toxicity of metals. Exposure to arsenic caused the 

decreases of histamine release from mast cells, NO production from macrophages, and 

tumoricidal activities of natural killer cells. On the other hand, inflammatory cytokines 

such as IL-6 enhanced the expression of metal transporters, resulting in the increased 

accumulation of neurotoxic metals such as manganese. 
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１．研究開始当初の背景 

一般に、生体外から侵入する異物、特に化
学物質に対する防御系は、下記のように分類
することができる。 

(1) 異物を速やかに細胞から排除する。 

(2) 排除できなかった異物を細胞内で無毒化
する。 

(3) 異物によって惹起される生体反応を抑制
する。 

(4) 生じた障害を速やかに修復する。 

(5) 修復できない障害を起こした細胞をアポ
トーシスによって消去する。 

重金属類に対する生体防御系の研究にお

いて、(3)のステップにおいて重要な役割を果
たすメタロチオネインの研究や、(5)のアポト
ーシスの機構などは詳細に検討されてきた。
本申請者らは、これまで(1)の機構に関与する
金属トランスポーターの役割を検討してき
た。しかし、重金属類に対する生体防御系を
総合的に理解し、金属中毒の予防に貢献する
ためには、免疫応答を含む生体反応の調整機
構（ステップ(3), (4)）が重金属曝露によって
どのように変化するか、また、免疫応答の変
化が重金属類による健康障害をどのように
修飾するかを明らかにする必要がある。 

 免疫応答は、生体外からの異物、特に微生
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物に対する生体防御システムとして進化し
てきた。免疫応答においては、しばしば防御
反応が過剰に起こり、炎症反応として逆に
様々な健康障害を引き起こす。近年、微生物
のみならず、老化したタンパク質、高血糖や
酸化によって修飾されたタンパク質やリポ
蛋白質も異物と見なされて免疫系が過剰に
反応し、動脈硬化など様々な生活習慣病の発
症や進展に関わっていることが明らかにな
っている。しかし、重金属類による健康障害
の発症、進展に、免疫系の過剰反応、あるい
は免疫応答の抑制がどのように関わってい
るのかについて、系統的に検討した研究はほ
とんどない。一方、大気汚染が花粉症などの
アレルギー反応に及ぼす影響は詳細に検討
されているが、重金属類による環境汚染が感
染免疫や腫瘍免疫に及ぼす影響については、
これまでほとんど検討されていない。 

 本申請者らは、これまで重金属類が免疫応
答に及ぼす影響を予備的に検討してきた。そ
の過程で、様々な重金属を実験動物に投与し
た際、いずれの金属を投与した際にもサイト
カインのうちの interleukin-6（IL-6）が特異的
に誘導されることを見出している。しかし、
その機構や、重金属による中毒症状発現にお
ける役割は未解明である。また、細菌やウィ
ルス感染に対する自然免疫として重要な役
割を果たすマクロファージの活性化能を指
標に、重金属類の影響を検討してきたが、
lipopolysaccharide (LPS)によるマクロファー
ジの活性化が、ヒ素の同時添加によって顕著
に抑制されることを見出している。しかし、
その機構や、感染応答における意義もまだよ
くわかっていない。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、様々な重金属類によって免疫応
答が過剰に活性化、あるいは抑制される機構
を検討することにより、重金属類による健康
障害の発症、進展に免疫応答の変化・攪乱が
どのように関与しているかについて検討す
る。さらに重金属類による環境汚染によって、
アレルギーの増加のみならず、感染等に対す
る免疫抵抗性が抑制されている可能性につ
いても検討する。 

 免疫応答は複雑なネットワークを構成し
ており、重金属類による免疫システム全体へ
の影響を短期間に解明するのは困難である。
本研究では、下記の３点に集中して重金属類
が免疫応答に及ぼす影響を検討する。 

(1) 金属によるサイトカイン、特に IL-6 の誘
導の機構を明らかにし、金属毒性発現におけ
る IL-6 誘導の意義を明らかにする。 

(2) 細菌やウィルス感染に対するマクロファ
ージの応答性が重金属類への曝露によって
どのように変化するか、その機構を解明し、
感染防御機構に及ぼす重金属汚染の相互作

用を明らかにする。 

(3) マスト細胞の持つ多機能性に注目し、重
金属類がマスト細胞に及ぼす影響、および、
マスト細胞の機能変化が重金属類による健
康障害の発症・進展に果たす役割を検討する。 

(4) 腫瘍免疫において、T 細胞とナチュラル
キラー（NK）細胞が重要な役割を果たす。ヒ
素が腫瘍免疫を抑制するのではないか、との
仮説に基づき、NK 細胞と T 細胞の機能に対
するヒ素の影響を明らかにする。 

(5) ヒ素汚染地域住民から採取した血液試料
を用い、炎症のマーカーとなる指標に変化が
生じているかどうかを検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) 金属による IL-6 誘導と金属毒性 

 様々な金属をマウスに投与した時に、どの
臓器が IL-6 を産生しているのかを確認する
ため、各組織から RNA を抽出し、IL-6 等の
サイトカインの mRNA レベルの経時変化を
比較検討する。さらに、神経細胞における
Mn 蓄積とサイトカインとの関係を明らかに
するため、SH-SY5Y 細胞における Mn 輸送機
構を明らかにするとともに、IL-6 などのサイ
トカインによって Mn 蓄積がどのように変化
するかを検討する。 

(2) マクロファージの機能に対する攪乱作用 

 マウス腹腔マクロファージや Raw264.7 細
胞を用い、TLR4、TLR3 のアゴニストの作用
が重金属類の同時添加によってどのような
影響を受けるかを検討する。TLR4 アゴニス
トである LPS と金属の相互作用の原因を追
及するため、iNOS の転写効率、および、そ
の転写因子である NF- B, STAT3 の活性化、
さらには STAT3 の上流にある interferon-

（IFN-）の活性化を調べる。マクロファー
ジの活性化能として、NO 産生のみならず、
種々のサイトカイン産生能に及ぼす影響に
ついても同様に検討する。また、TLR3 のア
ゴニストである Poly(I:C)を用いて、同様の検
討を行う。 

(3) マスト細胞に対する重金属類の影響 

 マスト細胞のモデルとなる RBL-2H3 細胞
を様々な重金属類に曝露した後、抗原・抗体、
Ca イオノフォア、thapsigargin などで刺激し
て脱顆粒を誘発し、ヒスタミン放出、SOCE

（store-operated Ca entry）による Ca 流入の変
化など、脱顆粒に関わるシグナル伝達系に対
する影響を検討する。また、DNA microarray

を援用して遺伝子発現の網羅的な解析を行
う。RBL-2H3 細胞の Cd と Mn に対する感受
性、蓄積性を検討する。 

(4) 腫瘍免疫に対する重金属の影響 

ヒト NK92 細胞に亜ヒ酸を作用させた際の
granzymeB, perfolin、各種レセプターの発現を
調べるとともに、標的細胞に対する殺細胞活
性がヒ素曝露によって変化するかどうかを



検討する。また、T 細胞をヒ素に曝露した際
のサイトカイン産生能を網羅的に検討する。 

(5) バングラデシュなどアジアでのヒ素汚染
地域から得た血清サンプルにおける CRP な
ど炎症のマーカーを測定し、毛髪中ヒ素濃度
などのヒ素の曝露レベルの指標との関係を
明らかにする。 

 

４．研究成果 
 
(1) マウスに MnCl2 を投与すると、肝障害を
起こすことなく血中 IL-6 濃度が顕著に上昇
することをすでに見出している。様々な細胞
株に Mn を作用させたところ、ヒト表皮角化
HaCaT 細胞の培地に、MnCl2を添加した際に
IL-6 mRNA レベルが顕著に上昇し、培地中へ
の IL-6 タンパク質遊離量も上昇した。したが
って、Mn による IL-6 誘導は細胞レベルでも
起こることが確認できた。 

Mn 中毒によってパーキンソン病様症状が
惹起されることが知られているが、神経細胞
への Mn 取り込み機構はよくわかっていない。
ドパミン産生細胞であるヒト由来 SH-SY5Y

細胞における Mn 取り込み機構を検討した結
果、2 価鉄輸送体の DMT1 に加えて、亜鉛輸
送体の ZIP14 が関与していることを見出した。 

パーキンソン病などの脳病変において IL-6

などの炎症性サイトカインが重要な役割を
果たすことが知られている。そこで、
SH-SY5Y 細胞に IL-6 を作用させたところ、
ZIP8、ZIP14 などの亜鉛輸送体の発現が上昇
し、Mn の蓄積が上昇した。IL-6 と Mn が神
経毒性の増強に相乗的な作用を示す可能性
が示唆された。さらに、IL-1、TNF-でも同
様の発現誘導が起こることを確認した。 

神経細胞以外の細胞においても同様の現
象が観察されるか検討したところ、消化管や
肝臓、腎臓由来細胞においてもサイトカイン
による ZIP8, ZIP14 の発現誘導が認められた。
したがって、炎症反応によって金属の体内動
態が変化する際、金属輸送体の発現変化が関
与している可能性が示唆された。 

(2) マウスのマクロファージ由来の Raw254.7

細胞を用いて、LPS によるマクロファージ活
性化に対する亜ヒ酸同時添加の影響を調べ
たところ、NO 産生量が亜ヒ酸濃度依存的に
抑制された。NO 産生酵素である iNOS の発
現も抑制されたので、転写因子であるNF-B、
STAT3 の転写活性化を調べたところ、STAT3

の活性化が抑制されていた。STAT3 活性化に
関与する IFN-の発現も減少していた。ま
た、ウィルス感染のモデルとなる Poly (I:C)

の添加時にも同様の現象を見出したことか
ら、亜ヒ酸が細菌やウィルスに感染した際の
免疫応答を攪乱する可能性が示唆された。 

(3) マスト細胞のモデルとなるRBL-2H3細胞
に対する亜ヒ酸曝露の影響を検討した結果、

低濃度の亜ヒ酸を培地に 2～4 週間添加し続
けると、脱顆粒が抑制され、同時に S100A8/A9

と Granzyme B の発現が上昇することを見出
した。また、S100A9 の発現上昇にはストレ
ス応答性転写因子 Nrf2 が関与していること
を見出した。 

1 M 前後の低濃度の亜ヒ酸に 4 週間曝露
した RBL-2H3 細胞では、ヒスタミン遊離が
低下する。その機構として、抗原抗体刺激後
の細胞内 Ca 濃度の上昇が亜ヒ酸曝露によっ
て抑制されていること、Ca イオノフォアによ
るヒスタミン遊離は亜ヒ酸の影響を受けな
いことを見出した。マスト細胞への Ca 流入
に関与する store operated Ca entry を調べたと
ころ、亜ヒ酸処理によって細胞外からの Ca

流入が抑制されていた。細胞外からの Ca 流
入はOrai1というCaチャネルが関与するがそ
の発現に変化はなかった。一方、TRPC ファ
ミリーのうち、TRPC5 の発現が亜ヒ酸処理に
よって低下していた。このことが亜ヒ酸によ
るヒスタミン遊離の抑制の原因となってい
る可能性が示唆された。 

 また、RBL-2H3 細胞は、他のラット由来細
胞に比べて著しく Mn と Cd に対する感受性
が高いことを見出した。その原因を探ったと
ころ、Mn と Cd の蓄積性が非常に高いことが
わかった。また、これらの金属の排泄に差は
ないが取り込み効率が高かったことから、金
属の取り込みに関わる輸送体遺伝子の発現
を調べたところ、Cd と Mn に親和性を持つ
ZIP8 の発現が高かった。さらに RBL-2H3 細
胞から Cd 耐性細胞、Mn 耐性細胞をそれぞれ
樹立し、性質を調べたところ、両細胞株はと
もに Cd と Mn に交叉耐性を示し、両金属の
蓄積量が減少していた。そこで、金属輸送体
の発現を調べたところ、ZIP8 の発現が共通し
て低下していることがわかった。 

(4) ヒ素は皮膚、肝臓、膀胱、肺などの多臓
器に癌を起こすので、腫瘍免疫を低下させて
いる可能性がある。そこで、腫瘍免疫に重要
な役割を果たす NK 細胞の機能に対する亜ヒ
酸の影響を検討した。ヒト NK92 細胞を IL-2

で刺激すると、IL-6, IL-10, TNF-, IFN-など
のサイトカイン産生、標的となる癌細胞やウ
ィルス感染細胞を認識する受容体（NKp46）
の発現、標的細胞を殺すための perfolin、
granzyme B の発現が上昇したが、亜ヒ酸への
曝露によっていずれも抑制された。ヒ素は
NK 細胞の機能を抑制することにより、腫瘍
免疫や感染抵抗性を低下させる可能性が示
唆された。さらに、標的細胞に対する殺細胞
活性を比較したところ、ヒ素への曝露によっ
て NK 細胞の殺細胞活性は明らかに低下した。 

一方、ヒト T 細胞の Jurkat 細胞にヒ素を作
用させると IL-8 の発現が上昇することを
mRNA レベル、タンパク質レベルで明らかに
した。また、この作用機序として、p38MAPK



のリン酸化がヒ素によって活性化されてい
る可能性を見出した。IL-8 はがん細胞の増殖
や血管新生を促進することが知られており、
ヒ素と IL-8 との関係をさらに検討する必要
がある。 

(5) バングラデシュのヒ素汚染地域住民の毛
髪、爪、尿中の As 濃度の相互の相関性を調
べた結果、毛髪のみならず、爪の As 濃度が
ヒ素汚染の指標として有用である可能性を
見出した。バングラデシュに加えてカンボジ
アのヒ素汚染地域での人体試料収集が可能
になったので、尿、毛髪、爪などの試料を収
集した。 

バングラデシュのヒ素汚染地域で採取し
た血液試料中の炎症性タンパク質（CRP, 

S100A8/A9）とヒ素の曝露レベルとの相関を
調べた結果、ヒ素の曝露レベルと CRP に有意
な相関が認められた。今後、サイトカインレ
ベルについて検討する必要がある。 
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