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研究成果の概要（和文）：無機ヒ素は体内に取り込まれると、遺伝子発現制御に関わるDNAメチル化などに影響
を与え、健康被害を及ぼすが、小児や妊婦などへの影響は明らかではない。我々は、パキスタンのヒ素汚染地帯
から採取された食品サンプルと母子由来末梢血ゲノムDNAサンプルを用いて、子供と母親の無機ヒ素摂取量とDNA
メチル化への影響の関連を調べた。無機ヒ素摂取量の高いグループにおいては、肺がんに関連している遺伝子
(HOXB5, HOXB9, POLD4など)のプローモーター領域のメチル化が低下していることが見出された。化学物質等に
敏感な小児や妊婦では、無機ヒ素によりDNAメチル化が変化することで健康影響が出る可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Intake of inorganic arsenic causes various adverse effects through 
alteration of methylation of genomic DNA. We collected food duplicate samples and genomic DNA 
samples of children and pregnant women from inorganic arsenic contaminated areas of Pakistan to 
determine the levels of inorganic arsenic intake and effects on DNA methylation. We have found that 
the methylation of the promoter regions of lung cancer-related genes, HOXB5, HOXB9, POLD4, and MSX1 
were lower in higher arsenic exposed group than in lower exposed group. These results indicate that 
exposure to inorganic arsenic affects to health of children and pregnant women through aberrant DNA 
methylation due to competition of general methyl-donor.

研究分野：分子遺伝学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ヒ素曝露は様々な健康被害を引き起こし、低
濃度の慢性曝露は肺がんや皮膚がんの原因
となるが、ヒ素の胎児期曝露が胎児のエピゲ
ノムに与える影響についての詳細な解析は
まだない。ヒ素は体内でメチル化を受けて無
毒化されるが、この過程でメチル基供与体が
利用されるために、DNA やヒストンのメチ
ル基供与体 SAMの量的枯渇や SAM/SAH比
のバランス崩壊などにより、エピゲノムの変
化が起こり、様々な疾患の原因となると考え
られている。先進国でのヒ素曝露は減少して
いるが、発展途上国などの汚染地域で井戸水
を使用している場合には、今も深刻な被害を
もたらしている。我々は、パキスタンの Aga 
Khan大学 Zafar Fatmi博士のグループと、
ヒ素、鉛の胎児期曝露の影響についての共同
研究を行っている。 
 
２．研究の目的 
先行研究により、慢性的ヒ素曝露が原因の成
人肺がん組織では、複数の遺伝子 (HOXB9、
HOXB5、POLD4など; Smeester et al. 2011)
のプロモータ領域のメチル化が上昇してい
ることが明らかになっている。これらの領域
についてパキスタンで入手したサンプルの
パイロシークエンサーによる DNA メチル化
解析を行ったところ、母体末梢血や胎盤組織
においては明瞭な個体差はなかったが、臍帯
血由来 DNA 検体においては、一部の個体で
DNA メチル化が高くなっていた。また、同
様の結果は、がん抑制遺伝子として知られて
いる P53のプロモータ領域でも得られた。現
在、これら各個体の母親から回収した爪に含
まれるヒ素の量を測定することで、メチル化
の変化とヒ素への暴露量との相関の解析を
行う。 
厚生労働科学研究費補助金「鉛及びヒ素な
どの食品汚染物質の実態調査ならびにその
健康影響に関する研究」(課題番号 H25-食品
—一般-006) (平成 25年~平成 27年)によって、
日本、パキスタン両国において臍帯血由来の
CD34 陽性細胞の分離が行われている。ここ
で得られる臍帯血由来のCD34陽性細胞を用
い、より均一な細胞集団を用いたエピゲノム
解析を行う。CD34 陽性細胞は未分化な血球
幹細胞であり、より環境の影響を受けやすい
未分化な細胞集団での精度の高いエピゲノ
ム解析を行うことができる。 
 
３．研究の方法 
パキスタンで得られたサンプルのうち、母
子の末梢血と臍帯血から得られたゲノム
DNA に関して、パイロシークエンス法によ
り、ヒ素暴露によりメチル化が変化している
ことがすでに報告されている遺伝子群とメ
チル化解析を行い、ヒ素曝露量と遺伝子レベ
ルおよびゲノムレベルでのメチル化の相関
を明らかにする。 
さらに、上記ヒトサンプルを用いた解析か

らその標的となる遺伝子あるいはゲノム領
域を特定し、マウス及びヒト由来 ES細胞を
用いた試験管内分化系を用いて、ヒ素による
エピジェネティック変異を再現できるかに
ついて評価する。こうした実験的解析により、
ヒト検体では解析が困難なヒストン修飾や
遺伝子発現の詳細なデータを得ることで、胎
児期ヒ素曝露がエピゲノムに与える影響の
分子メカニズムについても明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
パキスタン国の都市部カラチと、インダス川
流域のガンバットの 2 地域から、小児約 100
名とその母親である妊婦約 100名につて 3日
間の陰膳を収集し、食事に含まれる総ヒ素量
と無機ヒ素料の測定を行った。また、小児、
母親の末梢血、及び母親の出産時に胎盤の
DNA 組織を収集し、DNA 抽出を行うことで DNA
検体を得た。この検体収集と測定は厚生労働
省科研費(H25-Food-General-006)による成
果である。 
この測定結果より、小児・母親の無機ヒ素摂
取量に従って検体を 4群に分け、高ヒ素摂取
群(n=25; 図 1赤丸)と対照群として低摂取群
(n=25; 図 1 青丸)を選んだ。これらの検体を
DNA のメチル化解析に用いた。 
 

図 1 小児及び母親の無機ヒ素摂取量 
 
パイロシークエンス法により、以下の遺伝子
のプロモーター領域のメチル化について調
べた。 
先行研究により、ヒ素暴露によって生じたが
んでメチル化が変化していることが明らか
なもの。HOXB9、HOXB5、POLD4 
がん抑制遺伝子 TP53 
繰り返し配列(ゲノム全体のメチル化レベル
を反映する) LINE1 
 
胎盤 
胎盤組織における上記遺伝子群のメチル化
解析を行った。胎盤においては、ヒ素摂取に
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よるメチル化の有意な違いはHOXB5遺伝子で
のみ見出され、無機ヒ素高摂取群でメチル化
が下がっていた(図 2)。胎盤組織においては、
ある程度無機ヒ素摂取の影響があったと考
えられるが、その影響は限定的で、ゲノム残
体のメチル化を表すLINE1のメチル化には有
意差はなかった。 

図 2 胎盤での HOXB5 のメチル化 
 
母親 末梢血 
同様に、メチル化解析を行ったが、母親の末
梢血においては、DNA のメチル化に優位な差
は見出されていない。 
 
小児 末梢血 
一方で、小児の末梢血 DNA に関しては、調べ
たすべての遺伝子(HOXB5、HOXB9、POLD4、TP53、
LINE1)で、メチル化に統計的有意差が見出さ
れた(代表的な例 図 3 LINE1)。この結果は、
小児において無機ヒ素の摂取がゲノム全体
により大きな影響を与えていることを示唆
する結果であった。 

図 3 小児末梢血での LINE1 のメチル化 
 
更に、得られた結果をまとめ、階層的クラス
タリングを行ったところ、ヒ素摂取量に大ま
かに従ってグループ分けすることが出来る

ことがわかった(図 4)。メチル化パターンに
よる分類を更に精度を高めるためには、さら
に多くの遺伝子領域の解析と、重要となる遺
伝子の選定が必要であるが、末梢血における
ゲノム DNA のメチル化パターンは、ヒ素暴露
に対する良いバイオマーカーとなる可能性
があることが示唆され、今後のさらなる解析
が期待される結果となった。 

図 4 階層的クラスタリングによる分類 
 
以上の結果から、ヒ素の摂取量とゲノム DNA
のメチル化との間には、特に小児において強
い関連があることが示された。小児は、大人
に比べると、同程度に汚染された食品を食べ
ても、体重に対する食事量が多くなり、その
結果、ヒ素摂取量が増加する。また、小児は、
大人に比べると化学物質に対する感受性が
高く食事や飲用水からの慢性的なヒ素曝露
が小児の健康に与える影響は大人に比べ大
きいと考えられる。このことは他国でのこと
だけではなく、食品を介しての無機ヒ素暴露
は我が国でもかなり高いことが我々の行っ
ている研究からも明らかとなっている。我々
は、国内での調査から、無機ヒ素暴露が小児
の運動機能の発達に影響を与えることを見
出しており、小児期の無機ヒ素暴露を低く抑
える努力がさらに必要であることを示した
(Mise et al. 論文投稿中)。 
  このように、我々の研究は、小児期の無機
ヒ素暴露がエピゲノムへ影響を与えている
ことを示しており、国内にとどまらず、国際
的にも重要な結果が得られた。 
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