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研究成果の概要（和文）：細胞老化はSASPと呼ばれる分泌現象を介して発癌に関わることが知られている。本研
究ではヒト肝臓由来の線維芽細胞であるLX-2において、Ⅲ価の無機ヒ素である亜ヒ酸ナトリウムを曝露すること
によって細胞老化が誘導され、それに伴うSASP因子の亢進がおこることを明らかにした。さらにSASP因子の発現
増加は培地からヒ素を除いた後にも維持されることを見出し、ヒ素に曝露されなくなった後にも影響が残ること
が示された。ヒト由来皮膚線維芽細胞であるHFb16dにおいても亜ヒ酸ナトリウム曝露によって同様の遺伝子発現
変化が認められ、線維芽細胞におけるSASP因子の亢進が発癌に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Although senescent cells themselves irreversibly stop proliferation, they 
secrete multiple factors called senescence-associated secretory phenotype (SASP) such as cytokines, 
chemokines, and matrix metalloproteinases. SASP is known to involve tumorigenesis. In this study, we
 revealed arsenite exposure induced premature senescence and following SASP induction in human 
derived hepatic stellate cell line (fibroblast-like) LX-2. Furthermore, high level of gene 
expression of SASP factors were remained even after removing arsenite from culture medium. Thus, it 
was shown that the effect of arsenite exposure persist even after exposure to arsenite has ceased. 
The gene expression changes of SASP factors were also observed in human derived skin fibroblast cell
 line HFb16d after arsenite exposure. Therefore, it is suggested that induction of SASP factors in 
fibroblasts by arsenite exposure is involved in carcinogenesis.

研究分野： 環境毒性学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒ素曝露が引き起こす慢性中毒は世界的に深刻な環境問題のひとつであり、その中でも発癌は命に関わる問題で
あるが、機序は未解明である。これまでにヒ素曝露による細胞老化を介したSASPによる発癌メカニズムを検討し
た実験的研究は存在せず、本研究は肝臓、皮膚など慢性ヒ素中毒によって癌が生じる組織において発癌の共通機
序としてSASP因子の亢進が関与する可能性を明らかにした。これによりヒ素曝露による発癌メカニズムを明らか
にした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
天然由来の環境化学物質である無機ヒ素（Ⅲ価）は、地下水からの経口曝露および石炭からの

粉塵曝露等によって慢性ヒ素中毒をひきおこし、皮膚、肺、肝臓、膀胱への発癌を誘導すること
が報告されている（Hughes et al., 2011）。しかしながらその発癌機序は明確にはわかっていない。 
近年、発癌を誘導する作用機序として細胞老化の関与が注目されている。細胞の老化は不可逆

的な細胞増殖の停止で定義され（Sikora et al., 2010）、細胞分裂による染色体末端のテロメア短縮
による複製の細胞老化と、酸化ストレスや DNA 損傷、がん原遺伝子によって誘導される早期細
胞老化に分類される（Kuilman et al., 2010）。老化した細胞は、自身の増殖が停止することから、
発見当初は癌抑制の役割が報告されてきた（Hanahan and Weinberg, 2000）。しかし、老化した細
胞は生体内で留まり続け、SASP（senescence-associated secretory phenotype）と呼ばれる炎症性サ
イトカインなどの刺激によって、周囲の細胞の増殖を促進し、臓器レベルで癌を誘導することが
報告された（Campisi and d’Adda di Fagana, 2007、Naylor et al., 2013）。特にがん原遺伝子などによ
る線維芽細胞の細胞老化は、SASP を介して癌の形成に重要な役割を果たすことが報告されてお
り（Campisi et al, 2001）、肝臓においても肝臓における線維芽細胞である肝星細胞の細胞老化が
発癌促進に関わることが報告されている（Yoshimoto et al., 2013）。 
老化した細胞は生体内に留まり続けることによって長期間影響を及ぼすと考えられるが、無

機ヒ素曝露による発癌も長期の潜伏期間を経ることが報告されている（Martinez et al., 2011）。さ
らに無機ヒ素曝露によって癌を発症する臓器（Hughes et al., 2011）と細胞老化が蓄積する臓器
（Muñoz-Espín and Serrano, 2014）を比較すると、共通する臓器が多いことから、無機ヒ素曝露に
よる癌発症と細胞老化は密接な関りがあると考えた。 
 また、ヒ素は生体内で代謝され、五価のジメチルアルシン酸として体外に排出されるが、代謝
の過程で生じる三価の有機ヒ素化合物であるモノメチルアルソナス酸（MMAⅢ）および三価の
ジメチルアルシナス酸 (DMAⅢ) は毒性が高く（Petrick et al., 2000, Mass et al., 2001）、細胞老化
誘導にも関わる可能性が考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、まず肝臓由来の線維芽細胞である肝星細胞の細胞株を用いて、Ⅲ価の無機ヒ素曝
露によって細胞老化が誘導されるか、その際 SASP 因子の産生は亢進しているかを明らかにする
ことを目指した。さらに、慢性ヒ素中毒による発癌は潜伏期間を経て発症することから、ヒ素曝
露がなくなった後にも影響が継続するか検討を行った。また、細胞老化を誘導する要因を明らか
にするために、これまで細胞老化を誘導することが報告されている酸化ストレス、DNA 損傷に
着目し検討を行った。加えて、Ⅲ価の無機ヒ素曝露による細胞老化および SASP 因子の誘導が肝
臓の線維芽細胞のみならず、他の臓器においても誘導されるかを明らかにするため、皮膚の線維
芽細胞を用いた検討を行った。最後に、Ⅴ価およびⅢ価の有機ヒ素化合物の曝露がⅢ価の無機ヒ
素化合物の曝露と比較して細胞増殖抑制の誘導能が高いか否かを明らかにすることを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）Ⅲ価の無機ヒ素曝露による肝星細胞における細胞老化の誘導と SASP 因子産生の検討 
 
① Ⅲ価の無機ヒ素曝露によって細胞増殖抑制がおこる濃度の検討 
ヒト由来肝星細胞の細胞株である LX-2 およびマウス由来の肝星細胞の細胞株である GRX を

用い、Ⅲ価の無機ヒ素である亜ヒ酸ナトリウムを 10 nM から 100 μM まで曝露し、細胞増殖の変
化を 72 時間まで経時的に Promega 社の RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay を用いて検討を行
った。 
 
② Ⅲ価の無機ヒ素曝露による細胞老化マーカーおよび SASP 因子の遺伝子発現の測定 
上記①にて細胞増殖抑制が観察された周辺の濃度にて LX-2 細胞および GRX 細胞に亜ヒ酸ナ

トリウム曝露を 72 時間行い細胞の形態学的な変化を顕微鏡で観察した。曝露後、細胞から RNA
抽出、cDNA 合成後、細胞老化マーカーおよび SASP 因子の遺伝子発現量を Real-time PCR 法を
用いて測定した。具体的な遺伝子としては LX-2 細胞については細胞老化マーカーP16、P21、
LAMINB1、SASP 因子 CXCL1、IL-1β、IL-8、MMP1、MMP3 を、GRX 細胞については細胞老化マ
ーカーp16、p21、Laminb1、SASP 因子 Cxcl1 を測定した。内在性コントロールには 18S rRNA を
用いた。 
 
③ LX-2 細胞においてⅢ価の無機ヒ素曝露によって不可逆的な細胞増殖抑制がおきているか



の検討 
上記②において細胞老化マーカーおよび SASP 因子の遺伝子発現変化は特に LX-2 細胞におい

て見られたため、細胞老化の最も大きな特徴である不可逆的な細胞増殖抑制がおきているかを
検討した。具体的には、細胞を亜ヒ酸ナトリウム非存在下（対照群）または 5 μM 存在下にて 72
時間培養し、培養後細胞数をカウントし、対照群とヒ素曝露群で同一の細胞数を、ヒ素を除いた
培地で培養を行い細胞増殖の変化を Promega 社の RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay を用い
て測定した。 
 
④ Ⅲ価の無機ヒ素曝露による細胞老化マーカーおよび SASP 因子の遺伝子発現変化は曝露が
なくなってからも持続するかの検討 
 LX-2 細胞において亜ヒ酸ナトリウム 7.5 μM を 144 時間曝露した。曝露後、ヒ素を除いた培地
でさらに 120 時間培養を行い、RNA 抽出、cDNA 合成後、細胞老化マーカーP21、LAMINB1、
SASP 因子 CXCL1、IL-1β、IL-8、MMP1、MMP3 の遺伝子発現量を Real-time PCR 法を用いて測
定した。 
 
（２）Ⅲ価の無機ヒ素曝露による LX-2 細胞における細胞老化誘導機序の検討 
 
① 酸化ストレス関連遺伝子の発現量測定 
 LX-2 細胞において、亜ヒ酸ナトリウム 1、2、5 μM 曝露を行い、72 時間後に酸化ストレスマ
ーカーとして HO-1 を、抗酸化除去酵素として SOD1、CAT の遺伝子発現量を測定した。HO-1 に
関しては、7.5 μM 曝露においても検討を行った。 
 
② 細胞内活性酸素種（ROS）の測定 
 LX-2 細胞において、亜ヒ酸ナトリウム 5 μM または 7.5 μM 曝露を行い、24 時間後に細胞内の
ROS を DCFH-DA を用いて測定した。測定には FACS を使用した。 
 
③ 抗酸化剤添加によってⅢ価の無機ヒ素曝露による細胞老化誘導が減弱されるかの検討 

LX-2 細胞において、作用機序の異なる抗酸化剤である N-Acetyl-L-cysteine（NAC）、Trolox、
Apocynin をヒ素曝露 30 分前に培地に添加し、亜ヒ酸ナトリウム 5 μM または 7.5 μM を 72 時間
曝露後、細胞を回収し RNA 抽出、cDNA 合成後、細胞老化マーカーP21、LAMINB1、SASP 因子
IL-8、酸化ストレスマーカーHO-1 の遺伝子発現量を Real-time PCR 法を用いて測定を行った。
NAC に関しては、ヒ素曝露 30 分前に培地に添加した後、培地から NAC を除き、その後亜ヒ酸
ナトリウム 7.5 μM を 72 時間曝露し、細胞の形態学的な変化と細胞増殖の変化を顕微鏡で観察
した。 
なお、N-Acetyl-L-cysteine は水に溶かした状態だと強い酸性であったため、PBS に溶かし、pH

を NaOH で 7.4 に調製後、実験に使用した。 
 
④ DNA 二本鎖切断マーカーγ-H2AX の測定 
 亜ヒ酸ナトリウム 2、5、7.5 μM 曝露を 72 時間または 144 時間行った LX-2 細胞から 1%SDS
入りの lysis buffer を用いてタンパク質を抽出し、BCA 法にてタンパク質濃度を測定した。その
後 DNA 二本鎖切断マーカーである γ-H2AX のタンパク質量を Western blotting 法にて検出した。
ローディングコントロールには β-actin を使用した。また 7.5 μM 曝露を 72 時間行い、培地から
ヒ素を除いた後にさらに 72 時間培養した LX-2 細胞についても同様の検討を行った。 
 
 
（３）皮膚の線維芽細胞におけるⅢ価の無機ヒ素曝露による細胞老化および SASP 因子の誘導 
 ヒト由来の皮膚線維芽細胞の細胞株である HFb16d を用いて上記（１）①と同様の検討を行い、
細胞増殖の抑制が観察された濃度周辺で 144 時間亜ヒ酸ナトリウム曝露を行い、（１）②で検討
した細胞老化マーカーおよび SASP 因子の遺伝子発現量を測定した。 
 
 
（４）Ⅴ価およびⅢ価の有機ヒ素化合物の曝露による細胞増殖抑制への影響解析 
 
① Ⅲ価の有機ヒ素化合物の合成 
Ⅲ価の有機ヒ素化合物は不安定なため、Ⅲ価の有機ヒ素化合物として細胞培養に用いるため

にグルタチオン抱合体であるmonomethylarsonic diglutathione (MADG)とdimethylarsinic glutathione 
(DMAG)を調製した。具体的には窒素置換を行った超純水中でⅤ価のメチルアルソン酸とグルタ
チオンをモル比 1:4 で一晩反応させることで MADG を調製した。また、窒素置換を行った超純
水中でⅤ価のジメチルアルシン酸とグルタチオンをモル比 1:3 で一晩反応させることで DMAG
を調製した。調製した MADG および DMAG の濃度測定を ICP-MS、化学形態の分析を HPLC-
ICP-MS を用いて行った。 
 



② Ⅴ価およびⅢ価の有機ヒ素化合物の曝露による細胞増殖の変化 
 LX-2 細胞において MADG またはⅤ価の有機ヒ素化合物であるメチルアルソン酸またはジメチ
ルアルシン酸の曝露を行い細胞増殖の変化を RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay を用いて測
定した。MADG に関しては GRX 細胞においても曝露を行い、同様の測定を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）Ⅲ価の無機ヒ素曝露による肝星細胞における細胞老化の誘導と SASP 因子産生の検討 
 
① Ⅲ価の無機ヒ素曝露によって細胞増殖抑制がおこる濃度の検討 
亜ヒ酸ナトリウム曝露によって対照群と比較して、LX-2 細胞では 1 μM の曝露から、GRX 細

胞では 10 μM の曝露から有意に細胞増殖が抑制された。この濃度を参考に以降の解析を行った。 
 
② Ⅲ価の無機ヒ素曝露による細胞老化マーカーおよび SASP 因子の遺伝子発現の測定 
 LX-2 細胞において、亜ヒ酸ナトリウム 5 μM および 7.5 μM の 72 時間曝露によって細胞老化
に特徴的な形態学的変化である巨大化や扁平化が観察された。また、細胞老化マーカーP21 の遺
伝子発現の増加、LAMINB1 の遺伝子発現の減少が観察された。さらにその際、SASP 因子として
検討した CXCL1、IL-1β、IL-8、MMP1、MMP3 の遺伝子発現量も有意に増加していることが明ら
かになった。特に MMP1、MMP3 の遺伝子発現の増加は顕著であった。一方、GRX 細胞におけ
る亜ヒ酸ナトリウム曝露では 1 μM から 40 μM 曝露まで検討を行ったが、細胞老化マーカーp16、
p21 の発現増加や Laminb1 の有意な発現低下は観察されず、Cxcl1 の発現増加も観察されなかっ
た。このことから LX-2 細胞ではⅢ価の無機ヒ素曝露によって細胞老化が誘導されるが、GRX 細
胞においては誘導されない可能性が示された。ヒトとマウスの細胞ではⅢ価の無機ヒ素曝露に
対する感受性が異なる可能性が考えられた。 
 
③ LX-2 細胞においてⅢ価の無機ヒ素曝露によって不可逆的な細胞増殖抑制がおきているか
の検討 
 亜ヒ酸ナトリウム 5 μM を 72 時間曝露後、培地からヒ素を除いて細胞培養を行った結果、細
胞増殖の停止が観察された。成長因子が存在する条件下においても細胞増殖がおきないことか
ら、不可逆的な細胞増殖がおきたと考えられ、上記細胞老化マーカーの発現変化の結果とあわせ、
LX-2 細胞は無機ヒ素曝露によって細胞老化がおきることが明らかになった。 
 
④ Ⅲ価の無機ヒ素曝露による細胞老化マーカーおよび SASP 因子の遺伝子発現変化は曝露が
なくなってからも持続するかの検討 

LX-2 細胞において、亜ヒ酸ナトリウム 7.5 μM を 144 時間曝露した後に、培地からヒ素を除い
てさらに 120 時間培養した細胞においても細胞老化マーカーP21 の遺伝子発現量は対照群と比
較して有意に高く、LAMINB1 は低かった。また、SASP 因子 CXCL1、IL-1β、IL-8、MMP1、MMP3
の遺伝子発現量は対照群と比較して有意に高い状態を維持していた。このことから、細胞老化は
無機ヒ素曝露がなくなった後にも維持され、影響を及ぼし続ける可能性が示された。 
 
 
（２）Ⅲ価の無機ヒ素曝露による LX-2 細胞における細胞老化誘導機序の検討 
 
① 酸化ストレス関連遺伝子の発現量測定 
酸化ストレスマーカーとして検討した HO-1 の遺伝子発現量はヒ素曝露濃度依存的に顕著に

増加していた。一方で、抗酸化除去酵素として検討した SOD1、CAT の遺伝子発現量は減少して
おらず、抗酸化能の低下はおきていない可能性が示された。 

 
② 細胞内活性酸素種（ROS）の測定 
 DCFH-DA を用いた細胞内 ROS の検出では、ポジティブコントロールとして用いた過酸化水
素曝露では ROS の増加が検出されたが、亜ヒ酸ナトリウム曝露では ROS は検出されなかった。 
 
③ 抗酸化剤添加によってⅢ価の無機ヒ素曝露による細胞老化誘導が減弱されるかの検討 
 Trolox および Apocynin を事前に培地に添加をしても、亜ヒ酸ナトリウム曝露による細胞老化
マーカーの遺伝子発現量の変化および IL-8 の遺伝子発現量の増加は全く減弱されなかった。 
一方で、NAC 10 mM の添加では亜ヒ酸ナトリウム曝露による LAMINB1 の発現抑制、IL-8、

HO-1 の発現増加が減弱された。しかし、P21 の発現増加は抑制されず、NAC 10 mM の単独曝露
においても P21 の発現増加が観察され細胞増殖の抑制も観察された。また、亜ヒ酸ナトリウム
曝露 30 分前に NAC 10 mM を添加し、培地から NAC を除去後、亜ヒ酸ナトリウム曝露を行った
場合には、細胞老化に特徴的な形態学的な変化や細胞増殖の抑制は全く減弱されなかった。この
結果と上記②において亜ヒ酸ナトリウム曝露によって細胞内 ROS が検出されなかった結果をあ
わせて考えると、大過剰の NAC の添加は細胞内の ROS を除去するのではなく、細胞外で亜ヒ



酸ナトリウムと直接結合することで毒性を減弱させた可能性が高いと考えられた。 
 
以上の結果からⅢ価の無機ヒ素曝露による細胞老化の誘導に活性酸素種は寄与せず、亜ヒ酸ナ

トリウム曝露によって増加した HO-1 は酸化ストレス以外の機序で誘導される可能性が示唆さ
れた。 
 
④ DNA 二本鎖切断マーカーγ-H2AX の測定 
亜ヒ酸ナトリウムを 72 時間曝露することによって、対照群と比較して 5 μM から γ-H2AX の

タンパク質の増加傾向が観察され、7.5 μM 曝露で顕著な増加が認められた。また、144 時間曝露
では 5 μM、7.5 μM ともに顕著な γ-H2AX のタンパク質量の増加が見られた。一方 2 μM の曝露
では γ-H2AX のタンパク質量の増加は観察されなかった。この γ-H2AX の増加と細胞老化マーカ
ーの遺伝子発現変化および SASP 因子の遺伝子発現増加の結果が対応していたことから、DNA
損傷の誘導が細胞老化の誘導に関わっている可能性が考えられた。γ-H2AX のタンパク質量の増
加は亜ヒ酸ナトリウム 7.5 μM を 72 時間曝露後、培地からヒ素を除いてさらに 72 時間培養した
場合にも継続して観察された。このことから DNA 損傷の蓄積が細胞老化および SASP 産生の継
続に関わる可能性が考えられた。 
 
 
（３）皮膚の線維芽細胞におけるⅢ価の無機ヒ素曝露による細胞老化および SASP 因子の誘導 
 HFb16d 細胞に亜ヒ酸ナトリウムを曝露すると、5 μM から細胞増殖の抑制が観察された。また
亜ヒ酸ナトリウム 10 μM を 144 時間曝露することによって細胞老化マーカーP21 の遺伝子発現
量の増加、LAMINB1 の遺伝子発現量の抑制が観察され、SASP 因子 CXCL1、IL-1β、IL-8、MMP1、
MMP3 の遺伝子発現量の増加が観察された。LX-2 細胞で見られた結果と同様に特に MMP1、
MMP3 の遺伝子発現量の増加は顕著であった。このことから、Ⅲ価の無機ヒ素曝露による線維芽
細胞の細胞老化の誘導および SASP 産生の亢進は肝臓に限った現象ではなく、皮膚においてもお
こることが示唆された。 
 
 
（４）Ⅴ価およびⅢ価の有機ヒ素化合物の曝露による細胞増殖抑制への影響解析 
 
① Ⅲ価の有機ヒ素化合物の合成 

MADG、DMAG を合成後、加水分解をし HPLC-ICP-MS を用いて化学形態分析を行った結果、
MADG 中のヒ素は 90%以上の割合で MMA（Ⅲ）であり、DMAG 中のヒ素は 85%程度の割合で
DMA（Ⅲ）であった。以降の実験にはⅢ価の有機ヒ素化合物を高純度に含む MADG を用いて検
討を行うことにした。 
 
② Ⅴ価およびⅢ価の有機ヒ素化合物の曝露による細胞増殖の変化 
 LX-2 細胞においてⅤ価の有機ヒ素化合物であるメチルアルソン酸またはジメチルアルシン酸
の曝露を行った結果、メチルアルソン酸は 10 mM 以上、ジメチルアルシン酸は検討した最大濃
度の 100 mM において細胞増殖の抑制が観察された。この濃度はⅢ価の無機ヒ素曝露の増殖抑制
が見られた濃度よりも 1000 倍以上高い濃度であった。 
一方 LX-2 細胞に MADG の曝露を行った結果、MMA（Ⅲ）濃度 100 nM から細胞増殖の抑制

が観察された。GRX 細胞へ MADG を曝露した場合は MMA（Ⅲ）濃度 1 μM の曝露から細胞増
殖の抑制が観察された。このことから、Ⅴ価の有機ヒ素化合物はⅢ価の無機ヒ素化合物と比較し
て細胞増殖抑制の誘導能が低く、Ⅲ価の有機ヒ素化合物はⅢ価の無機ヒ素化合物と比較して 10
倍程度細胞増殖抑制の誘導能が高いことが観察された。 
 
 
（５）まとめ 
 本研究では、慢性ヒ素中毒による発癌メカニズムとして線維芽細胞の細胞老化を介した SASP
因子の産生が関与するか検討を行った。その結果、Ⅲ価の無機ヒ素である亜ヒ酸ナトリウムをヒ
ト由来の肝星細胞の細胞株に曝露することによって細胞老化が誘導され SASP 因子が亢進され
ることを明らかにした。またその誘導は DNA 損傷が関与している可能性を見出した。この影響
は曝露がなくなっても継続していたことから、長期の潜伏期間を経ておこるヒ素曝露による発
癌メカニズムとして細胞老化の誘導および SASP 因子の亢進が関与する可能性を明らかにした。
また、肝臓由来の線維芽細胞のみならず、皮膚由来の線維芽細胞においても同様の変化が認めら
れたことから、線維芽細胞の細胞老化誘導と SASP 因子の亢進は様々な臓器で誘導されるヒ素の
発癌に重要なメカニズムである可能性が考えられた。Ⅲ価の無機ヒ素曝露がどのようにして
DNA 損傷を誘導するのか、Ⅲ価の有機ヒ素化合物の曝露が細胞老化を誘導するか、ヒト由来と
マウス由来の細胞における感受性の違いに関しては今後さらなる検討が必要であると考えられ
る。 
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