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研究成果の概要（和文）： 
 カドミウムやヒ素などの環境汚染金属の生体影響や輸送機構については未だに未解明のこと
が多い。OMICS の手法とは、すべての遺伝子の発現や、すべての代謝産物を一斉に網羅的に
解析する方法である。この手法を導入することにより、カドミウムの輸送に関わる新たな遺伝
子を発見し、カドミウムによる腎臓障害が起こる前に変化する鋭敏な指標を発見した。また、
ヒ素化合物の毒性を軽減する生体内因子が尿中に存在することを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  The mechanisms of toxicity and transport of heavy metals remain unclear. To solve this 
problem, we applied OMICS strategy in which DNA microarray and other high-throughput 
techniques are utilized to analyze the whole profiles of changes in the expression of gene, 
protein, and metabolites. As a result, we identified a novel transport system for cadmium, 
novel indicator for renal cadmium toxicity, and responsive factors against arsenic toxicity. 
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１．研究開始当初の背景 
 現在は地球レベルでのグローバルな環境
汚染が問題となり、カドミウムやヒ素などの
重金属・類金属が長期間にわたって慢性的に
蓄積した際の影響の解明が課題となってい
る。わが国では米食の影響で、欧米諸国の
人々に比べて非常に高い濃度の Cd が人体に

蓄積している。Cd による腎障害発症の臨界
濃度は 200 ppm と言われているが、わが国
の 40 歳以上の人間の腎臓には、その半分近
い 50-100 ppmのCdがすでに蓄積している。
また、日本人の As 摂取量は世界でも群を抜
いて高い。日本人の As 摂取源である海産物
の As は有機ヒ素化合物であるため、安全で
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あると考えられてきたが、近年、有機ヒ素化
合物の毒性も無視できないことが指摘され
ている。 
 急性毒性とは異なり、低濃度長期曝露の影
響を明らかにするためには、通常の毒性評価
で用いられる血液生化学検査や病理学的検
索では検出できないような微細な変化を検
出する必要がある。また、重金属の慢性曝露
と生活習慣病との複合影響のような複雑な
系では、遺伝子発現、酵素活性、さらには代
謝物のレベルの変化など、多様な指標につい
ての全体的な変化を評価する必要がある。現
在、ゲノミクスのみならず、プロテオミクス、
メタボロミクスなど、様々な網羅的な解析方
法（omics の手法）がこのようなアプローチ
に用いられているが、不思議なことに、その
ほとんどは薬毒物を 1回投与してその後の経
時変化を追っているのみの研究であり、慢性
曝露の影響評価に用いられた例はほとんど
ない。金属の慢性毒性の新たな指標を開発す
る上でも、omics の手法を導入が求められて
いる。 
２．研究の目的 
(1) ゲノミクス、エピジェネティクス、プロ
テオミクス、メタボロミクスなどの OMICS
の手法を駆使し、カドミウム（Cd）やヒ素
（As）等の金属・類金属化合物に曝露した動
物や細胞の生体応答を検索、評価し、新規の
バイオマーカー、あるいは生体防御因子の検
索とその機能の解明を行う。 
(2) CdやAsなどに対する耐性細胞を樹立し、
これらの金属に対する新たな耐性因子を
OMICS の手法を活用して検索する。特に金
属輸送が変化している耐性細胞に注目し、発
現が変化している遺伝子を検索することに
より金属輸送に関与する遺伝子を同定する。 
(3) 上記の解析で見出した新規の生体因子や
金属輸送体の機能と役割、発現制御機構など
を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) Cd, As への長期曝露によって発現が変化
する新規遺伝子の検索 
 動物、及び細胞の両方を用いて実験する。
マウスに長期間 Cd を摂取させ、毒性の標的
臓器である腎臓で発現が変化する遺伝子を
DNA microarray で検索する。一方、細胞を
無機ヒ素化合物である亜ヒ酸に低濃度長期
曝露し、発現が変化する遺伝子を検索する。 
(2) Cdの輸送に関与する遺伝子の同定と発現
制御機構の解明 
 すでに樹立しているメタロチオネイン
（MT）欠損マウス由来の Cd 耐性細胞、およ
び、新たに他の細胞から樹立する Cd 耐性細
胞で発現が変化している遺伝子、特に金属輸
送に関与する遺伝子の発現変化を検索する。
変化が認められた遺伝子の発現を遺伝子工

学的に抑制した際の金属輸送の変化を検討
する。 
(3) メタボロミクス解析の金属毒性学への応
用 
 尿中の低分子量物質を網羅的に解析する
ため、NMR 解析をマウスに応用する手法を
確立する。また、As 汚染地域の人の尿を用い
て As 感受性に関与する因子を CE-TOFMS
を用いて検討する。 
 
４．研究成果 
重金属の毒性と輸送機構を明らかにする

ために、DNA microarray, メタボロミクス解
析などの OMICS の手法を活用することで下
記の知見を得た。 

 
(1) Cd 毒性に関与する因子の検討 
 マウスにCd含有飼料を4ヶ月間摂取させ、
腎臓中で発現が変化している遺伝子を DNA 
microarray を用いて検討した結果、腎臓の近
位尿細管においてglutathione S-transferase 
A1（GSTA1）が特異的に発現上昇すること
を見出した。餌中の Cd 濃度や Cd の摂取期
間を様々に変えて GSTA1 の発現上昇を観察
したところ、腎障害が起こる Cd 濃度より低
い濃度で、早い時期から GSTA1 の誘導が起
こることがわかった。また、メタロチオネイ
ン欠損（MTKO）マウスに Cd を投与したと
ころ、野生型マウスに比べて非常に低い濃度
の Cd で同様の GSTA1 発現が観察された。
さらに、酸化ストレスに応答する転写因子で
あるNrf2の活性化がMTKOマウスでは顕著
に上昇していた。さらに、MTKO あるいは野
生型マウス由来の近位尿細管不死化細胞の
培地に直接 Cd を添加した場合にも GSTA1
の発現が MT 欠損によって促進された。以上
のように、長期間 Cd を摂取させたマウスで
DNA microarray を実施することにより、初
めて腎臓近位尿細管において GSTA1 の誘導
が起こることを明らかにすることができた。 
 
(2) Cd輸送に関与する輸送体の同定と発現制
御機構 
 MT 欠損マウス由来細胞から樹立した Cd
耐性細胞で発現が顕著に抑制されている遺
伝子として Zn 輸送体の ZIP8, ZIP14 を同定
した。そこで、親株細胞における ZIP8, ZIP14
の発現を shRNA を導入して抑制した結果、
ZIP8 の発現抑制によって Cd の取込み効率、
蓄積、毒性が抑制された。しかし、ZIP14 の
抑制による変化は観察されなかった。マウス
のみならず、ラットの RBL-2H3 細胞に ZIP8 
siRNA を導入した場合にも、同様に Cd の取
込みが抑制された。特に、RBL-2H3 細胞で
は、Cd のみならず、Mn の取込みも ZIP8 
siRNA の導入で抑制された。しかも、Cd と
Mn の取込みには重炭酸依存的な系と非依存



 

 

的な系の 2 種類あることを見出し、そのうち
の重炭酸依存的な系のみが ZIP8 siRNA の導
入で抑制された。 

さらに Cd 耐性細胞で ZIP8 の発現が抑制
されている原因を検討した結果、Cd 耐性細
胞では ZIP8 の DNA のメチル化が亢進して
いること、5-azacytidine によってメチル化を
抑制すると ZIP8 の発現が復活し、Cd 取込み
が増加することを見出した。この知見は、環
境汚染物質によって遺伝子発現が変化する
際に、エピジェネティックな制御を受けてい
る例として報告することができた。 

 
(3) 低濃度の亜ヒ酸への長期曝露で変化する
遺伝子の検索 
 RBL-2H3 細胞を 1 M 以下の低濃度の亜
ヒ酸に 4 週間曝露し、DNA microarray によ
り発現が変化している遺伝子を検索したと
ころ、S100A8/A9 の発現が顕著に上昇してい
ることを見出した。Real time RT-PCR で経
時変化を調べた結果、2 週間をピークに顕著
な上昇が認められた。S100A8/A9 タンパク質
は好中球などの免疫担当細胞で産生される
メディエーターとして注目されている。
TLR4やRAGEなどの受容体を活性化するこ
と、活性酸素産生酵素である NADPH 
oxidase の活性を上昇させることなどがわか
っている。これらの作用は、ヒ素毒性と密接
に関わっている可能性があり、現在、ヒ素化
合物による S100A8/A9 の発現上昇機構とヒ
素毒性に及ぼす役割を検討中である。 
 
(4) 尿のメタボロミクス解析 
 マウスの少量の尿を用いて NMR 解析する
手法を検討し、ラットに比べてマウス尿は
pH の変化が大きいこと、その影響がクエン
酸のピークに最も強く表れることを見出し
た。また、地下水のヒ素による健康被害が起
こっているバングラデッシュの住民、及び健
康な日本人の尿を試料とし、慶応大学先端生
命科学研究所との共同研究で CE-TOFMS 解
析を行うことにより、メチル 3 価ヒ素の毒性
軽減に関与する可能性のある尿中低分子量
物質を見出すことができた。 
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