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研究成果の概要（和文）：Microcystin-LR曝露後の剥離・浮遊細胞を回収し，E-カドヘリンの発現変動を解析し
た結果，遺伝子，タンパク質ともに発現量が顕著に減少した。剥離・浮遊後に再接着した細胞はMicrocystin-LR
以外に，NodularinおよびOkadaic acidに対しても耐性を示し，3ヶ月間継代培養すると細胞内のMicrocystin-LR
は検出されず，Microcystin-LRに対する感受性が親細胞のHEK293-OATP1B3と同等に戻った。
また，生薬イワジシャの成分ActeosideはOATP1B3を介したMicrocystin-LRの細胞内への取り込みを阻害し，細胞
毒性を減弱した。

研究成果の概要（英文）：After exposure to microcystin-LR, detached and floating cells were collected
 and analyzed for changes in E-cadherin expression, which showed a marked decrease in expression of 
both genes and proteins. The cells that reattached after detachment and suspension were resistant to
 nodularin and okadaic acid as well as microcystin-LR, and after 3 months of passaging, 
microcystin-LR was not detected in the cells, indicating that the sensitivity to microcystin-LR is 
similar to that of parental cells. 
In addition, Acteoside, a component of the crude drug Iwajisha, inhibited the cellular uptake of 
Microcystin-LR via OATP1B3 and attenuated its cytotoxicity.

研究分野：水圏生物毒性学

キーワード： Microcystin-LR　Acteoside　上皮・間葉転換　OATP1B3　生薬イワジシャ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近い将来に水道法の改正等によりMicrocystin-LRが「要検討項目」から少なくとも「水質管理目標設定項目」に
引き上げられることが望まれ、結果的に我が国の健康水準がより上昇することが期待される。さらに
Microcystin-LR、Nodularin、およびOkadaic acid中毒、ならびに疫学的因果関係が不明の肝臓障害の発生予防
や対症療法の確立に貢献し、水圏生命科学領域における「食と健康」・「水と健康」研究を通じて世界中の人類
の公衆衛生の向上に寄与することが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
昨今の超高齢社会において、食品成分や環境因子の健康の保持・増進への貢献が注目されてい
る。しかし、これらのリスク＆ベネフィットの関係性を把握するべきである。富栄養化しやすい
湖沼水を水源とする浄水施設をもつ地域において、特に夏場のシアノバクテリアの大発生であ
るアオコへの対処は、安全な水の供給における重要課題である。古くは琵琶湖や霞ケ浦、そして
諏訪湖など、近年では諫早湾の淡水化においてアオコの発生が問題となっている。また、小型の
池や湖においても野生生物への影響、水辺のレジャーでのアオコとの接触・誤飲、ならびにアオ
コが発生したダム湖の原水問題等が挙げられる。アオコを形成するMicrocystis属などの特定の
シアノバクテリアが産生するMicrocystin-LRは、動物の肝臓に選択的に毒性を発揮し、標的分
子のタンパク質脱リン酸化酵素PP1およびPP2Aに不可逆的に結合し活性阻害することにより、
急性の肝不全を誘発する（第１の機能）。1996年にブラジルにおいてMicrocystin-LRおよびそ
の同族体のMicrocystin類が混入した透析液により 50名の腎臓透析患者が犠牲になった中毒事
故のように、Microcystin-LR により「水の安全性」が脅かされている。我が国においても疫学
的因果関係は証明されていないものの、アオコに起因すると推測される中毒事故が発生した記
録が存在する。我が国の水道法に基づいた浄水過程（沈殿、濾過、塩素消毒）ではMicrocystin-
LRの分解・除去は必ずしも完全でなく、Microcystin-LRの水道水への混入を避けるためにアオ
コが発生した原水は浄水に使用せず、また浄水過程において活性炭やオゾン処理等の高度処理
を組み入れる等、自治体レベルで中毒防止策を講じているのが現状である。Microcystin-LRは、
その測定法の確立が不十分である点およびヒトへの影響が不明瞭である点から、水道法の水質
基準において要検討項目として研究を奨励されている化合物である。近年は，Microcystin-LR
が有す肝細胞増殖活性に起因する肝臓がんの発がんプロモーター活性（第２機能）についても注
目されてきており，水道水中の基準値の見直しも議論され始めている。我々の研究グループは，
最近，Microcystin-LRの第３機能を見出した。この第３機能は，上皮・間葉転換(EMT)様/間葉・
上皮転換(MET)様の形質転換誘導能であるが、一般的に EMT/METは、１）胚発生時の原腸陥
入、２）外傷の修復・治癒、および、３）悪性腫瘍の浸潤・転移に関与していることが知られて
いる。 
我々の研究グループは、Microcystin-LR の毒性発現ならびに解毒機構を解析するツールとし
て Microcystin-LR の毒性発現における責任分子である OATP1B1 および OATP1B3 を強制発
現させ、作製・樹立した培養細胞を有している。これらの培養細胞を用いてMicrocystin-LRが
有す新奇な機能性としてEMT様/MET様誘導能を示唆するアノイキス抵抗性の誘導能を発見し
た。今後，その分子機序の詳細や Microcystin-LR の解毒機構が解明されることが期待される。
また、従来は臓器特異性を示さないと考えられてきた Okadaic acidが、OATP1B3の輸送基質
であることを明らかにし、原因不明の肝障害・肝がんの発生を引き起こす可能性を示した。さら
に、Microcystin-LRと構造の類似点の多い Nodularinにも Microcystin-LRと同様のアノイキ
ス抵抗性細胞への形質転換誘導能を見出した。本研究により共に水圏生物に由来するタンパク
質脱リン酸化酵素 PP1 および PP2A 阻害剤である Microcystin-LR、Okadaic acid、および
Nodularin 摂取に起因する中毒に対する化学予防法ならびに化学療法の礎を築くための研究基
盤が確立できると考える。 
 
 
 
２．研究の目的 

Microcystin-LR の第３機能は， EMT 様/MET 様の形質転換誘導能であるが、一般的に
EMT/METは、１）胚発生時の原腸陥入、２）外傷の修復・治癒、および、３）悪性腫瘍の浸潤・
転移に関与していることが知られている。アオコの発生している環境水または Microcystin-LR
を曝露した環境水中で棲息している魚類受精卵の胚発生への影響も視野に入れながら、本研究
では、Microcystin-LR が肝がんの発がんプロモーターである点を鑑み、悪性腫瘍の浸潤・転移
に関与する可能性をイメージし、ケミカルバイオロジー的観点から計画したものである。 
太古の地球に酸素を作り出し、好気性生物の出現や進化をもたらし、また現存植物の葉緑体の
起源と考えられているシアノバクテリアと我々人間との関わりについて、本研究が改めて情報
整理する機会になることを期待する。 
本研究で得られる成果を基に、近い将来に水道法の改正等によりMicrocystin-LRが「要検討
項目」から少なくとも「水質管理目標設定項目」に引き上げられることが望まれ、結果的に我が
国の健康水準がより上昇することが期待される。さらに Microcystin-LR、Nodularin、および
Okadaic acid 中毒、ならびに疫学的因果関係が不明の肝臓障害の発生予防や対症療法の確立に
貢献し、水圏生命科学領域における「食と健康」・「水と健康」研究を通じて世界中の人類の公衆
衛生の向上に寄与することが期待される。 
 
 



 
３．研究の方法 
（１）Microcystin-LRの肝細胞への選択的な取り込み責任分子の一つ OATP1B3を強制発現
させた HEK293-OATP1B3 細胞に MTT アッセイにおける半数致死濃度の２倍濃度の
Microcystin-LR を 48 時間曝露後に培養フラスコの底面から剥離・浮遊した細胞（HEK293-
OATP1B3-preFL 細胞）を回収し，細胞間接着に重要な E カドヘリンの遺伝子およびタンパク
質の発現変動について Real-time PCRおよびイムノブロッティングで解析した。 
 
（２）Microcystin-LR の細胞毒性を抑制することを当研究室で見出した Acteoside の作用機
序を解析した。 
 
（３）形質転換細胞はMicrocystin-LRに対して耐性を示すことが判明しているので、その他
の化合物に対する耐性スペクトルをMTTアッセイで解析した。 
 
（４）これまでに、第２世代の細胞まで作製可能であることを確認している。そこで、第２世
代細胞の性状解析、ならびに第２世代細胞から第３世代細胞を作製可能か否かについて検討す
る。 
 
 
 
４．研究成果 
（１）の解析の結果，Microcystin-LR未処理の HEK293-OATP1B3細胞に比べてMicrocystin-
LR曝露後の HEK293-OATP1B3-preFL細胞において Eカドヘリンの発現量が遺伝子，タンパ
ク質ともに顕著に低下していた。この結果は，Microcystin-LR 曝露後に剥離・浮遊した細胞が
再接着して増殖した HEK293-OATP1B3-FL細胞で得られた結果と同じ結果が得られた。 
 
（２）の解析の結果，Acteosideは OATP1B3を介したMicrocystin-LRの細胞内への取り込み
を非拮抗的に阻害することが明らかになった（図１）。さらに Acteoside は Microcystin-LR の
未同定の 22ｋDaの細胞内タンパク質との相互作用を阻害することによりMicrocystin-LRの細
胞毒性を減弱することが明らかになった。また，Acteoside は，Microcystin-LR の他にも
Nodularin および Okadaic acid の細胞毒性を減弱することが明らかになった(図２)。また，
Acteosideは単独曝露においても ERKのリン酸化を誘導し，生存シグナルを活性化することが
明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．ActeosideによるMicrocystin-LRの細胞内取り込みの非拮抗阻害 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
図２. ActeosideによるMicrocystin-LR(a)，Nodularin(b)，および Okadaic acid(c)の細胞毒性
の抑制 
 
 
（３）の解析の結果，OATP1B3 の輸送基質の毒性化合物に対する感受性を解析した結果，
HEK293-OATP1B3-ADおよび HEK293-OATP1B3-FL細胞は，共にMicrocystin-LRばかりで
なく Nodularinおよび Okadaic acidに対して耐性を獲得していたが，Cisplatinに対して耐性
は示さなかった。 
 
（４）の解析の結果，HEK293-OATP1B3-FL細胞は，作製から継代培養を続け，３ヶ月経過す
ると細胞内の Microcystin-LR は検出限界以下まで減少し，Microcystin-LR に対する感受性が
親細胞の HEK293-OATP1B3 細胞と同程度にまで戻った。作製から 1 ヶ月後の HEK293-
OATP1B3-FL細胞にMicrocystin-LRを曝露し，第２世代の HEK293-OATP1B3-FL2細胞が作
製可能であることが明らかになった。 
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