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研究成果の概要（和文）：有機ヒ素化合物ジフェニルアルシン酸（DPAA）による神経症状発症機序の解明とその
治療法の提案を目指した。DPAAはラット小脳由来アストロサイトにおいてMAPキナーゼの活性化をはじめとする
異常活性化を引き起こす。本研究により、DPAAによる異常活性化にカルパインやNF-κBなどの活性化が関与して
いること、ヒト小脳由来アストロサイトにおいても同様の異常活性化が生じること、DPAAによる異常活性化を抑
制するにはいわゆる抗酸化物質よりもチオール基を含有する化合物（N-アセチルシステイン等）が有効である
が、異常活性化抑制効果があるからといって回復促進効果があるとは限らない、などの知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Diphenylarsinic acid (DPAA) was one of non-natural arsenic compounds found 
in the well water in Kamisu, Ibaraki, Japan in 2003, which induced neurological symptoms in people 
having used this well water. Here, we tried to elucidate the underling mechanism of neurological 
symptoms by DPAA, and to propose a mechanism-based treatment for DPAA intoxication. DPAA caused 
aberrant astrocyte activation including MAP kinase activation in rat cultured cerebellar astrocytes.
 Here, we revealed that 1) important cellular signaling pathways such as calpain and NF-κB involved
 in aberrant astrocyte activation; 2) DPAA induced the same aberrant activation in normal human 
cerebellar astrocytes as in rat astrocytes; 3) thiol-containing compounds (N-acetylcysteine, etc.) 
might be more promising chemicals than so-called antioxidants for suppressing DPAA-induced abnormal 
activation; 4) agents suppressing DPAA-induced aberrant astrocyte activation could not necessarily 
show a recovery-promoting effect.

研究分野： 神経毒性学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒ素化合物汚染は今後も重要な課題であり、今回のDPAAについても神栖の事例が示すように正確な由来等は未だ
わかっておらず日本国内で再び発生する可能性は十分にあり、さらに中国を含むアジア諸国や欧米でも事故が発
生する可能性がある。このような事故がまた発生する前に、事故発生時に迅速に対応するための情報を提供でき
るよう努める。また無機ヒ素との神経影響の表現型の相違の理由を考察しながら、世界を汚染するヒ素化合物の
複雑極まる生体影響の理解と対策に貢献したい。

※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 
ヒ素化合物による環境汚染（主に地下水汚染）は東アジアや南アジアをはじめ世界中で発生し

ており、そこで暮らす人々に重大な健康被害（皮膚疾患、がん、代謝疾患、および神経疾患等）
をもたらしている。一般にヒ素化合物の毒性の強さは、無機ヒ素（3 価）＞無機ヒ素（5 価）＞
有機ヒ素（3 価・5 価）といわれるが、これは細胞毒性試験や急性毒性試験（LD50）といった単
純に死を指標とする試験に基づいた知見である。本研究で扱うジフェニルアルシン酸（DPAA）
は自然界には存在しない人工的な 5 価の有機ヒ素化合物であり、2003 年茨城県神栖町（当時）
の井戸水ヒ素汚染事故の主因物質である。DPAA は戦時に毒ガス兵器として開発されたジフェニ
ルクロロアルシンやジフェニルシアノアルシンの原料として用いられた化合物であり（注：
DPAA は毒ガスではない）、DPAA が含まれるコンクリートブロックが混入した土壌が神栖町の
施設の埋戻しに用いられた結果、DPAA が井戸水に混入し、その水を生活用水としていた住民に
めまい、ふらつき、歩行困難といった小脳症状（運動における協調性・予測性の障害）、脳血流
量の異常、そして胎児期にばく露したと考えられる小児の精神遅滞や多動を伴う発達障害とい
った無機ヒ素中毒とは異なった影響がみられた。当時の井戸水はヒ素にして 4.5 mg/L に達して
いた（水質環境基準は 0.01 mg/L）。既にコンクリート塊は除去され、井戸水の汚染も薄れている
が、当時発症した住民には未だに頭痛などの関連症状がみられているのが現実である。世界を騒
がせている無機ヒ素中毒に関しては生体影響について多くの研究がなされており、医薬品とし
てジメルカプロール（BAL）、ジメルカプトコハク酸（Succimer）をはじめとする重金属中毒の解
毒剤が治療薬として適用されることが多い。ところが、有機ヒ素化合物中毒、特にこの DPAA 中
毒については全く知見が無かったため、汚染源からの避難（井戸水の使用中止）以外の手は打て
なかった。 
研究開始当初の状況としては、DPAA の影響についてまずはラット小脳細胞培養系（神経細胞、
アストロサイト、ミクログリア共存）における網羅的遺伝子発現解析といった in vitro の結果と
in vivo での検証結果をあわせ、DPAA による小脳のアストロサイトにおける酸化ストレス応答因
子の発現と神経・血管作動性サイトカインの放出を明らかにした。注目すべきは「DPAA は神経
細胞ではなくアストロサイトに選択的に影響を与える」ことである。アストロサイトは神経細胞
を機能的・栄養的に支えるとともに血液脳関門の脳側のゲートとなるグリア細胞である。従って、
DPAA によるアストロサイトの異常活性化と続くサイトカインの異常放出が小脳症状や脳血流
異常の原因であると考えた。また、ラットに事故時相当濃度の DPAA を長期間飲水ばく露する
と生化学・組織学的にはアストロサイトの活性化と小脳組織グルタチオン濃度の低下がみられ、
行動学的には DPAA ばく露により小脳症状とみられる歩行異常と多動、そして記憶学習障害が
生じることを明らかにした。続いてラット小脳由来培養アストロサイトにおける DPAA による
細胞増殖、MAP キナーゼ（ERK1/2、p38MAPK、SAPK/JNK）の活性化、転写因子の活性化、お
よび脳内サイトカイン群（MCP-1 等）の放出を明らかにした。さらに、細胞内の重要なシグナル
カスケードである三種のMAP キナーゼ活性化がアストロサイト異常活性化に果たす役割を薬理
学的に検証し、三者三様の役割を明らかにした。しかしながら、実際のヒトにおける DPAA 中毒
の治療を見据えるとまさか MAP キナーゼ阻害剤を脳内に投与するわけにもいかず、このモデル
を用いた異常活性化抑制薬の探索を画策していた。当時の段階では、著名な抗酸化物質である N-
アセチル-L-システイン（NAC）が DPAA によるアストロサイトの異常活性化を抑制し得ること
を明らかにしていた。また他の細々した実験結果や過去の知見から妥当な異常活性化メカニズ
ムを模索して以下の作業仮説に至った。脳内のアストロサイトは侵入してきた DPAA を有害な
異物とみなし DPAA に対しグルタチオン（GSH）による抱合（解毒）を試みるが、逆にその GSH
抱合体の中でヒ素が 3 価になり反応性があがり GSH からある種のタンパク質のシステイン残基
に乗り移ることでそのタンパク質の機能障害が生じ、結果として異常活性化してしまう。そして
この研究の成果はますますこの仮説を支持するものとなった（後述）。つまり、このタンパク質
に結合した DPAA を引きはがすことが症状緩和につながるとすると、解毒薬としてはやはり抗
酸化剤よりチオール基が有望ではないだろうか。これが本研究の着想に至った経緯である 
 
 
２．研究の目的 
本研究は「有機ヒ素化合物中毒による小脳症状発症機序解明と解毒剤探索‐治療法の提案を目

指して」と題して、茨城県の井戸水ヒ素汚染事故の主因物質であるジフェニルアルシン酸（DPAA）
により生じる神経影響の機序を解明し、そして DPAA ばく露中止後の早期回復を可能とする薬
物の提案を目指し、DPAA による培養小脳アストロサイトの異常活性化と DPAA 飲水ばく露に
より生じる行動異常をエンドポイントとして、DPAA 中毒に際しての治療薬候補の探索を行うこ
とを目的とした。 

  



 
 
３．研究の方法 
本研究では主に生後 2 日目の Wistar ラット小脳由来の培養アストロサイトを用いた。ラット

小脳由来アストロサイトは血清含有 DMEM/F-12 にて増殖培養を行い、薬物等ばく露は無血清
ITS-X 含有 DMEM/F-12 を用いて行った。ヒト小脳由来アストロサイトは ScienCell Research 
Laboratories 社から購入し、専用培養液で培養して播種してから血清含有 DMEM/F-12、続いて無
血清 ITS-X 含有 DMEM/F-12 に置換して薬物等ばく露を行った。細胞生存率やグルタチオン濃度
の測定は市販のキットを用いて行った。タンパク質発現解析のための Westernblotting 等は定法に
従い行った。 
 
 
４．研究成果 
以下、本研究の成果を簡単に説明する。 

 
1) DPAA によるアストロサイト異常活性化のメカニズム解明 

DPAA による異常活性化に関するグルタチオンの関与を検討したところ、まず DPAA はアス
トロサイトにおいて GSH 合成酵素の発現上昇を引き起こし、細胞外の GSH の濃度上昇、つまり
細胞外への GSH 分泌を促すことが明らかとなった。この事実と、先述の DPAA による異常活性
化を抑制する NAC のラジカルスカベンジャーとしての抗酸化能力に注目し、DPAA による異常
活性化における酸化ストレスの役割の検討を行った。まず、有名なラジカルスカベンジャーであ
る Tiron や Trolox 等の DPAA による異常活性化に対する効果を検討したが意外にも全く影響を
抑制できなかった。そこで、細胞内の ROS 濃度を蛍光指示薬 DCFDA で評価したところ DPAA
ばく露により細胞内 ROS は減少していた。したがって、DPAA は ROS を発生するどころか低下
させるか、もしくは HO-1 などの DPAA により誘導される抗酸化酵素が働き過ぎて ROS レベル
を低下させているのと考えた。そこで、この HO-1 を阻害すれば DPAA の影響は増悪するであろ
うと考えて安易に HO-1 阻害剤スズプロトポルフィリン（TPP）の効果を評価したが、逆に TPP
は DPAA の影響を抑制した。従って、DPAA・酸化ストレス・MAP キナーゼ活性化は毒性学的
に容易に想像できる物語であったが捨てることとなり、先述のチオール仮説に基づいた解毒薬
探索に舵をきった。ところが、GSH（還元型）の DPAA に対する効果を検討したところ同濃度の
NAC に比べるとわずかであった。少なくとも細胞外の GSH は DPAA による異常活性化とそれ
ほど深い関係はなさそうに見えた。 
また、DPAA による異常活性化に関与する細胞内シグナル伝達を模索し（経路がわかれば治療

薬候補が増える）、DPAA による異常活性化にはカルパインの活性化が関与していることが明ら
かとなり、カルパイン阻害剤をひとつの解毒薬として提案することに成功した。また、細胞にス
トレスがかかると活性化することが知られている NF-κB についても評価したところ予想通り
DPAA により NF-κB の核内移行（活性化）が確認され、その阻害は DPAA による異常活性化を
部分的ではあるが抑制した。DPAA による過剰なリン酸化が異常活性化の本質であれば脱リン酸
化酵素を活性化すれば影響は抑えられると考え、DPAA による異常活性化に対する C2 セラミド
（C2C）の効果を検討したところ、予想通り異常活性化に対して抑制的効果を示した。これらは
今後詳細をつめて報告する予定である。 
 
2) DPAA に対する感受性におけるヒト・ラット間の種差 
これまで DPAA の生物学的影響に関しては実験動物としてラットを選び行ってきた（マウス

でも良かったが神経系の細胞の培養はラットの方が容易である）。一方で、ラット小脳由来アス
トロサイトにおける DPAA の影響を詳述することに成功するたびに、ヒトでのリスクはいかほ
どなのかという疑問が生じる。そこで、ScienCell Research Laboratories 社で販売されているヒト
小脳由来アストロサイトを購入、培養し DPAA の影響を精査した。その結果、ヒト小脳由来アス
トロサイトはラット由来のそれと比較して抵抗性が高い（影響を受けにくい）が、異常活性化の
表現型はほぼ同じ（分泌亢進するサイトカインも同じ）ことが明らかとなり、ヒト由来の正常細
胞における DPAA の影響を明らかにするとともに、ラットの実験モデルとしての有用性も提示
することに成功した。以上の成果は神経毒性学の専門誌である NeuroToxicology に掲載された
(Sasaki et al., 2022)。 
 
3) DPAA によるアストロサイト異常活性化をエンドポイントとした解毒薬のスクリーニング 
 上述のとおり、ラジカルスカベンジャーよりはチオール基含有化合物に期待を寄せることと
なり、NAC、GSH に加えて、重金属中毒解毒薬（キレート剤）である、ジメルカプロール（BAL）、
ジメルカプトコハク酸（DMSA）、ジメルカプトプロパンスルホン酸（DMPS）、D-ペニシラミン
（DPEN）などの効果を評価した。DPAA と同時投与した場合に顕著な抑制効果がみられたのは
DMSA と DPEN であり、BAL は異常活性化を増悪し、DMSA は全く効果がなかった。種類が少
ないもののこの構造活性相関解析から DPAA による異常活性化を抑制する化合物の必要条件は-
SH と-COOH であることが示唆される。むろん、GSH に大した抑制効果がみられなかったので
十分条件ではない。これからもさらに有用な異常活性化抑制薬候補を探索したい。ところで、



DPAA と同時投与という条件は実験モデルとしては明快だがそれは異常活性化抑制効果である。
実際の事故はたいていばく露したがゆえに症状があらわれることで事態が明らかとなる。実際
に症状があるヒトはその時点で DPAA から避難しているはずであり、そのヒトに適用し治療す
ることを考えるならば、実験モデルでも DPAA による異常活性化を確認した後に投薬し、その
回復促進効果を検証すべきである。そこで、ラット小脳由来アストロサイトに DPPA（10 µM、
96 時間）をばく露し、培養液を交換することで DPAA フリーにして被験薬を投薬する系を確立
した。DPAA フリーにすると 3 時間ではほとんど変化がないが 6 時間から徐々に回復をはじめ、
24 時間でほとんどもとの状態に回復した。そこで、DPAA ばく露中止後 6 時間と 24 時間におけ
る、異常活性化抑制薬 NAC、DMSA、DPEN、そして C2C の回復促進薬としての可能性を評価
したが、全く回復促進効果はなかった。この結果が示唆するところは、異常活性化抑制薬 X は
DPAA がタンパク質に結合することは抑制できても、結合した DPAA を解離させることはでき
ない、ということである。しかしながら普遍化するほど多種の薬物をやったわけではないので今
後も検討を続けたい。 
 
4) 総括（反省） 
本研究の成果により有機ヒ素化合物の影響メカニズムに関する知見をかなり深めることに成功
したと自負している。しかし、残念ながらアストロサイトにおける DPAA による異常活性化を
抑制できる薬物でも既に生じた異常活性化を有効に鎮火できるわけではない、という事実が明
らかとなった。鋭意努力はしたものの評価した異常活性化抑制薬の中から回復促進薬の候補を
みつけることができなった。しかしながら、評価系はきれいに完成したので今後もひきつづき in 
vitro で異常活性化抑制薬と回復促進薬の探索を行い、さらに in vivo での回復促進効果の検証に
までたどりつきたい。 
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ストレス応答因子の発現誘導、グルタチオンの分泌亢進
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培養ヒト小脳由来正常アストロサイトにおけるジフェニルアルシン酸ばく露によるMAPキナーゼのリン酸化、転写因子・酸化ストレス応答
因子の発現誘導、およびグルタチオンの放出
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プレキシンA1欠損マウスにおける統合失調症様行動とパルブアルブミン発現介在ニューロンの酸化ストレス亢進

 １．発表者名



2019年

2019年

2019年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第46回日本毒性学会学術年会

第65回日本薬学会東海支部大会

第65回日本薬学会東海支部大会

第65回日本薬学会東海支部大会

根岸隆之、佐々木翔斗、若杉周弥、大石悠稀、柴田朋香、髙木梓弓、北別府愛、近藤優帆、髙野真帆、中嶋真唯、都築孝允、湯川和典

都築孝允、吉原利典、根岸隆之、湯川和典、内藤久士

冨田琢斗、高橋郁子、高月裕美子、Laboni Mst Sharifa Jahan、Bhuiyan Mohammad Eliusur Rahman、豊田彩織、伊藤祐未、大槻佳奈、中
村真佐子、都築孝允、根岸隆之、湯川和典

佐々木翔斗、住吉信尚、石田貴啓、都築孝允、湯川和典、根岸隆之

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名
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ジフェニルアルシン酸によるヒト・ラット小脳由来アストロサイトの異常活性化と感受性における種差
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ジフェニルアルシン酸によるアストロサイト異常活性化のチオール基含有化合物による抑制

ジフェニルアルシン酸ばく露に伴うヒト小脳由来培養アストロサイトの濃度・時間依存的異常活性化
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質による抑制

有機ヒ素化合物ジフェニルアルシン酸中毒による神経症状の発症メカニズムの理解とそれに基づいた 治療法提案の試み
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