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研究成果の概要（和文）：本研究では神栖市地下水ヒ素汚染物質ジフェニルアルシン酸(DPAA)

による小脳症状が、興奮性神経伝達物質の合成酵素グルタミナーゼの低下に基づくものか否か

を解明することを目的とした。協調的運動能力の低下を小脳症状の指標としてマウスに運動試

験を課したところ、DPAA 投与期間依存的に運動成績の低下がみられた。しかし小脳グルタミナ

ーゼ活性は殆ど変化せず、従って、DPAA による小脳症状の誘発にグルタミナーゼは関与しない

可能性が示された。  

 

 

研究成果の概要（英文）：To investigate the relationship between the diphenylarsinic 
acid(DPAA)-induced cerebellar dysfunction and glutaminase downregulation, the 
cerebellar phosphate-activated glutaminase(PAG) activities and GLS1 expression levels 
were examined. DPAA induced the impairment in motor coordination toward the almost all 
mice which were orally administrated DPAA for 36 days. However, no significant changes 
were observed in cerebellar PAG activities and GLS1 levels. These results suggested that 
glutaminase was not involved in the DPAA-induced cerebellar dysfunction. 
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１．研究開始当初の背景 
 2003 年、茨城県神栖市で起こった地下水ヒ
素汚染事件では、その地下水を利用する住民

の間に手足の痺れやふらつき、歩行障害など
小脳症状を主症状とする中枢神経障害が多
発した。地下水中からは基準値の 450 倍の濃
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度のヒ素が検出され、その主なヒ素化合物と
して自然界には存在しないジフェニルアル
シン酸(DPAA)が同定された。ヒ素による環境
汚染問題はこれまで中国やバングラディシ
ュなどで、地下水に含まれる無機ヒ素による
慢性的な中毒事例が報告されているが、DPAA
のようなフェニルヒ素化合物による中毒の
報告は無く、具体的な治療法も確立されてい
ない。これまで我々は、DPAA による中毒症状
の原因および治療法の一助となる知見を得
るため、DPAA で処理した培養ヒト細胞内で変
動するタンパクの検索を行い、DPAA によって
減少する因子としてグルタミナーゼを同定
した。グルタミナーゼはグルタミンからグル
タミン酸の合成に関わる酵素であり、特に中
枢神経系では、興奮性神経伝達物質であるグ
ルタミン酸の生合成に関わる重要な酵素で
ある。このことは、実際に患者の脳内におい
ても DPAA がグルタミナーゼ発現に影響を与
え、小脳の機能に影響を与える可能性を示唆
するものである。また、神栖市の汚染地域か
らは DPAA の他にビスジフェニルアルシンオ
キシド(BDPAO)やフェニルアルソン酸(PAA)、
フェニルメチルアルシン酸(PMAA)といった
フェニルヒ素化合物が検出されており、これ
らの化合物とグルタミナーゼの関係につい
ても考慮する必要があると考えられる。    

    
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２．研究の目的 
 本研究では DPAA によるグルタミナーゼの
発現低下が個体レベルの脳内において起こ
りうるか解明するとともに、神栖市のヒ素汚
染地域から検出された DPAA 以外のフェニル
ヒ素化合物にグルタミナーゼ発現低下作用
が認められるかどうか、また、DPAA によるグ
ルタミナーゼの発現低下がどのような機構
を介して行われているのか明らかにするこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1),DPAA 投 与 マ ウ ス 小 脳 内 の
phosphate-activated glutaminase (PAG)お

よびグルタミナーゼ(GLS1)タンパク発現レ
ベルの検討： 
 神栖市住民に歩行困難、平衡感覚の異常な
ど小脳の異常に起因すると思われる症状が
多く認められたことから、DPAA 投与したマウ
スにロータロッド試験およびブリッジテス
トによる協調的運動能力試験を行い、小脳の
異常の有無を調べた。ロータロッド試験は
32rpm で回転する直径 30 mm の回転棒にマウ
スを乗せ、回転棒に滞在できる平均滞在時間
（最長 180 秒）を指標とした。またブリッジ
テストは床面からの高さが 40cm になるよう
設置した直径 15 mm の木製の棒上にマウスを
300 秒間滞在させ、その間の落下回数を指標
とした。運動試験成績が顕著に低下した時点
で小脳を単離し、小脳内 PAG 活性および GLS1
タンパクレベルを測定した。なお、マウスは
ICR 雄性マウス（投与開始時 6 週齢）を使用
し、体重当たり 5 mg の DPAA を 1 日 1 回、経
口ゾンデにより連続投与した。 
 
(2),フェニルヒ素化合物による細胞内PAG活
性および glutaminase C (GAC)タンパクレベ
ルの検討： 
 ヒト培養細胞に種々のフェニルヒ素化合
物を添加し、一定時間培養後の細胞内 PAG 活
性および GAC タンパクレベルを調べた。 
 
(3),DPAAによる細胞内GACタンパク発現低下
機構の検討： 
 GAC タンパク発現低下メカニズムについて、
GAC の転写、翻訳及び翻訳後の 3 点を検討し
た。 
①転写について：DPAA 処理後の細胞から
total RNA を抽出し、逆転写反応後、real time 
PCR 法により処理前後の GAC mRNA 量を定量・
比較した。 
②翻訳について：細胞を DPAA で一定時間処
理後、RI 標識したメチオニン(35[S]Met)を加
え、新たに翻訳される GAC タンパクに取り込
ませた。細胞から細胞抽出液を調製し、GAC
に対する抗体で免疫沈降し、GAC タンパクを
回収した。その後 SDS-ポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動によって GAC タンパクを分離し、
オートラジオグラフィーでRI標識されたGAC
タンパク(35S-GAC)量を比較・定量した。 
③翻訳後について：一定時間 35[S]Met を取り
込ませた細胞を DPAA で処理し、②の手順に
従って GAC タンパクを回収し、35S-GAC 量を
比較・定量した。 
 
４．研究成果 
(1), DPAA 投与マウスの小脳 PAG 活性および
GLS1 タンパク発現変化 
 マウスにロータロッド試験およびブリッ
ジテストを行い、協調的運動能力を測定した
ところ、DPAA 投与群では投与 15 日目辺りか

神栖市で検出されたフェニルヒ素化合物 
DPAA, PAA および BDPAO は地下水中から、PMAA は汚染
地域のお米中から検出された。 
 



 

 

ら、ロータロッドの平均滞在時間の減少が認
められるようになり、36 日目では投与群の殆
どのマウスで、著しい滞在時間の減少がみら
れた（図 1）。また、ブリッジテストによる
落下回数はDPAA投与 20日目以降から顕著に
増加した（図 2）。試験時の様子を観察した
ところ、DPAA 投与群ではロータロッドのスピ
ードについてゆけず落下する個体や、ブリッ
ジテストにおいては、ブリッジ上で体を支え
るのがやっとの状態の個体やブリッジ上で
方向転換を試みた時に落下する個体が多数
出現した。しかし、平地における活動量を Y
字迷路における異なるアームへの進入回数
を指標に調べたところ、両群で活動量に差は
認められなかった（data not shown）。この
ことから、DPAA による影響はバランスを必要
とする運動課題において顕著に認められ、従
って、DPAA によって小脳の障害に起因すると
思われる協調的運動障害が生じることが確
認された。 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

そこで、運動障害が顕著にみられた DPAA 36
日間投与マウスから小脳を単離し、小脳中の
PAG 活性および GLS1 タンパクレベルを測定
した。その結果、両群間で PAG 活性および
GLS1 レベルに有意な差は認められなかった
（図 3、4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
しかし、個体ごとの PAG 活性値の分布を比較
したところ、コントロール群に比べ、DPAA
投与群で活性の低い個体が認められた。そこ
で、DPAA 投与 36 日後のロータロッド試験成
績とPAG活性の相関性について調べたところ、
両者に関連性は認められず、DPAA による協調
的運動能力の低下に小脳のPAG活性値は殆ど
影響しない可能性が示された（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 DPAA 投与によるロータロッド試験成績の変化 

32 rpmで回転するロッド上に滞在できる平均時間を測定し
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図 3 DPAA 投与マウス小脳 PAG 活性 
36 日間 DPAA を投与したマウスから小脳を単離し、小脳ミトコ
ンドリア中の PAG 活性を測定した。 
左：平均±SE、右：各群の PAG 活性値の分布 

図 4 DPAA 投与マウス小脳 GLS1 発現レベル 
36 日間 DPAA を投与したマウスから小脳を単離し、小脳ミ
トコンドリア中の GLS1 タンパク発現量を測定した。 
左：平均±SE、右：各群の GLS1 発現量の分布 

図 5 DPAA 投与マウス小脳 PAG 活性とロータロッド
平均滞在時間の関係 
 

平
均

滞
在

時
間

(
s
ec

)
 

図 2 DPAA 投与によるブリッジからの落下回数の変化 

300 秒間における落下回数を測定した 



 

 

 (2), フェニルヒ素化合物による細胞内 GAC
タンパク発現レベルおよび PAG 活性の変化 
 種々のフェニルヒ素化合物によるGACタン
パク発現レベルおよびPAG活性を測定したと
ころ、DPAA の他にも神栖市の汚染地域で検出
された PAA と PMAA に GAC タンパク発現低下
作用とそれに伴うPAG活性の減少が認められ
た（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
しかし、DPAA, PAA および PMAA の水酸基を全
てメチル基に置き換えた化合物であるジフ
ェニルメチルアルシンオキシド(DPMAO)やフ
ェニルメチルアルシンオキシド(PDMAO)で処
理した場合、GAC タンパク低下作用が認めら
れなくなった（図 7）。さらに 5 価の無機ヒ素
や、DPAA のフェニル基をメチル基に置き換え
たジメチルアルシン酸においてもGACタンパ
クの発現低下が認められなかったことから
(data not shown)、GAC タンパク発現低下作
用はフェニル基と水酸基を1つ以上持つ5価
のヒ素化合物に特異的である可能性が示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (3), DPAA による GAC タンパク低下機構 
 DPAA による GAC タンパク低下機構につい
て、転写・翻訳・翻訳後の 3 点について検討
した。まず、種々の濃度の DPAA で処理した
細胞から total RNA を抽出し、定量 PCR 法で
GAC mRNA 量を測定したところ、処理濃度およ
び処理時間による影響は殆ど認めらなかっ
た（図 8）。次に DPAA で一定時間処理した細
胞に RI 標識されたメチオニン(35[S]-Met)を
加え、一定時間内に翻訳される GAC への取り
込み量を調べたところ、DPAA による影響は認
められなかった（図 9）。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 フェニルヒ素化合物による細胞内 GAC タンパ
クレベル（A）および PAG 活性変化(B)-1 
フェニルヒ素化合物処理時の細胞生存率を B の折れ線グラ
フで示した。 

図 7 フェニルヒ素化合物による細胞内 GAC タンパク
レベル（A）および PAG 活性変化(B)-2 
 

図 8 DPAA が GAC mRNA 発現レベルに及ぼす影響 
種々の濃度の DPAA で一定時間処理した HepG2 中の GAC mRNA
量を定量 PCR で測定した。 
 

図 10 DPAA が GAC タンパクの分解に及ぼす影響 
35[S]メチオニンを含む培地で 2 時間培養し、新規に合成さ
れる GAC タンパクに 35[S]メチオニンを取り込ませた。その
後 500μM の DPAA を含む培地に置き換え、一定時間後の
35[S]メチオニンでラベルされた GAC (35S-GAC)の変動を調べ
た。グラフは 35S-GAC のバンドを定量したものである。 

図 9 DPAA が GAC タンパクの翻訳に及ぼす影響 
種々の濃度の DPAA で 24 時間処理後、35[S]メチオニンを含
む培地で1時間培養し、GACタンパク内に取り込まれた 35[S]

メチオニン量(35S-GAC)を調べた。グラフは 35S-GAC のバンド
を定量したものである。 



 

 

 そこで、GAC に 35[S]-Met を一定時間取り
込ませた細胞に DPAA を処理し、標識された
GAC(35S-GAC)の変化を調べたところ、35S-GAC
量はコントロールに比べ、DPAA 処理細胞では
処理時間依存的に減少した（図 10）。 
 以上の結果から、DPAA は GAC の転写・翻訳
の段階には影響せず、GAC タンパクの分解を
促進することにより、GAC タンパクレベルの
低下を引き起こしている可能性が示唆され
た。 
 
 本研究から、DPAA はマウスに協調的運動障
害を誘発したものの、その原因は小脳内のグ
ルタミナーゼ活性およびタンパクレベルの
低下によって引き起こされたものではなく、
従って、DPAA による協調的運動障害の発現に
グルタミナーゼが関与する可能性は低いこ
とが判明した。しかし、DPAA 投与群では小脳
PAG 活性が低い個体も存在しており、また、
予備検討においても同様の傾向がみられた
ことから、DPAA は個体脳内において、グルタ
ミナーゼ活性の低下を引き起こす可能性も
示された。さらに本研究から、DPAA の他にも
神栖市の汚染地域で発見された PAA と PMAA
の 2種類のフェニルヒ素化合物にグルタミナ
ーゼ発現低下作用が認められた。このことは、
これらフェニルヒ素化合物によるグルタミ
ナーゼタンパクの低下が中毒の発症に何ら
かの影響を与える可能性を示唆するもので
ある。また、神経伝達に着目した場合、小脳
全体のグルタミナーゼ活性に変化がみられ
なくても、局所的なグルタミナーゼ活性低下
が影響する可能性も考えられる。特にシナプ
ス前細胞におけるグルタミナーゼの低下は、
神経伝達物質であるグルタミン酸の合成量
を減少させ、神経伝達効率やシナプスの可塑
性等、神経機能にも影響を与えると思われる。
特に小脳はグルタミン酸作動性神経が豊富
に存在しており、グルタミナーゼ発現低下の
影響を受けやすい部位であると考えられる
ことから、今後は小脳の局所的なグルタミナ
ーゼタンパクレベルについて詳細な検討が
必要であると思われる。 
 これまでグルタミナーゼタンパクの発現
制御に関わる報告は殆ど無く、また、フェニ
ルヒ素化合物によってグルタミナーゼタン
パクの分解が促進する現象を明らかにした
研究は本例が最初であると思われる。近年、
グルタミナーゼは癌細胞の増殖において注
目されており、癌細胞のエネルギー代謝に関
する研究から、ある種の癌細胞ではグルタミ
ナーゼの発現上昇によって、glutamiolysis
と呼ばれるグルタミンをエネルギー源に利
用するための機構が亢進していることが報
告されている。本研究を通して得られた知見
は、DPAA による中枢神経系障害の発症との関
わりだけでなく、癌研究においても重要な知

見を与えるものであると考えられる。今後は
DPAA によるグルタミナーゼタンパクの具体
的な分解経路を明らかにするとともに、グル
タミナーゼの発現制御について詳細な検討
を行う必要があると思われる。 
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