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研究成果の概要（和文）：本研究は、ヒ素中毒予防治療法の確立を目指して、フェニルアルシンオキシドの曝露
による細胞毒性における天然薬物バイカリンの保護効果と分子機序について解析した。フェニルアルシンオキシ
ドの曝露は細胞の生存率を有意に低下させ顕著な細胞死を誘導した。その細胞死には、細胞内活性酸素の過剰生
成を抑制するミトコンドリア局在タンパク質サーチュイン3（SIRT3）の活性抑制が関与することが判明した。ま
た、バイカリンによりSIRT3の活性低下を効果的に回復させ、フェニルアルシンオキシドによる細胞内酸化スト
レスを抑制することで細胞死を有効に保護することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed to establish a preventive strategy for arsenic 
poisoning and investigated the protective effect and molecular mechanisms of the natural drug 
baicalin in cell death induced by phenylarsine oxide exposure. Phenylarsine oxide exposure markedly 
reduced cell viability and induced significant cell death. The cell death was associated with the 
suppression of the activity of the sirtuin 3 (SIRT3) protein, which is localized in mitochondria and
 plays an important role in inhibiting the production of excess intracellular reactive oxygen 
species. Baicalin effectively restored the loss of SIRT3 activity, acted to suppress intracellular 
oxidative stress and protected phenylarsine oxide-induced cell death.

研究分野：衛生学および公衆衛生学分野関連：実験系を含む

キーワード： ヒ素　バイカリン　アポトーシス　SIRT3

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒ素は毒性が非常に高く、急性毒性の致死量は1.5mg/kgである。また、国際がん研究機関において発がん性が最
も高い化学物質Group1に規定されている。一方、ヒ素は半導体、液晶ガラスなどの生産で重要な材料の一つにな
っている。しかし、ヒ素の中毒については特効薬がない。本研究では、毒性が最も高いヒ素化合物であるフェニ
ルアルシンオキシドが誘発する細胞毒性を天然薬剤バイカリンにより有効に保護し、その分子メカニズムが
SIRT3の活性とミトコンドリアの機能回復にあることを見出した。本研究の成果はヒ素中毒の特異的な予防治療
法の開発のため重要な情報を提供することと考えられる。

※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 
国際がん研究機関において、ヒ素は、「ヒトに対して発がん性がある(グループ１)」の化学物質
と分類され、肺がん、皮膚がん、膀胱がんと因果関係を示した十分な証拠が報告されており、そ
の中で肺がんが一番多い。日本においては、現在水道法でヒ素の水質基準値を 0.01mg/L 以下と
定めており、ヒ素を含む農薬の使用は禁止されている。 
しかし、世界中において、自然由来のヒ素の汚染や肺がんを中心としたヒ素による発がんの健
康被害は依然として非常に深刻な状態となっている。バングラデシュやインドベンガル州など
では、日本の基準値の数百倍以上の濃度のヒ素による環境汚染が報告されている。それ以外にも、
中国、ネパール、アルゼンチンやチリなど、世界各地でヒ素の汚染による健康被害が報告されて
いる。しかし、健康被害総人口が数千万人に及んでいるにも関わらず、慢性ヒ素中毒に対する有
効な予防治療薬はないのが悲しい現状である。さらに、合成ヒ素化合物にはもっと毒性の高いも
のが多い。その一例として、フェニルアルシンオキシド（PAO）は、無機ヒ素に比べて毒性が遥
かに高く、化学兵器や暗殺道具としてもよく使用された。 
マイクロ RNA（miRNA）は、メッセンジャーRNA の安定性や翻訳を調節することにより、遺伝子
の発現を制御し、細胞の生理的、病理的な変化に重要な役割を果たす。特に、発がん miRNA の解
析は発がんとがん治療の研究領域において、非常に重要である。また、エキソソームに包まれ細
胞外に分泌される分泌型 miRNA は、健常者とがん患者においては、そのプロファイリングが異な
ることで、がんのバイオマーカーとしてその研究が非常に注目を集めている。 
２．研究の目的 
我々は、長年天然薬物からがん治療の新規特効薬を開発してきた。本研究では、毒性が最も高
い有機ヒ素化合物の一つである PAO 中毒の新規予防治療法を開発することを目的に、有効な候
補薬剤として天然薬物由来のバイカリン（BCN）などを同定した。また、BCN による PAO の曝露
が誘発する細胞死を抑制する保護効果及びその主な役割を担っている特異的 miRNA の詳細な分
子メカニズムについて解析した。 
３．研究の方法 
細胞培養と薬剤処理: HaCaT 細胞株は日本癌研究資源バンク（東京、日本）より入手した。10％
熱不活性化ウシ胎児血清を含むダルベッコ変法イーグル培地を、37℃、5％CO2の加湿インキュベ
ーター下で細胞培養を行った。HaCaT 細胞は BCN を用いて、24時間の前処理を行い、さらに PAO
で 24 時間の処理を経て、生物学的な解析を行った。 
細胞生存率の測定: MTT（3-4,5-dimethyl-2-thiazolyl）-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium 
bromide）アッセイを用いて、細胞生存率の評価を行った。 
細胞内活性酸素の測定: 活性酸素生成レベルの変化については、細胞内の活性酸素によって酸
化され形成された酸化エチジウムが染色体 DNA に取り込まれて赤色蛍光を発することができる
ジヒドロエチジウム染色法（Molecular Probes, Eugene, OR, USA）を用いて判定した。 
ミトコンドリア膜電位の計測: ミトコンドリア膜電位については、Tetramethylrhodamine, 
Methyl Ester, Perchlorate (TMRM) (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA)を用いて測定
した。 
タンパク質発現レベルの解析: 標的タンパク質の発現変化については、ウェスタンブロッティ
ング法を用いて検出した。Image J を用いて、ウェスタンブロット画像から相対的なタンパク質
発現量を算出した。 
４．研究成果 
（1）BCN は PAO が誘発する細胞毒性から HaCaT 細胞を有効に保護できた 
PAO の細胞毒性効果を評価するために、HaCaT 細胞を 100 - 600nM の PAO により 24 時間処理し
た。MTT 測定法により、200 - 600 nM の PAO で処理した細胞は未処理の細胞に比べ、細胞生存率
が濃度依存的に有意に抑制されることが認められた。500nM の PAO の処理により、細胞生存率は
ほぼ 50％の減少が示され、後続の実験における処理用量として選択された。次に、PAO による細
胞死に対する BCN の保護効果を調べるためには、HaCaT 細胞を 10 - 50μM の BCN を用いて前処
理を行った。その結果、25μM と 50μM の BCN の前処理により、PAO（500 nM）の細胞毒性によ
る HaCaT 細胞生存率の低下が有意に抑制された。 
（2）BCN による細胞毒性保護効果は SIRT3/SOD2 の活性化回復を介した 
環境ストレス要因（重金属、電離放射線、汚染物質など）は活性酸素を介した酸化ストレスシ
グナルにより細胞毒性を引き起こすことが報告されている。SOD2 は、細胞内の酸化還元バラン
スを制御するための重要な抗酸化酵素である。また、SIRT3 は SOD2 を脱アセチル化し、その抗
酸化活性と活性酸素消去能力を促進することが知られている。HaCaT 細胞において、PAO の処理
により過剰な活性酸素が誘導されたが、BCN の前処理により活性酸素生成が有意に抑制された。
そこで SIRT3 と SOD2 を調べた結果、SIRT3 の発現と SOD2 の活性は PAO の処理により顕著に抑制
されたが、BCN の前処理により SIRT3 の発現は濃度依存的に回復された。一方、PAO 又は BCN の
前処理により SOD2 の発現はほとんど影響を受けていないことが判明された。しかし、PAO で刺
激した細胞において BCN の前処理を行った結果、SOD2 の活性が有意に上昇された。BCN は、SIRT3



発現と SOD2 活性の上昇を介して、細胞の酸化ストレスを減弱することが示唆された。 
（3）BCN は PAO が誘発する MAPKs と AKT シグナル伝達経路の変化を制御した 
MAPKs 経路は、細胞増殖、細胞生存、ストレス応答に深く関与している。PAO により処理した
HaCaT 細胞においては、JNK および p38 のリン酸化が顕著に増加され、BCN の前処理によりその
増強が濃度依存的に阻害された。さらに、AKT シグナル伝達経路は細胞増殖因子のシグナル伝達
分子として増殖の促進や細胞の生存に貢献することが知られている。PDK1 は AKT の上流活性化
因子である。PAO の処理により AKT と PDK1 のリン酸化は阻害され、BCN の前処理により、PDK1
と AKT のリン酸化が増加された。以上の結果から、BCN により保護される PAO による細胞毒性お
よび細胞死は JNK と P38 の活性化と AKT 経路を介して引き起こされることが示唆された。 
（4）ニコチンアミドは BCN の保護作用を抑制した 
ミトコンドリアに存在する SIRT3 は、脱アセチル化活性を発揮してミトコンドリアの機能、再
生、動態を制御し、酸化還元恒常性の維持と酸化ストレスの防止を図っている。これまでの我々
の結果では、PAO の毒性に対する BCN の保護効果において、SIRT3 の発現回復が中心的な役割を
果たすことが示唆された。そこで、SIRT3 の阻害剤であるニコチンアミド（NAM）により SIRT3 の
効果を確認することにした。PAO 処理細胞において、NAM 処理は、BCN による SOD2 活性の上昇を
有意に抑制し（図 1A）、BCN による酸化ストレスの保護効果を減弱した（図 1B）。同様に、BCN に
よる細胞生存率の向上は、NAM との併用では認められなかった（図 1C）。さらに、NAM 処理によ
り、BCN と PAO の共処理により減少したミトコンドリア膜電位の低い細胞の割合が有意に増加さ
れたことが判明した（図 1D）。次に、SIRT3、アポトーシス関連タンパク質、MAPKs および AKT 経
路の分子に対する NAM の影響を確認した。BCN は PAO により誘導される PARP の切断を有意に抑
制したが、この効果は NAM で処理すると減弱された（図 1E）。また、PAO 処理細胞において、NAM
は単独処理で SIRT3 の発現を強力に阻害し、BCN の前処理により増強された SIRT3 の発現を有意
に阻害した。しかし、NAM は SOD2 の発現には影響しなかった（図 1F）。最後に、BCN と PAO 共処

理群においては、
NAM の添加により
AKT と PDK1 のリ
ン酸化の回復と
p38 および JNK の
リン酸化の抑制
が認められなか
った（図 1G およ
び 1H）。これらの
データから、BCN
による PAO 誘発
HaCaT 細胞毒性に
おける保護作用
は、SIRT3 および
MAPKs/ AKT 経路
の調節を介して
制御されている
ことが確認され
た。 
以上により、BCN
は、SIRT3 と SOD2
の活性化回復と
MAPKs お よ び
PI3K/AKT 経路を
介し、PAO 誘発酸
化ストレスと細
胞死を有効に抑
制することが明
らかになった。ま

た、BCN と他の有効保護薬剤の効果について主な役割を担う特異的な miRNA の解析が進んでお
り、有効な候補薬剤のスクリーニングとヒ素中毒予防治療での応用が期待される。BCN の有効性
と安全性を検討するためには、更なる動物実験による詳細な検討及び臨床研究が必要であるが、
in vitro の結果により、BCN がヒ素毒性を予防する治療薬としての有用性が確認された。本研究
で示された知見は、PAO 誘発の細胞死と BCN を介した細胞の生存保護効果における詳細な分子メ
カニズムを示した最初の報告であり、ヒ素中毒の予防治療法の確立のために重要な情報を提供
することと考えられる。 
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