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研究成果の概要（和文）： 

中国山西省において慢性ヒ素曝露により皮膚色素脱失・沈着および角化などが観察された患

者では、血液中に酸化的 DNA 損傷マーカー(8-OHdG)を確認し、皮膚異常と関連性が高いこと

を明らかにした。ヒト正常皮膚由来の細胞株(HaCaT)を低濃度のヒ素に曝露しながら長期間培

養すると、DNA 損傷マーカー(8-ニトログアニン)およびがん幹細胞マーカー(CD44v6)が発現し、

腫瘍を形成する能力を獲得した。 
 

研究成果の概要（英文）： 
We demonstrated that 8-OHdG was generated in polymorphonuclear leukocytes (PMN).  
The 8-OHdG in PMN was observed in all investigated populations, while it was frequently 
found along with the elevated amounts of cell debris in individuals with skin lesion 
including hypopigmentation and keratosis in arsenic exposed participants of Shanxi 
province, China.  After the human skin cell line (HaCaT) was exposed to an 
environmentally relevant level of arsenic 0.05 ppm for about 4 months, we determined the 
8-nitroguanine and cancer stem cell marker CD44v6 in the acquired cancer phenotype.  
Treated cells with arsenic became apparently tumorigenic, that pathological studies of 
xenograft tumor in nude mice showed highly undifferentiated tumors. 
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（Group1）」と評価されている。地下地層に

ヒ素が含まれる地域は世界各地に点在し、ヒ

素の自然環境汚染・ヒトへの健康影響が深刻

である。ヒ素汚染地下水を飲用する地域の住

民には慢性ヒ素中毒がみられ、ヒ素暴露歴10 
年以上の人の80％以上で皮膚病理変化が確認

されている。しかし、全員がヒ素汚染地下水

を飲用しているにもかかわらず、一部の人だ

けが多彩な内臓癌を発生し、特に肝癌、膵臓

癌、膀胱癌、食道癌の発生をみることから、

地下水中ヒ素濃度だけでリスク評価を行うこ

とは困難である。 
我々は感染・炎症関連発がん過程において

活性酸素/窒素種によるDNA塩基損傷8-ヒド

ロキシデオキシグアノシン(8-OHdG)や8-ニト

ログアニンが共通の分子機構として重要であ

ることを多数報告してきた。これまでに成果

を上げてきた炎症関連DNA 損傷マーカーと

がん幹細胞を併せて検討し、環境要因の解析

を加味することで、酸化・ニトロ化DNA損傷

をバイオマーカーとして利用し、炎症関連発

がんリスクおよび治療効果を評価することが

可能と考えた。また自己再生能力を持つ幹細

胞・前駆細胞におけるDNA損傷は発がんおよ

びがん幹細胞の形成に重大な影響を及ぼすこ

とから、癌の予防戦略に幹細胞におけるDNA
損傷の解析が不可欠である。 

以上から、がん幹細胞マーカーを含め、ヒ

素の発がん過程で誘導される特異マーカーを

探索し、炎症関連DNA損傷マーカーの8-ニト

ログアニンと組み合わせ、感染・炎症による

発がんリスク評価に有用なバイオマーカー診

断法の開発ができると考えた。 
 
２．研究の目的 
中国や東南アジア、メキシコなどの一部地

域でのヒ素汚染地下水の飲用による中毒は

深刻である。ヒ素汚染による最大の健康問題

は、多彩な炎症疾患やがんの多発であるが、

ヒ素中毒では炎症をともなうことから、本研

究ではヒ素汚染地域の患者の臨床試料およ

びヒト皮膚細胞株を用いて、ヒ素による炎症

と発がん、特に悪性化の機構を明らかにし、

予後因子を把握し、治療に役立てることを目

指す。また、炎症に関連して生じる DNA 損

傷塩基の 8-ニトログアニンを解析し、ヒ素中

毒がん患者の予後との関連を明らかにし、予

後マーカーとして臨床診断と治療への応用

を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
調査研究実施国・地域 

現地調査は、中国山西省において地下水のヒ

素汚染がみられる地域にて行った。疫学調査

および生体試料収集は、山西医科大学予防医

学学院を拠点とし、山西医科大学の Pei 教授

（毒理学講座主任）の協力を得て行った。解

析は鈴鹿医療科学大学で行った。 
 
(1) ヒ素曝露状況に関する試料収集 
該当地域住民を対象に、生活環境・居住歴・

職歴に関するアンケートを行い、各家庭にあ

る飲用井戸水を採集した。またヒ素以外の発

がんリスクとして飲酒・喫煙歴などに関する

アンケートも併せて行った。 
(2) ヒ素関連疾患患者の生体試料収集 
インフォームド・コンセントの得られたヒ素

汚染地域住民を対象とし、現地医院の協力を

得て皮膚検診を行い、臨床試料（血液・尿）

および臨床データを得た。 
(3) ヒ素濃度測定および中毒状況の診断 
持ち帰った血液・尿・飲用水は、病理染色・

生化学分析・原子吸光分析を行い、ヒ素曝

露・中毒状況の解析を行った。8-ニトログア

ニンおよび酸化的 DNA 損傷の指標である

8-OHdG の抗体などを用いて、患者生体試料

の染色・測定を行い、DNA 損傷を解析した。 
(4) 培養細胞・マウスのヒ素曝露影響解析 
ヒト正常上皮由来の不死化細胞株 HaCaT を、

ヒ素を微量に含む培地中で長期培養し、ヒ素

曝露による形質変化を解析した。また形質転

換がみられた細胞をヌードマウスの皮下に

移植し、腫瘍形成能を解析した。 
(5) 皮膚癌標本におけるがん幹細胞の同定 
各種がん幹細胞マーカーの候補の抗体を用

いて蛍光免疫二重染色を行い、標本組織中の

がん幹細胞の局在を解析した。8-ニトログア

ニン・8-OHdG の局在と比較解析した。 
 
４．研究成果 
 
対象地域では汲み上げた井戸水の泥残渣

を取り除くために、第一の水瓶に井戸水を蓄

えて約一日かけて沈殿させ、上清を第二の水

瓶に移してさらに約一日かけて沈殿させ、第

二の上清を第三の水瓶に移して飲用に用い

ている（図 1）。 

 



図１．井戸水の浄水に用いる水瓶の写真。 
 
対象地域の住民 190 名から尿・血液を採取

し、8-OHdG を測定し、皮膚病理変化および

生活習慣（喫煙、飲酒、職歴、外出習慣など）

との関係を解析した。8-OHdG 量と皮膚病理

変化の程度および尿中・飲用地下水中のヒ素

濃度との関係を解析した。その結果、長期低

濃度ヒ素曝露群（汚染地域に長期間居住し、

出稼ぎなど対象地域外への外出が少ない住

民）では、尿中のヒ素濃度と 8-OHdG 量が高

いことが明らかになった。皮膚色素脱失・沈

着および角化（図２）など病理変化が観察さ

れたヒ素曝露患者では、尿中 8-OHdG 量が正

常対照群の約 2.8 倍の高値であった。また、

末梢血涂沫標本では多核白血球の核に

8-OHdG の強い免疫陽性反応を確認し（図３）、

皮膚の病理損傷程度との関連性が高いこと

が明らかになった  (Toxicology and Applied 
Pharmacology, 266: 143-149, 2013)。 

 
図 2. 慢性ヒ素曝露住民にみられる角化症。 

 

 
図 3． 皮膚病理変化が観察されたヒ素曝露患

者の末梢血における多核白血球。青色が核,

緑色が 8-OHdG 陽性部分。 
 
ヒト表皮角化細胞由来 HaCaT 細胞を、ヒ素

0.05ppm を含む培地中で 18 週間以上培養し、

経時的に 8-ニトログアニンおよびがん幹細

胞マーカーの免疫染色を行った。その結果、

各時期の一部のヒ素暴露皮膚細胞において

8-ニトログアニンの生成を認めた。またヒ素

含有培地中で長期培養した細胞をヌードマ

ウスの皮下に接種したところ、腫瘍を発生し、

ヒ素曝露による形質転換で腫瘍形成能を獲

得することが明らかになった。 

ヒ素に長期曝露したHaCaT細胞をFACS法、

増殖曲線、ソフトアガーコロニー形成法、に

より解析した。また同細胞およびヌードマウ

スに接種後発生した腫瘍組織について、幹細

胞マーカー、がん抑制遺伝子 p53､転写因子

NF-κB の発現をウェスタンプロット、免疫

染色により解析した。 
その結果、HaCaT 細胞はヒ素含有培地中で

長期培養することにより、細胞周期が G2/M
と S 期にシフトし、細胞増殖が促進すること

が分かった。さらにソフトアガーにおけるコ

ロニー形成率の上昇がみられ、足場依存性を

失って悪性化の傾向を示すことが分かった。

またコロニー形成率の上昇と相関して、がん

幹細胞マーカーである CD44v6 の発現が上昇

していた。このヒ素処理細胞を移植したヌー

ドマウスの腫瘍組織では、p53､NF-κB およ

び CD44v6 の発現が高かった。NF-κB の発現

誘導を介した CD44v6 の発現が、ヒ素発がん

に重要な役割を果たす可能性が示唆された
(European Journal of Histochemistry 57:e1, 
2013)。 
一方で、ヒ素暴露ヒト皮膚細胞においてが

ん幹細胞の増殖やがん抑制遺伝子が多く見

いだされることを明らかにした。さらに癌組

織の 8-ニトログアニンの蓄積がみられる部

位で、がん幹細胞マーカーを見いだした。今

後は、これらをバイオマーカーとし、DNA 損

傷マーカーである 8-ニトログアニンを組み

合わせて解析することにより、慢性的な低濃

度のヒ素曝露による皮膚癌発症の高精度な

リスク評価を行い、がん予防・診断法の確立

をめざす。 
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