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研究成果の概要（和文）：ヒ素をセファロースに固定したカラムを用いて、ヒ素に親和性の高いタンパク質を調べた。
５価のヒ素には選択的に結合するタンパクは無かったものの、３価のヒ素に対していくつかのタンパク質は強い親和性
を示した。次に、promyelocytic leukemia (PML)を発現している細胞より可溶性のタンパクを抽出し、ヒ素結合セファ
ロースカラムを用いて、PMLのヒ素への結合能を調べた。PMLのシステインを多く含むRINGフィンガードメインに、ヒ素
が３配位で結合するものと考えられた。　ウェスタンブロットや蛍光免疫染色の結果から、ヒ素の曝露によりPMLにSUM
O化が起きていることが確認された。　

研究成果の概要（英文）：We prepared arsenic-bound sepharoses and investigated arsenic-binding proteins by 
chromatography using a column packed with the arsenic-bound sepharoses. SDS-PAGE analyses showed no protei
ns bound to pentavalent arsenic specifically, while several proteins that have specific and high affinity 
for trivalent arsenic.  We prepared promyelocytic leukemia (PML) expressing cells and applied the cytosoli
c proteins to the arsenic-binding column and the column was elutes with glutathione-containing solution.  
PML appeared to bind trivalent arsenic by forming ternary complex at RING finger domain of this protein. W
estern blot and immunofluorescent microscopic analyses suggested that PML were conjugation with small ubiq
uitin-like modifier proteins (SUMOylation) in response to arsenic exposure.  The arsenic-bound sepharose c
olumn enabled us to identify proteins which have a high affinity to arsenic using this method.
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１．研究開始当初の背景 
ヒ素による井戸水・大気の汚染は、特に途上
国で大きな環境問題となっており、世界で数
千万人もの慢性ヒ素中毒疾患者がいると報
告されている。ヒ素は国際ガン研究機構
（IARC）においても、クラス１に認定され
ている発癌物質であるが、中国において３価
の無機ヒ素が急性前骨髄性白血病（APL）の
治療に有効であることが報告されて以来、
APL のみならず、慢性白血病や固形癌にも効
果があるという報告が相次いであり、世界に
おいてヒ素の生体作用に関する研究が急速
に進められているところである。ヒ素が APL
治療に顕著な効果を示すのは、核内タンパク
質である promyelocytic Leukemia (PML)が
システインを多く含む特殊な構造を持つた
めであると考えられているが、その詳細につ
いては明らかにはなっていない。体内に取り
込まれた無機ヒ素は、生体内のグルタチオン
などの還元物質で３価となり、その後順次メ
チル化を受け、モノメチルアルソン酸、次い
で主たる代謝物であるジメチルアルシン酸
となり主として尿中に排泄される。体内にお
けるヒ素のメチル化反応は、これまで無機ヒ
素の無毒化のための代謝機構と考えられて
いたが、最近、モノメチルアルソン酸(５価)
からジメチルアルシン酸(５価)に代謝される
過程で生じる中間体である３価のモノメチ
ルヒ素、即ちモノメチル亜ヒ酸が無機ヒ素よ
り更に低い濃度で毒性を示すこと、また、こ
のモノメチル亜ヒ酸が低濃度でもＤＮＡ障
害を起こすことから、ヒ素のメチル化は、代
謝活性化による毒性の増強あるいは発癌の
本質と考えられるようになってきた。申請者
を中心とする研究グループでは、高速液体ク
ロマトグラフィーとプラズマ質量分析計や
マススペクトロメーターを繋ぎ合わせたヒ
素分析システムを用いて、生体試料における
ヒ素の還元反応やヒ素メチル化酵素や小動
物を用いたヒ素のメチル化に関する研究に
加えて細胞を用いたヒ素の毒性学的研究を
進めてきている。これらの一連の研究の中で、
３価の有機ヒ素が一部のタンパク質と非常
に強く結合することを見出している。 
 
２．研究の目的 
環境汚染物質であり、また前骨髄性白血病の
治療薬としても実際用いられているヒ素化
合物と、生体分子との反応性を直接調べるこ
とにより、環境毒性学と臨床応用の両面に資
することを目的とする。ヒ素反応性タンパク
質を包括的に調べ、そのキャラクタラリゼイ
ーションを行うことにより、生体内における
ヒ素の標的分子と反応機構を明らかにする。
これらのタンパク質を同定して、その機能変
化を調べることにより、生体内におけるヒ素

の標的分子を明らかにし、ヒ素の毒性発現機
構、あるいはヒ素の白血病細胞に対する反応
機序を解明する。 
 
３．研究の方法 
ヒ素化合物をアガロース担体に固定化し、ヒ
素アフィニティー用クロマトグラフィーを
行うにより、ヒ素反応性のタンパクをハイス
ループットで分析することを可能とする。ヒ
素結合性タンパク質を分離・同定し、一連の
ヒ素結合タンパク質のキャラクタリゼーシ
ョンを行う。セファロースなどの担体に、タ
ンパク分子との立体障害を起こさないよう
に長いスペーサーを結合させ、さらにスペー
サーの先端の活性化エステルとヒ素化合物
であるパラアニサリル酸を反応させて、ヒ素
を固定化する。培養細胞を溶解して調製した
細胞可溶性画分のタンパク質を用いて、担体
に結合したヒ素とアフィニティーの高いタ
ンパク質を分画し、電気泳動法を用いて溶出
パターンを調べる。同定されたヒ素結合タン
パク質の中で、ヒ素の代謝に関連すると考え
られる酵素や、ヒ素との強い結合を示したタ
ンパク質に関して、当該タンパク質のヒ素に
よる誘導、対応する遺伝子導入実験を行い、
ヒ素と反応性が高いタンパク質が細胞や組
織内でどのような機能を持っているか、また、
生体内にヒ素が取り込まれた場合にヒ素が
どの分子と反応して毒性を発現するかとい
う点を明らかにする。そのため、PML をトラ
ンスフェクトした HEK293 細胞からタンパク
質を抽出して、ヒ素アフィニティー用クロマ
トグラフィーと電気泳動法により、ヒ素と
PML との親和性について調べる。これまでに
得られた、ヒ素反応性タンパク質の定性的、
機能的、定量的情報をもとに、ヒ素化合物が
生体内においてそのように作用し、毒性を発
現するのかについ調べ、ヒ素の曝露バイオマ
ーカーとなりうるかどうか検討する。 
 
４．研究成果 
ヒ素のアフィニティーカラムを作成し、担
体に固定化したヒ素に結合したタンパク質
を遊離させる方法を確立した。AKTA シス
テムを用いて、細胞の可溶性画分のタンパ
ク質のうち、ヒ素に結合能の高いタンパク
質をカラムに結合させたのち、40mM のグ
ルタチオン溶液で溶出させた。ヒ素の蛋白
への結合は、ヒ素のシステイン残基への求
電子反応により起こるものと推定されるが、
システインを含むタンパク質の中でも、
RING フィンガー構造を持ち亜ヒ酸の処置
により高い治癒率を示す急性前骨髄性白血
病の原因物質とも考えられている PML に
も注目して、本タンパク質を過剰発現させ
た細胞を作製し、ヒ素を曝露した細胞にお



 

 

ける PML タンパク質へのヒ素の結合を調
べた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
上に示した図は、PML を発現した HEK 細
胞より抽出した蛋白を、ヒ素を結合した
HiTrapカラムを用いてPMLのカラムへの
結合とグルタチオンによる流出パターンを
示したグラフである。 
各フラクションは溶出液を限外濾過膜で濃
縮した後、電気泳動を行い、ウエスタンブ
ロット後 anti-PML 抗体を用いて、ヒ素結
合カラムからの PML 溶出プロファイルを
確認したものである。 PML はヒ素結合
カラムに結合した後、過剰のグルタチオン
により溶出されていたことが明らかとなっ
た。一方、PML タンパク質を多く発現し
た細胞を 0.1-30 μM の亜ヒ酸に曝露し、
PML の細胞内存在形態を蛍光免疫染色法
を用いて調べるとともに、ウェスタンブロ
ット法を用いて、PML 蛋白の修飾につい
て調べた。PML はヒ素と結合した後に、
不溶性が高まり、また SUMO 蛋白により
修飾を受けていることが分かった。 
これまでは、ヒ素を投与した動物、あるい
はヒ素を培地に添加した培養細胞において
ヒ素の影響を捉えるという一般的な毒性学
の手法しか用いられることがなかった。 
本研究においては、ヒ素を担体に固定化し、
それを用いてヒ素と反応性が高いタンパク
を見いだすというユニークな方法で、生体
におけるヒ素の毒性発現機構にアプローチ
できることを示した。メタロイド化合物や
固定化が可能な金属元素にも応用すること
ができ、様々な有害あるいは必須元素のメ
タボロミクスの発展に繋がるものと期待さ
れる。 
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