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研究成果の概要（和文）：全世界で2億人以上の人々がヒ素汚染された井戸水を飲用水として利用し、多くの
人々が皮膚癌や神経疾患を含む慢性ヒ素中毒を発症し、極めて重大な問題となっている。それにも関わらず、中
毒の効果的な予知・予防、診断・治療法は全く確立しておらず、早急の確立が求められている。研究代表者らは
バングラデシュのヒ素汚染地域におけるフィールドワーク及び研究室における実験研究により、胎盤増殖因子
(Placenta Growth Factor, PlGF)がバングラデシュ在住のヒ素汚染水飲水者の尿で有意に上昇し、且つヒ素誘導
性発癌に直接関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Since two hundred millions people are using arsenic-polluted well water for 
drinking, a large number of people develop arsenic poisoning including skin cancer and neural 
diseases. Although it is a vitally important problem in the world, there is no effective method for 
prediction, prevention, diagnosis and therapy. Our fieldwork analysis on arsenic-polluted area in 
Bangladesh and experimental analysis in our laboratory found that the amount of Placental Growth 
Factor (PlGF) protein was increased in urine of people who are drinking arsenic-polluted well water 
and also elucidated the mechanism of arsenic-mediated skin cancer development via PlGF.
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１．研究開始当初の背景 
東アジアを中心に、管井戸と呼ばれる飲用井
戸水の多くがヒ素を含む重金属で高濃度に
汚染されており、世界で２億人以上の人々が
飲用水として利用することでヒ素による長
期暴露のリスクに晒されている。バングラデ
シュでは、2 千 500 万人もの人々が慢性ヒ素
中毒を発症していることが報告されている。
慢性ヒ素中毒では皮膚癌や肺癌、肝障害や末
梢神経障害など、人々の生命を脅かすレベル
の病気が発症する。井戸水汚染による慢性ヒ
素中毒は症状が重篤であり、 
世界的規模の問題でもあることから、研究代
表者らを含め多くの研究者が慢性ヒ素中毒
に関する研究を数多く行なってきた。にもか
かわらず、予防や治療に効果的な発見はほと
んど無く、予知・予防法や治療法に結びつく
成果が待たれている 
 
２．研究の目的 
研究代表者らは胎盤増殖因子 (Placenta 
Growth Factor, PlGF)のヒ素誘導性発癌へ
の関連性に着目した。本研究では、フィール
ドワークにより、バングラデシュ在住のヒ素
汚染水飲水者の尿における PlGF タンパク質
量とヒ素濃度の関連性や、ヒト培養細胞実験
において、PlGF がヒ素誘導性発癌に直接関
与している可能性について解析した。PlGF
による慢性ヒ素中毒発症に関する疫学研究
及びそのメカニズムを解明すると共に、PlGF
を用いた慢性ヒ素中毒の予知・予防・診断へ
の有用性を証明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト尿におけるPlGFタンパク質量とヒ素
濃度の測定：バングラデシュ在住のヒ素汚染
地域及び非汚染地域住人の尿中 PLGF 濃度及
びヒ素濃度を定量した。PlGF は ELISA 法を用
いて定量し、ヒ素濃度は ICP-MS を用いて定
量した。ICP-MS による測定の前処理として、
硝酸及び過酸化水素による灰化処理を実施
し、フィルトレーション後に測定を行った。 
 
(2)実験マウスへのヒ素飲水曝露による PlGF
発現量の変化に関する解析：これまでに実験
動物を用いたヒ素飲水投与実験が数多く行
われてきたが、その多くは実際の井戸水に含
まれるヒ素濃度よりもはるかに高い濃度（10
〜1000 倍）で研究が行われている。しかし、
ヒトで実際に起きている現象を再現するた
めには、実際にヒトが飲水しているヒ素濃度
に近い低濃度で飲水投与実験を行うことが
不可欠である。本研究では、ヒ素汚染地域で
ヒトが実際に飲水するレベルのヒ素濃度で
の飲水投与実験を行い、ヒ素を飲水した場合
にどの様な組織、臓器、で PlGF 発現の変化
が引き起こされるのかを明らかにするため
に、ヒ素飲水投与マウスの様々な臓器、組織
における PlGF 量を定量した。マウスの各臓
器を摘出、解剖後、PBS による洗浄を行った。

その後、4%PFA（パラホルムアルデヒド）/PBS
溶液による固定を 4ºC、１６時間行なった。
その後パラフィン包埋を作成、組織切片を作
成し、抗 PlGF 抗体を用いた組織免疫染色を
行ない、PlGF 発現領域を特定した。その後
WINROOF を用いて発現量（発色量）を定量し、
ヒ素曝露マウスと非曝露マウス間の発現量
の差を計測した。 
 
(3)培養細胞を用いたヒ素曝露によるPlGF発
現誘導解析：ヒ素による PlGF 発現誘導を in 
vitro にて解析するため、ヒト正常皮膚角化
細胞株(HaCaT)を用いた発現解析を実施した。
ヒ素への HaCaT 細胞株曝露は、0、1、10 µM
濃度で実施した。PlGF mRNA、細胞内 PlGF タ
ンパク質、分泌された PlGF タンパク質それ
ぞれを定量した。mRNA については cDNA 合成
後、Realtime PCR 法によって定量し、細胞内
PlGF タンパク質量はウェスタンブロット法
によって定量した。分泌された PlGF タンパ
ク質は、培養液を用いた ELISA 法により定量
を行った。 
 
(4)培養細胞を用いたヒ素誘導性コロニー形
成活性（発癌活性）解析：ヒ素による皮膚癌
誘導を in vitro にて解析するため、ヒト正
常皮膚角化細胞株(HaCaT)を用いたコロニー
形成アッセイを実施した。非接着性 24-well
培養プレートに HaCaT 細胞を播種し、細胞へ
のヒ素曝露後直径 50µm 以上のコロニー数を
計測し、比較検討を行なった。 
 
(5)発癌関連シグナル伝達経路の解析：PlGF
がレセプターである VEGFR1 又は VEGFR2 に結
合後、どのような細胞内シグナル分子を活性
化しているかを明らかにするため、様々な癌
関連シグナル分子の活性化をウェスタンブ
ロット法にて解析した。VEGFR1、VEGFR2、MEK、
ERK、PI3K、AKT、FAK の活性化（リン酸化）
レベルを測定した。 
 
(6)siRNA ノックダウン法を用いたヒ素誘導
性皮膚癌発症における PlGF 機能解析：PlGF
の機能阻害を行うため、PlGF に対する siRNA
をデザインし、HaCaT 細胞へトランスフェク
ションを行った。siRNA はコントロール用
siRNA 以外に、PlGF 特異的 siRNA を２種類用
意した。siRNA による特異的 PlGF 発現低下を
ウェスタンブロット法にて確認後、PlGF ノッ
クダウン HaCaT 細胞をヒ素に曝露し、コロニ
ー形成活性を測定した。また、発癌関連分子
シグナル経路である MEK/ERK や PI3K/AKT シ
グナルの活性化、PlGF のレセプターである
VEGFR1 の活性化等をウェスタンブロット法
にて解析した。 
 
４．研究成果 
(1)ヒトにおけるヒ素曝露とPlGF発現の関連
性：バングラデシュ在住のヒ素汚染地域及び
非汚染地域住人の尿中 PLGF 濃度及びヒ素濃



度を定量した結果、ヒ素汚染地域住人の尿で
は、非汚染地域住人の尿と比較してヒ素濃度
が有意に高いだけでなく、PlGF タンパク質濃
度も有意に上昇していることが明らかとな
った。この結果は、ヒ素曝露と PlGF 発現に
関連性があることを示していると共に、PlGF
量を尿サンプルにおいて測定可能であるこ
とを示している。 
 
(2)実験マウスにおけるヒ素曝露による PlGF
発現変化：2 ヶ月間のヒ素飲水曝露の結果、
マウス皮膚上皮組織において PlGF タンパク
質発現が強く誘導されていることが組織免
疫染色によって明らかとなった。この結果は、
ヒトの疫学データと合わせてヒ素飲水曝露
が皮膚における PlGF 発現誘導を活性化して
いることを示している。 
 
(3)培養細胞におけるヒ素誘導性 PlGF 発現：
ヒト正常角化細胞株(HaCaT)のヒ素への曝露
は、PlGF mRNA、PlGF タンパク質の発現及び
分泌を強く活性化した。また、その発現量は
ヒト皮膚扁平上皮癌細胞株(A431)が発現す
るレベルと同等にまで上昇していた。ヒ素曝
露後３時間で発現量のピークを迎え、その後
徐々に減少するが、曝露前のレベルまでは減
少せず、一定の高発現レベルを維持していた
ことから、ヒ素曝露による PlGF 発現は一過
性のものではなく、持続的に発現誘導される
ことを示している。これらの結果は、ヒト皮
膚角化細胞ではヒ素が直接作用し PlGF 発現
を活性化していることを示唆している。 
 
(4)ヒ素誘導性発癌における PlGF の関連性：
HaCaT のヒ素への曝露はコロニー形成活性
（発癌活性）を有意に上昇させる。我々はこ
の発癌活性における PlGF の機能的な関与を
明らかにするため、siRNA 導入による PlGF ノ
ックダウンを行なった。その結果、PlGF ノッ
クダウンHaCaT細胞ではヒ素曝露によるコロ
ニー形成が強く抑制され、ヒ素誘導性皮膚癌
発症に PlGF が機能的に関与している可能性
が示された。 
 
(5)PlGF を介したヒ素誘導性皮膚癌発症に関
与する細胞内シグナル経路：ヒ素曝露によっ
て発現誘導された PlGF が、発癌にどのよう
に関与しているかを明らかにするため、皮膚
癌発症に関連するシグナル伝達経路である
MEK/ERK経路及びPI3K/AKT/FAK経路の活性化
レベルを解析した。HaCaT 細胞においてヒ素
曝露はレセプターである VEGFR1 を活性化し
た後、MEK/ERK 経路を活性化し、PI3K/AKT/FAK
経路は活性化しないことが明らかとなった。
また、PlGF にはもう一つ VEGFR2 レセプター
が存在するが、角化細胞ではほとんど発言し
ていないことが明らかとなった。この結果は、
皮膚における発癌では、PlGF/VEGFR1 シグナ
ルが主な経路であることを示している。また、
siRNAによるPlGFノックダウンHaCaT細胞で

はヒ素曝露によってMEK/ERK経路が活性化し
なかったことから、ヒ素曝露による PlGF 発
現活性化は VEGFR1/MEK/ERK シグナル経路を
介して発癌を誘導していることが示された。 

 
(6)ヒ素曝露によるMTF1タンパク質の分解作
用：今回の研究により、ヒ素曝露による皮膚
癌発症は、PlGF 発現上昇と、その後に続く発
癌関連シグナル伝達経路の活性化によって
誘発されることが明らかとなったが、ヒ素に
よる PlGF 発現活性化機構が未だ不明のまま
である。これまでの研究から、PlGF 遺伝子座
の 5’プロモーター領域には転写因子の１つ
である MTF1 が結合し、PlGF mRNA の転写を制
御していることが明らかとなっている。本研
究において、HaCaT 細胞のヒ素曝露後の MTF1
タンパク質量を測定した結果、そのタンパク
質量は減少しており、プロテアソーム依存的
分解作用を受けていることが明らかとなっ
た。また、ヒ素曝露時の MTF1 タンパク質の
PlGF 遺伝子座プロモーター領域への結合量
を ChIP アッセイ法により測定したところ、
ヒ素曝露によって MTF1 タンパク質の PlGF プ
ロモーター領域への結合量は有意に減少し
ていることが明らかとなった。さらには、
HaCaT 細胞において siRNA トランスフェクシ
ョンによる MTF1 発現抑制を実施した結果、
PlGF mRNA が強力に発現上昇していることも
明らかとなった。これらの結果は、通常 MTF1
タンパク質は PlGF プロモーター領域に結合
することでその発現量を抑制しているが、ヒ
素曝露は MTF1 タンパク質をプロテアソーム
依存的に分解することで、結果として PlGF
発現量を上昇させていることが明らかとな



った。 
 
(7)今回の研究成果はこれまでほとんど明ら
かとなっていなかった、ヒ素による皮膚癌発
症のメカニズム、特に PlGF がヒ素によって
発現誘導され、VEGFR1/MEK/ERK シグナル経路
を介して発癌を誘導していることが明らか
となった。本研究ではヒトの尿においてヒ素
濃度と PlGF 濃度が有意に関連性があること
を明らかにしており、尿を用いた PlGF 及び
ヒ素濃度の測定によって発癌リスクを予知
できる可能性を示している。また、PlGF が機
能的にヒ素誘導性皮膚癌発症に強く関連し
ていることから、PlGF を標的とした新たな治
療薬・予防薬の開発にも将来的には寄与する
ものと考えられる。 
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