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研究成果の概要（和文）：ヒ素は毒物であるが、急性前骨髄性白血病の治療に用いられる。重大な副作用として心臓毒
性がある。ヒ素の心臓毒性の機構を明らかにするため、マウス心房細胞由来のHL-1細胞に対する亜ヒ酸（ATO）毒性を
検討した。亜ヒ酸1-10 μM、24時間曝露の条件で細胞死、Parkinの作用、ubiquitin-proteasome, 系、autophagy-lyso
some 系の関与を調べた。結果、HL-1細胞のATOによる細胞傷害時にParkinが活性化され、ubiquitin-proteasome系を活
性化することがミトコンドリア品質管理、細胞の恒常性維持、細胞保護的に作用していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Although arsenic is poison, it is used for a treatment of acute promyelocytic 
leukemia with a secondary effect of cardiac toxicity, e.g. fatal arrythmia.　To elucidate the mechanisms 
of arsenic on heart we studied the toxicity of arsenic trioxide on mice atrial muscle-derived HL-1 cells. 
We applied 1-10μM ATO for 24h and studied the characterization of cell death, the effects of ubiquitin 
ligase Parkin, the change of ubiquitin-proteasome syastem and autophagy-lysosome system. The result is 
that ATO activate Parkin and ubiquitin-proteasome system in cardiac HL-1 cells, and, induces quality 
control of mitochondria and maintenance of cell homeostasis, thereby, cell protection.

研究分野：法医学

キーワード： ユビキチン-プロテアソーム系　ヒ素　心筋　アポトーシス

  ３版



	

様式Ｃ－１９	

 
１．研究開始当初の背景  
薬物中毒死は外因死（自殺、他殺、不慮の事
故、など）であり、「異状死」に該当する。
法医実務では、薬物中毒が疑われる異状死体
は警察の担当者による検視・見分後、多くの
場合、法医解剖が実施され、血液、尿中の薬
物定性・定量分析の後、死因の確定が行われ
る。従来から薬物中毒の研究は法医学、薬理
学、救急医学、内科学の領域で行われてきた。
中毒物質には、神経毒、血液毒、等に分類さ
れるように、標的臓器が異なる。これは、そ
れぞれの組織・細胞種による毒物への感受性
に違いがあることに起因する。また、中毒物
質は多数存在しているため、それぞれについ
ての中毒作用の詳細を検討することは中毒
の全体像を理解する上で必須である。しかし、
中毒の機構についての詳細な生化学・分子生
物学的な研究はあまり進んでいない。覚せい
剤、一酸化炭素、抗精神病薬中毒等、法医実
務上よく見られる薬物についても、その中毒
作用の詳細は十分に解明されていない。 
	 本研究ではヒ素の毒性の機構について研
究する。ヒ素化合物のうち、亜ヒ酸（As2O3）
は無味無臭で、かつ、強い毒性のため、昔か
ら西洋では毒殺の手段としてしばしば用い
られてきた。我が国においては、ヒ素中毒死
の数は比較的少ない。しかし、1998年の和歌
山ヒ素カレー事件のように他殺の手段とし
て用いられたこともある。これまでの研究か
ら、ヒ素は体内に吸収されると、チオール
（-SH）基と反応し、蛋白質を変性させ、毒
性を示すとされている。しかし、ヒ素の毒性
に活性酸素種（reactive oxygen species: ROS）
が関与していることも報告されている
（Platanias, J Biol Chem. 284; 18583-18587, 
2009）。急性毒性としては、消化器症状、神
経症状、循環器症状などがある。慢性中毒で
は皮膚症状が見られる。一方、近年、ヒ素は
急性前骨髄性白血病の治療薬と用いられて
いる（Shen Z-X, et al, Blood 89; 3354-3360, 
1997）。また、固形腫瘍に対する抗癌剤とし
ても注目されている（Wang W, et al, Pancreas 
38; e114-e123, 2009）。臨床医学において、亜
ヒ酸の副作用として、心臓毒性が問題であり、
その解決が待たれる。 
 
２．研究の目的  
法医実務上、中毒物質として重要なヒ素を取
り上げ、ヒ素の細胞への直接的な中毒作用の
機構の解明を目的とする。具体的には、生化
学・分子生物学的手法を用いて、細胞死関連
蛋白質やそのシグナル経路を明らかにし、特
にヒ素の毒性に係わるとされている活性酸
素や標的蛋白質の特定をめざす。その結果、
ヒ素中毒の治療・予防法の確立に寄与するこ
とを目的とする。また、近年、ヒ素化合物は

臨床医学において、急性前骨髄性白血病の治
療薬として用いられ、固形腫瘍の抗癌剤とし
ても注目されており、本研究においてヒ素の
細胞への作用機序の詳細が解明されること
より、より副作用の少ない抗癌剤の開発にも
資するものである。ATOの心毒性にはミト
コンドリア障害が重要と考えられており、
障害ミトコンドリアの除去によりミトコン
ドリア品質管理に寄与する E3 ユビキチンリ
ガーゼである Parkinとの関係に興味がもたれ
るが、心臓においてはほとんど検討されてい
ない。よって本研究では、マウス心房細胞由
来 HL-1細胞を用い、ATO誘導性心筋障害(細
胞死)に対する Parkin およびユビキチン－プ
ロテアソーム系の役割を検討した。 
 
３．研究の方法  
（1）材料 
＜試薬＞ 
As2O3 （Arsenic trioxide） 
＜細胞培養＞ 
マウス成体心房由来の HL-1 cell。3 cm dishに
培養。 
 
（2）As2O3の曝露方法 
	 As2O3は、固体で、比較的水に溶けやすい。
Stock 溶液（1M）を作成した後、希釈して培
地中に投与する。 
As2O3 1µM〜10µMの濃度範囲で投与	 	  
 
（3）	 形態変化の観察 
細胞に経時的に形態的な変化を位相差顕微
鏡で観察し、確実に細胞死が起こっている濃
度と時間を確定する。細胞死の客観的な評価
法として、MTT assayを用いる。蛍光顕微鏡
（BZ-8100、キーエンス）を用いて、蛍光色
素 propidium iodideと Hoechst33342の二重染
色により、necrosis、apoptosisが区別される。 
 
（4）アポトーシス関連蛋白質の変化の検討 
細胞内の細胞死シグナル伝達経路を検討す
るため、生化学的測定法として、western 
blotting法を用いて、細胞死に関与する蛋白質
を確定する。例えば、cleaved caspase-3
（apoptosis共通経路）、α-fodrin（necrosis）抗
体、p62（autophagy）の発現を観察する。さ
らに、apoptosisでは、mitochondriaからの
cytochrome c の漏出および caspase-9
（mitochondria経路）、caspase-8（death receptor
を介する外因性経路）、詳細な apoptosis 経路
を確定する。 
 
（5）ミトコンドリア膜電位の変化の観察 
3 cm dishに培養した細胞に JC-1 10µMを加え、
10分間静置した。その後 PBSで washし、ATO
を曝露させた。曝露直後から蛍光顕微鏡を用



いてミトコンドリア膜電位の変化を観察し
た。 
 
（6）ミトコンドリア分画の採取 
	 回収した細胞を 26 Gの注射針で 20 回出し
入れし、14,000 × g	 15分間遠心し、上清を
細胞質分画とした。沈殿を緩衝液に懸濁し、
10秒 3回の超音波処理後、14,000 × g	 15分
間遠心し、上清をミトコンドリア分画とした。 
 
（7）オートファジーに関する実験 
HL-1に Lipofectamine 2000を用いて、
MT-mAG1 (MBL), MT-mKO1 (MBL), 
LMP2-GFP、GFP-LC3を transfectし、蛍光顕
微鏡を用いて観察した。 
 
（8）Proteasome活性の測定 
chymotrypsin-like activityを測定した。
Proteasome-Glo Chymotrypsin-Like Cell-Based 
Assay kit (Promega)を用い、microplate reader
による 560nmの吸光度を測定した。 
 
（9）ラットを用いた動物実験を行った。ラ
ットに 5mg/kg B.W.	 i.p. の ATOを投与し、
6h 、48h後に臓器を回収し、ヒ素の標的であ
る PML蛋白質の動態について、western 
blotting で解析した。 
 
４．研究成果  
（1）ATO曝露による HL-1細胞への影響  
ATO 1〜10µM 暴露により、ミトコンドリア
膜電位感受性の JC-1 を用いて測定したとこ
ろ、ATOは濃度依存的にミトコンドリア膜電
位を低下させた（図 1-A）。Hochst33342と PI
の蛍光観察により、ATOは濃度依存的にアポ
トーシスを生起した。各凝縮があり、PI陰性
細胞をアポトーシスとした（図 1-B）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

（2）内因性アポトーシス経路の活性化  
ATO 1〜10µM暴露し、24時間後に細胞を回
収した。western blottingにより、アポトーシ
ス関連タンパク質である cleaved caspase-9、
cleaved caspase-3を測定した。ともに、濃度依
存的に活性化を認めた。 
 
（3）Parkinの細胞質からミトコンドリア
への移動  
Parkin は傷害されたミトコンドリアから放出
される E3 ubiquitin ligaseである。 
mCherry-Parkin and MT-mAG1 (mitochondrial 
marker)を用い、ATO暴露（0〜6µM）により、
Parkin が細胞質からミトコンドリアに
translocationする（Fig.2-A）。 
ミトコンドリア、細胞質分画し、western 
blottingにより、Parkinの細胞質からミトコン
ドリア分画への移動を確認した（Fig.2-B）。 

図2.Parkinのミトコンドリアへの転位 

図 1.ミトコンドリア膜電位の低下とア
ポトーシス 

図2.Parkinのミトコンドリアへの転位 



 
（4）VDAC1のユビキチン化  
ATO 24 時間暴露後に Parkin の基質である
VDAC1のユビキチン化を認めた。また、10µM 
24時間 ATO暴露後、VDAC1抗体による免疫
沈降後、汎ユビキチン抗体で western blotting
したところ、ユビキチン化された VDC1のバ
ンドが見出された（Fig.3-A）。一方、VDAC2
は、ATOによるユビキチン化は認められなか
った（Fig.3-B）。 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（5）オートファジーの関与の有無  
オートファジー関連蛋白の western blottingに
より、オートファジーマーカーLC-3に変動は
なく、6µM,10µMの ATOでは、オートファジ
ーの基質 p62の増加が認められた。LC-3の蛍
光観察により、autophagosome は認められな
かった。 
 
（6）ユビキチン化蛋白増加と proteasome
活性増加  
anti-pan-ubiquitin (pan-Ub)を用いて、western 
blotting を行ったところ、pan-Ub が認められ
た（ Fig.4-A）。次に、 K48-linked protein 
ubiquitination は  proteasomal による分解、
K63-linked protein ubiquitination は lysosomal
による分解と考えられている。 anti-K48 
linkage-specific polyubiquitin (K48), anti-K63 
linkage-specificpolyubiquitin (K63) 抗体を用い
て、western blottingにより、ユビキチン化蛋
白を測定した。K48、K63 抗体のいずれも増

加が認められた（Fig.4-B）。proteasom活性を
測定したところ、3〜10µM ATO暴露により、
仮性の増加が認められた（Fig.4-C）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
（7）ユビキチン -プロテアソーム系が細胞
の恒常性に関与  
LMP2-GFP (proteasomal marker)、MT-mKO1 
(mitochondrial marker) を用いて、蛍光観察を
行ったところ、 proteasome subunit protein 
LMP2 がミトコンドリアに translocates した
（Fig.5-A）。proteasome inhibitor の bortezomib
投与により、アポトーシスが増加した
（Fig.5-B）。 

図3.Parkinの基質のVDAC1のユビキチ
ン化 

図 4. 蛋白のユビキチン化 

図 5. 
ubiquitin-proteasome
系の細胞の恒常性

への関与 
proteasome阻害剤
でアポトーシスが

増加。 
白矢印は

LMP2-GFP と
MT-mKO1の共
存。 



（8）動物実験  
Wistar rat 7W 雄（BW 200-300g）に ATO、
5mg/kg B.W.	 i.p. 投与。各群 5匹以上。6h と
48h 後に屠殺し、心臓、肺、肝臓、大脳を回
収した。定法により、ホモジナイズ、蛋白定
量し、蛋白濃度を調整した。ヒ素の標的であ
る PML 蛋白質の動態について、western 
blottingで調べた（Fig.6）。その結果、心臓で
の変動はなく、大脳でのみ PML タンパクの
変動（増加と減少）を認めた（Fig.6）。 
 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（9）考察  
この研究では、亜ヒ酸は心筋由来の HL-1 細
胞にアポトーシス型の細胞死を引き起こし
た。Parkin の細胞質からミトコンドリアへの
translocationが起こり、VDAC1のユビキチン
化を引き起こされた。この時、protesome活性
が上昇していたが、autophasy-lysosome系の活
性化は認められなかった。また、proteasome
活性を抑制すると、細胞死（アポトーシス）
が増加した。以上のことから、ATO投与時は、
ubiquitin-proteasome系が活性化し、細胞保護 
的に作用していることが考えられた。 
Proteasome を抑制すると細胞死が増加するこ
とは、mitophasyが起こっていることが示唆さ
れた。ラットの動物実験は、予備的な実験で
あるが、ヒ素の標的である PML 蛋白質の動
態について、western blottingで調べた。その
結果、心臓での変動はなく、大脳でのみ PML
タンパクの変動（増加と減少）を認めた。今
後は酸化ストレスと DNA 損傷を中心に研究
を進める予定である。 
 
（10）研究の総括  
心筋由来の培養細胞の亜ヒ酸による細胞傷

害時に、傷害されたミトコンドリアから放出

される E3 ubiquitin ligaseである Parkinがミト
コンドリアに translocation し、さらに
ubiquitin-proteasome 系を活性化することが、
ミトコンドリア品質管理、細胞の恒常性維持

につながり、結果として、細胞保護的に作用

している。今後は、動物での検証が待たれる。 
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