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研究成果の概要（和文）：茨城県神栖市で発生した地下水ヒ素汚染事故で検出された有機ヒ素化合物の一つであるジフ
ェニルアルシン酸（DPAA）による神経症状発症メカニズムとして培養アストロサイトの異常活性化（細胞増殖、MAPキ
ナーゼと転写因子の活性化、脳内サイトカイン（MCP-1、 adrenomedullin、CXCL1、IL-6）の放出）を明らかにした。
続いて、上記の4種類のサイトカインがmiR-181という同じmiRNAにより発現が抑制され得ることに注目し、miR-181発現
量を半定量したところ、DPAAにより発現量が減少したが、miR-181の減少は少なくとも上記のアストロサイトの活性化
に直接は関与していなかった。

研究成果の概要（英文）：In the arsenic poisoning occurred in Kamisu, Ibaraki, Japan, people drinking 
highly arsenic-contaminated water of the well suffered from neurological, mainly cerebellar, symptoms. 
Exposure to diphenylarsinic acid (DPAA), a compound detected in the Kamisu accident, was able to induce 
abnormal behaviors in rats in vivo and activation of astrocytes (cell proliferation, activation of MAP 
kinase and transcription factors, and release of MCP-1, adrenomedullin, CXCL1, and IL-6). Here, the role 
of miRNA, which negatively regulates transcription of these cytokines, miR-181, was investigated. DPAA, 
which was a main and most active organic arsenicals among those found in the Kamisu accident, reduced 
miR-181 expression at 10 &#181;M after 96 hour exposure in cultured astrocytes. However, interference 
using miRNA mimic and miRNA inhibitor specific for miR-181 showed little effect. It seemed that reduction 
of miR-181 hardly account for DPAA-induced activation of astrocytes.

研究分野： 神経毒性学
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１．研究開始当初の背景 
茨城県神栖市で 2003 年に発生した地下水

ヒ素汚染事故では、5 価の有機ヒ素化合物が
検出された。この事故ではヒ素汚染水を生活
用水として利用していた住民が小脳症状を
主徴とする神経症状を訴えた。逆にこの突如
集団に発生した神経症状が地下水のヒ素汚
染と汚染源確定を早めた。事故から 12 年が
経過したが、症状自体は軽微ながらも頭痛を
訴える住民もいる。研究代表者は事故で検出
された数種類の有機ヒ素化合物の中でもジ
フェニルアルシン酸（DPAA）について、中
枢神経系の中でも小脳に注目してDPAAが小
脳症状を引き起こすメカニズムの解明を目
指してきた。具体的には初代培養ラット小脳
神経系細胞において DPAA 曝露を行い、網羅
的遺伝子発現解析からの定量的遺伝子発現
解析を行いDPAAによる酸化ストレス応答遺
伝子および「神経・血管作動性ペプチド
（MCP-1/CCL2、Adrenomedullin、CXCL1、
FGF-2）の発現上昇」を明らかにした。次い
で免疫細胞化学染色によりこれらのペプチ
ドを産生する細胞種の同定を試みたところ、
酸化ストレス応答因子を含め上記 4 ペプチド
は全て神経細胞ではなくアストロサイトが
発現していた。これらの変化は DPAA 曝露し
た生体ラットの小脳でも観察された。さらに
生後直後より実際の事故に近い濃度で DPAA
を曝露したラットはオープンフィールドテ
ストにおいて可逆的に多動行動を示し、また
非可逆的に記憶・学習障害を示した。このよ
うに in vitro および in vivo を適切に組み合わ
せて評価することでDPAAによる小脳症状発
症のメカニズム解明を目指し、「DPAA による
アストロサイトの活性化（細胞増殖、MAP
キナーゼの活性化等）とサイトカインの過剰
放出が小脳症状や脳血流異常の原因である」
という仮説を立てるに至った。ところで、
DPAA がこれだけの遺伝子発現をかく乱させ
るメカニズムについては未だ不明である。ヒ
素化合物なので酸化ストレスが生じ、酸化ス
トレス応答因子が誘導されるのは容易に想
像できる。しかしながら、なぜ MCP-1/CCL2、
Adrenomedullin、CXCL1、FGF-2 といった脳
内サイトカインが同時に産生されるのかは
不明である。さらに、詳細は省くが DPAA に
よる酸化ストレスがアストロサイトの活性
化に直接的に関与するとは言い難い結果ば
かり得られている（未発表）。アストロサイ
トは充分に抗酸化ストレスシステムを備え
ていた。そんななか、特に根拠なく近年注目
されている遺伝子発現制御システムである
miRNA について気になり、今回の実験系で
DPAA による異常放出が確認されている
MCP-1/CCL2、Adrenomedullin、CXCL1、FGF-2
の発現を抑制すると予想される miRNA をデ
ータベース上で眺めたところFGF-2をのぞく
MCP-1/CCL2、Adrenomedullin、CXCL1 の 3
種のペプチドは共通して miR-181 により制御
をうけると推定されていた。しかるに、DPAA

による miR-181 の発現抑制がこれらサイトカ
インの発現や、延いてはアストロサイトの活
性化の原因ではないか、という思いに至り、
本研究課題を遂行した。 
 
２．研究の目的 
 DPAA によるアストロサイトの異常活性化、
さらには MCP-1/CCL2、Adrenomedullin、
CXCL1 等の脳内サイトカインの異常放出に
おける miRNA 発現制御の関与を検討するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では主にラット小脳由来培養アス
トロサイトにおけるDPAAとその関連有機ヒ
素化合物の影響を評価した。 
新生仔Wistarラット小脳から初代培養を準備
し、それを長期培養と継代を繰り返すことで
増殖性の高いアストロサイトから成る培養
系を調整した。増殖用の培養液は 10%ウシ胎
仔血清（FBS）含有 DMEM/F-12 を用いた。
続いて最終継代時に 500 個／mm2 で播種し、
48 時 間 後 に 無 血 清 培 養 液
（DMEM/F-12+Insulin+Transferrin+Selenium）
に交換し、さらに 48 時間追加培養を行った
（無血清馴化）。続いて、DPAA やその他の薬
剤を溶解した無血清培養液と交換すること
で薬物処置を行った。miR-181 の発現に関し
て は サ ー モ フ ィ ッ シ ャ ー 社 （ Applied 
Biosystems 社）の推奨方法に従い特異的プラ
イマーを用いた逆転写および TaqMan プロー
ブを用いた real-time PCR を行い定量した。
miR-181 の mimic や inhibitor はサーモフィッ
シャー社の mirVana Mimics & Inhibitors より
入手して推奨方法に従い使用した。その他、
培養液中のサイトカイン濃度測定も市販の
ELISA キットを用いて行った。 
 
４．研究成果 
（1）有機ヒ素化合物によるアストロサイト
の活性化についての構造活性相関解析 
この化合物が問題となったヒ素汚染事故

でDPAAと同時に検出された有機ヒ素化合物
であるフェニルアルソン酸（PAA）、フェニル
メチルアルシン酸（PMAA）、フェニルジメチ
ルアルシンオキシド（PDMAO）、およびジフ
ェニルメチルアルシンオキシド（DPMAO）
についても影響を検証したところ、アストロ
サイトへの影響は DPAA が最も強く、PMAA
がわずかに影響を与える程度、他の三種は全
く影響を与えなかった。この結果より、今後
はこのヒ素汚染事故の実態を考察するため
にはDPAA一本で検証することが必要十分で
あることを明らかにした。この研究成果は米
国毒性学会機関紙「Toxicological Sciences」に
報告した（雑誌論文①）。 
 
（2）miR-181 発現における DPAA の影響 
 miR-181 の経時的な発現量解析により、培
養アストロサイトにおいて miR-181 の発現は



培養時間に応じて発現上昇するがDPAAによ
りその発現上昇が抑制されていることと発
現抑制は DPAA ばく露 96 時間後にようやく
顕著になることが明らかとなった。 
 
（3）miR-181 発現制御と DPAA によるアスト
ロサイトの活性化 

DPAA によるアストロサイトの活性化にお
ける miR-181 の関与を検証するために
miR-181 の mimic RNA と inhibitor RNA の効
果を、DPAA ばく露時の形態変化、細胞増殖、
およびサイトカイン産生等を指標として評
価したが、特段の効果は見られなかった。こ
の点については様々な角度から評価を行っ
たが、miR-181 への干渉が DPAA と類似の影
響を見せることも無く、DPAA による活性化
の程度を変化させることも無かった。つまり、
DPAA により miR-181 の発現が抑制されるが、
DPAA によるサイトカインの異常産生への道
のりにおいてこの経路が決定的に関与して
いるとは考えがたい。 
 
本研究では結果としてDPAAによる特定の

miRNA 制御の破綻がアストロサイトの活性
化を直接支配するという強い仮説を否定す
るに終わったが、miR-181 は脳内で比較的豊
富に発現している miRNA であり、DPAA に
よるその発現抑制は今回評価したサイトカ
イン以外の遺伝子の発現の調節に影響を与
える可能性がある。直接的因果は見いだせな
かったが、解析を進めるにあたってこれまで
以上にDPAAがアストロサイトを活性化させ
るメカニズムに踏み込むことができた。何よ
りも、miRNA 発現制御の評価・解析のために
得たスキルは研究代表者がこれまでもこれ
からも行う「化学物質が脳発達に与える影
響」を評価する際に重要な戦力となると考え
る。 
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