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研究成果の概要（和文）：近年、ヒ素曝露による循環器疾患の発症リスクが増大することが報告されている。そ
こで本研究では、循環器疾患のリスク要因の一である血中高密度リポタンパク質(HDL)の低下に着目した。HDLは
肝臓のATP-binding cassette transporter-A1 (ABCA1)を介して主に産生されることから、肝臓由来の培養細胞
を用いヒ素がABCA1の発現に及ぼす影響について解析を行った。その結果、ヒ素により、ABCA1の有意な発現抑制
が認められたと同時に、細胞内コレステロールの蓄積が認められた。このことから、ヒ素曝露によるABCA1の発
現抑制がコレステロール代謝の異常に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recent epidemiological studies suggest that arsenic exposure involved in 
atherosclerosis. In this study, we focused on the effect of arsenic on the cholesterol metabolism by
 using Hepa1c1c7 and HepG2 cells. The gene expression and Western Blot analysis showed that arsenic 
suppress the expression of ATP-binding cassette transporter-A1 (ABCA1) which involved in HDL 
biogenesis. Furthermore, arsenic induced the accumulation of cellular cholesterol. These results 
suggest that arsenic disrupt the cholesterol efflux through the inhibition of the expression of 
ABCA1. 

研究分野： 衛生学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
無機ヒ素 (ヒ素) は、バングラデシュ、台

湾やインドなど東南アジアをはじめ世界各
国で、地質から井戸水への混入を介して住民
に深刻な健康被害をもたらし、大きな環境汚
染問題となっている。近年の疫学研究から慢
性的なヒ素曝露によってアテローム性動脈
硬化症などの心疾患や高血圧症の発症リス
クが増大することが示されているがその分
子機序については未だ不明な点が多い。 
動脈硬化症のリスク要因の一つには血中

高密度リポタンパク質 (HDL) の低下が挙げ
られ、近年バングラデシュのヒ素汚染地域に
おける血中 HDL の低下が報告されている 
(Karim et al., Toxicol. Sci., 2013)。HDL
は 肝 臓 の ATP-binding cassette 
transporter-A1 (ABCA1)を介して主に産生さ
れ、肝臓特異的ABCA1欠損マウスでは血中HDL
が 80%低下することが報告されている
(Timmins et al., J. Clin. Invest., 2005)。
HDL はコレステロールの分解能を持たない末
梢細胞表面からの余剰コレステロールの引
き抜きと、コレステロールの胆汁酸への転換
排出の場である肝臓への輸送を促進する役
割を担っている。血中 HDL の低下は、末梢細
胞でのコレステロールの蓄積を引き起こし、
血管壁におけるマクロファージの泡沫化を
介して動脈硬化の引き金となることが知ら
れているが、ヒ素が HDL 産生の責任分子であ
るABCA1の発現に及ぼす影響については未だ
十分に理解されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究ではコレステロール代謝の主要な

臓器である肝臓に着目し、ヒ素曝露によるコ
レステロール代謝異常のメカニズムを明ら
かにすることを目的とする。具体的には、動
脈硬化症の危険因子の一つであるHDLの低下
にヒ素がどの様に関与しているか、HDL 産生
の責任分子である ATP-binding cassette 
transporter-A1 (ABCA1) の発現への影響を
中心に解析を行った。 
 
３．研究の方法 
本研究では、HDL 産生の主要な臓器である肝
臓に着目したことから、マウス肝がん由来細
胞株であるのHepa1c1c7細胞及びヒト肝がん
由来細胞株である HepG2 細胞を用いて、以下
のような手法を用いて研究を行った。 
 
(1) MTT assay 
Hepa1c1c7 または HepG2 細胞をプレートに

播種し、24 時間培養した後、ヒ素を曝露した。
3 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、
3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl) 
-2,5-diphenyl-2H tetrazolium bromide 
(MTT) を添加し、3 時間インキュベーション
後、細胞内脱水素酵素活性により生成したホ
ルマザン量を相対比較し，細胞の生存率を指
標にヒ素に対する感受性を評価した。 

 
(2) リアルタイム RT-PCR 
ヒ素曝露した細胞からセパゾールを用い

て total RNA を抽出し、抽出した RNA から
ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix with gDNA 
Remover (TOYOBO) を用い cDNA を調製した。
調製した cDNA を用い、StepOneTMリアルタイ
ムPCRシステムにより各遺伝子の発現を解析
した。内部標準遺伝子には、CPB を用いた。 
 
(3) 細胞内コレステロールの蛍光観察 
細胞を一晩培養後、ヒ素及びコレステロー

ルの輸送阻害剤である U-18666A (1.25 µM)
を添加し、3日間培養した細胞に、Cell-Based 
Assay Fixative Solution を添加し、固定し
た後、 Wash Buffer で洗浄後、 Filipin 
solution を添加し、暗所で 60 分静置した。
Wash Buffer で洗浄後、蛍光顕微鏡で観察を
行った。 
 
(4) 細胞内コレステロール値の定量 
細胞を一晩培養後、ヒ素及び亜鉛を添加し、

3 日間培養した細胞を氷冷 PBS で洗浄後、
hexane:isopropanol(3:2) を 1ml 添加し、1
時間撹拌抽出した溶液を遠心エバポレータ
ーを用い乾固した。乾固したサンプル中のコ
レステロール値を、LabAssay Cholesterol 
kit (Wako)により測定した。また、コレステ
ロール抽出後の plate に 0.2 N NaOH を 1.4 ml
添加し、37℃、3時間インキュベーション後、
Bradford 法によりタンパク質定量を行い、
cholesterol (mg/mg protein) を算出した。 
 
４．研究成果 
（１）ヒ素が ABCA1 の発現に及ぼす影響 
本研究では、HDL 産生の主要な臓器である

肝臓に着目し、マウス肝がん由来細胞である
Hepa1c1c7 細胞及びヒト肝がん由来細胞であ
る HepG2 細胞を対象とした解析を行った。ま
ず、ヒ素への感受性を評価するために、MTT 
assay を各細胞に対して行った。その結果、
ヒ素に対する感受性が細胞により大きく異
なり、Hepa1c1c7 細胞の方が HepG2 細胞より
高い感受性を示すことが明らかとなった（図
１）。 

 
 
 
この感受性の違いは、HepG2 細胞が

図 1 Hepa1c1c7 細胞(A)及び HepG2 細胞(B)の
ヒ素 (As) に対する感受性 

A) B) 



Hepa1c1c7 細胞に比べ、ヒ素の解毒又は排泄
経路の活性が高いことが原因と推測される
が、具体的にどの様なメカニズムによりヒ素
に対して耐性を示しているのかについては、
本研究では解析対象としていないが、ヒ素の
解毒機構を知る上で、興味深い結果であり、
今後更なる解析が必要と考えられた。 
 
次に、ヒ素曝露が Hepa1c1c7 細胞の Abca1

のタンパク質発現に及ぼす影響を解析した。
その結果、ヒ素濃度依存的な発現抑制が認め
られた。一方、LXR の合成リガンドである
T0901317 では、Abca1 の顕著な発現増加が認
められた（図２）。 

 
 
 
更に、ヒ素曝露による Abca1 の発現抑制が

認められたことから、細胞内コレステロール
の蛍光観察を行った。その結果、対照群に比
べ、ヒ素曝露群ではコレステロールの蓄積が
認められた（図３）。細胞内コレステロール
の輸送阻害剤である U-18666A は、ポジティ
ブコントロールとして用いた。 

 
 
 
また、細胞内コレステロール値の定量を行

った結果、ヒ素濃度依存的な細胞内コレステ
ロール値の増加が認められた（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

このことから、ヒ素曝露による細胞内コレ
ステロールの蓄積にAbca1の発現抑制が関与
していることが示唆された。これまでに、マ
クロファージ等の末梢細胞を用いた研究で
は、ヒ素曝露による Abca1 の発現抑制が報告
されていたが、今回の結果から HDL 産生の主
要な臓器である肝臓においても、ヒ素曝露に
よるAbca1の発現抑制が起きている可能性が
示唆された。我々の先行研究では、実際にヒ
素曝露を行った gpt delta マウスの肝臓で
Abca1 の遺伝子発現の抑制が認められており、
ヒ素曝露による肝臓のAbca1の発現抑制が動
脈硬化症のリスク要因の一つであるHDL産生
の低下を引き起こす可能性が示唆された。 
一方、胆汁酸及びヒ素の排泄に関与する

Mrp2 は、ヒ素濃度依存的な発現誘導が遺伝子
レベルで認められた。また、Abca1 の発現制
御を担う LXR の遺伝子発現を解析した結果、
ヒ素曝露により抑制傾向にあったが、有意差
はなくタンパク質レベルでの解析で差は認
められなかった。ヒ素曝露による Abca1 の発
現抑制機構については、今後も更に詳細な解
析を行う予定である。 
 
（２）亜鉛の影響 
 次に、本研究では、ABCA1 をはじめとした
コレステロール代謝関連遺伝子の発現を制
御する核内受容体 LXR 内に存在する Zn フィ
ンガードメインに着目した。これまでに、LXR
と類似の Zn フィンガードメイン構造を持つ
DNA修復酵素PARP1のZnフィンガードメイン
にヒ素が結合し、DNA 修復活性を阻害するこ
とが報告されている(Zhou et al., J. Biol. 
Chem., 2011)。このことから、ヒ素による LXR
の転写活性化阻害の可能性を検討する目的
で、ヒ素による遺伝子発現抑制が認められた
遺伝子の発現が、亜鉛添加により回復するか
否か HepG2 細胞を用い検討を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果、ヒ素による有意な遺伝子発現抑

制が認められた ABCA1 及び ApoA1 の遺伝子発

図2 ヒ素(As)曝露によるAbca1タンパク質発
現量の変化 

図3 ヒ素曝露による細胞内コレステロールの
蓄積（下段） 

図4 ヒ素(As)曝露による細胞内コレステロー
ル値の変化 

図5 ヒ素 (As)と亜鉛 (Zn)の共曝露による遺
伝子発現への影響 



現が、亜鉛を添加することで回復傾向にあり、
対照群及び亜鉛単独曝露群に比べてヒ素、亜
鉛共曝露群で有意差は認められなかった（図
５）。一方、タンパク質レベルの解析では、
亜鉛添加による効果は認められなかった（図
６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の結果から、亜鉛添加により、遺伝子

レベルでの発現抑制は抑えられる可能性が
示されたが、タンパク質レベルでの発現抑制
には、ヒ素によるタンパク質分解経路の活性
化やmiRNA等の影響が関与することが推測さ
れた。 
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