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Arsenic is ubiquitously distributed in nature throughout Earth's crust and thus the major source of exposure to this
metalloid for the general population is naturally polluted drinking water from wells. In East Asia, more than 30 million
people are chronically exposed to arsenic. Interestingly, the manifestations of vascular diseases caused by prolonged ex-
posure to arsenic are consistent with those induced by impaired production of endothelium-derived nitric oxide (NO).
However, no information has been available on the relation between NO synthesis and chronic arsenic poisoning in hu-
mans. A cross-sectional study in an endemic area of chronic arsenic poisoning in Inner Mongolia and experimental
animal studies indicated that long-term exposure to arsenic by drinking water causes reduction of NO production in en-
dothelial cells. Subsequent examinations with rabbits showed that decreased NO production during arsenic exposure is,
at least in part, due to an ``uncoupling'' of endothelial NO synthase evoked by decreased levels of (6R)-5,6,7,8-tetra-
hydro-L-biopterin (BH4), a cofactor of the enzyme, leading to endothelial dysfunction. Furthermore, an intervention
study in the area of chronic arsenic poisoning in Inner Mongolia suggested that decreased NO levels and peripheral vas-
cular disease in arsenosis patients can be reversed by exposure cessation. In our cellular experiments, we found that ar-
senic exposure causes adaptive responses against oxidative stress and arsenic cytotoxicity through Nrf2 activation. This
review summarizes the results of our recent studies on a fusion of ˆeld and laboratory studies on the chronic arsenic
poisoning and cellular protection against the metalloid.
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1. はじめに

衛生薬学とはヒトの健康と健全な環境維持をめざ

す総合科学であり，主に保健衛生，栄養と食品衛生

化学，ヒトと環境に大別される。私は筑波大学おい

て，学部は医学類，修士課程は生命環境科学研究科

環境科学専攻及び博士課程は人間総合科学研究科生

命システム医学専攻に所属している．衛生薬学出身

者が医学と環境科学において貢献できる教育研究と

は何か？ 研究室は環境医学という看板であること

から，特にヒトと環境に注目して，薬学で学んだ知

識・技術を最大限に発揮して独自の教育研究に務め

てきた．医学での“症状→診断→治療”という問題

解決に向かうプロセスは，環境科学でも同様な研究

手法がとられており，両分野は共通性がある．数年

間の試行錯誤の結果，得られた 1 つの結論は「フ

ィールドサイエンスと実験科学の融合」に立脚した

教育研究スタイルは医学と環境科学に共通な言語と

なり得るということであった．衛生薬学で学んだ環

境衛生学，毒性学，疫学，分析化学，衛生試験法等

の知識・技術は，症状と診断を検討する上で必要不

可欠である．治療に関しては，臨床という立場でな

く栄養化学，食品化学の知識・技術により機能性食

品による毒性軽減というアプローチで介入研究に貢

献できる．Figure 1 にわれわれの研究戦略を示す．

本総説では，ヒ素を研究対象として得た最近 10 年

間の研究成果を紹介する．

2. 慢性ヒ素中毒と生体内一酸化窒素（NO）産

生

ヒ素は自然界に広範に存在する半金属（メタロイ
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ド）で，その汚染は地球規模でみられている．アジ

アではバングラディシュ，インド西部ベンガル地

方，中国，タイ，ミャンマー，ベトナムなどが慢性

ヒ素汚染地域として知られている．1,2)中国の慢性ヒ

素汚染は主に飲料水を介する中毒，ヒ素を高濃度含

んだ石炭燃焼からの吸入曝露と乾燥食物に付着した

ヒ素の経口摂取による中毒，及び職場環境中での吸

入曝露に由来する中毒の 3 つに分類することができ

る．特に中国では地下水の飲用による地域性ヒ素中

毒が深刻で，1990 年初めには重点的な予防・治療

対象の地方病の 1 つとして指定されている．これま

での報告によると，中国の慢性ヒ素汚染地域でのヒ

素曝露人口は 200 万人以上にのぼり，そのうち数万

人のヒ素中毒患者が発生していると推定されてい

る．地域性ヒ素中毒のうち，内モンゴル自治区，山

西省，新疆ウイグル自治区や台湾では井戸水の飲用

に起因するヒ素中毒が多い．

一般にヒトが慢性的にヒ素に曝露されると，色素

沈着，色素脱落，手のひら及び足の裏の角質変性の

ような皮膚疾患，レイノー症候群のような末梢血管

障害，台湾に代表される重度の動脈硬化症である烏

脚病や高血圧症等の循環器疾患や種々のがんが生じ

る．3,4)しかし，これらの中毒症状の発症機序は明ら

かにされていない．

中国の慢性ヒ素中毒の発症は， 小平らによる文

化大革命の開放政策に深く関係している．無機ヒ素

は，自然環境中では硫黄や鉄と安定な複合体を形成

して地殻に存在しているが，鉱物の風化作用や温泉

などの自然現象を介して地下水中に混入する場合が

多い．5)したがって，文化大革命の解放後に感染症

防止や農業用水の確保を目的として，各家庭で井戸

を堀ることが可能になったことが，慢性ヒ素中毒の

発症に係わるヒ素曝露の開始時期（1970 年代後半）

と考えられている．

以上より，東アジアの慢性ヒ素汚染地域ではヒ素

を多量に含む岩盤が多いことに加えて，そこで生じ

た人為的現象が本環境汚染の主因と言えよう．ヒ素

の慢性中毒は，生活を豊かにしようとする反面，思

いもしない環境負荷を受けてしまったという皮肉な

話である．

生体内で産生される一酸化窒素（NO）は，1987

年に“血管内皮由来弛緩因子”として発見されて以
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Fig. 2. Levels of Arsenic and Systemic NO Production in Control (C) and Arsenic-exposed Groups (As)
Systemic NO production was determined by levels of its oxidation products, nitrite/nitrate in serum of subjects examined. Modiˆed from Pi et al.9)
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来，世界中で精力的な研究が行われ，1998 年には

ノーベル医学・生理学賞受賞の対象となった．この

ガス状シグナル分子は，NO 合成酵素（NOS）によ

りアミノ酸の 1 種であるアルギニンから産生され，

神経伝達や血管調節に重要な働きを担っている．6)

そのため，生体内 NO の生成減少は神経障害や循

環器疾患に関係する．7)また，生体内 NO 産生が低

下すると，活性酸素種（ROS）の濃度が上昇して

酸化ストレスが惹起されることが培養細胞や動物実

験の検討から示唆されている．8)興味深い点は，慢

性ヒ素曝露でみられる循環器疾患の症状が，血管圧

調節に重要な役割を担っている NO の産生低下で

観察される疾患の症状に酷似していることである．

そこでわれわれは，「慢性ヒ素中毒で観察される末

梢血管障害や循環器疾患は生体内 NO 産生の低下

によるのではないか」という作業仮説を構築し，生

体内ヒ素濃度と NO との量反応関係を明らかにす

ることを目的として，中国の地域性慢性ヒ素汚染地

域において断面調査を行った．9)

3. フィールドサイエンス慢性ヒ素曝露による

生体内 NO 産生低下と酸化ストレス

われわれは，中国内モンゴル自治区五原県住人に

対してインフォームドコンセントを行い，慢性ヒ素

曝露患者として 33 名（男性 21 名，女性 12 名）及

び対照として 10 名（男女 5 名）を抽出した．慢性

ヒ素曝露患者群は什巴/銀定図に在住の 11 家族から

のボランティアからなり，年齢は 1373 歳（平均年

齢 42 歳）であった．世界保健機構のヒ素の飲料水

基準値は 0.01 mg/ml であるのに対して，飲水型慢

性ヒ素汚染が深刻な中国での当該基準値は 0.05 mg/

ml に設定されている．われわれが調査した住民が

使用している井戸水のヒ素濃度は 0.41±0.11 mg/ml

であり，その大部分が 5 価の無機ヒ素であった．対

照群は什巴/銀定図から 35 km 離れた沙河在住の 5

家族からのボランティアからなる．年齢は 2368 歳

（平均年齢 37 歳）で，彼らが使用している井戸水の

ヒ素濃度は 0.02±0.01 mg/ml と中国の飲料水基準

値を下回っていた．両群はおよそ 15 m 程度の深さ

の井戸を使用し，食を含めた生活環境は共に似てお

り，対象者はいずれも出稼ぎ等により村を離れるこ

とのない人々であった．また，井戸の使用期間は平

均 18 年程度であった．ヒ素曝露群の住民におい

て，色素沈着，色素脱落，手足の角質変性，末梢血

管障害等の症状が認められたが，対照群ではこれら

の症状を示す住民は全くいなかった．9)

慢性ヒ素曝露群の血液中ヒ素濃度の平均値は，対

照群のそれの約 6 倍高い値を示した（Fig. 2）．一

方，ヒ素曝露群の血清中 NO 代謝物濃度は対照群

のそれの約半分まで低下しており，血清中 NO 代

謝物濃度は血中ヒ素濃度に逆相関した（Fig. 2）．9)

また，慢性ヒ素曝露群の血液中グルタチオン濃度は

対照群より有意に減少し，ヒ素曝露群の血清中

LPO 量（酸化ストレスの指標）は対照群より有意

に高かった．10)以上より，ヒトが慢性的にヒ素に曝

露されると，生体内 NO 産生が低下するだけでな

く，酸化ストレスが生じている事実が明らかとなっ

た．

4. 実験科学慢性ヒ素曝露による NO 産生低下

及び酸化ストレスのメカニズム

正常時では，血管内皮型 NOS（eNOS）から産生
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Fig. 3. Initial Response and Adaptation against the Metalloid and Disruption of Adaptation through NO/cGMP Signaling during
Prolonged Exposure of Rabbits to Arsenate

cGMP, guanosine 3′,5′-cyclic monophosphate; eNOS, endothelial NO synthase; O－
2 , superoxide.

1180 Vol. 129 (2009)

される NO は血管調節に重要な役割を担ってい

る．しかし，なんらかの原因でアルギニンや NOS

の補酵素であるテトラヒドロビオプテリン（BH4）

の生体内濃度が低下すると，eNOS からの NO 産生

量は低下し，代わりに酸化ストレスの原因である

スーパーオキシドや過酸化水素のような ROS を生

成することが知られている．11)そこでわれわれは，

「慢性ヒ素汚染地域で観察されるヒトにおける酸化

ストレスや NO 産生低下は，慢性ヒ素曝露による

eNOS の機能障害によるのではないか」という作業

仮説に基づき，ヒ素代謝がヒトと酷似しているウサ

ギに 5 価無機ヒ素（5 mg/ml）を長期間飲水させて

種々の検討を行った．12)

その結果，Fig. 3 に示す通り，無機ヒ素曝露の初

期段階では，定常時よりむしろ生体内 NO 産生量

の増加が観察された．このことは，NO/cGMP シ

グナルの上昇を介した無機ヒ素に対する生体の初期

応答が生じたことを示唆している．一方，ヒ素曝露

後 18 週目における血漿中 NO 代謝物量は，曝露群

が対照群の約 75％まで低下した．一方，尿中過酸

化水素量は，曝露群が対照群の 1.2 倍有意に高い値

を示した．12)慢性ヒ素曝露による酸化ストレスは，

肝臓中のグルタチオン還元酵素及びチオレドキシン

還元酵素活性の低下によって支持された．13)このよ

うな条件下，生体内アルギニン量については両群共

に差はみられなかったが，ヒ素曝露群の生体内

BH4 濃度は対照群の約 60％まで減少していた．12)

正常時では，ウサギの大動脈血管は細胞内カルシウ

ム増加に伴い，NOS の活性化による NO 産生に起

因して血管平滑筋の弛緩がみられる．ところが，慢

性的にヒ素を飲水したウサギの大動脈血管は細胞内

カルシウム増加により一過性の血管収縮が観察され

た．14)この血管収縮は，スーパーオキシドの消去剤

や NOS 阻害剤をそれぞれ前処置することで消失し

た．12)

以上の結果より，5 価の無機ヒ素をウサギに慢性

飲水させると，ヒトの場合と同様に生体内 NO 産

生量の低下及び酸化ストレスが生じることが明らか

となった（Fig. 3）．同条件下において，組織中

BH4 量の低下が観察されることから，eNOS は補酵

素 BH4 の濃度低下に由来する ``uncoupling reac-

tion'' を生じ，NO の代わりに血管収縮因子である

スーパーオキシドを産生することが示唆された

（Fig. 3）．さらに，血管内皮細胞の酵素液を用いた

結果より，無機ヒ素の親電子代謝物であるモノメチ

ル 3 価ヒ素の eNOS への共有結合が本酵素活性低
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Fig. 4. Systemic NO Production in Untreated Chronic Arse-
nosis Patients before and after the Switch to Low-arsenic
Drinking Water

M, male; F, female. Modiˆed from Pi et al.16)
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下に起因する NO 産生低下に関係することも示し

た．15)

5. フィールドサイエンス慢性ヒ素汚染地域で

の介入研究

われわれは，内モンゴル自治区における慢性ヒ素

汚染地域の住民に対して，一定期間環境基準値以下

の井戸水に改水することで慢性ヒ素中毒が改善され

るか否かを調べる介入研究を行った．16)内モンゴル

自治区衛生局の協力により，これまで使用していた

井戸から中国の環境基準値以下のヒ素を含む井戸を

見い出し，1 年間慢性ヒ素中毒患者に供給した．そ

の結果，井戸水の改水に伴い，血中及び尿中ヒ素濃

度は顕著に低下した．このような条件下において，

数名の例外を除いて慢性ヒ素曝露により低下した生

体内 NO 産生（この場合は尿中 cGMP 量を指標）

は増加した（Fig. 4）．また，末梢血管障害の軽減

だけでなく，手のひらの角質変性も改善された．16)

これらの介入研究の成果は，井戸水の改水が慢性ヒ

素汚染地域での中毒症状の改善と予防対策に貢献で

きることを示唆している．

6. 実験科学ヒ素に対する細胞応答と転写因子

Nrf2 の役割

ヒ素を細胞に曝露すると，MAP キナーゼ等のシ

グナル伝達系に作用して AP-1 や NF-kB 等の転写

因子の活性化（抑制）を引き起し関連遺伝子群の発

現制御を撹乱する．17,18)その効果は，細胞の種類や

曝露量に応じて細胞増殖やアポトーシスを生じるた

めに ``the paradox of arsenic'' と呼ばれている．ヒ

素の細胞毒性の 1 つが酸化ストレスの惹起であるこ

とは，抗酸化タンパク質 HO-1 や抗酸化物質グルタ

チオンの合成律速酵素の発現誘導という細胞の初期

応答や酸化的 DNA 損傷から理解できる．ところ

が，飲水を介してヒ素に長期間曝露されたヒトの赤

血球中グルタチオン濃度が対照群のそれの半分程度

まで低下している事実10)は，ヒ素の慢性曝露によ

り生体の当該金属に対する適応破綻が生じているこ

とを示唆している（Fig. 3）．一方，ヒ素は細胞内

に取り込まれるとメチル化及びグルタチオン抱合を

受け，MRP 等のトランスポーターを介して細胞外

に排泄されるが，19,20)グルタチオンの枯渇やトラン

スポーターのブロックにより，細胞内ヒ素濃度は上

昇してその細胞毒性は増加する．21)このことは，ヒ

素の毒性発現には細胞内の蓄積が重要であり，ヒ素

の解毒代謝系を亢進させて細胞内ヒ素濃度を軽減さ

せると，ヒ素の中毒症状は緩和される可能性を示唆

している．

しかしながら，ヒ素によって生じる酸化ストレス

並びにヒ素の解毒・排泄を制御する機構は明らかに

されていなかった．そこで，われわれは異物代謝と

酸化ストレス応答系の制御機構において中心的役割

を演じている“Nrf2-Keap1 システム”に着目した．

定常時において，塩基性領域ロイシンジッパー

型転写因子である Nrf2 は Keap1 によって細胞質に

トラップされると同時に，ユビキチン・プロテア

ソーム系による速いタンパク質分解を受けている．

しかし，細胞が酸化ストレスを生じる化合物に曝露

されると，ROS により Keap1 の反応性システイン

残基は酸化修飾され，Keap1 のコンフォメーション

変化が生じて，Keap1 と Nrf2 の相互作用は減弱す

る．その結果，Nrf2 は核に移行して小 Maf 群因子

とヘテロ二量体を形成し，抗酸化応答配列（anti-

oxidant responsive element, ARE）に結合して下流

の転写を活性化する．22,23)

無機ヒ素をヒト皮膚由来 HaCaT 細胞やマウス骨

芽由来 MC3T3-E1 細胞に曝露すると，濃度依存的

に転写因子 Nrf2 は活性化された．24,25)その結果，

抗酸化タンパク質である HO-1, PrxI 及び A170 だ

けでなく，無機ヒ素の細胞外排泄亢進に係る GCL

（グルタチオン合成の律速酵素），GST（グルタチ

オン転移酵素）及び MRP1（グルタチオン抱合体

を排泄するトランスポーター）のような下流遺伝子

群の転写活性化が生じた．同様な Nrf2 の活性化
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Fig. 5. Cellular Response to Arsenic Through the Nrf2/Keap1 System
Nrf2, NF-E2-related factor 2; Keap1, Kelch-like ECH-accosiated protein 1; Ub, ubiquitin.

Fig. 6. Biotransformation of Arsenic and Protective Role of Nrf2 against Arsenic-induced Cytotoxicity
(A) Proposed pathways of transporters for uptake and eŒux of arsenite and enzymes responsible for arsenic excretion into extracellular space in hepatocytes.

iAs3＋, inorganic arsenite; As(SG)3, arsenite triglutathione; Cyt19, arsenic methyltransferase; GCL, glutamate cysteine ligase; GSTs, glutathione S-transferases;
GSH, glutathione; AQP9, aquaglyceroporin 9; MRP, multidrug resistance-associated protein. Proteins (orange) are coordinately regulated by Nrf2. (B)Western
blot analysis of the downstream proteins regulated by Nrf2 during exposure of primary mouse hepatocytes to inorganic arsenite. GCLC, GCL catalytic subunit;
GCLM, GCL modiˆer subunit. (C) MTT assay following exposure of primary mouse hepatocytes to inorganic arsenite. p＜0.01. Modiˆed from Kumagai and
Sumi.28)

1182 Vol. 129 (2009)
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Fig. 7. Sulforaphane, a Nrf2 Activator, Supresses Cellular Accumulation of Arsenic and Its Cytotoxicity in Primary Mouse Hepato-
cytes
(A) Structure of sulforaphane. (B) Sulforaphane-mediated activation of Nrf2 and up-regulation of the downstream gene products in primary mouse hepato-

cytes. HO-1, heme oxygenase-1. (C) EŠect of sulforaphane on arsenic accumulation in the cells. Cells were incubated with either DMSO (0.1％) or sulforaphane (5
mM) for 24 h prior to exposure with 5 mM inorganic arsenite for 24 h. Each value represents the means±S.D. p＜0.01 vs. DMSO. (D) EŠect of sulforaphane on
inorganic arsenite-induced cytotoxicity in the cells. Cells were incubated with either DMSO (○) or 5 mM sulforaphane (●) for 24 h prior to the exposure to the in-
dicated inorganic arsenite concentrations. Each value represents the means±S.D. p＜0.01 vs. DMSO. Modiˆed from Kumagai and Sumi.28)
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は，茨城県神栖市の地下水汚染で見い出されたジフ

ェニルアルシン酸のような有機ヒ素でも観察され

た．26) HaCaT 細胞を用いた研究より，ヒ素曝露に

よる Nrf2 活性化には，少なくとも過酸化水素のよ

うな ROS の細胞内産生増加が関係することが明ら

かとなった．25)また，無機ヒ素（あるいはその代謝

物）がユビキチン・プロテアソーム系を阻害するこ

とで，結果的に Nrf2 の分解抑制に伴い本転写因子

の核内移行が亢進することも示唆された（新開ら，

未発表データ）．われわれが得た結果を基にして，

ヒ素曝露に対する Nrf2 活性化を介した細胞応答を

Fig. 5 に示す．Nrf2 活性化を介した抗酸化タンパ

ク質群の発現誘導は，酸化ストレスに対する細胞応

答である可能性が高い．

Fig. 6(A)に示す通り，無機ヒ素（3 価）は AQP9

のようなチャンネルを介して肝細胞に取り込ま

れ，27) Cyt19 によりメチル化及び第 2 相異物代謝酵

素群の 1 つである GST によりグルタチオン抱合を

それぞれ受ける．特に，グルタチオン抱合体は

MRP1/2 のような第 3 相トランスポーターを介し

て細胞外へ排泄される．28)マウス初代肝細胞におい

て，Nrf2 欠損により無機ヒ素の解毒・排泄に係わ

る GCL, GST 及び MRP1 の定常レベルでの発現量

の顕著な低下だけでなく，無機ヒ素による発現誘導

能も消失していることが明らかとなった［Fig. 6

(B)]．このような Nrf2 で統括的に制御されている

下流タンパク質の発現抑制によって，ヒ素に対する

感受性を増大させた［Fig. 6(C)]．28)一方，ブロッ

コリースプラウトに含まれている Nrf2 活性化剤ス

ルフォラファン［Fig. 7(A)］を事前に初代肝細胞

に処理して GCL，GST 及び MRP1 を発現誘導し

ておくと［Fig. 7(B)]，無機ヒ素単独曝露と比較し

て細胞内ヒ素濃度は低下し，細胞毒性は軽減される

ことが明らかとなった［Figs. 7(C) and (D)]．29)以

上より，ヒ素による Nrf2 活性化は酸化ストレスの

防御だけでなく，ヒ素の細胞外排泄の亢進に重要な

役割を演じている転写因子であることが示された．

7. おわりに

フィールドサイエンスにおいて，中国内モンゴル

自治区の慢性ヒ素汚染地域での介入研究で得られた
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重要なことは，生体内ヒ素濃度を低下させると慢性

ヒ素曝露による中毒症状は改善されるという事実を

示せたことである．しかし，水源や費用等の諸問題

を考慮すると，ヒ素汚染が多発している東アジア全

域に対して井戸水改水を網羅的に実施することは不

可能であることから，日々摂取しているヒ素を効率

良く体外に排泄するシステムも見い出すことが重要

であると思われる．一方，実験科学で得られた成果

は，無機ヒ素の細胞内濃度低下に係わる転写因子と

しての Nrf2 の重要性を示せたことであり，スルフ

ォラファンのような植物由来の Nrf2 活性化剤を使

用した動物実験，さらには慢性ヒ素汚染地域住民に

対する介入研究に対して貴重な情報を提供したと言

えよう．
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